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RESUMENRESUMENRESUMENRESUMEN    

 

Edwardsiella tarda es un patógeno bacteriano de la familia de las Enterobacterias que puede 

causar infección en distintos tipos de animales e incluso en humanos. Aunque su devastador 

efecto en los cultivos de peces ha sido descrito desde hace años, no ha sido hasta mediados de 

esta década cuando se ha convertido en uno de los patógenos más importantes en los cultivos de 

rodaballo en Europa causando graves pérdidas económicas en la industria acuícola. 

 En la presente tesis doctoral se ha realizado una amplia caracterización a nivel fenotípico, 

bioquímico, serológico y molecular de un conjunto de cepas de E. tarda, todas ellas aisladas de 

epizootias producidas en cultivos de rodaballo de diferentes áreas geográficas de Europa en los 

últimos años. 

 La caracterización bioquímica y fenotípica demostró que todas las cepas de E. tarda 

forman un grupo muy homogéneo, independientemente de su origen geográfico y hospedador. 

El análisis de ácidos grasos reveló también una alta homogeneidad para todas las cepas de E. 

tarda, aunque se comprobó que el medio de cultivo y la temperatura de incubación pueden influir 

en la composición de ácidos grasos. A nivel serológico sí pudieron establecerse diferencias dentro 

de la especie, constituyendo los aislados de rodaballo un grupo independiente del resto de 

aislados de E. tarda procedentes de otros hospedadores.  

 En cuanto a la caracterización molecular, a pesar de que todos los aislados de E. tarda de 

rodaballo mostraron un alta homogeneidad, se pudieron encontrar pequeñas diferencias 

intraespecíficas empleando las técnicas RAPD y REP-PCR. Además, en todas las cepas de 

rodaballo se detectó la existencia de dos plásmidos, uno de 12 Kb, presente también en cepas 

procedentes de otros hospedadores, y otro de 2,5 Kb que parece ser específico de los aislados de 

rodaballo. Aunque mediante el análisis proteómico con la técnica MALDI-TOF no se pudieron 

establecer diferencias entre cepas en función de su hospedador, esta técnica puede ser una 

herramienta eficaz para la identificación de cepas de E. tarda. 

 Con respecto a las técnicas de diagnóstico de la enfermedad, se describieron dos 

protocolos de PCR, uno específico para E. tarda y otro de multiplex-PCR junto con Tenacibaculum 

maritimum, que resultaron altamente sensibles y específicos y aplicables tanto a nivel de 

laboratorio como de campo. También se evaluó un medio de cultivo selectivo-diferencial para el 

aislamiento de E. tarda resultando altamente eficaz para el diagnóstico de la edwardsielosis y que 

podría llegar a ser de gran utilidad en estudios epidemiológicos del patógeno.  

 Los estudios de patogenicidad demostraron que esta bacteria representa un grave riesgo 

para el rodaballo, debido a su alto grado de virulencia independientemente de la ruta de 

inoculación y temperatura empleadas, siendo también patógena para otras especies como el 



lenguado y la lubina. Los aislados estudiados causaron también mortalidades en animales 

homeotermos (ratones), con el consecuente riesgo de salud pública que ello podría suponer. 

Además, los resultados obtenidos en la búsqueda de genes implicados en la virulencia y en los 

ensayos de correlación genotipo-virulencia y genotipo-fenotipo parecen indicar que determinadas 

enzimas de degradación e invasinas pueden jugar un papel importante en la patogénesis de la 

bacteria.  

 Por último, se desarrolló una vacuna adyuvantada con aceite no mineral la cual, 

administrada por vía intraperitoneal, confiere una tasa de protección frente a E. tarda en rodaballo 

superior al 90% durante, al menos, 6 meses. 



ABSTRACTABSTRACTABSTRACTABSTRACT    

 

Edwardsiella tarda is an enterobacterial pathogen which could cause infection in several 

animals and humans. Although its devastating effect in fish cultures was described since many 

years, at present E. tarda could be considered one important pathogens in turbot aquaculture, 

causing high economic losses. 

In this doctoral disertation, we performed a phenotypic, biochemical, serological and 

molecular characterization of a group of E. tarda strains isolated in the last years from mortalities 

occurred in turbot cultures in different geographical areas of Europe. A collection of other E. 

tarda strains from different origins was also employed for comparative purposes. 

Biochemical and phenotypic characterization demonstrated that all E. tarda strains 

constitute an homogeneous group, regardless of their geographical origin and host. Fatty acid 

analysis revealed a high homogeneity within E. tarda isolates. However, the results obtained 

showed that culture media and temperature of incubation could influence in the fatty acid 

composition of the strains. At serological level intraespecific diversity was observed. Turbot 

strains formed an unique and homogeneous group, different to all the other strains tested. 

At molecular level, only little differences were observed when RAPD and REP-PCR were 

employed. Moreover, we observed the presence of two plasmids in all the turbot isolates. One of 

them (12 Kb) was present also in E. tarda strains from other origins, and the other one (2.5 Kb), 

seems to be specific from turbot strains. Although proteomic analysis with MALDI-TOF not 

established differences within E. tarda strains based on their host, this technique could be an 

useful tool for the identification of the isolates.    

With regard to the diagnosis of the disease, two PCR protocols were described: one 

specific to E. tarda and a multiplex-PCR that could detect E. tarda and T. maritimum. Both of them 

resulted highly sensitive and specific and could be employed at laboratory and field levels. In 

addition, we evaluated a selective and differential culture media for the isolation of E. tarda that 

could be an useful tool in the diagnosis and epidemiological studies of the disease. 

Pathogenicity studies demonstrated that this bacterium represents an important risk for 

turbot cultures due to its high degree of virulence regardless of the inoculation route and 

temperature employed. Strains studied could also cause mortalities in mammals (mice), which 

indicates that E. tarda could be a public health risk factor. Moreover, results obtained in the 

genotype/virulence and genotype/phenotype correlation studies indicated that degradation 

enzymes and invasines could play an important role in the pathogenesis of the bacterium. 

Finally, we developed an adyuvanted vaccine which, administered via i.p., conferred to 

turbot cultures RPS values over 90 % during, at least, six months.  





ВЫВОД 

 

 Edwardsiella tarda эта бактерия патогенника относиться к семейству Enterobacteriaceae. 

Этот микроорганизм может заражать различные виды животных ,включая людей. Хотя его 

разрушительный эффект в рыба-производстве был на известен многих лет, только в 

середине прошедшего десятилетия E. tarda становиться одной из самых опасных 

заболеваний среди выращивания тюрбо (большой ромб, Scophthalmus maximus) в Европе 

перенося большие экономические потери. 

 В процессе докторской диссертации были сделаны, фенотипичные, 

биохимические, серологические и молекулярные характеристики штамм E. tarda. Все 

штамм E. tarda были изолированы, в результате множества гибели тюрбо по всей Европе. 

 Биохимические и фенотипические характеристики показали,что все 

штамм E. tarda формируют однородную группу, не зависимо ни от его 

географического положения, ни от группы рыб в которых они были 

обнаружены. Кислотный анализ жиров показал, высокую однородность для всех штаммы 

E. tarda, также подтвердилось, что, питательная среда и инкубационный период могут 

повлиять на состав кислотных жиров. 

 Молекулярная характеристика. Не смотря на то, что все изолированные штамм E. 

tarda тюрбо показали высокую однородность, удалось найти не большие разницы. 

Применяя технику RAPD и REP-PCR, также во всех штамм тюрбо обнаружилось 

существование плазмида ,один в 12 Kb, находящейся также в штамм других видов рыб и 

другой, в 2.5 Kb, который скорей всего является специфической для штамм тюрбо.  Хотя в 

технике MALDI-TOF не смогли установить разницу между штамм носителей, эта техника 

даёт хороший результат в идентификации штамм E. tarda. 

 С точки зрения техники диагностики заболеваний, проделаны два протокола 

PCR,  первый специальный  для E. tarda и  второй MULTIPLEX-PCR с 

Tenacibaculum maritimum, эта техника оказалась очень чуствиленьная и специфична, их 

можно использовать как в лаборатории, так и в натуральной среде. Также анализ 

питательной среды ET для E. tarda оказался очень эффективным для диагностики 

заболеваний и может быть полезным, для изучения эпидемиологии E. tarda. 

 Патогенные изучения показали, что бактерия представляет собой серьёзный 

риск для тюрбо, из-за высокой степени вирулентности не зависимо от 

вакцины и использования температур. Также будучи патогена для других 

видов, таких как камбалa и койкан. Изолированные штамм E. tarda также 

вызывает смертность у млекопитающих (мышей), с последовательным риском 



для жизни людей, можем предположить. Кроме того, полученные результаты 

в ходе поиска ген причастных к вирулентности и испытания корреляции 

генотип-вирулентность и генотип-фенотип нам показывают с большой 

вероятностью, что определённые энзимы деградируют инвасины и может играть 

серьёзную роль в развитие болезни. 

 Подводя итог, была разработана вакцина с помощью не натуральных масел, 

которая вводилась в брюшную полость. Эта вакцина имела больше 90% 

защиты от E. tarda как минимум 6 месяце. 



ABREVIATURASABREVIATURASABREVIATURASABREVIATURAS    

 

AM: Agar Marino 

AS: Agar Sangre 

cel: célula 

CFU: Unidades Formadoras de Colinias 

h: horas 

i.p.: intraperitoneal 

FMM: Flexibacter Maritimus Medium 

g: gramo 

kg: hilogramo 

l: litro 

LD50: Dosis Letal 50 

min: minuto 

ml: mililitro 

N: normal 

nm: nanómetros 

º C: grados centígrados 

OMP: Outer Membrane Protein 

PBS: Phosphate Buffer Solution 

RPS: Relative Percent Survival 

s: segundos 

SS: Solución Salina 

SS-agar: Salmonella-Shigella Agar 

Tm: tonelada 

TMB: 3,3',5,5'-tetramethylbenzidine 

TSA-1: Trapticasa Soja Agar al 1% de ClNa 

TSC-1: Tripticasa Soja Caldo al 1% de ClNa 

v/v: volumen/volumen 

µm: micrómetros 

µl: microlitros 

 





� INDICE � 

 

� Sección 1: Antecedentes          1 

 

� Sección 2: Objetivos 19 

 

� Sección 3: Caracterización bioquímica y serológica de E. tarda 21 

 3.1.- Introducción 21 
  3.1.1.- Caracterización bioquímica 21 
  3.1.2.- Sensibilidad a agentes quimioterápicos   23 
  3.1.3.- Caracterización serológica  23 
  3.1.4.- Composición de ácidos grasos   24 
 
 3.2.- Materiales y Métodos 26 
  3.2.1.- Cepas empleadas en el estudio  26 
  3.2.2.- Caracterización bioquímica  30 
  3.2.3.- Sensibilidad a agentes quimioterápicos  30 
  3.2.4.- Caracterización serológica  31 
  3.2.5.- Análisis de ácidos grasos (FAME) 36 
 
 3.3.- Resultados 39 
 
 3.4.- Discusión  49 
 

Anexo 1: “Characterization of Edwardsiella tarda strains isolated from turbot  
 Psetta maxima (L.)” Journal of Fish Diseases (2006) 29: 541-547        53  

 
 

� Sección 4: Caracterización molecular de E. tarda 61 

 4.1.- Introducción 61 
  4.1.1.- Análisis proteico  61 
  4.1.2.- Contenido plasmídico   61 
  4.1.3.- Aplicación de técnicas moleculares para la caracterización de E. tarda  62 
 
 4.2.- Material y Métodos 63 
  4.2.1.- Cepas bacterianas empleadas 63 
  4.2.2.- Análisis proteico: SDS-PAGE  63 
  4.2.3.- Análisis proteómico: MALDI-TOF 65 
  4.2.4.- Análisis del contenido plasmídico 67 
  4.2.5.- Extracción del DNA  67 
  4.2.6.- Técnicas de genotipado: RAPD-PCR, REP-PCR,  68 
   ERIC-PCR, BOX-PCR 
 
 4.3.- Resultados 73 
 
 4.4.- Discusión  86 
 

Anexo 2: “Intraspecific genetic diversity of Edwardsiella tarda strains from 
 turbot” Diseases of Aquatic Organisms (2011) (doi: 10.3354/dao02363)       89 

 



� Sección 5: Estudios de patogenicidad y factores de virulencia 109 

 5.1.- Introducción 109 
  5.1.1.- Estudios de virulencia previos en E. tarda 109 
  5.1.2.- Factores de virulencia descritos en E. tarda 109 
 
 5.2.- Material y Métodos 112 
  3.2.1.- Estudios de virulencia  112 
  3.2.2.- Detección de genes implicados en la patogénesis 115 
   
 5.3.- Resultados 120 
   
 5.4.- Discusión  130 
 
 

Anexo 3: “Pathogenic potential of Edwardsiella tarda strains isolated from  
 turbot” Fish Pathology (2011) 46: 27-30  135 

 
Anexo 4: “First description of Edwardsiella tarda in sole (Solea  
  senegalensis)” Journal of Fish Diseases (2011) (Aceptado)      139 

 
 
 
� Sección 6: Técnicas de diagnóstico de la edwardsielosis 151 

 6.1.- Introducción 151 
  6.1.1.- Diagnóstico tradicional  151 
  6.1.2.- Diagnóstico molecular   152 
 
 6.2.- Material y Métodos 155 
  6.2.1.- Evaluación de medios de cultivo 155 
  6.2.2.- Evaluación y desarrollo de un protocolo de PCR para   156 
   detección de E. tarda 
  6.2.3.- Detección simultánea de E. tarda, T. maritimum y  162 
   Ph. damselae subsp. piscicida. 
 
 6.3.- Resultados 168 
 
 6.4.- Discusión  182 
 
 

Anexo 5: “Evaluation of four polymerase chain reaction primer pairs for the 
detection  of Edwardsiella tarda in turbot” Diseases of Aquatic  

 Organism (2010) 90: 55-61                187
   

 
Anexo 6: “Evaluation of the selective and differential ET medium for the  
  detection of  Edwardsiella tarda in aquaculture systems” Letters 
   in Applied Microbiology  (2011) 53: 114-119.        195 

 
 
 
 
 



� Sección 7: Estudios de vacunación contra la edwardsielosis 201 

 7.1.- Introducción 201 
  7.1.1.- Aspectos generales de la prevención y control de la edwardsielosis 201 
  7.2.2.- Antecedentes de la vacunación contra la edwardsielosis  202 
 
 7.2.- Material y Métodos 205 
  7.2.1.- Desarrollo de la vacuna acuosa (bacterina) 205 
  7.2.2.- Desarrollo de la vacuna adyuvantada 206 
  7.2.3.- Evaluación de las formulaciones vacunales 206 
 
 7.3.- Resultados 201 
 
 7.4.- Discusión  215 
 

Anexo 7: “Development of an effective Edwardsiella tarda vaccine for  
 cultured turbot (Scophthalmus maximus)” Fish and Shellfish  
 Inmunology (2008) 25: 208-212          217 

 
 
� Sección 8: Consideraciones finales 223 

� Sección 9: Conclusiones 227 

� Bibliografía 229 



 

 



Sección 1Sección 1Sección 1Sección 1

AntecedentesAntecedentesAntecedentesAntecedentes



1. Antecedentes 

 

 

1 

 

1.- LA ACUICULTURA  

 

 A pesar de que la acuicultura abarca una gran variedad de actividades productivas, puede 

definirse como el cultivo de organismos acuáticos con técnicas encaminadas a hacer más eficiente su 

producción. La acuicultura tiene una historia de 4.000 años, pero ha sido desde hace 50 cuando se ha 

convertido en una actividad socioeconómica relevante, dando empleo actualmente a más de 12 

millones de personas en el mundo. 

 

 En 2008, según datos de la FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations), la 

acuicultura mundial produjo 68,4 millones de Tm de productos acuáticos, frente a los 90,8 millones 

de Tm capturadas por barcos de pesca. Hoy en día, se estima que la producción de acuicultura habrá 

superado los 70 millones de Tm (Figura 1.1). 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.1.- Evolución de la producción 

pesquera (pesca extractiva y 

acuicultura) en el mundo en el período 

1950-2008. Fuente: APROMAR 2010. 

 

 

 En las últimas décadas, la producción global de la acuicultura ha crecido de manera muy 

importante, pasando de 0,6 millones de Tm en 1950 (con un valor de menos de 400.000 €) a los 

mencionados 68,4 millones de Tm en 2008 (con un valor global de 84,7 mil millones de €). Con 

respecto a la producción acuícola por países, China es el principal país productor, con 42,6 millones 

de Tm de producción en 2008, mientras que España ocupa la posición 19ª con 249,1 mil Tm. En 

relación con el valor de la producción, China produce acuicultura por valor de 44831 millones de €, 

mientras que España ocupa el puesto 27ª con 414 millones de € (Tabla 1.1). 
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 Casi la mitad (49,5%) de toda la producción mundial de la acuicultura en 2008 consistió en 

peces, pero el incremento de la producción ha tenido lugar en todos los grupos de especies. La 

producción de peces supuso el 50% del valor de la globalidad de la producción acuícola, los 

crustáceos el 7% y los moluscos el 19% (Figuras 1.2 y 1.3). 

 

Tabla 1.1.- Principales países productores de acuicultura por toneladas y valor de producción anual 

(millones de €) en 2008. Fuente: APROMAR 2010 

País Producción en 
Tm 

País Producción en 
millones de € 

China 42.669.744 China 44.831 

Indonesia 3.854.844 India 4.034 

India 3.478.692 Vietnam 3.694 

Vietnam 2.497.400 Chile 3.639 

Filipinas 2.407.698 Japón 3.264 

Rep. de Corea 1.394.818 Indonesia 2.499 

Tailandia 1.374.024 Noruega 2.495 

Japón 1.187.774 Tailandia 1.762 

Bangladesh 1.005.542 Filipinas 1.494 

Chile 870.845 Bangladesh 1.413 

TOTAL MUNDIAL 68.348.942 TOTAL MUNDIAL 84.791 

España (19º) 249.074 España (27º) 414 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.2.- Distribución porcentual de la 

producción mundial de la acuicultura (Tm) en 

2008.  
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Figura 1.3.- Distribución porcentual de la 

producción mundial de la acuicultura (Tm) 

en 2008 según el tipo de producción.  

 

  

 

 

 La acuicultura es una fuente importante de pescado de calidad en Europa. Sin embargo, su 

importancia no es igual en todos los países de la Unión Europea (UE). En algunos, su relevancia 

económica y social supera ya a la de la pesca extractiva, como ocurre en España en algunas 

Comunidades Autónomas. Esta actividad desempeña un papel muy significativo en el desarrollo 

social y económico de determinadas zonas costeras, además de preservar la cultura marítima y 

pesquera de estas zonas. En Europa, los principales productos de la acuicultura son los pescados de 

alto valor comercial y los moluscos.  

 

 España es el Estado Miembro de la UE con una mayor producción en acuicultura, con 249070 

Tm en 2008 (19.5% del total de la UE), seguido por Francia con 237870 Tm (18,6%) e Italia con 

181470 Tm (14,2%). En relación con el valor de su producción acuícola, el Reino Unido es el principal 

Estado Miembro con 763.6 millones de € (20,1% del valor total), seguido por Francia e Italia con 

651.2 millones de € (17,1%) y 648.3 millones de € (17,0%). El valor de la producción en España fue de 

414 millones de € (10.9% del valor total).  
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2.- EL CULTIVO DEL RODABALLO 

 

 El rodaballo (Scophthalmus maximus) es una especie bentónica que en vida salvaje reposa 

sobre fondos arenosos, pedregosos o mixtos entre 20 y 75 metros de profundidad. Se distribuye por 

el Mar Báltico, Mar del Norte, Canal de la Mancha, Atlántico Nororiental hasta Marruecos y Mar 

Negro. En acuicultura, la producción se realiza en criaderos (“hatcheries”) en condiciones muy 

controladas. Durante su primer mes de vida se alimentan de organismos vivos: rotífero y artemia. 

Después, inician una alimentación a base de piensos fabricados con ingredientes principalmente 

marinos, como la harina de pescado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.4.- Rodaballo sobre un fondo arenoso.  

 

 

 La acuicultura del rodaballo comenzó en la década de los años 70 en Escocia (Reino Unido) y 

fue más tarde introducida en Francia y en España. En los primeros años, el número de instalaciones 

en España fue más bien limitado debido a la escasez de juveniles pero el desarrollo tecnológico de la 

producción de alevines favoreció la expansión del sector. A principios de la década de los años 90 ya 

había 16 productores en España; pero en 1992, a pesar de que el sector aumentó un 52% su 

producción, se produjo una crisis significativa en el cultivo de rodaballo que causó el cierre de 

algunas granjas debido principalmente a que la industria carecía de una red consolidada para la 

comercialización. Otro factor que contribuyó a esta crisis fue que las granjas eran pequeñas y tenían 

costos muy altos de producción. Desde ese momento, comenzó una reorganización del sector, la cual 

dio origen a un crecimiento tanto en producción como en el número de países donde se cultiva el 

rodaballo. España, con sus condiciones oceanográficas especialmente favorables, es ahora uno de los 

mayores productores del mundo, pero el rodaballo también se cultiva en Dinamarca, Alemania, 
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Islandia, Irlanda, Italia, Noruega, Gales (Reino Unido), Portugal y los Países Bajos. La distribución 

natural del rodaballo incluye las aguas costeras de todos estos países. El rodaballo también ha sido 

introducido en otras regiones como Chile a fines de los años ochenta y más recientemente, China, 

país que se estima que puede convertirse en el líder de producción mundial de esta especie, pero se 

desconocen los datos oficiales de producción. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.5.- Mapa de distribución de la producción 

de rodaballo en España.  

 

 

 

 La producción acuícola total de rodaballo en Europa en 2009 ha sido de 9246 Tm. Los 

principales países productores de rodaballo son España (83.3%), Portugal (5.8%) y Francia (5.7%). 

Producciones menores se dan en los otros países europeos (Apromar, 2010). 

 

 En España, la producción acuícola de rodaballo en 2009 ha sido de 8320 Tm, aumentando un 

5,7% con respecto a la del 2008. Galicia es con un 97% del total de la producción española, con 

diferencia, la principal Comunidad Autónoma productora de rodaballo en España. Otras 

Comunidades productoras de rodaballo son Cantabria y el País Vasco. 
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3.- PRINCIPALES ENFERMEDADES BACTERIANAS EN EL CULTIVO DEL 
RODABALLO 
 

 

 Debido principalmente al carácter intensivo de los sistemas de producción acuícola que 

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 y col., 2005). Se estima que no 

menos del 10% del total de los animales acuáticos cultivados en el mundo se pierden directamente 

como efecto de diversas enfermedades infecciosas ocasionadas por parásitos, bacterias, virus y 

hongos. 

 

 En el caso del rodaballo, hasta la actualidad han sido las enfermedades bacterianas las más 

comunes y las que producen mayores pérdidas económicas no sólo por las mortalidades que 

ocasionan, sino también por los gastos asociados al uso de agentes quimioterápicos y otras medidas 

de control. La importancia de estas pérdidas ha provocado el creciente interés por el estudio de las 

patologías, centrándose especialmente en la caracterización de los agentes causales a nivel 

taxonómico, fisiológico y molecular y en el estudio de mecanismos de virulencia (Toranzo y col., 

2005). De igual forma, el sector acuícola ha tomado conciencia en los últimos años de la importancia 

del uso de vacunas para la prevención de enfermedades infecciosas, ya que supone una reducción 

del uso de quimioterápicos (Midtlyng, 2005). 

 

• Vibriosis: 

 

 La vibriosis clásica, causada por Vibrio anguillarum, afecta a gran variedad de especies de 

peces, entre las que se encuentra el rodaballo. Los síntomas más típicos de la enfermedad son 

septicemias generalizadas en la base de las aletas, exoftalmia y los peces afectados presentan 

frecuentemente anorexia con palidez branquial, síntoma de una anemia severa. Aunque se han 

descrito en esta especie un total de 23 serotipos en función del antígeno somático “O” (Sørensen & 

Larsen, 1986) solamente los serotipos O1 y O2, y en mucho menor grado el O3, han sido asociados 

con mortalidades de peces. V. anguillarum se aísla fácilmente a partir de órganos internos de los 

peces afectados en medios generales suplementados con sal.  
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 En los cultivos de rodaballo, la vibriosis causada por V. anguillarum representa un problema 

sólo en juveniles. En la actualidad existe una vacuna desarrollada por el Departamento de 

Microbiología y Parasitología de la Universidad de Santiago que se aplica dentro del calendario 

vacunal de las piscifactorías de forma rutinaria 

mediante dos baños con un intervalo de un mes 

entre ellos y cuando los peces tienen 1-2 g. Además, 

la enfermedad responde bien al tratamiento con 

oxitetraciclina (Toranzo & Barja, 1990).  

 

Figura 1.6.- Alevín de rodaballo mostrando las típicas 

hemorragias producidas por Vibrio anguillarum. 

 

 

• Streptococosis: 

 

 Es causada por un coco Gram positivo, Streptococcus parauberis, y ha sido el principal 

problema patológico del rodaballo desde el año 1993 a 1996 afectando a todos los tamaños de pez. 

Los síntomas externos más comunes de la enfermedad son la aparición de exoftalmia, con acúmulos 

de pus alrededor de los ojos y en la base de las aletas. El aislamiento de la bacteria se realiza en Agar 

Sangre, tanto a partir de lesiones externas como de órganos internos (Doménech y col., 1996). 

 

 A partir de 1996 comenzó a aplicarse una vacuna que, con una sola dosis administrada 

mediante inyección intraperitoneal, protegía al pez durante al menos dos años (todo el ciclo de 

crecimiento). Por tanto, aunque en la actualidad la 

bacteria puede permanecer endémica en plantas de 

cultivo, no causa mortalidad. La vacunación es la única 

forma de controlar la enfermedad, pues no responde a 

ningún agente quimioterápico "in vivo". 

 
 
Figura 1.7.- Las acumulaciones de  material purulento 

alrededor de los ojos y en la base de las aletas son algunos de 

los síntomas externos de la estreptococosis en rodaballo.  
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• Forunculosis:  

 

 Causada por la bacteria Gram negativa, Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida, la 

forunculosis es una de las enfermedades más antiguas conocidas en peces. En la actualidad, el 

patógeno presenta una distribución mundial afectando no sólo a salmónidos, a los que fue asociada 

en un primer momento, sino también a muchas otras especies de peces, entre ellas el rodaballo. La 

sintomatología más típica de la enfermedad en rodaballo es la aparición de espículas hemorrágicas 

en la zona dorsal de pez (Toranzo & Barja, 1992). 

 

 Las colonias de este microorganismo presentan un pigmento marrón difusible al medio de 

cultivo. El diagnóstico se puede realizar en base a pruebas bioquímicas o aglutinación en 

portaobjetos empleando antisuero específico. Las vacunas en rodaballo tienen una eficacia 

moderada y los quimioterápicos de elección son la oxitetraciclina o las quinolonas fluoradas, como 

por ejemplo la enrofloxacina. Esta bacteria adquiere 

rápidamente resistencia a los quimioterápicos, por lo que 

es difícil su tratamiento.  

 

 

Figura 1.8.- Entre los síntomas externos más característicos 

causados por A. salmonicida se encuentra la aparición de 

espículas hemorrágicas en la zona dorsal de los rodaballos.  

 

 

• Tenacibaculosis (antiguamente flexibacteriosis marina): 

 

 Esta enfermedad, causada por la bacteria filamentosa Gram negativa, Tenacibaculum 

maritimum, es en la actualidad, uno de los principales problemas patológicos en el cultivo del 

rodaballo afectando a todas las edades de los peces. Fue descrita por primera vez en alevines de 

pargo japonés (Pagrus major) y besugo japonés (Acanthopagrus schlegeli) cultivados en Japón 

(Hikida y col., 1979). Posteriormente, ha sido aislada a partir de numerosas especies de peces y 

diversas áreas geográficas. Las lesiones ulcerativas sobre la superficie externa son el síntoma clínico 

más característico de la enfermedad (Avendaño y col., 2006). 
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 El diagnóstico presuntivo de la enfermedad se basa en la observación de los signos clínicos en 

combinación con el examen microscópico de preparaciones en fresco obtenidas a partir de las 

lesiones. Para el aislamiento, es común la utilización del medio FMM (Flexibacter maritimus médium) 

(Pazos y col., 1996). Es difícil de tratar con quimioterápicos, pues aunque en un principio responde 

bien a la oxitetraciclina o quinolonas fluoradas, al cabo de unas semanas aparecen de nuevo 

mortalidades. 

 

 En la actualidad existe una vacuna comercial para rodaballo, elaborada frente al serotipo O2, 

y que se administra por inyección intraperitoneal en alevines de 20-30 g de peso. 

 

  

 

 

 

Figura 1.9.- Rodaballo afectado por tenacibaculosis que 

muestra uno de los síntomas típicos de la enfermedad que 

se caracteriza por la erosión de las aletas y de la epidermis 

en la zona de la cabeza. 

 

  

 A pesar de todos los esfuerzos de investigación realizados hasta la actualidad en el estudio de 

estas enfermedades, la acuicultura intensiva ha llevado a que, una vez solventados unos problemas 

patológicos, surjan otras “nuevas” enfermedades. Estas patologías pueden ser causadas bien, por la 

aparición de un nuevo agente etiológico, por la aparición de un patógeno ya conocido en un nuevo 

hospedador, por la aparición de un nuevo serotipo o genogrupo de una especie ya descrita, o bien 

por la aparición de un patógeno conocido en una nueva área geográfica. 

 

 Hoy en día la enfermedad emergente de etiología bacteriana más importante en el cultivo 

del rodaballo es la edwardsielosis causada por Edwardsiella tarda que, en los últimos años, ha sido 

agente causal de graves mortalidades en los cultivos de esta importante especie comercial en Europa 

y, más recientemente, en China (Toranzo, 2007; Lan y col., 2008). 
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4.- ASPECTOS GENERALES SOBRE Edwardsiella tarda 

 

4.1.- Historia, taxonomía y filogenia de la especie: 

 

 Actualmente, el género Edwardsiella está formado por tres especies bacterianas, dos de las 

cuales han sido descritas como causantes de graves infecciones en peces (E. tarda y E. ictaluri). Este 

género se incluyó dentro de la familia Enterobacteriaceae en base a sus características bioquímicas 

(Brenner, 1984), a la presencia del antígeno común a enterobacterias o “antígeno Kunin” (Makela y 

Mayer, 1976) y a la hibridación ADN-ADN con otros géneros pertenecientes a la familia (Brenner, 

1977). Así, por definición, Edwardsiella pertenece al subgrupo 3 de la subclase γ de la clase 

Proteobacteria (superfamilia I).  

 

 A finales de la década de 1950, diversos grupos de investigadores se dedicaron de forma 

independiente al estudio de un grupo de cepas bacterianas, bacilos gram negativos, fermentativos, 

con características que los diferenciaban de los grupos descritos hasta el momento dentro de la 

familia de las Enterobacterias y que tenían diferentes fuentes de aislamiento: 

 

 En Japón, Sakazaki y Murata (1962) describían una colección de 256 cepas, la mayoría 

aisladas de serpientes, y que poseían características comunes como la formación de sulfuro de 

hidrógeno y el no fermentar manitol. Se denominó a este grupo de cepas “Grupo Asakusa”, en 

referencia a la clínica de Tokio donde habían sido originariamente aisladas. 

 

 En 1964, King y Adler publicaban un trabajo donde, por primera vez, se establecía una 

relación entre esta bacteria y una gastroenteritis humana. Ambos autores se refirieron a esta aún 

desconocida especie como el “Grupo Bartholemew” en referencia al lugar de Indiana donde esta 

cepa había sido aislada. 

 

 Poco después, Rakovsky y Aldova (1965) identificaron 3 cepas procedentes de Cuba y aisladas 

de heces como pertenecientes al “Grupo Bartholemew”, estando una de estas cepas asociada con un 

caso de diarrea en un bebé de 1 mes de edad. 
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 Desde 1959 y durante estos mismos años el Centro de Prevención y Control de 

Enfermedades de los Estados Unidos (CDC) había estudiado, también, un grupo de cepas con 

características bioquímicas muy similares entre sí. Para denominar este grupo de aislados, se empleó 

el nombre “biotipo 1483-59” que, a diferencia de la colección japonesa, tenían en su mayoría origen 

humano.  

 

 En 1965, Ewing y col., propusieron la denominación Edwardsiella tarda, con el objetivo de 

reemplazar los nombres vernáculos que hasta entonces se venían empleando. El epíteto “tarda” 

hacía referencia a la relativa inactividad que esta especie presenta a la hora de fermentar 

carbohidratos.  

 

 La posición taxonómica de E. tarda fue confirmada por Brenner y col. (1974) en un estudio de 

hibridación DNA-DNA realizado en el Walter Reed Army Institute of Research (USA). Brenner 

demostró que E. tarda constituía un nuevo taxón dentro de la familia Enterobacteriaceae. Los 

resultados indicaban, en primer lugar, que la similitud entre E. tarda y Escherichia coli K-12 era solo 

de un 20% y, en segundo lugar, que todas las cepas estudiadas originarias de diferentes 

hospedadores y áreas geográficas formaban un único grupo altamente relacionado (88% de 

hibridación a 60ºC). Además, mediante esta técnica se estableció que las cepas pertenecientes al 

grupo estudiado por Ewing y col. y las pertenecientes a los grupos Asakusa y Bartholomew, 

pertenecían a la misma especie: E. tarda.  

 

 En 1975, Sakazaki y Tamura modificaron el epíteto “tarda” por “anguillimortiferum” 

basándose en una publicación anterior en la que se proponía el nombre Paracolobactrum 

anguillimortiferum para un microorganismo aislado de anguilas (Hoshina, 1962). Esta bacteria poseía 

características bioquímicas idénticas a las de E. tarda, sin embargo, Hoshina no depositó una cepa 

tipo y el cultivo original se extravió. Ya que “anguillimortifeum” había sido publicado anteriormente, 

y por tanto tenía prioridad a nivel taxonómico sobre “tarda”, Sakazaki y Tamura, propusieron el 

nombre E. anguillimortifera (Hoshina) comb. nov. Un año más tarde, en 1976, Farmer y col., se 

basaron en el primer principio del Código Internacional de Nomenclatura Bacteriana para defender el 

epíteto “tarda” debido a su uso más extendido. Esta discrepancia fue resuelta en 1980 con la 

aprobación y publicación de la lista de nomenclatura bacteriana (Skerman y col., 1980) en la que 
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tanto E. tarda como E. anguillimortifera aparecen como sinónimos, siendo designada E. tarda como 

especie tipo.  

 

 Hasta 1980 este género, nombrado así en honor a P.R. Edwards por sus numerosas 

contribuciones al campo de la bacteriología entérica, estaba formado por una sola especie 

bacteriana, Edwarsiella tarda. Posteriormente, y en muy poco tiempo, se añadieron dos nuevas 

especies al género (Tabla 1.2). 

 

 

Tabla 1.2.- Principales diferencias bioquímicas entre las especies del género Edwardsiella. + : más del 90% 

de las cepas con resultado positivo; - : menos del 10% de las cepas con resultado positivo; d : entre el 11% y 

el 89% de las cepas con resultado positivo. 

  TEST E. tarda E. ictaluri E. hoshinae 

Mobilidad a 37º C  + -
1 

+ 

Utilización de malonato - - + 

Acidificación de glucosa con producción de gas  + d
2
 d 

Producción de:    

Indol + - d 

H2S + - + 

Ornitina decarboxilasa  + d + 

Ácido de:    

D-manitol - - + 

Sacarosa - - + 

Trehalosa - - + 

1
 E. ictaluri es móvil a 25º C 

2 
Resultado generalmente positivo a 25º C y negativo a 37º C. 
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 En 1980 Grimont y col. publicaron datos de un grupo de cepas positivas para la utilización de  

malonato como única fuente de carbono y el manitol, aisladas de reptiles y aves y que propusieron 

llamar Edwardsiella hoshinae, en honor al bacteriólogo Toshikazu Hoshina. Hasta la fecha, la 

publicación de Grimont y col. es la única existente sobre E. hoshinae. Actualmente es poco lo que se 

conoce sobre el hábitat de esta especie, y los únicos organismos de los que ha sido aislada son los 

descritos en la publicación de Grimont y col. (lagartijas, frailecillos y flamencos). 

 

 En 1981, Hawke y col. describieron una tercera especie, Edwardsiella ictaluri, a partir de 

aislados de pez gato. Esta especie causa la enfermedad conocida como septicemia entérica del pez 

gato que provoca grandes pérdidas económicas en los cultivos de esta especie en Estados Unidos.  

 

 

 

4.2.- Distribución geográfica y rango de hospedadores: 

 

  Desafortunadamente, son pocos los trabajos dirigidos al estudio de los hábitats naturales de 

E. tarda. Existen evidencias, sin embargo, de que los ambientes acuáticos y las especies animales que 

mantienen un contacto habitual con estos ambientes, pueden constituir el hábitat primario de E. 

tarda. Esta hipótesis se apoya en la escasa presencia natural de E. tarda en el tracto gastrointestinal 

de humanos y en los numerosos trabajos que describen el aislamiento e identificación de E. tarda a 

partir de mamíferos, aves, reptiles, peces y anfibios (Janda & Abbott, 1993a) (Tabla 1.3). E. tarda 

puede también afectar a humanos, aunque las infecciones por este microorganismo en el hombre 

son menos frecuentes. La mayoría de los casos están asociados a gastroenteritis debidas a la 

manipulación o consumo de pescado crudo o poco cocinado. También han sido descritos casos 

asociados al contacto con animales exóticos portadores de la bacteria y casos de septicemias 

causadas por E. tarda en personas inmunodeprimidas (Janda & Abbott, 1993a, 2006). 
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Tabla 1.3.- Grupos de organismos descritos como portadores de E. tarda. 

TIPO DE HOSPEDADOR Referencia 

Reptiles 
(serpientes, tortugas, cocodrilos, lagartijas,…) 

Wallace y col., 1966 

Kalina y col., 1981 

Nagel y col.., 1982 Anfibios 
(ranas, sapos,…) 

Sakazaki & Tamura, 1991 

Janda & Abbott, 1998 

Aves 
(águilas, garzas, pelícanos, gaviotas, buitres, 

avestruces, pingüinos, grullas…) 

White y col., 1969, 1973 

Janda & Abbott, 1998 

Peces  
(anguila, pez gato, platija …) 

Hoshina, 1962 

Janda & Abott, 1993a 

Ganado 
(cerdos, ganado vacuno, …) 

Ewing y col., 1965 

Arambulo y col., 1967 

Mamíferos marinos Coles y col., 1978 

Humanos 
Koshi & Lalitha, 1976 

Janda & Abbott, 2006 

 

 

 

 Mientras que el otro miembro del género Edwardsiella, E. ictaluri, se restringe 

mayoritariamente a ambientes de agua dulce estando asociada principalmente a infecciones en 

ictalúridos, E. tarda posee un amplio rango de hospedadores, tanto de agua dulce como de agua 

salada (Tabla 1.4). Aunque inicialmente la mayoría de las infecciones por E. tarda se describieron en 

anguila y platija en Asia, esta enfermedad se ha extendido a nivel mundial, considerándose en la 

actualidad un microorganismo ubicuo. Existen también descripciones del aislamiento de E. tarda a 

partir de aguas de cultivo y sedimentos (Wyatt y col., 1979; Yamada & Wakabayashi, 1999). 

Determinados factores ambientales de estrés, como las altas temperaturas, la baja calidad del agua o 

la elevada carga de materia orgánica, pueden contribuir a la aparición y severidad de las infecciones 

causadas por E. tarda en los peces (Plumb, 1999). E. tarda es capaz de sobrevivir fuera del 

hospedador en el agua de cultivo y en los sedimentos de los tanques, pudiendo actuar como 

reservorios ciertos organismos acuáticos. 
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Tabla 1.4.- Primeras descripciones por orden cronológico de infecciones por E. tarda en diversas 

especies de peces. 

ESPECIE REFERENCIA 

Anguila japonesa Anguilla japonica Hoshina, 1962 

Sargo púrpura Evynnis japonica Hoshina, 1962 

Perca americana Micropterus salmoides White y col., 1973 

Pez gato/bagre de canal Ictalurus punctatus  Meyer & Bullock, 1973 

Mújel o múgil Mugil cephalus Kusuda y col., 1976 

Tilapia  Oreochromis niloticus Aoki & Kitao, 1981 

Salmón real/salmón chinook Oncorhynchus tshawytscha Amandi y col., 1982 

Seriola Seriola gaingu Yasunaga y col., 1982 

Pargo japonés Pagrus major Yasunaga y col., 1982 

Platija/falso halibut del Japón Paralichthys olivaceus Nakatsugawa, 1983 

Betta Betta splendens Vladik y col., 1983 

Carpa común o europea Cyprinus carpio  Sae-Oui y col., 1984 

Salmón atlántico Salmo salar Martin, 1984 

Lubina rayada/lubina americana Morone saxatilis Herman & Bullock, 1986 

Tilapia negra/tilapia de Java Oreochromis mossambicus Bragg, 1988 

Góbido de arena Oxyeleotris marmoratus Supamataya, 1988 

Anguila australiana Anguilla reinhardtii Eaves y col., 1990 

Pez gato africano Clarias batrachus Sahoo y col., 1998 

Trucha fontinalis Salvelinus fontinalis Uhland y  col., 2000 

Perca trepadora Anabas testudineus Sahoo y col., 2000 

Pez sapo Opsanus tau Horenstein y col., 2004 

Anguila europea Anguilla anguilla Esteve y col., 2006 

Rodaballo Scophthalmus maximus Nougayrede y col., 1994 

Castro y col., 2006 

Anguila de pantano Monopterus albus Najiah y col., 2006 
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4.3.- Patología de la enfermedad: 

 

 Los síntomas clínicos de la septicemia causada por E. tarda difieren ligeramente entre las 

especies de peces en las que ha sido descrita.  

 

 En pez gato, E. tarda produce inicialmente pequeñas lesiones cutáneas (1-5 mm) que se 

localizan dorsolateralmente en el músculo (Meyer & Bullock, 1973). Estas pequeñas lesiones 

aumentan a grandes abcesos necróticos dentro del músculo lateral o el pedúnculo caudal, donde 

forman áreas inflamadas y visibles y la piel pierde su pigmentación. Las lesiones en el músculo, que 

contienen grandes cantidades de tejido necrótico, emiten un olor pútrido cuando se cortan. Cuando 

la infección progresa, ocasiona pérdida de movilidad del pez en la región caudal del cuerpo y una 

anemia generalizada similar a lo que ocurre con otras septicemias bacterianas.  

 

 Las anguilas con infección aguda de E. tarda desarrollan severas septicemias, con 

hemorragias en las aletas o petequias hemorrágicas en varias zonas del cuerpo y necrosis en el 

músculo. La región anal aparece inflamada y hemorrágica e, internamente, existe una anemia 

general en el peritoneo. En otras especies de peces se han descrito una gran variedad de síntomas 

clínicos. Por ejemplo, E. tarda causa exoftalmia y cataratas en tilapia así como abcesos en órganos 

internos (Kubota y col., 1981). La platija japonesa, infectada con E. tarda, desarrolla lesiones 

ulcerativas con pérdida de piel, que deja al descubierto el músculo, y hemorragias en aletas. La perca 

negra o perca americana (Micropterus salmoides) desarrolla lesiones necróticas en el pedúnculo 

caudal. 

 

 En las primeras descripciones de E. tarda en rodaballo (Nougayrede y col., 1994) los peces 

infectados presentaban decoloraciones en la zona dorsal, pequeñas lesiones ulcerosas en la piel con 

tumefacciones alrededor de los ojos y hemorragias en la boca y la base de las aletas. Ventralmente, 

en muchos casos, se podía observar hemorragias o petequias generalizadas a nivel muscular. 

Internamente, se detectó abundante líquido ascítico que producía distensión abdominal así como 

presencia de hemorragias en hígado, riñón y otros órganos internos. 

 

 De forma general se puede decir que los peces afectados por la enfermedad presentan 

natación errática y la boca y los opérculos abiertos lo que pudiera ser debido a la falta de oxígeno 
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característica del desarrollo de la anemia. Otros síntomas típicos son lesiones cutáneas, branquias 

blanquecinas, tumefacciones a nivel de los ojos, excesiva secreción de mucus, erosión de las escamas 

y úlceras. En casos agudos puede existir también inflamación y hemorragias a nivel anal, e 

inflamación a nivel de la cavidad ventral. Cuando la enfermedad progresa, pueden aparecer úlceras a 

nivel muscular que acaban por formar graves heridas en las que se acumula gas y que causa la 

aparición de un olor desagradable. Sin embargo, debido a que todos estos síntomas suelen aparecer 

también en otros casos de patologías debidas a otros agentes bacterianos, no son de mucha ayuda 

en el diagnóstico de la enfermedad. 

 

 

4.4.- La edwardsielosis en rodaballo: 

 

 La primera descripción de edwardsielosis en rodaballo fue publicada por Nougayrede y col. 

en 1994. En su trabajo, describieron una epizootia ocurrida en otoño de 1993 en una planta de 

cultivo situada en la costa atlántica de la Bahía de Vizcaya y con una temperatura del agua entre 14º 

y 16º C. La sintomatología común a todos los peces se caracterizaba por pequeñas úlceras en la piel, 

tumefacciones alrededor de los ojos y hemorragias en la boca y base de las aletas. El abdomen se 

encontraba distendido debido a la gran cantidad de líquido ascítico e internamente el riñón y la 

musculatura presentaban abundantes petequias. Edwardsiella tarda fue identificada como el agente 

causal de esta septicemia. 

 

 Tras esta primera descripción, no volvieron a publicarse casos de infecciones en rodaballo 

causadas por esta bacteria hasta una década después. Fue a finales del año 2004 y principios del 

2005 cuando comenzaron a producirse en distintas áreas geográficas de Europa brotes repetitivos de 

edwardsielosis y que provocaron altas mortalidades (Castro y col., 2006). El impacto causado por esta 

nueva enfermedad emergente en la industria acuícola del rodaballo fue en estos años especialmente 

importante. 

 

 Paralelamente a estos episodios de mortalidad ocurridos en Europa, E. tarda también fue 

causante de infecciones de rodaballo cultivado en la costa noreste de China. La mayor parte de estas 

mortalidades se produjeron entre primavera y verano de 2006 (Lan y col., 2008; Xiao y col., 2009) y, a 

diferencia de las cepas de origen europeo que mostraban una alta homogeneidad fenotípica siendo 
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todas ellas móviles, se detectaron en China cepas inmóviles carentes de flagelo capaces de provocar 

mortalidades en el rodaballo. 
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2.- OBJETIVOS 

 

 Dada la creciente importancia que en los últimos años ha adquirido el patógeno de peces E. 

tarda en la acuicultura europea, una correcta y amplia caracterización de los aislados desde el punto 

de vista bioquímico, serológico y molecular así como la realización de un estudio genético de la 

variabilidad intraespecífica, permitirán un mejor conocimiento del patógeno, además de aportar 

información vital a la hora del desarrollo de futuros estudios epidemiológicos de la enfermedad y del 

desarrollo de medidas de prevención y control. La determinación del potencial patógeno y un mayor 

conocimiento de los factores de virulencia implicados en la patogénesis de las cepas de E. tarda 

aisladas de rodaballo ayudarán a determinar hasta qué punto estos aislados son realmente un factor 

de riesgo para la acuicultura y/o la salud pública. Además, como en cualquier otra patología, la 

disponibilidad de técnicas de diagnóstico rápidas y eficaces que permitan un diagnóstico de la 

edwardsielosis en el menor tiempo posible, contribuirán a la prevención, tratamiento y control de la 

enfermedad, además de a minimizar las pérdidas provocadas por esta especie bacteriana. 

 

 Para la realización de la presente tesis doctoral se plantearon los siguientes objetivos: 

 

1) Caracterizar los aislados de E. tarda procedentes de rodaballo desde el punto de vista 

bioquímico y serológico así como de su contenido en ácidos grasos. 

 

2) Realizar una completa caracterización molecular de este grupo de aislados y determinar la 

posible variabilidad genética intraespecífica. 

 

3) Determinar el potencial patogénico de las cepas de E. tarda, así como llevar a cabo unos 

estudios preliminares para de la determinación de posibles factores de virulencia 

implicados en la patogénesis de la especie. 

 

4) Poner a punto técnicas de detección de E. tarda sensibles y específicas para un rápido 

diagnóstico de la enfermedad. 

 

5) Desarrollar una estrategia de vacunación con el fin de proteger a los cultivos de rodaballo 

frente a la edwardsielosis durante períodos prolongados de tiempo. 
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3.1.- INTRODUCCIÓN 

 

3.1.1.- Caracterización bioquímica: 

 

 E. tarda es una especie bacteriana perteneciente a la familia Enterobacteriaceae. Entre sus 

principales características destacan el ser una bacteria Gram negativa, de forma bacilar, con un 

tamaño aproximado de 1 µm de diámetro y 2-3 µm de largo (Farmer y McWhorter, 1984). Es 

generalmente móvil (aunque existen cepas no móviles) mediante flagelos peritricos, anaerobio 

facultativo, catalasa positivo y oxidasa negativo. 

 

 Las características fenotípicas y bioquímicas útiles para la identificación de E. tarda han sido 

descritas ampliamente por diversos autores (ver Tabla 1.2, Sección 1, pag. 12) (Tabla 3.1). En general, 

E. tarda es una especie bioquímicamente muy homogénea, encontrándose solamente algunas 

variaciones en los resultados obtenidos para la utilización del citrato (Wei y col., 2008) 

 

Tras las primeras descripciones, en las que la mayoría de los estudios mostraban la existencia 

de una gran homogeneidad a nivel bioquímico entre los aislados de E. tarda, Grimont y col. (1980) 

describieron un nuevo biogrupo dentro de la especie, que denominaron biogrupo I y que estaba 

formado por cepas que producían ácido a partir de L-arabinosa, D-manitol y sacarosa (pruebas 

negativas para las cepas “clásicas”) y no reducían tetrationato ni producían H2S (pruebas positivas 

para las cepas “clásicas”). 

 

 Farmer y McWhorter (1984) describieron ambos biotipos denominando “salvaje” al 

integrado por cepas de E. tarda que presentaban las características “clásicas” y que eran más 

comunes que las cepas del biogrupo I.  

 

Más recientemente, Walton y col. (1993) y Leung (1996) realizaron descripciones de cepas de 

E. tarda sacarosa positivas y L-arabinosa negativas, lo que parece indicar la existencia de un segundo 

biogrupo dentro de la especie (Tabla 3.2). 
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Tabla 3.1.- Características bioquímicas típicas de E. tarda. Datos extraídos de Mohanty & Sahoo 

(2007); Najiah y col. (2006); Baya y col., (1997). 

CARACTER Resultado CARACTER Resultado 
Citocromo oxidasa -   
Catalasa + Producción de ácido de:  
Movilidad  Glucosa  + 
 25ºC + Lactosa - 
 37ºC  + Sacarosa - 
Indol + Manitol - 
Rojo Metilo + Dulcitol - 
Citrato de Simmons - Salicina - 
Citrato de Christensen + Adonitol - 

Producción de H2S + Inositol - 
Mol % G+C en ADN 55-58 Sorbitol - 
Voges-Proskauer - Arabinosa - 
Fenilalanina desaminasa - Rafinosa - 
Lisina Decarboxilasa  + Ramnosa - 
Ornitina Decarboxilasa + Maltosa + 
Arginina Dehidrolasa - Xilosa - 
Oxidación/fermentación de glucosa F Trehalosa - 
Ureasa - Celobiosa - 
Salicina - Eritritol - 
Desoxiribonucleasa - Manosa - 
Hidrólisis de pectato - Glicerol + 
Beta galactosidasa - Melibiosa - 
Hidrólisis de almidón + Arabitol - 

Producción de gas a partir de  glucosa + Galactosa - 
Citrato (KP) + Amigdalina - 
d-Tartrato (KP) +   
KCN - Degradación de:  
Reducción de nitratos + Gelatina - 
β-galactosidasa - Caseina - 
TSI (triple sugar iron agar) K/A Gas SH2 Elastina - 
Rango de temperaturas de crecimiento (ºC) 10-42 Tween 20, 40 y 80 - 
Tolarancia a NaCl (%) 0-4 Lecitina - 
  DNA - 
Utilización de:  Esculina - 
Acido malónico - Almidón + 
Glicina -   
Malonato -   
Acetato -   

 F: fermentativo; K: alcalino; A: ácido 
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Tabla 3.2.- Principales diferencias entre los biogrupos de E. tarda descritos hasta la 
actualidad. 

TEST 
E. tarda biogrupo 

salvaje 
E. tarda 

biogrupo 1 
E. tarda 

biogrupo 2 

H2S (TSI) + -1 -1 

Acido de: 

L-arabinosa - + - 

D-manitol - + - 

Sacarosa - + + 
1 

En el medio TSI, la acidificación de la sacarosa conduce a la producción de grandes cantidades 
de ácido que disuelven el precipitado de sulfuro de hierro. 

 

  

 

3.1.2.- Sensibilidad a quimioterápicos: 

 

 De forma general E. tarda es susceptible a la mayoría de los agentes quimioterápicos que se 

usan comúnmente para tratar enfermedades en acuicultura así como las infecciones sistémicas del 

aparato gastrointestinal en humanos (Reinhardt  y col., 1985; Clark y col., 1991; Reger y col., 1993; 

Castro et al., 2006). Como tratamiento en acuicultura, Meyer & Bullock (1973) recomendaron el uso 

de 55 mg de oxitetraciclina/ kg peso de pez y día durante 10 días.  

 

 

3.1.3.- Caracterización serológica: 

 

 Los primeros estudios serológicos de E. tarda fueron realizados de forma independiente por 

Sakazaki (1967) y McWhorter y col. (1967) en Japón y Estados Unidos respectivamente. El esquema 

antigénico de Sakazaki fue elaborado a partir de 256 cepas y estaba compuesto por 17 grupos en 

base al antígeno O y 11 grupos en base al antígeno flagelar H.  Por su parte, McWhorter y col. (1967) 

presentaron un esquema provisional de 49 antígenos O y 37 antígenos H. Posteriormente, Tamura y 

col. (1988) fusionaron estos dos sistemas de serotipado de E. tarda proponiendo un nuevo esquema 

que consta 61 antígenos somáticos (O) y 45 flagelares (H). 
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 Park y col. (1983) emplearon la técnica de aglutinación del antígeno O en un trabajo que 

estudiaba 445 aislados procedentes de plantas de cultivo de anguila para clasificar las cepas en 

cuatro serotipos distintos (A, B, C y D). De los aislados de riñón, el 72% pertenecían al serotipo A, 

indicando que éste podría ser el tipo predominante y el  que causa enfermedad en estos peces. 

Rashid y col. (1994) realizaron también estudios similares en platija, encontrando los tres primeros 

serotipos descritos por Park (A, B y C) y comprobando de nuevo que el serotipo más virulento era el 

A.  

 

 Si bien los resultados obtenidos por Park y col., (1983) y Rashid y col (1994) parecen indicar 

que no existe una asociación entre serotipo y hospedador, y que un mismo serotipo de E. tarda es 

capaz de infectar a distintas especies de peces, se hacen necesarios mayores estudios que permitan 

establecer un claro esquema de serotipado dentro de E. tarda y, en especial, en las cepas aisladas de 

peces. 

 

 

3.1.4.- Composición de ácidos grasos de E. tarda: 

 

 Hasta la fecha solamente existe una publicación de Panangala y col. (2006) en la que se 

empleó cromatografía de gases para determinar la composición de ácidos grasos de cepas de E. 

tarda y E. ictaluri. Los resultados obtenidos en este trabajo demostraron que los principales ácidos 

grasos presentes en E. tarda son los que se muestran en la tabla 3.3. 

 

 Los tres ácidos grasos más abundantes en E. tarda resultaron ser el ácido tetradecanoico 

(16:0), el ácido hexadecanoico (16:1 cis) y el ácido octadecanoico (18:1 cis) que son conocidos por ser 

los ácidos grasos mayoritarios en las membranas de la mayoría de las bacterias Gram negativas 

(Stead, 1992). Por otra parte, ácidos grasos como ciclopropanos y ácidos grasos hidroxilados, se 

encuentra también presentes en E. tarda y son conocidos por ser integrantes comunes de las 

membranas de enterobacterias (Grogan & Cronan Jr, 1997).  

 

En su trabajo, Panangala y col., también encontraron que E. tarda resultaba mucho más 

homogénea en cuanto a su composición de ácidos grasos que E. ictaluri, presentando todos los 
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aislados de E. tarda estudiados (la mayor parte de ellos procedentes de Norte América y agua dulce) 

un índice de similitud entre ellos superior al 96%. 

 

 

Tabla 3.3.- Principales ácidos grasos presentes en E. tarda (Panangala y col., 2006) 

ÁCIDO GRASO NOMBRE NOMBRE COMÚN 

Ácidos grasos saturados  

14:0 Acido tetradecanoico Acido mirístico  

16:0 Acido hexadecanoico Acido palmítico 

18:0 Acido octadecanoico Acido esteárico 

Ácidos grasos insaturados  

18:1 ω7cis cis-7- ácido octadecanoico - 

18:1 ω9cis cis-9- ácido octadecanoico Acido oleico 

Ácidos grasos cilcopropanos  

17:0∆ cis-9,10- ácido metil hexadecanoico Análogo al ácido margárico 

19:0∆ ω8cis cis-8- ácido metil octadecanoico Análogo al ácido lactobacílico 

SF*  

SF-2 = 14:0 3-OH 3-ácido hidroxitetradecanoico 3-ácido hidroximirístico 

16:1 iso I Acido hexadecanoico, isómero I - 

SF-3 = 15:0 iso 2-OH 2-ácido hidroxipentadecanoico  - 

16:1 cis 7 cis-7-ácido hexadecanoico Acido palmitoleico 

SF-6 = 18:0 anteiso Acido anteisononadecanoico - 

18:2 cis6, cis9 Acido octadecatrienoico Acido linolenico 

 * SF (Summed Feature) representa dos picos con tiempos de retención solapados. 
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3.2.- MATERIALES Y METODOS 

 

3.2.1.- Cepas empleadas en el estudio: 

  

 Las cepas de E. tarda utilizadas en este trabajo, fueron aisladas a partir de epizootias 

repetitivas ocurridas en distintas plantas de cultivo de rodaballo durante el período 2004-2010. 

Todas estas plantas de cultivo se encuentran situadas en distintas áreas geográficas de Europa, 

localizándose unas en el Norte de Europa (códigos HL) y otras en el Sur de Europa (códigos ACC, RBR, 

RM y ACR) (Tabla 3.4). No se observó una distribución estacional en la aparición de las mortalidades, 

estando éstas repartidas a lo largo de todo el año. 

 

Tabla 3.4.- Epizootias causadas por Edwardsiella tarda en cultivos de rodaballo durante los años 2004 a 
2010.  

SUR DE EUROPA  NORTE DE EUROPA 

Año Nº epizootias Nº cepas  Año Nº epizootias Nº cepas 

2005 1 3  2004 1 1 

2006 4 16  2005 2 6 

2008 2 8  2006 4 21 

2009 5 18     

2010 1 2     

 

 

Los peces muestreados presentaban una sintomatología común en todos los casos, en la que 

podemos destacar (ver Figura 3.1a y 3.1b): 

 

- Zonas despigmentadas y blanquecinas en la parte dorsal del pez, tanto en cabeza como en el 

resto del cuerpo. 

- Zona ventral hemorrrágica, con petequias en la musculatura. 

- Exoftalmia y/o tumefacciones en los ojos. 

- Abundante líquido ascítico en la cavidad abdominal. 

- Órganos internos hemorrágicos: riñón, hígado, … 
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Figura 3.1a.- Lesiones externas en rodaballo típicas de E. tarda 
en la zona dorsal, zonas decoloradas en la piel, ojos con 
tumefacciones y bocas hemorrágicas. 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
Figura 3.1b.- Lesiones externas en rodaballo típicas de E. tarda 
en la zona ventral, zonas hemorrágicas y/o con abundantes 
petequias. 

 

 

 

 En el presente trabajo se incluyeron un total de 75 aislados de E. tarda procedentes de 

diferentes plantas de cultivo situadas en distintas zonas de la geografía Europea (Tabla 3.5). Estos 

aislados de rodaballo, se obtuvieron de peces de diferentes tamaños, (desde 12 hasta 500 g) y 

cultivados en distintos sistemas de producción. 

 

 Además, y con fines comparativos, se incluyeron también un total de 17 cepas de E. tarda de 

distintos orígenes geográficos y de hospedador (Tabla 3.6).  
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Tabla 3.5.- Cepas de Edwardsiella tarda aisladas de rodaballo empleadas en este estudio. El sombreado indica 
cepas aisladas de un mismo brote de mortalidad. 

CEPA AÑO  ORIGEN  CEPA AÑO  ORIGEN 

HL1.1 2004 Norte Europa  RM296.1 2006 Sur Europa 
ACC 35.1 2005 Sur Europa  RM297.1 2006 Sur Europa 

ACC 36.1 2005 Sur Europa  RM298.1 2006 Sur Europa 

ACC 36.2 2005 Sur Europa  RM299.1 2006 Sur Europa 

HL8.1 2005 Norte Europa  RM300.1 2006 Sur Europa 

HL9.1 2005 Norte Europa  RM301.1 2006 Sur Europa 

HL10.1 2005 Norte Europa  RBR7.1 2008 Sur Europa 

HL12.1 2005 Norte Europa  RBR8.1 2008 Sur Europa 

HL13.1 2005 Norte Europa  RBR9.1 2008 Sur Europa 

HL14.1 2005 Norte Europa  RBR10.1 2008 Sur Europa 

HL21.2 2006 Norte Europa  RBR11.1 2008 Sur Europa 

HL21.3 2006 Norte Europa  RBR12.1 2008 Sur Europa 

HL23.1 2006 Norte Europa  RBR13.1 2008 Sur Europa 

HL24.1 2006 Norte Europa  RBR14.1 2008 Sur Europa 

HL25.1 2006 Norte Europa  ACC121.1 2009 Sur Europa 

HL26.1 2006 Norte Europa  ACR326.1 2009 Sur Europa 

HL27.1 2006 Norte Europa  ACR327.1 2009 Sur Europa 

HL28.1 2006 Norte Europa  ACR328.1 2009 Sur Europa 

HL29.1 2006 Norte Europa  ACR329.1 2009 Sur Europa 

HL30.1 2006 Norte Europa  ACR333.1 2009 Sur Europa 

HL31.1 2006 Norte Europa  ACR342.1 2009 Sur Europa 

HL32.1 2006 Norte Europa  ACR243.1 2009 Sur Europa 

HL33.1 2006 Norte Europa  ACR345.1 2009 Sur Europa 

HL34.1 2006 Norte Europa  ACR352.1 2009 Sur Europa 

HL35.1 2006 Norte Europa  ACR352.2 2009 Sur Europa 

HL36.1 2006 Norte Europa  ACR354.1 2009 Sur Europa 

HL37.1 2006 Norte Europa  ACR355.1 2009 Sur Europa 

HL38.1 2006 Norte Europa  ACR356.1 2009 Sur Europa 

HL42.1 2006 Norte Europa  ACR357.1 2009 Sur Europa 

HL43.1 2006 Norte Europa  ACR358.1 2009 Sur Europa 

HL46.1 2006 Norte Europa  ACR359.1 2009 Sur Europa 

ACC51.1 2006 Sur Europa  ACR361.1 2009 Sur Europa 

ACC52.1 2006 Sur Europa  ACR1.1-10 2010 Sur Europa 

ACC53.1 2006 Sur Europa  ACR2.1-10 2010 Sur Europa 

ACC69.1 2006 Sur Europa     

ACC70.1 2006 Sur Europa     

RM288.1 2006 Sur Europa     

RM289.1 2006 Sur Europa     

RM290.1 2006 Sur Europa     

RM293.1 2006 Sur Europa     

RM294.1 2006 Sur Europa     
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Tabla 3.6.- Otras cepas de E. tarda empleadas en este estudio con fines comparativos. T. Aoki, Faculty of 
Agriculture, Miyazaki University (Miyazaki, Japan); A. Baya, Animal Health Diagnostic Laboratory, (Maryland, 
USA); CECT: Colección Española de Cultivos Tipo (Valencia, España).; R. Cipriano, USGS/National Fish Health 
Research Laboratory (Kearnegsville, USA); T. Matsuyama, National Research Institute of Aquaculture 
Fisheires Research Agency (Mie, Japón); H. Motoki, Osaka University (Osaka, Japón); NCIMB: National 
Collection of Marine and Industrial Bacteria (Aberdeen, UK);  T. Uribe, Fundación Chile (Puerto Montt, 
Chile); T. Wellborn, Mississippi Cooperative Extension Service, Mississippi State University (Jackson, 
Mississippi, USA). 

CEPA HOSPEDADOR PAIS FUENTE 

81.48 Pez Gato (Ictalurus puntactus ) USA T. Wellborn 

KGE 7901 Tilapia (Tilapia nilotica) Japón T. Aoki 

07BS Tilapia (Tilapia nilotica) Japón H. Motoki 

205/03 Dorada (Sparus aurata) España Colección Laboratorio 

FL3-22 Pez ángel (Pterophyllum scalare) USA A. Baya 

EDK 1 Anguila(Anguilla japonica) Japón T. Aoki 

E-11-2 Anguila(Anguilla japonica) Japón T. Aoki 

9.8 Lubina americana (Morone saxatilis) USA R. Cipriano 

FL4-53-4K Lubina americana (Morone saxatilis) USA A. Baya 

WFE 1 Platija (Paralichthys olivaceus) Japón T. Matsuyama 

WFE 10 Platija (Paralichthys olivaceus) Japón T. Matsuyama 

ET 001 Besugo (Pagellus bogaraveo) Japón T. Matsuyama 

ET 006 Besugo (Pagellus bogaraveo) Japón T. Matsuyama 

ET 009 Besugo (Pagellus bogaraveo) Japón T. Matsuyama 

FP 176-99 Salmon del Pacífico (Oncorhynchus kisutch) Chile T. Uribe 

NCIMB2034 Especie de pez sin determinar NCIMB NCIMB 

CECT849 Heces de humanos CECT CECT 

 

 

 Las cepas de E.tarda se cultivaron de forma rutinaria en el medio Tripticasa de Soja Agar 

(Pronadisa) suplementado con un 1% de NaCl (TSA-1). La incubación se realizó a 25ºC durante 24 h. 

La conservación de las cepas se llevó a cabo empleando viales comerciales Cryo-billes (AES 

Laboratory, Francia), los cuales  se someten a una congelación lenta mediante pases sucesivos a 4ºC, 

-30ºC y -80ºC. 
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3.2.2.- Caracterización bioquímica: 

 

 Para la caracterización bioquímica de las cepas de E. tarda en base a pruebas bioquímicas 

convencionales, se emplearon métodos en tubo y en placa siguiendo los protocolos descritos por 

McFaddin (1983) y Amos (1985). Los tipos de pruebas realizadas se listan en la Tabla 3.7 (pag. 36) 

 

 Como complemento a las pruebas bioquímicas clásicas en tubo y placa, se utilizó también el 

sistema miniaturizado API20E (Biomerieux). Este sistema comercial es un sistema estandarizado que 

permite la identificación de los miembros de la familia Enterobacteriaceae y otros bacilos Gram 

negativos no exigentes.  

 

  La inoculación de las galerías se realizó con suspensiones bacterianas en solución salina 

(0,85%) (SS) estéril, siguiendo las instrucciones de la casa comercial. La incubación se realizó a 25ºC 

durante 24 h y se leyeron los resultados siguiendo las indicaciones del fabricante. Para la 

identificación de los aislados en base a los resultados del API se empleó la herramienta Apiweb 

(Biomerieux) que contiene todas las bases de datos de los sistemas comerciales API en constante 

actualización. 

 

 

3.2.3.- Sensibilidad a agentes quimioterápicos: 

 

 Los patrones de resistencia de los distintos aislados a los agentes quimioterápicos utilizados 

normalmente en acuicultura se determinaron utilizando la técnica de difusión en placa, siguiendo las 

recomendaciones de la CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2005). El medio empleado 

fue el Mueller-Hinton Agar suplementado con un 1% de NaCl (MHA-1). Las cepas se resuspendieron 

en Tripticasa Soja Caldo suplementado con un 1% de NaCl (TSC-1) y se sembraron en césped con un 

hisopo estéril sobre las placas. Los agentes antimicrobianos utilizados fueron: Amoxicilina (25 µg), 

Enrofloxacina (5 µg), Florfenicol (30 µg), Oxitetraciclina (30 µg), Trimetropim-sulfametoxazol (25 µg) 

y Flumequina (30 µg). Tras el período de incubación (24 h a 25ºC) se midieron los posibles halos de 

inhibición del crecimiento alrededor de los discos. 
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3.2.4.- Caracterización serológica: 

 

La caracterización serológica de los aislados de E. tarda se llevó a cabo empleando cuatro 

técnicas serológicas distintas: aglutinación en portaobjetos, microtitulación, Dot Blot y Western Blot.  

 

a) Preparación de los antígenos: 

 

 Dependiendo del ensayo serológico a realizar, se emplearon como antígenos bacterianos: 

 

� Células bacterianas enteras, obtenidas mediante la suspensión de los cultivos frescos 

crecidos en placas de TSA-1 en SS (concentración aproximada de 1,2 x 109 cel/ml, ajustado 

visualmente al tubo nº 4 de la escala McFarland). 

 

� Antígenos Somáticos Termoestables (antígenos “O”), obtenidos a partir de suspensiones 

celulares en SS por tratamiento con calor (100º C durante 1h). 

 Para obtener los antígenos “O”, las cepas cultivadas en TSA-1 se resuspendieron en 

SS y se calentaron en un baño a 100ºC durante 1 h. A continuación, las suspensiones de 

antígenos se centrifugaron a 2000 rpm durante 20 min y se retiró el sobrenadante. 

Finalmente, los precipitados se resuspendieron en un volumen igual de SS y se mantuvieron a 

4ºC hasta su uso. 

 

� Lipopolisacáridos (LPS) obtenidos mediante incubación con Proteinasa K (Oxoid) de las 

suspensiones bacterianas. 

 La extracción de los LPS presentes en la membrana externa de la envoltura celular de 

los aislados se realizó utilizando el método de Hitchcock y Brown (1983). Las cepas se 

cultivaron en TSA-1 durante 24 horas, se resuspendieron en 1,5 ml de PBS y se lavaron 2 

veces por centrifugación (12000 rpm durante 2 minutos). El precipitado celular se 

resuspendió en 200 µl de PBS y se hirvió a 100º C durante 10 minutos. Las muestras se 

enfriaron en hielo y, a continuación, se incubaron  en el baño a 60ºC durante 1 hora con una 

solución de Proteinasa K (2,5 mg/ml) en PBS y se almacenaron a –20º C hasta su uso. 
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b) Preparación y absorción de antisueros: 

  

 La obtención de antisueros para el serotipado de los aislados se llevó a cabo mediante 

inoculación en conejos de raza Neozelandesa de aproximadamente 2.5–3 kg siguiendo la 

metodología de Sørensen & Larsen (1986). 

 

 Las cepas de E. tarda seleccionadas  como antígenos para la inmunización de los conejos 

fueron un representante de los aislados de rodaballo (ACC35.1) y una cepa aislada de lubina 

americana (9.8) y que se tomó como cepa de referencia (Baya y col., 1997). Las células bacterianas de 

ambas cepas (cultivos de 24 h en TSA-1) se inactivaron por adición de formol a una concentración 

final de 0.7% dejándolo actuar durante 2h a temperatura ambiente. Tras la eliminación del formol 

mediante centrifugación y lavados con SS, el precipitado celular se resuspendió en SS y se conservó a 

4º C. 

 

 Previamente a la inoculación de los conejos, se les extrajo 5 ml de sangre a cada uno de ellos 

con el fin de disponer de un suero control no inmune y una semana después se comenzó a inyectar 

por vía intravenosa la suspensión de células bacterianas formolizadas, cuya dosis se incrementó a 

intervalos regulares de 3 días desde 0.2 ml (dosis inicial) hasta 1.0 ml (dosis final). Una semana 

después de la última inyección se extrajeron aproximadamente 30 ml de sangre a cada conejo para 

obtener antisuero. Al cabo de 2 semanas se repitió el protocolo de inmunización, siempre con dosis 

de 1 ml (dosis de recuerdo). 

 

 El proceso de extracción de sangre (por aplicación de cánulas en la vena marginal de la oreja) 

va seguido de la coagulación de la misma a temperatura ambiente (durante 1-2 h) y el 

mantenimiento a 4ºC durante 12-14 h, momento en el que se separa el suero de los restantes 

componentes sanguíneos por centrifugación (1000 rpm, 10 min).  

 

 Para la absorción de los antisueros, alícuotas de los sueros obtenidos se absorbieron con 

suspensiones del antígeno somático termoestable de las cepas heterólogas siguiendo el protocolo 

descrito por Romalde y col. (1993). Así, el suero obtenido frente a la cepa 9.8 se absorbió con el 

antígeno de la cepa ACC35.1 y viceversa. Para ello, el antígeno “O” se mezcló con el suero heterólogo 

y la mezcla se incubó a 25ºC durante 1h en agitación y a 4º C durante toda la noche. Posteriormente, 
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la mezcla se centrifugó a 8000 rpm durante 20 minutos y se recogió el sobrenadante o suero 

absorbido en un tubo nuevo. El proceso de absorción se repitió hasta eliminar las reacciones 

cruzadas. Los sueros absorbidos se mantuvieron a -20ºC hasta su uso. 

 

 

c) Aglutinación en portaobjetos: 

 

 El ensayo de aglutinación en portaobjetos realizado según los procedimientos descritos por 

Toranzo y col. (1987), consiste básicamente en la mezcla, sobre un portaobjetos, de volúmenes 

iguales de suspensión antigénica y antisuero diluido 1/10. Solamente una aglutinación rápida y clara 

fue considerada como positiva. Los controles negativos se hicieron con SS y suero de conejo no 

inmunizado.  

 

 

d) Microtitulación: 

 

 La técnica de microtitulación o aglutinación cuantitativa se llevó a cabo en placas de 

microtitulación de 96 pocillos de fondo en U (Corning) y usando safranina al 0,005% (p/v) en SS de 

acuerdo con la metodología descrita por Stevenson & Daly (1982). Para ello, se adicionaron 20 μl de 

SS más safranina a todos los pocillos que van a ser utilizados, excepto el primero de la fila. En el 

primer y segundo pocillos se añadieron 20 μl de una dilución 1/10 del suero en SS. A continuación, el 

contenido del segundo pocillo se mezcló con una micropipeta y se hicieron diluciones seriadas hasta 

el último pocillo. A todos los pocillos de la placa se le añadió a continuación 20 μl de la suspensión 

del antígeno “O”. El título de aglutinación de cada antisuero fue definido como el recíproco de la 

mayor dilución de dicho suero que, después de un período de incubación de una noche a 15º C con el 

mismo volumen de antígeno bacteriano, dio lugar a una reacción de aglutinación positiva. 

 

e) Dot Blot: 

 

 El ensayo “Dot Blot” se realizó siguiendo básicamente la metodología de Cipriano y col. 

(1985) con ligeras modificaciones (Bolinches y col., 1990).  
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 Se llevó a cabo sobre membranas de ésteres de celulosa (Milipore), previamente 

humedecidas en PBS y secadas al aire, sobre las cuales se depositan las suspensiones antigénicas (1 

μl). Una vez bloqueados los grupos reactivos de las membranas con una solución de gelatina (Biorad) 

al 3% en tampón Tris-salino (TBS) (Tris-HCl 0.005 M, NaCl 0.2 M, pH 7.5) durante 1 h, se incubaron 

con el antisuero correspondiente diluido en TTBS {TBS [Tris 0.5M (Merck) suplementado con 1.5 M 

de NaCl (Merck) ajustado a pH 7.3] suplementado con 0.05% de Tween 20} durante 1h con agitación 

suave. Tras retirar la solución del anticuerpo primario, y realizar 3 lavados durante 5 min con TTBS, se 

procedió a incubar la membrana con el anticuerpo secundario de cabra anti-Inmunoglobulina G (IgG) 

de conejo conjugado con fosfatasa alcalina a una dilución 1:3000 en TBS durante 1 h. 

 

 Tras los lavados correspondientes con TTBS y TBS, las membranas se incubaron en la solución 

de revelado de tampón carbonato (0,1 M NaHCO3, 1,0 mM MgCl2, pH 9,8), 4-nitroazul de tetrazolium 

(0,3 mg/mL, Oxoid) y 5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato (0,15 mg/mL, Oxoid) hasta la aparición de 

color (5-10 min). El revelado se detuvo mediante sucesivos lavados con agua destilada. El ensayo fue 

realizado en su totalidad a temperatura ambiente. 

 

 La aparición de puntos azules nítidos sobre la membrana es indicativo de reacciones 

positivas, mientras que puntos ligeramente azulados se correspondieron con la presencia de 

reacciones cruzadas, que no deben confundirse con las positivas verdaderas. 

 

 

f) Western blot: 

 

 Dado que los LPS han resultado ser excelentes inmunógenos en otras especies, hemos 

evaluado también la existencia de reacciones inmunológicas entre los lipopolisacáridos (LPS) de la 

envoltura celular de las distintas cepas. 

 

 Para ello, se llevaron a cabo ensayos de transferencia electroforética a membranas de 

nitrocelulosa de las preparaciones de LPS, seguido de la detección de antígenos empleando 

antisueros específicos (“Inmunoblot”).  
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• Preparación de geles y condiciones de electroforesis: 

 

 La preparación de los geles y tampones para la electroforesis de las muestras de LPS se 

realizó siguiendo la técnica descrita por Laemmli (1970). 

 

 Los geles concentrador y separador se prepararon a partir de las soluciones stock I [30% (p/v) 

de acrilamida y 0,8 % (p/v) de N,N’ bis-metilen-acrilamida] y II [44% (p/v) acrilamida y 0,8% (p/v)] de 

N,N’ bis-metilen-acrilamida]. La composición final para el gel concentrador (“Stacking gel”) fue 3% 

(p/v) acrilamida y 0,08% (p/v) bisacrilamida en tampón Tris-HCl 0,125 M, pH 6,8 con dodecil-sulfato-

sódico (SDS) al 0,1% (p/v). La composición final para el gel separador (“Resolving gel”) fue 12,5% 

(p/v) de acrilamida y 0,22% (p/v) bisacrilamida en tampón Tris-HCl 0,375 M pH 8,8 con SDS al 0,2%. 

La polimerización de los geles se realizó por adición de TEMED (N,N,N’N’-tetrametil-etilendiamina) al 

0,4% (v/v) para el gel concentrador y al 0,03% para el separador, y persulfato amónico al 0,02% (v/v) 

como agente catalizador. El tampón de electroforesis empleado fue Tris-glicina [Tris-(hidroximetil)-

aminometano 25 mM, glicina 192 mM y SDS 0,1% (p/v)]. Las electroforesis se llevaron a cabo en una 

cubeta vertical Mini Protean® (Bio-Rad), aplicando una corriente constante de 15 mA durante toda la 

noche. 

 

 El volumen de muestra analizada fue 15 μl, que fueron mezclados antes de cargar el gel con 

un volumen idéntico de tampón final de muestra FSB 2x [Tris-HCl 0,065M, ph 6,8, SDS 2% (p/v), 

glicerol 10% (v/v), azul de bromofenol 0,001% y 2-mercaptoetanol 5% (v/v)]. La mezcla se calentó en 

un baño a 100º C durante 5 min para finalmente cargar 20 μl de cada una de las muestras por pocillo. 

La electroforesis se llevó a cabo a 60 v durante 90 min. 

 

• Análisis Inmunológico de los antígenos celulares: 

 

 Tras la electroforesis, la relación inmunológica de los LPS de las cepas de E. tarda se evaluó 

mediante transferencia electroforética a membranas de nitrocelulosa (técnica de “inmunoblot” o 

“Western blot”) de las muestras separadas en geles discontinuos de SDS-PAGE y usando los 

anticuerpos específicos mediante el procedimiento de Towbin y col. (1979). Para ello se utilizó una 

cubeta Mini Trans-Blot® (Bio-Rad) a 350 mA durante 1 h en tampón de transferencia compuesto por 

Tris-HCl 25 mM (pH 8,3), glicina 192 mM y metanol al 20% (v/v). 
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 Finalizada la transferencia, se continuó con el procedimiento descrito en el ensayo de “Dot-

Blot”. Cuando la reacción fue evidente se detuvo el revelado mediante baños de agua destilada. 

 

 

3.2.5.- Análisis de Acidos Grasos (FAME): 

 

a) Composición de ácidos grasos de cepas de E. tarda: 

 

 La extracción de ácidos grasos de cada cepa en estudio se realizó de acuerdo con el 

procedimiento del sistema de identificación SHERLOCK (MIDI Newark, Del., USA). Para ello, se 

recogieron 40 mg (peso húmedo) de células crecidas en TSA a las 24 h. A continuación, y con el 

objetivo de lisar las células para liberar los ácidos grasos de los lípidos celulares, se efectuó una 

saponificación (alcohol metílico, 150 ml; hidróxido de sodio, 45 g y agua destilada desionizada, 150 

ml). Para formar los metil ésteres de ácidos grasos (FAME),  se realizó una metilación con ácido 

clorhídrico 6 N (325 ml) y alcohol metílico (275 ml) y, seguidamente, un proceso de extracción con n-

hexano y metil terbutil eter (1:1)  para transferir los FAME de la fase acuosa a la fase orgánica. El 

último paso fue un lavado con hidróxido de sodio (10.8 g) y agua destilada deionizada (900 ml). 

  

 El análisis de los ácidos grasos extraídos se realizó en un cromatógrafo Hewlett-Packard 6890 

equipado con el software Sherlock Microbial Identification System 4,5 (MIDI Systems, USA). La 

composición en ácidos grasos fue calculada como porcentaje del área de pico en relación con la 

sumatoria de áreas de todos los ácidos grasos de C9 a C20. La nomenclatura adoptada para los ácidos 

grasos es: el número anterior a los dos puntos indica el número total de carbonos de la molécula, el 

número posterior indica el número de dobles enlaces, el número que sigue a ω (en caso de existir) 

indica el carbono inicial del doble enlace seguido de la palabra cis o trans para la correspondiente 

configuración, el número antes de la palabra metil indica la posición de éste y la indicación iso o 

anteiso indica la posición del metilo terminal o subterminal. 

 

 Además de un grupo representativo de 17 aislados de E. tarda de rodaballo y otras cepas de 

E. tarda de distintos orígenes (Tabla 3.6), se incluyeron también con fines comparativos en este 

análisis las otras dos especies que forman el género Edwardsiella: E. ictaluri (CECT885) y E. hoshinae 

(DSM13771). 
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 Todos los análisis posteriores de los resultados, incluidos dendogramas, se realizaron 

empleando el software Sherlock Microbial Identification System 4,5 (MIDI Systems, USA). 

 

 

 b) Influencia de la temperatura y el medio de cultivo en la composición de ácidos grasos:  

 

En los laboratorios de diagnóstico de cultivos marinos es habitual el uso del medio TSA-1 por 

ser un medio general que facilita el crecimiento de las bacterias marinas que requieren sal. El sistema 

de identificación Sherlock Microbial Identification System 4,5 cuenta con dos bases de datos en las 

que se encuentra recogida la especie E. tarda: TSBA6, que se emplea con cepas que han sido crecidas 

en medio TSA y CLIN6, que se emplea con cepas crecidas en agar sangre. Sabiendo que cada especie 

microbiana tiene una proporción de ácidos grasos y que dicha proporción varía en función de algunas 

variables como pueden ser el medio de cultivo, la temperatura de crecimiento o la edad fisiológica de 

la célula (Lechevalier, 1977; Scherer y col., 2003), en el presente apartado se estudió la influencia del 

medio de cultivo y la temperatura de incubación en la composición de los ácidos grasos de E. tarda. 

Para ello, se emplearon dos temperaturas de incubación diferentes (25º y 37º C) y en dos medios de 

cultivo distintos (TSA-1 y Agar Sangre).  

 

Las cepas seleccionadas para este ensayo fueron: ACC35.1, ACC121.1, HL1.1, HL23.1, RM288.1, 

RBR7.1 y ACR326.1; todas ellas aisladas de rodaballo. 

 

 

 c) Identificación de E. tarda mediante el sistema software Sherlock Microbial Identification 

System 4,5:  

  

El sistema de Identificación Sherlock Microbial Identification System 4,5 (MIDI Systems, USA) 

analiza la composición de ácidos grasos de un microorganismo y la compara con una base de datos 

interna de perfiles generada a partir de cepas de referencia. Una vez que una cepa bacteriana ha sido 

cultivada, procesada y analizada con el software Sherlock, el sistema de identificación compara su 

perfil de ácidos grasos con la base de datos y genera una lista de posibles especies en base a un 

índice de similaridad. Siguiendo las recomendaciones de la casa comercial, se consideró como 

adecuados índices con valores de 0.500 o superiores y una diferencia mayor de 0.100 entre la 
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primera y segunda opción de identificación. Si el valor del índice se encontraba entre 0.300 y 0.500 y 

con una diferencia mayor de 0.100 con la segunda entrada, podría tratarse de una buena 

identificación, pero con una composición de ácidos grasos ligeramente diferente al perfil de la base 

de datos (cepa atípica). Aquellos valores menores de 0.300 indicarían que no existe esa especie en la 

base de datos del software. 
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3.3.- RESULTADOS 

 

3.3.1.- Caracterización bioquímica e identificación de las cepas: 

 

 Los resultados obtenidos demostraron una elevada homogeneidad a nivel bioquímico entre 

las 75 cepas aisladas de rodaballo estudiadas, independientemente de su origen geográfico y fuente 

de aislamiento (Tabla 3.7), con la única excepción de la capacidad de las cepas para crecer utilizando 

como única fuente de carbono el citrato en el medio de Simmons. Los resultados obtenidos, 

permitieron identificar los aislados de rodaballo como Edwardsiella tarda. 

 

 

Tabla 3.7.- Características bioquímicas de E. tarda obtenidas empleando 75 aislados de rodaballo (ver 
Tabla 3.5, pag 28) y 17 cepas de diferentes fuentes de aislamiento (ver Tabla 3.6, pag. 29). 

CARÁCTER RESULTADO  CARÁCTER RESULTADO 

Morfología b  Crecimiento a distintas temepraturas 

Movilidad +  4º C - 
Gram -  15 º C + 
Oxidasa -  37 º C + 
Crecimiento en TCBS -  42 º C + 
Catalasa +  60 º C - 
Arginina dehidrolase -    
Lisine decarboxilasa +  Crecimiento a distintas concentraciones de 

ClNa Ornitina dihidrolasa +  

O/F F  0 % + 
Urea -  3 % + 
Indol +  5 % - 
VP -  8 % - 
Gelatina -  10 % - 
Amilasa -    

Esculina -    

Citrato de Simmons  v    

Nitrato +    

Gas glucosa +    

Lipasa -    

Lactosa +    

Kliger K/A Gas y H2S    

B: bacilo; F: fermentativo; V: resultado variable; ; K: alcalino; A: ácido 
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 La caracterización mediante los sistemas miniaturizados API 20E, confirmó la identificación 

de todos los aislados como E. tarda, mostrando la mayoría de ellos el perfil 4544000 (identificación 

según la base de datos del sistema API 20E del 99,9%) exceptuando algunos casos que producían 

resultados variables para la prueba del citrato en los que el perfil resultante era 4744000 

(identificación 99,4%) (Figura 3.2). 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.2.- Sistema miniaturizado API 20E correspondiente al perfil 4544000 de E. tarda. 

 

 

3.3.2.- Sensibilidad a agentes quimioterápicos: 

 

  De forma general, la mayoría de cepas resultaron ser sensibles a los agentes 

estudiados, obteniéndose solamente resistencias en el caso de la cepa aislada de pez ángel (ver Tabla 

3.8). Los aislados de rodaballo resultaron sensibles a todos los agentes, excepto en el caso de la 

Amoxicilina, donde se encontraron algunas cepas resistentes. 

 

Tabla 3.8.- Resultados de los estudios de sensibilidad a antibióticos y agentes quimioterápicos 
para varias de las cepas de E. tarda estudiadas en función de la fuente de aislamiento. +: 100% de 
cepas sensibles al agente quimioterápico; -: todas las cepas resistentes al agente quimioterápico; 
v: resultados variables, entre paréntesis porcentaje de cepas sensibles al agente quimioterápico. 

Aislados Nº de 
cepas 

AML 
25 

ENR 
5 

FFC 
30 

OT 
30 

SXT 
25 

UB 
30 

Rodaballo 75 V(50) + + + + + 

Anguila 2 + + + + + + 

Pez ángel 1 - + + - - + 

Pez gato 1 + + + + + + 

Lubina americana 2 + + + + + + 

Tilapia 2 v(50) + + + + + 

NCBM2034 1 + + + + + + 

AML: amoxicilina; ENR: enrofloxacina; FFC: florfenicol; OT: oxitetraciclina; SXT: 
trimetropim-sulfametoxazol; UB: flumequina 
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3.3.3.- Caracterización serológica: 

 

a) Aglutinación en portaobjetos: 

 

 El análisis serológico mediante aglutinación en portaobjetos utilizando, tanto las 

suspensiones bacterianas de células enteras como los antígenos “O” extraídos de cada una de las 

cepas utilizadas en el estudio, mostró que todas las cepas producían reacción positiva con los dos 

antisueros utilizados (tanto el obtenido frente a la cepa ACC35.1 procedente de rodaballo como el 

obtenido frente a la cepa 9.8 procedente de lubina americana) independientemente de hospedador 

y del lugar del que fueran aisladas. 

 

 

b) Microtitulación: 

 

 Los resultados de los ensayos de microtitulación por aglutinación en placas de 96 pocillos 

usando los antisueros no absorbidos permitieron agrupar las cepas de E. tarda en dos grupos 

diferenciados en función de los valores de microtitulación obtenidos frente a los dos antisueros 

empleados. El Grupo 1 comprendería todos los aislados de E. tarda procedentes de rodaballo, los 

cuales mostraron valores de titulación altos (entre 160 y 640) frente al antisuero de rodaballo y 

valores de titulación bajos frente al antisuero de lubina americana (menores o iguales a 80). El Grupo 

2 estaba formado por el total de los 17 aislados incluídos en el estudio con fines comparativos, los 

cuales no mostraron reacción positiva frente al antisuero de rodaballo (títulos menores de 10) y 

reaccionaron con títulos entre 80 y 640 frente al antisuero de la cepa 9.8 (Tabla 3.9). 
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Tabla 3.9.- Resultados de las pruebas de microtitulación, ensayos Dot-Blot y análisis de “inmunoblot”. ++, 
reacción positiva fuerte; +, reacción positiva; (+), reacción positiva débil;  -, reacción negativa; ( ), antígeno 
utilizado para absorber el antisuero. 

Cepas por 

hospedador 

Microtitulación 
 

Dot Blot 
 

Western Blot 

Suero anti-  Suero anti-  Suero anti- 

ACC35.1 9.8 
 

ACC35.1 9.8 9.8 
(ACC35.1) 

 
ACC35.1 9.8 

Rodaballo (75)a 160-640 40-80  ++ (+) -  ++ - 

Lubina americana (2) <10 320-640  - ++ ++  - ++ 

Platija (2) <10 640  - (+) -  - - 

Besugo (3) <10 640  - (+) -  - - 

Pez Gato (1) <10 80  - (+) -  - - 

Tilapia (2) <10 160  - ++ +  - - 

Anguila japonesa (2) <10 160  - ++ +  - - 

Dorada (1) <10 80  - (+) -  - - 

NCIMB 2034 (1) <10 80  - (+) -  - - 

Salmón Pacífico (1) <10 80  - (+) -  - - 

Pez ángel (1) <10 80  - (+) -  - - 

CECT849 (1) <10 80  - (+) -  - - 
a
 Entre paréntesis número de cepas aisladas de cada hospedador 

 

 

c) Dot Blot: 

 

 Los ensayos Dot-Blot mostraron una reacción fuerte y clara entre los antígenos “O” de las 

cepas aisladas de rodaballo y su suero homólogo (ACC35.1). Sin embargo, ningún otro antígeno 

reaccionaba con este antisuero (Tabla 3.9 y Figura 3.3a).  

 

 Por otra parte, cuando el antisuero empleado era el procedente de la cepa aislada de lubina 

americana (9.8), se observaba una fuerte reacción frente al antígeno extraído de la cepa homóloga, y 

una ligera reacción positiva con algunas otras cepas, entre las que se encontraban las aisladas de 

rodaballo (Tabla 3.9 y Figura 3.3b). Para eliminar esta reacción cruzada, se realizó un nuevo ensayo 

Dot-Blot empleando esta vez, el suero de la cepa 9.8 absorbido con el antígeno de la cepa ACC35.1. 

Los resultados obtenidos mostraron que las reacciones cruzadas desaparecían en el caso de todos los 
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aislados de rodaballo, así como en la mayoría de las cepas procedentes de otros hospedadores (Tabla 

3.9 y Figura 3.3c). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.3.- Ensayo Dot Blot  emplando el antisuero obtenido frente a la cepa aislada de rodaballo ACC35.1 (a), 
el antisuero no absorbido 9.8 (b) y el antisuero 9.8 absorbido con el antígeno ACC35.1 (c). Antígenos:  1, 9.8; 2 
al 10,aislados de rodaballo; 11, NCIMB 2034; 12, aislado de anguila; 13, PBS. 
 
 
 
 
 

c) Western Blot: 

 

 El análisis Inmunoblot de LPS demostró claramente que todos los aislados de rodaballo, 

independientemente de su origen geográfico, constituyen un grupo homogéneo desde el punto de 

vista serológico, mostrando todos ellos una fuerte y clara reacción frente al antisuero de la cepa de 

rodaballo ACC35.1 (Tabla 3.9 y Figura 3.4a). Ninguno de los restantes LPS extraídos de las otras cepas 

mostró reacción positiva. En este ensayo no fue necesario emplear antisueros absorbidos, ya que no 

se apreció ninguna reacción cruzada entre los LPS extraídos y los dos sueros empleados. Así, cuando 

el suero empleado para realizar el ensayo Western Blot fue el obtenido frente a la cepa 9.8, 

únicamente los LPS extraídos de la cepa homóloga mostraron reacción positiva (Tabla 3.9 y Figura 

3.4b). 
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Figura 3.4.- Ensayo Western Blot de LPS extraídos de las cepas de E. tarda empleando los antisueros sin 
absorber (a) de la cepa de rodaballo ACC 35.1 y (b) de la cepa de lubina americana 9.8. LPS: 1 al 4, aislados de 
rodaballo y 5, aislado de lubina americana 9.8. 

 

 

 

 

 

 

 

1 2 3 4 5 a 

b 1 5 4 3 2 



3. Caracterización bioquímica y serológica Resultados 

 

 

45 

 

3.3.4.- Análisis de ácidos grasos (FAME): 

 

a) Composición de ácidos grasos de E. tarda: 

 

 El perfil de ácidos grasos originado mediante el análisis FAME fue muy similar para todas las 

cepas de E. tarda (Figura 3.5). Se detectaron un total de 7 ácidos grasos en un porcentaje mayor al 

1% pertenecientes a las categorías de ácidos grasos saturados, insaturados y ciclopropanos. Entre 

ellos, los más abundantes fueron el 14:0 (ácido tetradecanoico o ácido mirístico), el 16:0 (ácido 

hexadecanoico o ácido palmítico), el 17:0∆ (análogo al ácido margárico), el 19:0∆ w8c (análogo al 

ácido lactobacílico)  y los denominados SF2, SF3 y SF8 (“Summed Feature”), que corresponden a dos 

picos que muestran valores de retención que se solapan y que representan, por tanto, a dos o más 

ácidos grasos. También pudieron detectarse algunos otros ácidos grasos en determinados aislados, 

pero siempre en concentraciones traza (menores al 1%), como es el caso del 12:0 (ácido dodecanoico 

o ácido láurico). 

  

 Con los datos obtenidos para todas las cepas estudiadas, se elaboró un dendograma (Figura 

3.6) donde se pueden apreciar las similaridades entre distintas cepas de E. tarda según su perfil de 

ácidos grasos.  

 

 Así, podemos observar que a pesar de que todas las cepas de E. tarda, independientemente 

de su origen, presentan una composición similar en cuanto a sus principales ácidos grasos,  se forma 

un grupo bien diferenciado y muy homogéneo integrado solamente por todos los aislados de 

rodaballo. El resto de aislados de E. tarda y las cepas de referencia de E. hoshinae y E. ictaluri,  se 

encuentran más alejados del grupo de cepas de rodaballo y con mayores distancias entre ellas.  
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Figura 3.5.- Perfil de ácidos grasos correspondiente a la cepa de E. tarda aislada de rodaballo ACC35.1. 

 

 

Figura 3.6.- Dendograma representativo obtenido en base al análisis de los ácidos grasos.  
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 b) Influencia de la temperatura y el medio de cultivo en la composición de ácidos grasos:  

 

En cuanto a la influencia de la temperatura y el medio de cultivo en la composición de FAME 

en las siete cepas seleccionadas, los resultados obtenidos se pueden ver en la Tabla 3.10. En ella se 

indican la totalidad de los ácidos grasos detectados y, resaltados con fondo gris, los ácidos grasos 

mayoritarios (con porcentajes mayores al 1%) para cada una de las condiciones de cultivo. 

 

Así, cuando las cepas se incubaron en TSA a 25º C (condiciones descritas en el apartado 

anterior), pudieron observarse un total de 7 ácidos grasos mayoritarios y la presencia de otros 5 en 

cantidades traza. 

  

Cuando el medio empleado para el crecimiento de los aislados fue el TSA suplementado con 

sal (TSA-1) a 25º C, los resultados fueron muy similares a los anteriores, no existiendo grandes 

diferencias ni en el tipo ni en los porcentajes de FAME detectados. Únicamente se observó la 

aparición de un pequeño pico correspondiente al ácido 17:1 w8c. Empleando este mismo medio, al 

subir la temperatura de incubación de los aislados a 37º C nuevamente los picos principales fueron 

los mismos y en porcentajes similares, si bien pudo detectarse la aparición de tres nuevos picos en 

cantidades traza: 15:1 w8c, 15:0 3OH y SF1 (ácidos grasos 13:0 3OH y/o iso 15:1 H).  

 

En Agar Sangre a 25º C fue donde se encontró que las cepas analizadas presentaban una 

mayor variedad en la composición de ácidos grasos, con un total de 18 picos, de los cuales 9 eran 

mayoritarios. Además de los siete picos principales ya mencionados que presenta E. tarda 

independientemente de las condiciones de cultivo, en agar sangre a 25º C aparecen también 2 picos 

principales más correspondientes a los ácidos grasos 18:1 w9c (ácido oleico) y 18:0 (ácido esteárico). 

En este mismo medio, al aumentar la temperatura de incubación a 37º C se reduce el número de 

picos totales, pasando de 18 a 15. Sin embargo, se aumenta el número de picos mayoritarios de 9 a 

11, detectándose en proporciones mayores al 1% los ácidos grasos 17:0 (ácido margárico) y SF5 (18:2 

w6,9c y/o 18:0 anteiso). 
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Tabla 3.10.- Composición de ácidos grasos de membrana en función del medio de cultivo y la 
temperatura. Los valores corresponden al porcentaje medio de cada ácido graso ± la desviación 
estándar. Con el fondo en gris se resaltan los ácidos grasos con porcentaje mayor al 1%. 

Ácidos grasos  TSA  TSA-1  AS 

 25º C  25ºC 37ºC  25ºC 37º C 

12:0  0.72 ± 0.15  0.63 ± 0.09 0.66 ± 0.01  0.69 ± 0.14 0.71 ± 0.02 

13:0  0.35 ± 0.08  0.43 ± 0.05 0.92 ± 0.21  0.45 ± 0.18 0.57 ± 0.02 

14:0  14.09 ± 1.39  13.23 ± 0.99 13.50 ± 0.12  11.56 ± 1.14 13.55 ± 0.44 

15:1 w8c  -  - 0.20 ± 0.03  0.23 ± 0.07 - 

16:1 w5c  0.29 ± 0.02  0.31 ± 0.01 0.27 ± 0.01  0.27 ± 0.04 0.22 ± 0.02 

16:0  35.28 ± 2.10  35.64 ± 1.87 37.95 ± 0.10  29.62 ± 1.89 36.67 ± 0.11 

15:0 3OH  -  - 0.24 ± 0.07  0.15 ± 0.05 - 

17:1 w8c  -  0.4 ± 0.08 0.41 ± 0.09  0.43 ± 0.06 - 

17:0 ∆∆∆∆  14.28 ± 5.64  18.49 ± 4.89 22.59 ± 1.48  12.01 ± 3.00 21.81 ± 0.18 

17:0  0.59 ± 0.14  0.76 ± 0.18 1.28 ± 0.16  0.83 ± 0.27 1.72 ± 0.05 

18:1 w9c  -  - -  1.74 ± 0.75 1.91 ± 0.09 

18:0  0.77 ± 0.35  0.93 ± 0.22 0.36 ± 0.04  1.21 ± 0.22 1.04 ± 0.10 

19:0 ∆∆∆∆w8c  1.28 ± 0.31  1.15 ± 0.48 1.88 ± 0.16  1.02 ± 0.17 3.98 ± 0.09 

SF1  -  - 0.70 ± 0.18  0.44 ± 0.15 0.51 ± 0.04 

SF2  9.19 ± 0.88  8.59 ± 1.12 8.44 ± 0.31  8.88 ± 1.10 8.60 ± 0.11 

SF3  16.85 ± 5.07  13.39 ± 4.97 7.79 ± 1.63  22.54 ± 2.84 4.96 ± 0.39 

SF5  -  - -  0.94 ± 0.12 1.65 ± 0.08 

SF8  5.98 ± 0.76  6.05 ± 0.59 2.82 ± 0.47  7.08 ± 1.20 2.27 ± 0.30 

 

 

 c) Identificación de E. tarda empleando el sistema software Sherlock Microbial 

Identification System 4,5:  

 

Todas las cepas de E. tarda incluídas en el estudio fueron correctamente identificadas 

mediante el software empleado independientemente del medio de cultivo y la temperatura de 

incubación. Así, en el 94% de las cepas analizadas el sistema de identificación mostró índices de 

similaridad iguales o superiores a 0,600 y con una distancia con la segunda entrada mayor de 0,100, 

identificando todas ellas como E. tarda. Para el restante 6% de los aislados, el software aportó 

valores siempre superiores a 0,300 y con distancias mayores a 0,100 con la segunda posibilidad de 

identificación, por lo que en todos los casos puede considerarse una identificación correcta. 
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3.4.- DISCUSIÓN 

 

 Edwardsiella tarda es considerada en la actualidad uno de los patógenos emergentes en 

acuicultura marina (Toranzo, 2007). Desde su primera descripción en anguilas japonesas cultivadas 

(Anguilla japonica) (Wakabayashi & Egusa 1973), las infecciones producidas por este microorganismo 

han causado importantes pérdidas en diferentes especies de peces, entre las que podemos destacar: 

pez gato, anguila, platija, tilapia,  ….. (Meyer & Bullock, 1973; Kubota y col., 1981). En cuanto a los 

cultivos de rodaballo, solamente tenemos conocimiento de una única epizootia causada por este 

patógeno en Europa con anterioridad a este trabajo (Nougayrede y col., 1994). Sin embargo, el 

aislamiento repetitivo desde el año 2004 de cepas E. tarda procedentes de importantes epizootias 

ocurridas en plantas de cultivo de rodaballo situadas en diversos puntos de la geografía europea, 

indica que esta bacteria representa en la actualidad, un serio problema para el cultivo de esta 

especie (Castro y col., 2006). 

 

  A pesar de la importancia de esta bacteria para la acuicultura mundial, se han realizado 

pocos estudios sobre caracterización bioquímica, serológica y molecular comparando aislados de E. 

tarda procedentes de distintos hospedadores y orígenes geográficos. Estos datos son de gran 

importancia a la hora de realizar estudios desde el punto de vista epidemiológico así como para el 

desarrollo de programas de prevención efectivos frente a este patógeno. 

 

La caracterización fenotípica de los distintos aislados incluidos en este estudio demostró una 

elevada homogeneidad desde el punto de vista bioquímico tanto entre los aislados de rodaballo, 

como también entre el resto de las cepas de E. tarda estudiadas con fines comparativos, 

independientemente del hospedador y del origen geográfico de las mismas. Esta homogeneidad a 

nivel fenotípico coincide con los datos aportados en estudios publicados anteriormente (Plumb, 

1993). 

 

 Asimismo, se comprobó la utilidad del sistema miniaturizado API 20E para la correcta 

identificación de este patógeno, obteniendo en todos los casos porcentajes de identificación 

superiores al 99%, con lo que este sistema comercial resulta un método rápido y fiable para el 

diagnóstico de la enfermedad. 
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 Los estudios serológicos basados en aislados de E. tarda son, hasta la fecha, escasos. Park y 

col. 1983, describieron la existencia de 4 serotipos (A, B, C y D) en aislados de anguilas y su entorno 

demostrando que el serotipo A se asociaría con las cepas más virulentas. Rashid y col. (1994), 

sugirieron también que sólo el serotipo A de E. tarda estaría asociado a la edwardsiellosis producida 

en cultivos de platija (Paralichthys olivaceus). Asimismo, Baya y col. (1997) demostraron que el 

aislado de lubina americana procedente de una epizootia ocurrida en la bahía de Chesapeake (USA) 

también pertenecía a este serotipo. Sin embargo, en todos estos estudios, el serotipo se estableció 

únicamente en base a ensayos de aglutinación o microaglutinación. 

 

La caracterización serológica de las cepas de E. tarda realizada en el presente trabajo se basó 

en la preparación de dos antisueros distintos Uno de ellos se obtuvo utilizando el primer aislado de 

rodaballo procedente de una planta del Sur de Europa (ACC35.1) y el otro antisuero se elaboró frente 

a la cepa 9.8 procedente de lubina americana y que fue empleada como cepa de referencia. Los 

resultados obtenidos mediante el ensayo de aglutinación en portaobjetos, permitieron demostrar 

que esta técnica es útil para la rápida detección del patógeno, independientemente del serotipo al 

que éste pertenezca, de su origen geográfico y de su hospedador; ya que todas las cepas estudiadas 

mostraron reacción de aglutinación con los dos antisueros empleados. Sin embargo, este ensayo no 

permitió establecer diferencias a nivel antigénico entre las cepas de E. tarda.  

 

 En base a los resultados obtenidos mediante las otras técnicas empleadas (microtitulación, 

Dot-Blot y Western Blot), se pudo establecer claramente la existencia de variabilidad serológica entre 

las cepas de E. tarda. Así, todos los aislados de rodaballo se incluyeron en un mismo grupo, 

homogéneo serológicamente, que era distinto al del resto de las cepas estudiadas.  Esta 

homogeneidad serológica pudo comprobarse mediante el ensayo de inmunoblot de lipopolisacáridos 

(LPS) donde únicamente los LPS extraídos de las cepas aisladas de rodaballo reaccionaban frente al 

suero homólogo y, al mismo tiempo, ninguno de ellos reaccionaba frente al suero heterólogo de la 

cepa de referencia 9.8. 

 

 El hecho de que todos los aislados de rodaballo formen un grupo serológico único y diferente 

al del resto de cepas estudiadas resulta de gran utilidad a la hora de desarrollar vacunas y métodos 

de prevención más específicos y, por lo tanto, más eficaces contra la edwardsiellosis en rodaballo. 
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 Cuando se analizaron los datos obtenidos a partir del análisis de ácidos grasos, resultó 

especialmente interesante el hecho de que, a pesar de la homogeneidad observada entre las cepas 

de E. tarda (independientemente de su origen) presentando todas ellas un total de 7 ácidos grasos 

principales, todos los aislados de rodaballo se agruparon en un único cluster, a cierta distancia del 

resto de cepas procedentes de otros hospedadores. En cuanto a los principales ácidos grasos 

detectados, los resultados obtenidos en este trabajo concuerdan con el estudio publicado por 

Panangala y col. (2006), en el que se empleaba esta técnica (entre otras) para establecer las 

diferencias interespecíficas entre E. ictaluri y E. tarda.  

 

 Aunque se sabe que determinados factores como pueden ser la composición del medio de 

cultivo o la temperatura de incubación influyen en la composición de ácidos grasos de diversas 

especies bacterianas (Salamah & Ali, 1995; Jøstensen & Landfald, 1996), no existe ningún estudio al 

respecto en E. tarda. Los resultados obtenidos en esta tesis doctoral en cuanto al estudio de la 

influencia del medio de cultivo y la temperatura de incubación en el perfil de ácidos grasos de los 

aislados de E. tarda de rodaballo, parecen mostrar que la variedad de ácidos grasos detectados es 

mayor cuando las cepas crecen en un medio más rico como es el agar sangre. Por otra parte, para un 

mismo medio de cultivo el número de ácidos grasos principales también aumentaba a mayor 

temperatura de incubación. Sin embargo, esta variación en las condiciones de cultivo de las cepas no 

evitó en ningún caso la correcta identificación de los aislados mediante el Sistema de Identificación 

Sherlock Microbial Identification System 4,5.  

 

 En resumen, aunque la composición de ácidos grasos de E. tarda se ve influida por el medio 

de cultivo y la temperatura de incubación, el sistema MIDI permite la correcta identificación de los 

aislados en todos los casos independientemente de las variables de cultivo. Por lo tanto, 

proponemos el medio TSA-1 como un medio adecuado para el aislamiento y cultivo de cepas de E. 

tarda y su posterior análisis de composición de FAMEs, en base a que se trata de un medio de uso 

general en laboratorios de diagnóstico en acuicultura y de menor coste que el agar sangre. 
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4.1.- INTRODUCCIÓN 

 

4.1.1.- Análisis proteico de Edwardsiella tarda: 

 

 Hasta la fecha, son pocos los trabajos que se han dedicado al estudio de la composición 

proteica de E. tarda. Aoki & Holland (1985) describieron la existencia de dos proteínas externas de 

pared (“outer” o OMP) mayoritarias de 36 y 46 kDa. A su vez, Tu & Kawai (1998) aislaron tres OMP de 

37, 40 y 43 kDa a partir de una cepa de anguila japonesa. También Darwish y col. publicaban un 

estudio en el 2001 donde analizaban el efecto de la temperatura y la salinidad en la composición de 

OMP de E. tarda. Los resultados que obtuvieron mostraron que ambos parámetros podían influir en 

el perfil proteico y que las cepas incubadas a 25º C presentaban unas OMP mayoritarias de 40, 36.5, 

34, 28.5 y 25 kDa y un amplio número de proteínas minoritarias entre 10 y 120 kDa. Además, 

observaron que existía bastante heterogeneidad entre las distintas cepas estudiadas. 

 

 En el año 2002 Tan y col., realizaron un análisis proteómico comparativo entre cepas 

virulentas y avirulentas de E. tarda, encontrando la existencia de proteínas extracelulares específicas 

del grupo de las cepas virulentas e identificando dos de ellas como flagelina y SseB (secretion system 

effector protein), conocidos factores de virulencia en patógenos bacterianos.  

 

 Maiti y col. (2009) también emplearon la técnica de SDS-PAGE con proteínas totales de 

envoltura para realizar un estudio comparativo entre cepas de E. tarda aisladas de sedimentos de 

tanques de cultivo. Encontraron una gran heterogeneidad en las cepas estudiadas, con perfiles 

compuestos de 20-23 bandas de pesos moleculares entre 14 y 110 KDa, aunque todos los perfiles 

compartían ocho bandas comunes comprendidas entre 38 y 83 KDa. 

 

4.1.2.- Contenido plasmídico de Edwardsiella tarda: 

 

 También son escasos los trabajos dedicados al estudio de la presencia de plásmidos en E. 

tarda. Se ha encontrado la presencia de plásmidos que varían entre 3 y 185 kb (2 y 120 MDa) en 

algunas cepas de E. tarda, si bien su presencia no ha podido ser asociada a la virulencia de las 

mismas. La presencia de plásmidos R en E. tarda que codificaban para la resistencia a antibióticos fue 
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descrita por Aoki y col. en 1977. Posteriormente, Toranzo y col. (1983) describieron la presencia de 

un plásmido en cepas de E. tarda de aproximadamente 120 Kb (78 MDa). Aoki & Tabahashi (1987) 

descubrieron la existencia de un plásmido de clase D en aislados de E. tarda que codificaba para la 

resistencia a tetraciclina y  que se encontraba también en otros patógenos bacterianos marinos y de 

agua dulce. Más recientemente, Reger y col. (1993) y Maiti y col. (2009) encontraron diferentes tipos 

de plásmidos entre 5 y 76 Kb y 9 y 23 Kb respectivamente. 

 

4.1.3.- Aplicación de técnicas moleculares para la caracterización de Edwardsiella tarda: 

 

 Hasta la actualidad, no existen demasiados estudios encaminados a la caracterización de 

cepas de E. tarda empleando métodos moleculares. Entre los pocos trabajos disponibles, podemos 

destacar el realizado por Nucci y col. (2002) en el que emplearon la técnica de amplificación aleatoria 

del DNA (RAPD) para analizar cepas aisladas de peces y humanos en diversas localizaciones 

geográficas. En base a los perfiles obtenidos pudieron establecer dos grupos diferenciados, el 

primero formado mayoritariamente por las cepas procedentes de peces y el segundo formado por 

los aislados de humanos. 

 

 Por otra parte, en el año 2008 Maiti y col. compararon las técnicas de BOX-PCR y PCR-

ribotipado con el fin de determinar cuál era más discriminativa. Las cepas empleadas fueron aislados 

de E. tarda procedentes de agua dulce y peces aparentemente sanos y los resultados obtenidos 

indicaron que la técnica más discriminativa era la BOX-PCR. 

 

 Más recientemente, Maiti y col. (2009) realizaron una caracterización de diferentes cepas de 

E. tarda empleando, entre otras, la técnica de ERIC-PCR. Los resultados mostraron que esta técnica 

molecular resultaba útil para establecer diferencias intraespecíficas dentro de los aislados y, por 

tanto, podría resultar de utilidad en la realización de futuros estudios epidemiológicos. 

 

 En este capítulo se llevó a cabo una caracterización de un grupo de cepas de E. tarda 

mediante técnicas de análisis de proteínas, contenido plasmídico y tipado molecular con el fin de 

determinar la posible variabilidad intraespecífica de la especie.   
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4.2.- MATERIALES Y MÉTODOS 

 

4.2.1.- Cepas bacterianas empleadas: 

 

 En este apartado se empleó la colección de cepas que se muestra en la Tabla 4.1.  En la 

misma se incluyeron un total de 38 aislados de rodaballo, representativos de cinco plantas de cultivo 

y procedentes de diferentes años de aislamiento, así como un total de 12 cepas de E. tarda 

procedentes de otros orígenes. 

 

 

4.2.2.- Análisis proteico: SDS-PAGE 

 

 Para el análisis de proteínas de la envoltura celular se siguieron los procedimientos descritos 

por Crosa & Hodges (1981). Se partió de cultivos celulares en medio líquido (TSC-1) que fueron 

centrifugados a 10000 rpm durante 10 min a 4ºC. El pellet resultante se resuspendió en 3 ml de una 

solución de Tris-HCl (10 mM, pH 8.0) y se sonicaron las células en un sonicador Branson 250 (60 W, 

30 s). A continuación se realizó una centrifugación a 17000 rpm durante 60 min a 4ºC. La fracción 

correspondiente a las proteínas de membrana externa se obtuvo mediante el método de Filip y col. 

(1973), mediante la adición de lauryl sarcosinato de sodio (3%) (Sigma) en Tris HCl 20 mM (pH 8) y 

dejando las muestras a temperatura ambiente durante 20 min. A continuación, se recogieron las 

proteínas mediante centrifugación a 17000 rpm durante 60 min a 4º C. Tanto las proteínas totales 

como las “outer” se mantuvieron a -30º C hasta su uso posterior. Los productos de la extracción de 

proteínas fueron visualizados mediante SDS-PAGE, empleando la técnica descrita por Laemmli (1970) 

(ver Sección 3, apartado 3.2.4 f).   
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Tabla 4.1.- Cepas de E. tarda empleadas en esta sección. ND: sin dato. 

CEPA AÑO HOSPEDADOR ORIGEN 

ACC35.1 2005 Rodaballo (Scophthalmus maximus) Sur de Europa 
ACC36.1 2005 Rodaballo (Scophthalmus maximus) Sur de Europa 

ACC51.1 2006 Rodaballo (Scophthalmus maximus) Sur de Europa 

ACC52.1 2006 Rodaballo (Scophthalmus maximus) Sur de Europa 

ACC53.1 2006 Rodaballo (Scophthalmus maximus) Sur de Europa 

ACC69.1 2006 Rodaballo (Scophthalmus maximus) Sur de Europa 

ACC70.1 2006 Rodaballo (Scophthalmus maximus) Sur de Europa 

ACC121.1 2009 Rodaballo (Scophthalmus maximus) Sur de Europa 

HL1.1 2004 Rodaballo (Scophthalmus maximus) Norte de Europa 

HL8.1 2005 Rodaballo (Scophthalmus maximus) Norte de Europa 

HL9.1 2005 Rodaballo (Scophthalmus maximus) Norte de Europa 

HL10.1 2005 Rodaballo (Scophthalmus maximus) Norte de Europa 

HL12.1 2005 Rodaballo (Scophthalmus maximus) Norte de Europa 

HL14.1 2005 Rodaballo (Scophthalmus maximus) Norte de Europa 

HL21.2 2006 Rodaballo (Scophthalmus maximus) Norte de Europa 

HL21.3 2006 Rodaballo (Scophthalmus maximus) Norte de Europa 

HL23.1 2006 Rodaballo (Scophthalmus maximus) Norte de Europa 

HL24.1 2006 Rodaballo (Scophthalmus maximus) Norte de Europa 

HL25.1 2006 Rodaballo (Scophthalmus maximus) Norte de Europa 

HL30.1 2006 Rodaballo (Scophthalmus maximus) Norte de Europa 

HL31.1 2006 Rodaballo (Scophthalmus maximus) Norte de Europa 

HL37.1 2006 Rodaballo (Scophthalmus maximus) Norte de Europa 

HL38.1 2006 Rodaballo (Scophthalmus maximus) Norte de Europa 

HL42.1 2006 Rodaballo (Scophthalmus maximus) Norte de Europa 

HL43.1 2006 Rodaballo (Scophthalmus maximus) Norte de Europa 

RM288.1 2006 Rodaballo (Scophthalmus maximus) Sur de Europa 

RM289.1 2006 Rodaballo (Scophthalmus maximus) Sur de Europa 

RM290.1 2006 Rodaballo (Scophthalmus maximus) Sur de Europa 

RM293.1 2006 Rodaballo (Scophthalmus maximus) Sur de Europa 

RM294.1 2006 Rodaballo (Scophthalmus maximus) Sur de Europa 

RBR7.1 2008 Rodaballo (Scophthalmus maximus) Sur de Europa 

RBR8.1 2008 Rodaballo (Scophthalmus maximus) Sur de Europa 

RBR13.1 2008 Rodaballo (Scophthalmus maximus) Sur de Europa 

ACR326.1 2009 Rodaballo (Scophthalmus maximus) Sur de Europa 

ACR327.1 2009 Rodaballo (Scophthalmus maximus) Sur de Europa 

ACR328.1 2009 Rodaballo (Scophthalmus maximus) Sur de Europa 

ACR1.1-10 2010 Rodaballo (Scophthalmus maximus) Sur de Europa 

ACR2.1-10 2010 Rodaballo (Scophthalmus maximus) Sur de Europa 

E.11-2 ND Anguila japonesa (Anguilla japonica) Japón 

EDK1 ND Anguila japonesa (Anguilla japonica) Japón 

9.8 1986 Lubina americana (Morone saxatilis) U.S.A. 

FL4-534K 1997 Lubina americana (Morone saxatilis) U.S.A. 

WFE1 2002 Platija (Paralichthys olivaceus) Japón 

WFE10 2002 Platija (Paralichthys olivaceus) Japón 

ET001 2002 Besugo (Pagellus bogaraveo) Japón 

ET009 2002 Besugo (Pagellus bogaraveo) Japón 

KGE7901 ND Tilapia (Tilapia nilotica) Japón 

81.48 ND Pez gato (Ictalurus punctatus) U.S.A. 

FL3-22 ND Pez angel  U.S.A. 

NCIMB2034 1977 Pez (especie sin determinar) NCIMB  
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4.2.3.- Análisis proteómico: MALDI-TOF 

 

 El término MALDI-TOF-MS corresponde a las siglas Matrix-Assited Laser 

Desorption/Ionization Time Of Flight Mass Spectrometry. Esta técnica está considerada como una 

herramienta eficaz para el análisis de microorganismos (Stîngu y col., 2008) y utiliza como método de 

ionización la desorción láser asistida por matriz y un analizador de tiempo de vuelo. Las medidas de 

las muestras se realizaron en la Unidade de Masas e Proteómica perteneciente a la RIAIDT (Rede de 

Infraestruturas de Apoio á Investigación e ao Desenvolvemento Tecnolóxico) de la Universidad de 

Santiago de Compostela. 

 

 En el análisis mediante MALDI-TOF-MS, péptidos y proteínas son separados acorde a su 

relación masa/carga (m/z) dando lugar a un patrón de picos característicos que se convierte en una 

huella molecular única para cada microorganismo, y que puede ser empleada tanto para la 

caracterización de los mismos como para su identificación mediante la comparación con perfiles 

conocidos de organismos depositados en bases de datos. 

 

 La preparación de las muestras se realizó a partir de cultivos puros en placa incubados 

durante 24 h. Se resuspendió un asa de siembra calibrada del cultivo celular en 300 µl de agua 

destilada estéril y posteriormente se le añadieron 900 µl de etanol absoluto. Tras mezclar la 

suspensión, las muestras se centrifugaron a 13000 rpm durante 2 min y se desechó el sobrenadante. 

A continuación, se añadieron 50  µl de ácido fórmico (70%) y se mezcló con el precipitado pipeteando 

varias veces. Una vez mezclado se adicionaron 50 µl de acetonitrilo y la mezcla se centrifugó a 

máxima velocidad durante 2 min. Un µl del sobrenadante de este producto final se depositó en el 

centro de una de las posiciones (spots) marcadas en la placa de acero (MTP 384 target plate ground 

steel T F) de 384 posiciones y se dejó secar al aire. A continuación, se cubrió cada spot con 1 µl de 

matriz (solución saturada de ácido alfa-ciano-4-hidroxicinámico en 50 % de acetonitrilo y 2.5% de 

ácido trifluoroacético). Así, la muestra se mezcla con la matriz sobre una superficie de metal de tal 

forma que ambas cocristalizan cuando se evapora el solvente. 

 

 Estas preparaciones se analizaron en un espectrómetro de masas MALDI-TOF Autoflex 

(Bruker Daltonik GmbH, Leipzig, Alemania). Después de hacer una calibración manual de la región 

m/z con un Standard conocido, se obtuvo el espectro entre 2-20 KDa de forma automática, y se 
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trabajó en modo lineal positivo a una frecuencia de 50 Hz. Los parámetros que se fijaron para el 

espectrómetro fueron IS1 a 20 kV, IS2 a 18.6 kV, lente a 7.5 kV y PIE a 250 ns, variando algunos de los 

mismos adecuadamente según el resultado del calibrante en el momento de inicio de la medida del 

mismo, para obtener espectros con una buena relación de intensidad y resolución.  

 

 Los distintos espectros obtenidos son comparados entre sí de forma manual para seleccionar 

los 20 mejores, bajo criterios de búsqueda de mayor resolución, exactitud de masa e intensidad en 

todo el rango m/z. La nueva cepa se introduce entonces en la base de datos que va creando el 

software. El protocolo de trabajo del MALDI-TOF proporciona la adquisición óptima de la muestra, es 

decir, una acumulación de 600 disparos del láser en pasos de 100 disparos en diferentes lugares de la 

muestra y variando la zona de disparo en cada uno de los spots preparados de esa misma cepa, 

según se hacen repeticiones.  

 

 Para la medición de espectros se empleó el Software FlexControl mientras que la 

comparación y análisis de perfiles de espectros se realizó con el software FlexAnalysis 3.0. Para la 

creación de bases de datos e identificación de los aislados se usó el software Biotyper 1.1, todos ellos 

de Bruker Daltonic GmbH (Alemania). Este último software lleva integrados diferentes algoritmos 

que permiten la identificación de espectros y la creación de dendrogramas. Para la identificación, el 

resultado del análisis se expresa como un listado de posibles identificaciones con una fiabilidad 

estadística de identificación para cada una de ellas. El significado de los valores de identificación 

obtenidos se muestra en la Tabla 4.2. 

 

 

Tabla 4.2.- Significado de los valores de identificación del sistema de identificación MALDI-TOF. 

VALOR SIGNIFICADO 

2,300-3,000 Identificación a nivel de especie 

2,000-2,299 
Identificación a nivel de género, posible identificación a nivel 

de especie 

1,700-1,999 Posible identificación a nivel de género 

0,000-1,699 No identificación 
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4.2.4.- Análisis del contenido plasmídico: 

 

 Para la extracción y purificación del DNA plasmídico a pequeña escala se empleó el kit 

comercial Qiaprep Spin Miniprep (Qiagen, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante. 

 

 Los productos obtenidos se visualizaron empleando geles horizontales de agarosa al 2% 

teñidos con bromuro de etidio (Bio-Rad) a 100 v durante 100 min utilizándose un marcador 

GeneRuler
TM

 de 1 kb (Fermentas, España)  como indicador de la masa molecular. 

 

 Para poder determinar la similitud de los plásmidos con la misma masa molecular detectados 

en las cepas de rodaballo de E. tarda, se llevó a cabo un mapa de restricción de cada uno de los 

plásmidos detectados en estos aislados. Para ello, se recortaron las bandas correspondientes del gel 

de agarosa y se purificaron los productos empleando el kit comercial QIAquick Gel Extraction Kit 

(QiaGen, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante. Este producto se sometió a la reacción 

de digestión añadiendo aproximadamente 1 µg de DNA y una unidad de enzima en un volumen final 

de 20 µl, que se incubaron a 37º C durante 4 horas o 5 min según la enzima empleada. Se probaron 

varias enzimas con el fin de determinar cuál era la más indicada para la digestión: HindIII, XbaI, 

BamHI, RsaI y DraI (New England Biolabs, UK) y Fast Digest EcoRI (Fermentas, España). 

 

 

4.2.5.- Extracción del DNA: 

 

 El ADN cromosómico de las cepas de Edwardsiella tarda fue extraído usando la matriz 

InstaGene Matrix (Bio-Rad, Madrid) siguiendo el procedimiento descrito por Romalde y col. (1999). 

Las colonias de los aislados de E. tarda se recogieron de cultivos frescos en placa y se resuspendieron 

en 1 ml de agua esterilizada para, a continuación, centrifugarlas durante 1 minuto a 12000 rpm. Tras 

eliminar los sobrenadantes, los precipitados se resuspendieron en 200 μl de InstaGene Matrix, y se 

incubaron a 56ºC durante 30 minutos. A continuación se mezclaron a alta velocidad durante 10 

segundos y se hirvieron en agua durante 8 minutos. Se mezclaron nuevamente a alta velocidad, y se 

centrifugaron a 12000 rpm durante 3 minutos.  
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 La concentración  de cada muestra de ADN se examinó en el espectrofotómetro a 260 nm y 

se ajustó la concentración a 10-20 ng/μl. Las muestras de ADN se mantuvieron a -20ºC hasta su uso 

para las reacciones de PCR. 

 

 

4.2.6.- Técnicas de genotipado: 

 

 Todas las reacciones de PCR  realizadas para cada una de las técnicas de tipado molecular se 

realizaron simultáneamente en un termociclador T-Gradient Thermocycler (Biometra, Alemania) y en 

un Mastercycler personal (Eppendorf, Alemania). 

 

 

a) RAPD: 

 

 Las amplificaciones aleatorias de los polimorfismos de ADN o RAPD (Random Amplified 

Polymorphic DNA) se llevaron a cabo usando Ready-To-Go RAPD Beads (Amersham Pharmacia 

Biotech, USA). Este producto comercial ha sido optimizado para las reacciones de PCR y contiene 

buffer, nucleótidos y Taq-ADN polimerasa. Los únicos productos que es necesario añadir a la reacción 

son el ADN extraído, los cebadores, también proporcionados en el kit comercial, y agua destilada 

triestéril. Dicho kit proporciona seis cebadores que fueron incluidos en este estudio: 

 

 P1: 5´-d[GGTGCGGGAA]-3´ 

 P2: 5´-d[GTTTCGCTCC]-3´ 

 P3: 5´-d[GTAGACCCGT]-3´ 

 

 P4 5´-d[AAGAGCCCGT]-3´ 

 P5 5´-d[AACGCGCAAC]-3´ 

 P6 5´-d[CCCGTCAGCA] -3´ 

 

 Cada reacción de RAPD incluyó 1 μl de ADN purificado bacteriano, 5 µl del cebador empleado 

(25 pmol), 19 µl de agua destilada triestéril y una Ready-To-Go RAPD Bead (1,5 unidades de Taq 

polimerasa, 10 mM Tris HCL (pH 9,0), 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl2 y 200 μM de cada dNTP). El 

protocolo de amplificación aleatoria de ADN se muestra en la Tabla 4.3. 
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Tabla 4.3.- Protocolo de amplificación de ADN para la técnica RAPD. 

FASE TEMPERATURA (ºC) DURACIÓN (min)  

Desnaturalización inicial  95 5  

Desnaturalización 95 1 
30 

ciclos 
Hibridación 35 1 

Elongación 72 2 

Elongación final 72 5  

 

 

 

b) ERIC-PCR: 

 

 La técnica de ERIC-PCR (Stern y col., 1984; Hulton y col., 1991) es una técnica de tipificación 

utilizada para estudiar la relación clonal en diversas bacterias gramnegativas y se basa en la 

amplificación de secuencias ERIC (secuencias palindrómicas intergénicas de enterobacterias) que se 

encuentran a lo largo del genoma bacteriano. Los cebadores específicos empleados fueron 

(Versalovic y col., 1991): 

 

 ERIC1R: 5’-ATGTAAGCTCCTGGGATTCAC-3’  

 ERIC2: 5’-TACATTCGAGGACCCCTAAGTC-3’ 

 

 Para las reacciones de amplificación se emplearon Ready-To-Go PCR-beads (Amersham 

Pharmacia Biotech). A cada uno de los viales del kit se le añadió 1 µl de cada uno de los cebadores, 1 

µl de DNA y 22 µl de agua destilada triestéril. El programa de PCR empleado se muestra en la Tabla 

4.4. 

 
Tabla 4.4.- Protocolo de amplificación de ADN para la técnica ERIC-PCR. 

FASE TEMPERATURA (ºC) DURACIÓN (min)  

Desnaturalización inicial  94 7  

Desnaturalización 90 0.5 
35 

ciclos 
Hibridación 52 1 

Elongación 52 1 

Elongación final 65 8  
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c) BOX-PCR: 

 

 La BOX-PCR se basa en la amplificación de elementos BOX, que son elementos repetitivos 

repartidos a lo largo del genoma bacteriano. El cebador empleado fue (Chowdhury y col., 2004): 

 

 BOX-PCR: 5’ GATCGCCAAGGCGACGCTGACG 3’ 

 

 Para las reacciones de amplificación las reacciones fueron preparadas de la misma forma que 

en el caso anterior. El programa de PCR empleado se muestra en la Tabla 4.5. 

 

Tabla 4.5.- Protocolo de amplificación de ADN para la técnica BOX-PCR. 

FASE TEMPERATURA (ºC) DURACIÓN (min)  

Desnaturalización inicial  94 5  

Desnaturalización 94 1 
35 

ciclos 
Hibridación 60 1 

Elongación 72 1 

Elongación final 72 5  

 

 

 

d) REP-PCR: 

 

 La REP-PCR es una técnica de tipificación en la que se utilizan cebadores que hibridan con 

secuencias de ADN repetidas o repetitivas (secuencias rep) que se encuentran distribuidas en el 

cromosoma de muchas bacterias y hongos (especialmente en enterobacterias y algunas bacterias 

grampositivas). Con esta técnica se amplifican las regiones que separan las secuencias rep, por lo que 

el polimorfismo resulta de la variabilidad en la repetición de dichas secuencias y de la distancia entre 

copias contiguas causadas por inserciones o deleciones de ADN. Las secuencias repetitivas 

palindrómicas extragénicas (secuencias REP) y las secuencias consenso repetitivas intragénicas de 

enterobacterias (secuencias ERIC) son algunas de las secuencias rep que más se han utilizado en 

estudios epidemiológicos de brotes infecciosos. 
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 La técnica de REP-PCR (secuencias palindrómicas extragénicas) (Stern y col., 1984; Hulton y 

col., 1991) en las cepas de estudio se llevó a cabo empleando cebadores específicos para estas 

secuencias repetitivas que se encuentran a lo largo del genoma bacteriano (Versalovic y col., 1991):  

 

 REP1R: 5’-IIICGICGICATCIGGC-3’  

 REP2: 5’-ICGICTTATCIGGCCTAC-3’ 

 

 Para la preparación de las reacciones de amplificación se empleó el mismo protocolo descrito 

para las técnicas de ERIC y BOX-PCR. El programa de amplificación empleado se muestra en la Tabla 

4.6. 

 

Tabla 4.6.- Protocolo de amplificación de ADN para la técnica REP-PCR. 

FASE TEMPERATURA (ºC) DURACIÓN (min)  

Desnaturalización inicial  95 7  

Desnaturalización 94 1 
35 

ciclos 
Hibridación 44 1 

Elongación 65 8 

Elongación final 65 15  

 

 

 

e)  Electroforesis y análisis de los datos: 

 

 Los productos de PCR fueron separados por medio de electroforesis horizontal en geles de 

agarosa (1%) teñidos con bromuro de etidio (Bio-Rad) a 100 v durante 90 min utilizándose un 

marcador de 50-2000 pb (Sigma, USA) como indicador de la masa molecular. Para el análisis de 

datos, los geles fueron escaneados y las imágenes capturadas en un sistema informático Gel Doc 

2000 (Bio-Rad). Para el análisis y comparación de los patrones se empleó el coeficiente de similitud 

de Dice (Sd) (Dice, 1945) como medida de la homología: 
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Sd= [2A/(2A + B + C)] x 100 

 

A: número de bandas comunes 

B: nº de bandas específicas de primer patrón 

C: nº de bandas específicas del segundo patrón 

 

 Los dendrogramas obtenidos se crearon en base al parámetro UPGMA (unweighted pair 

group method average). Además, se realizó también un análisis polifásico introduciendo todos los 

datos obtenidos en las distintas técnicas y empleando el Software BioNumerics versión 4.0 (Applied 

Maths, Bélgica). 
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4.3.- RESULTADOS 

 

4.3.1.- Análisis de proteínas de la envoltura celular: 

 

 El análisis de las proteínas de la envoltura celular, tanto totales como de la membrana 

externa de pared, mediante la técnica de SDS-PAGE reveló un patrón similar para todas las cepas de 

E. tarda, independientemente de su origen geográfico y de hospedador. De hecho, todos los aislados 

analizados mostraron un perfil con numerosas bandas proteicas comunes entre 120 y 28,9 KDa. En 

todos los perfiles se pudieron observar, al menos, 6 proteínas mayoritarias en el caso de las proteínas 

totales y 3 proteínas mayoritarias en las proteínas externas de membrana (Figura 4.1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.1.- SPS-PAGE de proteínas de membrana totales (a) y externas (b). 1: ACC35.1; 2: HL1.1; 3: RM288.1; 4: 

9.8; 5: NCMBB2034; 6: WEF1; 7: marcador de peso molecular. Las flechas indican la masa molecular de las 

bandas del marcador en KDa. 
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4.3.2.- Determinación de la composición proteica mediante MALDI-TOF 

 

 El perfil proteico obtenido mediante la técnica de MALDI-TOF para las cepas de E. 

tarda estudiadas abarcó, en todos los casos un espectro en la región masa/carga (m/z) comprendido 

entre los valores aproximados de 3000 y 12000 (Figura 4.2a). Aunque pudimos comprobar la 

existencia de una elevada homogeneidad entre perfiles, al realizar la correlación de estos perfiles y 

construir un dendrograma, se formaban dos grupos claramente diferenciados (Figura 4.2b). El grupo 

más amplio estaba constituido por la mayor parte de los aislados de E. tarda analizados integrándose 

en éste cepas procedentes de distintos orígenes y hospedadores. Todos los aislados de rodaballo 

formaron parte de este grupo principal. En el segundo “cluster”, formado por un menor número de 

cepas, se encontraban las dos cepas de referencia de E. tarda (CETC849 y NCIMB2034), la cepa de 

pez ángel FL3-22, la cepa de lubina 9.8 y las cepas tipo de las otras dos especies pertenecientes al 

género Edwardsiella: E. ictaluri y E. hoshinae. 

 

 El análisis de los perfiles proteicos dio como resultado valores superiores a 2.3 en 

todas las cepas, valor asignado para la identificación de especie, lo que nos indica que esta técnica 

resulta un método útil para la identificación de aislados de E. tarda. 

 

 

 

 

 

 

 

 



4. Caracterización molecular           Resultados 

 

 

75 

 

 

 

 

Figura 4.2.- (a) Perfil de proteínas representativo correspondiente a la cepa de E. tarda aislada de rodaballo 

ACC35.1 obtenido mediante la técnica MALDI-TOF; (b) dendrograma realizado con la distancia entre varias 

cepas de E. tarda e incluyendo las cepas de referencia de E. ictaluri y E. hoshinae. 

 

a) 

b) 
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4.3.3.- Determinación del contenido plasmídico: 

 

Los resultados obtenidos en el análisis del contenido plasmídico de las cepas de E. tarda 

estudiadas, mostraron que todos los aislados de rodaballo, independientemente de su origen 

geográfico y año de aislamiento, presentaban un patrón idéntico, caracterizado por la presencia de 2 

plásmidos, uno de 12 kb y otro más pequeño de aproximadamente 2.5 Kb. Este último es 

característico de los aislados de rodaballo, ya que está presente en todos ellos y no se encuentra en 

ninguna de las otras cepas de E. tarda estudiadas con fines comparativos (Figura 4.3). 

 

 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.3.- Contenido plasmídico 

obtenido empleando el sistema de 

extracción Qiaprep Spin Miniprep 

(Qiagen). Líneas M: marcador 

molecular 1 kb (Tracklt
TM

 1 kb DNA 

Ladder, Invitrogen); 1 al 3, aislados 

de rodaballo; 4, cepa 9.8 aislada de 

lubina americana; 5 y 6: productos 

de restricción obtenidos en la 

digestión del plásmido de 12 kb con 

la enzima EcoRI. Las flechas indican 

la masa molecular en Kb. 
 

 

 En cuanto a los ensayos de digestión con enzimas de restricción, en el caso del plásmido de 

mayor tamaño, los mejores resultados en cuanto a número e intensidad de bandas se obtuvieron con 

la enzima FastDigest EcoRI. Tras la restricción, se observaron dos bandas idénticas en todas las cepas 

(Figura 4.3), por lo que podemos decir que se trata del mismo plásmido en todos los casos. Sin 

embargo, cuando se intentó la digestión del plásmido de menor tamaño característico de las cepas 

de rodaballo, no conseguimos obtener en ningún caso productos de restricción, por lo que no se 

pudo determinar si este plásmido es el mismo en todas las cepas.  
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4.3.4.- Estudio de la diversidad genética intraespecífica: 

 

a) RAPD: 

 

 Inicialmente, se realizó el análisis RAPD con una única cepa (ACC35.1) empleando los 6 

cebadores aportados por el kit comercial. Cuatro de ellos (P3, P4, P5 y P6) generaron patrones 

apropiados de los productos amplificados y, por lo tanto,  fueron los seleccionados para el análisis de 

la colección completa de las cepas. 

 

 Los resultados obtenidos con los cebadores P3 y P6 fueron similares. Ambos cebadores 

agruparon todas las cepas de rodaballo en un único cluster, presentando todas ellas un idéntico 

perfil genético (Figuras 4.4 y 4.5) caracterizado por 2 y 3 bandas respectivamente de pesos 

moleculares aproximados de 1300 y 800 bp (para el cebador P3) y de 2000, 1300 y 900 bp (para el 

cebador P6). Sin embargo, sí se pudieron establecer diferencias entre el resto de las cepas 

estudiadas. Mientras que empleando el cebador P3, los aislados de rodaballo compartían el mismo 

perfil con otras 7 cepas procedentes de otros orígenes, cuando se utilizaba el cebador P6 éste 

resultaba ser más discriminativo, y los aislados de rodaballo presentaban un perfil único y distinto al 

del resto de cepas estudiadas.  

 

 
Figura 4.4.- Dendrograma construido a partir de los perfiles obtenidos con la técnica RAPD empleando el 

cebador P3, el coeficiente de similaridad de Dice y el análisis UPGMA. Los números entre paréntesis indican el 

número de cepas. Los números en las líneas indican % de similaridad. En la parte izquierda de la figura se 
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muestran los perfiles representativos de cada uno de los clusters formados. Los perfiles superior e inferior 

corresponden al marcador molecular AmpliSize Molecular Ruler (50-2000 bp ladder, Sigma). 

 

 
 
 
Figura 4.5.- Dendrograma construido a partir de los perfiles obtenidos con la técnica RAPD empleando el 

cebador P6, el coeficiente de similaridad de Dice y el análisis UPGMA. Los números entre paréntesis indican el 

número de cepas. Los números entre paréntesis indican el número de cepas. Los números en las líneas indican 

% de similaridad. En la parte izquierda de la figura se muestran los perfiles representativos de cada uno de los 

clusters formados. Los perfiles superior e inferior corresponden al marcador molecular AmpliSize Molecular 

Ruler (50-2000 bp ladder, Sigma). 

 

 

 Los cebadores P4 y P5 fueron los únicos con los que se pudo establecer diferencias dentro de 

las cepas de E. tarda aisladas de rodaballo encontrándose dos grupos distintos. La diferencia entre 

ambos grupos se basó en la presencia o ausencia de una única banda de 1100 bp para el caso del 

cebador P4 y de 1700 bp para el caso del cebador P5 (Figuras 4.6 y 4.7). El índice de similaridad entre 

estos dos subgrupos fue del 85 %. Tal y como se muestra en la tabla resumen (Tabla 4.7), ambos 

clones pudieron detectarse en algunos casos incluso dentro de una misma planta de cultivo, pero 

nunca dentro de un mismo brote de mortalidad. Resulta interesante que a partir del año 2006 todos 

los aislados de E. tarda de rodaballo pertenecieron al clon II. 
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Figura 4.6.- Dendrograma construido a partir de los perfiles obtenidos con la técnica RAPD empleando el 

cebador P4, el coeficiente de similaridad de Dice y el análisis UPGMA. Los números entre paréntesis indican el 

número de cepas. Los números entre paréntesis indican el número de cepas. Los números en las líneas indican 

% de similaridad. En la parte izquierda de la figura se muestran los perfiles representativos de cada uno de los 

clusters formados. Los perfiles superior e inferior corresponden al marcador molecular AmpliSize Molecular 

Ruler (50-2000 bp ladder, Sigma). 
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Figura 4.7.- Dendrograma construido a partir de los perfiles obtenidos con la técnica RAPD empleando el 

cebador P5, el coeficiente de similaridad de Dice y el análisis UPGMA. Los números entre paréntesis indican el 

número de cepas. Los números entre paréntesis indican el número de cepas. Los números en las líneas indican 

% de similaridad. En la parte izquierda de la figura se muestran los perfiles representativos de cada uno de los 

clusters formados. Los perfiles superior e inferior corresponden al marcador molecular AmpliSize Molecular 

Ruler (50-2000 bp ladder, Sigma). 
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b) ERIC-PCR: 

 

 En el caso de la técnica ERIC-PCR los resultados obtenidos mostraron perfiles idénticos para 

todos los aislados de rodaballo, al igual que ocurría en el caso del cebador P6 de la técnica RAPD 

(Figura 4.8). Los resultados obtenidos nos permitieron agrupar todos los aislados de E. tarda de 

rodaballo en un único grupo, mostrando un nivel de similitud entre las todas las cepas del 100%, 

independientemente de su año y origen geográfico de aislamiento (Tabla 4.7). Los perfiles obtenidos 

para estos aislados se caracterizan por 4 bandas comprendidas entre 250 y 1500 pb. 

 

 

 
 

Figura 4.8.- Dendrograma construido a partir de los perfiles obtenidos con la técnica ERIC-PCR, el coeficiente de 

similaridad de Dice y el análisis UPGMA. Los números entre paréntesis indican el número de cepas. Los 

números entre paréntesis indican el número de cepas. Los números en las líneas indican % de similaridad. En la 

parte izquierda de la figura se muestran los perfiles representativos de cada uno de los clusters formados. Los 

perfiles superior e inferior corresponden al marcador molecular(Gene Ruler 1 Kb DNA ladder; Fermentas). 
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c)  BOX-PCR: 

 

 Al igual que en la técnica anterior, con esta técnica de tipado molecular, basada en la 

amplificación de regiones repetitivas del genoma bacteriano, no se pudieron establecer diferencias 

dentro de los aislados de rodaballo. Todos ellos mostraron un perfil de bandas idéntico agrupándose 

dentro de un único cluster con una similitud del 100% (Tabla 4.7). Este grupo era claramente 

diferente del resto de cepas procedentes de otros orígenes presentando, el grupo más cercano, una 

similitud del 75% (ver figura 4.9). 

 

 

 

 

 
 
Figura 4.9.- Dendrograma construido a partir de los perfiles obtenidos con la técnica BOX-PCR, el coeficiente de 

similaridad de Dice y el análisis UPGMA. Los números entre paréntesis indican el número de cepas. Los 

números entre paréntesis indican el número de cepas. Los números en las líneas indican % de similaridad. En la 

parte izquierda de la figura se muestran los perfiles representativos de cada uno de los clusters formados. Los 

perfiles superior e inferior corresponden al marcador molecular AmpliSize Molecular Ruler (50-2000 bp ladder, 

Sigma). 
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d)  REP-PCR: 

 

 Esta técnica, al igual que la ERIC-PCR y la BOX-PCR también basada en la amplificación de 

elementos repetitivos del DNA, fue la única de las tres que permitió establecer diferencias entre las 

cepas aisladas de rodaballo. Al igual que ocurría con los cebadores P4 y P5 en la técnica RAPD, se 

pudieron detectar dos grupos (ver Figura 4.10). Además, esta técnica resultó ser muy discriminativa, 

no pudiendo establecer grandes grupos dentro del resto de cepas estudiadas. De hecho, solamente 

los grupos formados por los aislados de rodaballo estaban formados por más de tres cepas.  

 

 El índice de similitud entre los dos grupos de aislados de rodaballo fue del 74%, 

diferenciándose ambos únicamente en la presencia o ausencia de una única banda de un peso 

molecular aproximado de 1500 bp. Además, y a diferencia de lo que ocurría en la técnica RAPD 

(cebadores P4 y P5), en esta ocasión sí se pudo detectar la coexistencia de ambos clones dentro de 

un mismo brote de mortalidad (Tabla 4.7). 

 
Figura 4.10.- Dendrograma construido a partir de los perfiles obtenidos con la técnica REP-PCR, el coeficiente 

de similaridad de Dice y el análisis UPGMA. Los números entre paréntesis indican el número de cepas. Los 

números entre paréntesis indican el número de cepas. Los números en las líneas indican % de similaridad. En la 

parte izquierda de la figura se muestran los perfiles representativos de cada uno de los clusters formados. Los 
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perfiles superior e inferior corresponden al marcador molecular AmpliSize Molecular Ruler (50-2000 bp ladder, 

Sigma). 

a) Análisis polifásico: 

 

 El análisis polifásico de todos los resultados obtenidos empleando las técnicas de tipado 

molecular dio como resultado el dendrograma mostrado en la Figura 4.11. Se pudo comprobar que 

todas las cepas de rodaballo se agruparon formando un “cluster” homogéneo. El resto de las cepas 

de E. tarda procedentes de otros orígenes mostraron una mayor distancia entre ellas lo que refleja 

una mayor variabilidad intraespecífica. 
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Figura 4.11.- Dendrograma empleando un análisis polifásico introduciendo todos los datos obtenidos en 

las distintas técnicas y empleando el Software BioNumerics versión 4.0 (Applied Maths, Bélgica). La 

escala inferior indica la distancia Euclidiana. 
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Tabla 4.7.- Resumen de los resultados obtenidos para las cepas de E. tarda empleando técnicas de tipado 

molecular. *Origen: S: Sur Europa; N: Norte Europa; A-E: plantas de cultivo; la cifra indica distintos brotes de 

mortalidad.  

   GRUPOS MOLECULARES 

CEPA AÑO ORIGEN* RAPD P3 RAPD P4 RAPD P5 RAPD P6 ERIC REP BOX 
Aislados de rodaballo       

ACC35.1 2005 SA1 I I I I I II I 

ACC36.1 2005 SA1 I I I I I I I 

ACC51.1 2006 SA2 I I I I I I I 

ACC52.1 2006 SA2 I I I I I I I 

ACC53.1 2006 SA2 I I I I I I I 

ACC69.1 2006 SA3 I I I I I II I 

ACC70.1 2006 SA3 I I I I I I I 

ACC121.1 2009 SA4 I II II I I I I 

RM288.1 2006 SB1 I I I I I I I 

RM289.1 2006 SB1 I I I I I II I 

RM290.1 2006 SB1 I I I I I I I 

RM293.1 2006 SB1 I I I I I I I 

RM294.1 2006 SB1 I I I I I I I 

HL1.1 2004 NC1 I I I I I I I 

HL8.1 2005 NC2 I I I I I I I 

HL9.1 2005 NC2 I I I I I I I 

HL10.1 2005 NC2 I I I I I I I 

HL12.1 2005 NC3 I I I I I II I 

HL14.1 2005 NC3 I I I I I II I 

HL21.2 2006 NC4 I II II I I II I 

HL21.3 2006 NC4 I II II I I I I 

HL23.1 2006 NC5 I II II I I I I 

HL24.1 2006 NC5 I II II I I I I 

HL25.1 2006 NC5 I II II I I I I 

HL30.1 2006 NC5 I II II I I I I 

HL31.1 2006 NC5 I II II I I I I 

HL37.1 2006 NC6 I II II I I I I 

HL38.1 2006 NC6 I II II I I I I 

HL42.1 2006 NC7 I II II I I I I 

HL43.1 2006 NC7 I II II I I I I 

RBR7.1 2008 SD1 I II II I I I I 

RBR8.1 2008 SD1 I II II I I I I 

RBR13.1 2008 SD2 I II II I I I I 

ACR326.1 2009 SE1 I II II I I I I 

ACR327.1 2009 SE1 I II II I I I I 

ACR328.1 2009 SE1 I II II I I I I 

ACR1.1-10 2010 SE2 I II II I I I I 

ACR2.1-10 2010 SE2 I II II I I I I 

Otros aislados         

E.11-2 ND Japón I V III II II VII II 

EDK1 ND Japón I III III II II VI II 

9.8 1986 U.S.A. I VII III IV III VIII II 

FL4-534K 1997 U.S.A. I VI III II II V II 

WFE1 2002 Japón I VIII III VIII II VIII II 

WFE10 2002 Japón I IX III VIII II VIII II 

ET001 2002 Japón III X V VII IV IX III 

ET009 2002 Japón IV XI V VII IV IX III 

KGE7901 ND Japón I IV III II III IV II 

81.48 ND U.S.A. II XIV VI V V III IV 

FL3-22 ND U.S.A. II XII VI V V III IV 

NCIMB2034 1977 NCIMB 

collection 

II XIII IV III VI III V 
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4.4.- DISCUSIÓN 

 

 A pesar de la gran cantidad de publicaciones existentes hasta la actualidad dedicadas a 

distintos aspectos del estudio de E. tarda, no son muchos los trabajos centrados en el estudio de su 

composición proteica, plasmídica o el empleo de técnicas moleculares para la determinación de 

variaciones genéticas dentro de esta especie.  

 

 En cuanto a los estudios de proteínas de envoltura celular mediante la técnica de SDS-PAGE, 

se pudo observar una alta homogeneidad entre todas las cepas de E. tarda ensayadas. Los perfiles de 

proteínas obtenidos mediante SDS-PAGE, mostraron un patrón muy similar para todas las cepas 

estudiadas, independientemente de su origen geográfico y de hospedador, tanto para las proteínas 

totales como para las de membrana externa de pared. Esta homogeneidad contrasta con la 

heterogeneidad descrita por otros autores para este patógeno (Maiti y col., 2009), si bien, sí 

coinciden los pesos de las proteínas principales observadas.  

 

 En cuanto a los resultados obtenidos con la técnica MALDI-TOF, en todos los casos se llegó a 

la identificación de especie empleando la base de datos originada por el software. Con el 

dendrograma obtenido se comprobó que se formaban dos grupos diferenciados dentro de las cepas 

analizadas. El primero de los grupos, compuesto por mayor número de cepas, estaba formado 

íntegramente por aislados de E. tarda, procedentes de distintos orígenes geográficos y de 

hospedador y entre los cuales se encontraban todas las cepas de rodaballo. Por otra parte, el 

segundo de los grupos, estaba formado solamente por cuatro cepas de E. tarda (las dos cepas de 

referencia, una aislada de lubina y la de pez ángel) y las dos cepas de referencia correspondientes a 

las otras especies que forman el género Edwardsiella: E. ictaluri y E. hoshinae. Los resultados 

obtenidos parecen indicar que el género Edwardsiella presenta una composición de proteínas 

conservada para todas sus especies, aunque con diferencias suficientes como para que esta técnica 

sea eficaz en la identificación de E. tarda. 

 

 En las pocas referencias que existen sobre el estudio del contenido plasmídico de E. tarda, se 

describe una elevada diversidad intraespecífica, existiendo cepas que no presentan plásmidos, frente 

a otras en las que sí se ha descrito la presencia de un pequeño número de ellos variando su peso 
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entre 3 y 185 Kb. En cuanto a las cepas procedentes de rodaballo, Xiao y col (2009) describieron la 

presencia de un plásmido de 23.7 Kb presente en la mayoría de los aislados de rodaballo incluidos en 

su estudio. En el análisis del contenido plasmídico de las cepas de E. tarda realizado en el presente 

estudio, hemos demostrado la presencia de dos plásmidos, uno de 12 Kb y otro de aproximadamente 

2,5 Kb. El segundo plásmido de menor tamaño resultó ser único y característico de los aislados de 

rodaballo incluidos en ese trabajo. Este hecho, puede resultar de gran transcendencia en estudios 

posteriores tanto a nivel epidemiológico como del posible papel que este plásmido pudiese jugar en 

la elevada virulencia que presentan estos aislados. Sin embargo, los estudios preliminares realizados 

no han permitido obtener ningún tipo de información sobre él. Serán necesarios futuros estudios de 

caracterización de este plásmido para poder determinar si juega un papel importante en el 

mecanismo de virulencia de este patógeno. 

 

 Los resultados obtenidos en los estudios de variabilidad genética intraespecífica empleando 

técnicas de tipado molecular realizados en esta tesis, podrían resultar de gran importancia en la 

identificación de posibles clones dentro de este patógeno bacteriano asociados con determinados 

factores como podrían ser el origen geográfico, hospedador, virulencia, etc… Los métodos de 

caracterización basados en la técnica de PCR están siendo empleados en los últimos años como 

técnicas rápidas, de bajo coste, robustas y que permiten establecer diferencias entre especies 

bacterianas o, incluso, entre cepas de una misma especie.  

 

 La técnica de RAPD ha sido comúnmente utilizada en estudios de tipado molecular de 

bacterias ya que permite el análisis comparativo de los genomas entre diferentes aislados de la 

misma especie (Magariños y col., 2000; O´Hici y col., 2000). En base a los resultados obtenidos, 

pudimos encontrar la existencia de dos líneas clonales distintas dentro de las cepas de rodaballo, que 

difieren entre sí un 85% (Figuras 4.6 y 4.7). Ambos grupos pudieron detectarse tanto en plantas 

situadas en el Norte de Europa como en el Sur de Europa, si bien, desde el 2006 ha sido el clon II el 

único que se ha detectado en todos las cepas aisladas. Por otro lado, se determinó que ambos clones 

podían existir dentro de una misma planta de cultivo, pero no se pudo detectar su coexistencia 

dentro de un mismo brote de mortalidad (Tabla 4.7). Esta técnica fue empleada anteriormente en E. 

tarda por Nucci y col. (2002) para establecer diferencias entre aislados de humanos y peces. 

Obtuvieron dos clusters que podían asociarse en la mayoría de los casos al origen de las cepas, por lo 

que establecieron que esta técnica podía resultar válida para establecer el posible origen de los 



4. Caracterización molecular           Discusión 

 

 

89 

 

aislados. Sin embargo, en el presente trabajo se ha comprobado que, al menos dentro de los aislados 

de rodaballo, empleando los cebadores P3 y P6 no se encuentran diferencias y con los cebadores P4 

y P5 los dos grupos que se detectaron no pudieron asociarse con ningún factor como el origen 

geográfico, el año de aislamiento, etc… 

 

 De las tres técnicas empleadas en este trabajo basadas en la amplificación de elementos 

repetitivos, solamente dos de ellas: ERIC-PCR y BOX-PCR habían sido empleadas anteriormente con 

cepas de E. tarda. Fueron Maiti y col. en el 2008 y 2009 los que, en dos trabajos distintos, 

encontraron que estas técnicas presentaban poder discriminativo para las cepas de E. tarda, y que, 

por lo tanto, eran herramientas útiles para la realización de futuros estudios epidemiológicos. Sin 

embargo, en este trabajo, con ninguna de las dos técnicas pudimos establecer diferencias dentro de 

los aislados de rodaballo, formando todos ellos un único grupo con una similaridad del 100%.   

 

 Con respecto al REP-PCR, esta es la primera referencia a la utilización de esta técnica en 

cepas de E. tarda aisladas del ambiente. Los resultados muestran que REP-PCR permite diferenciar 

dentro de las cepas de E. tarda aisladas de rodaballo y se pudieron establecer dos grupos que 

diferían entre sí un 74%. El clon I estaba formado por un mayor número de cepas que el II y ambos 

pudieron detectarse dentro de un mismo brote de mortalidad (Tabla 4.7). 

 

 El análisis polifásico empleando los resultados obtenidos en todas las técnicas de tipado 

molecular (Figura 4.11) confirmó que todos los aislados de rodaballo forman un grupo homogéneo 

independientemente de su origen geográfico. Esta homogeneidad contrasta con la elevada 

diversidad observada en el resto de cepas de E. tarda procedentes de otros orígenes. 

 

 En resumen, a pesar de que todos los resultados mostrados en esta sección de 

caracterización molecular parecen indicar que las cepas aisladas de rodaballo presentan un elevado 

índice de homogeneidad, formando un grupo compacto, se pudieron establecer pequeñas 

diferencias genéticas dentro de ellas empleando las técnicas de RAPD (cebadores P4 y P5) y REP-PCR. 

Así, estas técnicas podrían resultar de gran utilidad a la hora de la realización de futuros estudios 

epidemiológicos de la edwardsielosis en rodaballo. 
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5.1.- INTRODUCCIÓN 

  

5.1.1.- Estudios de virulencia previos en E. tarda: 

 

 En los numerosos estudios que se han publicado sobre diferentes aspectos de la especie E. 

tarda, pueden encontrarse descripciones de cepas virulentas y no virulentas (Han y col., 2006; Wang 

Y. y col., 2010). A pesar de que ambos tipos son capaces de invadir células in vitro, solamente las 

cepas virulentas tienen la capacidad de entrar en el interior del pez en cantidades suficientes a través 

del mucus, branquias y/o el tracto gastrointestinal, y multiplicarse en los órganos internos, causando 

la muerte (Ling y col., 2000). En aquellos trabajos en los que se ha estudiado la virulencia de 

diferentes aislados de E. tarda, podemos encontrar valores variables de Dosis Letal 50 (LD50) 

dependiendo de las cepas y de la especie de pez empleada en los ensayos.    

 

 Al comienzo de la realización de esta tesis, no se había publicado ningún estudio en el que se 

hubiesen realizado experimentos de cálculo de la Dosis Letal 50 (LD50) empleando cepas aisladas de 

rodaballo. Posteriormente, en los años 2008 y 2009 se publicaron algunos trabajos en los que se 

daban valores de LD50 comprendidos entre 3,9 x 10
1
 CFU/g y 3 x 10

3
 CFU/g para cepas aisladas de 

rodaballo en China (Lan y col., 2008; Wang Y. y col., 2009b; Xiao y col., 2009). Con estos datos, y tal y 

como se describe en estas publicaciones, todo parecía indicar que E. tarda podría ser una de las 

especies bacterianas con mayor potencial virulento para el rodaballo. 

 

 

5.1.2.- Factores de virulencia descritos en E. tarda: 

  

 Los factores de virulencia se refieren a las propiedades que contribuyen a que un patógeno 

infecte y dañe los tejidos del hospedador, de modo que la virulencia en sí puede deberse a uno o 

múltiples factores. Estos son importantes para que las bacterias invadan y colonicen rápidamente el 

tejido, alcanzando unos altos niveles de población antes de que la respuesta de dicho hospedador 

limite el crecimiento bacteriano.  
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La patogénesis de E. tarda es multifactorial. Hasta hoy, sus mecanismos son poco conocidos y 

tampoco se conoce exactamente la vía de entrada en el hospedador. Se supone que, probablemente, 

el intestino y las lesiones en la piel son lugares por donde el patógeno puede obtener una vía de 

entrada. Son varios los factores de virulencia que, se ha sugerido, contribuyen a la patogénesis de E. 

tarda. Entre ellos: producción de dermatotoxinas y hemolisinas, la habilidad de resistir la capacidad 

fagocítica del suero, la capacidad de invadir células epiteliales, etc… (Srinivasa Rao y col., 2003).     

 

 La capacidad de E. tarda para adherirse y penetrar en las células epiteliales ha sido estudiada 

por varios autores (Janda y col., 1991; Strauss y col., 1997; Ling y col., 2000). Marques y col. (1984) 

describieron la capacidad de E. tarda para invadir células HeLa (una línea de células epiteliales 

obtenida a partir de un carcinoma humano) y detectaron la producción de β–hemolisina. Los aislados 

obtenidos a partir de peces son capaces de invadir células de la línea continua EPC (epitelioma 

papuloso de carpa) in vitro, lo que sugiere que las patologías invasivas observadas en especies de 

peces cultivadas pueden estar relacionadas con esta propiedad (Ling y col., 2000). Existen multitud 

de estructuras de la superficie bacteriana con función en la movilidad y adherencia que podrían ser 

de gran importancia para el inicio del proceso de infección como el pilus P (genes pap), las fimbrias 

tipo 1 (genes fim), etc... Varios autores (Janda y col., 1991; Ling y col., 2000) han sugerido que la 

capacidad de invasión de las células por E. tarda podría ser un proceso dependiente de 

microfilamentos y de la proteína tirosina quinasa que puede inhibirse empleando citocalasina D y 

genisteina. 

 

 En la mayoría de las bacterias patógenas invasivas se ha comprobado que el aumento de la 

concentración de hierro en el hospedador implica una mayor susceptibilidad a la infección. Esto hace 

que la capacidad de captación de este elemento constituya uno de los principales factores de 

virulencia de los microorganismos patógenos. Hasta la actualidad, se conoce poco sobre los 

mecanismos de captación de hierro de E. tarda. Kokubo y col. (1990) y Dhaenens y col. (1999) 

publicaron que E. tarda posee un sistema de captación de hierro mediado por sideróforos el cual es 

necesario para su supervivencia dentro del hospedador. Además, se han encontrado dos genes 

regulados por la proteína Fur  (“ferric uptake regulator”) (Janda & Abbott, 1993b; Hirono y col., 

1997). Estos genes codifican, respectivamente, la hemolisina EthA y su proteína secretora EthB. Esta 

expresión se inhibe bajo condiciones de exceso de hierro y se activa en condiciones limitantes de 

hierro lo que permitiría la liberación de hierro a la sangre. 
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 Otro factor de virulencia es el “quorum sensing”. Se trata de un mecanismo de control de la 

expresión génica dependiente de la densidad celular. Este fenómeno es el responsable de que un 

conjunto de células independientes, bajo la generación de señales extracelulares, desarrolle 

comportamientos sociales coordinados. En el caso de un microorganismo patógeno, este fenómeno 

le permite alcanzar un nivel de población lo suficientemente elevado como para que, llegado el 

momento de producir los factores de virulencia, pueda contrarrestar las defensas del huésped e 

invadir otras regiones de ese organismo. Por ello, el “quorum sensing” juega un importante papel en 

la patogénesis de algunas especies bacterianas. Zhang y col. (2008) y Han y col. (2010) encontraron 

indicios de actividad “quórum” en E. tarda, describiendo que la actividad del sistema regulador 2 

(AI2, Auto Inducer 2) era controlada, al menos en parte, por la expresión del gen luxS y la existencia 

de AHLs (N-acylhomoserin lactonas). Ambos autores sugirieron que las rutas y genes relacionados 

con el “quorum sensing” de E. tarda, podrían regular la producción de determinados factores 

relacionados con su virulencia como la expresión de genes asociados al sistema de secreción tipo III 

(TTSS), la formación de biofilms, producción de exotoxinas, etc…       

 

 Wang Q. y col. publicaron en el 2009 (Wang Q. y col., 2009a) la secuencia completa del 

genoma de una cepa virulenta, inmóvil y multiresistente a agentes quimioterápicos, aislada de 

rodaballo en China. En su trabajo, describieron un importante número de genes que muy 

posiblemente puedan estar relacionados con la virulencia de esta cepa.  

 

 En este apartado se ha evaluado el grado de virulencia de los aislados de rodaballo, con el fin 

de determinar hasta qué punto estas cepas podrían constituir un peligro para las poblaciones de 

peces en cultivo. Se comprobó también su posible virulencia para animales homeotermos y si 

podrían suponer un factor de riesgo de futuras zoonosis. Ya que la detección de los genes de 

virulencia es un paso crucial para elucidar el mecanismo implicado en su patogénesis, realizamos 

también un estudio encaminado a la identificación de determinados genes que pudieran estar 

implicados en la virulencia de E. tarda. 
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5.2.- MATERIALES Y MÉTODOS 

 

5.2.1.- Estudios de virulencia en peces: 

 

 Los ensayos de virulencia se realizaron mediante infecciones experimentales de 9 cepas 

representativas de E. tarda empleando diferentes rutas. Los aislados utilizados, su origen y 

hospedador, se muestran en la tabla 5.1. En los ensayos se emplearon alevines de rodaballo, 

lenguado y lubina de aproximadamente 10 g que se analizaron previamente mediante métodos 

bacteriológicos (Thoesen, 1994), con el objeto de confirmar la ausencia de patógenos que pudiesen 

interferir en los experimentos. 

 

 Previamente a los ensayos, los peces se aclimataron durante 2-3 días en tanques 

conteniendo 10 l de agua de mar. Dichos tanques estaban provistos de aireación continuada y se 

mantuvieron a la temperatura a la que posteriormente realizó el ensayo (15º o 18º C). 

 

 

Tabla 5.1.-  Cepas de E. tarda empleadas en los ensayos de virulencia.  

CEPA HOSPEDADOR ORIGEN 

ACC35.1 Rodaballo (Scophthalmus maximus ) Sur Europa 

HL1.1 Rodaballo (Scophthalmus maximus ) Norte Europa 

RM288.1 Rodaballo (Scophthalmus maximus ) Sur Europa 

ACC69.1 Rodaballo (Scophthalmus maximus ) Sur Europa 

KGE 7901 Tilapia (Tilapia nilotica) Japón 

E-11-2 Anguila(Anguilla japonica) Japón 

9.8 Lubina americana (Morone saxatilis) USA 

WFE 1 Platija (Paralichthys olivaceus) Japón 

ET006 Besugo (Pagellus bogaraveo) Japón 
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a) Inoculación intraperiotenal (i.p.): 

  

 Los ensayos de inoculación intraperitoneal (i.p.) se realizaron empleando alevines de 

rodaballo, lenguado y lubina y siguiendo los procedimientos descritos por Toranzo y col. (1983).  

 

 La preparación de los inóculos se realizó a partir de cultivos bacterianos de las cepas de E. 

tarda en TSA-1, resuspendiendo las bacterias en SS y ajustando a una concentración inicial de 

aproximadamente 1,2 x 10
9
 cel/ml por comparación de la turbidez de la suspensión con el tubo 4 de 

la escala McFarland. La determinación real del número de unidades formadoras de colonias (CFU) 

presentes en el inóculo se realizó mediante la siembra en placas de TSA-1 de diluciones decimales 

seriadas en SS de la suspensión inicial. Las diferentes dosis (suspensiones conteniendo entre 10
1
 y 10

6
 

cel/ml) se inocularon a razón de 0.1 ml por pez, empleando 10 peces por dosis. Como lote control se 

emplearon el mismo número de peces inoculados con SS estéril. Los peces inoculados se 

mantuvieron, durante la realización del ensayo, en tanques de 10 l con aireación constante y a 18º C. 

 

 Con el fin de determinar la posible influencia de la temperatura en la virulencia de E. tarda, 

se realizaron también dos ensayos adicionales de inoculación por i.p. con alevines de rodaballo: el 

primero consistió en inoculaciones experimentales a 15º C y el segundo, en experimentos de 

“choque térmico” en los que se sometió a los peces a un aumento brusco de temperatura. Para ello, 

después de los 10 primeros días del ensayo en los que se mantuvieron los peces a 15º C, se elevó la 

temperatura a 18º C y se mantuvieron los rodaballos a esta temperatura durante los 10 días 

posteriores. 

 

 

b) Inoculación por baño: 

 

 En el caso de la inoculación por baño, se emplearon igualmente lotes de 10 peces (rodaballos 

y lenguados) en tanques de 10 l de agua de mar, mantenidos con aireación constante y a 18º C 

durante los 20 días que duraron los experimentos.  

 

 La preparación del inóculo fue similar a lo descrito anteriormente. En cuanto al método de 

inoculación de los peces, éstos fueron expuestos durante 1 hora a diferentes diluciones de la bacteria 
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en el agua de mar de los tanques, de modo que las concentraciones finales estuvieran comprendidas 

entre 10
2
 y 10

6
 cel/ml. Transcurrido este tiempo, se procedió a cambiar en su totalidad el agua de 

mar de los tanques, manteniendo a los peces en los mismos durante todo el experimento. En todos 

los ensayos se incluyeron como control un número igual de peces a los cuales se adicionó en el agua 

de cultivo SS estéril y se manipularon de la misma forma que los infectados. 

 

 

c) Inoculación por cohabitación: 

 

 Este último ensayo se realizó empleando alevines de rodaballo y, al igual que en los casos 

anteriores, los peces se mantuvieron en tanques de 10 l con aireación constante y a 18º C. de 

temperatura, y la preparación del inóculo fue similar a lo ya descrito anteriormente. 

 

 Para la inoculación de los peces se emplearon lotes de 15 peces cada uno, de los cuales 5 

fueron inoculados por i.p. con una dosis del orden de 10
4
 cel/ml de la cepa ensayada y mantenidos 

en el mismo tanque que los 10 restantes durante toda la duración del experimento. Para la 

identificación de los peces inoculados por i.p. se empleó como marca el corte parcial de la aleta 

caudal. Como lote control se emplearon 15 peces de los cuales 5 fueron inoculados con SS estéril. 

 

 

d) Estudios de virulencia en animales homeotermos: 

 

 Además de los ensayos de virulencia en peces, también se emplearon ratones como especie 

representativa de los animales homeotermos.  En todos los ensayos se emplearon ratones BALB/C 

de 4-5 semanas (20-25 g de peso) que se inocularon siguiendo la metodología descrita por Daily y col. 

(1981). Los ratones se mantuvieron en jaulas a temperatura ambiente durante el experimento. La 

preparación del inóculo fue similar al descrito para los alevines de rodaballo. Los ratones fueron 

inyectados intraperitonealmente a razón de 0,2 ml de suspensión bacteriana (entre 10
6
 y 10

9
 cel/ml) 

por animal empleando 5 ratones por dosis. Como controles negativo y positivo se inocularon el 

mismo número de ratones inyectados con SS y con la cepa CDC 2227-81 de Ph. damselae subsp. 

damselae (Osorio y col., 2000a) respectivamente. La duración del experimento fue de 15 días y las 

cepas se consideraron virulentas si presentaban una LD50 menor o igual a 10
7
 CFU/ml.  
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e) Cálculo de la Dosis Letal 50 (LD50): 

 

 En todos los ensayos de virulencia los peces y ratones fueron observados diariamente hasta 

20 días después de la primera mortalidad. La aparición de lesiones o hemorragias y las bajas por 

mortalidad se consideraron producidas por la cepa inoculada solamente en el caso de que ésta fuese 

reaislada en cultivo puro a partir de órganos internos (hígado y/o riñón) de los animales afectados.  

 

 En todos los casos, el grado de virulencia se expresó como la Dosis Letal 50 (LD50) o dosis 

necesaria para matar el 50% de los animales inoculados en un tiempo determinado. Su cálculo se 

realizó en base al método de Reed & Müench (1938): 

 

LD50 = Logdosis que mata más de 50% - [%mortalidad >50% - 50 / %mortalidad >50% - %mortalidad 

<50% ] 

 

 

5.2.2.- Detección de genes implicados en la patogénesis de E. tarda: 

 

 Teniendo en cuenta diferentes aspectos conocidos de la patogénesis bacteriana como la 

invasión, degradación de compuestos de la matriz extracelular, adhesión, captación de hierro, 

detección de quorum y sistemas de secreción de proteínas, se procedió a seleccionar diferentes 

genes candidatos que podrían participar en cada uno de los aspectos enumerados (Tabla 5.2).  

  

 El genoma completo de la cepa de E. tarda EIB202, disponible en la base de datos GenBank 

(número de acceso CP001135), se utilizó como base para el diseño de parejas de oligonucleótidos 

específicos para los diferentes genes a evaluar. Para cada gen, se seleccionó una pareja de 

oligonucleótidos que flanqueaban fragmentos génicos internos de entre 260 y 747 pb (Tabla 5.2). La 

idoneidad de los cebadores se evaluó con el programa Vector NTI 5.10 (Invitrogen, USA) y todos ellos 

tenían un contenido G+C próximo al 50% para facilitar el posterior empleo de una temperatura de 

hibridación común a todas las reacciones de PCR, independientemente de qué pareja de 

oligonucleótidos se emplease. 
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 Para la búsqueda de los genes candidatos anteriormente citados se empleó una colección de 

cepas de E. tarda que incluyó 10 cepas representativas aisladas de rodaballo y 17 cepas de distintos 

orígenes geográficos y hospedadores (ver Tablas 3.5 y 3.6, Sección 3). 

 

Tabla 5.2.- Factores de virulencia, genes candidatos y cebadores diseñados 

FACTOR DE 
PATOGENICIDAD 

GEN CEBADORES SECUENCIAS DE LOS CEBADORES 
TAMAÑO DEL 
AMPLIFICADO 

Colagenasa  yhbU 
colag 1 

colag 2 

5’-CATTTTCGTCATTGGCATAG-3’ 

5’-CACGTTTCGGTACAGGCATC-3’ 
340 

Condroitinasa cds1 
chond1 

chond2 

5’-TCTCCACCCATAATGCCACG-3’ 

5’-CAAACGGCGTCGTGTAGTCG-3’ 
435 

Invasina shdA 
Inv1 

Inv2 

5’-ACCGTGGGCGAACTTACGAA-3’ 

5’-GCACATCGTCGAATAAACCC-3’ 

 

296 

Pilus papF 
papF1 

papF2 

5’-TTTATAGGGGACAGCAGTGA-3’ 

5’-GAAGAGCAAAACGGTCAATG-3’ 
286 

Sistema de secreción 

tipo III 
eseD 

ttss1 

ttss2 

5’-ACGCTGCTGGCGATACGTTC-3’ 

5’-CTGAATGAGCTGATGGTTCA-3’ 
467 

Detección de quorum AI1 
Q1-1 

Q1-2 

5’-ATCCGCAGCATCGAATGGCT-3’ 

5’-GAAGGATAACGATGTGGTGT-3’ 
360 

Detección de quorum luxS 
Q2-1 

Q2-2 

5’-CTCTGGGATGCTCCGCTGAT-3’ 

5’-ATCACCGTATTCGATCTGCG-3’ 
310 

Detección de quorum qseC 
Q3-1 

Q3-2 

5’-CAGCAGTAGCAGGATCACCA-3’ 

5’-ATGGACGTATGCTGCTCAAC-3’ 
260 

Captación de hierro cds1 
pvsA1 

pvsA2 

5’-CTGGAGCAGTACCTCGACGG-3’ 

5’-CGATGCTGCGGTAGTTGATC-3’ 
313 

Captación de hierro cds2 
pvsB1 

pvsB2 

5’-GATGTTCATCACCATCACCC-3’ 

5’-GCTTTGCAGCAGGTATTTCA-3’ 
217 

Captación de hierro cds2 
pvsB3 

pvsB4 

5’-ACACCCACTGGCTATACGCC-3’ 

5’-AAGATGACAATCGGGGTGCT-3’ 
710 

Captación de hierro cds3 
cds3-1 

cds3-2 

5’-GCTCAATGAAGACTTTCGTC-3’ 

5’-GTCCGCAGGTTGTTTTTGCT-3’ 
747 

Captación de hierro cds6 
recept1 

recept2 

5’-AGCGTCATCAGCAACCAGCA-3’ 

5’-GCTGCTGATATAGGTGTCGG-3’ 
420 

 

 

 El protocolo de PCR empleado se muestra en la Tabla 5.3, y las reacciones de amplificación se 

prepararon empleando Ready-To-Go PCR-beads™ (Amersham Pharmacia Biotech, España), las 

parejas de cebadores citadas anteriormente (Tabla 5.2) y el DNA de los distintos aislados de E. tarda 

extraído según el procedimiento ya descrito en capítulos anteriores (Ver Sección 4, apartado 4.2.5).   
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 Para la visualización de los productos de PCR se utilizaron geles de agarosa horizontales al 1% 

teñidos con bromuro de etidio (Bio-Rad) a 100 v durante 90 min y un marcador de peso molecular de 

50-2000 pb (Sigma, USA). 

 

Tabla 5.3.- Protocolo de amplificación de ADN para la detección de genes implicados en la 

patogénesis. 

FASE TEMPERATURA (ºC) DURACIÓN (min)  

Desnaturalización inicial  94 5  

Desnaturalización 94 1 
35 

ciclos 
Hibridación 55 1 

Elongación 72 1 

Elongación final 72 5  

 

 

 

 

 

 

Figura 5.1.- Vista general del diseño de parejas de oligonucleótidos específicos. En este caso se representa a 

modo de ejemplo, únicamente el diseño de los oligos implicados en la captación de hierro. (a) Mapa del locus; 

(b) Representación visual de la región amplificada por los cebadores pvsA1 y pvsA2. 

 

a 

b 
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 Por otra parte, y como complemento al estudio de búsqueda de posibles genes implicados en 

la virulencia, nos propusimos determinar en un grupo representativo de aislados de E. tarda: 

 

a) La correlación genotipo-virulencia. 

 

b) La correlación genotipo-fenotipo para dos factores de virulencia concretos: la actividad 

condroitinasa y los sistemas de captación de hierro. 

 

 

a) Correlación genotipo-virulencia: 

 

Con el fin de determinar la correlación genotipo-virulencia y teniendo en cuenta los 

resultados obtenidos en los experimentos de detección de genes de virulencia, se realizaron nuevos 

ensayos de inoculación con un grupo de cepas formado por 10 aislados representativos de rodaballo 

y 17 cepas de distintos orígenes (ver Tabla 5.5). Se emplearon alevines de rodaballo que se 

inocularon vía i.p. El procedimiento fue el mismo que el descrito en el apartado 5.2.1 (a), 

manteniendo una temperatura constante en los tanques de 18º C. Las dosis inoculadas fueron desde 

2 x 10
4
 a 2 x 10

6
 CFU/gr de pez. 

 

 

b) Correlación genotipo-fenotipo:  

 

• Actividad condroitinasa en placa: 

 

 Las placas se prepararon añadiendo Condroitin-Sulfato A (4 mg/ml) (Sigma, España) y 

seroalbúmina bovina (Sigma, España) al 5% al medio general BHI (agar infusión cerebro corazón; 

Oxoid, Francia) con unas proporciones finales de 10% y 20% (v/v) respectivamente. 

 

 Las cepas se inocularon poniendo acúmulos bacterianos sobre las placas que fueron 

incubadas a 25º C durante 48 h. El revelado se realizó con ácido acético 2 N. La aparición de un halo 

translúcido alrededor del acúmulo bacteriano se consideró como un resultado positivo. 
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• Producción y tipo de sideróforos: 

 

 La producción de sideróforos se evaluó siguiendo el protocolo descrito por Schwyn y 

Neilands (1987). Este método utiliza el colorante cromo azurol S (CAS) junto con el detergente 

bromuro de hexadecil trimetilamonio (HDTMA) para formar un complejo estable que cambia de 

color en presencia o ausencia de hierro. La detección de sideróforos se realizó en placas de agar CAS. 

La coloración azulada de este medio, debida al complejo ternario que el CAS-HDTMA forman con el 

Fe
+3

, cambia a anaranjada cuando un agente quelante de hierro o un sideróforo le sustrae este 

catión.  

 

 La lectura se efectuó a las 24-48 h detectándose la producción de sideróforos por formación 

alrededor de las colonias de un halo de color naranja sobre el fondo azul del medio. La relación 

diámetro del halo naranja/diámetro colonial, como media de dos determinaciones independientes, 

fue considerada una aproximación cuantitativa de los niveles de sideróforo producidos por las cepas 

(Amaro y col., 1990). 

 

 Ya que la mayoría de los sideróforos conocidos pertenecen al grupo de los catecol-fenolatos 

o al de los hidroxamatos, para determinar la naturaleza de los sideróforos excretados por los aislados 

se realizaron ensayos químicos específicos. Para ello, se llevaron a cabo los ensayos colorimétricos de 

Arnow (1937) (detección de catecoles) y Csáky (1948) (detección de hidroxamatos) empleando 

sobrenadantes obtenidos por centrifugación (10000 rpm, 10 min, 4º C) y posterior filtración (0.22 

µm) de cultivos bacterianos en medio mínimo M9 en condiciones de restricción de hierro (40 µM de 

2,2’ dipiridil). 

 

 La cuantificación de los sideróforos se realizó por lectura espectrofotométrica de las mezclas 

finales a 517.5 nm (A517.5) en el ensayo de Arnow y a 530 nm (A520) en el de Csáky utilizándose un 

espectrofotómetro Spectrometer Lambda 2 (Perkin Elmer, España) 

 

 



5. Patogenicidad y virulencia Resultados 

 

 

120 

 

5.3.- RESULTADOS 

 

5.3.1.- Estudios de virulencia en peces: 

 

 Los ensayos de patogenicidad mostraron que todas las cepas de E. tarda estudiadas, 

independientemente de su origen geográfico y de la fuente de aislamiento,  son capaces de causar 

mortalidades. Todos los peces muertos y moribundos mostraron una sintomatología similar 

caracterizada por: lesiones en la piel y pérdida de pigmentación, petequias generalizadas en la 

musculatura (especialmente en la parte ventral del pez) y tumefacciones en los ojos. Internamente, 

se observó abundante líquido ascítico en la cavidad abdominal y órganos internos hemorrágicos. Los 

resultados obtenidos para cada uno de los experimentos de inoculación se muestran en la Tabla 5.4. 

 

a) Inoculación intraperiotenal (i.p.): 

  

 En los ensayos de inoculación intraperitoneal a 18º C las 9 cepas ensayadas resultaron ser 

patógenas con un elevado grado de virulencia, independientemente de la especie de pez empleada 

como hospedador (rodaballo, lenguado o lubina).  

 

Los aislados procedentes de rodaballo fueron los que mostraron valores de LD50 menores 

para las tres especies de pez empleadas y, por tanto, los más virulentos. En la figura 5.2 se muestra la 

cinética de las mortalidades en el ensayo de virulencia en rodaballos de la cepa ACC35.1 (aislada de 

rodaballo) a 18º C. Las concentraciones más altas inoculadas (10
4
 y 10

5
 CFU/g) provocaron la 

aparición de las primeras mortalidades tan sólo 3-4 días después de la infección. A medida que se 

disminuyó la dosis, las primeras mortalidades se retrasaron hasta el día 12 para las menores 

concentraciones de inóculo. 
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Figura 5.2.- Mortalidad acumulada (%) en los ensayos de inoculación de rodaballos por i.p. a 18º C empleando 

distintas concentraciones bacterianas (CFU/g) de la cepa ACC35.1. En el control negativo se produjo un 0% de 

mortalidades. 

 

 

 En los ensayos realizados a 15º C en rodaballo, los resultados obtenidos demostraron que el 

grado de virulencia de las cepas también es elevado a esta temperatura aunque se aprecia un retraso 

en el tiempo de aparición de las primeras mortalidades con respecto a lo ocurrido en los ensayos a 

18º C. Así, las primeras mortalidades a 15º C se dieron alrededor del día 12, incluso en el caso de las 

dosis más altas, describiendo una cinética similar a la observada a 18º C cuando se inoculaban dosis 

más bajas (Figura 5.3). 
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Figura 5.3.- Mortalidad acumulada (%) en los ensayos de inoculación de rodaballos por i.p. a diferentes 

temperaturas empleando la cepa ACC35.1 a una dosis de 1 x 10
4
 CFU/g. En el control negativo se produjeron un 

0% de mortalidades. 

 

 

 

  

 En cuanto a los ensayos empleando choque térmico, los resultados obtenidos concordaron 

con los de los ensayos anteriores. Mientras los peces se mantuvieron a 15º C no se produjeron 

mortalidades y fue solamente un día después del aumento de temperatura (día 11) cuando se 

observaron las primeras bajas. Estas mortalidades continuaron en los 4 días siguientes, alcanzando 

rápidamente el 100% de mortalidades (Figura 5.3). 

 

 

 

 

 

 

 



5. Patogenicidad y virulencia Resultados 

 

 

124 

 

 

b) Inoculación por baño: 

 

 Los ensayos de inoculación por baño en rodaballo y lenguado mostraron que las cepas 

ensayadas poseen un elevado grado de virulencia por esta vía, ligeramente inferior al obtenido por 

i.p. (ver Tabla 5.5). Los valores de LD50 obtenidos para las distintas cepas fueron de 10
3
 CFU/ml para 

los ensayos en rodaballo y de 10
4
 CFU/ml para el lenguado. Comparando la cinética de las 

mortalidades entre baño e i.p., se comprobó que, tal como podíamos esperar, para una misma dosis  

las mortalidades comenzaban más tarde en el caso de la inoculación por baño. Así, para una dosis de 

10
4
 cel/ml las primeras mortalidades no se daban hasta el día 8 (Figura 5.4). 

 

 

 
Figura 5.4.- Mortalidad acumulada (%) en los ensayos de inoculación de rodaballos empleando diferentes rutas 

de infección y  la cepa ACC35.1 a una dosis de 1 x 10
4
 CFU/g o CFU/ml (para los experimentos de 

i.p/cohabitación o baño respectivamente). En el control negativo se produjeron un 0% de mortalidades. 
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c) Inoculación por cohabitación: 

 

 En los ensayos de cohabitación se comprobó que la bacteria posee una gran capacidad de 

replicación en el interior del pez y que, al ser expulsada al exterior, es capaz de infectar y causar 

mortalidades en otros peces no inoculados. Así, para una dosis de 10
4
 cel/ml los peces inoculados 

comenzaron a morir a partir del día 4 (al igual que ocurría en los ensayos de inoculación por i.p. a 

18ºC), y en los peces no inoculados las mortalidades ocurrían solamente 2 días después, alcanzando 

el 100% de mortalidad alrededor del día 10, incluso antes que en los ensayos de inoculación por baño 

para esa misma dosis (Figura 5.4). 

 

 

5.3.2.- Estudios de virulencia en animales homeotermos: 

 

 Cuando los ensayos se realizaron empleando ratones, se observaron resultados del 100% de 

mortalidad para dosis de 10
6
 cel/ml en todas las cepas de E. tarda estudiadas, produciéndose las 

primeras mortalidades en algunas de las cepas incluso antes que en el caso de la cepa CDC 2227-81 

de Ph. damselae subsp. damselae empleada como control positivo (Tabla 5.4). 

 

 

5.3.3.- Detección de genes implicados en la virulencia: 

 

 Los resultados obtenidos en este ensayo se muestran en la Tabla 5.5. Todos los aislados de 

rodaballo mostraron idénticos resultados para la presencia o ausencia de los genes muestreados. En 

cuanto a las cepas procedentes de otros orígenes, solamente las cepas 81.48, procedente de pez 

gato, FL3-22 aislada de pez ángel y las dos cepas de referencia NCIMB2034 (especie de pez sin 

determinar) y CECT849 (humanos), mostraron un patrón claramente distinto, caracterizado por el 

resultado negativo en muchas de las reacciones de amplificación realizadas.  
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a) Correlación genotipo-virulencia: 

 

Los resultados de virulencia, demostraron que todas las cepas de E. tarda que mostraron 

resultados positivos de amplificación para la mayoría de los genes muestreados fueron virulentas 

para rodaballo. Solamente las cepas: 81.48, FL3-22; NCIMB2034 y CET849 no causaron mortalidades 

en los peces con ninguna de las dosis inoculadas, por lo que el valor de LD50 para estas 4 cepas sería 

mayor a 2 x 10
6
 CFU/g, lo que indicaría que son poco o nada virulentas y que podría existir una cierta 

correlación entre virulencia y la presencia de aquellos genes para los que se obtuvieron 

amplificaciones negativas (Tablas 5.5 y 5.6). 

 

 

b) Correlación genotipo-fenotipo:  

 

• Actividad condroitinasa en placa: 

 

Los resultados obtenidos en este ensayo se muestran en la tabla 5.6. Los mayores halos los 

produjeron las cepas aisladas de rodaballo, con diámetros comprendidos entre 28 y 36 mm. Valores 

similares, aunque ligeramente menores, se obtuvieron también para cepas aisladas de otros 

hospedadores. Resultó especialmente interesante el hecho de que las cepas que produjeron 

resultado negativo para el gen de la condroitinasa, produjeron también halos de degradación a su 

alrededor (de entre 8 y 16 mm), si bien, éstos resultaron menores que los del resto de las cepas. La 

única cepa que no produjo halo de degradación fue el aislado de humanos CECT849. 
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• Producción y tipo de sideróforos: 

 

 Todas las cepas de E. tarda empleadas resultaron positivas para la producción de sideróforos 

en placas de CAS, al producir el cambio de coloración del medio azul a anaranjado. Este viraje 

alrededor de las colonias se observa cuando las cepas liberan al medio compuestos con “alta 

afinidad” por el ión Fe
+3

 que provocan la disociación del complejo CAS-HDTMA (Schwyn & Neilands, 

1987). 

 

 Las cepas fueron consideradas productoras de sideróforos a niveles bajos o intermedios 

siguiendo el criterio de Amaro y col. (1990) (relación halo naranja/ diámetro de la colonia ≤ 3.0) 

(Tabla 5.6 y Figura 5.5). 

 

 En cuanto al tipo de sideróforos producido, todas las cepas dieron resultado negativo en el 

ensayo colorimétrico de Arnow y positivo en el de Csáky. En base a estos resultados podemos decir 

que las cepas de E. tarda producen sideróforos de tipo hidroxamato. 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 5.5.- Ejemplo representativo de una cepa de E. 

tarda positiva para la producción de sideróforos en una 

placa de CAS. 
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5.4.- DISCUSIÓN 
 

A pesar de que en un primer momento E. tarda fue descrita como causante de 

edwardsielosis en peces típicos de aguas templadas, los resultados obtenidos en los estudios de 

virulencia realizados en este trabajo han demostrado que la temperatura influye en la celeridad con 

la cual la bacteria es capaz de causar mortalidades, pero no en su potencial patógeno. Así, incluso a 

bajas concentraciones de bacteria inoculadas, se observaron mortalidades a 15º C de temperatura. 

Estos resultados, estarían de acuerdo con las recientes descripciones de epizootias producidas por E. 

tarda en el Norte y Sur de Europa en épocas de bajas temperaturas del agua (Castro y col., 2006). 

Zheng y col. (2004) realizaron ensayos con platija en Japón y demostraron también que la virulencia 

de las cepas de E. tarda aumentaba cuando los peces se mantenían a mayor temperatura.  

 

Al igual que sucede con muchos de los patógenos bacterianos de peces estudiados (Baya y 

col., 1997), los resultados obtenidos en los ensayos de inoculación por baño para E. tarda mostraron 

valores de LD50 ligeramente mayores que los obtenidos en los experimentos vía i.p. Los resultados 

obtenidos en los ensayos de cohabitación demuestran que E. tarda tiene la capacidad de 

reproducirse rápidamente en el interior de los peces infectados y, además, es capaz de sobrevivir en 

el agua de cultivo tras ser expulsada al exterior manteniendo su capacidad de infectar a otros peces. 

Así, la transmisión horizontal de E. tarda podría jugar un importante papel en el desarrollo y 

transmisión de la edwardsielosis en la industria de la acuicultura. 

 

Por otra parte, las cepas de rodaballo incluidas en este estudio y procedentes de diversos 

orígenes geográficos y de hospedador, han sido capaces de inducir mortalidades en las tres especies 

ensayadas por diferentes vías, por lo que parece demostrarse que no existe especificidad de huésped 

para estos aislados. Xiao y col (2009) emplearon cepas aisladas de rodaballo en China para infectar 

ejemplares del pez espada (o cola de espada, Xiphophorus helleri), de uso común en acuarios de agua 

dulce. Sus resultados mostraron que estas cepas de origen marino eran capaces de causar 

mortalidades incluso en peces de agua dulce con bajas concentraciones bacterianas. Sin embargo, 

también existen algunos estudios que han descrito la baja o nula virulencia de determinadas cepas 

cuando eran inoculadas en otras especies diferentes a la de su hospedador (Matsuyama y col., 2005). 
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En resumen, en este primer apartado, hemos demostrado el alto potencial patógeno de las 

cepas de E. tarda aisladas de rodaballo. Por lo tanto, además del peligro actual que esta especie 

representa para los cultivos de rodaballo, en base a los resultados de nuestros ensayos, podemos 

afirmar que podría llegar también a representar un importante factor de riesgo para otros cultivos, 

especialmente en aquellas instalaciones donde se cultiva más de una especie simultáneamente. De 

hecho, en los últimos meses de realización de este trabajo se han descrito infecciones causadas por 

E. tarda en lenguado cultivado en plantas donde anteriormente habían existido poblaciones de 

rodaballo afectadas por esta enfermedad (ver Anexo 4). 

 

Van Damme y Vandepitte  (1980) demostraron que algunas especies de peces tropicales eran 

frecuentes portadores de E. tarda, considerando que podrían representar un reservorio natural a 

partir del cual la bacteria podía ser transmitida al hombre a través de su consumo. Posteriormente, 

Vandepitte y col. (1983) publicaron un estudio en donde relacionaban, mediante diversas técnicas de 

tipado, cepas de E. tarda aisladas a partir de peces de acuario con otras causantes de un caso de 

diarrea en un bebé y valoraban el posible potencial enteropatogénico de esta bacteria. Nuestros 

resultados demuestran que las 7 cepas de E. tarda empleadas en este estudio son virulentas para 

animales homeotermos. De acuerdo con esto, concluimos la necesidad de extremar las precauciones 

en las plantas de acuicultura cuando se manipulan o procesan peces que pudieran estar infectados 

con el fin de evitar posibles transmisiones del patógeno y la aparición de zoonosis. 

 

En los estudios de detección de genes implicados en la virulencia, los resultados obtenidos 

variaron entre las distintas cepas empleadas. Todos los aislados de rodaballo presentaron un perfil 

idéntico de amplificaciones positivas/negativas para los distintos genes muestreados. Fue en el resto 

de las cepas procedentes de otros orígenes donde se encontraron las mayores diferencias. En todos 

los casos, un resultado de amplificación positivo indicó la presencia del gen para esa cepa en cuestión 

y que la secuencia correspondiente al gen amplificado era idéntica a la depositada en la base de 

datos. Sin embargo, cuando el resultado obtenido fue negativo no implicó necesariamente la 

ausencia de dicho gen. Con los ensayos realizados, solamente podemos afirmar que, como mínimo, 

la secuencia de estos genes en las cepas estudiadas diferiría de la secuencia de los mismos en la cepa 

depositada en las bases de datos.    
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La invasión del hospedador por parte de un patógeno bacteriano puede verse favorecida por 

la producción de determinados compuestos bacterianos extracelulares como colagenasas o 

condroitinasas. La actividad colagenasa puede ser responsable de algunos de los síntomas externos 

comunes en infecciones bacterianas ya que ayuda a la degradación de tejidos del pez. Por otra parte, 

se sabe que la actividad condroitinasa contribuye a la virulencia de especies del género Edwardsiella 

(Waltman y col., 1986) y media en la degradación tisular producida en la lesión crónica conocida 

como “agujero en la cabeza” (Shotts & Cooper, 1992). Otros factores de virulencia de importancia en 

el proceso patogénico pueden ser las adhesinas o invasinas, proteínas que facilitan la adhesión e 

invasión celular. En nuestros estudios de detección de genes implicados en la virulencia, hemos 

encontrado que todos los aislados de rodaballo mostraron amplificación positiva de los genes que 

codifican para la colagenasa, condroitinasa e invasina. Las cepas 81.48, FL3-22, CECT849 y 

NCIMB2034 mostraron resultados negativos para estos tres genes, mientras que las cepas ET001, 

ET009 y 205/03 solamente dieron resultado negativo para la amplificación de la invasina. Sin 

embargo, en los ensayos de correlación genotipo-fenotipo únicamente la cepa CECT849 no produjo 

el halo de degradación correspondiente a la presencia de condroitinasa por lo que sería posible que 

las otras tres cepas (NCIMB2034, 81.48 y FL3-22) produjesen algún otro tipo de condroitinasa 

diferente. 

 

El sistema de secreción tipo III (TTSS) es un sistema de transporte de proteínas bacterianas, 

denominadas efectores, al citoplasma de células del hospedador. Tan y col. (2005) y Zheng y col.  

(2005) demostraron que el TTSS está involucrado en la virulencia de E. tarda, siendo la proteína EseD 

una de las principales proteínas secretadas. En un reciente trabajo, Wang B. y col. (2010) 

demostraron que esta proteína juega un papel específico en la patogénesis de este patógeno 

bacteriano, y que podría ser un antígeno candidato para el desarrollo de futuras vacunas. Nuestros 

resultados muestran que la gran mayoría de las cepas ensayadas muestran amplificación positiva 

para este gen, con la única excepción de las cepas 81.48, CECT849 y NCIMB2034. 

 

Otro factor de virulencia ampliamente descrito en bacterias Gram negativas es el 

denominado “quorum sensing”, o detección de quorum. La señal que cada bacteria emplea para esta 

“comunicación” se denomina sistema autoinductor (AI) y se conocen varios tipos.  El AI1 se ha 

identificado como una AHL y está implicado en la comunicación entre individuos de una misma 

especie. El sistema AI2 se relaciona con la comunicación entre especies y las moléculas son de tipo 
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furanosil borato. El sistema AI3 ha sido descrito recientemente en cepas enterohemorrágicas de E. 

coli y su síntesis depende del gen luxS. En este apartado empleamos tres parejas de cebadores, 

diseñadas cada una en base a la secuencia de genes que codifican para cada uno de estos tres 

autoinductores. Aunque los resultados fueron variables, en general parecen indicar que el AI1 se 

encuentra en todas las cepas de E. tarda. Por el contrario, observamos resultados negativos para AI2 

y AI3 en varias de las cepas estudiadas. Estos resultados concuerdan con los previamente publicados 

por Morohoshi y col. (2004); Zhang y col. (2008) y Han y col. (2010) quienes describían la detección 

de moléculas señal de quorum del tipo AHL y actividad AI2 en E. tarda. De hecho, estudios recientes 

en nuestro laboratorio empleando el aislado de rodaballo ACC35.1 han demostrado que éste 

produce grandes cantidades de AHL in vitro (datos no mostrados). 

 

También se evaluó la presencia de genes implicados en los sistemas de captación de hierro 

mediados por sideróforos. La capacidad de un patógeno de adquirir hierro en el interior del 

hospedador es un factor esencial en la patogénesis de muchas bacterias. Por ello, la mayoría de las 

bacterias han  desarrollado sistemas de captación de hierro mediados por moléculas que pueden 

quelatar y transferir al interior celular el hierro (sideróforos). Basándonos en las secuencias 

depositadas por Wang Q. y col. (2009), diseñamos cinco parejas de cebadores: cuatro de ellas 

basadas en la secuencia de genes de síntesis de sideróforos y una en la de un gen que codifica el 

receptor de membrana externa para el complejo hierro-sideróforo. Los resultados obtenidos 

mostraron que ninguna de las cepas producía amplificación positiva para dos de los genes de 

biosíntesis. Sin embargo, todas ellas mostraron amplificación para la pareja de cebadores pvsB1 y 

pvsB2, que también estaban diseñados sobre la secuencia de un gen de síntesis. En cuanto a las 

parejas del gen pvsA y del receptor, solamente 4 y 3 cepas respectivamente produjeron resultado 

negativo. A pesar de estos resultados, cuando se llevaron a cabo los ensayos genotipo-fenotipo 

empleando el medio CAS y los test de Arnow y Csáky, pudimos comprobar que todas las cepas 

producían sideróforos de tipo hidroxamato, lo que concuerda con otras publicaciones anteriores de 

E. tarda (Kokubo y col., 1990; Igarashi y col., 2002b). Por tanto, y aunque la secuencia de la cepa 

EIB202 de E. tarda depositada por Wang Q. y col. (2009) parece tener homología con el cluster de 

genes de biosíntesis y transporte de la vibrioferrina sintetizada por Vibrio parahaemolyticus, nuestros 

resultados parecen indicar que podría existir más de un tipo de sideróforos en la especie y que, en 

cualquier caso, existiría algún tipo de diferencia en los genes implicados en la síntesis y recepción de 

sideróforos en E. tarda. Esta situación no es infrecuente en patógenos de peces, ya que por ejemplo, 
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Vibrio anguillarum puede producir al menos dos sideróforos diferentes, existiendo cepas que 

producen o bien vancrobactina (Balado y col., 2006) o bien anguibactina (Actis y col., 1986), siendo 

completamente diferentes las secuencias de los genes biosintéticos y de trasporte. Incluso dentro de 

un mismo serotipo de V. anguillarum se han descrito cepas que producen uno de estos dos 

sideróforos (Naka y col., 2008). 

 

Por último, los ensayos de correlación genotipo-virulencia demostraron que las cepas que 

resultaron ser negativas para la amplificación de varios de los genes muestreados, tienen muy 

disminuida su virulencia, con valores de LD50 mayores a 2 x 10
6
 CFU/g de pez. Esto podría indicar que 

la patogenicidad de E. tarda podría depender muy estrechamente de alguno de estos genes, 

especialmente de aquellos implicados en la producción de enzimas de degradación de tejidos 

(colagenasa y condroitinasa) e invasinas. 
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6.1.- INTRODUCCIÓN 

 

 A pesar de que los síntomas clínicos descritos para las infecciones causadas por E. tarda 

suelen ser característicos y fácilmente reconocibles, no constituyen una herramienta útil en el 

diagnóstico de la enfermedad debido a que la mayoría de ellos pueden ser asociados también con 

otro tipo de patologías bacterianas. Es por eso que se hace necesario el diagnóstico de la 

enfermedad mediante diversas técnicas que permitan la detección del agente etiológico, bien sea en 

base al aislamiento en medios de cultivo y su posterior identificación mediante métodos 

convencionales, o bien empleando otras técnicas moleculares. 

 

6.1.1.- Diagnóstico tradicional de Edwardsiella tarda: 

 

 El diagnóstico tradicional de la enfermedad empleando pruebas bioquímicas convencionales 

en tubo y placa se basa en el aislamiento primario del patógeno E. tarda a partir de órganos internos 

(riñón, hígado, bazo, …) en medios de cultivo generales como Tripticasa de Soja Agar (TSA), Agar 

Sangre (AS) o Agar Marino (AM), entre otros. El período de incubación suele ser de 24 h a una 

temperatura de 25ºC (37ºC para el caso de animales homeotermos). 

 

 Además de los medios de cultivo generales, E. tarda puede ser también aislada empleando 

medios que contienen algún sustrato fermentable como pueden ser la sacarosa o la lactosa 

(McConkey; XLD [xylose-lysine-desoxycholate]; SS agar [Salmonella-Shigella Agar]; DC [desoxycholate 

citrate] ) y donde las colonias de E. tarda toman el color del medio. En aquellos medios que 

incorporan detectores de H2S, las colonias presentan un punto negro en el centro, indicando la 

producción de H2S. 

 

 En 1973, Muyembe y col., describieron que las cepas de E. tarda eran resistentes a la 

colistina, sugiriendo que la incorporación de este antibiótico polipeptídico a un medio de cultivo 

empleado habitualmente en el aislamiento de bacterias entéricas podría potenciar el aislamiento de 

E. tarda. En base a ello, Lindquist (1991) diseñó un nuevo medio de aislamiento: Agar Edwardsiella 

tarda (ET agar), añadiendo entre otros componentes, colistina al agar McConkey. En él, las colonias 
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aparecían de color claro, con un punto negro en el centro tras 24 h de incubación a 37º C (Lindquist, 

1991). 

 

 El diagnóstico presuntivo de E. tarda se basa en el aislamiento de bacilos Gram negativos, 

generalmente móviles, oxidasa negativos, que fermentan la glucosa y producen indol a partir del 

triptófano. 

 

 Además de la utilización de las pruebas bioquímicas convencionales en tubo y placa, también 

resultan muy útiles para la identificación de este patógeno, determinados sistemas comerciales 

como pueden ser los sistemas miniaturizados tipo API20E (Biomerieux) los cuales incluyen los perfiles 

de la especie E. tarda en su base de datos. 

 

 Las técnicas serológicas se pueden emplear también con eficacia para la detección del 

patógeno y/o diagnóstico de la enfermedad. Estas técnicas emplean generalmente como anticuerpos 

antisueros específicos obtenidos en conejo frente a células formolizadas de E. tarda. Los resultados 

presentados (ver Sección 3) en esta tesis muestran que la técnica de aglutinación en portaobjetos 

empleando bien células bacterianas enteras o bien antígeno O, resulta una técnica rápida y eficaz 

para la pronta identificación de E. tarda, si bien, no permite la diferenciación entre serotipos de la 

especie. 

 

 Se han empleado también otros tipos de técnicas para la detección y seguimiento de esta 

bacteria. Rogers en 1981 publicó un trabajo donde comparaba dos técnicas inmunológicas como 

eran la EIA (ensayos inmunoenzimáticos) y la FAT (inmunoensayos con anticuerpos fluorescentes) 

para la detección de E. tarda y E. ictaluri en diferentes muestras de pez gato.  

 

6.1.2.- Diagnóstico molecular de Edwardsiella tarda: 

 

A pesar de que E. tarda es una especie bacteriana fácilmente cultivable y  su identificación 

mediante pruebas bioquímicas no resulta  demasiado compleja ni laboriosa, en muchas ocasiones se 

hace necesaria la detección del patógeno de una forma más rápida y sensible para poder dar un 

diagnóstico en el menor tiempo posible a fin de evitar pérdidas económicas en la industria acuícola. 
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 Chen y Lai en 1998 diseñaron una pareja de cebadores basados en la secuencia del gen de la 

hemolisina que amplificaba un fragmento de 1109 pb de la región de las ORF II y III del gen de la 

hemolisina. La evaluaron empleando una colección de cepas procedentes de Taiwan, en su mayoría 

aisladas a partir de anguila, y muestras de peces y agua infectados experimentalmente.  

 

 Sakai y col. (2007) evaluaron la utilidad de cuatro parejas de cebadores (etfA, etfB, etfC and 

etfD) para determinar la presencia o ausencia de genes presursores de fimbrias en un grupo de cepas 

de E. tarda virulentas y no virulentas aisladas de peces. Buscaban establecer una posible relación 

entre la presencia de fimbrias y la virulencia de las cepas. Aunque estos cuatro cebadores no fueron 

evaluados como un método de diagnóstico, en base a los resultados obtenidos,  solamente dos de las 

parejas (etfA y etfD) podrían ser útiles para el diagnóstico de E. tarda. 

 

 Más recientemente, Lan y col. (2008) diseñaron una pareja de cebadores en base a la 

secuencia del gen gyrB, y la evaluaron empleando 9 cepas de referencia de distintas especies, entre 

las que se encontraba una de E. tarda. Encontraron que dichos cebadores amplificaban solamente la 

cepa de E. tarda pero no el resto de cepas ensayadas. 

 

 En ninguna de estas tres publicaciones se empleó un rango amplio de cepas de E. tarda 

aisladas de diferentes hospedadores y orígenes geográficos, ni se determinaron los límites de 

detección de los cebadores ni se evaluó su posible uso en campo para la detección de este patógeno.  

 

 En los últimos años se han publicado también otros métodos de diagnóstico molecular para 

la detección de E. tarda, como es el caso del LAMP (loop-mediated isothermal amplification) (Savan y 

col., 2005). El LAMP es un sistema para la amplificación de ácidos nucleicos que utiliza 6 cebadores 

diferentes, que reconocen determinadas regiones de la secuencia diana y se unen a ellas. Ootsubo y 

col. (2002) desarrollaron una técnica de hibridación in situ con sondas fluorescentes (FISH) 

empleando una sonda que permitía la detección de células bacterianas pertenecientes a la familia de 

la Enterobacterias, incluyendo E. tarda, sin dar ningún falso positivo. Otra técnica de detección es la 

HPEC (high-performance capillary electrophoresis), que identifica y cuantifica células bacterianas. 

Mediante esta técnica, Yu y col. (2004) fueron capaces de detectar E. tarda en peces y hacer el 

seguimiento de la bacteria tras su inyección en el pez.  
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En cuanto a la detección simultánea de E. tarda junto con otros patógenos, hasta la fecha 

solamente tenemos conocimiento de un trabajo realizado por Chang y col. (2009), en el que 

desarrollan una técnica de Multiplex-PCR para la detección de Aeromonas hydrophila, E. tarda, 

Photobacterium damselae y Streptococcus iniae, cuatro patógenos de importancia en las zonas 

subtropicales de Asia.  

 

En esta sección nos propusimos evaluar un medio de cultivo selectivo para el aislamiento de 

E. tarda, un método de PCR  que permita el diagnóstico de la bacteria de forma sensible y rápida y un 

protocolo de multiplex-PCR (m-PCR) para la detección simultánea de E. tarda con otros patógenos 

bacterianos importantes en la actualidad en los cultivos de rodaballo y lenguado. 
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6.2.- MATERIALES Y MÉTODOS 

 

6.2.1.- Evaluación de medios de cultivo: 

 

En este apartado se evaluaron en paralelo dos medios selectivos para el aislamiento y 

detección de E. tarda, y su posible utilidad en estudios epidemiológicos. Los medios seleccionados 

fueron el medio de cultivo comercial SS-agar (Salmonella-Shigella agar) (Difco, USA) y el medio ET 

desarrollado por Lindquist (1991) (Tabla 6.1).  

 

El medio SS-agar es un medio selectivo y diferencial que inhibe el crecimiento de 

microorganismos gram positivos por su contenido en sales biliares, verde brillante y citratos. 

Además, en él se pueden diferenciar bacterias entéricas en base a la fermentación o no de la lactosa 

(los organismos fermentadores producirán ácido que resulta en la formación de colonias rojizas, los 

no fermentadores aparecerán como colonias sin color). El tiosulfato sódico y el citrato férrico que 

también forman parte de este medio permitirán la detección de organismos productores de sulfuro 

de hidrógeno mediante la aparición de un centro negro en las colonias. 

 

El medio ET fue desarrollado por Lindquist para el aislamiento selectivo y diferencial de E. 

tarda. El medio fue diseñado teniendo en cuenta características bioquímicas típicas de E. tarda como 

la decarboxilación de lisina, la formación de sulfuro de hidrógeno a partir de tiosulfato y la no 

fermentación de manitol y sacarosa. Así, teóricamente la diferenciación de E. tarda de otras especies 

de enterobacterias sería más fácil en un medio que contuviese lisina, manitol, sacarosa, un indicador 

de pH y un sistema de detección de sulfuro de hidrógeno. Además, la inclusión de colistina en el 

medio restringiría el crecimiento de muchas especies de enterobacterias (Muyembe y col., 1973). 

 

Utilizamos también en estos ensayos dos medios generales de uso común en laboratorios de 

ictiopatología: el TSA-1 (tripticasa soja agar suplementado con ClNa al 1%) (Difco, USA) y el AM (agar 

marino) (Difco, USA), como medios control para el crecimiento de las distintas especies ensayadas.  
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Tabla 6.1.- Preparación del medio Agar Edwardsiella tarda 

Medio ET para aislamiento de E. tarda (Lindquist, 1991) 

Agar MacConkey 40.0 g 

Extracto de levadura 1.0 g 

Agar 4.5 g 

Agua destilada  900 ml 

Autoclavar, dejar enfriar y añadir la siguiente dilución esterilizada 

dos veces por filtración: 

Glucosa 2.0 g 

Sacarosa 5.0 g 

Manitol 5.0 g 

Xilosa  5.0 g 

L-Lisina 10.0 g 

Tiosulfato sódico 6.8 g 

Sulfato amónico férrico 0.8 g 

Agua destilada  100.0 ml 

Colistina (1mg/ml) 10.0 ml 

 

 

 

La colección de cepas bacterianas empleadas se muestra en la Tabla 6.6 (pag. 170) e incluye 

13 cepas de E. tarda aisladas a partir de distintos orígenes geográficos y diferentes hospedadores. 

También se incluyeron en esta colección otras especies bacterianas procedentes de distintos 

orígenes. 

 

Para la realización del ensayo, se determinó, para cada una de las cepas la capacidad de 

crecimiento en los distintos medios de cultivo empleados. Para ello, se calculó el valor final de la 

dilución bacteriana en el cual se podía observar crecimiento (Daly & Stevenson, 1985).  

 

La preparación de los inóculos se realizó resuspendiendo las bacterias en SS y ajustando a 

una concentración inicial de aproximadamente 1,2 x 10
9
 cels/ml por comparación de la turbidez de la 

suspensión con el tubo 4 de la escala McFarland. A continuación, se realizaron diluciones seriadas en 

SS para cada una de las cepas, y se sembraron 100 µl de la suspensión inicial de cada dilución (desde 
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10
-2 

a 10
-9

) en cada uno de los cuatro medios empleados. Las placas se incubaron a 25ºC durante 48 h 

y cada una de las cepas se evaluó por triplicado. 

 

Se realizaron también cultivos mixtos de E. tarda con otras especies bacterinas empleando 

las cepas: Hafnia alvei (15/1403), Yersinia ruckeri (1651), A. hydrophila (X177) A. salmonicida subsp. 

salmonicida (ACR218.1), V. anguillarum (R82), T. maritimum (ACC13.1) y E. ictaluri (CECT885). Para 

ello, se mezclaron volúmenes iguales de las diferentes diluciones de suspensiones bacterianas de E. 

tarda (ACC35.1) y las otras cepas probadas. El protocolo seguido para la realización de las diluciones 

fue el mismo que el descrito en el párrafo anterior. 

 

Para determinar la validez de los medios SS-agar y ET en el aislamiento de E. tarda a partir de 

tejidos, se realizó un ensayo de aislamiento a partir de tejidos infectados experimentalmente. Se 

emplearon muestras de 1 g de riñón de rodaballo que fueron asépticamente homogeneizados con 

100 µl de solución salina e inoculados con 100 µl de diferentes diluciones de una suspensión 

bacteriana de la cepa ACC35.1. Se incubaron las muestras durante 1 h a temperatura ambiente y, a 

continuación, se sembraron 100 µl de cada muestra en placas de SS-agar y ET que se incubaron a 25º 

C durante 24-48 h. De cada una de las placas, se seleccionaron 10 colonias al azar que presentaban la 

morfología típica de E. tarda y se identificaron mediante test bioquímicos y aglutinación en 

portaobjetos empleando antisueros específicos. 

 

Además, se realizó también una evaluación de estos medios con la finalidad de determinar 

cuál de ellos era más idóneo para el aislamiento y recuperación de E. tarda a partir de muestras 

naturales. Las muestras que se analizaron procedieron de 5 stocks de 10 rodaballos cada uno 

enviados a nuestro laboratorio de diagnóstico para su análisis. Todos ellos procedían de una misma 

planta de cultivo en la que se habían registrado previamente brotes de edwardsiellosis. De cada uno 

de los peces, se sembró a partir de riñón, hígado,  bazo y lesiones externas en los cuatro medios de 

cultivo (TSA-1, AM, SS-agar y ET). Tras incubar las placas durante 24 h a 25ºC, se estimó la cantidad 

de cada tipo de colonia bacteriana y se aislaron en cultivo puro para su posterior identificación. La 

posición taxonómica de cada cepa se determinó empleando pruebas bioquímicas convencionales. 

Los resultados se expresaron como porcentaje de cepas pertenecientes a una determinada especie 

en relación a los aislados totales obtenidos en cada medio de cultivo. 
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6.2.2.- Evaluación y desarrollo de un protocolo de PCR para la detección de Edwardsiella 

tarda: 

 

a) Evaluación de cebadores: 

 

 Para la evaluación de cebadores y desarrollo de un protocolo de PCR que permita la 

detección de E. tarda se emplearon las parejas de cebadores que se muestran en la Tabla 6.2. 

 

 Para los estudios de especificidad se utilizó una colección de 92 cepas de E. tarda: 75 de ellas 

aisladas de rodaballo y 17 aisladas de diferentes hospedadores y orígenes geográficos (ver Tablas 3.5 

y 3.6, Sección 3), además de un grupo de 18 cepas de otras enterobacterias y patógenos bacterianos 

marinos (Tabla 6.3). 

 

 

 

Tabla 6.2.- Parejas de cebadores empleadas en el estudio para la detección de  E. tarda 

CEBADORES POSICIONES GEN 
TAMAÑO 

(pb) 
REFERENCIA 

tardaF-tardaR  
5´-CCTTATAAATTACTCGCT-3´ 

5´-TTTGTGGAGTAACAGTTT-3´  

744-761 

1850-1833 

ORFII-ORFIII 

(Hemolisina) 
1109 Chen & Lai, 1998 

etfA  
5´-CGGTAAAGTTGAGTTTACGGGTG-

3´ 

5´-TGTAACCGTGTTGGCGTAAG-3´  

2160-2182 

2555-2574 

etfA (Subunidad 

menor de la fimbria) 
415 Sakai y col., 2007 

etfD  
5´-GGTAACCTGATTTGGCGTTC-3´ 

5´-GGATCACCTGGATCTTATCC-3´  

6171-6190 

6596-6615 

etfD (Subunidad de 

la fimbria) 
445 Sakai y col., 2007 

gyrBF1-gyrBR1 
5´-GCATGGAGACCTTCAGCAAT-3´ 

5´-GCGGAGATTTTGCTCTTCTT-3´ 

242-262 

637-656 

gyrB 

(Girasa) 
415 Lan y col., 2008 
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Tabla 6.3.- Otras cepas bacterianas empleadas en la determinación de la especificidad de las parejas de 

cebadores. ATCC: American Type Culture Collection (Manassas, USA); CECT: Colección Española de Cultivos 

Tipo (Valencia, Spain); DSM Deutsche Sammlung von Mikroorganismen (Braunschweig, Germany). 

ESPECIE CEPA HOSPEDADOR FUENTE 

Edwardsiella ictaluri ATCC33202 Pez gato ATCC 

Edwardsiella ictaluri B1.1 Boga Colección Laboratorio 

Edwardsiella hoshinae DSM13771 Frailecillo DSM 

Escherichia  coli CECT433 Hombre CECT 

Enterobacter cloacae TW83/03 Trucha Colección Laboratorio 

Enterobacter aerogenes RPM799.1 Rodaballo Colección Laboratorio 

A. salmonicida subsp. salmonicida ACR218.1 Rodaballo Colección Laboratorio 

Yersinia ruckeri  1651 Trucha Colección Laboratorio 

Yersinia ruckeri  SRG4.1 Trucha Colección Laboratorio 

Hafnia alvei 15/1403 Trucha Colección Laboratorio 

Vibrio anguillarum R82 Rodaballo Colección Laboratorio 

Ph. damselae subsp. piscicida ATCC29690 Seriola ATCC 

Pseudomonas anguilliseptica CECT899 Anguila japonesa CECT 

Pseudomonas fluorescens 07/1139 Trucha Colección Laboratorio 

Pseudomonas aeruginosa CECT110 Desconocido CECT 

Serratia marcescens PC955.1 Rodaballo Colección Laboratorio 

Lactococcus garvieae SRG1.1 Trucha Colección Laboratorio 

Streptococcus parauberis ACC33.1 Rodaballo Colección Laboratorio 

 

 

 La extracción del DNA de todas las cepas bacterianas empleadas se llevó a cabo utilizando la 

matriz InstaGene Matrix (Bio-Rad, Madrid) de la forma ya descrita anteriormente (ver Sección 4, 

apartado 4.2.5).   

 

 Todas las reacciones de PCR se llevaron a cabo empleando el sistema comercial Ready-To-

Go™ PCR beads (Amersham Pharmacia Biotech) que incluye todos los componentes necesarios para 

la reacción de PCR con la única excepción de los cebadores específicos y el DNA. Para cada reacción 

de PCR se añadió una PCR bead, 1 µl de cada cebador específico (100 µM), 1 µl de DNA y 22 µl de 

agua destilada triestéril (volumen final de 25 µl). Para la PCR se emplearon dos termocicladores 

independientes: T Gradient Termocicler (Biometra, Alemania) y T Professional Basic (Biometra, 

Alemania). Los ciclos de desnaturalización, hibridación y elongación empleados fueron los descritos 

en la bibliografía para cada pareja de cebadores. Se realizaron, además, controles negativos de cada 
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reacción que consistieron en la misma mezcla descrita anteriormente pero sustituyendo el DNA por 

agua destilada. La reproducibilidad de los resultados se comprobó mediante la repetición de las 

reacciones de amplificación en 3 ensayos independientes y empleando 3 extracciones de DNA 

procedentes de diferentes placas de cultivo. 

 

 Los productos de PCR fueron separados por medio de electroforesis horizontal de la misma 

forma indicada con anterioridad (ver Sección 4).   

 

 

b) Determinación de la sensibilidad y aplicación en campo del protocolo seleccionado: 

 

 Para la determinación de la sensibilidad de amplificación de la pareja de cebadores 

seleccionada (etfD) se emplearon tanto cultivos bacterianos puros y mixtos, como diferentes tejidos 

de rodaballo infectados experimentalmente. Además, se realizaron estudios de detección de E. tarda 

empleando muestras naturales procedentes de plantas de cultivo. 

 

• Cultivos bacterianos puros y mixtos: 

  

 En el caso de los cultivos bacterianos, la extracción de DNA se realizó empleando la matriz 

InstaGene (ver Sección 4). Para los cultivos puros, se empleó la cepa de E. tarda ACC35.1 sembrada 

en TSA-1. Las células bacterianas se recogieron con un hisopo y se resuspendieron en SS ajustando a 

una concentración inicial de aproximadamente 1,2 x 10
9
 cels/ml por comparación de la turbidez de la 

suspensión con el tubo 4 de la escala McFarland. A continuación, se realizaron diluciones seriadas en 

SS y se procedió a la extracción del DNA de cada una de las diluciones. 

 

 Para los cultivos mixtos, se emplearon también diluciones seriadas de las cepas R82 (Vibrio 

anguillarum) y ACR218.1 (Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida) obtenidas de la forma descrita 

en el párrafo anterior. A continuación se mezclaron 500 µl de cada una de las diluciones (E. tarda, V. 

anguillarum y A. salmonicida) y se extrajo el DNA de la mezcla. 

 

 Todas las diluciones se centrifugaron a 12000 rpm durante 2 min y se lavaron 2 veces con 

agua destilada estéril, tras lo cual se procedió a la extracción de DNA, amplificación del DNA 
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mediante PCR y visualización de los productos de amplificación en geles de agarosa horizontales tal y 

como se describió en apartados anteriores. 

 

 La concentración real de las diluciones bacterianas empleadas se calculó sembrando cada 

dilución en placas de TSA-1 y contando las colonias bacterianas (CFU). 

 

 

• Muestras de peces infectadas experimentalmente: 

 

 Con el objetivo de determinar la aplicabilidad del protocolo de PCR seleccionado a la 

detección de E. tarda en muestras de peces, se recogieron diferentes tejidos y fluidos de rodaballos 

sanos que fueron previamente analizados mediante métodos bacteriológicos convencionales 

(Thoesen, 1994) con el fin de garantizar la ausencia en los mismos de otros patógenos bacterianos 

que pudiesen interferir en los experimentos. Los tejidos seleccionados fueron hígado y riñón (1 g), 

mientras que como fluidos se tomaron muestras de sangre y mucus (200 µl). En el caso de los tejidos, 

las muestras se homogeneizaron en 100 µl de PBS (pH 7.4) mediante pipeteado. En todos los casos se 

añadieron 100 µl de diferentes diluciones de un cultivo puro de la cepa ACC35.1 de E. tarda y se 

homogeneizó la suspensión. Tras una incubación de 1 h, la extracción de DNA se realizó empleando 

el kit comercial Easy-DNA
TM

 (Invitrogen, España) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se 

realizaron también controles negativos que consistieron en las mismas muestras de tejidos y fluidos 

inoculadas con PBS estéril en lugar de la dilución bacteriana. 

 

 Como complemento a estos experimentos, se realizaron también inoculaciones de lotes de 

50 rodaballos de 10-12 g de peso mediante inyección intraperitoneal. Las dosis inoculadas fueron 0.1 

ml de una suspensión 10
2
 cel/ml (aproximadamente 1 cel/g de pez) y 0.1 ml de una suspensión 10 

cel/ml (0.1 cel/g de pez) de la cepa ACC35.1 (LD50 = 1.6x10
0
 cel/g de pez; ver Sección 5). Además, 

como control negativo se inoculó un lote de peces con 0.1 ml de solución salina y se mantuvo en las 

mismas condiciones que los lotes infectados. Todos los lotes se mantuvieron en acuarios de 50 l a 

una temperatura de 17ºC aproximadamente. A las 24 h, 48 h y 5 días post-infección, se sacrificaron 

10 peces de cada lote de los que se extrajeron muestras de riñón, hígado, bazo, intestino, sangre y 

mucus. De cada una de estas muestras se realizó la extracción de DNA tal y como se describe en el 

párrafo anterior. Además, y previamente a la extracción de las muestras, se realizaron análisis 
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bacteriológicos clásicos en los peces sacrificados, para determinar la posible detección en placa de E. 

tarda. 

 

• Muestras de peces infectadas naturalmente: 

 

 Se analizaron un total de 80 rodaballos llegados a nuestro laboratorio y procedentes de 

plantas de cultivo en las que se habían producido brotes de edwardsielosis. El peso de los peces varió 

entre 50 y 200 g. Además, se analizó también un número similar de rodaballos, aparentemente 

sanos, y enviados a nuestro laboratorio para análisis rutinarios. Se tomaron muestras de riñón, bazo, 

hígado, intestino, sangre y mucus y se realizó la extracción de DNA empleando el kit Easy-DNA tal y 

como se describió anteriormente. Al igual que en el caso anterior, de forma paralela, se realizaron 

análisis bacteriológicos clásicos de los peces para confirmar la presencia o ausencia de E. tarda. 

 

 

6.2.3.- Multiplex-PCR para la detección simultánea de Edwardsiella tarda, Tenacibaculum 

maritimum y Photobacterium damselae subsp. piscicida: 

 

Aunque E. tarda ha sido descrita principalmente en los últimos años como causante de 

importantes mortalidades en los cultivos de rodaballo, recientemente ha sido también aislada a 

partir de lenguado, otro importante cultivo marino en Europa (Castro y col., 2011a). En este 

apartado, nos planteamos el diseño de un protocolo de Multiplex-PCR (m-PCR) que permita el 

diagnóstico simultáneo de esta bacteria con otros patógenos de gran importancia en estas dos 

especies de peces planos, como son: Tenacibaculum maritimum (Avendaño-Herrera y col., 2006) y 

Ph. damselae subsp. piscicida (Magariños y col., 2003) 

 

a) Especificidad y sensibilidad de la m-PCR: 

 

En este apartado se utilizaron como controles positivos las cepas de referencia de T. 

maritimum NCIMB2154 y Ph. damselae subsp. piscicida ATCC29690  y el aislado de rodaballo de E. 

tarda ACC35.1. Estas cepas fueron sembradas en FMM (Flexibacter maritimus medium; Pazos y col., 

1996) (T. maritimum) y TSA-1 (E. tarda y Ph. damselae subsp. piscicida). La extracción de DNA se 
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realizó con la matriz InstaGene Matrix (Bio-Rad, Madrid) de la forma ya descrita anteriormente (ver 

Sección 4).   

 

Los cebadores empleados fueron las parejas etfD para la detección de E. tarda (Sakai y col., 

2007; Castro y col., 2010),  car1-car2 para Ph. damselae subsp. piscicida (Osorio y col., 1999; 2000b) y 

MAR1-MAR2 para la detección de T. maritimum (Toyama, 1996; Avendaño-Herrera y col., 2004). 

Estas parejas amplifican fragmentos de 445, 267 y 1088 pb respectivamente. 

 

Todas las reacciones de m-PCR se llevaron a cabo empleando el sistema comercial Ready-To-

Go™ PCR beads (Amersham Pharmacia Biotech, España). Para cada reacción de PCR se añadió una 

PCR bead, 1 µl de cada cebador específico (100 µM), 1 µl de DNA de cada una de las cepas control y 

16 µl de agua destilada triestéril (volumen final de 25 µl).  

 

Para la determinación de las condiciones óptimas de temperatura y duración de la m-PCR, se 

evaluaron las dos variables en experimentos independientes y empleando las cepas control de E. 

tarda, Ph. damselae subsp. piscicida y T. maritimum. En primer lugar se determinó la temperatura de 

hibridación (annealing) adecuada mediante un gradiente de temperaturas (desde 42º a 58ºC). 

También se determinó el número mínimo de ciclos necesarios para la amplificación del producto final 

(desde 35 a 45 ciclos). Se consideraron como condiciones idóneas aquellas que dieron como 

resultado una buena intensidad de los amplicones para cada DNA control y no producían 

amplificaciones inespecíficas. Se obtuvieron los mejores resultados para una temperatura de 

annealing de 45ºC y 35 ciclos de amplifiación (Tabla 6.4) 

 

 

Tabla 6.4.- Protocolo de amplificación de ADN para la m-PCR. 

FASE TEMPERATURA (ºC) DURACIÓN (min)  

Desnaturalización inicial  94 3  

Desnaturalización 94 2 
35 

ciclos 
Hibridación 45 1,5 

Elongación 72 2 

Elongación final 72 7  
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 La especificidad de la m-PCR se determinó empleando los DNA genómicos de un grupo 

representativo de 10 cepas de E. tarda aisladas de rodaballo, 17 cepas de E. tarda procedentes de 

otros orígenes (Tabla 3.6, Sección 3), 10 cepas de T. maritimum aisladas de diferentes hospedadores, 

las 18 cepas de diferentes especies empleadas en el apartado anterior (Tabla 6.3) y un grupo de 

aislados pertenecientes a los géneros Tenacibaculum, Vibrio y Photobacterium (Tabla 6.5). 

 

Tabla 6.5.- Cepas pertenecientes a los géneros Tenacibaculum empleadas en la determinación de la 

especificidad de la m-PCR.  

ESPECIE CEPA ESPECIE CEPA 

T. lutimaris DSM16505 V. alginolyticus CCM2575 

T. soleae CECT7292 V. ordalii NCIMB2167 

T. mesophilum IFO16307 V. splendidus CECT528 

T. gallaicum CECT7123 V.harveyi RA58.2 

T. skagerrakense DSM14836 V.campbellii ATCC25920 

T. discolor NCIMB14278 Ph. damselae subsp. damselae ATCC 35083 

T. amylolyticum IFO16310 Ph. damselae subsp. damselae RM 71 

T. ovolyticum NCIMB13127 Ph. damselae subsp. piscicida DI 21 

 

 

En base a los resultados obtenidos en los estudios de especificidad, se decidió proseguir en 

los ensayos posteriores empleando solamente las parejas de cebadores etfD (E. tarda) y MAR1-MAR2 

(T. maritimum).  

 

Para la determinación de la sensibilidad de amplificación de la m-PCR se emplearon tanto 

cultivos bacterianos puros y mixtos, como tejidos de rodaballo infectados experimentalmente.  

  

 En el caso de los cultivos bacterianos, la extracción de DNA se realizó empleando la matriz 

InstaGene (ver Sección 4). Las células bacterianas de las cepas ACC35.1 y NCIMB2154 se recogieron 

con un hisopo y se resuspendieron en SS ajustando a una concentración inicial de aproximadamente 

1,2 x 10
9
 cel/ml por comparación de la turbidez de la suspensión con el tubo 4 de la escala 

McFarland. A continuación, se hicieron diluciones seriadas en SS a partir de la suspensión inicial. La 

concentración real de las diluciones bacterianas se calculó mediante recuento directo de cada 

dilución en placas de TSA-1 o FMM. Todas las diluciones se centrifugaron a 12000 rpm durante 2 min 
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y se lavaron 2 veces con agua destilada estéril, tras lo cual se procedió a la extracción de DNA y su 

amplificación, mediante m-PCR. 

 

 Para determinar la sensibilidad de la detección simultánea de los dos patógenos a partir de 

cultivos mixtos, se emplearon también diluciones seriadas de las cepas control de la forma descrita 

en el párrafo anterior. A continuación se mezclaron 500 µl de cada una de las diluciones (E. tarda y T. 

maritimum), se extrajo el DNA de la mezcla y se realizó la amplificación mediante m-PCR. 

 

 La concentración real de las diluciones bacterianas empleadas se calculó plateando cada 

dilución en placas de TSA-1 y FMM contando las colonias bacterianas (CFU) y la visualización de los 

productos de amplificación se realizó en geles de agarosa horizontales tal y como se describió en 

apartados anteriores. 

 

 Con el objetivo de determinar la aplicabilidad del protocolo de PCR seleccionado a la 

detección de estos dos patógenos en muestras de peces, se emplearon muestras de 1 g de riñón de 

rodaballos sanos que fueron previamente analizadas mediante métodos bacteriológicos 

convencionales (Thoesen, 1994) con el fin de garantizar la ausencia en los mismos de otros 

patógenos bacterianos que pudiesen interferir en los experimentos. Las muestras se 

homogeneizaron en 100 µl de PBS (pH 7.4) mediante pipeteado. A continuación, los tejidos se 

inocularon de tres formas distintas: sólo con E. tarda; sólo con T. maritimum y con los dos patógenos 

al mismo tiempo. Para ello, a cada muestra de riñón se añadieron 100 µl de las diferentes diluciones 

de cultivos puros de las cepas control (E. tarda y T. maritimum) y se homogeneizaron las 

suspensiones mediante pipeteado. Tras una incubación de 1 h, la extracción de DNA se realizó 

empleando el kit comercial Easy-DNA
TM

 (Invitrogen, España) siguiendo las instrucciones del 

fabricante. Se realizaron también controles negativos que consistieron en las mismas muestras de 

tejidos inoculadas con PBS estéril en lugar de la dilución bacteriana. 

 

 El posible efecto en la sensibilidad de la m-PCR de grandes cantidades de uno de los dos 

patógenos frente a cantidades menores del otro se determinó realizando inoculaciones de muestras 

de 1 g de riñón con 100 µl de diferentes suspensiones de E. tarda y T. maritimum. En un caso se 

añadió E. tarda en una concentración aproximada de 10
7
 cel/ml en todas las muestras mientras que 

T. maritimum fue inoculado empleando diluciones decrecientes desde 10
7 

hasta 10
0
 cel/ml. En la otra 
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serie de muestras se realizó lo contrario, con altas cantidades de T. maritimum y diluciones de E. 

tarda.  La extracción del DNA de los tejidos se realizó con InstaGene siguiendo el protocolo descrito 

anteriormente. 

 

Siguiendo la información aportada por Avendaño-Herrera y col. (2004) el DNA extraído de los 

tejidos, se sometió a una nested PCR con el fin de aumentar la sensibilidad del protocolo. Para la 

primera amplificación se emplearon los cebadores universales pA (5’–AGAGTTTGATCCTGGCTCAG–3’) 

y pH (5’–AAGGAGGTGATCCAGCCGCA–3’) siguiendo el protocolo previamente descrito por Edwards y 

col. (1989) pero empleando 25 ciclos de reacción. Tras la primera amplificación, se empleó una 

mezcla de 1 µl del producto de la primera amplificación más 1 µl del DNA original como molde para 

la segunda PCR en la que se emplearon los cebadores específicos MAR1-MAR2 y etfD.  

 

Para todas las reacciones de m-PCR se emplearon dos termocicladores independientes: T 

Gradient Termocicler (Biometra, Alemania) y T Professional Basic (Biometra, Alemania). Se realizaron, 

además en todos los casos, controles negativos de cada reacción que consistieron en la misma 

mezcla descrita anteriormente pero sustituyendo el DNA por agua destilada. La reproducibilidad de 

los resultados se comprobó mediante la repetición de las reacciones de amplificación en 3 ensayos 

independientes y empleando 3 extracciones de DNA procedentes de diferentes placas de cultivo. Los 

productos de PCR se separaron por medio de electroforesis horizontal de la misma forma indicada 

con anterioridad (ver Sección 4).   

 

b) Peces infectados experimental y naturalmente: 

 

 Como complemento a estos experimentos, se realizaron también inoculaciones de lotes de 5 

rodaballos de 10-12 g de peso mediante inyección intraperitoneal. La dosis inoculada fue de 0.1 ml 

de una suspensión 10
4
 cel/ml (10

2
 cel/g de pez) de las dos cepas control. Se infectaron un total de 9 

lotes: 3 lotes con la cepa ACC35.1 de E. tarda; 3 lotes con la cepa NCIMB2154 de T. maritimum y 3 

lotes con ambas cepas simultáneamente. Además, como control negativo se inoculó un lote de peces 

con 0.1 ml de solución salina y se mantuvo en las mismas condiciones que los lotes infectados. Todos 

los lotes se mantuvieron en acuarios de 50 l a una temperatura de 17ºC aproximadamente. A los 5 

días post-infección, se sacrificaron los peces de cada lote y se extrajeron muestras de riñón. De cada 

una de estas muestras se realizó la extracción de DNA empleando el kit comercial Easy-DNA
TM
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(Invitrogen, España). Además, y previamente a la extracción de las muestras, se realizaron análisis 

bacteriológicos clásicos en los peces sacrificados, para determinar la posible detección de los dos 

patógenos en los medios de cultivo TSA-1 y FMM. 

 

 Para determinar la aplicabilidad de este protocolo de m-PCR en campo, se analizaron un total 

de 30 rodaballos llegados a nuestro laboratorio y procedentes de plantas de cultivo en las que se 

habían producido brotes de edwardsielosis y flexibacteriosis previamente. El peso de los peces varió 

entre 50 y 100 g. Además, se analizó también un número similar de rodaballos, aparentemente 

sanos, y enviados a nuestro laboratorio para análisis rutinarios. Se tomaron muestras de riñón y se 

realizó la extracción de DNA empleando el kit Easy-DNA
TM

 (Invitrogen, España).  

 

 Las reacciones de amplificación y la visualización de los productos en geles de agarosa se 

realizó tal y como se explica en el apartado anterior. 
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6.3.- RESULTADOS 

 

6.3.1.- Evaluación de medios de cultivo: 

 

Los resultados obtenidos en los ensayos de capacidad de crecimiento para las cepas incluías 

en este estudio en los cuatro medios ensayados,  se muestran en la tabla 6.6. El medio ET fue el más 

selectivo, de hecho solamente las 13 cepas de E. tarda y la cepa de E. hoshinae fueron capaces de 

crecer en este medio. En los dos medios selectivos estudiados las cepas de E. tarda mostraron un 

centro negro, indicando la producción de H2S (Figura 6.1 a y b). Sin embargo, pudieron observarse 

pequeñas diferencias en la morfología de las colonicas de E. tarda en ambos medios. Mientras que 

en SS-agar las colonias son translúcidas, asumiendo el color del medio de cultivo, en ET aparecen 

claras o blanquecinas.  

 

En el medio SS-agar, además de crecer todas las cepas pertenecientes a especies de 

enterobacterias, también lo hicieron, aunque a bajas diluciones, otras especies no entéricas 

pertenecientes al género Vibrio o Aeromonas. Con respecto a los dos medios generales empleados, 

el medio TSA-1 permitió el crecimiento de la mayoría de las especies evaluadas con la única 

excepción de las cepas de T. maritimum, las cuales sí crecieron en AM. Solamente la cepas de E. 

ictaluri y E. hoshinae fueron incapaces de crecer en AM. La eficiencia de recuperación de todas las 

cepas de E. tarda fue similar en los cuatro medios empleados. Solamente el medio AM mostró un 

cierto efecto estresante en esta especie, probablemente debido a la elevada cantidad de sales que 

presenta.    

 

En los ensayos en los que se usaron cultivos mixtos se comprobó también que el medio ET es 

mucho más selectivo para E. tarda. De esta forma, en las placas de ET solamente se observó el 

crecimiento de colonias pertenecientes a esta especie. Por el contrario, en SS-agar, con la única 

excepción de T.  maritimum, todas las cepas ensayadas pudieron crecer cuando se sembraron las 

suspensiones bacterianas sin diluir. Sin embargo, en todos los casos, E. tarda pudo ser diferenciada 

con facilidad de las otras especies gracias al centro negro de sus colonias. La figura 6.1 c y d muestra 

un ejemplo de uno de estos cultivos mixtos sembrado en ambos medios de cultivo selectivos. 
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En las placas sembradas con muestras de riñón infectadas experimentalmente se observó el 

crecimiento de colonias típicas de E. tarda, tanto en SS-agar como en ET, aunque el número total de 

colonias fue un logaritmo menor en SS-agar que en ET. La identificación de las colonias bacterianas, 

empleando test bioquímicos y aglutinación en portaobjetos frente a antisueros específicos, confirmó 

que todas las colonias pertenecían a la especie E. tarda. 

 

 

 

 

 Figura 6.1.- Morfología de las colonias bacterianas para el caso de: cultivos puros de E. tarda en ET (a) y en SS-

agar (b); cultivo mixto de E. tarda y Y. ruckeri en ET (solamente crecen colonias de E. tarda) (c) y en SS-agar (d). 

En ambos medios las colonias de E. tarda muestran el típico centro negro que indica la producción de H2S. 
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Tabla 6.6.- Valor de la última dilución bacteriana en la que se observó crecimiento en los diferentes medios de 

cultivo ensayados. - : indica ausencia de crecimiento en cualquier dilución. 

CEPA ORIGEN MEDIO DE CULTIVO 

TSA-1 MA SSA ET 
Edwardsiella tarda     

ACC35.1 Rodaballo (Scopthalmus maximus) 10
-8

 10
-7

 10
-8

 10
-8

 

HL1.1 Rodaballo 10
-8

 10
-7

 10
-8

 10
-8

 

HL23.1 Rodaballo 10
-8

 10
-7

 10
-8

 10
-8

 

ACR326.1 Rodaballo 10
-8

 10
-7

 10
-8

 10
-8

 

RBR7.1 Rodaballo 10
-8

 10
-7

 10
-8

 10
-8

 

RM288.1 Rodaballo 10
-8

 10
-7

 10
-8

 10
-8

 

ACR419.1 Lenguado (Solea senegalensis) 10
-8

 10
-7

 10
-8

 10
-8

 

NCIMB2034 Pez (especie desconocida) 10
-8

 10
-7

 10
-8

 10
-8

 

CECT849.1 Humanos 10
-8

 10
-7

 10
-8

 10
-8

 

KGE7901 Tilapia (Tilapia nilotica) 10
-8

 10
-7

 10
-8

 10
-8

 

EDK1 Anguila (Anguilla japonica) 10
-8

 10
-7

 10
-8

 10
-8

 

FL4-53-4K Lubina americana (Morone saxatilis) 10
-8

 10
-7

 10
-8

 10
-8

 

9.8 Lubina americana 10
-8

 10
-7

 10
-8

 10
-8

 

Edwardsiella ictaluri     

CECT885 Pez gato (Ictalurus punctatus) 10
-8

 - 10
-6

 - 

Edwardsiella hoshinae     

DSM13771 Frailecillo (Fratercula arctica) 10
-8

 - 10
-8

 10
-5

 

Escherichia coli     

CECT433 Humanos 10
-8

 10
-7

 10
-6

 - 

FV9180 Humanos 10
-8

 10
-7

 10
-6

 - 

Hafnia alvei     

15/1403 Trucha (Oncorhynchus mykiss) 10
-8

 10
-7

 10
-7

 - 

Yersinia ruckeri     

NCIMB1316 Trucha 10
-8

 10
-7

 10
-7

 - 

1651 Trucha 10
-8

 10
-7

 10
-7

 - 

SRG4.1 Trucha 10
-8

 10
-7

 10
-7

 - 

Vibrio anguillarum     

R82 (O1) Rodaballo 10
-8

 10
-8

 10
-2

 - 

RV22 (02) Rodaballo 10
-8

 10
-7

 10
-2

 - 

RG111 (O2) Rodaballo 10
-8

 10
-7

 10
-2

 - 

PC725.1 (O1) Lubina  (Dicentrarchus labrax) 10
-8

 10
-7

 10
-2

 - 

PC696.1 (O2) Lubina 10
-8

 10
-7

 10
-2

 - 

Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida     

ACR218.1 Rodaballo 10
-7

 10
-7

 10
-2

 - 

ACR173.1 Rodaballo 10
-7

 10
-7

 10
-2

 - 

Tenacibaculum maritimum     

NCIMB2451 Red sea bream (Pagrus major) - 10
-8

 - - 

PC424.1 Rodaballo - 10
-8

 - - 

ACC13.1 Lenguago - 10
-8

 - - 
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Los cuatro medios antes mencionados, se emplearon también para analizar muestras 

naturales de peces con el objetivo de determinar cuál de ellos era el más indicado para la 

recuperación y aislamiento de E. tarda, así como para comprobar su posible utilidad a la hora de 

reducir el tiempo necesario para el diagnóstico en el laboratorio. Los resultados obtenidos se 

muestran en la Figura 6.2. En todos los lotes de peces se pudo aislar E. tarda en los cuatro medios 

evaluados a partir de órganos internos y, en algunos casos, a partir de lesiones externas. Sin 

embargo, pudimos observar que, en aquellos casos en los que E. tarda se aislaba en cultivo mixto con 

otras especies bacterianas como puede ser el caso de bacterias oportunistas en lesiones externas 

(i.e. Vibrio sp.  o V.  alginolyticus) o bien otros patógenos bacterianos en órganos internos (i.e. A. 

salmonicida subsp. salmonicida) solamente el medio ET fue selectivo para su aislamiento. Sin 

embargo, en los otros tres medios de cultivo se observó el crecimiento de cultivos mixtos de E. tarda 

y de uno o más microorganismos. Además, en algunos casos de crecimiento de cultivos mixtos, el 

aislamiento de E. tarda llegó a resultar muy difícil y laborioso, debido a la presencia de especies 

bacterianas con un mayor crecimiento y que resultaban predominantes en la placa. 

 

 

 

Figura 6.2.- Porcentajes de aislamientos de distintas especies bacterianas en muestras naturales de 

peces según el medio de cultivo empleado 
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6.3.2.- Evaluación y desarrollo de un protocolo de PCR para la detección de E. tarda: 

 

a) Evaluación de cebadores: 

 

 Los resultados obtenidos en este apartado para las 110 cepas evaluadas pueden verse en las 

Tablas 6.7 y 6.8. 

 

 Cuando se empleó la pareja de cebadores tardaF-tardaR, solamente un 10% de las cepas en 

estudio produjeron el producto de amplificación esperado. Curiosamente, las cepas que dieron un 

resultado positivo, correspondían a aquellos aislados que procedían de especies como anguila, 

tilapia, platija japonesa, besugo, y la cepa de referencia CECT 849 que tiene como fuente de 

aislamiento heces humanas. Ninguna de las cepas de E. tarda aisladas de rodaballo dio un resultado 

positivo empleando esta pareja de cebadores. Por otra parte, se observó una amplificación 

inespecífica cuando se empleaba el DNA extraído de una cepa de E. ictaluri. Por tanto, y debido al 

bajo porcentaje de detección de E. tarda en los aislados incluidos en este estudio y a la 

inespecificidad observada, se decidió no realizar más estudios con esta pareja de cebadores. 

 

 En el caso de la pareja de cebadores basada en la secuencia del gen gyrB, no se obtuvo 

amplificación positiva con ninguna de las cepas empleadas. 

 
 Con respecto a las 2 parejas de cebadores (etfA y etfD), los análisis realizados nos mostraron 

que en ambos casos se obtenían los productos de amplificación esperados (415 y 445 pb 

respectivamente) para la mayoría de cepas de E. tarda incluidas en el estudio. De hecho, solamente 3 

cepas de E. tarda dieron un resultado negativo para la pareja etfA y todas ellas produjeron un 

resultado positivo con la pareja etfD. Donde sí se encontraron mayores diferencias entre ambas 

parejas de cebadores, fue cuando se estudió la especificidad de la PCR. Así, mientras la pareja etfA 

producía amplificaciones inespecíficas con cepas no pertenecientes a la especie E. tarda, la pareja 

etfD era altamente específica (Tablas 6.7 y 6.8). Por lo tanto, y en base a estos resultados, se 

seleccionó la pareja de cebadores etfD para posteriores estudios. 
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Tabla 6.7.- Resultados de las reacciones de PCR para las distintas cepas de E. tarda incluídas 

en este estudio y empleando las cuatro parejas de cebadores evaluadas. 

Nº CEPAS 
E. tarda 

 

 
HOSPEDADOR 

Cebadores 

tardaF-tardaR gyrBF1-gyrBR1 etfA etfD 

75 Rodaballo  0* 0 73 74 

1 Dorada 0 0 0 1 

2 Anguila japonesa 2 0 2 2 

1 Pez gato 0 0 1 1 

2 Lubina 0 0 2 2 

1 Salmón del Pacífico 0 0 1 1 

1 Pez ángel 0 0 0 1 

2 Tilapia 2 0 2 2 

2 Platija 2 0 2 2 

3 Besugo 3 0 3 3 

1 Pez (sin determinar) 1 0 1 1 

1 Humanos 1 0 1 1 

  * Número de cepas detectadas con cada pareja de cebadores 

 

 

 La reproducibilidad de los resultados se comprobó realizando cada ensayo, al menos, tres 

veces de forma independiente y empleando dos termocicladores distintos no observándose 

diferencias entre los resultados obtenidos para cada extracción de ADN ni para cada termociclador. 
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Tabla 6.8.- Resultados de las reacciones de PCR empleando las cuatro parejas de cebadores 

analizadas y otras especies bacterianas incluidas en el estudio. +: amplificación positiva; -: 

amplificación negativa. 

BACTERIA 
Cebadores 

tardaF-
tardaR 

gyrBF1 
gyrBR1 

etfA etfD 

Edwardsiella ictaluri (ATCC33202) - - + - 

Edwardsiella ictaluri (B1.1) + - - - 

Edwardsiella hoshinae (DSM13771) - - + - 

Escherichia  coli (CECT433) - - + - 

Enterobacter cloacae (TW83/03) - - - - 

Enterobacter aerogenes (RPM799.1) - - + - 

A. salmonicida subsp. salmonicida (ACR218.1) - - + - 

Yersinia ruckeri (1651) - - + - 

Yersinia ruckeri (SRG4.1) - - + - 

Hafnia alvei (15/1403) - - - - 

Vibrio anguillarum (R82) - - - - 

Ph.. damselae subsp.piscicida (ATCC29690) - - - - 

Pseudomonas anguilliseptica (CECT899) - - - - 

Pseudomonas fluorescens (07/1139) - - - - 

Pseudomonas aeruginosa (CECT110) - - - - 

Serratia marcescens (PC955.1) - - - - 

Lactococcus garvieae (SRG1.1) - - - - 

Streptococcus parauberis (ACC33.1) - - - - 
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b) Determinación de la especificidad, sensibilidad y aplicación en campo del protocolo 

seleccionado: 

 

• Cultivos bacterianos puros y mixtos: 

 

La sensibilidad de la pareja de cebadores etfD se determinó mediante la amplificación de 

diferentes muestras de DNA extraído a partir de suspensiones bacterianas (desde 10
9
 a 10

1
 cel/ml) de 

la cepa ACC35.1 de E. tarda tanto en cultivos puros y mixtos. El producto de amplificación esperado, 

de 445 pb, se observó en todas las diluciones bacterianas mayores de 2x10
3
 cel/ml, es decir, 

 
el límite 

de detección de esta pareja de cebadores para cultivos bacterianos puros de E. tarda resultó ser de 2 

células por tubo de reacción de PCR (Figura 6.4). En el caso de los cultivos mixtos, el límite de 

detección resultó ser algo mayor, con valores de 200 células por tubo de reacción de PCR o, lo que es 

lo mismo, 2x10
5
 cel/ml. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.4.- Sensibilidad del protocolo de PCR seleccionado empleando ADN extraído a partir de cultivos 

bacterianos puros de la cepa ACC35.1. Líneas 1 y 9: Marcador de peso molecular AmpliSize Molecular Ruler 

(escala 50-2000 pb, Sigma);  Líneas 2 a 8: diluciones desde 2x10
8
 cel/ml (línea 2) a 2x10

2
 cel/ml

 
(línea 8). La 

flecha indica el producto de amplificación específico en pb. 

 

 

• Muestras de peces infectados experimentalmente: 

 

La aplicación del protocolo de PCR seleccionado descrito anteriormente empleando DNA 

extraído de muestras de tejidos de peces infectados experimentalmente con distintas diluciones de 

E. tarda, demostró que  este patógeno puede ser detectado en órganos como hígado o riñón y en 

mucus con un límite de detección de 3x10
2
 células por tubo de reacción (3x10

5
 cel/g de tejido de pez 

o ml de mucus) (Figura 6.5). Sin embargo, cuando se emplearon muestras de sangre extraída de 

445 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 
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peces, los límites de detección fueron considerablemente mayores (3x10
5
 células por tubo de 

reacción o, lo que es lo mismo, 3x10
8
 cel/ ml de sangre). 

 

Por otra parte, también se estudió el límite de detección de esta pareja de cebadores, 

empleando muestras de peces que habían sido infectados experimentalmente vía i.p con 1 y 100 

células de E. tarda por pez respectivamente. En este caso, se emplearon muestras de riñón, hígado, 

bazo, intestino, sangre y mucus. En este estudio, la detección del patógeno fue posible en todos los 

órganos internos incluso cuando tan sólo habían trascurrido 24 h desde la infección con la menor de 

las dosis administradas. Sin embargo, la detección del patógeno no fue posible a partir de las 

muestras de sangre y mucus. Además, en ningún caso se logró aislar la bacteria en medios de cultivo 

(Tabla 6.9). 

 

 

 

 
Figura 6.5.- Sensibilidad del protocolo de PCR seleccionado empleando ADN 

extraído a partir de muestras de riñón infectadas experimentalmente con 

distintas diluciones de la cepa ACC35.1. Líneas 1 y 9: Marcador de peso 

molecular AmpliSize Molecular Ruler (escala 50-2000 pb, Sigma);  Líneas 2 a 8: 

diluciones desde 3x10
8
 cel/ml (línea 2) a 3x10

2
 cel/ml

 
(línea 8). La flecha indica 

el producto de amplificación específico en pb. 
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Tabla 6.9.- Resultados obtenidos en los experimentos de detección de E. tarda en rodaballos infectados 

experimentalmente y de forma natural empleando el protocolo de PCR seleccionado y análisis bacteriológicos 

clásicos. +: detección positiva; -: detección negativa; PCR: detección mediante PCR; C: detección empleando 

medios de cultivo. 

Muestra 

Infecciones experimentales  
Peces 

infectados 
de forma 
natural 

Dosis inoculada  

1 cel/pez  100 cel/pez  

Días post-infección  

1 2 5  1 2 5  

  PCR C PCR C PCR C  PCR C PCR C PCR C  PCR C 

Riñón + - + - + -  + - + - + -  + + 

Hígado + - + - + -  + - + - + -  + + 

Intestino + - + - + -  + - + - + -  + + 

Bazo + - + - + -  + - + - + -  + + 

Sangre - - - - - -  - - - - - -  + + 

Mucus - - - - - -  - - - - - -  - - 

 

 

• Muestras de peces infectados naturalmente: 

 

Los análisis realizados empleando muestras obtenidas a partir de peces procedentes de 

distintas plantas de cultivo enviados a nuestro laboratorio de diagnóstico dieron como resultado la 

detección de E. tarda a partir de órganos internos y sangre. Sin embargo, no se obtuvo ningún tipo 

de amplificación cuando el molde empleado fue el ADN extraído de las muestras de mucus (Tabla 

6.9). Mediante análisis bacteriológico, con la excepción de las muestras de mucus, el patógeno pudo 

ser recuperado en cultivo a partir de sangre y órganos internos. Cuando se analizaron los peces 

aparentemente sanos por ambos métodos, no se obtuvo ni el aislamiento ni la amplificación por PCR 

de E. tarda. 
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6.3.3.- Multiplex-PCR para la detección de E. tarda y T. maritimum: 

 

 

a) Especificidad y sensibilidad de la m-PCR: 

 

 Aunque en un primer momento se intentó la detección simultánea de tres importantes 

patógenos bacterianos para los cultivos de rodaballo y lenguado: E. tarda, T. maritimum y Ph. 

damselae subsp. piscicida, los resultados obtenidos en los estudios de especificidad mostraron que, a 

la temperatura de hibridación seleccionada (45º C) la pareja de cebadores car1-car2 (Ph. damselae 

subsp. piscicida) producía amplificaciones inespecíficas con varias de las cepas incluidas en el estudio. 

Por esta razón, decidimos emplear únicamente las parejas etfD y MAR1-MAR2 en los posteriores 

ensayos de m-PCR realizados. 

 

La especificidad de la m-PCR (E. tarda y T. maritimum) se evaluó empleando el DNA extraído 

de un total de 61 cepas de diferentes especies bacterianas. Los resultados obtenidos en este ensayo 

demostraron que este protocolo de m-PCR es específico para la detección de E. tarda y T. 

maritimum, y todas las cepas de estas dos especies incluidas en el estudio dieron lugar a productos 

de PCR de los tamaños esperados (415 y 1088 pb respectivamente). Ninguna de las otras especies 

bacterianas ensayadas produjo productos de amplificación. 

 

Con respecto a los valores de sensibilidad del protocolo de m-PCR para cultivos bacterianos, 

las concentraciones mínimas de cada patógeno que podían ser detectadas mediante m-PCR variaron 

cuando se emplearon cultivos puros o mixtos. Así, los límites de detección fueron de 4 x 10
3
 y 2 x 10

4
 

cel/ml para E. tarda y T. maritimum respectivamente cuando se emplearon cultivos puros. Sin 

embargo, cuando la detección se realizó a partir de cultivos mixtos, E. tarda mantuvo el mismo límite 

de detección, pero la sensibilidad disminuyó ligeramente para T. maritimum (2 x 10
5 

cel/ml) (Figura 

6.6). 
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Figura 6.6.- Sensibilidad del protocolo de m-PCR empleando ADN extraído a partir de cultivos mixtos de 

las cepas ACC35.1 y NCIMB2154. Líneas 1 y 11: Marcador de peso molecular Fast Ruler Low Range DNA 

Ladder, ready-to-use (escala 50-1500 pb, Fermentas);  Líneas 2 a 10: diluciones desde 4 y 2x10
9
 cel/ml 

(línea 2) para E. tarda y T. maritimum respectivamente, a 4 y 2x10
1
 cel/ml

 
(línea 8). Las flechas indican 

los productos de amplificación específicos en pb. 

 

 

Cuando los límites de detección se evaluaron en muestras de riñón infectadas en el 

laboratorio se obtuvieron resultados similares. De esta forma, en tejidos inoculados únicamente con 

E. tarda el valor límite de detección fue de 4 x 10
5
 cel/g de tejido, mientras que en los tejidos 

infectados sólo con T. maritimum el valor fue de 2 x 10
4
 cel/g de tejido. Al igual que en el caso 

anterior, cuando a las muestras de riñón se le añadieron ambos patógenos, el límite de detección 

aumentó para T. maritimum (2 x 10
5
 cel/g tejido) (Figura 6.7). 

 

Figura 6.7.- Sensibilidad del protocolo de m-PCR empleando ADN extraído a partir de tejidos infectados 

simultáneamente con las cepas ACC35.1 y NCIMB2154. Líneas 1 y 11: Marcador de peso molecular Fast Ruler 

Low Range DNA Ladder, ready-to-use (escala 50-1500 pb, Fermentas);  Líneas 2 a 10: diluciones desde 4 y 2x10
9
 

cel/g (línea 2) para E. tarda y T. maritimum respectivamente, a 4 y 2x10
1
 cel/g

 
(línea 8). Las flechas indican los 

productos de amplificación específicos en pb. 
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La coexistencia de grandes cantidades de uno de los dos patógenos con cantidades menores 

del otro parece no afectar a los límites de sensibilidad de la técnica, ya que los valores de detección 

obtenidos en este ensayo fueron similares a los descritos anteriormente. 

 

 

b) Peces infectados experimental y naturalmente: 

 

Los resultados obtenidos en los ensayos de infección de peces mostraron que esta técnica 

permite la detección de E. tarda y T. maritimum en peces que aún no han llegado a desarrollar la 

enfermedad. Ninguno de los peces sacrificados a los 5 días potsinfección mostraba síntomas de 

infección, y la siembra en medios de cultivo de los órganos internos de los mismos dio en todos los 

casos resultado negativo tanto para T. maritimum como para E. tarda. Como se puede ver en la 

figura 6.8, el DNA extraído de los tres lotes de peces infectados solamente con E. tarda, produjo un 

producto de amplificación de 415 pb. Por su parte, los lotes infectados únicamente con T. maritimum 

mostraron el producto de amplificación esperado de 1080 pb. En los peces infectados con ambos 

patógenos se pudieron observar ambas bandas. El control negativo, que consistió en el DNA extraído 

de los riñones de los peces inoculados con PBS, no produjo ninguna banda de amplificación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.8.- Representación de los resultados obtenidos a partir de peces infectados experimentalmente con el 

protocolo de m-PCR. Líneas 1 y 11: Marcador de peso molecular Fast Ruler Low Range DNA Ladder, ready-to-

use (escala 50-1500 pb, Fermentas);  Línea 2: peces infectados con E. tarda y T. maritimum; Línea 3: peces 

infectados sólamente T. maritimum; Línea 4: peces infectados solamente con E. tarda; Línea 5: control 

negativo. Las flechas indican los productos de amplificación específicos en pb. 
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Con respecto a los peces procedentes de plantas de cultivo, mientras que en los peces 

aparentemente sanos no se observó ningún tipo de crecimiento bacteriano en los medios de cultivo, 

ni ningún producto de PCR en la m-PCR, en el caso de los peces con síntomas de enfermedad, pudo 

detectarse la aparición de una banda de 1088 pb a partir del DNA extraído de muestras de riñón, 

siendo estos lotes positivos para la presencia de T. maritimum. Este resultado fue confirmado por el 

aislamiento en el medio FMM de colonias de tipo filamentoso que posteriormente fueron 

identificadas como T. maritimum por métodos bioquímicos en tubo y placa así como por PCR 

específica (Avendaño-Herrera y col., 2004). En estos mismos peces, no pudo detectase la presencia 

de E. tarda ni por m-PCR ni por crecimiento en medios de cultivo. 
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6.4.- DISCUSIÓN 

 

 Uno de los pasos más críticos en el estudio de las enfermedades bacterianas es la correcta 

identificación del agente causal que permitirá la posterior toma de decisiones sobre el tratamiento 

de los peces, elaboración de métodos preventivos, etc…   

 

 Las mortalidades que, durante los últimos años, ha venido causando E. tarda especialmente 

en los cultivos de rodaballo de toda Europa (Castro y col., 2006; Toranzo y col., 2007), han 

acrecentado la necesidad del desarrollo de una técnica lo más rápida y eficaz posible para su pronto 

diagnóstico tanto en peces infectados como en portadores asintomáticos. Además, la posible 

aplicación de esta técnica a muestras ambientales podría resultar de gran importancia en futuros 

estudios encaminados a entender la epidemiología de E. tarda.  

 

 En esta sección, hemos evaluado dos medios de cultivo selectivos para el aislamiento y 

posterior identificación de E. tarda: el medio SS-agar, un medio diferencial y selectivo para el 

aislamiento de bacterias entéricas y el medio ET, medio selectivo diseñado (Lindquist, 1991) para el 

aislamiento de E. tarda. Además, hemos seleccionado dos medios generales de uso común en 

laboratorios de diagnóstico de enfermedades de peces, como son el TSA-1 (que permite el 

crecimiento de especies de agua dulce y marinas) y el AM (que contiene todos los nutrientes 

necesarios para el crecimiento de bacterias marinas y que permite la recuperación de algunas 

especies con determinados requerimientos de crecimiento como las del género Tenacibaculum).  

 

Los resultados obtenidos en los ensayos con cultivos puros y mixtos y tejidos infectados 

experimentalmente muestran que, en los dos medios selectivos (SS-agar y ET) E. tarda puede ser 

fácilmente diferenciada gracias a la aparición de un centro negro en sus colonias. Sin embargo, el 

medio ET resultó ser el más selectivo, permitiendo sólo el crecimiento de las cepas de E. tarda y E. 

hoshinae, aunque solamente el 0,1% de las colonias de E. hoshinae produjeron el centro negro. 

Además, la aparición de esta especie en muestras naturales es muy poco habitual y solamente 

existen publicados un escaso número de aislamientos, la mayoría de ellos a partir de reptiles y aves 

(Grimont y col., 1980).  
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El análisis de muestras naturales demostró que existen diferencias en el tiempo empleado en 

el diagnóstico de E. tarda según el medio empleado. Cuando se emplean medios generales o el 

medio selectivo SS-agar, se hace necesario el aislamiento de las colonias cuando aparecen cultivos 

mixtos. Esto implica un retraso en el diagnóstico de, como mínimo, 24 h. Por el contrario, cuando se 

emplea el medio ET, se obtienen cultivos puros de E. tarda que permiten su uso directo para una 

identificación confirmativa. 

 

En resumen, proponemos el medio ET como el más apropiado para llevar a cabo estudios 

epidemiológicos de la edwardsielosis en acuicultura ya que permite la recuperación de E. tarda y 

evita el crecimiento de especies no deseadas. Además, el uso de este medio en paralelo con otros 

medios generales como TSA-1 o AM en laboratorios de diagnóstico de enfermedades de peces, 

podría contribuir a una diagnosis más rápida de esta importante enfermedad. 

 

 A pesar de los buenos resultados que generalmente han dado los métodos clásicos para la 

detección y diagnóstico de la edwardsiellosis en peces, existen ocasiones en que se hace necesario el 

aumento de la rapidez y sensibilidad del diagnóstico. En casos de infecciones agudas en plantas de 

cultivos, E. tarda ha llegado a causar elevadas mortalidades en un período de tiempo muy corto. Por  

ello, la detección precoz del patógeno se hace vital para la viabilidad de las poblaciones de cultivo. 

 

 En el presente trabajo, hemos evaluado en paralelo la especificidad de la pareja de 

cebadores de Chen y Lai (1998) (tardaF y  tardaR), la de dos parejas de las cuatro diseñadas por Sakai 

y col. (2007) (etfA y etfD) y los cebadores publicados por Lan y col. (2008) gyrBF1-gyrBR1, con el 

objetivo de proponer un protocolo eficaz para la detección de E. tarda. Para ello, empleamos una 

amplia colección de cepas de E. tarda con diferentes orígenes geográficos y de hospedador, así como 

otras especies bacterianas. Los resultados obtenidos demostraron que solamente la pareja de 

cebadores etfD fue específica para la detección del patógeno. La ausencia de resultados positivos 

para todas las cepas estudiadas cuando empleamos la pareja de cebadores diseñada por Lan y col., 

nos resultó sorprendente. Este resultado podría ser explicado por el hecho de que las secuencias de 

los cebadores gyrBF1 y gyrBR1 presentan 4 y 2 discordancias (mistmaches) respectivamente, con 

respecto a la secuencia del gen gyrB depositada en el GenBank (cepa NCIMB2034, Genbank Acc. nº. 

EU259314.1). Todas estas discordancias (mistmaches) en conjunto serían suficientes como para 
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evitar que se produjese amplificación en el gen gyrB de las cepas de E. tarda cuyas secuencias 

difirieran de la de la cepa LTB-4 sobre la que fueron diseñados los cebadores. 

 

 Cuando se calculó la sensibilidad de este protocolo, se obtuvieron valores de  2, 200 y 300 

cel/tubo reacción para cultivos puros, mixtos y tejidos y  mucus infectados de forma experimental, 

respectivamente, los cuales se encuentran dentro del mismo rango que los descritos ya 

anteriormente para otros patógenos bacterianos (Osorio y col, 1999; Avendaño-Herrera y col., 2004; 

Romalde y col., 2004). Sin embargo, en sangre, el límite de detección obtenido resultó ser mayor 

(3x10
5
 cel/tubo de reacción), por lo que la aplicación de este protocolo para la detección de 

portadores en análisis no destructivos no sería adecuada.  

 

 Las inoculaciones experimentales demostraron que es posible detectar el patógeno mediante 

este protocolo de PCR a partir de órganos internos de los peces pero no a partir de mucus o sangre. 

Basándonos en este hecho, proponemos el riñón como el órgano diana para el diagnóstico de la 

enfermedad en peces portadores de E. tarda. El hecho de que en estos ensayos, no pudiésemos 

detectar la bacteria en medios de cultivo convencionales, podría explicarse por el escaso período de 

tiempo que duraron los experimentos (5 días). De hecho, en otros estudios realizados por nuestro 

grupo hemos comprobado que en peces inoculados experimentalmente con E. tarda (con dosis 

menores de 10
4
 CFU/ml) las mortalidades comienzan a partir del día 12 tras la inoculación (Castro y 

col., 2011b). 

 

 Por otra parte, los resultados obtenidos cuando se emplearon peces naturalmente infectados 

con E. tarda demostraron que este protocolo permite la detección del patógeno a partir de todas las 

muestras estudiadas (riñón, hígado, bazo, intestino y sangre), pero no del mucus. Este resultado 

negativo podría ser explicado por estudios preliminares realizados en nuestro laboratorio que 

demostraron la actividad antibacteriana del mucus de rodaballo contra E. tarda (“datos no 

mostrados”). 

 

 Por lo tanto, proponemos este protocolo de PCR  basado en la pareja de cebadores etfD 

(Sakai y col., 2007), como un método de rutina rápido, eficaz y sensible para el diagnóstico de la 

edwardsielosis en peces infectados. 
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En los últimos años, algunas de las enfermedades que han causado más pérdidas en los 

cultivos de rodaballo y lenguado ha sido las causadas por las especies bacterianas E. tarda,  

Photobacterium damselae subsp. piscicida y T. maritimum. Aunque los protocolos de detección por 

PCR de estos patógenos han sido publicados y parecen dar buenos resultados (Castro y col., 2010; 

Osorio y col., 2000b; Avendaño-Herrera y col., 2004), el desarrollo de un protocolo de multiplex PCR 

permitiría la detección simultánea de estas especies bacterianas disminuyendo el coste económico y 

de mano de obra del proceso.  

 

En el año 2009 Chang y col. publicaron un trabajo en donde se desarrollaba un protocolo de 

m-PCR para la detección simultánea de cuatro patógenos bacterianos de importancia para la 

acuicultura de Asia subtropical, entre los que se encontraba E. tarda, y en el que empleaban parejas 

de cebadores diseñadas a partir de la secuencia de la subunidad 16S del ARN ribosómico. Sin 

embargo, la aplicación de esta secuencia para la detección de E. tarda no sería aconsejable ya que 

está altamente conservada (Castro y col., 2010) y presenta unos porcentajes de homología en el 

BLAST (Basic Local Aligment Search Tool, National Center for Biotechnology Infomation) que varían 

entre el 96 y el 100%  con otras especies bacterianas, tanto de su mismo género como E. ictaluri o E. 

hoshinae, como de otros géneros como Pseudomonas fluorescens o Serratia mascenscens. En la 

colección de cepas que Chang y col. emplearon para ensayar la especificidad de su protocolo de m-

PCR, no incluía ningún aislado perteneciente a alguna de estas cuatro especies. 

 

La m-PCR evaluada en este trabajo resultó específica para E. tarda y T. maritimum, pero no 

para Photobacterium damselae subsp. piscicida. Estos resultados estarían de acuerdo con los 

publicados anteriormente por Osorio y col. (1999) en donde recomendaban una temperatura de 

hibridación para la PCR específica de Photobacterium damselae subsp. piscicida de 65ºC describiendo 

la aparición de amplificaciones inespecíficas en las reacciones realizadas a 60º y 55ºC. Por esta razón, 

se realizaron los experimentos siguientes únicamente con E. tarda y T. maritimum. Los límites de 

detección obtenidos para esta m-PCR se encuentran dentro de los rangos descritos para otros 

protocolos de m-PCR y aumentaron para el caso de T. maritimum cuando ambas especies se 

detectaban por separado, lo que parece indicar que podría existir cierta competencia entre ambas. A 

pesar de ello, los valores de los límites de detección obtenidos resultan lo suficientemente bajos 

como para garantizar una buena sensibilidad en la detección de los patógenos. Además, la utilidad de 
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esta técnica se demostró también en peces infectados natural y artificialmente, permitiendo, la 

detección de los patógenos que estaban causando la infección. 

 

La rapidez, sencillez, sensibilidad y especificidad de esta técnica de m-PCR, así como la 

importancia de los patógenos diana para los que ha sido diseñada, hacen de ella una técnica de gran 

utilidad e importancia para la detección temprana de T. maritimum y E. tarda en los cultivos de 

rodaballo.
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7.1.- INTRODUCCIÓN 

 

 Debido a que las infecciones por E. tarda pueden verse favorecidas por determinadas 

condiciones ambientales, el primer y más básico método de prevención de la enfermedad es el 

mantenimiento de los parámetros fisicoquímicos del agua de cultivo en valores adecuados y  de la 

higiene y condiciones sanitarias de la instalación. Sin embargo, al igual que ha ocurrido a lo largo de 

los años con otras patologías de peces, han sido varios los esfuerzos encaminados al desarrollo de 

diferentes métodos de prevención y control de la edwardsielosis. 

 

7.1.1.- Aspectos generales de la prevención y control de la edwardsielosis: 

 

 En los primeros trabajos en los que se estudió la sensibilidad a agentes quimioterápicos de E. 

tarda se describió a esta bacteria como una especie susceptible a compuestos como: cefalosporinas, 

aminoglicósidos, penicilinas, imipenem, aztreonam, ciprofloxacina, trimetropim-sulfametoxazol, 

nitrofuratoína, quinolonas y antibióticos inhibidores de la betalactamasa (Waltman & Shotts, 1986; 

Clarck y col., 1991). Posteriormente, Jin Jun y col. (2004) describieron cuatro genes que 

determinaban la resistencia a tetraciclina en E. tarda: tet-A, tet-D, tet-B y tet-G; estando los dos 

primeros presentes en un plásmido móvil. Estudios posteriores realizados por Sahoo & Mukherjee 

(1997), Zhang  y col. (2005) y Zhu y col. (2006) encontraron que estas cepas resistentes a tetraciclina, 

eran sensibles a otros agentes quimioterápicos como la norfloxacina, ciprofloxacina, oxitetraciclina, 

gentamicina, cloranfenicol y cefazolin. Sin embargo, el uso excesivo de antibióticos y otros agentes 

químicos en acuicultura está siendo cada vez más restringido por las autoridades sanitarias en los 

países desarrollados debido a la selección de cepas resistentes y a problemas medioambientales. 

 

 Ya que los factores de estrés tales como las altas densidades de población, malnutrición, 

cambios en la temperatura del agua, pH o fluctuaciones del oxígeno disuelto pueden facilitar la 

aparición y desarrollo de la edwardsielosis en los peces, el empleo de determinados probióticos y  

sustancias inmunoestimulantes como ácido ascórbico o lipopolisacáridos puede resultar una buena 

medida de prevención de la enfermedad. Sahoo & Mukherjee (2002) probaron una serie de 

sustancias en carpa india (Labeo rohita) contra la infección por E. tarda. Encontraron que la 

administración de β-1,3 glucano de la pared celular de Saccharomyces cerevisiae en dosis de 0,1 
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mg/kg de pienso durante 7 días o de levamisol en dosis de 5 mg/kg de pienso en 5 administraciones 

con intervalos de 3 días era efectiva en el tratamiento de la edwardsielosis reduciendo la mortalidad 

de las carpas. Además, estas sustancias también conferían protección frente a otros patógenos 

bacterianos, virales, parasitarios o fúngicos sin crear riesgos ambientales. Kim y col. (2003) no 

encontraron efectos sinérgicos cuando se suplementaba la alimentación de los peces con ácido 

ascórbico, selenio y alfa-tocoferil acetato en cultivos de tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus) 

inoculadas experimentalmente con E. tarda. Sin embargo, en estudios posteriores, Wang Z. y col. 

(2006) demostraron que el aumento de la dosis administrada diariamente a los peces de vitamina E 

suplementada con 213 mg de α–tocoferol por kilogramo de pienso disminuía las bajas y retrasaba la 

aparición de las mortalidades en inoculaciones experimentales de platija japonesa. Además, también 

describieron que la administración en la dieta de vitamina E y n-3 HUFA (ácidos grasos insaturados) 

conjuntamente producían un efecto sinérgico en la respuesta no específica y en la resistencia a la 

enfermedad.  

 

 Pirarat y col. (2006) publicaron que, en peces infectados por E. tarda, la administración de 

Lactobacillus rhamnosus potenciaba la vía alternativa del complemento en el sistema inmune de los 

peces, permitía la agregación de células fagocíticas y aumentaba su actividad y, por lo tanto, protegía 

al pez frente a una septicemia aguda. Taoka y col. (2006) también describieron los efectos 

beneficiosos que confería a los peces la administración de probióticos comerciales como Bacillus 

subtilis, Lactobacillus acidophilus, Clostridium butyricum y Saccharomyces cerevisiae. Estos 

organismos aumentaban la respuesta no específica del sistema inmune de los peces y mejoraban la 

supervivencia de tilapias a las infecciones causadas por E. tarda.  

 

 

7.1.2.- Antecedentes de la vacunación contra la edwardsielosis: 

 

 Los primeros intentos de  desarrollo de vacunas contra E. tarda se centraron 

fundamentalmente en el desarrollo de 2 tipos de formulaciones vacunales: las bacterinas  (células 

inactivadas con formol o calor), y las vacunas desarrolladas a partir de extractos celulares. Estos 

primeros estudios experimentales fueron llevados a cabo principalmente en anguilas. 
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 Inicialmente, el uso de bacterinas pareció dar un buen grado de protección, si bien éste no 

resultó lo suficientemente alto ni duradero para su explotación comercial. Los métodos empleados 

para su administración variaron desde la inmersión corta, la inyección, la difusión en spray o la 

administración oral vía pienso. Los métodos que resultaron dar un mejor nivel de anticuerpos tras la 

vacunación fueron el de la inmersión y la inyección (Salati, 1988), sin embargo, estos datos no se 

correlacionaron con los valores de supervivencia tras la infección, lo que indicaba que ambos valores 

no están estrictamente correlacionados. 

 

 Salati (1988) intentó también la purificación de antígenos o extractos celulares con el fin de 

conseguir una formulación vacunal más efectiva. Si bien los primeros resultados parecían 

alentadores, se encontraron dos principales problemas en el uso de este tipo de vacunas: en primer 

lugar, el costo de su desarrollo comercial resultaba demasiado elevado y, en segundo lugar, la 

administración de la vacuna vía inmersión no confería buenos valores de protección (E. tarda afecta 

especialmente a las edades más tempranas en los cultivos de anguila, por lo que la administración de 

la vacuna vía inyección resultaba inviable). 

  

 Más recientemente, se han realizado otros estudios de vacunación, tanto empleando 

diferentes formulaciones vacunales, como empleando diferentes especies de peces. Así, Igarashi e 

Iida (2002), realizaron una comparación entre una vacuna con células vivas de una cepa mutante con 

baja producción de sideróforos y una bacterina elaborada con la cepa salvaje. La protección que 

conferían ambas formulaciones fue ensayada en tilapia y los resultados mostraron que, a pesar de 

que ambas vacunas producían un aumento en los niveles de anticuerpos, la bacterina no confería 

buenos niveles de protección, con mortalidades del 80 o 100% en los peces vacunados. Por el 

contrario, la vacuna con células vivas dio buenos resultados, no observándose ninguna baja hasta 4 

semanas post-vacunación. Sin embargo, la explotación comercial de este tipo de vacunas 

desarrolladas con células vivas, se ve muy limitada por la legislación vigente en muchos países. 

 

 A pesar de los esfuerzos realizados en el desarrollo de una vacuna eficaz contra E. tarda, no 

existe hasta el momento ninguna vacuna comercial contra la edwardsielosis que pueda minimizar las 

graves pérdidas que esta bacteria produce en los distintos cultivos de peces en todo el mundo. Sin 

embargo, como podrá verse en este trabajo, se ha desarrollado una vacuna adyuvantada que otorga 
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elevados niveles de protección en rodaballo frente a E. tarda incluso 6 meses después de la 

vacunación (Castro y col., 2008). 

 

 En este capítulo se elaboraron 2 tipos diferentes de vacunas frente a E. tarda: una bacterina 

acuosa y una vacuna adyuvantada con aceite no mineral. En ambos casos se estudió la protección 

conferida en rodaballo a lo largo del tiempo utilizando diversas rutas de administración, tanto en 

términos de porcentaje relativo de supervivencia (RPS) como de niveles de anticuerpos presentes en 

los peces (técnica de ELISA).  
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7.2.- MATERIALES Y MÉTODOS 

 

 La cepa seleccionada para la elaboración de las vacunas fue el aislado de rodaballo ACC35.1, 

que presenta una LD50 de 2.6x10
0 

± 0.2 CFU/g a 18 º C (ver sección 5). También se empleó la cepa de 

lubina 9.8 para los estudios de protección cruzada. 

 

 

7.2.1.- Desarrollo de la vacuna acuosa (bacterina): 

  

La primera de las vacunas que se desarrolló fue una bacterina acuosa, consistente en células 

bacterianas inactivadas con formol. 

 

 A partir de preinóculos en fase logarítmica de la cepa ACC35.1 en TSC-1 (caldo triptona de 

soja, Pronadisa, suplementado con 1% de ClNa) se inocularon matraces de 2 litros del mismo medio. 

La incubación se realizó a 25º C durante 48 h y cuando el cultivo alcanzó una densidad óptica de 1 

(Absorbancia580, aproximadamente 10
10

 cel/ml), se añadió formol a una concentración final de 0,35% 

para matar las bacterias. A continuación, se mantuvo durante 3 h en agitación, al cabo de las cuales 

se pasó a 4º C. 

 

 Para llevar a cabo el control de esterilidad de la vacuna se sembró la preparación vacunal en 

placas de TSA-1 y en tubos de tioglicolato y se incubó durante 72 h a 25º C y 37º C respectivamente 

para comprobar que no se producía crecimiento bacteriano. 

 

 La posible toxicidad de la preparación vacunal se comprobó mediante la inoculación via i.p. 

de rodaballos de 10 g de peso. 

 

 Una vez comprobadas la esterilidad e inocuidad de la vacuna, se procedió a su embasado en 

botellas estériles de 1 l. 
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7.2.2.- Desarrollo de la vacuna adyuvantada: 

 

 El procedimiento para la realización de la vacuna adyuvantada fue similar al descrito 

anteriormente para la bacterina acuosa pero, a diferencia de ésta, tras la inactivación de las células 

bacterianas con formol y la agitación durante 4 h, se procedió a añadir el adyuvante a la vacuna. El 

adyuvante seleccionado fue el Montanide ISA 763 A VG (Seppic, Francia), aceite de tipo no mineral 

que se mezcló con la bacterina acuosa en una relación 70:30 respectivamente, hasta obtener una 

emulsión fluida estable. 

 

 

7.2.3.- Evaluación de las formulaciones vacunales: 

 

 

a) Vacunación de peces: 

 

 En estos ensayos se vacunaron rodaballos de 10 g de peso que se mantuvieron en tanques de 

50 l con aireación constante.  

 

 Antes de la vacunación, los peces se examinaron mediante métodos bacteriológicos y 

serológicos (Thoesen, 1994), con el objeto de confirmar la ausencia de patógenos que pudiesen 

interferir en los experimentos.  

 

 La vacunación se realizó mediante dos vías de administración: inyección intraperitoneal (i.p.) 

y baño. En los experimentos de inmunización vía i.p. las diferentes formulaciones vacunales se 

administraron mediante la inyección de 0,1 ml de la vacuna acuosa o adyuvantada respectivamente. 

En los experimentos de inmunización por baño, los peces se sumergieron durante 60 seg con 

aireación en la vacuna acuosa diluida 1:10 (v/v) en agua de mar estéril (Magariños y col., 1994). 
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Se vacunaron 6 grupos de 250 peces cada uno: 

 

� Grupo 1: vacunado por inmersión con bacterina. 

� Grupo 2: vacunado vía i.p. con bacterina. 

� Grupo 3: vacunado vía i.p. con la vacuna adyuvantada. 

� Grupo 4: grupo control sumergido durante 60 s en solución salina estéril diluida 1:10 (v/v) 

con agua de mar estéril. 

� Grupo 5: grupo control inoculado vía i.p. con 0,1 ml de solución salina estéril. 

� Grupo 6: grupo control inoculado vía i.p. con 0,1 ml de una emulsión de adyuvante y solución 

salina en proporción 70:30 respectivamente. 

 

 

b) Determinación de la protección mediante el cálculo del Porcentaje Relativo de Supervivencia 

(RPS): 

 

 Un mes post-vacunación, se inocularon tres réplicas de 10 peces de cada uno de los seis 

grupos vía i.p. con 0,1 ml de una suspensión bacteriana de la cepa homóloga ACC35.1 ajustada a 10
4 

cel/ml. En paralelo, se realizaron también ensayos empleando la cepa heteróloga 9.8, con el objeto 

de determinar la posible protección cruzada. 

 

 Las mortalidades se registraron hasta 20 días tras la primera mortalidad y todos los peces 

muertos fueron examinados con el fin de confirmar el reaislamiento de la cepa inoculada a partir de 

órganos internos (hígado y riñón) mediante siembra directa en placas de TSA-1. También se 

examinaron internamente los peces para descartar posibles efectos causados por el adyuvante como 

adhesiones internas. 

 

 La determinación de la protección conferida por las diferentes vías de administración se 

expresó en términos de Porcentaje Relativo de Supervivencia (RPS) empleando la fórmula: 

 

RPS = 1 – ( % mortalidad peces vacunados / % mortalidad peces no vacunados) x 100 
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En aquellos grupos en los cuales la protección fue mayor o igual al 60% para el caso de la 

vacunación por baño y del 75% para la vacunación por i.p. (recomendaciones de Farmacopea 

Europea; European Pharmacopoeia, 2002), las inoculaciones experimentales se repitieron a los 2, 3, 4 

y 6 meses post-vacunación empleando la cepa homóloga. 

 

Los rodaballos, también se pesaron (30 peces de cada grupo) en los meses 0, 1, 3 y 6 post-

vacunación con el fin de determinar la posible influencia de la vacunación en la tasa de crecimiento 

de los peces. 

 

 

c) Determinación de la protección mediante la determinación del nivel de anticuerpos (ELISA): 

 

Antes de cada una de las inoculaciones experimentales, se tomó suero de 8 a 10 peces de 

cada uno de los grupos con el fin de realizar mediciones del nivel de anticuerpos empleando la 

técnica ELISA indirecto (Estévez y col., 1994).  

 

 Básicamente, consiste en la inmovilización en la placa de ELISA del antígeno del cual 

queremos saber si existen anticuerpos específicos en el suero problema. Los pasos siguientes serían 

la adición del suero problema, incubación y lavado, adición del conjugado, incubación y lavado, 

finalizando con la adición del sustrato, el frenado de la reacción y la lectura. 

 

 En nuestro caso empleamos una placa de 96 pocillos de poliestireno (Nunc-Inmuno
TM 

Plate 

MaxiSorp
TM

 Surface, Dinamarca) y el protocolo descrito previamente por Estévez y col. (1994) con 

ligeras modificaciones.  

 

 Los pocillos se tapizaron con 50 µl del antígeno de la cepa ACC35.1 (empleada para la 

elaboración de las distintas formulaciones vacunales) diluido en PBS. Para el control negativo se 

emplearon 50 µl de PBS estéril. A continuación se incubó la placa a 4º C durante toda la noche. Tras 

la incubación, los pocillos se lavaron 10 veces con 100 µl de TTBS. Para el bloqueo del antígeno a las 

paredes del pocillo, se añadieron 200 µl por pocillo de TBS suplementado con un 5% de leche 

descremada (Sigma) y se mantuvo la placa con agitación suave y constante durante 1 hora a 25º C. 

Nuevamente, se lavaron los pocillos con 200 µl de TTBS y, a continuación, se añadió 50 µl del suero 
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(diluido 1:100 en PBS) del cual se quería conocer el nivel de anticuerpos. La placa se mantuvo en 

agitación suave a 25º C durante 1 hora, tras lo cual se volvió a lavar los pocillos con 200 µl de TTBS. 

Para la adición del conjugado, se añadió a cada pocillo 50 µl de Anti-turbot IgM (Aquatic Diagnostic) 

diluido 1:100 en TBS con un 3% de leche descremada y se incubó la placa a 25º C durante 30 min con 

agitación suave. Se lavaron los pocillos con 100 µl de TTBS y posteriormente se añadió 50 µl por 

pocillo del anticuerpo cabra anti-Mouse IgG conjugada con peroxidasa (Bio-Rad) diluido 1:1000 en 

TBS con 3% de leche descremada. La placa fue incubada a 25º C con agitación constante durante 30 

min. Por último, se lavó la placa con 100 µl de TTBS y se realizó el revelado añadiendo a cada pocillo 

100 µl de TMB (peroxidasa) (Bio-Rad) e incubando la placa en oscuridad durante 30 min  25º C. Con 

el revelado, el contenido de los pocillos toma un color azulado. La reacción se detiene añadiendo 50 

µl de H2SO4 1 N a cada pocillo que reacciona con el TMB proporcionando a la reacción un color 

amarillento (de mayor o menor intensidad según la concentración de anticuerpos presentes). 

 

 La lectura de la placa se realizó a una densidad óptica de 450 nm en un lector ELISA (Titertek 

Multiscan MK II, Labsystems, Finlandia) y los resultados se tomaroon como positivos o negativos en 

función de la fórmula descrita por Hudson y Hay (1991): 

 

D.O. título = (D.O. test – D.O. negativo) / D.O. negativo 

 

 Se tomaron como valores positivos aquellos iguales o superiores a 2 y negativos los inferiores 

a este valor. 

 

 

d) Análisis estadístico de los resultados: 

 

 Los resultados de RPS y niveles de anticuerpos para los diferentes ensayos se muestran como 

la media de los resultados de cada una de las réplicas realizadas ± la desviación estándar. Con el 

objetivo de evaluar la significancia de las diferencias entre los resultados obtenidos con ambas 

formulaciones vacunales por diferentes vías de administración y con respecto a los grupos control, se 

empleó el Test de Student. Los valores se consideraron significativamente diferentes cuando se 

obtenían valores de P < 0.05. 
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7.3.- RESULTADOS 

 

7.3.1.- Eficacia de las formulaciones vacunales un mes postvacunación: 

 

 Los resultados obtenidos mostraron que, un mes postvacunación, la protección conferida 

variaba en función del tipo de vacuna y de la vía de administración.  

 

 Así, en el caso del grupo 1 de peces, vacunado vía baño con la bacterina acuosa, se observó 

que el RPS conferido por la vacuna a los rodaballos era tan sólo de un 13,33% y los niveles de 

anticuerpos frente a E. tarda aumentaban muy ligeramente con respecto a los obtenidos para el 

grupo 4 (grupo control) (Figuras 7.3 y 7.4). Basándonos en estos datos, no se realizaron más 

experimentos en meses posteriores con este grupo de peces. 

 

 En los casos de los grupos 2 y 3, vacunados vía i.p. con las dos formulaciones vacunales 

evaluadas en este estudio, los resultados obtenidos fueron significativamente mejores. Así, para el 

caso del grupo 2, vacunado con la vacuna acuosa, al mes postvacunación se obtuvieron valores de 

RPS de 80% y niveles de anticuerpos de 2,105, lo que representaba una buena protección frente a la 

edwardsielosis. En el grupo 3, inmunizado con la vacuna adyuvantada, los valores obtenidos para RPS 

y niveles de anticuepos fueron del 100% y 2,462 respectivamente. A pesar de que ambas vacunas 

confieren elevados niveles de protección en términos de RPS y niveles de anticuerpos, al analizar 

estadísticamente los valores obtenidos, pudieron observarse diferencias significativas (P < 0.05) 

entre ambos grupos de peces.  
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Figura 7.3.- Porcentajes de Supervivencia obtenidos en las inoculaciones experimentales empleando la cepa 

ACC35.1 un mes postvacunación. Grupo 1, inmunizado con la vacuna acuosa por baño; Grupo 2, vacunado vía 

i.p. con la vacuna acuosa; Grupo 3, vacunado vía i.p. con la vacuna adyuvantada; Grupo 4, rodaballos control 

sumergidos en SS diluída 1:10 en agua de mar; Grupo 5, rodaballos control inoculados con SS vía i.p.; Grupo 6, 

rodaballos inoculados con una emulsión de adyuvante y SS (70:30 respectivamente). 

 

 

 Con respecto a los grupos 4, 5 y 6 (grupos control), los ensayos de inoculación mostraron una 

mortalidad del 100% de los peces para los grupos 4 y 5, mientras que el grupo 6, inoculado con una 

emulsión de solución salina y adyuvante (30:70 respectivamente), sí mostró ciertos niveles de 

protección en términos de RPS (38%) calculado en relación al grupo inoculado sólo con solución 

salina (grupo 5). En ninguno de estos tres grupos los valores de niveles de anticuerpos en el suero de 

los peces mostraron incrementos significativos 1 mes postvacunación (Figuras 7.2 y 7.3). 

 

 Los ensayos de inoculación empleando la cepa heteróloga 9.8, mostraron valores de RPS y 

niveles de anticuerpos similares a los obtenidos cuando se empleó la cepa homóloga (datos no 

mostrados). 
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Figura 7.4.- Niveles de anticuerpos en rodaballo antes y un mes postvacunación. Grupo 1, inmunizado con la 

vacuna acuosa por baño; Grupo 2, vacunado vía i.p. con la vacuna acuosa; Grupo 3, vacunado vía i.p. con la 

vacuna adyuvantada; Grupo 4, rodaballos control sumergidos en SS diluída 1:10 en agua de mar; Grupo 5, 

rodaballos control inoculados con SS vía i.p.; Grupo 6, rodaballos inoculados con una emulsión de adyuvante y 

SS (70:30 respectivamente). Las barras indican la desviación estándar. 

 

 

7.3.2.- Duración de la protección: 

 

 En base a los resultados obtenidos un mes postvacunación, se realizaron cuatro 

inoculaciones posteriores empleando los lotes de peces inmunizados via i.p. con la bacterina y la 

vacuna adyuvantada (correspondientes a los meses 2, 3, 4 y 6 postvacunación). Los resultados de 

duración de la protección conferida obtenidos en estas inoculaciones están representados en las 

Figuras 7.5 y 7.6. 

 

 El grupo 2, correspondiente  a los rodaballos inmunizados vía i.p. con la vacuna acuosa, 

mostró niveles de RPS relativamente altos durante  los tres primeros meses tras la vacunación (80%, 

71.5% y 61% para los meses 1, 2 y 3 postvacunación respectivamente). Sin embargo, este descenso 

gradual observado en los tres primeros meses, continuó hasta el sexto mes, donde se obtuvo un 

valor del 20%. Con los valores de niveles de anticuerpos en el suero de los peces, se pudo observar 

una tendencia similar, con valores altos en los primeros meses postvacunación que iban decreciendo 

a lo largo del tiempo y que llegaron a niveles de 0.957 en el sexto mes. 
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  Con respecto al grupo 3, vacunado vía i.p. con la vacuna adyuvantada, los datos obtenidos 

mostraron que esta vacuna confiere un elevado grado de protección durante, al menos, los 6 

primeros meses postvacunación, con valores de RPS del 100% durante los tres primeros meses 

postvacunación y del 98% y 90% en los meses 4 y 6 respectivamente. En cuanto a los niveles de 

anticuerpos, a pesar de que se pudo observar un ligero descenso de los valores desde el primer mes 

hasta el último, éstos se mantuvieron por encima de 1.6 durante todo el experimento encontrando, 

además, diferencias estadísticas significativas (P<0.05) con respecto a los datos obtenidos para la 

vacuna acuosa. 

 

 Mientras que en el grupo control 5, las mortalidades en las inoculaciones experimentales 

fueron del 100% en todos los casos, hay que señalar, que en el grupo 6 se observó una cierta 

protección inespecífica conferida por el adyuvante que se mantuvo durante todo el estudio con 

valores de RPS comprendidos entre 32-38%. 

 

 Los resultados observados en el pesado de los rodaballos demostraron que no parecen existir 

efectos en la tasa de crecimiento por causa de la administración del adyuvante. Además, tampoco se 

observó restos del mismo adheridos a los órganos internos de los peces.  
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Figura 7.5.- Porcentajes de Supervivencia obtenidos en las diferentes inoculaciones experimentales empleando 

la cepa ACC35.1. Grupo 1, inmunizado con la vacuna acuosa por baño; Grupo 2, vacunado vía i.p. con la vacuna 

acuosa; Grupo 3, vacunado vía i.p. con la vacuna adyuvantada; Grupo 6, rodaballos inoculados con una 

emulsión de adyuvante y SS (70:30 respectivamente). Las barras indican la desviación estándar. 

 

 

Figura 7.6.- Evolución de los niveles de anticuerpos en rodaballo tras la vacunación con las diferentes 

formulaciones vacunales. Grupo 1, inmunizado con la vacuna acuosa por baño; Grupo 2, vacunado vía i.p. con 

la vacuna acuosa; Grupo 3, vacunado vía i.p. con la vacuna adyuvantada. Las barras indican la desviación 

estándar. 
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7.4.- DISCUSIÓN 

 

Debido a las importantes pérdidas que E. tarda ha causado en la industria acuícola del 

rodaballo en los últimos años, en el presente trabajo nos plateamos la necesidad de formular una 

vacuna que permitiese minimizar las mortalidades y evitar el uso de quimioterápicos. Los primeros 

trabajos sobre vacunación contra E. tarda fueron realizados mayoritariamente en anguila japonesa, 

platija y tilapia. En estas especies se realizaron intentos de formulaciones vacunales empleando 

principalmente células formolizadas o extractos celulares, si bien, aunque en algunos casos 

consiguieron obtenerse resultados alentadores de protección contra E. tarda, estos datos 

correspondían a cortos períodos de tiempo post-vacunación, no existiendo datos de protección más 

allá de 1 mes postvacunación (Salati, 1988). 

 

Más recientemente, se ha estudiado el uso de células vivas atenuadas para la elaboración de 

vacunas contra E. tarda en especies como la tilapia (Igarashi & Iida, 2002; Kwon y col., 2006) o el 

rodaballo (Lan y col., 2007), pero los resultados aportados en estos estudios mostraban datos de 

protección, como máximo, a las 4 semanas postvacunación, lo que resultaría insuficiente para la 

aplicación de la vacuna en la industria acuícola. Asimismo, el empleo de células vivas en la 

elaboración de vacunas acarrea la existencia de objeciones legales a su aplicación en muchos países.  

 

Hasta la fecha, no existe ninguna vacuna comercial contra la edwardsielosis disponible en el 

mercado y con buenos resultados de protección frente a la enfermedad en períodos suficientemente 

largos de tiempo. 

 

El objetico de este capítulo fue la elaboración de una vacuna contra la E. tarda en rodaballo, 

lo más económica posible de producir, sin objeciones legales a su aplicación y que otorgase a los 

peces una protección elevada y lo más duradera posible. Los resultados obtenidos en este trabajo 

mostraron que, un mes postvacunación la protección conferida a los peces contra E. tarda variaba en 

función de la vía de administración y el tipo de vacuna empleada. Así, y a pesar de que el sistema de 

vacunación más económico es la administración de la bacterina vía baño, esta estrategia resultó 

inefectiva para la protección de los rodaballos contra la edwardsielosis. Sin embargo, cuando la 

administración de la vacuna se realizaba vía i.p., tanto en el caso de la bacterina, como en el caso de 
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la vacuna adyuvantada, se obtuvieron valores de protección en términos de RPS elevados y los 

niveles de anticuerpos contra E. tarda en suero, también eran significativamente mayores que los 

correspondientes a los grupos control. 

 

Fue en los ensayos posteriores, a los 2, 3, 4 y 6 meses postvacunación, donde se pudo 

comprobar que la vacuna adyuvantada aportaba una mayor protección frente al patógeno que la 

vacuna acuosa. Los valores de RPS para la bacterina descendieron a lo largo del estudio hasta 

alcanzar niveles demasiado bajos como para poder garantizar la protección frente a la enfermedad. 

Sin embargo, estos valores en el caso de la vacuna adyuvantada permanecieron por encima del 90% 

incluso en la última inoculación experimental. Parte de esta protección, se debería al denominado 

“depot effect” de los aceites empleados como adyuvantes y que liberaría paulatinamente el antígeno 

en el interior del pez, aumentando y prolongando la respuesta humoral (Schijns & Tangeras, 2005). 

Se ha descrito que, en muchos casos, la protección frente a ciertos patógenos sólo puede ser 

conferida cuando a la vacuna se le añade adyuvante y que incluso la inoculación de este adyuvante 

como único componente puede inducir protección en los peces (Anderson, 1997). De hecho, los 

resultados obtenidos en el presente estudio demuestran que el adyuvante no mineral confiere a los 

rodaballos cierta protección frente a E. tarda con valores de RPS comprendidos entre el 32% y 38% 

durante todo el experimento. 

 

A pesar de que también se ha descrito que ciertos adyuvantes pueden causar lesiones 

internas en los peces y/o disminuir las tasas de crecimiento de los mismos cuando son administrados 

intraperitonealmente (Midtlying y col., 1998), estos efectos no se han observado en nuestro estudio 

a lo largo de los 6 meses que ha durado el mismo.  

 

Serán necesarios futuros estudios para incluir esta vacuna contra E. tarda en el calendario 

vacunal del cultivo del rodaballo, así como la elaboración de vacunas polivalentes que sean capaces 

de conferir protección frente a los principales patógenos bacterianos que afectan a esta importante 

especie comercial. 
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8.- CONSIDERACIONES FINALES 

 

 Edwardsiella tarda es, en la actualidad, uno de los patógenos bacterianos emergentes en 

acuicultura marina más importante. Aunque, desde su descripción a mediados del s. XX, ha sido 

aislada a partir diversos organismos (reptiles, peces, mamíferos marinos, anfibios, aves, humanos, …) 

su mayor incidencia se da en peces, en donde la edwardsielosis es una de las enfermedades más 

graves para determinadas especies de importancia comercial como la anguila, el pez gato, la tilapia o 

la platija, entre otros. Su distribución es mundial, afectando a cultivos tanto de agua dulce como 

marinos. 

 

 El rodaballo es un pez plano marino y una de las especies de peces más apreciadas. La oferta 

de rodaballo salvaje en el mercado suele ser escasa, debido a la sobreexplotación de la especie y, en 

parte, a las dificultades que presenta su captura, por sus costumbres imprevisibles y comportamiento 

poco gregario. La acuicultura se perfila como la mejor alternativa de cara a cubrir la demanda de esta 

especie, siendo Galicia el principal productor de rodaballo en España y Europa. El cultivo de 

rodaballo, al igual que cualquier otro cultivo, ve limitada su producción por diversas enfermedades 

de origen vírico, parasitario o bacteriano. En los últimos años una de las enfermedades más 

importantes del cultivo de rodaballo en Europa ha sido la edwardsielosis causada por E. tarda. El 

primer aislamiento de E. tarda en rodaballo se publicó en el año 1994 (Nougayrede y col., 1994) 

describiendo una epizootia causada por este patógeno en el Norte de España. No fue hasta más 

tarde, a finales del año del 2004 y principios del 2005 cuando esta enfermedad comenzó a 

representar realmente un grave riesgo para la industria del rodaballo. Se produjeron epizootias 

repetitivas en diferentes puntos geográficos de toda Europa que ocasionaron importantes 

mortalidades y grandes pérdidas económicas (Castro y col., 2006).  

 

 Para poder prevenir una enfermedad bacteriana es imprescindible poseer un amplio 

conocimiento del patógeno causante. La presente tesis doctoral pretende ampliar el conocimiento 

de la especie E. tarda, centrándonos especialmente en la caracterización fenotípica, serológica y 

molecular de aquellas cepas aisladas de rodaballo, así como evaluar métodos de diagnóstico y 

prevención que ayuden a minimizas las mortalidades causadas por la edwardsielosis en estos 

cultivos. 
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 Los estudios de caracterización fenotípica y bioquímica demostraron que la especie E. tarda 

es altamente homogénea, encontrando únicamente algunas diferencias en la utilización del citrato 

como única fuente de carbono. Además, el sistema miniaturizado API20E resultó ser una 

herramienta eficaz para la identificación de la especie. Sin embargo, cuando se realizó la 

caracterización serológica de las cepas, se comprobó que todos los aislados de rodaballo pertenecían 

a un mismo serogrupo y que éste era distinto al resto de las cepas estudiadas. Esta información 

podría llegar a ser de vital importancia a la hora del desarrollo de futuras vacunas y métodos de 

prevención específicos (y por tanto más eficaces) para la edwardsielosis en rodaballo. 

 

 El estudio de la composición de ácidos grasos de las cepas de E. tarda reveló que la especie 

presenta homogeneidad a este nivel. De esta forma, los principales ácidos grasos encontrados fueron 

comunes en todas las cepas, independientemente de su origen geográfico y de hospedador,. Sin 

embargo, el análisis de los resultados, también permitió establecer un grupo compacto formado por 

todos los aislados de rodaballo y que se diferenciaba del resto de cepas estudiadas. Además, se 

demostró que la composición de ácidos grasos de E. tarda depende del medio de cultivo y de la 

temperatura de incubación, encontrando una mayor variedad de ácidos grasos cuando el medio de 

cultivo era más rico y cuando la temperatura de incubación era mayor. 

 

 Cuando se realizaron estudios de composición proteica de las cepas también se demostró la 

elevada homogeneidad de la especie. Además, la técnica MALDI-TOF resultó ser una técnica eficaz 

para la identificación de E. tarda. 

 

 La caracterización molecular de las cepas reveló una alta diversidad intraespecífica lo que 

concuerda con estudios anteriores de la especie (Nucci y col., 2002; Maiti y col., 2008 y 2009). Esta 

heterogeneidad contrastó con la alta homogeneidad observada para los aislados de rodaballo que 

podría resultar de utilidad a la hora de futuros estudios epidemiológicos de la edwardsielosis en 

rodaballo. Solamente pudieron encontrarse pequeñas diferencias a nivel molecular dentro de las 

cepas de rodaballo empleando las técnicas de RAPD (P4 y P5) y REP-PCR. 

 

 El análisis del contenido plasmídico mostró la existencia de dos plásmidos de 12 y 2.5 kb en 

los aislados de rodaballo. El primero, aparecía también en otras cepas con diferentes orígenes, 

mientras que el segundo parece ser exclusivo de las cepas de rodaballo. Serán necesarios futuros 
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estudios para caracterizar genéticamente éstos plásmidos y comprobar si juegan un papel 

importante en la virulencia de los aislados de rodaballo. 

 

 En el presente trabajo también se ha demostrado el elevado potencial patógeno de E. tarda 

independientemente de la ruta de inoculación, lo que coincide con otras descripciones anteriores de 

la especie (Zheng y col., 2004; Xiao y col., 2009). Además, y a pesar de que E. tarda fue descrita 

inicialmente como una especie típica de aguas templadas, los resultados obtenidos indican que es 

capaz de causar mortalidades incluso a 15ºC, influyendo la temperatura en la celeridad de aparición 

de las mortalidades pero no en su potencial patógeno. Todas las cepas de rodaballo fueron capaces 

de provocar mortalidades en dos especies de peces de importancia en acuicultura como son el 

lenguado y la lubina, por lo se demuestra que este grupo de aislados no presentan especificidad de 

huésped. Por otra parte, los resultados de los experimentos de virulencia empleando ratones 

demostraron que se trata de aislados con potencial patógeno para homeotermos por lo que se 

concluye la necesidad de extremar las precauciones de manejo y/o procesado en las plantas de 

acuicultura. 

 

 Los estudios de búsqueda de factores de virulencia realizados parecen indicar que 

determinadas enzimas de degradación de tejidos como la colagenasa o la condroitinasa o las 

invasinas, podrían jugar un papel importante en la patogénesis de E. tarda. Además, se demostró 

también que E. tarda produce un sideróforo de tipo hidroxamato, lo que podría servir de base para la 

futura realización de estudios encaminados a la caracterización de los sistemas de captación de 

hierro en E. tarda. 

 

 Uno de los pasos más críticos e importantes en el estudio de las enfermedades es la 

detección del agente causal. En esta tesis evaluamos un medio de cultivo selectivo (ET agar) para el 

aislamiento de E. tarda. Los resultados obtenidos indican que se trata de un medio altamente eficaz 

para la recuperación de E. tarda en cultivo puro a partir de muestras naturales, permitiendo un 

diagnóstico más rápido de la enfermedad. Por otra parte, este medio de cultivo también podría 

resultar una herramienta útil en la realización de estudios epidemiológicos de la edwardsielosis. 
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 En cuanto a la evaluación de técnicas de detección basadas en PCR, que permitan una 

detección del patógeno de una forma más rápida y sensible, en este trabajo se evaluaron cuatro 

parejas de cebadores para la detección de E. tarda por PCR, demostrando que la pareja etfD permite 

una detección rápida, específica y sensible del patógeno tanto a partir de cultivos bacterianos como 

de muestras naturales. Además, se desarrolló y avaluó también un protocolo de multiplex-PCR para 

la detección simultánea de E. tarda y T. maritimum, dos patógenos de los cultivos de rodaballo y 

lenguado. La importancia de los patógenos diana, así como los resultados de especificidad y 

sensibilidad hacen de esta técnica una herramienta de gran utilidad en el diagnostico de 

enfermedades en acuicultura. 

 

 Los estudios de vacunación en rodaballo demostraron que la administración vía i.p. de la 

vacuna adyuvantada con aceite no mineral desarrollada en la presente tesis, confiere a los cultivos 

de rodaballo unos valores de protección superiores al 90% (RPS) a los 6 meses de la vacunación. 

Estos resultados indican que esta formulación vacunal protegería a los peces durante gran parte de 

su ciclo de producción, por lo que su administración sería de gran importancia para la prevención de 

la edwarsielosis en la acuicultura del rodaballo. 
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9.- CONCLUSIONES 

 

 Los resultados obtenidos en la presente tesis doctoral aportan nuevos conocimientos acerca 

del patógeno de peces E. tarda y de la edwardsielosis en rodaballo, que pueden resultar de gran 

utilidad tanto para el conocimiento general de esta especie bacteriana como a la hora de minimizar 

las pérdidas que la enfermedad produce en la industria acuícola. 

 

 Las conclusiones que podemos extraer de este trabajo son: 

 

1) Los aislados procedentes de rodaballo forman un grupo serológico único y distinto al del 

resto de cepas procedentes de otros orígenes. Además, aunque la composición de ácidos 

grasos no presenta grandes variaciones dentro de la especie, las cepas de rodaballo forman 

un grupo compacto y diferenciado del resto de aislados. 

 

2) La caracterización molecular de las cepas de rodaballo reveló una alta homogeneidad entre 

ellas. Solamente pudieron establecerse pequeñas diferencias empleando las técnicas RAPD 

(cebadores P4 y P5) y REP-PCR. Además, se demostró la presencia de dos plásmidos en los 

aislados de rodaballo, uno de 12 kb que también está presente en cepas de otros orígenes 

y otro de 2.5 kb que parece ser exclusivo de este grupo de aislados. 

 

3) Los ensayos de virulencia demostraron el alto poder patógeno de E. tarda para el rodaballo 

y la ausencia de especificidad de huésped, siendo capaz de causar mortalidades en otras 

especies de importancia acuícola como el lenguado y la lubina. Los resultados obtenidos en 

la determinación de posibles factores de virulencia implicados en la patogénesis de la 

especie parecen indicar que la virulencia de E. tarda pudiera estar relacionada con la 

presencia de determinadas enzimas de degradación o invasinas. 

 

4) La evaluación del medio de cultivo selectivo (ET agar) para el aislamiento de E. tarda 

demostró que puede ser una herramienta útil y eficaz para el diagnóstico de la 

edwardsielosis así como también para estudios epidemiológicos de la especie. Los dos 

protocolos de PCR evaluados, uno de ellos específico de E. tarda y el otro de Multiplex-PCR 

junto con T. maritimum, resultaron ser altamente específicos y sensibles, permitiendo una 
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rápida detección del patógeno tanto a partir de cultivos bacterianos como de tejidos de 

peces. 

 

5) Los estudios de vacunación realizados demostraron que la vacuna adyuvantada confiere a 

los cultivos de rodaballo una elevada protección contra la edwardsielosis durante un 

período de tiempo superior a los 6 meses cuando es administrada vía i.p., lo que garantiza 

la protección durante la mayor parte del ciclo de producción de esta especie. 
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Edwardsiella tarda es un patógeno bacteriano que puede afectar a gran
variedad de organismos entre los que se incluye el hombre. Aunque la edwardsielosis en
peces es conocida desde mediados del s. XX, su incidencia se restringía mayoritariamente a
zonas de aguas cálidas y predominaba en especies como la anguila, tilapia, platija, etc… No
ha sido hasta hace pocos años cuando E. tarda se ha convertido en uno de los principales
patógenos en el cultivo del rodaballo, causando graves pérdidas económicas. En la presente
tesis doctoral, se ha realizado una amplia caracterización de cepas de E. tarda aisladas de
rodaballo a nivel fenotípico, bioquímico, serológico y molecular. Además, se ha estudiado el
potencial patógeno de estos aislados tanto para distintas especies de peces de importancia
comercial, como para homeotermos por el posible riesgo de salud pública que pudiera
representar esta bacteria. Por último, se han evaluado y desarrollado técnicas de diagnóstico
y prevención de la edwardsielosis que permitan minimizar las pérdidas que ocasiona esta
enfermedad.

Edwardsiella tarda is a bacterial pathogen that could affect a variety of
organisms including humans. Although edwardsiellosis is well-known since mid of the 20th
century, its impact was limited mostly to warm waters fish species like eel, tilapia, flounder, …
Few years ago, E. tarda has become in one of the most important pathogens in turbot
aquaculture, causing serious economic losses. In this doctoral dissertation a wide
phenotypical, biochemical, serological and molecular characterization of E. tarda strains
isolated from turbot was performed. Moreover, we studied the pathogenic potential of these
strains not only for different fish species with important commercial value but also for
mammals to determine the possible risk factor of this bacterium to public health. Finally, we
evaluated and developed diagnosis and prevention techniques of edwardsiellosis in order to
minimize the losses produced by this disease.

Edwardsiella tarda это бактериальный патоген который может
воздействовать на различные организмы включая людей. Хотя edwardsielosis
в рыбах был обнаружен ещё в середине ХХ века, его распространение
ограничивалось главным образом в теплых водах и преобладало в таких
видах как, морской угорь, камбала, тилапия..... Всего несколько лет
назад, когда E. tarda становиться одним из главных патогеном в рыбо
производстве тюрбо, принося большие экономические потери. В этой
докторской диссертации была проделана расширенная характеристика штамм
E. tarda изолированных из тюрбо и анализированных на уровне: фенотипа,
биохимии, серологии и молекуляр. Также изучили возможный патоген этих
изолированных штамм, как для различных видов рыб имеющих важное
коммерческое значение, так и для млекопитающих из-за возможного риска
для здоровья людей которую может предоставлять эта бактерия. Также
проанализировали и разработали технику диагностики и предохранения от
edwardsielosis, что позволяет свести к минимуму экономические потери
связанные с этим заболеванием.
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