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SUMMARY

The Edwardsiella genus is composed by five species, four of them of great importance for
aquaculture due to their implication in several infectious outbreaks. This genus appeared
with the description of the species E. tarda in the 1960s, and following with the description
of the species E. hoshinae and E. ictaluri at the beginning of the 1980s. More recently, two
species, E. piscicida and E. anguillarum, were incorporated by the reclassification of
isolates previously identified as E. tarda.

Due to the presence of different genetic groups within the E. tarda species and after the
descriptions of the new species, taxonomic and genotypic studies were carried out.
Although the AFLP and MLSA results obtained showed that these techniques are good
taxonomic tools capable of discern among species, only the MLSA was able to establish
relationships among the isolates and their hosts or geographical origin. Despite of these
results, the sequence of dnaJ gene was the most resolutive taxonomic tool.

To understand the dispersion of the Edwardsiella genus, its evolution mechanisms and a
possible specialization, population genetic studies by MLST were conducted. The results
indicated that the mutation is the most common evolutionary event although its
repercussion in the general evolutionary process is the same that the recombination. In
addition, the population showed a high genetic discontinuity probably due to the high
number of mutations.

The virulence factors are important to know the virulence mechanism in pathogenic
bacteria and to develop prevention and treatment strategies. Employing the comparative
proteomic tools, 2D-DIGE and TMT6plex, proteins relate with the virulence process of E.
piscicida were identified. As results of 2D-DIGE analysis, proteins such as FliC, HtpG and
ArnA which functions are related to antibiotic resistance and/or mechanisms of resistance
to the host's defenses were reported as virulence factors.

By comparison of E. pisicicida proteomes obtained under different iron growth conditions,
it was verified that proteins related to iron uptake were overexpressed in restrictive

conditions of this element.






RESUMEN

El género Edwardsiella estd compuesto por cinco especies, cuatro de ellas de gran
importancia para la acuicultura debido a su implicacion en varios brotes infecciosos. Este
género empezo6 con la descripcién de la especie E. tarda en la década de 1960, y luego con
la descripcidn de las especies E. hoshinae y E. ictaluri a principios de los afios ochenta. Mas
recientemente, se describieron las especies E. piscicida y E. anguillarum, en base a la
reclasificacion de aislados previamente identificados como E. tarda.

Debido a la presencia de diferentes grupos genéticos dentro de la especie E. tarda y a la
descripcion de las nuevas especies, se llevaron a cabo estudios taxondmicos y genotipicos
para esclarecer las controversias generadas. Aunque los resultados de AFLP y MLSA
obtenidos mostraron que estas técnicas son buenas herramientas taxondmicas capaces de
discernir entre las especies, solamente el MLSA resulté de utilidad para establecer relaciones
entre los aislados y sus hospedadores o su origen geografico. A pesar de estos resultados, la
secuenciacion del gen dnal fue la herramienta taxondmica mas resolutiva.

Para comprender la dispersion del género Edwardsiella, sus mecanismos de evoluciéon y una
posible especializacion, se realizaron estudios genéticos poblacionales mediante MLST. Los
resultados indicaron que la mutacion es el evento evolutivo mas comun, aunque su repercusion
en el proceso evolutivo general es la misma que la recombinacion. Ademas, la poblacidon mostro
una alta discontinuidad genética probablemente debido al alto nimero de mutaciones.

Los factores de virulencia son importantes para conocer el mecanismo de infeccion en
bacterias patégenas vy, para desarrollar estrategias de prevencion y tratamiento.
Empleando las herramientas de proteémica comparativa, 2D-DIGE y TMTé6plex, se
identificaron varias proteinas relacionadas con el proceso de virulencia de E. piscicida. El
anadlisis 2D-DIGE, mostré que proteinas como FliC, HtpG y ArnA, relacionadas con la
resistencia a los antibidticos y/o los mecanismos de resistencia a las defensas del
hospedador, forman parte del elenco de los factores de virulencia de E. piscicida.

Mediante la comparacién de los proteomas de E. pisicicida obtenidos en diferentes
condiciones de crecimiento en las que se modifica la disponibilidad de hierro, se verifico
gue las proteinas relacionadas con la captacién de hierro se sobreexpresan en condiciones

restrictivas de este elemento.






RESUMO

O xénero Edwardsiella estd composto por cinco especies, catro delas de gran importancia
para a acuicultura debido a sua participacion en varios brotes infecciosos. Este xénero
comezou coa descricion da especie E. tarda en 1960, e continuou coa descricion da
especie E. hoshinae e E. ictaluri a principios dos anos oitenta. Mais recentemente,
describironse as especies E. piscicida e E. anguillarum, baseadas na reclasificacién de cepas
previamente identificadas como E. tarda.

Debido a presenza de diferentes grupos xenéticos dentro da especie E. tarda e a descricidn
das novas especies, realizaronse estudos taxonomicos e xenotipicos para aclarar as
controversias xeradas. Ainda que os resultados do AFLP e MLSA obtidos mostraron que
estas técnicas son boas ferramentas taxondmicas capaces de discernir entre as especies,
s6 o MLSA demostrou ser util para establecer relacions entre as cepas e os seus
hospedeiros ou a sUa orixe xeografica. A pesar destes resultados, a secuenciacion do xene
dnal foi a ferramenta taxondmica mais resolutiva.

Para comprender a dispersion do xénero Edwardsiella, os seus mecanismos de evolucion e
unha posible especializacion, os estudos xenéticos da poboacion realizaronse empregando
a técnica MLST. Os resultados indicaron que a mutacion é o evento evolutivo mais comun,
ainda que a sUa repercusion no proceso evolutivo xeral € a mesma que tefien os eventos
de recombinacién. Ademais, a poboacién mostrou unha alta discontinuidade xenética
probablemente debido ao elevado nimero de mutacions.

Os factores de virulencia son importantes para cofiecer o mecanismo de infeccion nas
bacterias patdxenas e, para desenvolver estratexias de prevencion e tratamento. Usando as
ferramentas de protedmica comparativa, 2D-DIGE e TMT6plex, identificaronse varias
proteinas relacionadas co proceso de virulencia de E. piscicida. A analise realizada mediante
2D-DIGE, mostrou que proteinas como Flic, HtpG e ArnA, relacionadas coa resistencia a
antibidticos e/ou dos mecanismos de resistencia as defensas do hospedeiro, forman parte
do elenco de factores de virulencia de E. piscicida.

Ao comparar os proteomas de E. pisicicida obtidos baixo diferentes condicidns de
crecemento nas que se modifica a dispofibilidade de ferro, verificouse que as proteinas
relacionadas coa captacion de ferro se sobreexpresan en condicidns restritivas deste

elemento.
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1 INTRODUCCION

1.1 LA ACUICULTURA

El término acuicultura estd definido por la FAO (Food and Agriculture Organization of the
United Nations) como “el cultivo de organismos acuaticos en dreas continentales o costeras, @
gue implica por un lado la intervencién en el proceso de crianza para mejorar la produccién y
por el otro la propiedad individual o empresarial del stock cultivado”. Las referencias mas
antiguas sobre la acuicultura datan del 3800 a.C. en la antigua China, pero no es hasta mitad
del siglo XX cuando se inicia una evolucién hacia la produccion industrial. Ante la estabilidad
de la produccion de la pesca de captura desde finales de los 80, la acuicultura ha sido la
responsable del crecimiento del suministro de pescado para el consumo humano (Figura 1),
siendo la produccién acuicola superior a la de la pesca extractiva desde 2013 (datos

extraidos de www.fao.org/fishery/ statistics/ es).
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Figura 1. Evolucion de la producciéon mundial de la pesca de captura y acuicultura. Datos
extraidos de www.fao.org/fishery/statistics/es. Figura original.

La acuicultura es probablemente el sector de produccién de alimentos con crecimiento

mas acelerado convirtiéndose en una actividad socioecondémica relevante dando empleo a
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mas de 18 millones de personas (datos del 2014; FAO, 2016) en todo el mundo. La oferta
mundial per capita de pescado alcanzd un maximo histérico de 20 kg en 2014, gracias a un
intenso crecimiento de la acuicultura, que en la actualidad representa el 50% de todo el
pescado destinado al consumo humano. Cabe destacar que el aumento de consumo de
pescado no solo se produjo en los paises desarrollados, sino también en aquellos con bajos
ingresos y déficit de alimentos.

La produccién acuicola en 2015 ascendié a 105,9 millones de toneladas, con un valor
estimado de primera venta de 167.700 millones de USD. Aproximadamente la mitad de
toda la produccion mundial de acuicultura en 2015 consistié en pescado, unos 51,9
millones de toneladas, seguida por las plantas acuaticas, los moluscos y los crustaceos
(Figura 2).
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Figura 2. Produccién acuicola mundial de animales acuaticos y plantas. Los productos no
alimenticios fueron excluidos. Datos extraidos de www.fao.org/fishery/statistics/es. Figura
original.

1.1.1 Produccioén piscicola

En la actualidad se cultivan mas de 350 especies de peces lo que constituye el 60% de los
ingresos de la produccion total de la acuicultura. China sigue siendo lider indiscutible en
produccion acuicola mundial con 61,5 millones de toneladas de produccién en 2015 y con
gran diferencia sobre el segundo pais en produccién, Indonesia, que produjo 15,6 millones

de toneladas. La gran ventaja de China respecto al resto de paises, se debe, por un lado, a
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la enorme poblacién de ese pais (1.371 millones de habitantes) con una destacada cultura
de consumo de productos acuaticos vy, por otro lado, a los miles de afios de la practica en
la acuicultura. La acuicultura continental es el tipo de operacion acuicola mas habitual en
el mundo (Tabla 1), suponiendo el 65 % del incremento de la produccion pesquera en el
periodo 2005-2014. Existen dos marcadas excepciones al auge de la acuicultura
continental, los paises de América del Sur, donde se ha reducido ligeramente la produccion
y Europa, donde el alto consumo de peces marinos ha hecho que los valores se inviertan.
Entre los paises que lideran la lista de productores continentales nos volvemos a encontrar
con el gigante asiatico, China, seguido de India e Indonesia (mas de 27, 4,6 y 2,9 millones
de toneladas respectivamente), mientras que la produccién marina continua liderada por
China (1,6 millones de toneladas), seguida de cerca por Noruega (1,3 millones de

toneladas) y por Chile en el tercer puesto con mds de 820.000 toneladas.

Tabla 1. Produccién (en toneladas) acuicola de peces comestibles procedentes de la
acuicultura continental, marina y costera por continente. Datos extraidos de
www.fao.org/fishery/statistics/es.

Continente AcuiFuItura Acuicultura marinay
continental costera
Africa 1.749.712 15.152 1.764.864
América 1.017.534 1.003.191 2.020.726
Asia 41.849.837 3.855.936 45.705.772
Europa 475.253 1.863.068 2.338.321
Oceania 5.013 72.775 77.788
SUBTOTAL 45.097.349 6.810.122 51.907.471

El desarrollo de la acuicultura ha superado el crecimiento demografico, lo que ha dado
lugar a un incremento de la produccién acuicola per capita en los Ultimos tres decenios en
la mayoria de regiones. El comercio de pescado es especialmente relevante para los paises
en vias de desarrollo, a pesar de que tienen menor acceso a la tecnologia que los paises
desarrollados, y en algunos casos representa mas de la mitad del valor total de los
productos basicos comercializados (FAO, 2016). A pesar de que los primeros paises
productores de acuicultura poseen industrias intensivas con productos de alto valor

comercial para exportar a otros mercados, parte de la poblacién de estos paises tienen
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bajos ingresos y deficiencias alimentarias. En 2015, mas del 95% de la produccion piscicola

fue generada solamente por 25 paises (Tabla 2).

Tabla 2. Principales especies cultivadas (en toneladas) de los 25 paises que engloban mas
del 95% de la produccion acuicola (continental, marina y costera). Datos extraidos de

www.fao.org/fishery/statistics/es.

Pais (1-12)
Especie piscicolas

China
Carpa herbivora (Ctenopharyngodon idellus)
Carpa plateada (Hypophthalmichthys molitrix)
Carpa cabezona (H. nobilis)

Pais (13-25*)
Especie piscicolas
Tailandia
Tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus)
Bagre hibrido (Clarias gariepinus x C. macrocephalus)
Carpa barbuda plateada (Barbonymus gonionotus)

Indonesia
Tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus)
Bagres (Clarias spp.)
Carpa comun (Cyprinus carpio)

Brasil
Tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus)
Cachama (Colossoma macropomum)
Hibrido cachamoto (C. macropomum x P.
brachypomus)

India
Carpa catla (Catla catla)
Rohu (Labeo rohita)
Carpa de Mrigal (Cirrhinus mrigala)

Malasia
Bagres (Clarias spp.)
Tilapias (Oreochromis spp.)
Barramundi (Lates calcarifer)

Vietnam
Pangas (Pangasius spp.)
Ciprinidos (Cyprinidae)
Tilapias (Oreochromis spp.)

Ecuador
Tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus)
Trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss)
Cachama roja (Piaractus brachypomus)

Filipinas
Sabalote (Chanos chanos)
Tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus)
Tilapias (Oreochromis spp.)

Estados Unidos
Pez gato (Ictalurus punctatus)
Trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss)
Salmén del Atlantico (Salmo salar)

Bangladesh
Panga (Pangasius hypophthalmus)
Tilapias (Oreochromis spp.)
Rohu (Labeo rohita)

Irén
Trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss)
Carpa plateada (Hypophthalmichthys molitrix)
Carpa comun (Cyprinus carpio)

Corea del Sur
Halibut bastardo (Paralichthys olivaceus)
Chancharro coreano (Sebastes schlegeli)
Mdjol (Mugil cephalus)

Nigeria
Bagre africano del Norte (Clarias gariepinus)
Bagres (Clarias spp.)
Tilapias (Oreochromis spp.)

Noruega
Salmén del Atlantico (Salmo salar)
Trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss)
Halibut del atlantico (Hippoglossus hippoglossus)

Taiwan
Tilapias (Oreochromis spp.)
Sabalote (Chanos chanos)
Meros (Epinephelus spp.)

Egipto
Tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus)
Mdgeles (Mugilidae)
Ciprinidos (Cyprinidae)

Espafia
Lubina (Dicentrarchus labrax)
Trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss)
Doarda (Sparus aurata)

Japon
Medregal japonés (Seriola quinqueradiata)
Dorada (Sparus aurata)
Anguila japonesa (Anguilla japonica)

México
Tilapias (Oreochromis spp.)
Trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss)
AtUn azul (Thunnus orientalis)

Chile
Salmén del Atlantico (Salmo salar)
Salmén del Pacifico (Oncorhynchus kisutch)
Trucha arcoiris (0. mykiss)

Reino Unido
Salmén del Atlantico (Salmo salar)
Trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss)
Trucha comun (Salmo trutta)

Myarman
Rohu (Labeo rohita)
Carpa del Mrigal (Cirrhinus mrigala)
Carpa catla (Catla catla)

Francia
Trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss)
Carpa comun (Cyprinus carpio)
Lubina (Dicentrarchus labrax)

(n-n) orden descendiente de produccion. *Corea del Norte ocupa la posicion 15 en la lista, su

ausencia en la tabla se debe a la falta de datos mas precisos de produccién
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La alta produccion de los paises asiaticos hace que las especies mas cultivadas en todo el
mundo sean las pertenecientes a las familias Cyprinidae y Siluridae, concretamente la
carpa plateada, la carpa cabezona y los bagres. Le sigue muy de cerca el cultivo de la tilapia
del Nilo, especie natural de Egipto que fue introducida en numerosos paises debido a su
alto rendimiento econdmico.

Se prevé que en el futuro, la acuicultura sea la responsable del aumento de la produccion
de alimentos acuaticos y del consumo de pescado, sin embargo, hay muchos factores que
afectan a las perspectivas de este sector. Entre ellos nos encontramos los conflictos
asociados con la tierra y el agua; los piensos, el suministro de material de repoblacidon
(Carius y col., 2004) y los recursos genéticos; la integridad medioambiental y los problemas
relativos a las enfermedades; la elaboracién y adopcion de tecnologias de cultivo nuevas y
mejoradas; el mercado, el comercio y la inocuidad alimentaria; el cambio climatico; los
obstaculos relacionados con el capital de inversion; y los problemas que puedan originarse

de practicas acuicolas que no estén guiadas ni supervisadas (FAO, 2016).

1.1.2 Enfermedades bacterianas

Debido principalmente al caracter intensivo de los sistemas de produccion acuicola, el cual
implica mantener en confinamiento altas densidades poblacionales, las enfermedades
infecciosas de peces cultivados representan uno de los mayores factores de riesgo
limitantes del éxito y viabilidad de la acuicultura por su elevada mortalidad y/o morbilidad
(Toranzo vy col., 2005). Se estima que al menos el 10% del total de los animales acuaticos
cultivados mundialmente se pierden directamente como efecto de enfermedades
infecciosas ocasionadas por parasitos, bacterias, virus y hongos.

Dado que las bacterias pueden sobrevivir largos periodos en el medio acuatico
independientemente de sus huéspedes, las enfermedades bacterianas se han convertido
en importantes impedimentos para la acuicultura, especialmente cuando la temperatura
del agua es calida.

Hasta el momento los principales patdgenos bacterianos de peces pertenecen a los

siguientes géneros (Pridgeon y Klesius, 2012): Aeromonas, Aliivibrio, Chlamydia,
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Edwardsiella, Flavobacterium, Francisella, Photobacterium, Piscirickettsia, Pseudomonas,
Tenacibaculum, Vibrio, Yersinia, Lactococcus, Renibacterium y Streptococcus. Todos estos
agentes etiolégicos afectan a multitud de especies de interés econdmico como son
anguila, carpas, dorada, lenguado, lubina, pez gato, rodaballo, seriola, salmon, tilapia y
trucha. Es bien sabido que las enfermedades en los peces producen con frecuencia
importantes pérdidas en la acuicultura, de manera mas especifica, los brotes de
enfermedades habrian costado al sector acuicola decenas de miles de millones de délares
en los ultimos 20 afios (Kobayashi y Brummett, 2014).

Para el control de las enfermedades bacterianas se han empleado agentes antibidticos, ya
sea mediante alimentacién o administraciéon por bafio y, el uso frecuente de estos
compuestos antimicrobianos ha desarrollado resistencias por parte de los patdgenos, o
que plantea serios desafios para la salud y la seguridad animal (Cunha, 2009). La
alternativa mas comun al uso de estos compuestos es la prevencion de las infecciones
mediante estrategias de vacunacién. La utilizacion de vacunas ha demostrado ser
altamente eficaz en la prevencion de enfermedades bacterianas llevando ya en el mercado
mas de treinta afios. Sin embargo, la acuicultura intensiva ha provocado que, una vez
solventados ciertos problemas infecciosos, emerjan nuevas enfermedades o nuevos
grupos seroldgicos y/o genéticos en especies ya conocidas, frente a las que las medidas de
prevencion desarrolladas son ineficaces.

Para poder minimizar las pérdidas econdmicas causadas por estos agentes bacterianos y
poder disefiar nuevos procedimientos de actuacion, es importante conocer todos los

aspectos de estos microrganismos.

1.2 ASPECTOS GENERALES SOBRE EL GENERO Edwardsiella

El género Edwardsiella es ampliamente conocido por su capacidad de producir septicemias
en gran variedad de hospedadores. Entre ellos podemos encontrar organismos tan
dispares como los humanos, un amplio rango de peces, mamiferos marinos e incluso aves
y reptiles (Abbott y Janda, 2006; Gonzalez-Fuentes y col., 2010; Cools y col., 2013). A lo

largo del tiempo, las especies del género Edwardsiella han sido causantes de numerosas
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pérdidas en la economia piscicola (Mohanty y Sahoo, 2007; Hawke y col.,, 2013) v,
recientemente, los problemas asociados a este género han vuelto a ser comunes (Camus y

col., 2016; Fogelson y col., 2016; Shafiei y col., 2016).

1.2.1 Historia, taxonomia y filogenia

El género Edwardsiella pertenece a la familia Enterobacteriaceae en base a sus
caracteristicas bioquimicas (Brenner, 1984), a la presencia del antigeno comun a
enterobacterias o “antigeno Kunin” (Méakeld y Mayer, 1976) y a la hibridacién ADN-ADN
con otros géneros pertenecientes a dicha familia (Brenner, 1977). Actualmente este
género estda compuesto por cinco especies, E. tarda, E. hoshinae, E. ictaluri, E. piscicida y E.
anguillarum. A excepcion de E. hoshinae, el resto de las especies han sido descritas como
causantes de patologias en peces, tanto en el sector de la acuicultura (Mohanty y Sahoo,
2007) como en el medio natural (Baya y col., 1997).

Entre los afios 1959 y 1965, un nuevo grupo de bacilos Gram negativos, bien diferenciado
dentro de la familia de las Enterobacterias, fue aislado por diversos autores que se
dedicaron de forma independiente a su estudio. Entre estos afos, el Centro de Prevencién
y Control de Enfermedades de los Estados Unidos (CDC) se dedico al estudio de un grupo
de cepas, mayoritariamente de origen humano, productoras de sulfuro de hidrégeno, indol
positivas y manitol negativas, al que denominaron “biotipo 1483-59” (Abbott y Janda,
2006). En 1962, Sakazaki y Murata describieron el llamado “Grupo Asakusa” (nombrado en
referencia a la clinica de Tokio donde habian sido aisladas), una coleccion de 256 cepas
aisladas en su gran mayoria de serpientes que compartian propiedades con el “biotipo
1483-59”. Dos afios después en Indiana, King y Adler (1964) aislaron de un paciente con
gastroenteritis un grupo de bacterias, con caracteristicas bioguimicas semejantes a las
descritas anteriormente, al cual denominaron “Grupo Bartholemew” en referencia al lugar
de aislamiento. Fue en 1965, cuando Ewing vy col. agruparon todos estos aislados bajo un
nuevo género llamado Edwardsiella en honor al microbidlogo estadounidense P.R. Edward,
siendo la primera especie descrita Edwardsiella tarda. El nombre de esta especie se basa

en la relativa inactividad que este microorganismo presenta a la hora de fermentar
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carbohidratos. Mediante un estudio de hibridacién ADN-ADN realizado por Brenner y col.
(1974), se confirmd no sdlo que E. tarda constituia un nuevo taxon dentro de la familia
Enterobacteriaceae, sino que todos los grupos anteriormente mencionados correspondian
a esta especie.

Durante el estudio de los diferentes grupos de Edwardsiella, Hoshina publicd en 1962 la
descripcion de la especie Paracolobactrum anguillimortiferum, una bacteria aislada de
anguilas japonesas que poseia caracteristicas bioquimicas idénticas a los aislados que
posteriormente serian reconocidos como E. tarda. Sin embargo, debido a que Hoshina no
depositd una cepa tipo y el cultivo original se extravid, este género no fue reconocido
manteniéndose el término Edwardsiella sobre Paracolobactrum. Como el término
“anguillimortiferum” habia sido publicado anteriormente y por tanto tenia prioridad a nivel
taxonémico sobre “tarda”, Sakazaki y Tamura propusieron en 1975 el nombre E.
anguillimortifera (Hoshina, 1962) comb. nov. Un afilo mas tarde, Farmer y col. (1976)
defendieron en base al primer principio del Cdédigo Internacional de Nomenclatura
Bacteriana, el epiteto “tarda” ya que su uso era mas extendido. Esta controversia fue
zanjada en 1980 con la aprobacion y publicacion de la lista de nomenclatura bacteriana
(Skerman y col., 1980) en la que E. tarda y E. anguillimortifera aparecen como sinénimos,
siendo designada como especie tipo E. tarda.

Hasta 1980 E. tarda fue la Unica especie dentro del género Edwardsiella, afio en el que
Grimont y col. (1980) describieron un grupo de cepas fuertemente relacionadas con E.
tarda pero que a diferencia de ésta eran capaces de utilizar como Unica fuente de carbono
el malonato y el manitol. Decidieron denominar a esta especie aislada de reptiles y aves,
Edwardsiella hoshinae, en honor al bacteridlogo Toshikazu Hoshina. En 1981, Hawke y col.
(1981) aislaron el agente causal de la enfermedad conocida como septicemia entérica del
pez gato que, aln hoy en dia, provoca grandes pérdidas econdmicas en los cultivos de esta
especie en Estados Unidos. Denominaron a esta especie como E. ictaluri en base al nombre
cientifico del pez gato (/ctalurus punctatus).

Las tres especies del género se diferenciaban claramente entre si por la capacidad de
producir sulfuro de hidrogeno e indol, la utilizacién de malonato, la produccion de acido a

partir de ciertos azulcares y movilidad (Tabla 3).
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Tabla 3. Caracteristicas bioquimicas diferenciales entre E. tarda, E. hoshinae y E. ictaluri.

[ 2{0]3:7 E. tarda E. hoshinae E. ictaluri
Movilidad a 372C + - -
Utilizaciéon de malonato - + -

Produccion de: -

Indol + v -

H,S + + -
Produccion de acido a partir de:

D-manitol - + -

Sacarosa - + -

Trehalosa - + -

+ 90-100% de las cepas son positivas, - 0-10% de las cepas son positivas, v 11-89% de las
cepas son positivas. Adaptado a partir de Grimont y col. (1980).

Las especies E. hoshinaey E. ictaluri son muy homogéneas fenotipicamente a diferencia de E.
tarda. En 1980 Grimont y col. descubrieron que la especie E. tarda estaba dividida en dos
grupos en base a las pruebas bioquimicas, E. tarda “tipica” y “atipica”. Estos dos grupos se
diferenciaban, entre otras pruebas, en la produccién de acido a partir de arabinosa vy
sacarosa, y en la resistencia a la polimixina. El avance de las técnicas moleculares ayudd a
poner de manifiesto las diferencias genéticas intraespecificas de la especie E. tarda. Fueron
Yamada y Wakabayashi (1998, 1999) quienes, en base a los genes de la catalasa (katB) y de
la superoxido dismutasa (sodB), dividieron a la especie en dos grupos, “patoégena para peces”
y “no patdgena para peces”. Mas tarde, las cepas patogenas para peces se diferenciaron en
dos grupos basandose en la motilidad (Matsuyama y col., 2005) y en los genes fimbriales
(Sakai y col., 2007, 2009c). Afios después, el analisis de secuencia multigénica (MLSA, del
inglés MultiLocus Sequence Analysis) y el genotipado de aislados de peces fenotipicamente
clasificados como E. tarda, confirmd la existencia de dos taxones genéticos diferentes
(Abayneh y col., 2012; Griffin y col., 2013). A raiz de estos estudios, Abayneh y col. (2013)
describen la que seria la cuarta especie del género Edwardsiella, E. pisicicida, denominada
asi debido a la alta mortalidad que causa en peces. Las pruebas bioquimicas diferenciales
entre esta especie y E. tarda son muy escasas diferencidandose solamente en la degradacion
de B-metil-a-glucdsido (Abayneh vy col., 2013).

El estudio comparativo entre diferentes cepas de Edwardsiella realizado por Yang y col.
(2012), resultd en la division de antiguos aislados de E. tarda en dos genogrupos (EdwGl y

EdwGll), siendo EdwGl aislados pertenecientes a E. piscicida. Ademas, los estudios
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filogenéticos realizados por estos autores mostraron un clister nuevo dentro del
genogrupo EdwGlI. Este clUster fue confirmado por Griffin y col. (2014) mediante el analisis
filogenético de las secuencias de la subunidad B de la ADN girasa (gyrB), renombrandolo
como E. piscicida-like. Al afio siguiente, este grupo se describe como la quinta especie del
género Edwardsiella, E. anguillarum (Shao y col., 2015), que debe su nombre a la especie
de pez de la que fue aislada, la anguila europea (Anguilla anguilla). Las diferencias
bioquimicas mas caracteristicas entre E. anguillarum y E. tarda o E. piscicida, son la

utilizacion del manitol, arabinosa y manosa (Tabla 4).

Tabla 4. Caracteristicas bioguimicas diferenciales entre las especies de Edwardsiella.

PRUEBA E. tarda E. hoshinae E. ictaluri E. piscicida E. anguillarum

Voges-Proskauer - - - - +
Produccién de:

Indol + v -

H,S + + -
Utilizacidon de:

D-manitol - + o +

L-arabinosa - - - -

Maltosa + + + -

Trehalosa - + o - -

+ 90-100% de las cepas son positivas, - 0-10% de las cepas son positivas, v 11-89% de las cepas son

positivas. Adaptado a partir de Shaoy col. (2015).
Debido a que las diferencias fenotipicas no son suficientemente fiables para poder
diferenciar entre E. tarda y las dos especies mas recientes (E. piscicida y E. anguillarum),
varios autores (Abayneh vy col., 2012; Griffin y col., 2013, 2017; Shao vy col., 2015) emplearon
el andlisis de la secuencia del gen ARNr 16S (Rosell6-Mora y Amann, 2001), para tratar de
diferenciar las distintas especies. Sin embargo, los resultados mostraron las limitaciones del
uso de este gen para la identificacion de las especies del género Edwardsiella. Marcadores
alternativos como el gen gyrB (Griffin y col., 2014) o el sodB (Yamada y Wakabayashi, 1999),
presentan mayor poder de resolucion, siendo congruentes con los estudios filogenéticos
realizados con anterioridad (Yang y col., 2012; Abayneh y col., 2013; Shao vy col., 2015). Los
resultados de estos estudios filogenéticos soportan la reestructuracion del género en cinco
especies mostrando que las pruebas fenotipicas por si solas pueden dar lugar a errores en la

clasificaciéon de los miembros del género Edwardsiella.
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1.2.2 Descripcion de las especies del género Edwardsiella

Al igual que otros miembros de la familia Enterobacteriaceae, las especies del género
Edwardsiella presentan una morfologia bacilar, son Gram negativas, catalasa positivas,
oxidasa negativas y anaerobias facultativas. Su reservorio natural son los ambientes
acuaticos, tanto en superficies de animales como en el agua (Du, 2007). Las

particularidades de cada especie se describen a continuacién:

Edwardsiella tarda: es |la especie que ha causado mas pérdidas econdmicas estando
presentes a lo largo de los siete continentes (Meyer y Bullock, 1973; Van Damme vy
Vandepitte, 1980; Clavijo y col., 2002; Akinbowale y col., 2006; Alcaide y col, 2006; Leotta y
col., 2009; Joh y col., 2011; Xu y Zhang, 2014). Esta especie se encuentra de forma natural
en el tracto gastrointestinal de humanos, y en raras ocasiones puede causar gastroenteritis
debidas a la manipulacién o consumo de pescado crudo o poco cocinado (Leung y col.,
2012). Ademads de ser un microorganismo ubicuo, E. tarda produce infecciones en multitud
de organismos como mamiferos marinos (Gonzalez-Fuentes y col., 2010; Cools y col.,
2013), aves (Wang vy col.,, 2012), reptiles (Sakazaki y Murata, 1962) incluso humanos
(Bockemhl y col., 1971), aunque los hospedadores mas habituales son los peces (Tabla 5).
La edwardsiellosis es el nombre comun para la enfermedad producida por E. tarda que se
manifiesta en los peces con diversos sintomas generales como la natacion erratica y la
boca y los opérculos abiertos indicando la falta de oxigeno. Otros sintomas tipicos son
branquias blanquecinas, excesiva secrecion de mucus, erosion de las escamas, lesiones
cutaneas, tumefacciones a nivel de los ojos y Ulceras. En casos agudos puede existir
también inflamacién y hemorragias a nivel anal, e inflamacién a nivel de la cavidad ventral.
Cuando la enfermedad avanza, pueden aparecer Ulceras a nivel muscular que acaban por
formar graves heridas en las que se acumula gas y que causa la aparicion de un olor
desagradable (Castro, 2011). Sin embargo, estos sintomas son comunes en infecciones
debidas a otros agentes bacterianos, por lo que no son de mucha ayuda en el diagndstico

de la enfermedad.
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Tabla 5. Primeras descripciones en pez de E. tarda.

Especies’ Referencias

Anguila japonesa
Sargo purpura

Perca americana
Pez gato

Mujel

Tilapia del Nilo
Salmén real

Seriola

Pargo japonés
Platija

Pez luchador

Carpa comun o europea
Salmén atlantico
Lubina rayada
Tilapia negra
Gobido de arena
Anguila australiana
Lubina

Rodaballo

Trucha arcoiris

Pez gato africano
Ayu

Perca trepadora
Trucha de manantial
Pez sapo

Anguila europea
Anguila de pantano
Barbo de Sumatra
Pez gato japonés
Perca de jade

Pez Oscar
Barramundi

Panga

Carpa plateada
Hibrido de lubina rayada
Sargo picudo

Bagre africano del Norte
Ya-fish

Anguilla japonica

Evynnis tumifrons
Micropterus salmoides
Ictalurus punctatus

Mugil cephalus
Oreochromis niloticus
Oncorhynchus tshawytscha
Seriola gaingu

Pagrus major

Paralichthys olivaceus
Betta splendens

Cyprinus carpio

Salmo salar

Morone saxatilis
Oreochromis mossambicus
Oxyeleotris marmoratus
Anguilla reinhardtii
Dicentrarchus labrax
Scophthalmus maximus
Oncorhynchus mykiss
Clarias batrachus
Plecoglossus altivelis
Anabas testudineus
Salvelinus fontinalis
Opsanus tau

Anguilla anguilla
Monopterus albus

Puntius tetrazona

Silurus asotus

Scortum barcoo
Astronotus ocellatus

Lates calcarifer

Pangasius hypophthalmus
Hypophthalmichthys molitrix
Morone chrysops x M. saxatilis
Diplodus puntazzo

Clarias gariepinus
Schizothorax prenanti

Hoshina, 1962

Hoshina, 1962

White y col., 1973
Meyer y Bullock, 1973
Kusuday col., 1976
Aoki y Kitao, 1981
Amandiy col., 1982
Yasunaga y col., 1982
Yasunaga y col., 1982
Nakatsugawa, 1983
Vladik y col., 1983
Sae-Ouiy col., 1984
Martin, 1984

Herman y Bullock, 1986
Bragg, 1988
Supamataya, 1988
Eavesy col., 1990
Blanch y col., 1990
Nougayrede y col., 1994
Reddacliff y col., 1996
Sahoo'y col., 1998
Yamada y Wakabayashi, 1999
Sahoo y col., 2000
Uhland y col., 2000
Horenstein y col., 2004
Esteve y col., 2006
Najiah y col., 2006
Akinbowale y col., 2006
Yuy col., 2009

Yey col., 2010

Wang vy col., 2011
Nadirah y col., 2012
Nakhroy col., 2013
Xuy Zhang, 2014
Griffiny col., 2014
Katharios y col., 2015
Abraham vy col., 2015
Zhouy col., 2016

1 . i .
nombres cientificos aceptados en la actualidad

A pesar de la rapidez de las infecciones y la elevada mortalidad en cultivos piscicolas
causada por E. tarda, la edwardsiellosis se puede tratar con varios antibidticos conocidos

como la tetraciclina y oxitetraciclina, el florfenicol y el 4cido oxolinico. Sin embargo, se han
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detectado cepas resistentes a alguno de estos compuestos en EEUU, Australia y Taiwan
(Hilton y Wilson, 1980; Akinbowale y col., 2006; Lo y col., 2014) dificultando la eliminacion
del patdgeno. Debido a estas resistencias las empresas acuicolas han puesto todo el
esfuerzo por la prevencién en lugar de tratamiento y debido a esto, se ha multiplicado la
investigacién de nuevas vacunas. Se han desarrollado todo tipo de vacunas contra esta
infeccidn, bacterinas mediante inmersién o por inyeccion intramuscular o intraperitoneal,
bacterinas mezcladas con inmunoestimulantes, vacunas recombinantes, vacunas
atenuadas e incluso vacunas multivalentes con excelentes resultados (Castro y col., 2008;

Kwon y col., 2006; Kwon vy col., 2007; Griffin y col., 2017).

Edwardsiella hoshinae. Desde la descripcion de E. hoshinae (Grimont y col., 1980),
los estudios sobre esta especie han sido muy escasos. A diferencia de otras especies del
género Edwardsiella, E. hoshinae presenta caracteristicas bioquimicas bien diferenciadas
(Tabla 4) que permiten su identificacion con escasas técnicas moleculares. En contraste
con E. tarda, E. hoshinae habita en pocos nichos ecoldgicos como son las aves, los reptiles
y el agua (Grimont vy col., 1980) (Tabla 6). Aunque esta especie ha sido aislada a partir de
heces (Farmer, 1999) o como parte de microbiota intestinal en humanos
inmunodeprimidos (Christophy y col., 2017), el rol como patégeno tanto de humanos
como de otros animales no ha sido descrita (Grimont y col., 1980; Farmer, 1999; Singh vy

col., 2004).

Tabla 6. Primeras descripciones de E. hoshinae.

Especies’ Referencia

Frailecillo Fratercula arctica Grimont y col., 1980
Lagartos Varanus sp. Grimont y col., 1980
Flamenco caribefio Phoenicopterus ruber Grimont y col., 1980
Geco Desconocida Janday col., 1991
Colin de Virginia Colinus virginianus Singh y col., 2004

1 . e N
nombres cientificos aceptados en la actualidad

Edwardsiella ictaluri. esta especie es el agente causal de la septicemia entérica del
pez gato (ESC), una enfermedad endémica del sureste de Estados Unidos (Plumb vy

Vinitnantharat, 1989) que causa pérdidas cuantiosas en los cultivos de este animal.
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Aungue la mayor parte de los brotes referenciados de E. ictaluri han afectado al cultivo del
pez gato, otras especies piscicolas han visto mermadas sus producciones debido a esta
bacteria (Tabla 7), como por ejemplo la tilapia (Soto y col., 2012). Estudios genéticos
recientes indican que, al contrario que en E. tarda, las cepas aisladas a partir de diferentes
hospedadores, asi como de diferentes regiones geograficas, presentan cierta
diferenciacion genética (Bader y col., 1998; Sakai y col., 2009d; Rogge y col., 2013; Griffin y
col., 2016).

Tabla 7. Primeras descripciones de E. ictaluri.

Especies’ Referencias

Pez gato Ictalurus punctatus Hawke y col., 1981
Pez cuchillo Eigenmannia virescens Kenty Lyons, 1982
Danio Devario devario Waltmany col., 1985
Barbo rosado Pethia conchonius Humphrey y col., 1986
Pez gato andador Clarias batrachus Kasornchandray col., 1987
Panga Pangasius hypophthalmus Crumlish y col., 2002
Tadpole madtom Noturus gyrinus Klesius y col., 2003
Trucha arcoiris Oncorhynchus mykiss Keskin y col., 2004
Barbu torito Ameiurus nebulosus Iwanowicz y col., 2006
Ayu Plecoglossus altivelis Nagai y col., 2008

Gigi Tachysurus nudiceps Sakai y col., 2009¢

Pez gato amarillo Tachysurus fulvidraco Yey col., 2009

Tilapia del Nilo Oreochromis niloticus Soto y col., 2012

Pez cebra Danio renio Hawke y col., 2013

1 . i A
nombres cientificos aceptados en la actualidad

Estudios iniciales sobre la supervivencia en la forma de vida libre de E. ictaluri sugieren que
ésta especie, a diferencia de E. tarda, es un patdgeno obligado (Plumb y Quinlan, 1986).
Trabajos recientes han sido capaces de encontrar ADN de cepas de E. ictaluri en estanques
vacios de cria de peces gatos, sin embargo, no han podido demostrar que estos
organismos sean viables (Griffin y col., 2017) por lo que la teoria inicial de Plumb y Quinlan
se mantiene. En muestreos intestinales de varias aves piscivoras como la garceta nivea, la
garza blanca o el cormoran orejudo, se detectd la presencia de E. ictaluri como parte de la
microbiota sin causar dafios en sus portadores, por lo que Taylor (1992) sugiere a estos

organismos como vectores de trasmision de este patogeno.
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Los brotes de ESC en el sureste de Estados Unidos comienzan con la subida de
temperatura del agua (22-289C) a finales de la primavera (Wise y col., 2004), aunque, a lo
largo del afio también se registran mortalidades (Plumb y Shoemaker, 1995). Los primeros
sintomas de esta infeccion son la inapetencia y la natacion erratica, seguidos de los
sintomas clinicos mas comunes, Ulceras blancas, petequias en la piel, abdomen hinchado,
exoftalmia y meningoencefalitis (Griffin y col.,, 2017). En los peores casos, la
meningoencefalitis puede llegar a causar perforaciones en el craneo, siendo este sintoma
lo que hace que la ESC sea facilmente diferenciable de las infecciones producidas por E.
tarda o E. piscicida. Los peces supervivientes a brotes de septicemia entérica del pez gato
pueden sufrir infecciones crénicas en las cuales la bacteria sélo puede aislarse en el tejido
cerebral (Hawke y Khoo, 2004). La diseminacion de la bacteria se produce principalmente a
partir de heces de otros peces infectados o por la putrefaccion de peces muertos por ESC.
Estas particulas liberadas son ingeridas por los peces sanos (transmisién horizontal)
iniciando asi el brote infeccioso (Klesius, 1994; Hawke y Khoo, 2004; Wise y col., 2008).

E. ictaluri es sensible a multitud de antibidticos (aminoglucdsidos, cefalosporinas,
penicilinas, quinolonas, tetraciclinas, ...) (Waltman y col., 1986), lo que facilita el control de
la enfermedad y abarata los costes. Tan eficaz es el uso de estas sustancias que en Estados
Unidos se han aprobado diferentes formulaciones [Romet® (Hoffman LaRoche) y Aquaflor®
(Merck Animal Health)] para el control de esta septicemia. Como mecanismo de
prevencion ante infecciones de ESC durante las estaciones mas calurosas, se recomienda la
restriccion alimentaria para prevenir el contagio mediante la ruta fecal/oral (Wise y col.,
2004) con la consecuencia de la disminucién de la produccién. La primera vacuna atenuada
permitida en la acuicultura en Estados Unidos se desarrollé para combatir la septicemia
causada por E. ictaluri, que llegd a producir pérdidas anuales de unos 60 millones de
dolares (Klesius y Shoemaker, 1999). A lo largo de los afios se ha seguido investigando en
este campo obteniendo otras vacunas efectivas para la proteccidon frente a este patégeno

(Thune y col., 1994; Shoemaker y col., 2002; Abdelhamed y col., 2013).

Edwardsiella piscicida: sus caracteristicas fenotipicas, asi como la patobiologia es
muy similar a E. tarda, debido a que la especie se definid a partir de los aislados

denominados como E. tarda tipicas. Comparaciones gendmicas ponen de manifiesto que
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muchas de las infecciones asociadas a E. tarda en realidad fueron causadas por E. piscicida.

Los pormenores de esta especie seran detallados en el punto 1.3.

Edwardsiella anguillarum: es la especie mas reciente de género (Shao y col., 2015),
descrita a partir de aislados mal identificados como E. tarda. Al igual que su predecesora,
E. anguillarum es un agente patégeno para los peces siendo su primer aislamiento en
anguilas (Shao y col., 2015). A pesar de su reciente descubrimiento, esta especie ya ha sido

aislada en varias especies piscicolas (Tabla 8).

Tabla 8. Primeras descripciones de E. anguillarum.

Especies’ Referencias

Sargo purpura Evynnis tumifrons Abayneh y col., 2012
Tilapia del Nilo Oreochromis niloticus Griffiny col., 2014
Pargo japonés Pagrus major Oguroy col., 2014
Anguila europea Anguilla anguilla

Anguila japonesa Anguilla japonica Shao vy col., 2015
Anguila moteada gigante Anguilla marmorata

Mero Epinephelus aeneus Ucko y col., 2016

1 . i A
nombres cientificos aceptados en la actualidad

Los signos clinicos producidos por E. anguillarum, a falta de estudios mas especificos, son
los mismos que para E. tarda, natacion erratica, lesiones cutaneas, inflamacién a nivel de la
cavidad ventral, etc. Para la prevencion de la enfermedad solamente hay un estudio
(Takano vy col., 2011) que demuestra la efectividad de una vacuna inactivada con formol,
para el pargo rojo. La cepa utilizada para el desarrollo de esta vacuna estaba

erroneamente identificada como E. tarda.

1.3 DESCRIPCION DE LA ESPECIE Edwardsiella piscicida

Como ya hemos dicho anteriormente, esta especie fue descrita en el afio 2013 por
Abayneh y col. (2013) a partir de aislados erroneamente identificados como E. tarda. En
este apartado se describen los datos generales recogidos de la literatura hasta el comienzo

de la tesis doctoral.
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1.3.1 Caracterizacion bioguimica y seroldgica

E. piscicida, al igual que los miembros de la familia Enterobacteriaceae, es un bacilo de 2
um (Camus y col.,, 2016) Gram negativo, oxidasa negativo, catalasa positivo y anaerobio
facultativo. En su gran mayoria las cepas son mdviles presentando flagelos peritricos.

Las caracteristicas bioquimicas (Tabla 9) son similares a E. tarda y E. anguillarum por lo que
no son Utiles para la identificacion de esta especie. Es un organismo meséfilo por lo que su
temperatura éptima de crecimiento oscila entre los 28 y los 302C, aunque puede crecer
entre 15y 42°C (la temperatura maxima varia entre aislados) (Castro, 2011). Ademas, este
microorganismo es haldfilo facultativo con un rango de crecimiento entre 0 y 5% de sal
(NaCl) y presenta una ligera B-hemdlisis cuando la bacteria se cultiva a 302C en agar sangre
(5% sangre bovina) (Abayneh y col., 2013).

Los estudios seroldgicos para E. piscicida son escasos y fueron realizados previamente a la
descripcién de la especie con cepas mal identificadas como E. tarda. Asi, Castro y col. (2006)
describieron dos serotipos diferentes, grupo 1y grupo 2, los cuales eran diferenciables por
ensayos dot-blot pero no por microtitulacion. Ademas, demostraron que los aislados
obtenidos a partir de los brotes de edwardsiellosis en rodaballo en Europa formaban parte
del grupo 1, mientras que los demas aislados analizados procedentes de diferentes regiones

del mundo (Asia y Norteamérica) y hospedadores pertenecian al grupo 2.

Tabla 9. Caracteristicas bioquimicas de E. piscicida.

PRUEBAS PRUEBAS

Movilidad + L-ramnosa -
Citocromo oxidasa - Maltosa
Catalasa + D-manosa +
Lisina descarboxilasa + D-galactosa +
Ornitina descarboxilasa + B-metilo-D-glucdsido -
Rojo de metilo + Tween 80 v
Voges-Proskauer - L-fucosa v
Citrato de Simmons v Acido acético -
Produccion de: Acido citrico -
Indol + Acido férmico -
H,S + D-acido glucosamina v
Gas a partir de glucosa + Acido a-cetobutirico -
Degradacién de: Acido a-cetobutirico -
Gelatina - Acido quinico -
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PRUEBAS PRUEBAS

Acido a partir de: Acido bromosuccinico v
D-glucosa + Glucuronamida v
D-manitol - L-asparraguina +
L-arabinosa - Acido L-aspartico v
Lactosa - Acido L-glutdmico v
L-ramnosa - Acido glicil-L- aspartico v
D-sorbitol - Acido glicil-L- glutdmico v
Sacarosa - L-prolina -
Trehalose - L-serina v

Utilizacion de: Uridina v
D-manitol - Glicerol v
L-arabinosa - D, L-a-glicerol v

+ 90-100% de los aislados positivos, - 0-10% de los aislados positivos, v 11-89% de
los aislados positivos. Recopilado de: Abayneh y col., (2014).

1.3.2 Caracterizacion molecular

Hasta la actualidad, varios autores han publicado diversos estudios sobre la variabilidad
genética de E. piscicida. Mediante las técnicas de tipado de amplificacién aleatoria de ADN
polimérfico (RAPD, del inglés, Random Amplification of Polymorphic DNA) con los
cebadores P3 y P6, de amplificacion de secuencias palindromicas intergénicas de
enterobacterias (ERIC-PCR, del inglés Enterobacterial repetitive intergenic consensus) y de
amplificacién de elementos repetitivos BOX (BOX-PCR), Castro y col. (2006) encontraron
que las cepas aisladas de rodaballo en Europa formaban un cldster independiente del resto
de cepas con diferentes origenes geograficos. Ademas, utilizando la técnica de
amplificacién de elementos repetitivos REP (REP-PCR) y los cebadores P4 y P5 para RAPD,
este cluster se dividia en dos grupos sin relacién aparente, pero manteniendo la
independencia del resto de aislados. Sin embargo, el trabajo realizado por Griffin y col.
(2013) con cepas, en su mayoria, de pez gato empleando algunas de las técnicas
anteriores, no mostro la existencia de grupos relacionados segun su origen geografico.

Técnicas mas complejas como el analisis multigénico del nimero variable de repeticiones
en tandem (MLVA, del inglés MultiLocus Variable number tandem repeat Analysis) mostré
un alto poder discriminatorio (Abayneh y col., 2014) en la especie E. piscicida, permitiendo

la agrupacion geografica de los diferentes aislados.
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1.3.3 Patogénesis y factores de virulencia

Al igual que E. tarda, E. piscicida es una especie bacteriana ubicua y capaz de infectar a

multitud de organismo acuaticos (Tabla 10) causando grandes pérdidas econdémicas.

Tabla 10. Primeros aislamientos de E. piscicida.

Especies’ Referencia

Besugo

Koi

Rodaballo
Anguila europea
Pez gato japonés
Armadillo

Panga

Pez gato

Pez gato azul
Pez gato hibrido
Platija

Tilapia

Tetra Serpae
Lavareto

Perca americana
Raya “round ribbontail’
Barramundi

Trucha arcoiris

Trucha comun

Perca americana de boca pequefia

Pragus major

Cyprinus carpio
Scophthalmus maximus
Anguilla anguilla

Silurus asotus
Platydoras armatulus
Pangasius hypophthalmus
Ictalurus punctatus
Ictalurus furcatus

I. punctatus x I. furcatus
Paralichthys olivaceus
Oreochromis niloticus
Hyphessobrycon eques
Coregonus lavaretus
Micropterus salmoides
Taeniura meyeni

Lates calcarifer
Micropterus dolomieu
Oncorhynchus mykiss
Salmo trutta

Matsuyamay col., 2005*
Matsuyama y col., 2005*
Xiao y col., 2008*
Abayneh vy col., 2013
Abayneh y col., 2013
Shetty y col., 2014*
Shetty y col., 2014*
Griffiny col., 2014
Griffiny col., 2014
Griffiny col., 2014
Oguro vy col., 2014
Griffiny col., 2014
Shaoy col., 2015
Shafieiy col., 2016
Folgensony col., 2016
Camusy col., 2016

Loch y col., 2017
Reichley y col., 2017
Reichley y col., 2017
Reichley y col., 2017

Ynombres cientificos aceptados en la actualidad, *trabajos realizados con aislados anteriormente
clasificados como E. tarda
Probablemente, con el avance de la reclasificacion de aislados mal identificados como E.

tarda, el nimero de hospedares aumentara considerablemente.

1.3.3.1 Signos clinicos y cambios fisiolégicos en los peces

La septicemia producida por E. piscicida, también conocida como edwardsiellosis, presenta
una sintomatologia ligeramente diferente segun la especie de pez afectada. De forma
general, los peces infectados por la enfermedad comparten sintomas tipicos de otras
infecciones bacterianas como natacion errdtica, lesiones cutadneas, branquias

blanquecinas, tumefacciones a nivel de los 0jos, excesiva secreciéon de mucus, erosion de
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las escamas vy Ulceras. En casos graves puede aparecer inflamacion y hemorragias a nivel
anal, y en la cavidad ventral. Cuando la enfermedad avanza, pueden aparecer Ulceras a
nivel muscular que acaban formando graves heridas en las que se acumula gas, el cual
causa la aparicion de un olor desagradable.

Como hemos dicho, existen variaciones pequefias entre las caracteristicas sintomaticas
relacionadas con diferentes especies. En el pez gato se desarrollan ulceras hemorragicas
en la base del craneo (Griffin y col., 2017) mientras que en las anguilas (Anguilla anguilla),
los sintomas especificos se evidencian internamente mediante granulomas en el higado vy
petequias en el musculo (Abayneh y col.,, 2013). En la perca americana (Micropterus
salmoides) se han descrito parches blancos en el mucus, asi como lesiones necréticas en el
pedunculo caudal y granulomas en el higado vy rifidn (Folgelson y col., 2016). En el lavareto
(Coregonus lavaretus) el higado aparece moteado y presenta necrosis al igual que el rifién,
ademas también se puede apreciar cierta peritonitis (Shafiei y col., 2016). En la platija lo
mas destacable son las ulceras supurativas y en el pez gato japonés una fuerte distension
abdominal y abscesos con fluido purulento en el rifion (Griffin y col., 2017). Recientemente
se ha descrito un brote en cultivo de barramundi donde los individuos afectados

presentaban raros eritemas con pérdidas de escamas (Loch y col., 2017).

1.3.3.2 Factores de virulencia

Podemos definir factor de virulencia como el mecanismo o componente de un
microorganismo patdgeno que causa dafio en el hospedador con el fin de establecer una
infeccion. En general podemos clasificarlos en tres categorias: 1) factores que promueven
la colonizacion de la superficie del huésped; 2) factores implicados en la invasion vy
replicacion; 3) sistemas de secrecion y 4) otros componentes de la pared celular. La
virulencia de un patdgeno puede implicar uno o multiples factores que se encargan de
entrar en contacto con el huésped, evadir el sistema inmune, sobrevivir y proliferar en el
hospedador y diseminarse a nuevos tejidos para comenzar el proceso de infeccion (Figura
3). La entrada al hospedador de un microorganismo es muy importante ya que cuanto mas
rapido invada y colonice, antes podra alcanzar el nivel de poblacién adecuado para

combatir la respuesta inmune de dicho hospedador.
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Figura 3. Infeccion bacteriana. A) Las células bacterianas se adhieren a la superficie del
huésped mediante adhesinas, uniones de proteinas y la formacién de biopeliculas. B) La
célula bacteriana posee un sistema de secrecién que inyecta moléculas en la célula huésped,
algunos de las cuales causan la reorganizacién del citoesqueleto, que envuelve a la bacteria.
Proteinas de superficie bacteriana se unen a los receptores en la superficie celular e induce
su propia endocitosis en la célula. Otra bacteria invade el espacio entre dos células al alterar
las moléculas de unién intercelulares. C) En el citosol del huésped o macroéfago, las bacterias
lisan la membrana vacuolar o/y se multiplican en el fagosoma, antes de ser liberadas vy
dispersadas. Figura original.

La patogénesis de Edwardsiella piscicida es un proceso multifactorial regulado por diversos
factores como la produccion de hemolisinas (Wang y col., 2010b), la habilidad de resistir la

capacidad fagocitica del suero, la capacidad de invadir células epiteliales, ... (Srinivasa Rao

y col., 2003). A continuacion, se citan los principales mecanismos de virulencia descritos:

1) Factores que promueven la colonizacion del huésped: el contacto y la adherencia
al hospedador son los principales pasos durante una infeccion. E. piscicida presenta
diferentes adhesinas en la superficie celular como flagelinas (FliC, FlgD) (Liu y col 2012; He
y col. 2012; Park y col., 2011; Liu y col., 2017b), proteinas fimbriales (FimA) (Srinivasa y col.,
2003) y otras adhesinas autotransportadas (AIDA) (Sakai y col., 2009b). La formacién de
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biopeliculas favorece el inicio de una infeccidn e incluso la supervivencia en el interior del
hospedador; en E. piscicida proteinas como FliC (mencionada anteriormente) o como los
factores sigma (RpoS) estan implicados en el desarrollo de estos tapetes (He y col. 2012;

Xiao y col., 2009).

2) Factores implicados en la invasion y replicacién: Una vez colonizada la superficie
del hospedador es necesario la invasién de los tejidos del mismo. En E. piscicida ha sido
identificada la invasina Invl (Li y col.,, 2012) y, ademas, han sido detectadas diferentes
hemolisinas y sus precursores (EthA, EthB y SlyA) (Janda y col., 1991; Wang y col., 2009b;
Kumar y col., 2010; Xiao y col., 2012). Para poder sobrevivir y posteriormente multiplicar
su numero, los microorganismos tienen una serie de mecanismos para contrarrestar las
defensas del hospedador. Bajo condiciones de estrés la resistencia al suero o la replicaciéon
en macrofagos es vital. E. piscicida sobreexpresa proteinas de la familia de las catalasas
(Xiao y col., 2012; Han y col., 2006), proteinas de choque térmico (HtpG y Hsp60) (Dang y
col., 2011) y superodxido dismutasas (SodB y SodC) (Han y col., 2006; Gao y col., 2016) para
contrarrestar los efectos de las defensas del hospedador. Otro factor notorio para la
supervivencia de cualquier microrganismo es la adquisicion de hierro, micronutriente que
las bacterias necesitan secuestrar de las células del hospedador. Debido a su importancia,

este factor serd tratado en el siguiente apartado.

3) Sistemas de secrecidn: los sistemas de secrecion son usados por multitud de
microorganismos para liberar factores de virulencia dentro del hospedador, asi como en
otros aspectos de la patogenicidad (Tan y col., 2005). E. piscicida posee factores de
virulencia similares a muchas enterobacterias, como los sistemas de secrecion tipo I
(T3SS) y VI (T6SS), reguladores de quorum sensing, exotoxinas y exoenzimas (Leung y col.,
2012). El sistema de secrecion tipo Il estd implicado en la formacion de los flagelos en E.
piscicida, ademas tres de las proteinas que conforman este sistema, EseB, EseC y EseD,
estan relacionadas con la translocacion de proteinas efectoras en las células infectadas del
hospedador (Srinivasa y col., 2004). Por otra parte, el sistema de secrecién tipo VI esta
relacionado con la secrecion de las proteinas del complejo Evp (del inglés, Edwardsiella

virulence protein) (Tan y col.,, 2005; Chakraborty y col.,, 2011), del cual han sido
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identificadas EvpA, EvpB y EvpC, proteinas implicadas en la virulencia de E. piscicida,
aungue aun se desconocen los detalles de sus funciones (Srinivasa y col., 2004).

Se conoce como quorum sensing el mecanismo por el que numerosas bacterias
Gram negativas se comunican entre si mediante pequefias moléculas autoinductoras como
las N-acil-L-homoserina lactonasas o AHLs. Este proceso estd considerado factor de
virulencia en E. piscicida ya que ayuda a incrementar el nimero de bacterias en el interior

del hospedador y asi avanzar la infeccion (Leung y col., 2012).

4) Otros componentes de la pared celular: la pared celular es el primer componente
en entrar en contacto con el hospedador por lo que la efectividad de este primer contacto
es muy importante. Como ya hemos mencionado, las adhesinas situadas en la pared son
fundamentales para comenzar la infeccién, pero ademas de estas moléculas podemos
encontrarnos con otros factores de virulencia. Proteinas como OmpA, involucrada en la
defensa frente al sistema inmune del hospedador, o TolC, especialmente importante en la
resistencia a antibidticos, son esenciales en la virulencia de E. piscicida (Liuy col., 2013).

En otras enterobacterias se ha demostrado que la lipoproteina Lpp, ademas de una mera
funcion estructural, esta implicada en la inhibicion de la actividad bactericida de algunos
péptidos o pequefias proteinas antimicrobianas (AMPs, del inglés Antimicrobioal
Peptide/Protein) (Chang y col., 2012). Sin embargo, en E. piscicida esta funcion inhibitoria

no ha sido todavia descrita.

Como hemos visto, estda claramente demostrado que la virulencia de E. piscicida
comprende numerosos factores activados mediante complejas rutas de induccién donde
se involucran otros efectores. Aunque hay multitud de trabajos, hasta el momento estos se
centran en el estudio de los sistemas de secrecién T3SS y T6SS y sus reguladores de
expresion (Srinivasa y col., 2004; Tan vy col., 2005; Jobichen y col., 2010; Chakraborty vy col.,
2011; Leungy col., 2012; Lv y col., 2012).



NOEMIi BUJAN GOMEZ

1.3.3.2.1La importancia del hierro en la virulencia

El hierro es un nutriente esencial en el crecimiento bacteriano que existe en dos estados
redox, Fe v Fe™, v que ademds puede adoptar otros estados en funcion del ligando
(Andrews y col.,, 2003). Estas caracteristicas hacen del hierro un elemento altamente
versatil para su incorporacion en proteinas participando en diversas reacciones. Aunque el
hierro sea uno de los elementos mas abundantes de la Tierra no todas sus formas son
asimilables ya que, el Fe™ se oxida en presencia de oxigeno y pH bésico volviéndose
insoluble y por tanto, no biodisponible. Debido a su baja biodisponibilidad, cualquier ser
vivo ha de tener un sistema de adquisicion y acumulacion de hierro estrictamente
controlado (Wandersman y Delepelaire, 2004).

Las bacterias necesitan una concentracién de hierro entre 107 y 10° M para poder crecer
(Andrews y col., 2003) y en caso de las bacterias patdgenas este hierro ha de ser adquirido
de las fuentes del hospedador. Es importante que los microorganismos patégenos cuenten
con sistemas efectivos de captacién del hierro que se encuentra fuertemente asociado a la
hemoglobina, la albumina y otras moléculas del hospedador, ya que de ello depende su
supervivencia y desarrollo en su interior (Weinberg, 1995). Para obtener este hierro no
disponible, las bacterias han desarrollado diferentes mecanismos que se pueden dividir en

dos grupos:

1) mecanismo de unidn directa de la transferrina a los receptores de membrana
celular: en las enterobacterias, el hierro disponible es interiorizado mediante receptores,
conocidos como TbpA vy TbpB, asociados al complejo Ton (Larsen y col., 1996). La proteina
TbpB, situada en la membrana externa, reconoce la transferrina unida al hierro y, TbpA
introduce Fe™ al periplasma utilizando la energia dada por el complejo Ton. Hasta la
escritura de esta tesis, los estudios sobre los complejos y/o receptores de E. piscicida que

captan hierro o proteinas ligadas a él, son nulos.

2) mecanismos de captacion de hierro mediado por sideréforos: los sideréforos son
ligandos de hierro de baja masa molecular (<1000Da) que se caracterizan por unirse al

hierro con alta afinidad y especificidad (Andrews y col.,, 2003). Estas moléculas son,
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mayormente, secretadas al exterior en condiciones limitantes de hierro. Los trabajos
iniciales sobre la produccion de siderdéforos en E. piscicida indican que el siderdforo
producido por esta bacteria era diferente a los descritos en otras enterobacterias
(enterobactinas) (Igarashi y col., 2002). Castro y col., (2016) analizaron la estructura de
esta molécula y llegaron a la conclusién de que E. piscicida produce sideréforos de tipo
hidroxamato mas similares a la vibrioferrina, cuya estructura difiere fuertemente de las

enterobactinas (Figura 4).
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Figura 4. Estructuras de la enterobactina y vibrioferrina. Los dtomos quelantes de hierro en
cada estructura se resaltan en gris. Figura original.

La vibrioferrina fue descrita por primera vez en Vibrio parahemolyticus (Yamamoto vy col.,
1994), se caracteriza por tener una afinidad por el hierro menor que sus homélogos y
debido a esto la unién Fe**-sideréforo es muy sensible a la fotolisis (Castro y col., 2016). Se
conoce que los mismos receptores mencionados en el punto 1) (TbpA vy TbpB) son los
responsables de captar e internalizar los sideréforos en diversas especies de bacterias
Gram negativas pero el mecanismo de captacion en E. piscicida aun no ha sido descrito.
Estos receptores son regulados por la disponibilidad ambiental de hierro, ya que en
ausencia de hierro sustancias perjudiciales para la bacteria como colicinas o antibiéticos
podrian unirse a ellos. Aunque estas pequefias moléculas son esenciales para la
supervivencia de E. piscicida en el interior del pez, su importancia en la virulencia no esta
clara (Kokubo y col., 1990; Mathew y col., 2001; Igarashiy col., 2002).

A pesar de que estos siderdforos no se hayan descrito como un punto clave en la

patogénesis, el hierro si es un factor de virulencia importante ya que la expresion de
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multitud de proteinas implicadas en la virulencia, estd regulada directa o indirectamente
por la disposicion del este elemento, como los sistemas T3SS y T6SS regulados por el

regulador de absorcién férrica o fur (Leungy col., 2012).

1.3.4 Técnicas de diagndstico

A pesar de los sintomas especificos y su facilidad para reconocerlos, no es posible
diferenciar una infeccidén causada por E. piscicida de cualquier otra patologia bacteria por
lo que la sintomatologia no es Util para el diagndstico.

La metodologia clasica basada en las pruebas bioquimicas convencionales en tubo y placa
no es suficiente para diferenciar entre E. piscicida, E. tarda y E. anguillarum. Tampoco son
fiables los medios de cultivo que se empleaban para la diferenciacion de E. tarda
(McConkey, XLD (Xylose-Lysine-Desoxycholate), DC (Desoxycholate Citrate),...) ya que, al
igual que el diagnostico tradicional no consiguen diferenciar entre las tres especies
mencionadas. Nos encontramos con los mismos resultados en aquellos medios que
incorporan detectores de H,S, debido a que a excepcién de E. ictaluri, las otras especies
producen H,S.

Los sistemas comerciales como los sistemas miniaturizados tipo API20E (Biomerieux), utiles
en la identificacidon de otros microrganismos, no son validos para identificar E. piscicida ya
que no presenta un perfil diferenciado de E. tarda o E. anguillarum. El analisis de los acidos
grasos por Sherlock Microbial Identification System (MIDI) (Reichley y col., 2017) y el
analisis protedmico llevado a cabo por MALDI-TOF-MS (Matrix-Assited Laser
Desorption/lonization Time Of Flight Mass Spectrometry) identifican los aislados de E.
piscicida como E. tarda (Fogelson y col., 2016).

Debido a las controversias taxondmicas generadas por el uso de estas metodologias, las
técnicas que manejan el ADN se convirtieron en la clave para la correcta identificacion de
las especies del género Edwardsiella. Griffin y col. (2014) propusieron la amplificacion
parcial del gen de la subunidad beta de la girasa (gyrB) como PCR especifica para la

deteccidn de E. pisicicida, y mas tarde, Reichley y col. (2015) describieron una PCR en
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tiempo real (QPCR) que ademads de identificar E. piscicida es capaz de cuantificar la carga

bacteriana que porta el pez.

1.3.5 Control y prevencién

Para minimizar cualquier infeccion bacteriana lo primordial es el mantenimiento de los
parametros fisicoquimicos del agua de los tanques de cultivo en valores adecuados, asi
como el cuidado de las condiciones sanitarias de la instalacion y el mantenimiento de los
periodos de cuarentena cuando se introducen individuos importados.

El uso de antibidticos constituye una de las estrategias mas extendidas para el control de
enfermedades bacterianas en la acuicultura debido a su facil administracion y bajo coste.
Los estudios in vitro sobre la susceptibilidad de E. piscicida a varios agentes
quimioterapéuticos indican que las cepas bacterianas aisladas de diferentes huéspedes y
regiones geograficas mostraron un patrén similar, siendo susceptibles a un gran numero
de compuestos quimicos como los antibidticos de uso comun: la enrofloxacina, la
oxitetraciclina o el florfenicol (Shafiei y col., 2016).

Debido al abuso de la utilizacion de los antibidticos, las bacterias han ido creando
resistencias y la legislacion se ha vuelto mas restrictiva con su utilizacion, por lo que una
alternativa eficiente a esta metodologia es el desarrollo de vacunas. Hasta el momento se
han elaborado vacunas recombinantes (Sun y col., 2010; 2011), vacunas atenuadas (Yangy
col., 2015; Lv y col., 2012), vacunas de ADN (Jiao y col., 2009; Liu y col. 2017a), y vacunas
con la estructura exterior de la célula o vacunas fantasma (Know y col., 2006; 2007) con

valores de RPS (supervivencia relativa porcentual) superiores al 60%.

1.4 TECNICAS DE TIPADO GENETICO Y FILOGENETICAS

Hoy en dia los métodos clasicos de identificacion asi como los estudios fenotipicos han
guedado relegados al apoyo de técnicas mas avanzadas como son los estudios de tipado
genético basados en la amplificacion de diferentes secciones del genoma; los estudios

multigénicos que analizan, mediante dendogramas y otras herramientas, las secuencias
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parciales obtenidas a partir de varios genes esenciales (housekeeping) asi como la
concatenacion de las mismas; y el estudio de la secuenciacion del genoma completo.
Todas estas técnicas nos aproximan a un conocimiento mayor y mas fiable sobre los

microorganismos.

1.4.1 Técnicas basadas en el analisis de perfiles genéticos

En el genoma de cualquier organismo se encuentran secuencias de ADN repetidas que
pueden ser empleadas para el disefio de cebadores que amplifiquen diferentes regiones,
dando lugar, a perfiles bandeados especificos de cada especie, incluso propios de cada
cepa. Anteriormente hemos mencionado diferentes técnicas basadas en la amplificacion
de estos fragmentos ya sea de forma arbitraria, como el RAPD, o de forma mas especifica
como el ERIC-PCR, el REP-PCR y el BOX-PCR, todas ellas cominmente utilizadas para el
genotipado bacteriano inclusive los miembros del género Edwardsiella. El analisis de VNTR
(del inglés, variable-number tandem repeat) llamado MLVA (del inglés, Multiple Loci VNTR
Analysis) es empleado para el seguimiento de microrganismos patdgenos ya que es capaz
de establecer diferencias entre cepas muy proximas genéticamente. Aparte de su elevada
resolucion presenta la ventaja de que los datos pueden ser digitalizados, almacenados y
compartidos (Lindstedt y col.,, 2013). Este método ha sido utilizado en el estudio de
multitud de organismos incluida la especie E. piscicida (Abayneh y col.,, 2014). Los
resultados demuestran el alto poder discriminatorio del método ya que no solo diferencia
los aislados segln su origen al igual que el MLSA realizado por el mismo autor (Abayneh y
col.,, 2012), sino que ademads es capaz de diferenciar los diferentes brotes epidémicos
dentro de la misma zona geografica. Estos datos revelan que esta aproximacion puede ser
muy Util en el estudio de la epidemiologia de E. piscicida.

Variantes a estos procedimientos son los que previa o posterior a la amplificacion, se
somete el genoma a una digestién con enzimas de restriccion. Dentro de este grupo
tenemos la amplificaciéon de fragmentos de restriccion (RFLP, del inglés, restriction
fragment length polymorphisms) en el que secuencias especificas de nucledtidos son

reconocidas y cortadas por enzimas de restriccion cuyo patron de bandeado resultante
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difiere entre individuos, lo que hace que esta técnica sea Util tanto para la taxonomia como
para el genotipado (Acharya y col., 2007). A parte del RFLP, los perfiles generados
mediante electroforesis en campo pulsante (PFGE, del inglés, Pulsed Field Gel
Electrophoresis) también permiten conocer la clonalidad de diferentes aislados en
situaciones epidémicas con tiempo y espacio definido. Yang y col. (2013) aplicaron esta
técnica a cepas identificadas como E. tarda consiguiendo dividir las cepas aisladas de
humanos de las de peces;, ademas, los clusteres identificados en este estudio se
corresponden hoy en dia con las especies E. tarda, E. piscicida y E. anguillarum. Ademas de
la capacidad genotipica y taxondmica del PFGE, Kim y col. (2013) demostraron como este
procedimiento es capaz de identificar perfiles propios de cepas virulentas pudiendo ser
empleados en la prediccién de la patogenicidad. Durante afios la herramienta molecular
mas Uutil para establecer la huella genética de cualquier bacteria ha sido la digestién con
enzimas de restriccion de alta frecuencia de corte o AFLP (del inglés, Amplified Fragment
Length Polymorphism), una técnica relativamente sencilla, rapida y reproducible, que
analiza simultdneamente muchos /oci y detecta un mayor numero de marcadores de ADN
polimdrfico que cualquier otro método basado en la PCR (Figura 5) (Vos y col., 1995).
Debido a que los marcadores se generan en condiciones de alta selectividad, es menos
probable que presenten falsos positivos. Los trabajos mas comunes que implican esta
herramienta estan enfocados en el estudio de la variabilidad intraespecifica y en el
genotipado de especies. En el estudio realizado sobre la especie E. ictaluri no solo se pudo
dividir a las cepas segun su origen geografico, sino que los perfiles entre esta especie y E.
tarda eran completamente diferentes pudiendo establecer unos perfiles patrones para E.

ictaluri (Sakaiy col., 2009d).



NOEMIi BUJAN GOMEZ

A) Digestion de
ADN gendémico con
enzimas de
restriccion

Fragmentos de restriccion

B) Ligacion del
adaptador a la enzima
de restriccién

C) PCR selectiva

Cebador con nucledtido
selectivo en el extremo 3'

D) Electroforesis de
los productos de
PCR

Figura 5.
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Aungue todas estas técnicas son reproducibles, el intercambio de informacion entre

diferentes grupos de investigacion no es fiable ya que la metodologia utilizada implica la

realizacion in situ de los experimentos con todas las muestras que se quieran comparar.

Por ello, a la hora de realizar estudios comparativos entre diferentes laboratorios las

técnicas basadas en la secuenciacién y el uso de las bases de datos disponibles resultan

mas adecuadas.
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1.4.2 Técnicas basadas en la secuenciacion de genes seleccionados

Ante las limitaciones de las técnicas anteriores han surgido aquellas que se basan en la
amplificacidon regiones internas de ciertos genes con su posterior secuenciacion, lo que
facilita la manipulacion de datos a nivel global a la vez que aporta mayor informacion. La
amplificacién parcial del gen ARNr 16S ha sido la llave para la identificacion bacteriana
debido a sus regiones conservadas y a su reticencia a ser envuelto en procesos de
transferencia horizontal (HGT, Horizontal Gene Transfer). Para la descripcidon de nuevas
especies se establecié el limite de similitud del 97% (Stackebrandt y Goebel, 1994) lo que
dio lugar a muchas identificaciones erréneas debido a que en muchos géneros la similitud
de este gen entre especies es superior al 99%. En la actualidad la secuenciacion de este
gen no se considera suficiente para la descripcién de especies sinedo necesarios estudios
mas resolutivos en los que se utilizan la concatenacién de secuencias de varios genes
esenciales.

El tipado de secuencia multigénica (MLST, del inglés MultiLocus Sequence Typing) fue
usado por primera vez por Maiden y col. (1998) y permitié estudiar la epidemiologia y la
estructura poblacional de cepas de Neisseria meningitidis aisladas de portadores enfermos
y sanos. Esta técnica esta basada en el principio desarrollado en el analisis de isoenzimas
(MLEE, del inglés, MultiLocus Enzyme Electrophoresis) en el que se estudia la movilidad
electroforética de un numero concreto de enzimas metabolicos en geles de almidon o
poliacrilamida. En el MLST se secuencian fragmentos internos de genes esenciales que
codifican enzimas metabdlicos, los cuales no estan sometidos a presion selectiva, lo que
permite detectar variaciones neutras. Es un marcador molecular epidemioldgico
desarrollado y disefiado para identificar clones y/o lineas clonales (identificacion de grupos
poblacionales con independencia de pequefias variaciones que pueden generarse
geografica y/o temporalmente). Tanto el elevado poder de resolucién de la técnica como
su potencial aplicacion en estudios filogenéticos y de genética evolutiva y poblacional
favorecieron su desarrollo e inclusion en los estudios de taxonomia bacteriana, asi como la
creacién de diferentes bases de datos para su uso in silico (Aanensen y Spratt, 2005; Jolley
y Maiden, 2010). Hasta el momento se han realizado dos estudios para especies del género

Edwardsiella (Yang y col., 2013; Shao y col., 2015) aungque en ambos casos solamente se ha
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usado como método filogenético obviando su potencial epidemioldgico. Los seis genes
empleados por Yang y col. (adk, aspA, dnaK, fusA, glyA, mdh vy tpi) dieron lugar a la divisién
de las cepas de E. tarda en tres grupos diferentes que se corresponden actualmente con E.
tarda, E. piscicida y E. anguillarum. Es mas, los aislados de E. piscicida y E. anguillarum se
agruparon en dos complejos clonales independientes al igual que las cepas de E. ictaluri.
Los resultados del analisis de MLST realizado por Shao y col. (2015) con diferentes genes
esenciales (adk, aroE2, dnaK, metG, phoR, pyrG), arrojaron la existencia de una nueva
especie, E. anguillarum, descrita en este trabajo.

Una variante del MLST son los andlisis de secuencia multigénica (MLSA, del inglés,
MultiLocus Sequence Analysis) que a lo largo de la Ultima década han ido ganando
importancia hasta convertirse en una herramienta obligatoria para los estudios
taxondmicos debido a su gran poder de resolucién, tanto para la delimitacién de especies
bacterianas como para establecer relaciones filogenéticas entre las mismas. Esta
aproximacion consiste en la concatenacion de las secuencias parciales de al menos 4 genes
esenciales (housekeeping) con diferente tasa de evolucion (Stackebrandt y col., 2002) para
evitar el posible efecto de la recombinacién y de procesos de transferencia horizontal
(Kampfer y Glaeser, 2012). Hasta el momento no existe un conjunto universal de genes
que permita la clasificacion de todos los procariotas por lo que se debe definir la mejor
combinacién de genes esenciales para cada grupo taxondmico. Brady y col. (2008)
establecieron un esquema de MLSA (gyrB, rpoB, atpD e infB) para los miembros de la
familia Enterobacteriaceae con el fin de intentar resolver los problemas taxondmicos
causados por la filogenia basada en el ARNr 16S. Consecuentemente, el estudio dio lugar a
una reclasificacion y creacién de nuevos géneros enmendando asi la cadtica situacion. La
mala clasificacion de la especie E. tarda se puso de manifiesto por los estudios de MLSA
llevados a cabo por Yang y col. (2012) y Abayneh y col. (2012). El primer autor utilizo para
su esquema los 6 genes esenciales glyA, mdh, pgi, fusA, aspA vy tpi; el resultado fue la
division de los aislados identificados como E. tarda en dos grandes clUsteres considerados
genogrupos (EdwGl y EdwGll). Abayneh y col. (2012) secuenciaron los genes esenciales
adk, dnakK, gyrB, phoR, pyrG, metG, mdh y aroE2, y los analisis realizados con la secuencia

concatenada mostraron una agrupacion segun el origen geografico de los aislados, asi
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como dos grandes cllsteres separados monofiléticamente correspondientes a los dos
genogrupos mencionados. A raiz de estos datos, Abayneh y col. (2013) describieron la
especie E. piscicida poniendo de manifiesto la necesidad de estudiar profundamente la

filogenia del género Edwardsiella.

1.5 TECNICAS DE SECUENCIACION MASIVA

En la era gendmica, disponemos de una gran cantidad de herramientas informaticas para
procesar la informacion genética en bases de datos de acceso publico, y la tendencia para
comparar diferentes aislados con multiples fines es la secuenciacion completa de genomas
(WGS, del inglés, Whole genome sequence) (Ritcher y Rosello-Mora, 2009). Desde la
descripcién del primer genoma de Haemophilus influenzae en el afio 1995 (Fleischamann y
col.,, 1995) el nimero de genomas depositados en las bases de datos ha crecido
exponencialmente hasta alcanzar cifras superiores a 80.000 (GOLD). Este incremento se
debe a la reduccién de costes haciendo posible el acceso a un mayor numero de
laboratorios, y al avance de las técnicas de secuenciacion como la plataforma de alto
rendimiento NGS (del inglés, Next Generation Sequencing) que han sustituido a la
secuenciacion clasica que empleaba el método de Sanger. Las nuevas tecnologias hacen
lecturas mas cortas que el método Sanger aunque de mayor calidad, en consecuencia es
necesario aumentar la cobertura y el nimero de contigs para cerrar un genoma.

Debido al desarrollo de nuevas tecnologias de secuenciacion y a la complejidad para
analizar los datos generados, se desarrollan a la par nuevas herramientas bioinformaticas
para el tratamiento de los datos extraidos, por ejemplo, de la secuenciacién de genomas y

metagenomas.

1.5.1 Analisis del genoma bacteriano

Antes de la aparicién de la secuenciacion de genomas completos, la técnica clave para
definir nuevos taxones era la hibridacion ADN-ADN in vitro (DDH), método muy lento y

engorroso. La disponibilidad de miles de genomas ha beneficiado a la Taxonomia,



NOEMIi BUJAN GOMEZ

Sistematica y Filogenia ya que ha facilitado la comparacion in silico de los mismos. En los
diferentes métodos empleados para analizar la similitud a nivel gendmico se establecen
valores para delimitar especies nuevas pudiendo correlacionarse estos valores con los
obtenidos por la hibridacién in vitro (Tabla 11). El primer método creado para la
comparacién de genomas fue el valor Promedio de Identidad Nucleotidica (ANI) descrito
por Konstantinidis y Tiedje (2005), el cual se puede calcular empleando algoritmos
diferentes: ANIb, utilizado por Goris y col. (2007) o el desarrollado por Richter y Rossello-
Mora (2009), ANIm, el cual emplea el software MUMmer (Kurtz y col., 2004) para agilizar
el cdlculo.

Los algoritmos ANI no tienen base tedrica para simular la hibridacion reciproca que se
realiza con la DDH, por lo que Lee y col. (2015) propusieron un nuevo algoritmo (OrthoANI)
para resolver este problema. A diferencia de los métodos de calculo de valores ANI
originales, los obtenidos mediante el algoritmo OrthoANI son idénticos obteniéndose un
unico valor ya que el software sélo tiene en cuenta los pares de fragmentos ortélogos para
el cdlculo.

Otro de los métodos es el indice GBDP (del inglés, Genome BLAST Distance Phylogeny)
(Henz y col., 2005). A diferencia de los anteriores, este genoma no es fragmentado si no
que se alinean las secuencias de ambos genomas empleando BLAST (Alstchul y col., 1990)
o0 BLAST+ (Camacho y col., 2009) para obtener un conjunto de HSPs (del inglés, High
Scoring Segment Pairs), que son los usados para el calculo de la distancia. Este algoritmo
fue mejorado por Meier-Kolthoff y col. (2013) aplicando modelos estadisticos con
estimacion de intervalos de confianza. Este método es el empleado por el GGDC (Genome-
to-Genome Distance Calculator) y conserva el valor delimitado para la hibridacién clasica

(70%), lo que hace la interpretacion de los resultados mas sencilla.

Tabla 11. Herramientas bioinformdticas usadas en la comparacion de genomas.

Método Umbrales Herramientas
ANI 95-96% JSpecies
OrthoANI 95-96% OrthoANI

Genome-to-genome-distance-

GBDP 70%
calculator
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El genoma tipico bacteriano estd formado por 5 millones de pares de bases (pb) que
codifican para 5000 proteinas aproximadamente. El tamafio de los genomas depositados
en las bases de datos de las especies del género Edwardsiella es de unos 3.800.000 pb. En
gran medida, las cepas de los genomas depositados no han sido caracterizadas fenotipica y
fisioldgicamente por lo que Kottmann y col. (2008) desarrollaron unos estandares minimos
gue deben ser incluidos con la secuencia. La diversidad genética entre genomas dentro de
una misma especie es mayor de lo esperado, es decir, las diferentes cepas que lo
componen pueden ser ligeramente diferentes en términos de su contenido génico, como
por ejemplo los 2000 genomas de la especie E. coli (Land y col., 2015). Muchos genomas
contienen un gran numero de pesudogenes que han perdido cualquier tipo de funcion
Entre la informacion destacable que podemos obtener con la secuenciacién del genoma
bacteriano esta el conjunto de reacciones y rutas metabdlicas, pudiéndose detectar
funciones especificas en el metabolismo bacteriano de cada especie (Francke y col.,
2005). Para la reconstruccion del metabolismo y poder establecer la relacion entre
genotipo y fenotipo se aplica los modelos conocidos como GEM (del inglés, Genomic-
scale Metabolic Model) (Thiele y Palsson, 2010). Entre las aplicaciones de estos modelos
nos encontramos con los estudios en evolucidon microbiana, la ingenieria metabdlica o
aplicaciones biomédicas (Bordbar y col., 2014; Monk y Palsson, 2014). Una de las
herramientas online para la generacion y analisis de los GEM es el Model SEED (Henry y
col.,, 2010) que se basa en la anotacion generada por el servicio de RAST (Rapid
Annotation using Subsystem Technology) (Aziz y col., 2008).

La secuenciacion completa de los genomas también puede jugar un papel muy importante
en el analisis de brotes infecciosos (Sanchez-Busé y col.,, 2016) puesto que, con las
metodologias adecuadas se pueden realizar estudios de tipado, busqueda de genes de
resistencia y/o de virulencia y de SNPs (Single Nucleotide Polimorphism) (Sanchez-Busé vy

col., 2015).
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1.6 PROTEOMICA DE EXPRESION DIFERENCIAL

Como ya hemos mencionado, la secuenciacion de genomas ha permitido el estudio de las
funciones metabdlicas, sin embargo, aun se desconoce la funcion biolégica de muchas
proteinas codificadas. La protedmica es uno de los campos que establece una relacion
entre las secuencias gendmicas y su comportamiento bioldgico, constituyendo una
herramienta importante en el andlisis funcional de genes de funcion desconocida.

El término “proteoma” se empled por primera vez en 1995 vy se refiere a “la dotacion
completa de proteinas expresadas por un individuo, tejido, cultivo celular, ..., en un
momento determinado y bajo condiciones especificas” (Wilkins, 1995). A diferencia del
genoma, el proteoma es dindmico, debido a que un mismo gen puede dar lugar a distintas
proteinas seguln las condiciones de crecimiento o los procesos de diferenciaciéon realizados
por las células. Ademas, las proteinas estan sometidas a cambios post-traduccionales por
lo que un mismo gen puede expresar varias proteinas diferentes.

La protedmica es el estudio del proteoma y la protedmica de expresién diferencial es la
identificacion y/o cuantificacion relativa de las proteinas que sufren alteraciones estables o
transitorias, en sus niveles de expresion a consecuencia de alteraciones fisiopatoldgicas o

inducidas por agentes externos (Reales-Calderdn, 2013).

1.6.1 Técnicas protedmicas de expresion diferencial

Una de las aplicaciones mas importantes de la protedmica es el estudio de los perfiles de
expresion proteica en cantidad relativa de una cepa y compararla con otras mas virulentas,
o la misma cepa en distintas condiciones de crecimiento (Aebersold y Mann, 2003;
Blackstock y col., 1999). Estas aproximaciones pueden realizarse en base a la comparacién
entre geles bidimensionales o bien a la comparacion sin gel, basada en el marcaje a nivel

de proteina o a nivel de péptido.

Proteémica en gel: Los extractos proteicos obtenidos en las distintas condiciones de
estudio se separan en geles bidimensionales distintos. En estos geles las proteinas se

detectan por diferentes métodos (tincion Coomassie, tincion de plata, Sypro Rubi, ...) y en
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las imagenes obtenidas, el tamafio y la intensidad de la mancha proteica estdn
directamente relacionados con la cantidad de proteina. Para detectar aquellas manchas
proteicas con cambios en su expresion es necesario un analisis informatico. Esta técnica es
muy limitada ya que la comparacion se realiza entre diferentes geles dando lugar a
numerosos errores y a una dificil cuantificacion de las proteinas. Para solventar estos
problemas, se ha desarrollado la técnica 2D-DIGE (del inglés, Two- Dimensional Difference
in-Gel Electrophoresis) (Tonge y col., 2001), en la que previamente a la separacion de las
proteinas, cada una de las muestras se marca con un fluorocromo distinto, Cy3 o Cy5; vy el
estandar interno (creado a partir de una mezcla de todas las muestras que van a ser
analizadas) se marca con Cy2. Los extractos proteicos marcados se mezclan y se separan
en el mismo gel bidimensional, que se excita con distintas longitudes de onda para obtener
la imagen correspondiente a cada una de las muestras (Figura 6) (Reales-Calderén, 2013).
El hecho de que las muestras se separen en el mismo gel y el uso de un estandar interno
disminuye la variabilidad experimental gel a gel y facilita el uso de un programa de analisis
de imagen (DeCyder) para la cuantificaciéon automatica y precisa ya que los fluorocromos

permiten la cuantificacion (Monteoliva y col., 2004).
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Figura 6. Flujo de trabajo de la electroforesis diferencial en gel de dos dimensiones (2D-
DIGE). Figura original.
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Posteriormente, las manchas proteicas han de ser identificadas mediante espectrometria
de masas que proporciona medidas precisas de la masa molecular (m) y de la carga de
proteinas o péptidos (z) en una muestra. Sin embargo, basarse Unicamente en la relacién
m/z es un error ya que existen numerosos factores (procesamientos pre o
postraduccionales) que interfieren en la masa molecular de una proteina respecto a la
masa tedrica. Para subsanar este error, la identificacion mediante el analisis de las masas
de los péptidos o huella peptidica (PMF, Peptide Mass Fingerprinting), se realiza por
comparacién de la masa peptidica obtenida con la masa calculada tedricamente a partir de
la secuencia de aminoacidos de péptidos o proteinas conocidos. Uno de los métodos mas
comunes para la identificacion de proteinas por huella peptidica es la utilizacién del

espectrometro tipo MALDI-TOF (Patterson y col., 1995).

|” . Iu

Protedmica “sin gel”: Las técnicas de cuantificacion relativa “sin gel” se basan en la
incorporacion de una version distinta (ligera o pesada) de un reactivo con varios atomos de
diferentes isétopos estables no radiactivos (12C/13C, 14N/15N, 1H/2H, 160/180) en las
proteinas o péptidos a comparar (Reales-Calderén, 2013). Esto permite la cuantificacién
relativa por comparacion de la intensidad de los picos del espectro. Debido al gran niumero
de péptidos en una muestra, solo una parte pueden ser analizados lo que limita mucho el
numero de proteinas que pueden ser identificadas en la muestra.

Existen distintas metodologias de marcaje que incorporan los isotopos en diferentes
momentos de la obtencidn de la muestra: durante el cultivo celular (SILAC, Stable Isotope
labeling with Amino acids in Cell culture) (Ong y col., 2002), después de la extraccién de
proteinas (ICAT, Isotope-Coded Affinity Tag) (Gygi y Aebersold, 2000), durante la digestion
enzimatica (digestion con agua pesada) (Aebersold y Mann, 2003), o incluso tras la
digestion enzimatica (iTRAQ, /sotope Tag for Relative and Absolute Quantitation yTMT,
Tandem Mass Tag) (Ross y col., 2004; Thompson y col., 2003).

La tecnologia TMT es un tipo de marcaje isobarico estable que se utiliza en espectrometria
de masas para realizar una cuantificacion relativa de las proteinas mediante el marcaje de
las muestras con hasta 10 isotopos diferentes, pudiendo comparar hasta 10 muestras

bioldgicas en una sola carrera (Figura 7). Este marcaje también conserva la informacion

relacionada con las modificaciones post-traduccionales, permitiendo cuantificar las
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diferentes modificaciones en nuestras muestras. El sistema se caracteriza porque la
cuantificacion se produce en la fragmentacién de los péptidos (MS/MS). El reactivo esta
compuesto por un grupo reporter cargado (permite la cuantificacion en el espectro de
fragmentacion del péptido), un grupo peptidico reactivo amino terminal y un grupo neutro
gue compensa la masa del reactivo (Thompson y col.,, 2010). Cuando se fragmenta el
reactivo TMT lo hace dando lugar a los marcadores de 126, 127 (127Cy 127N), 128 (128Cy
128N), 129 (129C vy 129N), 130 (130Cy 130N) y 131 Da, respectivamente y, el area bajo la
curva de estos picos es proporcional a la abundancia relativa de cada uno de ellos aunque
para una cuantificacion absoluta, alguna de las muestras debe contener una concentracién

conocida de los péptidos a cuantificar.
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Figura 7. Resumen del flujo de trabajo para TMT. LC-MS/MS, espectrometria de masas en
tdndem acoplada a la cromatografia de liquidos. Figura original.
Como ya hemos dicho, estas aproximaciones son muy Utiles para detectar factores de
virulencia ya que podemos comparar cepas o especies del mismo género con diferentes
potenciales patogénicos y saber concretamente que proteinas expresadas pueden ser las

causantes de dichas diferencias. Ademas, podemos comparar un mismo aislado en
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condiciones de crecimiento diferentes y ver como afectan las limitaciones de nutrientes al
comportamiento real de la célula bajo condiciones de estrés producidas en los procesos de

infeccion.
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2 OBIJETIVOS

Dada la reciente controversia que ha generado la descripcion de las dos ultimas especies
del género Edwardsiella, E. pisicicida y E. anguillarum, una correcta y amplia
caracterizacion genética de los aislados evitara identificaciones errdneas con la especie E.
tarda.

Un mayor conocimiento de los factores de virulencia implicados en la patogénesis de E.
piscicida ayudara a enfocar de manera efectiva las medidas para la prevencion y control de
la edwardsiellosis causada por este patdgeno. Hasta el momento, no existen estudios en
los que se evalue el efecto de la disponibilidad de hierro en la especie E. piscicida ni de los
mecanismos de esta bacteria para poder obtener este microelemento en el interior del

pez.

Con estas premisas, los objetivos que nos planteamos en este trabajo fueron:

1) La caracterizacion genética y el estudio filogenético del género Edwardsiella.

2) El estudio poblacional del género Edwardsiella.

3) La busqueda de factores de virulencia de la especie E. piscicida mediante
herramientas protedmicas.

La consecucion de estos objetivos permitird, no solo actualizar los conocimientos sobre |a
especie E. piscicida, sino también zanjar la controversia taxondmica entre E. piscicida y E.
tarda.
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3 CARACTERIZACION MOLECULAR Y FILOGENIA DEL GENERO
Edwardsiella

Los marcadores moleculares permiten el estudio de la variabilidad genética tanto inter
como intraespecifcamente y pueden ser Utiles para investigar numerosos aspectos como la
epidemiologia o la taxonomia de una especie o género. Los polimorfismos genéticos
detectados mediante la aplicacién de ciertas técnicas moleculares (ERIC-PCR, BOX-PCR,
RAPD, AFLP, ..) permite establecer marcadores moleculares para la identificacion de
especies. Su sensibilidad Ilega ser tan alta que incluso permiten diferenciar individuos de la
misma especie. De todas estas herramientas, el estudio de la amplificacidon de fragmentos
polimarficos llevados a cabo mediante AFLP combina la especificidad y poder resolutivo de
la digestion con enzimas de restriccion con la velocidad y facilidad de la deteccién de
polimorfismos mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, del inglés Polymerase
Chain Reaction), sin necesidad de disponer de informacion previa del genoma a estudiar
(Vos y col., 1995).

Una herramienta indispensable para los estudios taxonomicos es el analisis de secuencia
multigénica (MLSA, del inglés Multilocus sequence analysis). Esta técnica consiste en la
concatenacién de las secuencias parciales de varios genes esenciales (housekeeping) con
diferente tasa de evolucidon. El nimero de genes a estudiar no estd establecido, aunque se
recomienda usar mas de 5 genes para evitar el posible efecto de la recombinacion y de
procesos de transferencia horizontal (HGT, Horizontal Gene Transfer) (Kampfer y Glaeser,
2012). Esta aplicacion es util tanto para la clasificacion y/o identificacion de los
microorganismos como para la inferencia de relaciones filogenéticas gracias a su alto
poder resolutivo. Debido a que la variabilidad genética en cada género, incluso dentro de
cada especie, es muy diversa no es posible establecer un conjunto universal de genes
aplicable a todos grupos taxondmicos de procariotas, por lo que hay que definir una

combinacién de genes especificos para cada uno de ellos.
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Una de las técnicas mas usadas en taxonomia basada en la utilizacion del genoma
completo era la hibridacion ADN-ADN in vitro (DDH), que actualmente ha sido sustituida
por la hibridacion in silico (isDDH) gracias a la posibilidad de secuenciar genomas
completos. Este avance supone la eliminacion de cualquier variacion en los valores debido
a la manipulacion del investigador haciéndola una herramienta facilmente reproducible.

En este capitulo nos hemos centrado en el estudio filogenético del género Edwardsiella
tras la descripcién de las dos nuevas especies: E. piscicida y E. anguillarum. En una primera
aproximacion, se analizaron los fragmentos polimérficos originados por la digestion de
enzimas mediante la técnica AFLP de diversos aislados del género Edwardsiella.
Posteriormente, se amplificaron los genes esenciales adk, atpD, dnal, ginA, Y-hsp60 vy tufy
se llevd a cabo su analisis para comprobar cuales serian los mejores candidatos para
desarrollar un esquema de MLSA. Ademas de estos genes se estudio la utilidad del gen
ARNr 16S como herramienta taxondmica. La seleccion de estos once genes se realizod
teniendo en cuenta que todos ellos habian sido utilizados previamente para el estudio de
otras especies de la familia Enterobacteriaceae (Kotetishvili y col., 2005; Paradis y col.,
2005; Pham y col., 2007; McQuiston y col., 2008; Abayneh y col., 2012; Griffin y col., 2013).
También se ha tenido en cuenta que todos ellos presentan un tamafio adecuado para ser
secuenciados, cantidad suficiente de sitios informativos, una copia Unica a lo largo del
genoma y una tasa de evolucién mas alta que el gen ARNr 16S pero lo suficientemente

lenta para proporcionar informacion filogenética.

3.1 MATERIALES Y METODOS

3.1.1 Polimorfismo en la Longitud de Fragmentos Amplificados (AFLP)

Para el analisis de las huellas genéticas elaboradas mediante la técnica AFLP se
seleccionaron 52 aislados identificados previamente como E. tarda provenientes de

diferentes puntos geograficos, hospedadores y brotes epidémicos y 5 cepas de coleccion
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de diferentes especies del género (Tabla 12) a excepcion de E. anguillarum (no existia en el

momento del analisis).

Tabla 12. Aislados de Edwardsiella utilizadas para llevar acabo el analisis mediante AFLP y
MLSA, indicando su origen geografico, su hospedadory el afio de aislamiento.

Cepas Especie Hospedador Origen Afio
CECT 849" E. tarda Heces humanas Estados Unidos 1959
NCIMB 2034 E. tarda Pez desconocido Estados Unidos 1977
HL1.1 E. tarda Scophthalmus maximus ~ Holanda 2004
HL8.1 E. tarda S. maximus Holanda 2005
HL10.1 E. tarda S. maximus Holanda 2005
HL12.1 E. tarda S. maximus Holanda 2005
HL21.2 E. tarda S. maximus Holanda 2006
HL21.3 E. tarda S. maximus Holanda 2006
ACC35.1 E. tarda S. maximus Portugal 2005
ACC36.1 E. tarda S. maximus Portugal 2005
ACC51.1 E. tarda S. maximus Portugal 2006
ACC69.1 E. tarda S. maximus Portugal 2006
ACC70.1 E. tarda S. maximus Portugal 2006
ACC121.1 E. tarda S. maximus Portugal 2009
RM288.1 E. tarda S. maximus Espafia 2006
RM289.1 E. tarda S. maximus Espafia 2006
RM296.1 E. tarda S. maximus Espafia 2006
RM300.1 E. tarda S. maximus Espafia 2006
RBR7.1 E. tarda S. maximus Portugal 2008
RBR14.1 E. tarda S. maximus Portugal 2008
ACR326.1 E. tarda S. maximus Espafia 2009
ACR345.1 E. tarda S. maximus Espafia 2009
ACR355.1 E. tarda S. maximus Espafia 2009
ACR359.1 E. tarda S. maximus Espafia 2009
CAQ3.9 E. tarda S. maximus Espafia 2009
CAQ6.1 E. tarda S. maximus Espafia 2009
CAQS.10 E. tarda S. maximus Espafia 2009
Fr1372 E. tarda S. maximus Francia 2012
Fr1398 E. tarda S. maximus Francia 2012
Fr373.1 E. tarda S. maximus Francia 2012
Fr373.2 E. tarda S. maximus Francia 2012
Fr373.4 E. tarda S. maximus Francia 2012
Fr373.7 E. tarda S. maximus Francia 2012
Fr430.3 E. tarda S. maximus Francia 2012
Fr430.4 E. tarda S. maximus Francia 2012
Fr430.7 E. tarda S. maximus Francia 2012
Fr430.14 E. tarda S. maximus Francia 2012
ACR419.1 E. tarda Solea senegalensis Espafia 2010
CH1.1 E. tarda S. maximus China 2011
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Cepas Especie Hospedador Origen Afio
EDK1 E. tarda Anguilla japonica Japdn 1981
E-11-2 E. tarda A. japonica Japdn 1981
FL4-53-4K E. tarda Morone saxatilis Estados Unidos 1997
ETO01 E. tarda Pagellus bogaraveo Japoén 2002
ETO06 E. tarda P. bogaraveo Japoén 2002
ETO09 E. tarda P.bogaraveo Japdn 2002
V12 E. tarda Anguilla anguilla Espafia 2003
81.48 E. tarda Ictalurus punctatus Estados Unidos 1979
FL3-22 E. tarda Pterophyllum scalare Estados Unidos 1994
KGE7901 E. tarda Tilape nilotica Japoén 1979
07BS E. tarda T. nilotica Japén 1979
9.8 E. tarda Morone saxatilis Estados Unidos 1986
WEFE1 E. tarda Paralichthys olivaceus Japdn 2002
WEFE10 E. tarda P. olivaceus Japdn 2002
205/03 E. tarda Spaurus aurata Espafia 2003
NCIMB 148247 E. piscicida A. anguilla Noruega 1989
CECT 885" E. ictaluri I. punctatus Estados Unidos 1976
DSMz 13771" E. hoshinae Fratercula arctica Francia 1980
DSM 27202" E. anguillarum  Anguilla marmorata China 2008
93-146* E. ictaluri I. punctatus USA 1993
FL6-60* E. piscicida M. saxatilis USA 1994
C07-087* E. piscicida I. punctatus USA 2007
EIB202* E. piscicida A. anguilla China 2006

o T
*Genomas completos de los cuales se extrajeron los genes empleados para el MLSA, este
aislado no fue utilizado en el andlisis AFLP

3.1.1.1 Condiciones de cultivo y extraccion de ADN

Todos los aislados se cultivaron en placas de agar tripticasa-soja suplementado con el 1%
de NaCl (TSA-1, del inglés Trypticase Soy Agar) a 25°C durante 24 h. Posteriormente se
inocularon tubos de ensayo con 5 ml de caldo tripticasa-soja suplementado igualmente
con 1% de NaCl (TSB-1, del inglés Trypticase Soy Broth), en las mismas condiciones que
anteriormente. El ADN cromosdmico se extrajo mediante el kit comercial DNeasy blood
and tissue (Quiagen) siguiendo el protocolo del fabricante. El ADN extraido se cuantificod en
el biofotometro Nanodrop (ND-1000) spectrophotometer (Thermo Scientific, Nanodrop
Technologies), se diluyé hasta una concentracion final de 20ng/ul y posteriormente se

conservo a -20°C.
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3.1.1.2 Protocolo de AFLP

Para comenzar con la restriccion enzimatica se prepard una mezcla por reaccion de 1,25 pl
de tampodn 10x Buffer E (Promega), 1 ul (10 unidades) de la enzima de restriccion Tag a |
(Promega) y 4,25 ul de agua miliQ estéril. Posteriormente se afiadieron 5 pl de ADN
cromosomico y se incubaron 1 h a 652C, pasado este tiempo se incorporé 1 ul (10
unidades) de la enzima Hindlll y se incubd 1 h a 372C seguido de otra incubacion de 20 min
a 80°C.

Los adaptadores Hindlll y Taql se afadieron a una concentracién final de 0,04 y 0,4 uM
respectivamente, junto al tampdn 10x DBA Ligase Buffer (Promega) y agua miliQ estéril. La
ligacién de los fragmentos se realizé mezclando 0,5 ul de ligasa T4 DNA Ligase (Promega)
con 12 pl de la mezcla anterior y 12,5 ul del ADN digerido. A continuacion, se incubaron a
20°C durante 2 h.

A partir de este ADN ligado se realizo la amplificacién selectiva utilizando dos cebadores
especificos, el cebador HOOA (5-GACTGCGTACCAGCTTA-3’) marcado con el fluorocromo
IR700 para LI-COR (Lincon), y el cebador TOOO (5-CGATGAGTCCTGACCGAA-3’),
correspondientes a los extremos terminales de los cortes especificos realizados por las
enzimas Hindlll y Taql respectivamente. La reaccion se llevé a cabo en un volumen final de
10 ul empleando 1,5 ul de ADN ligado, tampdén 10x Amplification Buffer (Roche),
polimerasa Taq Polymerase (Roche) y la mezcla de desoxirribonucledtidos trifosfatos
(Fisher) en un termociclador PTC-200 DNA-Engine thermocycler (MJ Research) siguiendo el
programa de PCR descrito en la Tabla 13. En cada grupo de PCR se incluy6 un control
negativo (sin afladir ADN ligado).

Se corrobord la amplificacion mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% en TAE,
tefiido con RedSafe (20.000x) (iNtRON Biotechnology) vy visualizado con luz ultravioleta en
un transiluminador GelDoc (Bio-Rad). Posteriormente, se realizd la electroforesis en el
analizador NEN Global Edition IR2 DNA Analyzer (LI-COR) siguiendo las instrucciones del

fabricante.
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Tabla 13. Programa de PCR utilizado en la amplificacidn selectiva para AFLP.

Paso Temperatura (2C)  Tiempo (s)
Desnaturalizacion 94 60
Ciclo1 Hibridacion 65 30
Elongacién 72 60
Desnaturalizacion 94 30
Ciclo2 al 12 Hibridacion 64,3 (-0,72C/ciclo) 30
Elongacién 72 60
Desnaturalizacion 94 30
Ciclo13al24 Hibridacién 56 30
Elongacién 72 60

Las imdagenes adquiridas fueron procesadas mediante el programa informatico
BioNumerics v7.0 (Applied Maths NV), y los niveles de similitud entre los patrones
obtenidos fueron calculados por el coeficiente de correlacion de Pearson (r). Usando el
mismo programa se llevod a cabo el analisis de distancias genéticas con el método del grupo
de pares no ponderado (UPGMA, del inglés Unweighted Pair-Group Method with
Arithmetic mean). El valor para delimitar la similitud de los grupos de E. tarda fue del 74%

mientras que para ver la resolucion de la capacidad taxondmica de la técnica fue del 34%.

3.1.2 Analisis de Secuencias Multigénicas (MLSA)

Se utilizaron un total de 52 aislados identificados previamente como E. tarda con diferente
origen geografico, hospedador y afio de aislamiento, 6 cepas de diferentes especies del

género Edwardsiella y, 4 genomas completos de E. ictaluriy E. piscicida (Tabla 12).

3.1.2.1 Amplificacion y secuenciacién de los genes

Se llevd a cabo el estudio de la secuencia del gen ARNr 16S y seis genes esenciales, adk
(adenilato quinasa), atpD (subunidad B de la ATPasa), dnal (proteina de choque térmico 40
kD), g/lnA (glutamina sintetiza), Y-hsp60 (proteina de choque térmico 60 kD) y tuf (factor de
elongacién Tu).

La extraccion del ADN cromosomico se realizd a partir de cultivos puros utilizando el

sistema comercial InstaGene ™ Matrix (Bio-Rad). Las células bacterianas se resuspendieron
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a partir de cultivos sélidos de TSA-1 en 1 ml de agua destilada tri-estéril y se centrifugaron
durante 1 min a 12000 rpm, descartando el sobrenadante. Los sedimentos se
resuspendieron en 200 pl de la matriz InstaGene™ vy se incubaron durante 30 min a 56°C.
A continuacion, las muestras se agitaron en un vortex durante 10 segundos y se calentaron
a 1009C durante 8 min. Se agitaron nuevamente en el vértex y por ultimo se centrifugaron
3 min a 12000 rpm. La concentracion del ADN se midio tres veces para cada muestra en un
biofotdmetro (BioPhotometer, Eppendorff), se ajustd a 1000 ng/ul y se conservéd a -202C
para su posterior uso.

Los cebadores utilizados para la amplificacion de cada uno de los genes se muestran en la
Tabla 15. Para amplificar el gen ARNr 16S las condiciones de PCR fueron: 959C durante 4
min, seguido de 30 ciclos de amplificacién, 1 min a 952C, 1 min a 559C, 1:30 min a 72°C, y
una elongacion final de 5 min a 729C. En el caso de los genes esenciales las condiciones
generales fueron: 959C durante 5 min, seguido de 35 ciclos de amplificaciéon, 45 s a 959C,
45 s a temperaturas entre 45 y 609C segun el gen (ver Tabla 14), 1 min a 729C, y una
elongacion final de 5 min a 72°C.

Se comprobd la amplificacion parcial de los genes mediante electroforesis en geles de
agarosa al 1% en TAE, teflidos con RedSafe (20.000x) (iNtRON Biotechnology) vy
visualizados con luz ultravioleta en un transiluminador GelDoc (Bio-Rad).

Las reacciones de secuenciacion se realizaron en el servicio de secuenciacion Stabvida DNA
Lab (Portugal) para todos los genes. La pareja de electroferogramas (cebadores directo y
reverso) obtenidos para cada gen se ensamblaron utilizando el programa SegMan del
paquete informatico Lasergene (DNA Star Ltd) y se corrigieron manualmente.
Posteriormente, se verificd que las secuencias obtenidas se correspondian con los genes
secuenciados mediante una busqueda en las bases de datos publicas Blast (Altschul y col.,
1990) vy, en el caso de la secuencia obtenida para el gen ARNr 16S, EzBioCloud (Yoon y col.,
2017). Los porcentajes de similitud de los genes individuales, asi como los del

concatenado, se obtuvieron mediante el programa Megalign (Lasergene, DNA Star Ltd).
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Tabla 14. Cebadores y condiciones de PCR utilizados para la amplificacion de los genes
seleccionados para el andlisis MLSA.

Secuencia del Longitud Tamafio T2 de
Gen Cebador ) & utilizado hibridacién Referencia
cebador (5°-3') (pb) o
(pb) (e
pA AGAGTTTGATCCTGGCTCAG Edwardsy
ARNr 165 1500 1151 55 col,,
pH AAGGAGGTGATCCAGCCGCA (1989)
adkF ATTCCGCAGATCTCCAC iz
adk 508 474 55 Bujan y col,
adkR TTCACATAGCGAGTATTGC 2018
Al RTIATIGGIGCIGTIRTIGAYGT ;
atoD 384 642 45 Paradis y col.,
A2 TCRTCIGCIGGIACRTAIAYIGC (2005)
1F GATYTRCGHTAYAACATGGA
dnal 758 728 52 Pham y col.
2R TTCACRCCRTYDAAGAARC (2007)
glnA-1 CGATTGGTGGCTGGAAAGG Kotetishvili y
gInA 530 494 52 col.,
glnA-2  TTGGTCATRGTRTTGAAGCG (2005)
Y-hsp60-1 GACGTNGTAGAAGGTATGYA Kotetishviliy
Y-hsp60 565 539 52 col,,
Y-hsp60-2  CGCCGCCAGCCAGTTTAGC
(2005)
T1 AAYATGATIACIGGIGCIGCICA ;
tuf 884 753 60 Paradis y col,
™ CCIACIGTICKICCRCCYTCRCG (2005)

3.1.2.2 Andlisis filogenético

El alineamiento multiple de las secuencias en pauta se llevd a cabo mediante el programa
MEGA7Y (Kumary col., 2016). Los alineamientos resultantes de las secuencias nucleotidicas
se revisaron visualmente para identificar los nucledtidos con posiciones inciertas,
principalmente en los extremos de las secuencias, y poder asi corregirlo u omitirlo. Se
utilizaron los pardmetros de alineamiento aplicados por defecto en MEGA7. Debido a que
las secuencias de los genes codificantes de proteinas presentan diferente pauta de lectura,
se alined cada gen de manera individual, y posteriormente se realizé el concatenando de
las secuencias.

El analisis filogenético se realizd mediante métodos basados en distancias, caracteres y
probabilidades. Cada gen individual, asi como la concatenacién de las secuencias génicas,
se analizaron mediante Neighbor Joining (NJ) y Mdxima Verosimilitud (ML). Estos analisis se

realizaron utilizando el programa MEGA7 aplicando el modelo evolutivo Kimura-2-
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parameter (Kimura, 1980) en el caso del analisis por NJ. En el caso de ML, para cada gen se
determind el mejor modelo evolutivo de sustitucién nucleotidica mediante el mismo
programa informatico usando el Criterio de Informacion Bayesiano (BIC, del inglés
Bayesian Information Criterion). El BIC es una aproximacion derivada del estimador
asintéticamente no sesgado Criterio de Informacion Akaike (AIC, del inglés Akaike
Information Criterion), que elige el modelo verdadero entre un nimero de modelos finitos
(Schwarz, 1978). Los porcentajes de similitud de los genes individuales, asi como del

concatenado se obtuvieron mediante el programa MegAlign (Lasergene, DNA Star Ltd).

3.1.3 Secuenciacion de genoma completo

Para llevar a cabo estudios taxondmicos mediante el empleo de genoma completo se
seleccionaron tres cepas de E. tarda con diferente origen geografico, hospedador y afio de

aislamiento (Tabla 15).

Tabla 15. Cepas de Edwardsiella tarda indicando su origen geografico, su hospedador vy el
afio de aislamiento, cuyo genoma completo fue analizado.

Especie Hospedador
NCIMB 2034 E. tarda Pez desconocido Estados Unidos 1977
ACC35.1 E. tarda S. maximus Portugal 2005
FL3-22 E. tarda Pterophyllum scalare Estados Unidos 1994

3.1.3.1 Extraccion del ADN para el estudio de genoma completo

La extraccion del ADN gendmico se llevd a cabo mediante el kit comercial DNeasy Blood &
Tissue Handbook (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante con las siguientes
modificaciones: 1) la incubacién con el tampdn de lisis AL se realizé a 562C en agitacion
con vortex ocasional hasta que el homogenado se vird transparente, 2) la elucién del ADN
se realizd con agua precalentada a 602C en lugar de utilizar el tampdn de elucién AE v, 3)
se dejd incubando a temperatura ambiente durante 10 min antes de la elucién. Ademas,

se realizaron varias extracciones paralelas de cada muestra para obtener la mayor
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concentracién de ADN posible. Dicha concentracién se determind utilizando el
espectrofotometro Eppendorf BioPhotometer (Eppendorf). La pureza de las muestras se
determind por el cociente de las absorbancias a Aygo v Ajgg, valores entre 1,65 y 1,9 se
relacionan con un grado de pureza adecuado. Una disminucion del coeficiente significa
gue nuestra muestra tiene un exceso de proteinas, mientras que, un aumento se debe a la
contaminacion por ARN. Todos los ADN gendmicos se ajustaron a las concentraciones

requeridas por los servicios de secuenciacion.

3.1.3.2 Ensamblaje, anotacion y andlisis de los genomas

La secuenciaciéon del genoma del aislado ACC35.1 fue llevado a cabo por Lifesequencing
S.L. (Valencia, Espafia) utilizando el secuenciador de segunda generacién 454 GS-FLX (Life
Sciences/Roche) que obtiene lecturas simples. Dichas lecturas fueron ensambladas con el
programa informatico Newbler v 2.7 (Miller y col., 2010) por el mismo servicio.

El ADN purificado de la cepa E. tarda NCIMB 2034 fue secuenciado por Macrogen, Inc. (Sedl,
Corea del Sur) y el genoma del aislado FL3-22 fue obtenido por Sistemas Gendmicos S.L.
(Valencia, Espafia) mediante la plataforma lllumina, que obtiene lecturas pareadas a partir de
una biblioteca gendmica de 8 kpb (8 mil pares de bases) de tamafio de inserto. Las lecturas
para ambos genomas fueron cortadas para eliminar los adaptadores y los fragmentos con baja
calidad de secuencia mediante el programa informatico Trimmomatic 0.32 (Bolger y col,,
2014). Las lecturas restantes se usaron para el ensamblaje del genoma llevado a cabo con la
herramienta de ensamblado de novo SPAdes 3.6.2 (Nurk y col., 2013), y el programa QUAST
(Gurevich y col., 2013) fue utilizado para evaluar el ensamblaje resultante.

Posteriormente, se realizé la anotacién de todos los genomas utilizando el programa de
anotacion automatica on line RAST (Aziz y col., 2008).

Para realizar los estudios comparativos del género Edwardsiella se emplearon los genomas
disponibles en bases de datos publicas: E. piscicida C07-087 (NC _020796), EIB202
(NC_013508), S11-285 (NZ_CP016044.1), RSB1309 (NZ_BAYU01000001.1), JF1305
(NZ_BAYT01000001.1), ETW41 (NZ CP019440.1) y FL6-60 (NC_017318); E. tarda ATCC
15947" (NZ_BANWO00000000.1), FL95-01 (NZ_CP011359.1), ASE201307
(NZ_MBLV00000000.1), ATCC 23685 (NZ_ADGKO00000000.1), DT (NZ_AFJJ00000000.1),
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FDAARGOS370 (NZ_PDDV00000000.1) y KC-Pc-HB1 (NZ_CP023706.1); E. anguillarum
ET080813" (CP006664.1); E. ictaluri 93-146 (NC_012779.2), MS-17-156 (NZ_CP028813.1) y
RUSVM-1 (NZ_CP020466.1); E. hoshinae ATCC 35051" (NZ_CP016043.1) y Edwardsiella sp.
EA181011 (NZ_CP011364.1) y LADLO5-105 (NZ_CP011516.1).

Con el fin de confirmar la correcta identificacion de los aislados analizados mediante la
comparaciéon gendmica, se realizd la hibridacion ADN-ADN in silico (isDDH, del inglés in
silico DNA-DNA Hybridization) entre ellos a través de genome-to-genome distance
calculator (GGDC2.1) (Auch y col., 2010a y b; Meier-Kolthoff y col.,, 2013), cuyo valor
umbral para asignar dos aislados a la misma especie es 70%. Para estudiar la similitud
entre las secuencias de los genomas se utilizé el algoritmo OrthoANI (Lee y col., 2015) cuyo

valor de corte para englobar a dos aislados en la misma especie es el 96%.

3.2 RESULTADOS

3.2.1 Identificacion de especies y analisis epidemiolégico mediante AFLP

Los patrones obtenidos por AFLP de los 57 aislados analizados presentaron entre 45 y 65
bandas cuyo tamafio oscila entre los 50 y 700 pb (pares de bases). Se determind la
aplicacién de un umbral del 74% similitud para poder ver las variaciones intraespecificas de
los 57 perfiles generados (Anexo 1). Las agrupaciones realizadas a partir de este corte,
dieron lugar a tres grupos y 9 perfiles con un solo representante cada uno (Figura 8).

Las cepas tipo de E. tarda, E. hoshinae y E. ictaluri presentaron perfiles Unicos (3, 5y 12
respectivamente). Ademas, otros aislados presentaron perfiles Unicos como el 81.48, FL3-22,
9.8, el FL4-53-4K, ETO09 y la cepa de referencia NCIMB 2034. Por el contrario, la cepa tipo E.
piscicida NCIMB 14824 comparte grupo con otros tres aislados identificados previamente
como E. tarda (grupo 1). La gran parte de aislados asignados a la especie E. tarda formaron dos
grupos, el grupo Il estd compuesto por representantes de obtenidos de varios hospedadores
en China y Japdn, mientras que el grupo lll comprende 37 aislados provenientes de Europa

obtenidos de rodaballo a excepcién del aislado 205/03 que proviene de dorada.
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Figura 8. Dendograma generado a partir de los andlisis de AFLP de los 57 aislados del género
Edwardsiella agrupados al 74% de similitud (linea gris). Los nUmeros se corresponden a los
diferentes perfiles de AFLP y los grupos fueron designados como |, Il y lll. El ndmero
mostrado junto al circulo negro es la correlacion cofenética de cada rama. Figura extraida de
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Bujan vy col. 2018b, permiso cedido por la editorial Elsevier.
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Si establecemos un porcentaje de similitud mas restrictivo en el cual las cepas tipo de cada

especie se mantienen separadas (34%) (Figura 9), se observa que la mayoria de las cepas

anteriormente identificadas como E. tarda se agrupan con la cepa tipo de E. piscicida

sugiriendo una reclasificacion de estos aislados como E. piscicida.
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Figura 9. Dendograma generado a partir de los analisis de AFLP de los 57 aislados del género
Edwardsiella agrupados al 34% de similitud (linea gris). Los grupos muestran los aislados que
pertenecen a cada especie. El nimero mostrado junto al circulo negro es la correlacién
cofenética de cada rama. Figura original.
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3.2.2 Andlisis del gen ARNr 16S y de las Secuencias Multigénicas (MLSA)

3.2.2.1 Evaluacién del gen ARNr 16S como herramienta taxondmica en el

género Edwardsiella

Para comprobar la utilidad del gen ARNr 16S como herramienta taxondmica, se comparo
las secuencias obtenidas de este gen para todos los aislados incluidos en esta tesis, con las
secuencias tipo depositadas en la base de datos publica EzBioCloud. En todos los casos, los
porcentajes de similitud obtenidos con las secuencias tipo de las cinco especies del género
Edwardsiella fueron superiores al 99% creando confusién a la hora de identificar los
aislados. Ademas, estos aislados mostraron porcentajes de similitud entre 99,1% y 100% al
compararlos entre si. En la Tabla 16 se muestran los porcentajes de similitud entre las
cinco cepas tipo del género. Estas secuencias se encuentran depositadas en la base de
datos DDBJ/EMBL/GenBank con los siguientes numeros de acceso: MF034668 - MF034719,
MF034724 - MF034726, MF034728 y MF034731.

Tabla 16. Porcentajes de similitud obtenidos para el gen ARNr 16S en base a las diferencias
en el numero total de nucledtidos entre las cepas tipo del género Edwardsiella.

5
E. tarda CECT 849" 1 0,6
E. piscicida NCIMB 14824" | 2 0,2
E. anguillarumDSM 272027 | 3 99,5 0,3
E. ictaluri CECT 885" 4 99,7 99,7
5

E. hoshinaeDSMZ 137717

99,5

99, 8 99,7

Porcentaje de identidad

La reconstruccion del arbol filogenético mediante el método ML para este gen, mostrd
resultados menos resolutivos que los obtenidos mediante AFLP (Figura 10A). Por un lado,
vemos como la mayoria de los aislados se agrupan en torno a la cepa E. piscicida NCIMB
14824, mientras que el resto de cepas tipo y aislados se mezclan en otra rama diferente.
El arbol obtenido por NJ da mejores resultados (Figura 10B), aunque el aislado FL3-22 est3
en una rama independiente como si se tratase de una especie diferente a las cinco

descritas.
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Figura 10. Arboles filogenéticos obtenidos mediante los métodos de NJ (A) y ML (B) basados
en la secuencia parcial del gen ARNr 16S del género Edwardsiella. Barra, nimero de
sustituciones nucleotidicas por sitio. En los nodos se muestran los valores de bootstrap
iguales o mayores al 70% como porcentaje de 1000 pseudoréplicas. Figura modificada de
Bujan y col. 2018b, permiso cedido por la editorial Elsevier.

El analisis filogenético obtenido de las secuencias génicas del gen ARNr 16S en el género
Edwardsiella mostrd grandes diferencias entre el método utilizado para la construccion de

los arboles filogenéticos.
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3.2.2.2 Andlisis de las Secuencias Multigénicas

Los arboles filogenéticos reconstruidos con cada gen (Figura 11) asi como con las
secuencias concatenadas de los seis genes (Figura 12), mostraron cinco grandes grupos
representado cada uno de ellos por las cepas tipo del género Edwardsiella. En todos los
arboles de los genes esenciales podemos observar como solamente los aislados FL3-22 y
81.48 permanecen agrupados junto a las cepas de E. tarda CECT849" y NCIMB 2034. El
resto de aislados previamente identificados como E. tarda, se agrupan con la cepa de E.
piscicida NCIMB 14824, a excepcién de los aislados ET009 y 205/03 que forman un grupo
con la cepa de E. anguillarum DSMZ 13771". Ademds, los aislados reclasificados como E.
piscicida formaron dos grupos claramente separados, uno compuesto por todos los
aislados de obtenidos de rodaballo en Europa y el otro compuesto por aislados

pertenecientes a diferentes paises no europeos y a otros hospedadores.
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Figura 11. Arboles obtenidos mediante los métodos de NJ y ML basados en las secuencias
parciales de los genes adk, atpD, dnal, ginA, hsp60 vy tuf del género Edwardsiella. Barra,
numero de sustituciones nucleotidicas por sitio. En los nodos se muestran los valores de
bootstrap iguales o mayores al 70% como porcentaje de 1000 pseudoréplicas. Circulo negro,
muestra coincidencia entre NJ y ML. Figura extraida de Bujan y col. 2018b, permiso cedido

por la editorial Elsevier.

Cabe destacar que la topologia de los genes individuales varid minimamente segun el

método utilizado, incluso fue idéntica en las secuencias concatenadas (Figura 12),

apareciendo las especies mas relacionadas con E. tarda mejor posicionadas en los arboles

construidos mediante NJ.
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Figura 12. Arboles obtenidos mediante los

Elsevier.
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métodos de NJ (A) y ML (B) basados en la
concatenacién de las secuencias parciales de los genes adk, atpD, dnal, ginA, hsp60 vy tuf del
género Edwardsiella. Barra, nimero de sustituciones nucleotidicas por sitio. En los nodos se
muestran los valores de bootstrap iguales o mayores al 70% como porcentaje de 1000
pseudoréplicas. Figura modificada de Bujan y col. 2018b, permiso cedido por la editorial

Tanto los arboles construidos con los genes individuales como el reconstruido con la

concatenacion de las secuencias muestran caracteristicas comunes entre si:

- Se corrobora la existencia de cinco especies claramente identificables.

- Todos los aislados de rodaballo europeo se sitlan en un subgrupo dentro del

cluster de E. piscicida junto con el aislado de lenguado europeo ACR419.1.
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- Los aislados ET009, obtenido de besugo japonés, y el 205/03, proveniente de
dorada espafiola comparten una rama independiente junto a la especie tipo de
E. anguillarum.

- Los aislados americanos FL3-22 y 81.48 formaron, junto a las cepas de E. tarda

NCIMB 2034 y CECT 849", un grupo bien diferenciado.

3.2.2.3 Resolucion de los genes analizados

Las similitudes intraespecificas obtenidas para cada una de las cinco especies del género
Edwardsiella, a partir de la concatenacion de los seis genes fueron aproximadamente de
un 98 % para E. tarda (CECT 849", NCIMB 2034, 81.48 y FL3-22), de un 99 % para E.
piscicida, y de un 100 % para E. anguillarum (DSMZ 13771, ETO09 y 205/03) y para E.
ictaluri. Todos los porcentajes de similitud inter e intraespecies obtenidos para el

concatenado y para cada uno de los genes se muestran en la Tabla 17.

La grafica construida para determinar la resolucion taxondmica de cada gen, definida como
el grado de solapamiento o hueco que se crea entre la distancia intraespecifcia maximay la
distancia interespecifica minima representada como porcentaje de las similitudes génicas
se muestra en la Figura 13. La grafica indica que todos los genes presentan un buen poder
de resolucion a excepcién del gen adk (valor de resolucion del 0,8), y los genes ARNr 16S 'y
hsp60 que mostraron diferentes grados de solapamiento entre las distancias
intraespecifica maxima e interespecifica minima. Por el contrario, el gen que mejor poder
de resolucion presentd fue el dnal seguido de los genes atpD y glnA. Ademas, la
concatenacion de los genes mas resolutivos, dnal-ginA y atpD-dnal-ginA, presentaron

mayor poder de resolucion que el concatenado.
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Tabla 17. Porcentajes de similitud obtenidos en base a las diferencias en el nimero total
de nucledtidos de las secuencias concatenadas entre los grupos definidos del género
Edwardsiella.

E. tarda E. piscicida E. anguillarum  E. ictaluri  E. hoshinae

(n=3) (n=52) (n=3) (n=2) (n=1)

E. tarda 98,9-100 87,6-88,4 87,8-88,6 88,8-89,2  93,9-94,5
E. piscicida 100 97,5-98,1 96-96,4 87,3-87,6
E. anguillarum 99,6-100 96-96,4 87,3-87,8
E. ictaluri 100 87,6
E. hoshinae 100
E. tarda 98,1-100 88,6-89,7 85,5-85,6 88,9-89,6  93,5-94,4
E. piscicida 99,5-100 96-96,4 94,5-949  88,9-89,1
E. anguillarum 100 94,7 88
E. ictaluri 100 88.8
E. hoshinae 100
E. tarda 98,1-100 85,6-85,9 86-86,3 87-87,2 89,3-89,9
E. piscicida 99,6-100 95,2-95,3 93,7-94,1  84,3-84,6
E. anguillarum 99,9-100 93,4-93,5 84,9-85
E. ictaluri 100 84,8
E. hoshinae 100
E. tarda 98,4-100 84,4-85 84-85 84-84,2 89,1
E. piscicida 99,2-100 96,4-96,8 93,1-93,3 85-85,2
E. anguillarum 100 95,1 85
E. ictaluri 100 84
E. hoshinae 100
E. tarda 98,3-100 93,9-94,8 94,2-94,6 93,5-94,2 92-92,4
E. piscicida 99,4-100 98,1-98,7 95,7-96,3  91,3-91,7
E. anguillarum 100 96,1 90,9
E. ictaluri 100 90
E. hoshinae 100
E. tarda 99,9-100 97,1-97,2 96,4-96,8 96,3-96,4  98,1-98,3
E. piscicida 99,9-100 96,7-97,9 96,6-96,7  96,5-96,7
E. anguillarum 99,5-100 97,1-97,3 96-96,3
E. ictaluri 100 95,6
E. hoshinae 100
E. tarda 98,7-99,9 90-90,2 89,9-90,1 90,2-90,3 92,9-93
E. piscicida 99,7-100 96,8-97,1 95,3-95,5  89,2-89,4
E. anguillarum 99,8-100 95,4-95,5 89-89,1
E. ictaluri 100 88,8
E. hoshinae 100

n, numero de aislado englobados junto a la especie tipo
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Figura 13. Resolucién taxondmica en relacién al rango de similitudes (%) intraespecificas (blanco) e interespecificas (punteado). Figura extraida de

Bujan y col. 2018b, permiso cedido por la editorial Elsevier.
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3.2.3

Como ya hemos dicho anteriormente, para los estudios con genoma completo se
emplearon diversos genomas pertenecientes al género Edwardsiella depositados en la
base de datos publica DDBJ/EMBL/GenBank, asi como dos de nuestros aislados y la cepa
de referencia NCIMB 2034 identificados como E. tarda. En base al analisis de las secuencias
de los genomas depositados mediante el algoritmo OrthoANI y la hibridacion in silico
(Figura 14 y Tabla 18), la mayoria de las cepas estan correctamente identificadas.
Solamente la cepa RSB1309 identificada como E. piscicida corresponderia en realidad con

la especie E. anguillarum. Ademas, también pertenecerian a esta especie los dos aislados

Identificacidn de especies mediante analisis de genoma completo

nombrados como Edwardsiella sp. EA181011 y LADLO5-105.

Figura 14. Resultados de OrthoANI calculados con los genomas disponibles del género
Edwardsiella. Especies diferentes muestran valores inferiores al 95-96%. Figura original.
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Tabla 18. Comparacion de resultados del célculo de ANI utilizando el algoritmo OrthoANI y DDH in silico entre los genomas disponibles del

género Edwardsiella.

% OrthoAN|

ATCC 15947"

NCIMB 2034
FL3-22

FL95-01
KC-Pc-HB1

DT

ASE201307
ATCC 23685
FDAARGOS370

ACC35.1
FL6-60
EIB202
C07-087
ETW1
S11-285
RSB1309
JF1305

nguillarum ETO80813T"

93-146
MS-17-156
RUSVM-1

Edwardsiella sp. EA181011
Edwardsiella sp. LADLO5-105

1|23 | 4|5 |6 |7 | 8|9 |10|11|12|13|14 |15 |16 |17 | 18 | 19 |20 | 21 | 22 | 23 | 24
1 97,9 | 99,4 | 99,4 (99,4 | 97,8 | 99,2 | 99,9 | 99,3 | 82,3 | 82,5 | 82,6 | 82,3 | 82,6 | 82,3 | 82,4 | 82,7 | 82,6 | 81,9 | 81,8 | 81,9 | 82,5 82,6 | 88 | 1
2 |817 97,8 | 98 | 97,8984 |97,6|97,6|979|823 |82,4|823|824|824|82,9|823|825|824(81,8|81,2(81,8|825(826| 88 | 2
3 | 965|854 99,5 | 99,4 | 98 | 99,1 |99,3|99,5|832|833|834 /831|834 |654|835|834|835|82,8|82,8|656|836|653|884| 3
4 |955|825|965 994 | 98 99,1993 |993 822|825 825|823 |827|823 | 826|824 |828| 82 | 82 |819|828/826| 88 | 4 |3
5 | 95 |81,9|9,5| 9 97,4 99,2 (99,2 | 99,3 823|826 (82,7 (823|791 (824|827 |825|826| 82 |81,9|81,8|826(835| 8 | 5 |3
6 829|901 863832829 97,7 97,7 | 98 | 82,3 |82,3|825|822|825 825|826 (825|827 (81,9 |81,8|81,7|825|826(879| 6 | W
7 | 94 |81,1]955|943|943]823 99,1 (99,2 | 823|824 | 824 | 824825825826 (825 |825|81,8|81,8|81,9|825|824(879]| 7
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3.3 DISCUSION

Los andlisis taxondmicos llevados a cabo con aislados de la especie E. tarda elucidaban la
presencia de tres grupos genéticos dentro de la especie E. tarda (Yamada y Wakabayashi,
1999; Castro y col.,, 2011b; Yang vy col., 2012 y 2013; Abayneh y col., 2012; Griffin y col.,,
2013). En los ultimos afios, la taxonomia del género Edwardsiella ha sido una fuente de
controversia y confusion, tras la publicacion de que estos tres grupos se correspondian con
tres especies diferentes basdndose sobre todo en estudios de genotipado y MLSA
(Abayneh y col., 2013; Shao y col., 2015). La descripcién de estas dos nuevas especies
mostré evidencias de las limitaciones de los sistemas de pruebas bioquimicas (Grimont y
col., 1980; Yang y col., 2012; Abayneh y col., 2012 y 2013) que se venian usando hasta el
momento para identificar las especies E. tarda, E. ictaluriy E. hoshinae (Castro y col., 2006
y 2012; Abayneh y col., 2013; Griffin y col., 2014; Shao y col., 2015; Camus vy col., 2016;
Kebede y Habtamu, 2016), ya que muchos de los aislados clasificados como E. tarda
mediante esta metodologia son en realidad miembros de las especies E. piscicida y E.
anguillarum (Griffin y col., 2014; Griffin, y col., 2017; Reichley y col., 2017).

La técnica AFLP se utiliz6 en numerosos trabajos para aclarar la relacién genética o
investigar la variabilidad genética intraespecifica en diversas especies como Aeromonas sp,
Vibrio cholerae, Flavobacterium columnare o E. ictaluri (Janssen y col., 1996; Sakai y col.,
2009d; Mishra y col., 2012, Mohammed vy Arias, 2014). Los diferentes perfiles obtenidos
mediante AFLP mostraron que la mayoria de los aislados identificados como E. tarda se
agruparon con E. piscicida NCIMB 14824" sugiriendo su reclasificacion; solamente los
aislados 81.48 y FL3-22 estarian correctamente identificadas por lo que, una vez mas, se
muestra la ineficacia de los métodos fenotipicos y bioquimicos a la hora de clasificar
aislados del género Edwardsiella. Aungue otros trabajos de AFLP llevados a cabo con otros
patogenos demostraron la capacidad de esta técnica para genotipar aislados y conseguir
agruparlos por origen geografico o asociacion del huésped (Sakai y col., 2009d; Mishra y
col., 2012, Mohammed vy Arias, 2014), nosotros no hemos podido encontrar ninguna

relacidn entre los aislados pertenecientes al mismo lugar geografico ni entre los obtenidos



CAPITULO 3

del mismo hospedador en la especie E. piscicida. Esto puede ser debido a que la especie no
muestra esta diferenciacion o a que el limite establecido para la comparacion
intraespecifica es muy elevado ocultando una posible diferenciacion intraespecifica entre
los aislados (Soto y col., 2012).

El analisis del gen ARNr 16S es una de las herramientas universales para la identificacién de
las especies (Yarza y col., 2014), pero en algunos géneros como Pseudomonas, Aeromonas
o Vibrio carece de utilidad para tales fines (Thompson y col., 2009; Janda y Abbott, 2010;
Gomila y col., 2015). Los porcentajes de similitud obtenidos, asi como la identificacién a
través de la herramienta en linea EzBioCloud, reveld una gran semejanza entre todas las
especies dificultando su identificacion mediante este gen. Ademas, su resoluciéon
taxondmica fue especialmente baja o practicamente nula, lo que nos indica que lo correcto
seria no utilizar este gen para discernir entre especies. La ineficacia del gen ARNr 16S para
identificar especies del género Edwardsiella ha sido mencionada por otros autores (Shaoy
col., 2015; Reichley y col., 2017).

Aungue el método AFLP mostré resultados similares a los obtenidos por MLSA, y por tanto,
ambos serian validos para la discriminacion de las especies de Edwardsiella, el analisis
multigénico presenta la ventaja de que la informacion gendmica es estable y no se ve
afectada por las condiciones de manipulacion o metodologia, por lo que permite la
comparacién de resultados entre laboratorios utilizando bases de datos publicas de una
manera mas fiable que los datos obtenidos mediante el estudio de los perfiles que genera
la técnica AFLP.

La dificultad de la realizacién de estudios de MLSA radica en la eleccién de los genes objeto
de estudio, y es especialmente importante en el caso de los estudios de organismos muy
cercanos filogenéticamente. Los genes empleados en esta tesis se eligieron en base a su
uso previo en diferentes géneros de la familia Enterobacteraceae incluido el género objeto
del estudio (Kotetishvili y col., 2005; Paradis y col., 2005; Pham vy col., 2007; McQuiston y
col., 2008; Abayneh y col., 2012; Griffin y col., 2013). La capacidad de discriminacion de
estos genes quedd demostrada a excepcidon del gen hsp60 que hace que la resolucién de
las secuencias concatenadas sea inferior a la concatenacion de los genes mas resolutivos

por lo que seria conveniente excluirlo en futuros analisis.
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El andlisis de los genes individuales y concatenados mostraron, al igual que la técnica AFLP,
una reorganizacion en la identificacion de los aislados que en su origen pertenecian a la
especie E. tarda, siendo clasificados en su gran mayoria como E. piscicida. Como ya hemos
mencionado esto pone de manifiesto el gran poder clasificatorio de los analisis gendmicos
frente a las pruebas fenotipicas clasicas. Cabe mencionar que los aislados ETO09 y 205/03
identificados mediante MLSA como E. anguillarum fueron erréneamente clasificadas como
E. piscicida por la herramienta AFLP. Esto puede ser debido a que dicha técnica no muestra
la resolucién esperada o que la ausencia de la cepa tipo de E. anguillarum (no se habia
descrito cuando se realizd el experimento) hace un sesgo en el analisis causando este
error.

Todas las filogenias reconstruidas con los genes individuales evidenciaron la existencia de
dos clusteres en la especie E. piscicida, pero mostraron variaciones en la agrupacion de los
aislados dentro de cada uno de ellos. La alta diversidad genética observada entre
aislamientos asiaticos de E. piscicida (WFE1, WFE10, CH1.1, EDK1, E-11-2, ETO01, ETOO0S6,
KGE7901, 07BS) puede indicar una reestructuracién genética en adaptacion a diferentes
nichos (Abayneh y col., 2012). Numerosos estudios de genotipado (Nucci y col., 2002;
Acharya y col., 2007; Abayneh y col., 2012) mostraron cierto nivel de discriminacion en
aislados de las especies E. tarda y E. piscicida de acuerdo con el origen del huésped o del
medio fisico que habrian sido obtenidos. Sin embargo, con los resultados en esta tesis, no
se ha podido establecer ninguna relacion entre el afio de aislamiento, el origen geografico
o/y del hospedador, al igual que sucedid con nuestros estudios de AFLP.

El grafico de resolucion taxondmica es una herramienta Util para determinar qué genes
resultan mas discriminativos. Aunque cabria esperar que la secuencia concatenada fuese
mas informativa que los genes individuales (Balboa, 2012), el lastre que realizan los genes
hsp60 y adk, provocan que genes como atpD, g/lnA y especialmente dnal, sean mas
resolutivos por separado. La resolucién mas elevada obtenida en el analisis de todos los
genes, fue la que presentd el gen dnal. Este hecho junto a la correcta discriminacion entre
las especies del género Edwardsiella que muestra dicho gen, hacen que su empleo en la
taxonomia de este género sea recomendable. La capacidad discriminatoria de este gen ya

fue demostrada en el estudio de las diferentes especies de la familia Enterobacteraceae



CAPITULO 3

realizado por Pham y col. (2007), en el cual dnal resulté ser capaz de hacer una correcta
identificacion a nivel de especie dentro de esta familia.

Con el avance de las técnicas gendmicas la hibridacion in vitro ha quedado practicamente
relevada por la hibridacion in silico que emplea las secuencias de genomas completos. Los
valores obtenidos para OrthoANI e isDDH entre E. tarda ATCC 15947' vy la cepa de
referencia NCIMB 2034 fueron similares a los resultados informados por Abayneh vy col.
(2012 y 2013). Los valores obtenidos para nuestro aislado ACC35.1 recién clasificado como
E. piscicida y los demas genomas pertenecientes a esta especie fue del 95%
aproximadamente, muy por encima del valor fijado para pertenecer a la misma especie
>70%. Este resultado junto a la naturaleza monofilética de los aislados en el analisis MLSA
confirma la identificacion de este aislado como E. piscicida. Lo mismo sucede con las cepas
NCIMB 2034 y FL-22 con valores de 88% con la cepa tipo de E. tarda. Cabe destacar que el
analisis del genoma completo puso de manifiesto que la cepa depositada como E. piscicida

RSB1309 no corresponde a dicha especie.
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4 ESTUDIO DE LA ESTRUCTURA Y EVOLUCION DE LA
POBLACION DEL GENERO Edwardsiella

Para poder entender una infeccién bacteriana y su dispersidon es necesario conocer
ampliamente la biologia y ecologia del patdgeno causante, asi como comprender su
epidemiologia. Los estudios de genética de poblaciones contribuyen a este conocimiento,
proporcionando informacion sobre la estructura poblacional y la naturaleza de la
variacion genética que existe en las poblaciones naturales. La cantidad de variacion
genética de una poblacion es un parametro imprescindible, ya que determina el potencial
evolutivo de la misma. Los cortos tiempos de generacion de la mayoria de las bacterias y
el enorme tamafio de sus poblaciones, hacen que los cambios evolutivos sean muy
rapidos. La dindmica de aparicion y seleccion de mutantes o la importancia relativa de la
mutacién y de la recombinacién en estas poblaciones, son variables esenciales para
comprender los cambios epidemiolégicos que se producen en ellas.

El tipado de secuencia multigénica (MLST, del inglés Multilocus Sequence Typing) es
considerado un método altamente sensible y reproducible en estudios epidemiolégicos de
bacterias patogenas y es ampliamente utilizado como procedimiento de genotipado, tanto
a nivel interespecifico como intraespecifico, mediante la utilizacion de genes esenciales
(Maiden, 2006). Ademas, esta técnica contribuye al conocimiento de la diversidad y las
relaciones evolutivas entre miembros de una misma poblacién. A pesar de que va se
realizé un analisis de MLST en la especie E. tarda con aislados originarios de China (Yang y
col., 2013), en esta tesis se establecié un nuevo esquema de MLST en el que los genes
esenciales utilizados presentan ratios de evolucién diferentes.

Tras los resultados del estudio de MLSA y debido al bajo nimero de aislados disponibles,
se incorporaron cuatro genes esenciales (gapA, phoR, pyrG y rpoA) mas con diferentes
ratios evolutivos para obtener una mejor representacién del genoma bacteriano del
género Edwardsiella. La seleccion de estos genes se realizé en base a su uso extendido en
diferentes estudios de MLST (Salerno y col., 2007; Raftis y col., 2011; Miyoshi-Akiyama y
col., 2013; Balboa y col., 2014) y en base a su variabilidad genética.
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4.1 MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron un total de 52 aislados pertenecientes al género Edwardsiella con diferente
origen geografico, hospedador y temporal, 6 cepas representando las 5 especies del
género y, 4 genomas completos de E. ictaluri y E. piscicida. Estas cepas se corresponden

con las empleadas para el analisis de MLSA (Tabla 14).

4.1.1 Amplificacién y secuenciacion de los genes

El estudio de poblaciones se llevd a cabo en base a la secuencia parcial de diez genes
esenciales, incluyendo fragmentos de los seis empleados en el estudio de MLSA, adk, atpD,
dnal, gInA, Y-hsp60 vy tuf. Los cuatro nuevos genes seleccionados fueron gapA
(gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa), phoR (proteina sensor y reguladora de fosfato),
pyrG (citidina trifosfato sintetasa) y rpoA (subunidad a de la polimerasa ARN).

La extraccién de ADN, la amplificacion de los genes, la secuenciacion y concatenaciéon de
los mismos y, el analisis de las secuencias se realizé siguiendo los protocolos descritos en el
apartado 3.1.2.1. Los cebadores utilizados para la amplificacion de cada uno de los genes
se muestran en las Tablas 15y 19. Para la amplificacion de los nuevos genes esenciales las
condiciones generales fueron: 952C durante 5 min, seguido de 35 ciclos de amplificacion,

45 s5a952C, 45sa522C, 1 min a 729C, y una elongacién final de 5 min a 729C.

Tabla 19. Cebadores utilizados para la amplificaciéon de los genes empleados en el anélisis
MLST.

. ) Longitud Tamafio .
Gen Cebador Secuencia del cebador (5’-3’) & - Referencia
(pb) utilizado (pb)
150F AACTCACGGTCGTTTCAAC Sawab
gapA 750 719 awapey
899R CGTTGTCGTACCAAGATAC col. (2007)
phoR-F GACGGAGTTCTGACTGT
phoR 659 600 Abaynehy
phoR-R ATGGCTGACGTTGGCAA col. (2012)
pyrG-F TGAACTCCGTTGAGTTG
pyrG 792 634 Abaynehy
pyrG-R TCGTGAACACACCATGT col. (2012)
1F ATGCAGGGTTCTGTDACAG
rpoh 884 201 Thompson y
3R GHGGCCARTTTTCHARRCGC col. (2005)
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4.1.2 Analisis de la estructura poblacional

Siguiendo las indicaciones para la realizaciéon de un analisis MLST (Maiden y col., 1998;
Urwin y Maiden, 2003), en primer lugar se procedio a la asignacion arbitraria de nimeros
que identifican cada alelo diferente (tipos alélicos o alelo tipo, AT) a cada una de las
distintas secuencias, aunque se diferenciasen en un unico nucledtido. Para cada cepa, se
definié un perfil alélico o tipo de secuencia (ST del inglés, sequence type) compuesto por la
combinacién de los ATs obtenidos para todos los loci estudiados en el siguiente orden:
adk, atpD, dnal, ginA, gapA, Y-hsp60, phoR, pyrG, rpoAy tuf.

Posteriormente se realizaron analisis estadisticos a partir de los fragmentos secuenciados
que permitieron calcular los indices y parametros necesarios para determinar la estructura

genética de la poblacion.

4.1.2.1 Cdlculo de indices de variabilidad

v" [ndice de diversidad de Nej (Hd):

Es un indice de diversidad haplotipica equivalente a la heterocigosidad esperada para
datos diploides. Se define como la probabilidad de que al elegir dos haplotipos al azar de
una muestra o poblacion éstos sean diferentes. El indice de diversidad haplotipica (H) asi
como su varianza se estimaron segun Nei (1978) utilizando el programa online Linkage
ANalysis  v3.7 (Haubold y Hudson, 2000) disponible en el sitio web

http://guanine.evolbio.mpg.de.

v' Pi(n)y Theta (8):

Son medidas de la diversidad nucleotidica. Pi se define como el nimero de nucledtidos
diferentes por sitio entre dos secuencias tomadas al azar (Nei y Li, 1979). Este pardmetro
se ve afectado por los alelos con mayor frecuencia y es independiente del tamafio
muestral. Por otro lado, theta es el nimero total de sitios segregativos (lugares en los que
difiere una secuencia) en una muestra de secuencia dada, y estd afectado por la deriva

génica viéndose afectado por el tamafio de la muestra.
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El calculo de vy 6 se realizé para cada uno de los genes individuales, asi como para el

concatenado utilizando el programa Dnasp5 (Librado y Rozas, 2009).

v' Relacién dy/ds:

Analiza el tipo de seleccién que opera en la poblacién estudiada en base a las
sustituciones no sindnimas (dy) y las sindnimas (ds). Si ambos valores son iguales, se
cumpliria la hipdtesis de neutralidad (dy=ds). Si la relaciéon es mayor que 1 indica seleccién
positiva de las sustituciones; mientras que si el valor dy/ds es menor a 1, la poblacién se
encuentra bajo seleccién purificadora. Se calculd utilizando el programa START2 (del
inglés, Sequence Type Analysis and Recombination Tests) siguiendo el método de Nei y

Gojobori (1986), disponible en http://pubmist.org/software/analysis/start2/.

4.1.2.2 Andlisis del equilibrio de ligamiento

v" [ndice de asociacion (/4):

Este indice se define como la probabilidad de que dos cepas o haplotipos elegidos al azar
en la poblacién difieran en un locus determinado. Se estima el valor esperado (Vg) para la
varianza en la distribucién de no coincidencias a partir de las frecuencias alélicas para un
locus dado. Este valor se compara con el valor de la varianza observado para nuestras
muestras (Vo), obteniéndose una medida del grado de asociacion entre alelos en los loci
estudiados, que se expresa como el indice de asociacién /4 (Brown y col., 1980; Maynard-
Smith y col., 1993).

El indice I, estima la existencia de desequilibrio de ligamiento en la muestra estudiada,
valores que difieren significativamente de cero (Vo # Vg) indican desequilibrio, es decir, que
existe un cierto grado de asociacion entre los alelos de los diferentes loci estudiados.
Cuando esto sucede, los alelos no estan distribuidos al azar, sino que existen
combinaciones alélicas mas frecuentes que otras. El grado de recombinacidon existente en
la poblacion no es suficiente para romper estas asociaciones alélicas, por lo que la
poblacidon presenta una estructura clonal. Si, por otro lado, el valor de /4, no es
significativamente diferente de cero (Vo=Vg), los alelos se encuentran en equilibrio de

ligamiento. En este caso, la poblacidn presenta una tasa tan elevada de recombinacién que
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es capaz de romper cualquier posible asociacion entre alelos en los distintos loci
analizados. Este indice se calculd utilizando el programa online Linkage ANalysis v3.7

(Haubold y Hudson, 2000) disponible en el sitio web http://guanine.evolbio.mpg.de.

v" [ndice de asociacién estandarizado (F4):
Este indice es una modificacién del /4 y se diferencia en que el valor no depende del
numero de Joci analizados (Haubold y Hudson, 2000). La interpretacién y el programa

utilizado para su calculo son iguales a los del indice /4.

4.1.2.3 Estudio de la estructura poblacional

v" Esquema de eBURST:

Como ya hemos mencionado en el punto 4.1.2, se definieron los diferentes tipos alélicos
(ATs) y sus combinaciones para cada cepa (STs). Las relaciones entre los diferentes STs, asi
como la busqueda del ancestro comun para nuestra poblacion, se determinaron en base a
las relaciones entre las variantes de los diferentes loci considerando los SLV (variaciones
en un solo locus, del inglés, single-locus variant) y DLV (variaciones en dos loci, del inglés,
double-locus variants) mediante la realizacion de 1000 bootstrap. Los complejos clonales
(CC) estan formados por al menos dos STs relacionados entre si mediante SLVs (cada ST
comparte al menos 9 de 10 /oci con otro del complejo). Los STs que no pueden agruparse
en ningun complejo clonal son denominados singletones. Estas relaciones se analizaron

con el programa eBURST v3.0 (http://eburst.mlst.net).

v' Dot graph (gréfico de puntos):

Las relaciones entre los STs se representaron también utilizando el programa ClonalFrame
(Didelot y Falush, 2007) que es capaz de inferir las relaciones filogenéticas teniendo en
cuenta los eventos de recombinacidn. La representacion grafica del esquema se generd
con el programa Graphviz (AT&T Labs Research, www.graphviz.org) implementado en el

propio paguete informatico ClonalFrame (Didelot y Falush, 2007).
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v' Red genealdgica de haplotipos:

Para determinar las relaciones genealdgicas de los haplotipos se construyd una red
utilizando el método de Median-Joining (MJ) (Bandelt y col., 1999) incluido en el programa
NETWORK 4.2.0.1 (http://www.fluxus-engineering.com). Esta red esta representada por
dos tipos de nodos: los que representan las secuencias analizadas y cuyo tamafio es
proporcional al numero de aislados que contienen, y los nodos que representan los
vectores medios que son secuencias hipotéticas requeridas para conectar las secuencias
reales existentes en la red a través de maxima parsimonia. Las conexiones entre ellos

hacen referencia al nUmero de mutaciones existentes entre los nodos (Farris, 1970).

v’ Estudio filogenético:
Las relaciones filogenéticas inferidas en base a la secuencia concatenada de las secuencias
parciales de los 10 genes se determinaron mediante el método de NJ y ML siguiendo las

condiciones descritas en el apartado 3.1.2.2 del capitulo anterior.

4.1.2.4 Estudio de la recombinacion y mutacion

Los posibles eventos de recombinacion se detectaron utilizando diferentes métodos. En
primer lugar, se utilizd el paquete informatico RDP4 (Martin y col., 2010). Este paquete
contiene una serie de programas que permiten identificar secuencias recombinantes, las
hipotéticas secuencias parentales, asi como los puntos de recombinacion. La significacion
estadistica seleccionada fue de p <0,01.

Ademas, se calculd el nimero minimo de eventos de recombinacion (Rmin) (Hudson vy
Kaplan, 1985), con el fin de evaluar el nimero de eventos de recombinacién en la historia
de una muestra. Este indice se hallé mediante el programa DnaSP5 (Librado y Rozas, 2009)
utilizando el test de cuatro gametos mediante simulaciones por coalescencia.

Por otro lado, se realizd el test phi (del inglés, pairwise homoplasy index) (Hudson y Bryant,
2006) utilizando el programa SplitsTree v4.0 (Huson y Bryant, 2006) que localiza las
regiones de DNA con una mayor evidencia de mosaicismo. Estos resultados también se
analizaron de una manera grafica mediante la construccion de diagramas de

descomposicion de particiones (Split decomposition analysis) empleando el mismo
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programa informatico. Los diagramas consisten en la transformacion de los datos en una
serie de particiones compatibles y representados mediante un esquema no jerarquico en
forma de red (Split graph) (Bandelt y Dress, 1992). En una serie de datos ideales en los que
no existiera recombinacion, el proceso evolutivo estaria representado por un proceso de
ramificacién jerarquico. Sin embargo, para datos mas reales en los que se debe tener en
cuenta la existencia de recombinacidn, este diagrama tiene forma de un arbol reticulado
en el que los paralelogramos mostrados pueden ser considerados como indicador de
diferentes filogenias dentro de la poblacion analizada.

También se analizo la relacion entre las tasas de recombinacion y mutacion mediante el
uso de dos parametros, r/m (recombinacion/mutacion) y p/6 (rho/theta), empleando el
programa ClonalFrame (Didelot y Falush, 2007). El pardmetro p/6 indica el ratio (medida
de la frecuencia) en el que ocurren eventos de recombinacién y mutacién en una muestra
dada. La relacion entre r/m es el ratio de probabilidades de que un sitio determinado en
una secuencia sea alterado por recombinacién y mutacion. Es por tanto una medida que
pondera la importancia que tiene la recombinacion en la diversificacion de la poblacion en
relacién a la mutacion.

En Ultimo lugar, el programa STRUCTURE v2.3 (Falush y col., 2003, 2007; Hubisz y col.,
2009; Pritchard y col., 2000) se empled para identificar grupos con distintas frecuencias de
alelos y para detectar cepas portadoras de ADN extrafio entre aislados, es decir, para la
identificacion de distintas poblaciones genéticas, la asignacion de individuos a las
poblaciones y la identificacién de los migrantes. Este programa analiza las diferencias en la
distribucion de variantes genéticas entre las poblaciones con un algoritmo reiterativo
bayesiano colocando muestras en grupos cuyos miembros comparten frecuencias alélicas
para cada locus. Este modelo asume que los marcadores no estan en desequilibrio de
ligamiento. Cuando diferentes subpoblaciones estan genéticamente préximas, se pueden
generar nuevos patrones genéticos mediante recombinacion. Las diferentes lineas
genéticas estan representadas, en este tipo de andlisis, mediante colores puros v, la
creacion de nuevos patrones genéticos mediante recombinacion genera patrones en los

gue los colores puros se mezclan. La cantidad de subpoblaciones (K) se establecié de tres a
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siete y todas las ejecuciones se repitieron cinco veces. El mejor modelo de probabilidad se

estimo utilizando 100.000 interacciones en un periodo de burn-in y una MCMC de 50.000.

4.1.2.5 Genealogia clonal

La genealogia clonal se construyd utilizando el programa ClonalFrame (Didelot y Falush,
2007) que emplea métodos bayesianos para inferir filogenias utilizando el método de
Montecarlo basado en cadenas de Markov (MCMC, Markov Chain Monte Carlo). Las
inferencias se realizan aplicando diferentes modelos y escenarios evolutivos para
determinar cudl de ellos ha dado lugar a los datos actuales. A diferencia del método
bayesiano puro, el programa ClonalFrame (Didelot y Falush, 2007) tiene en cuenta el
efecto de la recombinacion. Asi, ademas de reconstruir filogenias, permite estudiar si la
divergencia en cada rama ocurrié por mutacién o recombinacién. El programa genera un
arbol consenso de entre las distintas descomposiciones que encuentra para la poblacién
siguiendo la regla de la mayoria del 50%, y al considerar todos los eventos posibles puede
calcular las tasas de recombinacién y/o mutacion que ocurren en cada nodo. Las
principales ventajas que presenta este método es que la filogenia es mucho mas precisa ya
que la recombinacion puede interferir en otros métodos y, ademads, genera informacién
sobre los procesos de recombinacién en si mismos (Didelot, 2010; Didelot y Falush, 2007).
Los analisis se realizaron con los parametros incluidos por defecto en el programa con 100

000 iteraciones de MCMC.

4.1.2.6 Flujo genético de la poblacion

El flujo genético de una poblacién es el conjunto de mecanismos que generan movimiento
de genes de una poblacién a otra. Este flujo es un componente fundamental en la
estructura de las poblaciones ya que puede actuar como una fuerza que mantiene
integrada a la especie, ademas de influir en procesos ecoldgicos (Balboa, 2012).

Los estimadores utilizados se basan en la observacion de la distribucion espacial de los
alelos en las poblaciones, pudiendo asi inferir los niveles y/o patrones de flujo génico en las

poblaciones (Slatkin, 1985). El modelo mas utilizado en las estimaciones de flujo génico se
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basa en el modelo de islas infinitas descrito por Wright (1951) que considera que existen
condiciones de equilibrio entre un nimero infinito de islas o subpoblaciones de igual
tamafio que intercambian migrantes entre cualquiera de las islas con igual probabilidad y a
una tasa constante. El modelo se basa en sdlo dos parametros: tamafio poblacional (N) y
tasa de migracién (m). La importancia de la deriva génica es proporcional a 1/N, mientras

gue la importancia del flujo génico es proporcional a m (Slatkin, 1985).

v El indice de fijacién (Fst) es la proporcién de la varianza genética total contenida en
una subpoblacion relativa a la varianza genética total basado en el modelo de islas
infinitas (Wright, 1951). Fs; se define como, Fs= (Ht-Hs)/Hy, donde Hy es el
promedio de la heterocigosis esperada en la poblacién total y Hs es promedio de la
heterocigosis esperada dentro de las subpoblaciones, ambos para todos los loci.
Este indice mide la variacién de las frecuencias alélicas entre poblaciones y por
tanto, la diferenciacién genética entre ellas. La tasa con la que un alelo se fija en
una poblacion es inversamente proporcional al tamafio efectivo de la poblacion N.
Esta tasa puede ser contrarrestada por el flujo génico que llega de otras
poblaciones a una tasa m, por tanto, podemos relacionar este indice con la
migracion de la siguiente forma: Fst = 1/(Nm+1) y Nm = 1/2/(1/FST-1). Bajo este
modelo, una tasa de migracién mayor a 1 en cada generacion es suficiente para
contrarrestar la diferenciacién genética debida a la deriva génica.

v" El pardmetro Gst es una medida similar al indice Fst pero asume un modelo de islas
finitas (Crow y Aoki, 1984). Este modelo asume que las poblaciones estan en
equilibrio y que las islas intercambian migrantes entre si con igual probabilidad vy
tasa constante al igual que el Fst. Gst se define como GST = 1/(4Nma + 1) donde a =
[n/(n=1]2 y n es el nimero de las subpoblaciones.

Ambos parametros se calcularon mediante el programa ARLEQUIN v3.5 (Excoffier y

Lischer, 2010).
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4.1.2.7 Historia demografica de la poblacion

Podemos definir la evolucion bioldgica como el conjunto de cambios en caracteres
fenotipicos y genéticos de poblaciones bioldgicas a través de varias generaciones. Durante
mucho tiempo se creyd que los procesos evolutivos eran, en exclusiva, los encargados de
mantener la biodiversidad en cada nivel de la organizacion bioldgica (especie, poblacion,
organismos individuales, ...) de acuerdo a su adaptacién relativa dentro de la poblacién. El
avance de las técnicas moleculares puso de manifiesto que esta teoria no era justificable
Unicamente por la seleccidén natural. A raiz de estas ideas se desarrolld la teoria neutra de
la evolucion (Kimura, 1968; 1983) que dice que la mayor parte de la variacion a nivel
molecular no se mantiene por la seleccion tipo darwiniano (adaptativa), sino que es
resultado de un balance entre la deriva génica y las mutaciones neutras o casi neutras
(Kimura, 1983; Nei y Kumar, 2000; Ohta y Basten, 1992). Este hecho implica que las
variaciones a nivel molecular ocurren de forma aleatoria y, por tanto, no tienen funcion
adaptativa.

Para poder detectar la implicacion de la seleccién en un genoma o region del mismo, es
necesario saber si la hipdtesis nula de que la seleccién no actla en las secuencias
mencionas, sea aprobada o rechazada. Para ello se han desarrollado los postulados de
Kimura (1968, 1983) que nos permiten establecer patrones esperados para la evolucién de
las secuencias si existiesen desviaciones del modelo neutro originadas por mutacion y
deriva génica sin la participacion de la seleccion.

Los estudios de seleccidn natural llevados a cabo en este trabajo han sido, todos ellos,
basados en la distribucién de polimorfismos. Este tipo de indices analizan la informacion
proporcionada por los estimadores de diversidad genética my 6, y la relaciéon que existe
entre ellos permite determinar si las secuencias se encuentran bajo el modelo neutral o se
desvian del mismo. Si ambos estimadores son iguales, se interpreta como que el
polimorfismo es neutro vy, por tanto, se encuentra distribuido aleatoriamente por la
muestra. Si por otro lado, existen diferencias entre ellos quiere decir que la seleccion esta
afectando a alguno de los estimadores promoviendo su incremento o decremento. Si 1t es
mayor que 8, quiere decir que se incrementan las frecuencias alélicas por lo que existe

seleccién positiva. Por el contrario, si 6 es mayor que m, se incrementan los alelos
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deletéreos en la muestra (Watterson, 1975). Para determinar estas diferencias se han

descrito varias pruebas:

v Prueba de Tajima (Tajima, 1989):
Se basa en la deteccion de las diferencias entre los estimadores m y 6 con la
determinacion del estadistico D y se define como

m—0

JV—0)

Si D es igual a O indica que la poblacidn se encuentra bajo equilibrio neutral. Si D es
negativa (rt > 0) indica la presencia de mutaciones deletéreas, y si D es positiva (m <
0) indica que algunos alelos se encuentran bajo seleccién positiva, incrementando

sus frecuencias.

v' Método de Fuy Li (Fu y Li, 1993):
La diferencia con el anterior indice es que considera la distribucion de las
mutaciones en una genealogia de muestras tomadas al azar a partir de una
poblacion dada. Supone que las mutaciones antiguas tendran que ser detectadas
con mayor probabilidad en las ramas mas antiguas de la genealogia, mientras que
las mas recientemente se situardn en las ramas mas externas. Con estos dos
estadisticos (D* y F*) las desviaciones de la neutralidad se identifican como las
desviaciones del estimador 6 derivadas del nimero de mutaciones en las ramas
externas de la filogenia y de niumero total de las mutaciones (D*) o de la media de
la diversidad pareada (pairwise diveristy) (F*). Valores positivos son causados por
un déficit en las mutaciones en las ramas externas de la filogenia que indican la
presencia de alelos inusualmente antiguos que probablemente han sido

mantenidos por seleccion balanceadora.

v' Fsde Fu (Fu, 1996):
Esta basado en la probabilidad de observar no menos de k haplotipos en una
muestra de n secuencias dado un cierto valor de 6, calculado a través de m. Se

calcula como:
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F,=1 s
S_nl_S.f

donde S es la probabilidad de encontrar un nimero de alelos igual o menor que el
observado en una muestra aleatoria asumiendo que la diversidad alélica y su
distribucion siguen el modelo neutral. Valores negativos de Fs evidencian un exceso
de alelos, lo que se esperaria de una poblacién con reciente expansion o hitchhiking
genético y que no siguiese el modelo neutral, mientras que, valores positivos
evidencian una deficiencia de alelos, y seria tipico de una poblacién que ha sufrido
un evento de cuello de botella reciente. Hay que tener en cuenta que esta prueba
asume que la recombinacion es igual a cero, y por lo tanto una prueba significativa
puede simplemente estar demostrando la presencia de un exceso de haplotipos

por el efecto de la recombinacién.

v" S de Strobeck (Strobeck, 1987):
Se define como la probabilidad de tener un ndmero igual o menos haplotipos en
una muestra que los observados en funcién de la distribucion de frecuencia génica
derivada de la tasa de mutacion inferida 6. S es un buen indicador si existen
muchas mutaciones recientes, aunque no es aconsejable tomarlo como estimador
Unico debido a que habitualmente da valores muy cercanos a cero. En estos casos

es aconsejable utilizar la informacion proporcionada por Fs.

v' R, (Ramos-Onsins y Rozas, 2002):
Este estimador mide la diferencia entre el nimero de mutaciones que presenta un
solo individuo (mutacién singleton) observadas en una poblaciéon y el numero
medio de diferencias nucleotidicas en esa poblacién. Valores bajos de este
estadistico se debe a un incremento del nimero de mutaciones singleton que se
interpreta como la existencia de un episodio de expansion poblacional. R, estd
considerado como un buen indice para de poblaciones pequefias en las que existe

recombinacion.
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Los estudios que comparan la efectividad de diversos indicadores evolutivos en distintas
simulaciones demuestran que la prueba de Tajima es la mas poderosa cuando hablamos
de hipdtesis alternativa de barrido selectivo (selective sweeps) y cuello de botella
(Simmonsen y col. 1995; Tajima, 1989). En cambio, el test de Fu es mds adecuado para
casos de expansidn poblacional y hitchhiking genético ya que es capaz de detectar un
exceso en los alelos raros (Fu, 1997; Ramos-Onsins y Rozas, 2002).

Para el cdlculo de todos estos indices se utilizaron los programas DnaSP v5 (Librado y
Rozas, 2009) y ARLEQUIN v3.5 (Excoffier y Lischer, 2010). La significacién se evalud
mediante simulaciones de coalescencia (10000 réplicas) basadas en un proceso de Monte
Carlo (Hudson, 1990) asumiendo la opcién mads conservativa, que es la ausencia de

recombinacion en los datos.

v’ Aislamiento por distancia:

Para estudiar la dependencia entre la correlacion genética y las distancias geograficas se
realizé un estudio de aislamiento por distancia con el programa web /solation by distantce
(IBD) v3.1.6 (Jensen y col., 2005) utilizando el test no paramétrico de Mantel (Mantel,
1967). El test de Mantel analiza la asociaciéon no aleatoria entre las matrices de distancias
genéticas pareadas calculadas en base al parametro Fst y las matrices pareadas de
distancias geograficas. Las distancias genéticas se calcularon en base al pardmetro Fst
utilizando medida de similitud de Slatkin (Slatkin, 1993): M= ([1/ Fs7] 21)/4. El nivel de
significacion estadistica se calculd mediante un test de permutaciones de n=1000. Los
aislados se agruparon en funcion de su pais de origen y las distancias geograficas se
calcularon en base a las coordenadas geograficas del punto medio geografico entre los
aislados pertenecientes a cada pais utilizando las herramientas web Google Earth

(htpp://earth.google.com/).

v" Autocorrelacién espacial:

Este parametro se calculd utilizando el indice de correlacion | de Moran utilizando el
software Gedis v1.74 (Pefia y col., 2009). Este estadistico cuantifica si la distribucion de
una determinada caracteristica en una especie se ve afectada o no por sus relaciones

filogenéticas.
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4.2 RESULTADOS
4.2.1 Descripcion de la poblacion y analisis de la diversidad

La concatenacion de los 10 genes empleados para la realizacion de los analisis MLST
resultd en una secuencia de 6629 pb. El contenido medio G+C% de toda la poblacién fue
del 58%. En la Tabla 20 se muestran los porcentajes de todos los genes analizados para el
género Edwardsiella, asi como, el valor obtenido para las secuencias concatenadas de cada

especie.

Tabla 20. Contenido G+C % mol de los fragmentos génicos utilizados.

Poblacién E. tarda E. pisicicida  E. anguillarum  E. ictaluri  E. hoshinae

adk 59,28 58,75 59,5 59,8 57,59 58,02
atpD 58,32 56,57 58,57 58,51 57,47 55,54
anal 62 58,25 62,09 63,28 61,26 58,1
gapA 57,85 56,43 58,02 58,19 56,21 55,79
gInA 59,97 59,11 60 61,34 58,7 58,3
hsp60 56,25 56,5 56,22 56,59 56,96 54,55
phoR 62,29 59,5 62,64 62,31 61,01 57,59
pyrG 56,71 56,4 56,73 57,3 56,37 54,03
rpoA 52,47 52.85 52,43 52,43 52,43 53,21
tuf 55,25 55,01 55,18 56,13 55,38 54,98
Concatenado 58,04 57,06 58,14 58,6 57,34 56,01

El nimero de tipo alélicos observados para cada gen oscilé entre 5 (rpoA) y 14 (pyrG),
obteniendo un total de 97 alelos con 50 sitios sinapomorficos. El alelo mas frecuente en
todos los genes fue el alelo 3 con un porcentaje del 58% para los genes g/nA, hsp60, phoR
and pyrG vy del 91,7% en el gen rpoA. El locus mas polimérfico fue dnal con 158 sitios
polimérficos (131 bialélicos, 24 trialélicos y 3 tetralélicos), mientras que el que menos
sitios polimorficos presentd fue el gen rpoA con 31 sitios (30 bialélicos y 1 trialélico). Toda

esta informacién estd recogida en la Tabla 21.
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Tabla 21. Nimero de alelos y variaciones nucleotidicas.

Gen Numero de alelos SPM SPI
adk 10 81 68
atpD 9 121 38
dnal 9 158 126
gapA 9 68 32
ginA 8 111 82
hsp60 12 74 34
phoR 13 154 111
pyrG 14 119 85
rpoA 5 31 16
tuf 8 48 30
Concatenado 97 965 788

SPM, numero de sitios polimorficos; SPI, nimero de sitios parsimoniosos.

A pesar de la gran cantidad de sitios polimorficos, los indices de diversidad mostraron

valores bajos. La diversidad nucleotidica (n) de la secuencia concatenada fue de 0,048 y el

numero total de sitios segregativos (8) fue de 0,047. Todos los loci tuvieron una diversidad

haplotipica (Hd) alta excepto el gen rpoA (Tabla 23).

La sustitucidon sindnima (ds) se produjo con mas frecuencia que la sustitucién no sinébnima

(dn), por lo que la relacién dy/ds para la secuencia concatenada fue inferior a 1, lo que nos

indica que la poblacion se sometid a una seleccion purificadora (Tabla 22).

Tabla 22. Valores de diversidad nucleotidicas.

Gen n 5] Hd dn/ds
adk 0,075 0,067 0,8301 0,018
atpD 0,067 0,066 0,9085 0,006
dnal 0,095 0,095 0,8824 0,007
gapA 0,036 0,040 0,8366 0,017
gInA 0,104 0,100 0,8824 0,011
hsp60 0,042 0,050 10,9477 0,029
PhoR 0,100 0,088 0,9281 0,058
pyrG 0,067 0,060 0,9673 0,008
rpoA 0,018 0,017 0,5490 0,010

tuf 0,027 0,027 0,8627 0,017

Concatenado 0,048 0,047 ND ND

Hd, indice de diversidad de Nei; dy/ds, ratio entre sitios
no sindnimos y sindnimos; ND, no determinado.
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4.2.2 Estudio del equilibrio de ligamiento

Como ya hemos descrito, el equilibrio de ligamiento se estimé mediante el indice de
asociacioén /4 cuyo resultado fue de 6,298 (P=0,000) y de 0,700 (P=0,000) para el indice
estandarizado (I*4). Estos resultados fueron significativamente diferentes de cero lo que
indican que no existe una distribucion aleatoria de los alelos dentro de la poblacion, sino
gue existe un cierto grado de ligamiento y que la recombinacion no ocurre en la frecuencia

necesaria para romper la asociacién entre ellos.

4.2.3 Estudio de la estructura de la poblacién

La combinacion de los 95 alelos de la secuencia concatenada resulté en la descripcion de
18 tipo de secuencias o STs (Tabla 23), de los cuales 14 estan representados por un solo

aislado.

Tabla 23. Perfil alélico del esquema de MLST establecido para el género Edwardsiella.

ST adk atoD dnal gapA ginA  hspe0 phoR  pyrG  rpoA tuf n \
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1
3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 36
4 4 4 4 3 4 4 4 4 3 4 8
5 4 4 4 3 4 4 5 5 3 4 1
6 1 1 1 4 1 5 6 6 1 2 1
7 4 4 3 5 5 6 4 7 3 3 1
8 4 5 3 5 5 6 4 7 3 3 1
9 5 1 3 6 1 5 7 8 1 1 1
10 6 4 3 3 5 7 8 9 3 3 1
11 4 3 4 3 4 4 4 4 3 4 2
12 7 6 5 7 6 8 9 10 3 5 1
13 7 6 5 7 6 8 10 10 3 5 1
14 3 5 4 3 4 9 4 4 3 3 1
15 8 7 6 8 7 10 11 11 4 6 1
16 9 8 7 9 8 11 12 12 5 7 2
17 4 9 8 3 5 12 8 13 3 3 1
18 10 6 9 7 6 8 13 14 3 8 1

n, numero de aislados
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Mediante el programa eBURST y empleando el criterio mas estricto (compartir 9 de los 10
alelos), fueron identificados dos complejos clonales (CC1 y CC2) (Figura 15). No fue posible
asignar un ancestro comun ni para la poblacién ni para cada uno de complejos clonales.
Ambos complejos agrupan solamente aislados de |la especie E. piscicida sin tener en cuenta
su origen geografico o su hospedador, por lo que no se puede establecer ninguna relaciéon
entre los aislados de estos complejos clonales. EI CC1 esta formado por 10 aislados
originarios de China, Japén y Estados Unidos divididos en dos STs (ST4 y ST11). Por otro
lado, el CC2 también estd compuesto por dos aislados que se dividen en dos STs (ST7 vy
ST8), ambos obtenidos de tilapia en Japon. Es interesante remarcar que todos los aislados
de rodaballo europeo se engloban en el ST3. Los tres aislados identificados como E.
anguillarum estan separados en tres STs (ST13, ST12 y ST18), aunque los STs 12 y 13
aparecen relacionados mediante DLV. Lo mismo ocurre con los aislados de E. tarda que
forman cada uno de los cuatro un ST diferente (ST1, ST2, ST6 y ST9). El caso contrario
ocurre con los aislados de E. ictaluri que forman un Unico ST (ST16). El alto nimero de

singletones, 14 STs de 18, refleja una posible discontinuidad genética de la poblacion.

E. piscicida

14

E. tarda

E. ictaluri

Figura 15. Estructura de la poblacion de Edwardsiella, snap shot obtenido mediante el
algoritmo eBURST. Cada circulo amarillo representa un ST y el tamafio de estos es
proporcional al nimero de cepas que compone cada ST. Las lineas negras indican SLV vy las
lineas grises DLV. CC, complejo clonal. Figura modificada de Bujan y col. 2018a, permiso
cedido por la editorial Elsevier.

®
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El grafico de puntos construido mediante el programa ClonalFrame utilizando la regla de
mayoria por consenso del 50% mostroé la existencia de intermediarios evolutivos, asi como
la fuerte relacion entre las diferentes especies del género Edwardsiella que formaron un

Unico complejo clonal putativo (Figura 16).
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Figura 16. Dot graph basado en regla de mayoria por consenso del 50%. El nodo ancestral se
muestra en negrita y cada uno de los STs se corresponde con cada linea. Los circulos vacios
representan nodos ancestrales putativos. Figura modificada de Bujan y col. 2018a, permiso
cedido por la editorial Elsevier.

Estos intermediarios son claramente visibles en la construccion de una red filogenética
mediante el algoritmo de Median Joining (MJ) (Figura 17). Cabe mencionar que éste no es
un método filogenético y que, por lo tanto, la longitud de las ramas no es proporcional a la
distancia evolutiva. Ademas, el alto nUmero de mutaciones entre las especies del género
Edwardsiella, E. hoshinae, E. ictaluri y E. tarda, puede indicar que se separaron
genéticamente mediante eventos mutacionales.

Para completar este apartado, se llevo a cabo la construccion de un arbol filogenético con
las secuencias concatenadas mediante el método NJ y ML (Figura 18) con el fin de explorar
las relaciones filogenéticas y poder compararlas con el analisis de MLSA realizado
anteriormente. La topologia de este arbol se corresponde con la descrita para los analisis

de MLSA y ambos métodos generaron el mismo arbol.
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Figura 18. Arboles filogenéticos obtenidos mediante los métodos de NJ (A) y ML (B) basados
en en la concatenacién de las secuencias parciales de los genes adk, atpD, dnal, gapA, ginA,
hsp60, phoR, pyrG, rpoA y tuf para del género Edwardsiella. Barra, nUmero de sustituciones
nucleotidicas por sitio. En los nodos se muestran los valores de bootstrap iguales o mayores
al 70% como porcentaje de 1000 pseudoréplicas. Figura modificada de Bujan y col. 2018z,
permiso cedido por la editorial Elsevier.
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4.2.4 Andlisis de la recombinacidon y mutacion

El andlisis de los posibles eventos de recombinacion mostro diferentes resultados segun el
método utilizado. Asi, mediante el programa RDP4 y el phi test no se detectd ningun
evento de recombinacidon mientras que mediante el test de Ry, se detectaron varios

eventos de recombinacion en todos los genes (Tabla 24).

Tabla 24. Nimero de eventos de recombinacién detectados mediante el programa DNASPS.

atoD  dnal gaph  glnA  hspe0  phoR  pyrG  rpoA  tuf Concatenado\
6 21 25 10 19 6 24 18 4 5 142

La construccion de los graficos split tree permiten detectar la presencia de recombinacion
cuando aparecen paralelogramos y la estructura tiene apariencia de red, aunque estas
estructuras también pueden se generadas por incongruencias en la posicion que ese
aislado ocupa en el arbol. Sin embargo, cuando se obtiene un arbol robusto mediante los
anadlisis filogenéticos, estas estructuras en forma de red pueden considerarse como
eventos de recombinacion, siendo este el caso del género Edwardsiella. Los split trees
generados para cada gen (Figura 19), asi como para el concatenado (Figura 20), muestran
una gran formacién de paralelogramos entre los diferentes alelos siendo los menos

complejos los generados en los genes adk, rpoAy tuf.
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Figura modificada de Bujan y col. 2018a, permiso cedido por la editorial Elsevier.
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Los resultados mostrados son concordantes con la red filogenética obtenida mediante MJ
(Figura 18) y con los arboles filogenéticos NJ y ML, en los que se observa claramente como
las cinco especies estan separadas. Adema3s, los paralelogramos indicativos de eventos de
recombinacion coinciden con los nodos representados por tridangulos que forman los

vectores medios (mv, del inglés median vector).
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Figura 20. Split generado para la secuencia concatenada de cada uno de los STs. La barra
representa distancia genética. Figura modificada de Bujan y col. 2018a, permiso cedido por
la editorial Elsevier.

La relacién entre la mutacion y la recombinacion fue estudiada mas profundamente con el
software ClonalFrame. El ratio obtenido (p/6) para nuestra poblacién fue de 0,035 (Cl 95%
[0,014-0,068]) lo que nos indica que la tasa de mutacion es considerablemente mayor que
la de la recombinacién. Sin embargo, la influencia de estos factores de evolucion para la
diversificacion genética fue aproximadamente la misma (r/m=1,09; Cl 95% [0,598-1,741]).
La representacion grafica de estos dos indices obtenida en el programa ClonalFrame se

muestra en la Figura 21.
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Figura 21. Grafica de los pardmetros r/m (A) y p/6 (B) obtenidos mediante el programa
ClonalFrame con un nivel de significacién del 95% para el género Edwardsiella. Figura
modificada de Bujan y col. 2018a, permiso cedido por |a editorial Elsevier.

Ademas de estos analisis, se tratd de establecer el perfil genético de la poblacién para observar
si se produce recombinacion entre los aislados y cudl es el grado de asociacién que presentan
las diferentes poblaciones genéticas con las especies u otro factor como el hospedador o el
origen. Los resultados mostrados por el estudio realizado mediante el software Structure v2.3
determinaron la presencia de 5 lineas genéticas ancestrales. Aunque este nimero coincide con
el nimero de especies del género Edwardsiella, cada aislado presenta una proporcion variada
de estas lineas generando los 62 aislados, 14 perfiles diferentes (Figura 22). Estos perfiles se
han agrupado en base a cual de las 5 lineas ancestrales presenta una contribucion igual o

superior al 65% en la variabilidad genética del aislado.
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Figura 22. Arbol filogenético basado en la concatenacién de las secuencias parciales de los genes adk, atpD, gapA, dnal, gInA, hsp60, phoR, pyrG,
rpoA, y tuf del género Edwardsiella construido mediante los métodos de NJ y ML. Barra del drbol, nimero de sustituciones nucleotidicas por sitio.
En los nodos se muestran los valores de bootstrap iguales o mayores al 70% como porcentaje de 1000 pseudoréplicas. Circulo negro, muestra
coincidencia entre los métodos NJ y ML. Los cinco colores representan las cinco lineas ancestrales identificadas por el programa Structure. El
tamafio de las barras y los colores que las conforman indican la proporcion de cada una de las 5 lineas ancestrales. Figura modificada de Bujan y
col. 2018a, permiso cedido por la editorial Elsevier.
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La especie E. piscicida fue el grupo mas heterogéneo englobando tres lineas genéticas
diferentes (1, 2 y 5), asi como el aislado NCIMB 14824', que presenté un alto grado de
variabilidad no siendo posible asignarlo a ningln grupo, sino que se denomind linea mixta.
Todos los aislados pertenecientes a rodaballo europeo y el Unico aislado de lenguado
europeo formaron un grupo perfectamente diferenciable del resto que fue denominado
como linea 1. La linea genética 2 engloba aislados de diferentes puntos geograficos y
hospedadores. Cabe destacar que dos aislados americanos (C07-087 y 9.8) y dos japoneses
(07BS y KGE7901) provenientes de diferentes hospedadores, fueron agrupados en la linea
5. Esta linea también incluye los cuatro aislados pertenecientes a la especie E. tarda y a la
cepa de E. hoshinae. La linea 3 engloba los tres aislados de E. anguillarum mientras que la

linea 4 estd compuesta en exclusiva por miembros de |la especie E. ictaluri.

4.2.5 Genealogia clonal

El arbol consenso obtenido para la genealogia clonal (Figura 23A) es muy similar a los
demas generados en este capitulo. En la Figura 23 apartado A, los nodos de divergencia
estan representados por letras en la interseccion de cada rama. Ademas, en el apartado B
de la Figura 23 podemos ver en detalle los procesos de divergencia de cada nodo, donde
las posibilidades de un evento de mutacion estan representadas por lineas horizontales
rojas mientras que la probabilidad de recombinacion es indicada por la verticalidad de esta
misma linea. Las cruces indican las diferencias genéticas entre los genotipos arriba y
debajo de la rama.

Si analizamos los nodos del arbol, vemos que la divergencia de la rama mds antigua (nodo
A) tuvo lugar exclusivamente mediante eventos de mutacion (Figura23B). Este resultado es
corroborado por el alto nimero de mutaciones (509) mostradas entre los dos grupos de
las especies E. tarda-E. hoshinae y E. piscicida-E. anguillarum-E. ictaluri por la red MJ
(Figura 17). Los nodos intermediarios B, C y D son el punto en el que diversifican el grupo
E. tarda-E. hoshinae vy las restantes especies del género, E. piscicida, E. anguillarum y E.
ictaluriy, como se observa en la Figura 22B los eventos que ocurren son mayoritariamente

de recombinacion. En los demds nodos intermediarios E y F, y las ramas mas recientes o



jovenes, la mayor parte de los cambios son generados en gran parte

mutacion.
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Figura 23. Genealogia clonal (A) y eventos evolutivos producidos en cada uno de los nodos
(B) obtenidos mediante el programa ClonalFrame. Las lineas rojas indican la probabilidad de
ocurrencia de los eventos de recombinacién en una escala del O al 1. Las cruces indican las
sustituciones nucleotidicas. Figura modificada de Bujan y col. 2018a, permiso cedido por la
editorial Elsevier.
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4.2.6 Flujo génico e historia demografica de la poblacién

El andlisis de la diferenciacidon genética entre las especies (consideradas en este caso como
subpoblaciones) en funcién de sus frecuencias alélicas resulté ser muy elevado Fst =
0,94274 (p = 0), asi como la proporcién de diversidad genética distribuida entre las 5
subpoblaciones Gst = 0,23144 (p = 0). El nimero de migrantes entre las subpoblaciones
(Ny) fue de 0,02 lo que nos indica que el intercambio genético es casi inexistente, de
forma que la deriva genética actUa casi independientemente en la poblacion.

El patrén de distribucién alélica se estudid mediante el indice de Moran (l). El
correlograma de dependencia espacial obtenido (Figura 24) muestra diferentes
correlaciones entre los alelos. En base a este estudio se han podido establecer tres grupos
de distancias geograficas, 500-1500 km, 1500-2500 km y 5000-7000 km. En el primer
tramo (500-1500 km) se detecté una dependencia espacial de las frecuencias haplotipicas
con valores significativos (P=0.030) indicando que las frecuencias de los alelos son mas
diferentes a esta distancia geografica, y sugiriendo aislamiento por distancia. En el segundo
tramo (1500-2500 km), la correlacion entre los aislado decrece con la distancia como era
de esperar, sin embargo, en el tercer bloque (5000-7000 km) pasa lo contario, la
correlacién aumenta con la distancia. Por otro lado, el test de Mantel no mostrd
diferencias significativas entre la similitud genética y la distancia geografica que separa a
los aislados (Z = 15344290.2316, r =-0.0314, p = 0.3320). El valor negativo obtenido parar,
puede ser indicativo de un aislamiento por distancia.

6,67
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\ : ;
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Figura 24. Correlograma para las frecuencias alélicas individuales obtenido mediante la
representacion grafica de la dispersién del indice de Moran I. El punto negro indica valores
significativos (p<0,05) de dependencia espacial. Figura modificada de Bujan y col. 2018a,
permiso cedido por la editorial Elsevier.
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Todos los estadisticos empleados para el andlisis de la historia demografica indican una

desviaciéon de la teoria de la neutralidad. En la Tabla 25 se muestran los valores para los

analisis de la poblacién completa.

Tabla 25. Resumen de los estadisticos utilizados para el andlisis demografico de la
poblacidon para el género Edwardsiella.

Gen D D* F* Fs S R
adk -1,9915* 0,2117 -0,77 8,193 0,001 0,24193
atpd -1,4896 0,5322 -0,31 17,76 0 0,10026
dna) -1,8399*  -0,4131 -1,17 20,03 0 0,10015
gapA -1,8292*  -0,2706 -1,04 6,756 0,004 0,10075
gInA -1,4181 0,2032 -0,52 18,76 0 0,10047
hsp60 -1,9449*  -2,0576 -2,41* 3,589 0,057 0,1009
phoR -1,5395 0,0855 -0,67 13,66 0 0,10055
pyrG -1,4244 0,2814 -0,46 9,374 0 0,10032
rpoA -1,7082 -0,0203 -0,77 4,914 0,025 0,10068
tuf -1,5648 0,4434 -0,38 5,71 0,01 0,10044
Concatenado -1,6978 -0,0789 -0,88 49,14 0 0,1003

D, estadistico de Tajima; D* y F*, estadisticos Fu y Li; Fs, estadistico de Fu; S, estadistico de

Strobecks; R, estadistico de Ramdn-Onsis; *valores significativos

El test de Tajima (D) y, Fu y Li (F* y D*) arrojaron valores negativos, pero no significativos

para la secuencia concatenada. En el caso del andlisis de los genes individuales, los valores

también fueron negativos, aunque a diferencia del concatenado, algunos de ellos fueron

significativos. Los valores negativos indican un exceso de polimorfismos raros en la

poblacion, resultado de la presién de seleccion positiva o de un incremento en el tamafio

de la poblacién. En el caso del estadistico D* los genes individuales adk, atpD, glnA, phoR,

pyrG y tuf mostraron valores positivos, aunque no significativos lo que sugiere

un exceso

de alelos de frecuencias intermedias que puede deberse a procesos de seleccion

balanceadora o de eventos de cuello de botella producidos en la poblacién.

principal de expansién poblacional es apoyada por los valores cercanos a cero

La teoria

obtenidos

para el estadistico Ramos-Onsis R,. Por otro lado, Los valores de FS de Fu positivos vy los

valores cercanos o iguales a cero del test S” de Strobeck, indican una deficiencia de alelos,
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lo que es esperable en una poblacion que ha sufrido un cuello de botella o una seleccién

superdominante.

4.3 DISCUSION

La poblacién del género Edwardsiella muestra una gran heterogeneidad, asi como un alto
grado de discontinuidad a nivel genético. La alta diversidad de secuencias y su
discontinuidad se ve reflejada en los valores de diversidad nucleotidica per site (m), en la
media de las diferencias nucleotidicas per site (8), en el elevado nimero de sitios
polimdrficos (963 de un total de 6629 pb), y en el gran numero de singletones (14 de 18
ST) obtenidos mediante el algoritmo eBURST (Ramo vy col., 2016). Cabe mencionar que los
valores de diversidad se ven influenciados por la presencia de STs que engloben un
numero elevado de aislados de la poblacién (Bastardo y col., 2012; Nicolas y col., 2008; Yan
y col., 2011), por tanto, aunque los valores obtenidos fueron altos, probablemente estén
mermados por la influencia del ST3, formado por mas de la mitad de los aislados. La
poblacion presentd solo 107 cambios aminoacidicos no sinénimos de los 965 sitios
polimorficos, lo que indica una fuerte seleccion contra los cambios de aminodcidos, una
caracteristica tipica de los genes esenciales (Pérez-Losada y col., 2006).

Como hemos mencionado, el esquema de eBurst refleja discontinuidad en la poblacion, sin
embargo, la construccion del dot graph mostré una estrecha relacion entre las diferentes
especies del género Edwardsiella. Esta incongruencia puede deberse a que el analisis de
eBURST no muestra posibles eslabones intermediarios entre las especies y a que el
algoritmo utilizado para definir complejos clonales es muy estricto (Didelot y Falush, 2007).
Por otro lado, Feil y col. (2004) demostraron que el algoritmo de eBURST es muy sensible
en la identificaciéon de la divergencia de clones en base a los perfiles alélicos de las
poblaciones clonales, sin embargo, puede producir resultados incongruentes cuando se
utiliza para estudiar poblaciones en las que existe un cierto grado de recombinaciéon como
es el caso del género Edwardsiella. El hecho de que el eBURST sea incapaz de detectar una
divergencia genética sugiere que dicha divergencia se produjo muy lentamente y que no es

reciente. Ademas, es importante enfatizar que debido a las Ultimas incorporaciones vy
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reestructuraciones del género, no todas las especies estdn representadas con el mismo
numero de aislados lo que puede afectar a la estructura poblacional (Balboa y col., 2014).
Los analisis filogénicos basados en la concatenacion de todos los genes mostraron que los
aislados de E. piscicida estan divididos en dos grandes grupos, uno formado por los
aislados europeos de rodaballo y el aislado de lenguado europeo y otra rama en la que se
incluyen el resto de aislados con origenes diversos. Este hecho hace pensar que los
cambios genéticos que llevaron a estos aislados a separarse pueden estar influidos por la
distancia geografica. Si analizamos en detalle el arbol filogenético, se llega a la conclusion
de que se puede establecer ninguna relacion entre los grupos de aislados formados, es
decir, no se agrupan ni por hospedador, ni por afio ni por origen geografico, a diferencia
del analisis de MLSA llevado a cabo por Abayneh y col. (2012) en el que demuestran que
los aislados de E. tarda (posteriormente E. piscicida) se asocian por hospedador u origen
geografico. Estas diferencias se deben seguramente a que los genes empleados en esta
tesis no son los mismos.

El analisis de la genealogia clonal mostré que los eventos responsables de la divergencia
evolutiva del género, pueden deberse a procesos de mutacion y/o recombinacion, aunque
el indice /6 nos indica que la mutacién es mas frecuente. A pesar de este dato, el indice
r/m obtenido para toda la poblacidon nos muestra lo que ya vimos en el arbol consenso,
que la recombinacién y la mutacion tienen el mismo efecto en la evolucion de la poblacién
de Edwardsiella. El alto nimero de mutaciones mostradas en la red de MJ se confronta con
el alto numero de paralelogramos (indicativos de recombinacion) formados en el split tree
lo que confirma que ambos factores estan influyendo en la diferenciacion genética en la
poblacion. Este resultado es coincidente con otros estudios de la familia de las
enterobacterias donde se muestra una amplia diversidad genética influenciada por altos
niveles de mutacién y recombinacion (Feil y col., 2001; Salerno y col., 2007).

El alto nimero de mutaciones detectadas junto con el bajo valor de I°» muestran que a
pesar de que el impacto de la recombinacién es tan importante como el de la mutacién en
la evolucion del género, no es suficiente para producir una asociacion aleatoria de los
diferentes alelos (de las Rivas y col., 2006). Por otro lado, el hecho de que métodos como

el phi test no sea capaz de detectar recombinacién puede ser debido a que los genes
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utilizados estan sometidos a seleccién purificante, que elimina la variacién nucleotidica
necesaria para que las variaciones intragénicas puedan ser detectadas por la mayoria de
los algoritmos (Feil y col., 2004).

El alto valor de I5 y la considerable mezcla genética entre especies indican que la
estructura de poblacion formada por las cinco especies es panmictica (Maynard-Smith y
col., 1993). A pesar de estos resultados, la presencia de clones dentro de la poblacion o el
desequilibrio entre los alelos de algunos genes nos indica que la poblacidon no es
completamente panmictica. La controversia los resultados no hace mas que demostrar
gue la relacion clonal y epidemiolégica entre aislados de diferentes especies de un mismo
género es un trabajo complejo, y el impacto real de la recombinacion es mas dificil de
evaluar que en los estudios de una sola especie (Didelot y Maiden, 2010).

Mediante el programa Structure v2.3 examinamos la posible influencia de Ia
recombinaciéon entre las especies de nuestra poblacién. Como hemos visto se
determinaron cinco lineas ancestrales basicas que se entremezclan en mayor o menor
medida indicandonos un posible esquema de interaccion entre aislados y/o especies. En
estudios similares como en el caso del género Aeromonas, los diferentes ancestros
genéticos se asociaron casi exclusivamente con cada una de las especies analizadas
(Martino y col., 2011). Por el contrario, nuestros resultados muestran que la especie E.
piscicida abarca tres lineas diferentes y que la linea genética 5 es compartida por las
especies E. tarda, E. hoshinae y E. piscicida. Esta falta de asociacion puede explicarse por la
gran cantidad de eventos de mutacion responsables de la divergencia entre algunas de las
especies o por aislamientos geograficos ya que los aislados de E. pisicicida pertenecientes a
la linea 5 provienen del mismo pais (Estados Unidos) que las cepas de E. tarda. Por otro
lado, los perfiles de los aislados identificados como E. anguillarum estan generados por la
mezcla de dos lineas ancestrales sugiriendo que la recombinacién es la fuerza responsable
de la divergencia de esta especie, estando esta teoria corroborada por los resultados
mostrados en el arbol consenso obtenido mediante ClonalFrame.

Los valores cercanos a uno presentados por los indices Fsty Gsr, vy el escaso flujo genético
mostrado por el indice Nm, nos indican que el aislamiento geografico juega un papel

importante en la evolucion de la poblacidén y que probablemente existieron varios eventos
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de cuello de botella. En estos casos, la mutacién jugaria un papel mayor en la variabilidad
genética que la recombinacién, hecho que ha sido corroborado en multiples ocasiones a lo
largo de este capitulo. Este aislamiento estd demostrado también mediante el
correlograma obtenido con el indice de Moran, aunque el analisis no fue significativo en el
computo global pero si para las distancias mas cercanas. La falta de significacion puede ser
debido al cambio de tendencia en los aislados mas alejados ya que estos, al contrario de lo
esperado, presentan mayor similitud genética. Debido a la gran distancia entre Estados
Unidos vy los paises asiaticos, la explicaciéon mas logica es atribuir estas similitudes
genéticas al flujo de comercio y adquisicion de alevines en diferentes paises, como ocurrio
con otros patégenos (Bastardo y col., 2015).

Los estadisticos de neutralidad reflejaron diferentes tendencias en la demografia del
género Edwardsiella, hecho que ocurre también en otras especies (Bastardo y col., 2015;
Balboa y col., 2014). Por un lado, tenemos los valores positivos de Fs y Strobeck’s, que,
siendo muy cercanos a cero, nos indican que la poblacion sufrié un cuello de botella y por
el otro; los estadisticos de neutralidad F* y D*, y D (Fu y Li, y Tajima respectivamente) asi
como el indice Ramos-Onsis, permitieron rechazar la teoria neutral en la poblacion de
Edwardsiella como resultado de una expansion poblacional relativamente reciente. Esta
controversia en los indices, podria ser explicada en el caso de que alguno de los grupos o
especies del género estuviese en expansion epidemiolégica induciendo la diseminacion de
estos miembros (tipico de aislados virulentos) mientras que otros grupos presentarian un
embotellamiento genético. Ademas, el desequilibrio de ligamiento junto al alto nimero de
mutaciones en las ramas mas recientes de la genealogia clonal apoya esta hipdtesis de una
reciente expansion (Barton, 2000). Asi mismo, los Ultimos brotes de E. piscicida en Europa
(Castro y col., 2011a; Castro y col., 2012; Shafiei y col., 2016) respaldan tal hipodtesis. Estos
datos se reflejan en la evolucién independiente de las diferentes lineas genéticas de E.
piscicida mostradas por el analisis realizado con Structure. Otro factor determinante en la
diferencia de los resultados puede deberse a que Fs es un indicador mas sensible para la
expansion de la poblacién que D*, aunque el estadistico R, es particularmente adecuado
para muestras de pequefio tamafio con recombinacion (Balboa et al., 2014). Ademas de las

diferencias a nivel de analisis del concatenado, algunos de los genes mostraron una
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desviacién de la tendencia general de la poblacién lo que indica presiones selectivas
Unicas, diferentes historias demograficas, falsos resultados o, con mayor probabilidad, una
mezcla de todos estos factores.

Cabe mencionar que los resultados de la historia demografica, al igual que la estructura de
la poblacion del género Edwardsiella, pueden verse influenciados por el alto nimero de
aislados de rodaballo europeo. El niumero de estos aislados fue seleccionado para
representar la rapida propagacién de la edwardsielosis en Europa (Mohanty y Sahoo, 2007)

y procurar que nuestros datos empiricos fuesen reflejo de la situacion real.
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5 BUSQUEDA DE FACTORES DE VIRULENCIA MEDIANTE
APLICACIONES PROTEOMICAS

La informacidon gendmica de un organismo es de fundamental importancia; sin embargo,
los genomas completos son anotados mediante similitud de secuencias con genes ya
conocidos. La identificacion definitiva de estos genes se lograria realmente sélo cuando se
expresan y las proteinas resultantes tiene efectivamente las actividades bioldgicas
correspondientes. En la actualidad, la proteémica ha conseguido integrar un conjunto de
metodologias con el objetivo de llevar a cabo el analisis de proteinas a gran escala. La
protedmica podria asi definirse como el uso de medidas cuantitativas de la expresion
génica a nivel de proteinas con el fin de caracterizar procesos bioldgicos (como por
ejemplo el desarrollo de una infeccidon) y descifrar los mecanismos de control de la
expresién genética (Anderson y Anderson, 1998).

Diferentes areas, entre ellas, la microbiologia se ha beneficiado del desarrollo de las
diferentes técnicas protedmicas empleadas para la comparacion de proteomas vy
subproteomas (secretoma, proteinas de superficie, etc.) de microorganismos con el
objetivo de encontrar proteinas altamente inmunogénicas, factores de virulencia,
proteinas responsables de la interaccion hospedador patdgeno u otras proteinas
encargadas de la degradacion de muchos compuestos como la celulosa.

Mediante la aplicacion de la electroforesis bidimensional diferencial o 2D-DIGE (del inglés,
Difference In Gel Electrophoresis) se han comparado, en esta tesis, los proteomas totales
de dos aislados con diferente potencial patogénico descritas inicialmente como E. tarda
(ACC35.1 y NCIMB 2034). Posteriormente al experimento, y como hemos visto en capitulos
anteriores, los aislados pertenecen a las especies E. tarda (NCIMB 2034) y E. piscicida
(ACC35.1) por lo que ciertas diferencias pueden ser debidas a este hecho. Gracias a esta
comparacién hemos podido evaluar la presencia/ausencia de diversas proteinas

relacionadas con la virulencia en las dos especies.
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Como ya hemos mencionado el hierro es un factor fundamental en la virulencia ya que
regula diversos mecanismos bacterianos implicados en la infeccién. El marcaje peptidico
mediante el uso de isdtopos isobaricos estables, concretamente la tecnologia TMTéplex,
ha sido utilizada para comparar cuantitativamente las diferencias que existen a nivel de |a
expresion de proteinas de la cepa virulenta de E. pisicicida ACC35.1 sometida a diferentes

concentraciones de hierro.

5.1 MATERIALES Y METODOS

5.1.1 Tecnologia 2D-DIGE

5.1.1.1 Aislados y condiciones de crecimiento

Para llevar a cabo la busqueda de factores de virulencia mediante electroforesis
bidimensional diferencial en gel se selecciono el aislado de E. piscicida ACC35.1 obtenido
de rodaballo y virulento para peces (LDsg de 1,6x10* células/g), y la cepa de referencia no
virulenta E. tarda NCIMB 2034 (Castro y col., 2011). Una colonia de cada aislado se
inoculd en matraces con 50 ml de caldo tripticasa-soja (TSB, del inglés Trypticase Soy
Broth) y se incubaron durante 24h en agitacion a una temperatura de 309C. Este cultivo
se empled para inocular 100 ml de TSB el cual se ajustd a una densidad oOptica inicial de
0,2 a 600 nm vy se dejé crecer a la misma temperatura y en agitacion hasta una densidad
de 0,8 (fase logaritmica de crecimiento). A continuacién, los cultivos se centrifugaron a
4.000 rpm durante 20 min a 42C, los sobrenadantes fueron descartados y los precipitados
se utilizaron para la extraccion de proteinas. Para obtener 4 réplicas bioldgicas se repitid

este proceso tres veces mas.

5.1.1.2 Extraccion de proteinas

A partir de los precipitados anteriores se realizé la extraccidon de proteinas siguiendo el

protocolo TCA-acetona. Los precipitados se resuspendieron en tampon de lisis (urea 7M,
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tiourea 2M, CHAPS 4% p/v) suplementado con 1 mM de fluoruro de fenilmetilsulfonilo
(PMSF del inglés, henylmethylsulfonyl fluoride) en hielo. A continuacién, las muestras se
sonicaron en 3 pulsos de 30 s cada uno con intervalos de espera de 30 s. Seguidamente,
se centrifugaron a 13.000 rpm durante 10 min a 42C y el sobrenadante se recogio, se
alicuotd y se conservd a -202C para su posterior precipitado. Tras permanecer congeladas
toda una noche (facilita la lisis celular), las muestras se precipitaron afiadiendo acido
tricloroacético (TCA, del inglés trichloroacetic acid) al 10% e incubandolas durante 1 hora
a 42C con agitacion aproximadamente cada 10 minutos. A continuacién, las muestras se
centrifugaron a 13.000 rpm durante 5 min a 42C, se desechd el sobrenadante y se
resuspendieron en acetona (almacenada a 42C) incubandolas toda la noche a -202C. Al
dia siguiente, las suspensiones se centrifugaron a 10.000 rpm durante 5 min a 42C vy los
precipitados se resuspendieron con tampodn de hidratacion (urea 7M, tiourea 2M, CHAPS
4% p/v, tris 30 mM a pH 8.5).

Para determinar la concentracion proteica de las muestras se utilizé el método Bradford
(Bradford, 1976), empleando el reactivo comercial de Bradford Protein Assay (Bio Rad).
Para realizar la recta patron se utilizé una solucion de seroalbimina bovina (BSA) de
concentracién conocida y se midio la absorbancia a 595 nm en un espectrofotometro
Beckman DU 640.

Los extractos proteicos se almacenaron a -802C para sus posteriores usos.

5.1.1.3 Diseflo experimental, marcaje y electroforesis

Previamente al marcaje de las proteinas se realizd el disefio experimental en el que se
distribuyeron las cuatro réplicas bioldgicas en los geles de forma aleatoria para poder
obtener resultados comparativos estadisticamente significativos. Se emplearon cuatro
geles, en cada uno de ellos se cargd una réplica del aislado ACC35.1, una réplica de la
cepa NCIMB 2034 y una muestra control o estandar interno (mezcla de las dos muestras
a comparar). Como vya se explicd en la introduccion en el punto 1.6.1, solamente es
posible correr en el gel tres muestras a la vez siendo obligatorio que una de ellas sea el

estandar interno. En el disefio experimental que se muestra en la Tabla 26 y en la figura 6
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incluida en el punto 1.6.1 de la introduccién (pagina 75), podemos ver el flujo de trabajo

que se realizd en los estudios 2D-DIGE.

Tabla 26. Disefio experimental para el ensayo de DIGE.

Gel Cy5 Cy3 Cy2
1 ACC1 NC 4 El
2 ACC2 NC 1 El
3 NC 2 ACC3 El
4 NC3 ACC4 El

ACC, aislado ACC35.1; NC, cepa NCIMB 2034; El, estandar

interno; Cy2, Cy3 y Cy5, fluorocromos (CyDye DIGE Fluor

minimal dyes, GE Healthcare)
Para el marcaje de las muestras se siguieron las instrucciones del kit de marcaje CyDye
DIGE Fluor minimal dyes (GE Healthcare) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los
fluorocromos se unen al 1-2% de las lisinas presentes en las proteinas. Se utilizaron 400
pmol de cada fluorocromo (Cy2, Cy3 y Cy5) para cada 50 ug de proteina y se incubaron 30
min en hielo y en oscuridad. Tras este tiempo, se afiadié 1 pl de lisina 10 mM vy se dejaron
15 min en las mismas condiciones que el marcaje para sobresaturar las muestras y detener
el marcaje. Una vez finalizado este proceso se mezclaron las muestras (150 ug de proteina)
para cada gel siguiendo el disefio experimental (Tabla 27), una marcada con Cy3, otra con
Cy5, y el estandar interno marcado con Cy2, y se diluyeron en proporcion 1:1 con tampdn
de carga (urea 7M, tiourea 2M, CHAPS 4% p/v, ditiotreitol (DTT) 200mM v/p y anfolitos al
4%).
Antes de la primera electroforesis, las tiras de gradiente de pH (24 cm, pH 3-11, Immobiline
DryStrip gels, GE Healthcare) se rehidrataron sin la muestra con 350 pl de tampon de
hidratacién para 2D (urea 7 M, Tiourea 2 M, CHAPS 4% p/v, De Streak 1,2%, trazas de azul
de bromofenol), durante aproximadamente 8 h. Las tiras permanecieron todo ese tiempo
cubiertas con aceite mineral (PlusOne™ DryStrip Cover Fluid, GE Healthcare) para
minimizar la evaporacién en la bandeja de rehidratacion (Immobiline DryStrip Reswelling
Tray, GE Healthcare). Las muestras ya mezcladas con el tampodn de carga se centrifugaron
brevemente para evitar arrastrar restos de azul de bromofenol no diluido y se cargaron
mediante pocillo en las tiras. Tras 10 min de espera para que el inicio de la tira se

impregnara bien de la muestra, se aplico el siguiente programa de isolectroenfoque en un



CAPITULO 5

dispositivo IPGphor Isoelectric Focusing System (GE Healthcare): 120 V durante 1 h; 500 V
durante 2 h; de 500 V a 1000 V durante 2 h; de 1000 a 6000 V en gradiente, 6 h; y 6000 V
durante 14 h. Tras el isoelectroenfoque de las tiras de gradiente de pH, se equilibraron
dejandolas 12 min en agitacion suave en solucién de equilibrado reductora (urea 6M,
dodecilsulfato sédico (SDS) 2%, glicerol 30% v/v, Tris-HCL 100mM pH 8.0) con DTT 2% p/v
seguido de otros 5 min en esta solucion con iodoacetamida al 2,5% v trazas de azul de
bromofenol (solucion de equilibrado alcalina).

Para la segunda dimension, se prepararon geles de SDS-poliacrilamida al 12% en placas de
cristal aptas para fluorescencia, sobre los que se depositaron las tiras de gradiente de pH,
previamente inmovilizadas y equilibradas, y se sellaron con una solucion de tampodn de
electroforesis 1x (Tris 25 mM, glicina 192 mM y SDS 0,1%) con 0,5% de agarosa fundida. La
electroforesis se llevd a cabo en el dispositivo Ettan DIGE System (GE Healthcare) con
tampon de electroforesis 1x en la cubeta inferior y tampdn de electroforesis 2x (Tris 50
mM, glicina 384 mM, SDS 0,2%) en la cubeta superior. La electroforesis se realizd a 202C a

1 W/gel durante 23 h.

5.1.1.4 Adquisicién de imagenes y analisis

Los geles 2D-DIGE se visualizaron en un escaner Typhoon 9400TM (GE Healthcare) con los
filtros CyDye. Para visualizar las manchas proteicas marcadas con los fluorocromos Cy3,
Cy5y Cy2, se utilizaron las longitudes de onda de excitacion/emision 532 nm/580 nm, 633
nm/670 nm y 480 nm/520 nm, respectivamente, y un tamafio de pixel de 100 um. El
anadlisis de las imagenes se llevd a cabo mediante los programas especificos ImageQuant
v5.1y DeCyder v6.5 (GE Healthcare).

El programa DeCyder v6.5 (GE Healthcare) se empled para el analisis estadistico de los
geles a través del analisis diferencial en gel (DIA del inglés, Differential In gel Analysis) y del
analisis de la variacion bioldgica (BVA del inglés, Biological Variation Analysis). Mediante el
DIA las manchas proteicas son detectadas y cuantificadas en la serie de imagenes de un
mismo gel bidimensional (imagen del estandar interno e imagenes de las muestras
experimentales). Para ello se realiza la eliminacion del fondo, la normalizacion de las

sefales correspondientes a la relacién Cy3/Cy5 con la sefial del estandar interno Cy2, vy la



NOEMIi BUJAN GOMEZ

eliminacién de cualquier artefacto presente en el gel. El BVA empareja las multiples
imagenes de los diferentes geles bidimensionales para proporcionar datos estadisticos de
los niveles de abundancia proteica relativos. Las imagenes son emparejadas con una Unica
imagen master (imagen con mayor nimero de manchas proteicas), identificando manchas
proteicas comunes entre los geles.

Para reducir falsos positivos en el calculo de la significacion se aplicod la tasa de falsos
descubrimientos (FDR del inglés, false discovery rate) (Karp y col.,, 2007). Ademas, se
establecio que para denominar una proteina como diferencial, debia estar presente en el
75% de los geles procesados, que tuviera una variacion de la abundancia de +2 y una

significacion de la prueba t de Student’s menor de 0,05.

5.1.1.5 Identificacién de proteinas mediante MALDI-TOF/TOF

La identificacion de manchas proteicas procedentes de los geles bidimensionales fue
realizada por la Unidad de Protedmica del Parque Cientifico de Madrid en la Universidad
Complutense de Madrid (PCM-UCM), miembro de la red cientifica ProteoRed (Espafia).
Para proceder a la extraccion de las manchas proteicas primeramente se tifio el gel con
azul de Coomassie coloidal (Neuhoff y col., 1988) ya que a simple vista los fluorocromos no
se ven. Las manchas se recortaron manualmente y se transfirieron a una placa multipocillo
con 50 ul de agua MilliQ para su posterior digestion mediante el protocolo descrito por
Havlis y col. (2003). En resumen, las manchas se deshidrataron con acetonitrilo (ACN) al
75% y se secaron al vacio en un Savant SpeedVac. Las muestras se redujeron con 10 mM
de DTT en 25 mM de bicarbonato de amonio durante 30 minutos a 569C y posteriormente
se alquilaron con yodoacetamida 55 mM en bicarbonato de amonio 25 mM durante 20
minutos en la oscuridad. Después, las muestras se digirieron con tripsina 12,5 ng/ml
(Roche Molecular Biochemicals) en bicarbonato de amonio 25 mM (pH 8,5) durante una
noche a 372C. Tras la digestion, se recogieron los sobrenadantes y se depositd 1 ul de
estos en una placa especifica para la ionizacién por desorcion con laser asistido por matriz

(MALDI) y se dejo secar al aire a temperatura ambiente. A continuacién, se afiadio a cada
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pocillo 0,5 ml de matriz (3 mg/ml CHCA, Sigma-Aldrich) diluida en 3% de TCA-ACN/H20 en
relacion 1:1 v/v, y se dejo secar nuevamente al aire y a temperatura ambiente.

La identificacion se realizd mediante huella peptidica o mediante fragmentaciéon de
péptidos utilizando un espectrometro de masas MALDI-TOF/TOF (del inglés, MALDI
tandem time-of-flight mass spectometer) 4800 Proteomics Analyzer (Per-Septives
Biosystems). El voltaje de aceleraciéon empleado fue de 20.000 V y todos los espectros de
masas se calibraron empleando péptidos de autodigestion de la tripsina. Se recurrio a la
combinacion de huella peptidica y fragmentacion de péptidos en los casos en los que la
huella peptidica no conducia a una identificacion clara de la proteina.

Las identificaciones de proteinas se llevaron a cabo utilizando el motor de busqueda
MASCOT v1.9 (http://www.matrixscience.com). Los pardmetros de busqueda de las
huellas peptidicas fueron: (1) especies: todas, (2) numero permitido de divisiones
perdidas: 1, (3) modificacién fija: carbamidometil cisteina, (4) modificaciones variables:
oxidacién de metionina, (5) tolerancia al péptido: + 150 ppm, (6) tolerancia de los iones
fragmentados: + 0.3 Da y (7) carga peptidica: +1. Solamente se consideraron las proteinas
identificadas con un intervalo de confianza igual o mayor al 85% y cuya significancia fuese
p <0,05.

La base de datos de referencia utilizada para la identificacion de proteina funcional fue

UniProt (http://www.uniprot.org).

5.1.1.6 Validacion de las proteinas mas relevantes

Tras la identificacidon proteica se ha procedido a la demostracidn fenotipica de la existencia
de algunas de las proteinas diferenciales presentes en los proteomas. Para ello se
evaluaron la respuesta al estrés, se comparo la motilidad y la susceptibilidad a la polimixina
B de ambos aislados. Ademas, se secuencid el gen superoxido dismutasa (SOD) relacionado

con la virulencia (Yamada y Wakabayashi, 1999).

v" Respuesta al estrés:
Para poder determinar diferentes capacidades para sobrevivir a una situacion de

estrés de los dos aislados, se evalud la resistencia al perdxido de hidrogeno
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siguiendo el protocolo descrito por Dang y col. (2011) con algunas modificaciones.
Se cultivaron las células en TSB durante 7 h a 259C en agitacion (ODggo de 0,5), a
continuacién se centrifugaron y se lavaron tres veces con tampdn fosfato salino
(PBS del inglés, phosphate buffered saline) y se resuspendieron en la misma
solucién hasta una densidad de 10® unidades formadoras de colonias (UFC) por ml.
Diez microlitros de esta suspensién fueron inoculados en 1 ml de PBS como control
y en 1 ml de PBS con H,0, 4mM v/v; posteriormente se incubaron durante 1 h a
252C. Tras esta incubacion, 400 pl de la suspension se sembraron en placas de TSA,

se incubaron a 252C durante 32 h y se contabilizaron el nimero de UFCs.

v" Motilidad:
A partir de un cultivo en medio sélido de los aislados ACC35.1 y NCIMB 2034, se
inocularon mediante picadura tubos con el medio de movilidad descrito por He vy
col. (2012). A continuacion, se incubaron a 309C durante 24 h. Las diferencias se

pueden observar mediante la turbidez del medio.

v Susceptibilidad a la polimixina B:
La concentracion minima inhibitoria (MIC del inglés, minimun inhibitory
concentration) de los aislados ACC35.1 y NCIMB 2034 para la polimixina B se evalué
mediante microdilucién en placas de 96 pocillos. Se ajustaron al tubo 0,5 de la
escala McFarland los cultivos bacterianos crecidos en TSB tras 16 h a 25°C y se
depositaron 200 ul de estos en los pocillos de la placa. Las concentraciones de
polimixina B que se emplearon fueron de 1,46 mg/ml a 0,0014 mg/ml; como
control negativo se afiadid PBS en uno de los pocillos. El crecimiento se evalué
mediante la densidad oéptica a 600nm empleando el espectrofotometro

PerkinElmer Lambda 2 (Waltham).

v Secuenciacion del gen SOD:
La extraccion del ADN cromosdmico se realizo a partir de cultivos puros de los dos

aislados mediante la matriz InstaGeneMatrix (Bio-Rad) como ya hemos descrito en
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el apartado 3.1.2.1. La amplificacion se llevé a cabo con los cebadores SOD-F (5'-
TCGCTGGAAGAGATCGTGAAGAG-3’) y SOD-R (5-TGAACGCGGCAAATGAGC-3') vy
siguiendo estas condiciones: 94°C durante 2 min, 35 ciclos de amplificacion que
consistieron en, 94°C (1 min), 56°C (1 min) and 72°C (1 min), y un ultimo paso a
72°C durante 5 min. Las reacciones de secuenciacion se realizaron en el servicio de
secuenciacion Stabvida DNA Lab (Portugal). Para el analisis de las secuencias se

empled el mismo software que el descrito en el apartado 3.1.2.2.

5.1.2 Tecnologfa TMT6plex™

5.1.2.1 Aislados y condiciones de crecimiento

Para el analisis de los posibles factores de virulencia influenciados por la limitaciéon de
hierro en el medioambiente se selecciond el aislado virulento de rodaballo E. piscicida
ACC35.1. Se establecieron tres condiciones diferentes de cultivo: (1) en la condicion
control se utilizdé el medio TSB, (2) en la condicion de déficit de hierro se afiadio el agente
quelante 2,2'-dipiridil (Sigma) a una concentracién final de 200 uM al medio TSBy (3) en la
condicion con exceso de hierro se afiadio al medio TSB 20 uM de FesCl. En todas las
condiciones descritas, la cepa se incubd a 249C con agitacion hasta obtener una DOgg de
0,8, momento en el que las células se sedimentaron por centrifugacion a 4000 rpm
durante 20 minutos a 4°C y los sedimentos celulares se congelaron a -802C hasta la
extraccion de proteinas. Este proceso se repitié dos veces mas para obtener tres réplicas

bioldgicas independientes.

5.1.2.2 Extraccion de proteinas, disefio experimental y marcaje

Las muestras se resuspendieron en tampon de lisis (urea 7M, tiourea 2M, CHAPS 4% v/p)
suplementado con 1 mM de PMSF y al 1% p/v de una mezcla comercial de inhibidores de
proteasas (cOmplete, Mini, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail Tablets de Roche) en
hielo. A continuacién, las muestras se sonicaron, se centrifugaron y el sobrenadante se

recogié como se describe en el apartado 5.1.1.2. A partir de este punto, los ensayos se
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realizaron en la Unidad de Protedmica del Parque Cientifico de Madrid en la Universidad
Complutense de Madrid (PCM-UCM) o en el Centro Nacional de Biotecnologia (CNB-CSIC)
ambos miembros de la red cientifica ProteoRed (Espafia). La cantidad de proteinas se
midi6 mediante el método colorimétrico RC/DC protein assay (BioRad). Cuarenta
microgramos de proteina de cada condicidn se precipitaron mediante el método
metanol/cloroformo a 42C. Para ello se afiadieron a las muestras 3 partes de metanol y
una parte de cloroformo, se agitaron y se centrifugaron a 14.000 rpm durante 5 min. Se
retiraron los sobrenadantes sin tocar la fase intermedia y se volvid a afiadir 3 partes de
metanol para que las proteinas de la interfase precipitasen, posteriormente se
centrifugaron durante 10 min a 14.000 rpm vy se retiraron los sobrenadantes dejando secar
al aire el precipitado.

Los precipitados se resuspendieron y desnaturalizaron en una solucion de 20 ul de
hidrocloruro de guanidina 6 M y HEPES 100 mM a pH 7,5 (SERVA Electrophoresis), se
redujeron con 2 pl de tris (2-carboxietil) fosfina 50 mM (TCEP del inglés, tris (2-
carboxyethyl) phosphine) (AB SCIEX) a pH 8,0 durante 60 minutos a 609C. Seguidamente, se
le afiadieron 2 ul de metanosulfonato de metilo 200 mM (MMTS, del inglés methyl
methanethiosulfonate) (Pierce) como reactivo bloqueante de la cisteina y se incubaron
durante 10 minutos a temperatura ambiente. El volumen de las muestras se iguald a 120
pulL para reducir la concentracion de guanidina con TEAB 50 mM. Las digestiones se
iniciaron agregando 3 plL (1 pg/uL) de tripsina (Sigma-Aldrich) a cada muestra en una
proporcién de 1:20 (p/p) y se incubaron a 37°C durante la noche en agitacién. Las
muestras digeridas se evaporaron en un concentrador de vacio. Antes del marcaje, se

realizé un esquema del disefio experimental (Figura 25).

Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3

(F/TSB) (D/TsB) (F/D)

Réplica F,
Fluorocromo 131

Réplica TSB, TSB, D,
Fluorocromo 126 129N 130C

Figura 25. Disefio experimental para el analisis del proteoma mediante TMT6plex™. F,
exceso de hierro; TSB, caldo tripticasa-soja; D, déficit de hierro. Figura original.
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Inmediatamente antes del uso, los reactivos de TMT se equilibraron resuspendiéndolos en
42 ul de acetonitrilo anhidro (ACN) y mezclandolos mediante agitacion hasta su completa
disolucion. Posteriormente, se afiadid 42 ul de ACN por cada 100 pg de muestra y se
dejaron hidratar dos horas a temperatura ambiente. Después de la incubacion, las
reacciones se inactivaron incubandolas durante 15 min tras afiadir 8 ul de hidroxilamina al
5%. Finalmente, las muestras se mezclaron en cantidades iguales de péptido, se les
incorporé 100 pl de ACN al 50%, se evaporaron en un concentrador de vacio y se

guardaron a -209C para su posterior uso.

5.1.2.3 Identificacion de proteinas mediante cromatografia liquida v

espectrofotémetro de masas (LC/MC)

Una alicuota de 1,5 ug de cada fraccion de péptido se sometié a analisis 2D-nano LC-ESI-
MS/MS (del inglés, Liquid Chromatography-ElectroSpray lonization-tandem Mass
Spectrometry) usando un sistema de nano cromatografia (Eksigent Technologies nanolLC
Ultra 1D plus, AB SCIEX) acoplado a un espectrometro de masas Triple-TOF 5600 de alta
velocidad con una fuente Nanospray Il (AB SCIEX) (Figura 26). La columna analitica que se
utilizé fue una columna de fase inversa basada en silice C18 ChromXP 75 um x 15 cm
(Eksigent Technologies, AB SCIEX), cuyo tamafo de particula y tamafio de poro es de 3 um
y 120 A respectivamente. Conectada en linea con la columna analitica, se empled una
columna de trampa C18 ChromXP (Eksigent Technologies, AB SCIEX), con el mismo
didmetro de particula y tamafio de poro. La bomba de carga suministré una solucion de
acido férmico al 0,1% diluido en agua a una velocidad de 2 pl/min, mientras que, la nano
bomba proporciond un caudal de 300 nl/min y funcionando en condiciones de elucién en
gradiente usando &cido formico al 0,1% diluido en agua como fase mavil Ay acido féormico
al 0,1% diluido en acetonitrilo como fase movil B. Esta elucién se realizd durante 120 min

variando de 2 a 90% la fase movil B.
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Figura 26. Esquema de la estructura de un sistema de nanocromatografia conectado a un
analizador triple-TOF. A) columna de trampa C18 ChromXP, B) columna analitica C18
ChromXP. Figura original.

Tras este proceso, los péptidos se analizaron por un sistema TripleTOF 5600 (AB SCIEX) con
las siguientes condiciones: voltaje de pulverizacion idnica flotante (ISVF) a 2800 V, cortina
de gas (CUR) 20, temperatura del calentador de interfaz (IHT) 150, fuente de iones en gas
1 (GS1) 20 y potencial de desagregacion (DP) 85 V. Los resultados obtenidos fueron
procesados mediante el programa informatico Analyst TF 1.5 (AB SCIEX) empleando el
modo de adquisicion independiente de la informacion (IDA del inglés, information-
dependent acquisition). Para esta adquisicion se eligieron los pardmetros del ciclo: un paso
inicial de escaneado de 0,25 s mediante MS survey scan en el rango de masa 350-1250 Da,
seguido 30 escaneados de 150 ms mediante MS/MS de rango de masa de 100-1800
(tiempo total del ciclo: 4,04 s). Los criterios de conmutacién (del inglés, switching criteria)
gue se establecieron para la seleccidn de los iones fueron: un intervalo de 1350-250 para
la relacion m/z con un estado de carga de 2-5y, un umbral de abundancia mayor a 90
eventos por segundo (cps).

Los espectros MS/MS se exportaron al formato mgf usando el programa Peak View
v1.2.0.3 y se buscaron coincidencias entre las 33175 secuencias de péptidos de
Edwardsiella piscicida (actualizado a mayo de 2015) almacenadas en la base de datos
NCBInr, utilizando los programas OMSSA 2.1.9, X! TANDEM 2013.02.01.1, Myrimatch

2.2.140 y MS-GF + (Beta v10072). Los motores de busqueda se configuraron para que
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coincidan con posibles candidatos peptidicos con tolerancia al error en la masa de 25 ppm
y tolerancia idnica de fragmentos de 0,02 Da. Los modelos de distribucién se usaron para
calcular los valores de identificacion significativos a nivel de péptido (Ramos-Fernandez y
col., 2008) y los espectros recuperados con una tasa de error (FDR) menor o igual a 0,01 se
seleccionaron para el analisis cuantitativo. Aproximadamente el 5% de las sefiales de baja
calidad se eliminaron antes de un analisis completo. La regulacién diferencial se midio
utilizando modelos lineales (Lopez-Serra y col., 2014), y la significacién estadistica se midid
utilizando valores g (FDR). Todos los analisis estadisticos se realizaron con el programa

Proteobotics (Madrid, Espafia).

5.2 RESULTADOS

5.2.1 Tecnologia 2D-DIGE

Tras realizar el emparejamiento de las manchas de forma automatica con el programa
DeCyder v6.5, se repasa y/o modifica aquellos emparejamientos que no se hayan realizado
correctamente. Se obtuvieron una media de 1977 manchas proteicas por gel (Figura 27) y

un total de 2148 en el gel de referencia empleado para los posteriores analisis.
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Figura 27. Imagenes obtenidas del programa DeCyder de |la pareja de fluorocromos Cy3/Cy5
de los 4 geles DIGE. En verde y rojo aparecen los puntos proteicos diferenciales mientras que
los puntos amarillos se corresponden con las manchas comunes entre el aislado ACC35.1 v la
cepa NCIMB 2034. Figura original.

Aplicando los criterios mencionados en materiales y métodos a los 2148 puntos, se
obtuvieron un total de 373 manchas cuya variacion de su abundancia fue significativa
(Figura 28A). Estos puntos fueron sometidos al analisis MALDI-TOF/TOF y solamente 103
puntos proteicos (Figura 28B) fueron correctamente identificados (Figura 29 vy, Tablas 27 y

28).
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Figura 28. Imagen representativa del gel de referencia 2D tefiido con azul de coomasie. A) las formas naranjas delimitan los puntos proteicos de
expresion diferencial significativa B) manchas proteicas identificadas por MALDI-TOF/TOF, las etiquetas muestran el nimero identificativo de los
puntos. Figura modificada de Bujan y col. 2015, permiso cedido por la editorial Elsevier.
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aislados ACC35.1 y NCIMB 2034. Figura modificada de Bujan y col. 2015, permiso cedido por la editorial Elsevier.
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Tabla 27. Manchas proteicas con expresion diferencial entre el aislado ACC35.1 y la cepa NCIMB 2034 (ACC35.1 vs. NCIMB2034).

Codigo Abrev.
UniProt® proteica

Nombre de la proteina Ratio prom.©  ttest® M,°

Procesos metabdlicos
Metabolismo de aminodcidos

736* D0zDD2 PepD MIX Aminoacil-histidina dipeptidasa
K.GIHAERDAVGNILLR.K (41)

R FLAGHADELGAR.V (106) -2,63 0,0078 51,97 5,25 324 16/70 28
R.VTVDAAQSALLPLDAASQSR.F (107)
977 D4F689 CitE Cistationina beta liasa 10,42 1,3E-05 38,52 6,35 179 19/65 66
955* D0zD86 NifS Cisteina desulfurasa -8,66 5,5E-05 45,03 5,99 206 27/65 59
2134 D4F3E7 CysK Cisteina sintasa A 26,72 4,3E-05 34,10 5,94 326 32/65 91
780* D0zDS2 GadB2 Glutamato descarboxilasa -10,15 5,5E-05 52,39 5,97 99 17/65 39
1185 MOQA14 GshB Glutation sintasa 7,01 0,00012 35,54 5,8 175 23/65 69
988 D4F722 SerC Fosfoserina transaminasa 4,56 3,1E-05 40,47 5,44 145 18/65 44
Metabolismo de carbohidratos
971* D0OZAZ8 AckA Acetato quinasa -4,58 5,2E-05 43,45 5,78 154 21/65 57
1053 D4F0B2 Adh Alcohol deshidrogenasa dependiente de NADP 3,31 6,7E-06 44,31 5,34 105 15/65 38
1054* D0z9z7 AdhFe Alcohol deshidrogenasa con hierro
e opeeEo? ?6'2)(76) 2,18 00021 4261 573 310  19/70 46
R.VWNIHSGSDEQR.! (65)
367 D4F726 PflB Formato acetiltransferasa 7,59 0,00012 85,45 5,71 183 30/65 36
1023 DAF1S7 FbaA Fructosa-bisfosfato aldolasa
K.IFDFVKPGVISGDDVQK.V (57) 25,19 4,8E-05 41,36 5,75 220 14/72 38
K.LLPWLDGLLDAGEK.H (73)
B it e omes me 4w 1w e s
2136 A DOZEE4 FbaA Fructosa-bisfosfato aldolasa -11,9 5,5E-05 39,40 5,65 141 16/65 53
397 MO0Q6L6 Pta Fosfato acetiltransferasa 9,1 9,9 E-05 78,36 5,36 287 65/269 68
687* D0OZCA1 Pgm Fosfoglucomutasa, a-D-glucosa-fosfato -11,35 1,4E-05 59,27 5,88 202 26/65 43
630* D0ZG10 PckA Fosfoenol piruvato carboxiquinasa -2,06 0,00094 59,37 5,55 110 15/65 29

1125 D4FAR3 PfkA Fosfofructoquinasa 5,06 0,0016 35,17 5,6 144 21/65 50
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Codigo Abrev.

UniProt”  proteica Nombre de la proteina Ratio prom.©  ttest® M,
1228* D0OZ711 ManX Subunidad IIAB transportadora de manosa del sistema PTS -10,84 3,9 E-05 35,03 5,4 118 23/152 66
644V D0z8B8 PykF Piruvato quinasa 6,03 0,0001 50,90 5,62 156 21/65 52
649 A D0z8B8 PykF Piruvato quinasa -11,05 0,00015 50,90 5,62 210 26/65 56
1203# D0ZC16 TalB MIX Transaldolasa -6,92 3,3E-06 35,04 5,61 266 25/65 70
2131V D4FAR2 TpiA Triosa-fosfato isomerasa 8,03 5,5E-05 26,10 5,36 112 13/65 52
2126* D0OZGV9 TpiA Triosa-fosfato isomerasa -10,88 5,6E-05 26,75 5,62 120 12/44 46
2148* D0ZGV9 TpiA MIX Triosa-fosfato isomerasa -13,17 6,7E-06 26,75 5,62 156 17/65 58
1050 D4F8D4 GalT UTP-hexosa-1-fosfato uridiltransferasa 2,58 1,4E-05 39,86 6,49 123 19/65 52
Metabolismo de lipidos
1658 A DOZ9F8 FabG2 3-oxoacil-(proteina portadora del grupo acil) reductasa -3,86 0,00032 25,73 6,63 90 13/65 51
1685 D4F6U3 FabG2 3-oxoacil-(proteina portadora del grupo acil) reductasa
R.GITVNVVAPGFIETDMTR.A (150) 19,75 4,8E-05 25,69 6,63 247 11/70 43
R.SGILAEVPAGR.L (45)
494%* D0ZG82 ArnA Proteina de resistencia a la polimixina bifuncional ArnA -10,99 0,00071 74,29 5,62 223 25/45 45
Ciclos de los dcidos tricarboxilicos
1203# D4F097 CitkE MIX Subunidad B de la citrato (pro-3S) liasa -6,92 3,3E-06 31,15 5,14 96 11/65 48
606* D0OZ9H3 Fum fi:t;an;(_jSagg:ro—llasa de la subfamilia de tartrato/fumarato de 778 0,0026 60,09 6,44 232 26/65 54
909 DAF6P2 lcd Isocitrato dehidrogenasa 16,71 4,8E-05 42,49 5,35 123 14/70 34

R.ENAEDIYAGIEWK.A (44)
Respuesta al estrés y procesamiento proteico

493* D4F335 HtpG Proteina 90 de choque térmico -4,42 0,0016 71,26 4,96 267 30/65 50
408 D4FOT4 Pnp Polirribonucleétido nucleotidiltransferasa 24,34 2,1E-05 77,27 5,25 159 25/65 34
Sintesis de proteinas

1455* DOZCV1 RpsB Proteina 30S ribosomal -29,31 1E-05 26,28 6,61 174 21/65 80
1471V DAF2F9 RpsB Proteina 30S ribosomal 9,96 0,00011 26,83 6,33 161 21/65 84
364* DOZFW5 FusA Factor de elongacion G -37,36 5,5E-05 77,52 5,17 423 44/65 73
1206V D4F2GO Tsf Factor de elongacién Ts 11,02 4,8E-05 30,78 5,35 203 26/65 65
746* DOZF30 GltX Glutamato-ARNt ligasa -9,19 0,00062 53,86 5,64 289 31/65 57
477* D0Z8K3 GlyS Glicina- ARNt ligasa -5,01 0,00052 76,28 5,39 256 29/65 46

436 A D0ZBz4 ProS Prolina- ARNt ligasa -7,52 5,5E-05 63,39 5,17 237 27/65 51
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Codigo Abrev.

UniProt”  proteica Nombre de la proteina Ratio prom.©  ttest®
499 D4F1C3 ProS Prolina- ARNt ligasa 13,28 5,5E-05 63,73 5,03 170 22/65 41
741* D0zZA17 SerS Serina- ARNt ligasa -4,38 5,1E-05 48,96 54 182 25/65 51
535% D0OZB73 NusA Proteina de elongacion de la transcripcion NusA -4,6 0,00051 54,85 4,57 133 19/65 34
628 D4F5Q0 TyrS Tirosina- ARNt ligasa
R.LVHGAEGLQAAQR!.I (49) 7,84 6E-05 15,82 5,06 103 6/69 34

R.LVHGAEGLQAAQR.I (25)
Biogénesis de componentes celulares

1415* DOZH27 MinD Proteina determinante del sitio del septo MinD
K.KTVVIDFDIGLR.N (16)

RTENLFILPASQTR.D (77) -10,9 3,3E-06 29,80 4,98 223 16/69 44
R.AENGDDPIKEHLLLTR.Y (44)
Defensa celular y virulencia
880* Q3Vv737 Et46 Proteina antigénica Et 46 -65,28 9,7E-06 43,77 5,2 142 17/65 49
1704V MOQAN3 AhpC Antioxidante, familia AhpC/TSA 2,11 0,00035 22,41 5,12 160 18/65 81
1730 A DOZE70 AhpC Antioxidante, familia AhpC/TSA -15,19 4E-05 22,41 5,12 159 17/65 78
Membrana celular y transporte
382 D4F2G9 YaeT Proteina de membrana externa, complejo Bam (YaeT) 4,68 0,00022 88,19 5,69 255 30/65 41
676 ¥ DAFAY6 AtpA Subunidad a de la ATP sintasa tipo FOF1 3,55 0,0035 55,36 5,43 142 21/65 38
Transduccion de sefial
2148* D0Z9B8 PhoP rl:/lél)l(iCReeagIL;I(jg(?\r/\;j:)transcrlpmon dependiente del ADN, familia de 1317 6.7E-06 25 55 562 155 17/65 74
Metabolismo de purinas y pirimidinas
" S
>83 DOzHD1 GInA Sg’éi;‘;‘\;‘;;/‘;;i?:DIR. - 8,31 14605 51,87 515 135  16/70 30
1566* DOZBF8 DeoD Purina nucledsido fosforilasa tipo DeoD
K.HIAETFLOQDVR.Q (91) -4,74 5,5E-05 26,39 5,4 252 14/67 48
R.FKDNDFAAIADFDMVR.N (93)
1693* DOZEX8 Upp Uracil fosforribosiltransferasa -17,98 3,4E-05 22,69 5,65 127 15/65 64
Otras
1270V D4F9MA4 ? Proteina hipotética conservada 59,03 5,1E-05 34,99 8,43 112 17/65 43

*NuUmero de mancha en el gel, bCédigo de Uniprot, “Ratio promedio y test t de Student, 9Masa molecular experimental, punto isoeléctrico, puntuacién de identificacién y porcentaje de
cobertura. X* proteina detectada en ACC35.1, X proteina detectada en NCIMB2034. X A proteinas detectadas en ambas cepas que aumenta en ACC35.1. X ¥ proteinas detectadas en
ambas cepas que disminuye en ACC35.1. X# mancha proteica detectada en ambas de la cual se han identificado dos proteinas diferentes. ? abreviatura proteica desconocida
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Tabla 28. Manchas proteicas identificadas con expresién diferencial reasignadas a la categoria de comunes manualmente (ACC35.1 vs. NCIMB2034).

Ne? Codigo Abrev. Nombre de la proteina Ratio prom.©  ttest® M,°

UniProt® proteica

Procesos metabdlicos

Metabolismo de aminodcidos

862* D0zD92 GIyA Glicina hidroximetiltransferasa -10,75 0,0009 45,53 6,4 125 19/65 42
867 D4F966 GIyA Glicina hidroximetiltransferasa 20,82 5,9E-05 45,55 6,36 188 26/65 43
805* D0OzDI3 TnaA Triptofano 2,3-dioxygenasa -5,08 0,00046 53,30 5,88 194 24/65 45
808 D4F902 TnaA Triptofano 2,3-dioxygenasa 2,15 0,0031 53,28 5,84 90 13/65 28
Metabolismo de carbohidratos

1070* D0Z956 RfaD ADP-gliceromano-heptosa-6-epimerasa -5,66 0,00013 35,03 5,12 110 20/65 50
1095 D4F9R1 RfaD ADP-gliceromano-heptosa-6-epimerasa 3,91 0,00068 35,15 4,92 143 16/65 38
730 D4F283 LpdA Dihidrolipoil deshidrogenasa 5,59 0,00017 50,93 5,91 131 12/68 22

R.CADLGLETVIVER.Y (30)
K.ALAEHGIVFGEPK.T (49)

733 D4F283 LpdA Dihidrolipoil deshidrogenasa 10,1 8,1E-05 50,93 5,91 274 30/65 64
739* EOTILO LpdA Dihidrolipoil deshidrogenasa -18,73 7,6E-06 51,04 5,72 312 31/65 57
641%* D0Z9W1 Pgi Glucose-6-fosfato isomerasa -7,87 0,00015 61,57 6,03 285 25/69 40

R.DWFLQAAGDER.H (60)
R.LPELEDAQPVR.S (57)

923 D4F076 Pgi Glucose-6-fosfato isomerasa 2,25 5,3E-05 61,56 5,74 163 22/65 38

736* C5BAU6 Pgk MIX Fosfoglicerato quinasa -2,63 0,0078 41,07 5,45 156 14/70 34
R.LAKDYLDGVDVAQGELVVLENVR.F (75)
K.KLPAVVMLEER.A (5)

965 D4F1S8 Pgk Fosfoglicerato quinasa K.DYLDGVDVAQGELVVLENVR.F (16) 32,51 3,9E-05 41,70 5,27 502 20/70 42
K.KLLTTCDIPVPTDVR.V (82)
K.LLTTCDIPVPTDVR.V (62)
K.KLPAVVMLEER.A (90)

975* C5BAU6 Pgk Fosfoglicerato quinasa -6,39 0,0006 41,07 5,45 112 14/65 45
980* DOZEES Pgk Fosfoglicerato quinasa -87,09 3,9E-05 41,08 5,33 154 20/65 47
651* D0ZH99 Gpm Fosfoglicerato mutasa K.GEFHADNAIDGLQAAYAR.G (58) -22,28 0,0001 56,29 5,2 274 16/71 25

R.GENDEFVKPTVIR.A (87)
R.AFVNADFDGFAR.R (56)

698 D4FAS5 Gpm Fosfoglicerato mutasa 10,23 3,3E-06 56,26 5,08 97 16/65 30
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Codigo Abrev.

. : Nombre de la proteina Ratio prom.©  ttest
UniProt® proteica P P
639* DOZH12 Pkm Piruvato quinasa -23,06 1,2E-05 51,85 6,3 107 18/37 37
660 D4FACT Pkm Piruvato quinasa 3,85 0,00031 52,88 6,15 294 16/69 23

R.LNFSHGSAEDHQLR.A (38)
R.HVAILGDLQGPK.I (92)
R.CGEDLNYAR-R (33)
R.GDLGVEIGDPELVGIQK.A (82)

Respuesta al estrés y procesamiento proteico

383 D4F5U5 Prc Proteasa carboxi-terminal 13,97 5,6E-05 76,23 6,61 147 22/65 35
380* D0Z757 Prc Proteasa carboxi-terminal -14,59 0,00014 71,24 6,72 212 28/65 43
592 D4F0J3 GrolL Chaperonina 60 kDa 4,59 5,6E-05 57,45 4,84 250 28/65 52
2146* D0OZAK2 GrolL Chaperonina 60 kDa -5,75 4,8E-05 57,51 4,82 316 32/65 67
341 D4F1D3 ClpB Proteina de choque térmico de la familia 4,53 9,5E-06 95,48 5,46 266 34/65 41
346* DOZDN3 ClpB Proteina de choque térmico de la familia -4,07 0,0017 95,50 5,44 303 37/65 44
1655* DOZBF8 DeoD Proteina de condiciones de restriccion A -13,5 0,0003 24,52 5,34 166 21/65 65
1662 MOQCES8 DeoD Proteina de condiciones de restriccion A 14,61 3,1E-05 24,52 5,34 170 19/65 68
Sintesis de proteinas

1182 C5BHB7 Tsf Factor de elongacién Ts 2,53 0,00012 30,69 5,44 87 14/65 32
1198* DOZCV2 Tsf Factor de elongacién Ts -31,54 3,3E-06 30,69 5,44 198 24/65 70
570* D0zGZ1 ArgS Arginina-ARNt ligasa -9,85 5,5E-05 63,54 5,49 190 26/65 36
588 D4F498 ArgS Arginina-ARNt ligasa 3,95 0,0017 63,80 5,37 152 21/65 34
553 DAFINS LysS Lisina- ARNt ligasa 5,2 0,00069 48,20 5,14 186 22/65 50
596* D0zZDX8 LysS Lisina- ARNt ligasa -7,23 4E-05 57,97 5,22 279 31/65 62
Defensa celular y virulencia

1804 QOPD83 SodBlI Superoxido dismutasa ligada al hierro 6,86 0,00023 17,93 5,38 152 6/69 35

M.SFELPALPYAK.N (95)
K.GSEFEGKSLEEIIK.T (29)

1813* QOPD76 SodBI Superoxido dismutasa ligada al hierro -7,91 4E-05 17,90 5,55 260 10/71 77
R.GALADAINAAFGSFAAFKDALTK.S (63)
K.SAVGNFGSGWTWLVK.K (117)

Cell membrane and transport
545 D4F1BS5 YjjK Transportador ABC, proteina de union al ATP YjiK 2,48 0,00038 61,45 5,34 160 21/65 40
559* DOZBY7 YjjK Transportador ABC, proteina de union al ATP YjiK -2,82 4,4E-05 62,13 5,32 267 29/65 49
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Codigo Abrev.

] : Nombre de la proteina Ratio prom.©  ttest®
UniProt® proteica P P

1556* D0Z7G2 GInH Proteina de union al sustrato del transportador ABC de -27,95 3,2E-05 27,56 8,94 183 18/65 69
aminoacidos

1638 D4F4P8 GInH Proteina de union al sustrato del transportador ABC de 36,06 5,6E-05 27,68 8,94 179 17/65 63
aminoacidos

609 DAFAY6 AtpA Subunidad a de la ATP sintasa tipo FOF1 8,5 0,00045 55,30 5,59 117 19/65 29

690* DOZHG9 AtpA Subunidad a de la ATP sintasa tipo FOF1 -43,72 5,3E-05 55,30 5,59 312 33/65 59

1015* Q8GF10 Omp Proteina de membrana externa -12,43 0,00033 47,28 5,27 88 12/65 29

1094 D4F5B2 Omp Proteina de membrana externa 35,57 0,00034 41,42 4,65 96 3/71 4
K.FGNYGSIDYGR.N (90)

1085* DOZFS8 OmpA Proteina de membrana externa A -5,11 0,00045 38,03 7,66 168 20/65 50

1109 DAFAY6 OmpA Proteina de membrana externa A 61,65 0,0004 38,74 8,9 180 21/65 43

1009 M4TKI8 OmpF2 Porina de membrana externa F 42,85 0,0001 39,92 5,03 72 4/68 11
K.FADYGSLDYGR.N (59)

1115%* DOZFQO OmpF2 Porina de membrana externa F -33,69 7,6E-06 40,05 5,03 197 11/69 22

K.FTSDKSDDGDHTYAR.F (55)
K.FADYGSLDYGR.N (87)

1123* DOZFQ1 OmpF2 Porina de membrana externa F -98,54 9,7E-06 40,05 5,03 125 14/65 47
Others
967 D4F9Y9 HemB Porfobilindgeno sintasa 4,15 6,7E-05 32,54 4,85 193 17/69 40

K.SLYAEEAYNADGLVQR.A (74)
R.VAQWLHDAEMNR - (39)

969* DOZ9R1 HemB Porfobilindgeno sintasa -8,04 3,8E-05 37,60 5,37 372 21/71 51
M.SYAFPGAFPGR.R (75)
K.SLYAEEAYSSDGLVQR.A (129)
K.YASCYYGPFR.D (20)
R.VAQWLHDAEMTR.- (40)
R.VAQWLHDAEMTR.- (23)

®Numero de mancha en el gel, bCédigo de Uniprot, “Ratio promedio y test t de Student, ‘Masa molecular experimental, punto isoeléctrico, puntuacion de
identificacién y porcentaje de cobertura. X* proteina detectada en ACC35.1, X proteina detectada en NCIMB2034.
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Mediante la base de datos UniProt se analizaron estos 103 puntos que se correspondieron
con 102 especies proteicas (mismo nombre de la proteina, pero diferente nuimero
identificativo en UniProt, masa molecular y/o punto isoeléctrico) o 97 proteinas (mismo
nombre de la proteina, ejemplo en Figura 30A). Si pormenorizamos en los numeros, se
detectaron 49 especies proteicas en exclusiva en el aislado ACC35.1, 40 solamente en la
cepa NCIMB 2034 y 13 fueron detectadas en ambas (Figura 30B). Tras el analisis manual de
la identificacién proteica, observamos que proteinas detectadas exclusivamente por el
programa informatico en el aislado ACC35.1, aparecen también en la cepa NCIMB 2034 y
viceversa. Debido a este hecho, el nimero de proteinas exclusivas de cada aislado

disminuyd mientras que el nimero de proteinas comunes aumentd (Figura 30C).

Uniprot Nombre de la proteina Mm pl

A)
2 especies * DOZD92 Glicina hidroximetiltransferasa 4553 6.4
proteicas * DAF966 Glicina hidroximetiltransferasa 4555 6.36

1 proteina * GlyA, Glicina hidroximetiltransferasa

ACC35.1  Comunes  NCIMB 2034

B)
C)

Proteinas asignadas
manualmente

Figura 30. Figura resumen de los resultados obtenidos por 2D-DIGE. A) ejemplo de la
definicién de especies proteicos y proteina B) nimero de especies proteicas y su equivalente
en proteinas de cada aislado y comunes C) numero de proteinas reasignadas manualmente.
Mm, masa molecular experimental; pl, punto isoeléctrico. Figura original.

En términos generales, las proteinas diferenciales se clasificaron en 12 categorias
funcionales de acuerdo con los procesos bioldgicos: metabolismo de aminodcidos,
metabolismo de carbohidratos, metabolismo de lipidos, ciclo de los acidos tricarboxilico,
respuesta al estrés y destino proteico, sintesis de proteinas, biogénesis de componentes

celulares, defensa celular y virulencia, membrana celular y transporte, transduccion de

&
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sefiales, metabolismo de purinas y pirimidinas y, otros. La mayoria de las proteinas de la
cepa no virulenta NCIMB 2034 estan involucradas en procesos metabdlicos (metabolismo
de aminodcidos y carbohidratos) mientras que en el aislado de rodaballo virulento ACC35.1
las proteinas detectadas estan implicadas en la sintesis de proteinas y su mecanismo de

transporte (Figura 31).
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Figura 31. Clasificacion funcional de las proteinas de expresion diferencial identificadas.
Figura original.

5.2.1.1 Validacion de las proteinas mas relevantes

Para comprobar la funcionalidad in vivo de las proteinas detectadas se realizaron diversos
experimentos de validacién. Para ello se escogieron proteinas de relevancia y que fuese
facilmente evaluable su actividad. A continuacién, mostramos las proteinas seleccionadas,

asi como los resultados obtenidos:

v" Respuesta al estrés:
La proteina Hsp90 o HptG relacionada con la respuesta al estrés oxidativo en el
interior de macréfagos (Dang vy col., 2011) se detectd exclusivamente en el aislado

ACC35.1. Esta proteina estd presente en todos los organismos por lo que para
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justificar que no pudo ser detectada en la cepa NCIMB 2034, posiblemente por su
baja abundancia, se realizé el ensayo de resistencia al perdxido de hidrogeno. Los
resultados mostraron como la cepa virulenta presenta un crecimiento de dos

logaritmos superior (280 UFCs) al de la cepa NCIMB 2034 (9 UFCs).

v" Motilidad:
Al igual que en el punto anterior, la proteina relacionada con la motilidad FliC o
Et46 en el caso de E. tarda (He y col., 2012), fue detectada solamente en el aislado
ACC35.1. El ensayo de motilidad mostré diferencias entre las dos cepas (Figura 32)

mostrando mas turbidez el aislado ACC35.1 que el NCIMB 2034.

el -

ACC35.1 NCIMB 2034

Figura 32. Crecimiento de los aislados ACC35.1 y NCIMB 2034 en medio de movilidad. Se
observa alta movilidad en el aislado ACC35.1 en comparacién con la cepa NCIMB 2034.
Figura modificada de Bujan y col. 2015, permiso cedido por la editorial Elsevier.

v’ Susceptibilidad a la polimixina B:
Otra de las proteinas detectadas solamente en el aislado de rodaballo fue la
proteina ArnA, que estd envuelta en procesos de resistencia a la polimixina B y en
la modificacién del lipido A (Breazeale y col., 2005). Los ensayos de microtitulacion
mostraron que el aislado mas virulento presentaba mayor resistencia a este
antibidtico (Figura 33). La MIC que se obtuvo para el aislado ACC35.1 fue de 0,011

mg/ml, mientras que para la cepa de E. tarda NCIMB 2034 fue de 2,85 x 107

mg/ml.
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Figura 33. Perfiles de crecimiento de los aislados ACC35.1 y NCIMB 2034 a diferentes
concentraciones de polimixina B. Figura modificada de Bujan y col. 2015, permiso cedido por
la editorial Elsevier.

Concentracién (mg/ml)

v" Secuenciacion del gen SOD:

Varios autores relacionan los tipos de SOD con la virulencia (Yamada y Wakabayashi,
1999; Cheng y col.,, 2010) en E. tarda, lo que concuerda con lo obtenido en las
identificaciones proteicas (Tabla 28). Ademads, en la Figura 28B se observa como estas
proteinas estan muy proximas unas de las otras. Para demostrar que las diferencias
entre estos puntos proteicos son debidas a alteraciones en la secuencia se amplifico
una parte de dicho gen. Los resultados obtenidos de esta secuenciacion, mostraron
que las secuencias del gen SOD eran diferentes, y que parte de estos cambios fueron

no sinénimos produciendo alteraciones en la secuencia aminoacidica (Figura 34).

ACC35.1 I MSFELPALPYAMNALEPHISAETLEYHYGKHHNAYVVNLNNLIKGTEFEGKSLEEIVKSASGGIFNNA
NCIMB2034 : MSFELPALPYAKNALEPHISAETLEYHYGKHHNTYVVNLNNLIKGSEFEGKSLEEI | KTSSGGIFNNA

ACC35.1  AQVWNHTFYWHCLSPNGGGEPRGALADAINAAFGSFAAFKDALTKSAVGNFGSGWTWLVKKADG
NCIMB2034 : AQVWNHTFYWHCLSPNGGGEPTGALADAINAAFGSFAAFQEALTKSAVANFGSGWTWLVKKADG

ACC35.1 I TLAIVNTSNAATPLTGDDKPLLTVDVWEHAYYIDYRNARPVYLENFWALVN
NCIMB2034 : SLAIVNTSNAATPLTGEDKPLLTVDVWEHAYYIDYRNARPKYLENFWALVN

Figura 34. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos del gen sod de los aislados
ACC35.1 correspondiente a sodl y NCIMB 2034 a sodll. El sombreado de color gris indica
diferencias entre pares de bases La alineacién de secuencia se realizd con MEGA7
(http://www.megasoftware.net/). Figura tomada de Bujan y col. 2015, permiso cedido por la
editorial Elsevier.
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5.2.2 Tecnologia TMT6plex™

5.2.2.1 Efecto del hierro en el crecimiento y proteoma de E. piscicida

Como hemos mencionado, el hierro es uno de los elementos esenciales mas importantes
en la vida de cualquier microorganismo, asi como en su virulencia, es por ello que
cualquier limitacion en su concentracion tendrd unos efectos negativos. Para ver estos
efectos hemos comparado el proteoma del aislado ACC35.1 E. piscicida bajo diferentes
concentraciones de hierro y hemos medido la densidad dptica de los cultivos a diferentes
tiempos para ver como afecta a su crecimiento.

Como era de esperar, el efecto del crecimiento bacteriano se vio afectado por la ausencia
de hierro durante el cultivo celular a partir casi del momento cero tal y como se muestra
en la Figura 35.
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~ T~ TSB 0,013 0,2036 04978 0,7816 1,1263  1,3530
F 00981 011972 04683 07833 1,1097 1,3327
-TT°D 01049 01945 0,3401 04847 0,7013 09423

DOBDD

Figura 35. Efectos de la disponibilidad de hierro sobre el crecimiento del aislado ACC35.1 E.
piscicida. Tn, nimero de horas después de comenzar el cultivo; TSB, medio caldo tripticasa-
soja; F, TSB suplementado con hierro; D, TSB suplementado con el quelante de hierro. Los
valores obtenidos para cada tiempo se muestran en la tabla afiadida. Figura original.

El analisis realizado mediante |la espectrometria de masas en tandem (TMT) permitio la
identificacién y la cuantificacion de 2228 proteinas entre los tres experimentos. En el
experimento 1 (F/TSB) se identificaron un total de 155 proteinas de expresidn diferencial,
54 fueron mas abundantes en presencia de hierro y 101 disminuyeron su expresion. En el

experimento 2 (D/TSB) donde comparamos el proteoma en déficit de hierro con el control
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para poder simular la limitacién de hierro que se produce dentro del pez hospedador, el
numero de proteinas con expresién diferencial (412) se dispara; 263 proteinas aumentaron
su expresién en ausencia de hierro mientras que 149 la disminuyeron. En el experimento 3
se compard ambos extremos (F/D) resultando que 289 proteinas fueron de expresion
diferencial, 108 aumentaron su expresién en superavit de hierro mientras que 181
disminuyeron. Cabe destacar que 122 proteinas que presentaron una reduccion en su
abundancia en el medio con exceso de hierro en el experimento 3 (F/D) aumentaron en
déficit de este elemento en el experimento 2 (D/TSB). Estas proteinas fueron clasificadas,
en términos generales, en 17 categorias funcionales (Figura 36): metabolismo de proteinas
y aminodcidos, metabolismo de carbohidratos, procesamiento de los acidos nucleicos,
transporte, respuesta al estrés, patogénesis y secrecion, proteinas relacionadas con el
hierro, respiracién celular, proteinas de membrana, metabolismo de acidos grasos, ciclo de
los acidos tricarboxilicos, biosintesis de vitaminas, quimiotaxis, proteinas flagelares,
metabolismo del nitrato, proteinas hipotéticas y otros. La identificacion de todas las
proteinas se puede consultar en el CD adjunto a la tesis.

El exceso de hierro en el medio en comparacion con el medio control, se tradujo en un
pequefio aumento de las proteinas de transporte, de las de procesamiento de dacidos
nucleicos y de las de membrana, seguidas por las proteinas de respuesta al estrés. El
cambio que realmente llama la atencién en este experimento es la gran disminucion de las
proteinas implicadas en el metabolismo de aminodcidos y proteinas, en el procesamiento
de los acidos nucleicos y en el metabolismo de carbohidratos.

El efecto de la quelacion de este elemento en el medio se traduce en un alto nimero de
proteinas que presentan un cambio en su abundancia. Si nos centramos en las proteinas
gue muestran un aumento en su expresion en condiciones de restriccion de hierro, los
procesos biolégicos mas representados son el metabolismo de proteinas y aminoacidos, el
metabolismo de carbohidratos, el procesamiento de acidos nucleicos, proteinas
relacionadas con el hierro y la respuesta al estrés. En cambio, las categorias con mayor
numero de proteinas que disminuyen su expresion son las implicadas en la patogénesis y
secrecion, en el metabolismo de aminoacidos y proteinas, en el procesamiento de los

acidos nucleicos, en el transporte y en la respiracion celular.
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Figura 36. Clasificacion de las proteinas identificadas en el experimento TMT6plex segun las tres comparaciones. F vs TSB, experimento 1; D vs
TSB, experimento 2; F vs D, experimento 3; F, hierro; D, dipiridil. Figura original.
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En el experimento 3, las diferencias entre las proteinas que aumentan y disminuyen fueron
menores que en los otros casos en los cuales las proteinas que disminuyen estan cercanas
a duplicar las que aumentan. En un exceso de hierro, las categorias de las proteinas que
aumentan son bastante diferentes ya que la lista estd encabezada por las proteinas
involucradas en la patogénesis y secrecién, proteinas de transporte, implicadas en la
respiracion celular y en el metabolismo de proteinas y aminoacidos. Si nos centramos en
las proteinas que disminuyen nos volvemos a encontrar con las proteinas relacionadas con
el transporte y el metabolismo de proteinas y aminoacidos, aunque el numero de
proteinas que desciende es casi el doble de las que aumentan. Disminuyen notablemente
también aquellas proteinas asociadas al metabolismo de carbohidratos, a la captacion y
movilizacion de hierro, al procesamiento de acidos nucleicos y con la respuesta al estrés.

Cabe mencionar que las proteinas que mas cambios sufren en su expresion en cualquiera
de los experimentos, son las relacionadas con el procesamiento de acidos nucleicos vy el

metabolismo de proteinas y aminoacidos.

5.2.2.2 Proteinas relacionadas con el hierro

Para observar con mas detenimiento como la concentraciéon de hierro modula su captacion
y posibles mecanismos de virulencia fuertemente enlazados con este elemento,
analizamos con mas detalles las proteinas relacionadas con el metabolismo del hierro. En
los experimentos donde el hierro es inutilizado por el agente quelante (experimentos 2 vy
3), estas proteinas disminuyen en exceso de hierro y aumentan en su déficit (Tabla 29), tal
y como era de esperar. En el experimento 1, un exceso de hierro se comparé con un medio
rico en nutrientes por lo que las proteinas de captacion férricas o similares no mostraron

cambios en su expresion.
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Tabla 29. Proteinas de expresion diferencial relacionadas con el hierro en el aislado E.

piscicida ACC35.1 bajo diferentes condiciones de disponibilidad de este elemetno.
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sn
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fur
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sn

feoB
hemR
hemS

hmu

hemP
hmuT
iSCA
iscU
sn
sn
sn
sn

sn

SN

sn

sn

sn

sn

pvsB

pVSA

Cadigo
UniProt®

D0zC60
D0zC61
AOAQ76LP15

D0ZD81

A2TEZ4
DOZ8R2
DOZH85

AOAO76LMK7

D0zG17
DOZ865
D0Z866

D0Z869

D0Z864
D0Z867
DOZD84
DOZD85
DOZAF2
D0Z862
DOZ8R1
D0z8Q7
AOA1D7V8Y6

AOAO076LQJ5
AOA2A7U3V8

D4F4H3

D0zC63
AOAOH3DSE3

AOAO76LVF5

AOAO76LUTYS

Descripcién de la proteina

Sistema de transporte de sideréforos de tipo ABC
cobalamina/Fe”, componente de la ATPasa

Sistema de transporte de hidroxamatos de tipo ABC
Fe®, componente peripladsmico

Transportador de la familia ABC (FeT) para la
captacién de ién férrico, proteina de union ATP

[2Fe-2S] ferredoxina, proteina transportadora de
electrones

Regulador de captacién de ién férrico
Receptor de vibrioferrina férrica

proteina de la familia ferritina Dps
Proteina A transportadora de ién ferroso

Proteina B transportadora de ién ferroso
Receptor de hemina

Proteina transportadora de hemina
Sistema de union al ATP transportadora de hemina

Proteina captadora de hemina HemP

Proteina periplasmica de union a la hemina

Proteina de union al hierro IscA

Proteina de ensamblaje del grupo hierro-sulfuro IscU
Probable transportador del ién ferrosol (Fe*?)
Proteina putativa de utilizacién del grupo hemo
Transportador de hierro putativo

Componente putativo de siderdforo sintetasa

Proteina de biosintesis de siderdforos
Hemina TonB-dependiente, receptor ferricromo

Receptor de la familia de la hemoglobina /
lactoferrina / tranferrina dependiente de TonB

Proteina de la familia del receptor de la hemoglobina
/ transferrina / lactoferrina dependiente de TonB

Receptor dependiente de TonB
Precursor de la proteina A de union a la transferrina

Proteina de formacion del enlace amida de la
vibrioferrina PvsB

Preoteina ligasa / carboxilasa de la vibrioferrina PvsA

Organismo

E. tarda EIB202

E. tarda EIB202

E. anguillarum
ETO80813

E. tarda EIB202

E. tarda
E. tarda EIB202
E. tarda EIB202

E. anguillarum
ETO80813

. tarda EIB202
. tarda EIB202
. tarda EIB202

m m m

. tarda EIB202

m

. tarda EIB202
. tarda EIB202
. tarda EIB202
. tarda EIB202
. tarda EIB202
. tarda EIB202
. tarda EIB202
. tarda EIB202
E. tarda

E. anguillarum
ET080813

E. tarda

E. tarda ATCC
23685

E. tarda EIB202
E. tarda FL6-60

E. anguillarum
ET080813

E. anguillarum
ET080813

*Nombre del gen que aparece en la base de datos UniProt. "Cédigo de identificacién en la base de datos
UniProt. TD(DvsT), la proteina aumenta en presencia de dipirdil en el experimento 2; | F(FvsD), la proteina
disminuye en exceso de hierro en el experimento 3; v proteina hallada en esa condicién; X, proteina no
hallada en esa condicidén; sn, sin nombre identificativo.

&



NOEMIi BUJAN GOMEZ

Las proteinas identificadas en ambos casos, son practicamente las mismas a excepcion de
algunas transportadoras de hierro y sideréforos vy, la proteina Fur que aumentan en
presencia del agente quelante. El gen fur es muy conocido entre los estudios de virulencia
de cualquier enterobacteria ya que es de vital importancia en la regulacion de los sistemas

de secrecién lll y VI.

5.3 DISCUSION

Previamente a la discusién de este capitulo, es necesario mencionar que el aislado
virulento ACC35.1 inicialmente identificado como E. tarda fue reclasificado como E.
piscicida posteriormente a la realizacién del estudio de protedmica diferencial mediante
electroforesis bidimensional.

Los resultados de este trabajo muestran que la tecnologia 2D-DIGE es una herramienta
importante para identificar proteinas involucradas en la patogénesis. La comparacién entre
los proteomas del aislado virulento de E. piscicida (ACC35.1) y de la cepa de E. tarda no
patdogena (NCIMB 2034) sefiala como posibles factores de virulencia las proteinas FliC,
FeSODI, ArnA y Hsp90 halladas solamente en E. piscicida.

Analisis realizados en E. tarda sobre la enzima SodB unida a hierro (FeSod) mediante
electroforesis isoenzimatica (Yamada y Wakabayashi, 1999), mostraron diferencias en
estas enzimas entre aislados virulentos y no virulentos. Estos autores clasificaron estas
proteinas en dos grupos, FeSod tipo 1 (SodBI) halladas en las cepas virulentas y FeSod tipo
2 (SodBll), las encontradas en las cepas no virulentas. El andlisis realizado mediante la
tecnologia 2D-DIGE corrobora la presencia de la proteina SodBI en el caso de E. piscicida
(cepa virulenta) y, SodBIl en E. tarda (cepa no virulenta), asi como que dichas diferencias
se deben a cambios en su secuencia nucleotidicas (cambios no sindnimos en su gran
mayoria) como describieron anteriormente Yamada y Wakabayashi (1999). Ademas, otros
trabajos han establecido un papel claro de la enzima SodBI como factor de virulencia en E.
piscicida ya que, inhibe la activacién de macréfagos y la respuesta inflamatoria (Cheng y

col., 2010).
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Varios autores (Nystrom, 1994; Cohen vy col., 2006; Zhu vy col., 2007) describieron que a
medida que el crecimiento exponencial se acerca a la fase estacionaria, los recursos de
carbono disponibles en el medio se van agotando, lo que produce en las células una
disminucion de enzimas del ciclo de los acidos tricarboxilicos y un aumento de enzimas de
la glucdlisis. Coincidiendo con estos resultados, tanto en E. piscicida como E. tarda la
categoria de enzimas mas representada fue la correspondiente al metabolismo de los
carbohidratos. Este aumento en las proteinas de la glucdlisis ha sido relacionado también
con el grado de virulencia de diferentes microorganismos (Stead y col., 2005; Tonietto y
col., 2012). En el presente trabajo se encontrd que las proteinas relacionadas con la ruta
de la glucdlisis fueron mas abundantes en el aislado virulento de E. piscicida ACC35.1
(como la triosa fosfato isomerasa y fosfoglicerato quinasa) lo que apoya la hipdtesis de que
cepas mas virulentas tienen este proceso acelerado; ademas, este hecho podria explicar el
porqué del crecimiento ligeramente mas rapido del aislado ACC35.1 frente al de la cepa
NCIMB 2034 (datos no mostrados).

El ciclo del glioxilato es utilizado por los microorganismos en condiciones de deficiencia de
nutrientes y desempefia un papel importante en su persistencia a largo plazo y en la
infeccion en los huéspedes (Lorenz y col., 2001; Schnappinger y col., 2003; Dunn vy col.,,
2009). Las proteinas pertenecientes al ciclo del glioxilato no fueron detectadas en ninguna
de las dos especies evaluadas, lo que concuerda con el estudio de genoma completo de E.
pisicicida realizado por Wang vy col. (2009a). La ausencia de este ciclo sugiere que, al igual
que otros microorganismos como Brucella suis (Kéhler y col., 2002), E. tarda y E. piscicida
no utilizan los acidos grasos como fuente de energia principal para la supervivencia
intracelular en macrofagos.

La pared celular de las bacterias Gram negativas esta formada entre otros elementos, por
proteinas de membrana interna y proteinas de membrana externa (OMP, del inglés Outer
Membrane Proteins) las cuales incluyen dos grupos importantes: las lipoproteinas
presentes en el periplasma, pero ancladas por un resto lipidico a la membrana v, las
proteinas del barril B que son proteinas de membrana trasportadoras. Al realizar el analisis
entre las cepas de las dos especies estudiadas, solamente se detectaron proteinas del

complejo Bam en la cepa de E. tarda NCIMB 2034, las cuales presentan un papel
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importante en el transporte de lipopolisacaridos y fosfolipidos a la membrana externa
(Voulhoux vy col., 2004). Una mayor presencia de proteinas OMP vy proteinas
pertenecientes al metabolismo lipidico, como sucede en la cepa NCIMB 2034, ha sido
fuertemente relacionada con una mayor formacién de biopeliculas (Otto y col., 2001),
hecho que confirma el estudio realizado previamente con dicha cepa por He y col. (2001).
Aungue la capacidad formadora de estos tapetes estd generalmente identificada como un
mecanismo de virulencia (O’Toole y col., 2000), su presencia no siempre estd involucrada
en ella, como se muestra en esta tesis y en la literatura (Nucci y col., 2002). Por otro lado,
las proteinas del barril B (porinas) fueron mas abundantes en el aislado ACC35.1 de E.
piscicida. Un gran nimero de porinas en la membrana exterior disminuye la permeabilidad
a grandes moléculas como los antibidticos, y por tanto, aumenta la resistencia celular a
diversas sustancias toxicas (Wang y col., 2003). Esto sugiere que el aislado ACC35.1
presenta un mecanismo de transporte mas eficiente y desarrollado que puede colaborar
en la virulencia y la resistencia a los antibioticos.

Entre las proteinas relacionadas con la virulencia ha sido detectada en exclusividad en el
aislado de E. piscicida la proteina ArnA. Esta proteina es una proteina bifuncional implicada
en la resistencia a la polimixina (y otros péptidos antimicrobianos catiénicos) y en la
modificacion del lipido A (Breazeale y col., 2005). La validacion de la resistencia a la
polimixina mostré que el aislado de E. piscicida ACC35.1 tiene una mayor resistencia a este
compuesto lo cual puede estar influenciado por esta proteina y por la permeabilidad de la
membrana regulada por las porinas mencionadas anteriormente. Siguiendo con las
funciones de esta proteina, el lipido A es parte de una endotoxina tipica de las
enterobacterias y se considera un factor de virulencia (Wang y col., 2010a) lo que sugiere
gue esta proteina podria ser un factor importante en el proceso de virulencia de E.
pisicicida y un buen candidato para ensayos de mutantes.

Otra proteina importante para la patogénesis hallada solamente en el aislado de E.
piscicida ACC35.1 fue la proteina de choque térmico 90 (Hsp90) o proteina de choque
térmico G (HtpG), una chaperonina activada principalmente por estrés térmico (Thomas y
Baneyx, 1998). Los resultados obtenidos en el ensayo de estrés oxidativo mostraron que el

aislado de E. piscicida ACC35.1 es mas resistente a este tipo de estrés que la cepa de E.
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tarda. La implicacion de esta proteina en respuestas al estrés oxidativo fue demostrada por
Dang vy col. (2011) en E. piscicida mediante la mutacion del gen htpG lo que se tradujo en
una ralentizacién del crecimiento, una reduccién en la tasa de mortalidad y de la
supervivencia a altas temperaturas y, una menor capacidad de sobrevivir y replicarse en
los macréfagos donde el estrés oxidativo generado por el sistema ROS (del inglés reactive
oxygen species) es muy elevado. Toda esta informacién sugiere que la proteina HtpG es
esencial para una infeccion bacteriana eficiente.

Las especies del género Edwardsiella han sido descritas como motiles con algunas
excepciones. En este caso, el estudio realizado a 302C demostré que la motilidad es mayor
en el aislado de E. piscicida ACC35.1 que en la cepa de E. tarda NCIMB 2034 (no mdévil a
<259C). Entre las proteinas de movimiento celular encontradas mediante el analisis de la
expresion diferencial se hallé la proteina FliC solamente en el aislado de E. pisicicida. Esta
proteina es parte de la estructura de filamento flagelar y estd asociada a cepas virulentas
(Matsuyama y col.,, 2005). La ausencia del gen fliC produce una disminucion en la
capacidad de movilidad, en la formacion de biopeliculas y defectos en la formacién de
flagelos (He y col.,, 2012). Ademas, los sistemas de secrecion tipo Il (T3SS) y tipo VI (T6SS)
empleados por E. piscicida para excretar factores de virulencia en células del hospedador
(Srinivasa Rao y col., 2004) también se han visto influenciados por la expresion inadecuada
de la proteina FliC (He y col., 2012; Xie y col. 2014). Las razones de que esta proteina no se
pudiera hallar en la cepa de E. tarda NCIMB 2034 pueden ser que la proteina se produzca
en bajas concentraciones o que la estructura secundaria sea diferente (Okuda y col., 2007).
Se sabe que el hierro es un micronutriente vital que actla como cofactor en enzimas
involucradas en el transporte de electrones y procesos oxidativos que colaboran en la
resistencia al sistema de defensa del hospedador, por lo tanto, este elemento es esencial
para que las bacterias patdgenas puedan establecer una infeccién. El objetivo del presente
estudio fue identificar la abundancia diferencial de las proteinas de la cepa virulenta E.
piscicida ACC35.1 bajo condiciones de crecimiento en las que la disponibilidad de hierro es
diferente e, investigar su posible papel en la patogenia.

Analizando los datos obtenidos en los diferentes experimentos planteados en esta tesis,

hemos encontrado que los cambios de expresién proteica entre el medio con exceso de
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hierro y el medio sin modificar son casi imperceptibles y de escasa relevancia. Lo Unico
resaltable es que las proteinas reparadoras del ADN, proteinas de funcion estructural en
membrana como la mureina y diferentes proteinas de respuesta al estrés relacionadas con
un superavit de hierro aumentan, lo que podria indicar que las células estan sometidas a
un ligero estrés posiblemente debido al alto potencial oxidativo de este elemento (Kehrer,
2000). Cabe mencionar que ni la curva de crecimiento, ni las proteinas relacionadas con el
sistema ROS se han visto afectados en altas concentraciones de este elemento (Symeonidis
y Marangos, 2012); ademas, los resultados obtenidos en los experimentos apoyan que el
exceso de hierro empleado no influye en gran medida en el proteoma de E. pisicicida.

Como ya hemos mencionado, ademas de colaborar en la supervivencia bacteriana en el
interior del hospedador, bajos niveles de hierro inducen la expresion de varios factores de
virulencia ya que estos genes suelen estar controlados por los mismos que controlan la
expresion de los sistemas de adquisicién de hierro (Payne, 1993). Los factores de virulencia
regulados de esta forma incluyen una gran variedad de toxinas, proteinas de superficie
celular, hemolisinas y otras enzimas secretadas. El alto nimero de proteinas de E. piscicida
que modifican su expresidn en bajas concentraciones de hierro pone de manifiesto la vital
importancia de este elemento en el proceso de infeccidn. Las proteinas que mas aumentan
tras las proteinas hipotéticas, son aquellas relacionadas con el metabolismo de proteinasy
de carbohidratos, lo que puede deberse a que las bacterias en condiciones de estrés por
baja concentracion de hierro, alteran su actividad metabdlica aumentando su capacidad
para metabolizar diferentes fuentes de carbono (Antiabong vy col., 2015). La
restructuracion celular ante el déficit de hierro y la posible entrada en fase de letargo de la
célula, no solamente se refleja por los cambios en estos metabolismos, sino que las
proteinas involucradas en el transporte de sustancias, en el metabolismo de acidos grasos,
en la conformacion de la membrana y en el metabolismo de acidos nucleicos y procesos
relacionados, se ven fuertemente alterados. La disminucion de la abundancia de multiples
proteinas del ciclo de los acidos tricarboxilicos ha sido detectada en especies como
Staphylococcus aureus, en la cual la presencia de siderdforos regula negativamente
enzimas de este ciclo como la citrato sintasa (Sheldon y col., 2014). En nuestro caso, el

aumento de componentes de la sideréforo sintasa o proteinas implicadas en la biosintesis



CAPITULO 5

de siderdforos junto a la disminucion de proteinas del ciclo de los acido tricarboxilicos, nos
hace pensar que en E. pisicicida podria existir el mismo mecanismo de regulacion que en S.
aureus.

La absorcion de hierro y la secrecion de multiples factores de virulencia estd controla
estrechamente por el gen regulador de la captacién férrica (fur) (Griffiths, 1991; Andrews y
col.,, 2003), y se ha demostrado que en los miembros mas antiguos del género
Edwardsiella, este gen presenta una funcion similar a la de los demds microrganismos
(Hirono y col., 1997; Sun y col., 2009; Chakraborty y col., 2011; Santandery col., 2012; Hu y
Sun; 2016). Uno de los sistemas regulados positivamente por este gen es el sistema de
transduccién de energia TonB vy los transportadores dependientes de TonB (Braun, 2001;
Schauer y col., 2008; Lim, 2010). En condiciones privativas de hierro estas proteinas estan
fuertemente expresadas en E. piscicida, 1o que nos indica que posiblemente en este
microrganismo el complejo TonB es similar al de otras bacterias (Schauer y col., 2008). Este
sistema es de vital importancia ya que facilita la incorporacion de hierro a la célula durante
el proceso de infeccion y su inactivacion produce una atenuacién en la virulencia de Vibrio
alginolyticus (Wangy col., 2008) y E. ictaluri (Abdelhamed y col., 2017). De forma similar, la
expresion del factor de virulencia superoxido dismutasa (SodB-Fe™) estd regulado
positivamente por el complejo Fur-Fe+ en muchas especies bacterianas (Jung y Kwon,
2008; Vasil, 2007), por lo que la disminucion de esta proteina en condiciones restrictivas
de hierro en E. piscicida sugiere que la expresion de SodB-Fe™ esta regulada por el mismo
complejo.

Otros de los sistemas que estan regulados positivamente por la concentracion de hierro y
pueden estar mediados por el gen fur son los sistemas de secrecion T3SS y T6SS
(Chakraborty y col., 2011), por lo que no es de extrafiar que las proteinas secretadas (EvpA,
EvpL, EvpP, ...) por estos sistemas, disminuyan en gran medida en el medio con déficit de
hierro. El sistema T6SS ha sido descrito en cepas de E. piscicida descritas como E. tarda
como el responsable de la secrecion de los efectores EvpC, Evpl y EvpP (Zheng y Leung,
2007) que desempefian un papel clave en la patogénesis de esta especie (Srinivasa Rao y
col., 2004). Se ha sugerido que el homodlogo de Evpl en Vibrio cholerae, VgrG, participa en

la formacién del complejo trimérico necesario para construir una estructura de aguja que
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conecta la membrana externa a la membrana de la célula hospedadora actuando, asi como
un dispositivo de entrada para otras proteinas del sistema T6SS (Kostakioti y col., 2005). El
anadlisis genético del gen evpP indicd que la caja Fur se solapaba con la regidn promotora
de este gen, y los ensayos FURTA in vitro verificaron que la transcripcion de evpP esta
regulada positivamente por la disponibilidad de hierro (Wang y col., 2009b). Estos autores
(Wang vy col., 2009b) también demostraron que la proteina secretada EvpP juega un papel
clave en la patogénesis de E. piscicida al controlar la secrecién de otros factores de
virulencia y el proceso de internalizacién en la invasion de las células de peces.

Como hemos visto hasta ahora, la disponibilidad de hierro regula muchos de los procesos
infecciosos, por lo que su captacién se vuelve una prioridad. Las proteinas relacionadas con
el transporte y captacién de hierro han visto aumentada su expresion en privacion de este
elemento dejando entrever que los mecanismos implicados en su adquisicién, como los
grupos hemo o la produccién de siderodforos, sirven a E. pisicicida para la supervivencia en

el interior celular.
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6 DISCUSION GENERAL

Como ya hemos visto a lo largo de esta tesis, la reasignacion de aislados de la especie E.
tarda a las nuevas especies E. piscicida y E. anguillarum, ha causado una gran
desorganizacion en la taxonomia del género Edwardsiella siendo necesario revisar toda la
informacion disponible en la literatura. Para no cometer errores es indispensable contar
con buenas herramientas que permitan identificar inequivocamente las cinco especies del
género. La metodologia cldsica de tubo y placa, asi como el medio ET (Lindquist, 1991)
quedan totalmente invalidados para este fin. La mayoria de las diferentes metodologias de
PCR establecidas hasta el momento para la identificacion especifica de E. tarda, como la
amplificacién de genes relacionados con las fimbrias (Sakai y col., 2007) o con la subunidad
B de la girasa (Lan y col., 2008), necesitan volver a ser evaluados para comprobar su
eficacia en la identificacion de esta especie.

En esta Tesis Doctoral, se ha llevado a cabo la caracterizacién genética y el estudio
filogenético del genero Edwardsiella. Para ello, se han utilizado diferentes técnicas basadas
en el analisis de fragmentos de restriccion de ADN, en la amplificacién de genes esenciales
0 mas recientemente, en el empleo del genoma bacteriano completo entre otras. El
analisis de los resultados obtenidos tras la digestién con enzimas de restriccidon vy
subsecuente amplificacion de los fragmentos generados mediante la herramienta de
tipado AFLP, mostrd ser Util en la identificacion de las especies E. tarda, E. ictaluri, E.
hoshinae y E. piscicida, pero la falta de mas aislados de la especie E. anguillarum, asi como
de la cepa tipo en dicho andlisis hace que estos resultados pierdan robustez. La
amplificacién de los siete genes esenciales empleados en esta tesis para los analisis de
MLSA, revelaron una gran variabilidad entre los aislados de E. piscicida. En todas las
reconstrucciones filogenéticas, independientemente del gen o de la combinacion de estos
empleada, los grupos formados fueron muy robustos y bien diferenciados demostrando el
alto poder resolutivo del esquema de MLSA para la identificacidon de los cinco integrantes

del género Edwardsiella. Por otro lado, el estudio de los genomas completos disponibles
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de las especies de Edwardsiella mediante las diferentes comparaciones empleadas, mostro
gue tanto la hibridacion in silico realizada mediante la herramienta GGDC2.1 como con la
aplicacion OrthoANI son Utiles para diferenciar las especies del género Edwardsiella.
Ademas, la similitud entre los genomas completos empleados mostrd la necesidad de
reasignar alguna de las cepas a la especie E. anguillarum. No cabe duda que la
secuenciacion del genoma completo es la mejor opcién a la hora de identificar un aislado
pero su elevado costo hace que no sea una herramienta disponible para todos los
laboratorios. Por ello, sugerimos que la secuenciacion del gen dnal es la técnica mas
recomendable para una correcta identificacion de cualquiera de las especies del género
Edwardsiella.

En el segundo capitulo de esta tesis, se realizdo el estudio epidemioldgico del género
Edwardsiella con el fin de esclarecer relaciones filogenéticas entre las diferentes especies
de este género y poder profundizar en sus mecanismos de evolucion y especiacion. Para
ello, se emplearon métodos de tipificacion basados en la secuenciacion del ADN, como el
MLST, el cual se utiliza para estudios epidemiolégicos globales o para analizar la estructura
poblacional de los microorganismos (Aanensen y Spratt). El analisis realizado con los
algoritmos eBurst y Median Joining mostré que la poblacién del género Edwardsiella
presenta un alto grado de discontinuidad genético. La divergencia entre las especies
parece haberse producido por eventos diferentes, mientras que la separacion de los
grupos E. tarda-E. hoshinae y E. piscicida-E. anguillarum-E. ictaluri estd marcada por un
elevado numero de mutaciones. La tasa de mutacion-recombinacién muestra que ambos
eventos son igual de importantes en la diversificacion del género Edwardsiella, aunque la
mutacion ocurra en mayor medida. La poblacion parece haberse diversificado mediante
periodos de expansion espacial separados por un periodo de contraccién demografica,
como un proceso de cuello de botella, lo que hace que los indices indicativos de estos
sucesos sean contradictorios. El alto valor de |5 y la considerable mezcla genética mostrada
en el andlisis de lineas genéticas ancestrales, indican que la estructura de poblacion
formada por las cinco especies es panmictica con cierto grado de expansion epidémica

(Maynard-Smith vy col., 1993).
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En los ultimos afios, las técnicas protedmicas han sido de utilidad en la investigacion
microbiana para poder estudiar los posibles factores de virulencia. En esta tesis, mediante
el empleo de la técnica protedmica 2D-DIGE se ha demostrado la presencia de las
proteinas ArnA HtpG y FliC en E. piscicida, proteinas descritas por otros autores como
factores de virulencia. Cabe resaltar que es la primera vez que la proteina ArnA se describe
en E. piscicida.

Por otro lado, la comparativa realizada con el aislado virulento de E. piscicida ACC35.1 bajo
condiciones de diferentes concentraciones de hierro mediante la tecnologia TMT-6plex, ha
sido de gran utilidad para identificar las proteinas mas relevantes relacionadas con el
hierro y con los mecanismos de virulencia que regula. Como era de esperar, las proteinas
implicadas en el mecanismo de captacion de hierro, proteinas relacionadas con el grupo
hemo o con la produccion de sideroforos, se vieron sobreexpresadas en condiciones
limitantes de hierro. Ademas, en esta condicion se han hallado proteinas importantes para
la virulencia de E. piscicida como Fur y diferentes tipos de Evp (Edwardsiella virulence
protein) lo que apoya que la expresion de estas proteinas estd regulada por las
concentraciones de hierro en el medio tal y como describen otros autores (Hirono y col.,

2007; Suny col., 2009; Chakraborty y col., 2011; Hu y Sun; 2016).

En resumen, con la reasignacién de aislados de E. tarda a E. piscicida, toda la informacion
relacionada con la edwardsielosis se ha vuelto confusa. Tanto los caracteres fenotipicos,
serologicos, genéticos, asi como los supuestos mecanismos de virulencia de ambas
especies se entremezclan. En esta tesis se recopila informacion relacionada con la
virulencia e identificacion de la especie E. piscicida poniendo de manifiesto que un gran
numero de trabajos realizados por otros autores en E. tarda, se corresponden con E.
pisicicida. Por ello, en el anexo 2 se presenta una tabla con todas las cepas identificadas
originalmente como E. tarda y que posteriormente han sido reclasificadas como E.
piscicida tanto en la presente tesis como en la literatura. Asi mismo se presenta una

actualizacién de las caracteristicas bioquimicas de E. piscicida.
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7 CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos en los diferentes capitulos de esta memoria, se pueden

enumerar las siguientes conclusiones:

1.

La caracterizacion genética y el estudio filogenético del género Edwardsiella
permitieron aclarar la controversia taxondmica entre las especies E. tarda y E.
piscicida. Ademas, se propone la secuenciacion del gen dnal como una herramienta

clave para la correcta identificacién de las especies del género Edwardsiella.

Los estudios MLST realizados con el fin de analizar la estructura de la poblacién del
género Edwardsiella revelaron la existencia de un alto grado de discontinuidad
genética. Los eventos de mutacion y recombinacién mostraron la misma
importancia en la evolucién de este género, aunque la recombinacion contribuyo
mayormente en la diferenciacion de las especies E. anguillarum, E. piscicida y E.

ictaluri.

La busqueda de factores de virulencia mediante aplicaciones protedmicas mostré
que E. pisicicida presenta mecanismos de resistencia a los antibidticos y al estrés
mas efectivos que E. tarda. La presencia de la proteina bifuncional ArnA fue
detectada por primera vez en E. piscicida. La implicacion de esta proteina en la
resistencia a los antibidticos y en la sintesis del lipido A sugiere que puede

constituir un nuevo factor de virulencia para esta especie.

El analisis de proteinas de E. piscicida empleando la técnica TMT6plex, permitié la
identificacion de proteinas reguladas por la concentracién de hierro en el medio,
como la proteina Fur, proteinas involucradas en la sintesis y transporte de
sideréforos y proteinas Evp secretadas. Por lo tanto, esta técnica puede ser Util en

la busqueda de factores de virulencia.
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7 CONCLUSIONS

Based on the results obtained in the different chapters of this report, can be listed the

following conclusions:

1. The genetic characterization and the phylogenetic study of the genus Edwardsiella
allowed to clarify the taxonomic controversy between E. tarda and E. piscicida
species. In addition, the sequencing of the dnal gene is proposed as a key tool for

the correct identification of the species of the genus Edwardsiella.

2. The MLST studies carried out to analyze the population structure of the
Edwardsiella genus revealed the existence of a high degree of genetic discontinuity.
The events of mutation and recombination showed the same importance in the
evolution of this genus, although recombination contributed mainly in the

differentiation of the species E. anguillarum, E. piscicida and E. ictaluri.

3. The search of virulence factors by proteomic applications showed that E. pisicicida
presents mechanisms of resistance to antibiotics and stress more effective than E.
tarda. The presence of the bifunctional protein ArnA was detected for the first time
in E. piscicida. The implication of this protein in antibiotic resistance and in the
synthesis of lipid A suggests that it may constitute a new virulence factor for this

species.

4. The protein analysis of E. piscicida employing TMT6plex technique, allowed the
identification of proteins regulated by the iron concentration in the medium such
as Fur protein, proteins involved in the synthesis and transport of siderophores and
secreted Evp proteins. Therefore, this technique can be useful in the search for

virulence factors.
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FL3-22

E tarda CECT 8497

NCIMB 2034

E hoshinae DSMZ 137717
KGE7901 T
078S

|
E. piscicida NCIMB 148247

V12
98
WFE1
WFE10
CH1.1
EDK1
E-11-2
ET001
ET006
FL4-53-4K
Fri372
Fr1398
CAQ81
RM289.1
CAQ9.10
Fra7aa
CAQ39
RM296.1
RM288.1
Fra732
ACC121.1
ACCE9.1
AGC35.1
HL1.1
HL10.1
Fr373.4
ACR359.1
ACR355.1
ACR3451
ACR326.1
Frarar
RBR14.1
RBR7.1
RM300.1
Frd30.14
ACR419.1
ACCT0.1
Frd30.7
Fra30.4
Frd30.3
ACC51.1
ACC38.1
HL21.3
HL21.2
HL12.1
HL8.1
205/03

ANEXOS

ET009
E. ictaluri CECT 8857

Perfiles genéticos de todos los aislados y cepas utilizados en el estudio de AFLP. Las lineas rojas se corresponden con la banda empleada por el
programa informdtico BioNumerics v. 7.0 para analizar las similitudes. Figura modificada de Bujan y col. 2018b, permiso cedido por la editorial

Elsevier.
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Aislado
080805
07BS
5-329-2
9.8
ACC35.1
ACC36.1
ACC51.1
ACC69.1
ACC70.1
ACC121.1
ACR326.1
ACR345.1
ACR355.1
ACR359.1
ACR419.1
BYK00679
BYK0O0680
C07-067
CAQ3.9
CAQ6.1
CAQS.10
CGH9
CGK1
CH1.1
CW7
E-11-2
EDK1

E22

E381
EIBO2
EIB11

ANEXOS

Aislados de E. tarda reclasificados como E. piscicida.

Articulo original
Yangy col. (2013)
Castro y col. (2006)
Yamada y Wakabayashi (1999)
Castroy col. (2011)
Castroy col. (2011)
Castroy col. (2011)
Castroy col. (2011)
Castroy col. (2011)
Castroy col. (2011)
Castroy col. (2011)
Castroy col. (2011)
Bujan vy col. (2017)
Bujan y col. (2018b)
Bujan y col. (2018b)
Castroy col. (2012)
Wang y col. (2011)
Yangy col. (2013)
Tekedar y col. (2013)
Bujan y col. (2018b)
Bujan y col. (2018b)
Bujan y col. (2018b)
Nakhroy col. (2013)
Nakhroy col. (2013)
Bujan y col. (2018b)
Duy col. (2007)
Castroy col. (2011)
Castroy col. (2011)
Yamada y Wakabayashi (1999)
Yamada y Wakabayashi (1999)
Yang vy col. (2012)
Yang vy col. (2012)

Aislados
ETB2
ETB3
ETG
ETKO1
ETKO2
ET-Mo
ET-Wang
FL6-60
FL4-53-4K
Fr1372
Fr1398
Fr373.1
Fr373.2
Fr373.4
Fr373.7
Fr430.3
Fr430.4
Fr430.7
Fr430.14
FSW910310
HES5-12
HL1.1
HL8.1
HL10.1
HL12.1
HL21.2
HL21.3
JF1305
KE-1
KE-2
KE-3

Articulo original
Abayneh y col. (2012)
Abayneh y col. (2012)
Yuy col. (2009)
Abayneh y col. (2012)
Abayneh y col. (2012)
Wang y col. (2011)
Yangy col. (2013)
Van-Soest y col. (2011)
Castroy col. (2011)
Bujan y col. (2018b)
Bujan y col. (2018b)
Bujany col. (2018b)
Bujan y col. (2018b)
Bujan y col. (2018b)
2018b)
2018b)

Bujan vy col. (
(

Bujan y col. (2018b)
(
(

Bujan y col.
Bujan y col. (2018b)

Bujan y col. (2018b)

Hany col. (2006)

Yamada y Wakabayashi (1999)
Castroy col. (2011)

Castroy col. (2011)

Castroy col. (2011)

Castroy col. (2011)

Castroy col. (2011)

Castroy col. (2011)

Oguroy col. (2014)

Hany col. (2006)

Hany col. (2006)

Hany col. (2006)

@
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Aislado
EIB12
EIB15
EIB17
EIB18
EIB103
EIB107
EIB100714
EIB202 (EH-202)
EIB203
EIB306
EIB307
EIBO5-1
ETOO1
ETO06
ETO07
ETO13
ETO32
ETO40
ETO57
ETO60
ETO64
ETO73
ETO77
ETO80
ETO93
ET104
ET132
ET139
ET142
ET159
ET180
ET191

Articulo original
Yangy col. (2012)
Yangy col. (2013)
Yang vy col. (2012)
Yangy col. (2012)
Yangy col. (2012)
Yang vy col. (2012)
Yangy col. (2013)
Xiao y col. (2009b)
Yangy col. (2012)
Yang vy col. (2012)
Yangy col. (2012)
Wang y col. (2011)
Castroy col. (2011c)
Castroy col. (2011a)
Kimy col. (2014)
Kimy col. (2014)
Kimy col. (2014)
Kimy col. (2014)
Kimy col. (2014)
Kimy col. (2014)
Kimy col. (2014)
Kimy col. (2014)
Kimy col. (2014)
Kimy col. (2014)
Kimy col. (2014)
Kimy col. (2014)
Kimy col. (2014)
Kimy col. (2014)
Kimy col. (2014)
Kimy col. (2014)
Kimy col. (2014)
Kimy col. (2014)

Aislados
KE-4

KE-5

KE-6
KGE7901
LADL 97-168
LADL 99-462
LN0O31012-8
LTB4
L-49231
MA97-004
MZ8901
NE8003
NR8001
NuF84
NuF177
NUF806
PB46
PPD130/91
RBR7.1
RBR14.1
RM288.1
RM296.1
RM289.1
RM300.1
S11-285
S07-336
S07-262
S07-533
S07-275
S07-1019
S07-338
Su35

Articulo original

Hany col. (2006)

Hany col. (2006)

Hany col. (2006)

Castroy col. (2011c)

Griffiny col. (2013)

Griffiny col. (2013)

Zhuy col. (2006)

Lan y col. (2008)

Wang y col. (2006)

Griffiny col. (2013)

Yamada & Wakabayashi (1999)
Yamada & Wakabayashi (1999)
Yamada & Wakabayashi (1999)
Yamada & Wakabayashi (1999)
Yamada & Wakabayashi (1999)
Takano y col. (2010)

Nakhroy col. (2013)

Ling y col. (2000)

Castro y col. (2011c)

Castro y col. (2006)

Castroy col. (2011c)

Castro y col. (2006)

Castroy col. (2011c)

Castro y col. (2006)

Griffiny col. (2013)

Griffiny col. (2013)

Griffin y col. (2013)

Griffin y col. (2013)

Griffin y col. (2013)

Griffin y col. (2013)

Griffin y col. (2013)

Yamada & Wakabayashi (1999)




Aislado

ET196
ET205
ET211
ET215
ET216
ET222
ET883
ET2355
ET2493
ET2639
ET2640
ET3381
ET3612
ETAL
ETA2
ETA3
ETB1

Articulo original
Kimy col. (2014)
Kimy col. (2014)
Kimy col. (2014)
Kimy col. (2014)
Kimy col. (2014)
Kimy col. (2014)
Abayneh y col. (2012)
Abayneh y col. (2012)
Abayneh y col. (2012)
Abayneh y col. (2012)
Abayneh y col. (2012)
Abayneh y col. (2012)
Abayneh y col. (2012)
Abayneh y col. (2012)
Abayneh y col. (2012)
Abaynehy col. (2012)
Abayneh y col. (2012)

Aislados
Su33
Su53
Sul2l
Su206
Su226
TC166
TC155
TJ090818
TX-1
TX42
V12
WFE1
WFE10
WY18
WY28
WY37

ANEXOS

Articulo original

Yamada & Wakabayashi (1999)
Yamada & Wakabayashi (1999)
Yamada & Wakabayashi (1999)
Yamada & Wakabayashi (1999)
Yamada & Wakabayashi (1999)
Depdsitada en el GeneBank
Depdsitada en el GeneBank
Wang y col. (2011)

Wang y col. (2011)

Yangy col. (2013)

Castro y col. (2006)

Castroy col. (2011c)

Castroy col. (2011c)

Abayneh y col. (2012)
Baiy col. (2009)
Lany col. (2008)
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Actualizacién de las caracteristicas bioquimicas de E. piscicida (Abaynehy col., 2013;
Castro y col., 2006; Griffin y col., 2013; Shao y col., 2014).

PRUEBAS

Movilidad v D-sorbitol -
Citocromo oxidasa - Sacarosa -
Catalasa + Trehalosa -
Arginina descarboxilasa - Utilizacion de:
Lisina descarboxilasa + D-manitol -
Ornitina descarboxilasa + L-arabinosa -
Rojo de metilo + L-ramnosa -
Voges-Proskauer - Maltosa
Citrato de Simmons v D-manosa +
Reduccion de nitratos + D-galactosa +
Produccién de: B-metilo-D-glucdsido -
Indol + Tween 80 v
H,S + L-fucosa v
Gas a partir de glucosa + Acido acético -
Degradacion de: Acido citrico v
Gelatina - Acido férmico -
Esculina - D-4cido glucosamina v
Amilasa - Acido a-cetobutirico -
Tween 80 - Acido a-cetobutirico -
Ureasa - Acido quinico v
Crecimiento a: Acido bromosuccinico v
4°C - Glucuronamida v
37°C + L-asparraguina +
42°C Y%
0% de NaCl + Acido L-aspartico v
3% de NaCl + Acido L-glutdmico v
6% de NaCl - Acido glicil-L- aspartico v
Acido a partir de: Acido glicil-L- glutamico v
D-glucosa + L-prolina -
D-manitol - L-serina v
L-arabinosa - Uridina v
Lactosa - Glicerol Vv
L-ramnosa - D, L-a-glicerol v

+90-100% de los aislados positivos; - 0-10% de los aislados positivos; v 11-89% de los aislados positivos
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