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1.1. Aeromonas

El género Aeromonas (aer, del griego: gas; monas, unidades; unidades
productoras de gas), de acuerdo con la edicion mas reciente del Manual de Bergey
(MartinCarnahan y Jospeh, 2005), pertenece a la Clase de las Gammaproteobacterias,
Orden Aeromonadales, Familia Aeromonadaceae, que en la actualidad incluye 3
géneros: Aeromonas, Oceanimonas y Tulomonas (Manual de Bergey, 2%d.). Estos
microorganismos se caracterizan por ser bacilos Gram negativos, oxidasa y catalasa
generalmente positivos, capaces de degradar nitratos a nitritos, fermentadores de la
glucosa y mayoritariamente resistentes al factor vibriostatico O/129 (2,4-Diamino-6,7-
diisopropilpteridina fosfato). A pesar de ser considerados microorganismos autéctonos
del medio acuético, también han sido aislados con frecuencia en alimentos destinados al
consumo humano, peces sanos y enfermos, huevos de mosquitos y en diversos procesos
infecciosos en humanos (Borrell y cols., 1998; Martin-Carnahan y Joseph, 2005,
Figueras 2005, Beaz-Hidalgo y cols., 2012, Figueras y Beaz-Hidalgo, 2015). Algunas
de las especies son consideradas como patdégeno emergente, capaces de afectar tanto a
individuos inmunocompetentes como inmunodeprimidos (Castro-Escarpulli y cols.,
2002; Figueras 2005; Janda y Abbott, 2010; Figueras y Beaz-Hidalgo, 2015).

Perspectivas historicas

Se considera que la primera descripcion de una cepa del género Aeromonas fue
la realizada por Sanarelli en 1891, durante un estudio de inmunidad en ranas en el que
muchas de éstas desarrollaron una septicemia que se atribuy6 a Bacillus hydrophilus
fuscus. Durante aquella época se aislaron Aeromonas de agua, peces enfermos y leche
(Farmer y cols., 2006). La primera asociacion de A. salmonicida con la forunculosis fue
en 1894 por Emmerich y Weibel (Farmer y cols., 2006). Desde el primer aislamiento
hasta 1943, afio en el que se definid el género (Stainer, 1943), las cepas de Aeromonas
han sido incluidas en diversos grupos como Bacillus, Proteus, Pseudomonas,
Achromobacter o Vibrio, entre otros. De hecho, la definicion del género Aeromonas se
ha atribuido erréneamente a Kluyver and van Niel (1936) en numerosos manuales de
microbiologia, a pesar de que la comision judicial del comité internacional de

sistematica de bacteriologia (1973) establecio la autoria a Stainer, 1943.
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A mediados de los afios 70, la mayoria de las Aeromonas se englobaban dentro
de dos grupos principales definidos, esencialmente, en base a la temperatura de
crecimiento ademas de diversas caracteristicas como la motilidad, la produccion de
pigmento en TSA o la produccidn de indol. Estos dos grupos eran los siguientes:

- cepas mesofilas (crecimiento 6ptimo a 35-37°C) responsables de diversas infecciones
en humanos y definidas globalmente bajo el nombre de A. hydrophila.

- cepas psicrofilas (crecimiento 6ptimo a 22-28°C) principalmente patdgenas de peces e
identificadas como A. salmonicida.

Estos dos grandes grupos se reclasificaron posteriormente por estudios de
reasociacion ADN-ADN (Mclnnes y cols., 1979; Popoff y cols., 1981; Farmer y cols.,
1986). Popoff establecio 8 grupos de hibridacion en 1981, por el método de la
endonucleasa S1, que llegaron a 12 con los estudios posteriores (Fanning y cols., 1985;
Farmer y cols., 1986), con el método de la hidroxiapatita y una temperatura de
reasociacion éptima de 60°C (Martin-Carnahan y Joseph, 2005).

El género Aeromonas estuvo incluido en la familia Vibrionaceae desde 1965
junto a los géneros Vibrio y Plesiomonas. Sin embargo, en 1984 Baumann y Schubert,
a partir de un estudio de reasociacion del ARNr-ADN entre miembros de la familia
Vibrionaceae, observaron que el género Aeromonas presentaba suficientes diferencias
para constituir una familia independiente. Estos resultados fueron confirmados
posteriormente por Colwell y cols. en 1986, en base al analisis de secuencias de los
genes del ARNr 5S y 16S, que demostraban que el género Aeromonas tenia una
divergencia evolutiva equidistante con la Familia Vibrionaceae y Enterobacteriaceae
justificando asi la creacion de la familia Aeromonadaceae. Las secuencias del gen
ARNTr 16S de todas las especies de Aeromonas definidas hasta 1992 (MartinezMurcia y
cols., 1992a) corroboraron la posicion del género y la propuesta de Colwell y cols.
(1986).

Desde 1992 hasta la fecha se han descrito 20 (Tabla 1y Figural) nuevas
especies en el género Aeromonas: A. allosaccharophila (Martinez-Murcia y cols.,
1992b), A. encheleia (Esteve y cols., 1995b), A. bestiarum (Ali y cols., 1996),A. popoffii
(Huys y cols., 1997a, b), A.simiae (Harf-Monteil y cols., 2004), A. molluscorum
(Mifana-Galbis y cols., 2004), A.bivalvium (Mifiana-Galbis y cols., 2007),
A. tecta(Demarta y cols., 2008), A. piscicola (Beaz-Hidalgo y cols. 2009), A. fluvialis,
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A. taiwanensis y A. sanarellii (Alperi y cols., 2010a, b), A. diversa (Mifiana-Galbis y
cols., 2010), A. rivuli (Figueras y cols., 2011a), A. cavernicola (Martinez-Murcia y cols.
2013), A. australiensis (Aravena-Roméan y cols., 2013), A. dhakensis (Beaz-Hidalgo y
cols., 2013), A. finlandiensis, A. lacus y A. aquatica (Beaz-Hidalgo y cols., 2015b).Las
tres Ultimas especies son producto de esta tesis doctoral.

Figura 1. Relacién filogenética en base a las secuencias del gen 16S rRNA (1403 pb) entre las 30 especies de
Aeromonas publicadas hasta la fecha. EI ndmero en los nodos indica los valores de bootstrap. Bar, 0,002
sustituciones estimadas por sitio.
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1 _%L—A. media CECT 42327 (X60410)
A. hydrophila CECT 839" (X60404)
29 43 A. sanarellii CECT 74027 (FJ230076)
100| gg—A. trota CECT 4255 (X60415)
A. caviae CECT 838"(X60408)
32 20 A. taiwanensis CECT 7403" (F1230077)
45LA. dhakensis CECT 57447 (AJ508765)
A. eucrenophila CECT 42247 (X60411)
L——A. tecta CECT 7082 (HQ832416)
A. finlandiensis CECT 8028" (LM654283)
A. jandaei CECT 4228" (X60413)
A. australiensis CECT 8023 (NR108872)

EALA. lacus CECT 8024 (HG970953)
A. fluvialisCECT 74017 (FJ230078)
A. veronii CECT 42577 (X60414)

12

A. cavernicola CECT 78627 (HQ436040)
A. simiae I1BS S-6478"(GQ860945)

;SZTA. schubertii CECT 42407 (X60416)
A. diversa CECT 42547(GQ365710)

70

0.002
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También lo son otras 4 nuevas especies que se describen en esta tesis y que al
igual que A. lusitana estan en proceso de publicacion (Martinez-Murcia y cols., 2015
sometido) y que por tanto no se ilustran en la Figura 1 que recoge solo las 30 especies
ya publicadas.

En 2002, Pidiyar y cols. describieron A. culicicola, sin embargo, poco después
de su descripcion, Huys y cols. (2005) demostraron que correspondia a un sinobnimo de
A. veronii. Asi mismo, Saha y Chakrabarti (2006) describieron A. sharmana, pero mas
tarde, Martinez-Murcia y cols. (2007) evidenciaron que no pertenecia al género
Aeromonas. Ademas, en 2008 fue descrita A. aquariorum (Martinez-Murcia y cols.) que
junto a A. hydrophila subsp. dhakensis (Huys y cols., 2002) fueron reclasificadas
posteriormente bajo el nombre de A. dhakensis por Beaz-Hidalgo y cols. (2013). En la
actualidad estan aceptadas 7 subespecies en el género Aeromonas, 2 pertenecen a
A. hydrophila (subsp. hydrophila y ranae)y 5 a A. salmonicida (subsp. salmonicida,
achromogenes, masoucida, smithia y pectinolytica). Las 30 especies publicadas hasta la

fecha con su origen, autor/es y fecha de descripcion se muestran en la Tabla 1.

1.2. Taxonomia del género Aeromonas

1.2.1. Especie procariota

En el afio 2002, Stackebrandt y cols. recogen las recomendaciones del Comité
Internacional de Sistematica de Procariotas (International Committee on Systematic of
Prokaryotes o ICSP) para la definicion de especies procariotas que incluyen un estudio
polifdsico con wuna diferenciacion fenotipica, genotipica y filogenética. La
diferenciacion fenotipica deberia estar basada en exdmenes bioquimicos, morfolégicos,
fisioldgicos, analisis de perfiles de proteinas y/o &cidos grasos; mientras que la
diferenciacion filogenética deberia incluir la secuencia de al menos 1300 nucleétidos
(nt) del gen ARNr 16S.

El grado de similitud de esta secuencia con las especies mas cercanas deberia
ser inferior al 97% y en los casos en los que esta similitud fuera mayor, deberia
evaluarse el grado de similitud de los genomas completos por reasociacion ADN-ADN
(DDH), que es la técnica de referencia o gold standard en la definicion de especies

procariotas. Un valor de DDH inferior al 70% con el resto de especies descritas es el
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establecido para definir una nueva especie, que ademas debe presentar como minimo

una caracteristica fenotipica que la diferencie del resto de especies del género.

Tabla 1. Especies aceptadas en el género Aeromonas.

. . Otras .
Especie Cepa tipo designaciones Origen Autores
A. hydrophila® CECT 839" ATCC 7966" Leche Stainer, 1943
A. salmonicida® CECT 894" ATCC 33658" Salmén Griffin y col., 1953
A. sobria CECT 42457 ATCC 43979" Pez Popoff y Veron, 1981
A. media CECT 42327 ATCC33907" Agua de piscifactoria Alleny cols., 1983
A. veronii® CECT4257"  ATCC 35624" Esputo Eg';ma”'Bre””er y cols.,
A. caviae CECT 838" ATCC 15468" Cobaya Schubert y Hegazi, 1988
A. eucrenophila CECT 42247 ATCC 23309" Pez de agua dulce Schubert y Hegazi, 1988
A. schubertii CECT 42407 ATCC 437007 Absceso cutaneo n;glgman-Brenner y cols.,
A. jandaei CECT 4228" ATCC 49568" Heces humanas Carnahan y cols., 1991
A. trota® CECT 4255" ATCC 496577 Heces humanas Carnahan y cols., 1991
A. allossacharophila  CECT 41997 ATCC 51208" Anguila %%rz“”ez"\"”rc'a y cols.,
A. encheleia CECT 43427 ATCC 51929" Anguila Esteve y cols., 1995
A. bestiarum CECT 42277 ATCC 51108" Pez enfermo Aliy cols., 1996
A. popoffii CECT 5176" ?4290 BAA- Agua potable Huys y cols., 1997
A. simiae IBS S-6874" CIP 107798" Heces de mono Harf-Monteil y cols., 2004
A. molluscorum CECT 5864" LMG 222147 Moluscos bivalvos Mifiana-Galvis y cols., 2004
A. bivalvium CECT 7113" LMG 23376" Moluscos bivalvos Mifiana-Galvis y cols., 2007
A. tecta CECT 7082" DSM 173007 Heces de nifio con diarrea Demarta y cols., 2008
A. piscicola CECT 7443" LMG 247837 Pez enfermo Beaz-Hidalgo y cols., 2009
A. fluvialis CECT 74017 LMG 246817 Agua de rio Alperiy cols., 2010
A. taiwanensis CECT 7403" LMG24683" Infeccion de herida Alperiy cols., 2010
A. sanarellii CECT 74027 LMG 246827 Infeccion de herida Alperiy cols., 2010
A. diversa CECT 42547 ATCC 43946" Infeccion de herida Mifiana-Galbis y cols., 2010
A. rivuli CECT 7518" DSM 225397 Agua de rio Figueras y cols., 2011
A. cavernicola CECT 7862" DSM 244747 Agua(arroyo en una caverna) gl(l)zirztmez—Murcm y cols.,
A. australiensis CECT 8023" LMG 267077 Agua (utilizada para riego) ?(;ell\éena-Roman y cols.,
A. dhakensis® CECT 57447 LMG 195627 Heces de nifio con diarrea Beaz-Hidalgo y cols., 2013
. . T T Agua de lago con afloramiento de L
A. finlandensis CECT 8028 LMG 26709 cianobacterias Beaz-Hidalgo y cols., 2015
A. aquatic CECT8025"  LMG 26712" AAgua de lago con afloramientode gy, igaig0 y cols., 2015
cianobacterias
A. lacus CECT 80247 LMG 267107 Agua de lago con afloramiento de g0 iidalgo y cols., 2015

cianobacterias

*Especie tipo del género que incluye 2 subespecies: A. hydrophila subsp. hydrophila y A. hydrophila subsp. ranae (LMG 19707"),
PIncluye 5 subespecies: A. salmonicida subsp. salmonicida, A. salmonicida subsp. achromogenes (ATCC 3659"), A. salmonicida subsp.
masoucida (ATCC 27013"), A. salmonicida subsp. smithia(ATCC 49393") y A. salmonicida subsp. pectinolytica(DSMZ 12609"),
“Incluye 2 biotipos: A. veronii bv. sobria y A. veronii bv. veronii y las especies A. icthiosmia y A. culicicola son consideradas sinénimos
de esta especie, ‘A. enteropelogeneses un sinénimo de esta especie, “Tanto A. hydrophila subsp. dakhensis(CECT 5744", Huys y cols.
2002) y A. aquariorum (CECT 7289, Martinez-Murcia y cols., 2008) fueron reclasificadas como una tnica especie bajo este nombre.
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Ademas, se recomienda la secuenciacion de al menos 5 genes housekeeping o
MLSA (Multilocus Sequences Analysis) o como nosotros preferimos denominar MLPA
(Multilocus Phylogenetic ~ Analysis), que proporcionen una mayor
informacion/diferenciacion filogenética asi como determinar la variabilidad
intraespecifica mediante MLST (Multilocus Sequences Typing) o otras técnicas de
tipado moleculares (RAPD, ERIC-PCR, REP-PCR, AFLP).

La aplicacion de todos estos criterios para la definicién de nuevas especies
fueron revisados para el género Aeromonas por Janda y Abbott (2010) y por Figueras y
cols. (2011b). Estos ultimos autores compararon los elevados valores de similitud del
gen ARNr 16S superiores al 99% para algunas especies consideradas distintas
(Martinez-Murcia y cols., 1992a; Harayama y Kasai, 2006; Alperi y cols., 2008) con los
descritos para otros géneros como Campylobacter (Figueras y cols., 2011b). Este
comportamiento es semejante al de otros géneros como Streptomyces (Santpierre-
Bonaccio y cols., 2004), Mycobacterium (Rhodes y cols., 2003) cuyas especies tienen
valores de similitud del gen ARNr 16S superiores al 97% establecido para la separacién
de especies pertenecian a especies diferentes, incluso con similitudes del 99.8%
(Stackebrandt y Goebel, 1994) o del 100% (Martinez-Murcia y cols., 1992a; Harayama
y Kasai, 2006; Beaz-Hidalgo y cols. 2009). A raiz de estos datos se ha propuesto que el
valor de similitud del gen ARNr 16S, a partir del cual ha de ser obligatorio determinar
los valores de DDH, se debe incrementar del 97% previamente establecido (Wayne y
cols., 1987) al 98,7 - 99% (Stackebrandt y Ebers, 2006; Figueras y cols., 2011b). Asi
mismo, en base a los valores de DDH obtenidos entre especies claramente consideradas
distintas, se ha propuesto un nuevo limite de 80% para la separacion de especies
(Stackebrandt y Ebers, 2006; Figueras y cols., 2011b). Estas propuestas se han basado
en los datos obtenidos en diversos estudios que han validado la utilidad del analisis
filogenético de los genes housekeeping mencionados anteriormente denominado MLSA
0 como nosotros preferimos denominar MLPA), como técnica de sustitucion al clasico

método de referencia del DDH (Figueras y cols., 2011b).

1.2.2. ldentificacion fenotipica
En este apartado se incluyen las caracteristicas morfoldgicas, fisiologicas y
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bioguimicas. En la morfologia se estudio tanto, forma, presencia de flagelos, cuerpos de
inclusion, endoesporas y tincion Gram; como parametros coloniales: color, forma y
dimensiones. Las caracteristicas fisiologicas incluyen datos de las condiciones de
crecimiento (sal, pH, temperatura, oxigeno) mientras que las bioquimicas comprenden
la presencia de enzimas, metabolizacion de sustratos y la resistencia a agentes

antimicrobianos, asi como los perfiles de proteinas totales.

1.2.2.1. Caracteristicas fenotipicas clasicas

Caracteristicas fenotipicas clasicas para la identificacion del genero Aeromonas
son la tincion de Gram negativa, presencia de la citocromo oxidasa generalmente
positiva, crecimiento en caldo nutritivo al 0% de NaCl y negativo al 6%, la no
produccion de acido de inositol, la capacidad de oxidar-fermentar la glucosa y el
crecimiento en presencia del factor vibriostatico O/129 (Altwegg, 1999, Martin-
Carnahan y Joseph, 2005). Sin embargo, recientemente se describieron 2 nuevas
especies, A. cavernicola (Martinez-Murcia y cols., 2013) y A. australiensis (Aravena-

Roman y cols., 2013), que fueron sensibles a este agente.

1.2.2.2. Sistemas no automatizados

Para la identificacion de las especies de Aeromonas se han aplicado humerosos
protocolos bioquimicos, muchos de los cuales sélo discriminan a los tres grandes grupos
fenotipicos tradicionales que engloban los complejos de especies “A. hydrophila”, “A.
caviae” y “A. sobria” (Abbott y cols., 1992; Borrell y cols., 1998), mientras que otros
estan orientados a la identificacidn de cepas a nivel de especie (Carnahan y cols., 1991a;
Abbott y cols., 1992; Kampfer y Altwegg, 1992; Carnahan y Joseph, 1993; Oakey y
cols., 1996; Janda y cols., 1996; Kaznowski, 1998; Altwegg, 1999, Abbott y cols.,
2003). Uno de los estudios mas destacado es el de Abbott y cols. en el afio 2003 en el
gue ensayan 62 pruebas bioquimicas en 193 cepas de todas las especies de Aeromonas
definidas y observando que s6lo 9 pruebas (14.5%) generaban resultados comunes para
las 193 cepas: presencia de citocromo oxidasa y nitrato reductasa, fermentacion de la D-
glucosa y trealosa, la no utilizacion del mucato y la incapacidad de fermentar el D-
arabitol, dulcitol, eritritol y Xxilosa. Recogen ademas una lista de reacciones atipicas
junto con distintas pruebas para la diferenciacion de fenoespecies dentro de los
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complejos “A. hydrophila, A. caviae y A. sobria”. En este estudio se observa ademés
que existe, en todas las especies excepto en A. jandaei, una correlacion directa entre la
fermentacion de melobiosa y rafinosa por lo que los que sugieren que los genes que
codifican estos procesos podrian estas ligados (Abbott y cols., 2003).

En 2010, Beaz-Hidalgo y cols. re-identificaron genéticamente 119 cepas
aisladas de peces e identificadas bioguimicamente como Aeromonas y constataron que
solo el 75,6% (90/119) de las cepas pertenecian a este género. Ademas se comprobo
que solo el 35,5% (32/90) de las cepas estaban correctamente identificadas a nivel de
especie y que la mayoria estaban incorrectamente identificadas como A. hydrophila que
era la especiemas frecuente. Sin embargo, mediante RFLP del ADNr 16S vy
secuenciacion del gen rpoD se determind que las 5 especies mas prevalentes fueron A.
sobria (25,5%), A. salmonicida (18,8%), A. hydrophila (16,7%), A. bestiarum (15,6%)
y A. piscicola (11,1%). Esta Gltima especie se descubrié como especie nueva en este
estudio.

1.2.2.3. Sistemas automatizados

Los sistemas miniaturizados de origen comercial son los mas utilizados de forma
rutinaria en los laboratorios clinicos para la identificacion de bacterias. Estos sistemas
estan disefiados principalmente para la identificacion de bacterias Gram negativas,
oxidasa negativas y aerobias o anaerobias facultativas pertenecientes a la familia
Enterobacteriaceae y dan poca relevancia a bacterias oxidasa positivas pertenecientes a
los géneros Vibrio y Aeromonas (Overman y cols., 1985; Abbott y cols., 1998). Los
resultados obtenidos tras comparar la identificacién bioquimica de las especies de
Aeromonas utilizando sistemas no automatizados y sistemas automatizados mostraron
una buena correlacion (Vivas y cols., 2000). Sin embargo, cuando ésta comparacion se
realizd con cepas identificadas genéticamente por RFLP del ADNr 16S vyl/o
secuenciacion del gen rpoB, la concordancia resulté ser muy baja (Borrell, 1998, Soler y
cols., 2003b; Lamy y cols., 2010). El problema méas importante que presenta la
identificacion con los sistemas bioquimicos automatizados es la confusién de cepas de
Aeromonas con especies del género Vibrio (Overman y cols., 1985, 1986; Kuijper y
cols., 1989; Kuijper y Peeters, 1991; Abbott y cols., 1998; Vivas y cols., 2000,
Kozinsca y cols., 2002; Figueras 2005; Janda y Abbott, 2010), en especial con las

10
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especies V. cholerae y V. fluvialis (Soler y cols., 2003b, Lamy y cols., 2010). En su
revision Janda y Abbott (2010) categorizan los errores que se producen en la
identificacion de Aeromonas con 5 sistemas automatizados considerando un gran error

la confusion con especies de Vibrio.

1.2.3. Identificacion molecular

1.2.3.1. Gen ARN ribosomico 16S

Las secuencias del gen ARN ribosémico 16S han sido clasicamente
consideradas como marcadores moleculares estables y especificos para la identificacion
de especies bacterianas (Woese 1987; Martinez-Murcia y cols., 1992a; Marchandin y
cols., 2003) en base a las siguientes caracteristicas:

o es un gen esencial

o su distribucion es universal, permitiendo la comparacién de todos los
microorganismos

o su tamafio (ca 1550 pb) permite la secuenciacion casi completa del gen

o su estructura presenta un mosaico de regiones variables, utiles en la
diferenciacion de organismos estrechamente relacionados (Chakravorty y cols., 2007), y
sus regiones conservadas son Utiles para la comparacion de organismos lejanos y han
permitido el disefio de cebadores “universales” (Woese y cols., 1987).

Estos genes estan organizados como una familia multigénica que incluye entre 1
y 15 copias (operones) en el genoma bacteriano (Coenye y Vandamme, 2003). Por lo
general, se considera que todas las copias de un organismo son idénticas o casi idénticas
en su secuencia nucleotidica, sin embargo, en varios géneros se han descrito diferencias
nucleotidicas intragendmicas entre las copias del gen ARN 16S (Clayton y cols., 1995;
Ciliay cols., 1996; Martinez-Murcia y cols., 1999a; Ueda y cols., 1999; Moreno y cols.,
2002; Coenye y Vandamme, 2003; Marchandin y cols., 2003; Acinas y cols., 2004;
Boucher y cols., 2004; Vasquez y cols., 2005, Morandi y cols., 2005; Alperi y cols.,
2008; Roger y cols., 2012a). Estas diferencias entre las copias son denominadas
polimorfismos, microheterogeneidades, variabilidad interoperonica o cistronica. La
estructura secundaria del gen ARNr 16S esta formada por aproximadamente 50 hélices,

las cuales presentan diferentes tasas evolutivas (Woese, 1987). En la mayoria de

11
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bacterias, las microheterogeneidades se localizan en las regiones variables (RV) 1, 2, 5
y 6, y por lo general afectan a menos del 1% de las posiciones (Coenye y Vandamme,
2003; Alperi y cols., 2008). Los casos mas extremos de variabilidad intragendémica se
han descrito en las bacterias termofilas con un 11.6% de posiciones con
microheterogeneidad (Acinas y cols., 2004). Algunos autores afirman que la existencia
de variabilidad no afecta a la taxonomia (Coenye y Vandamme, 2003; Acinas y cols.,
2004) mientras que otros autores han demostrado todo lo contrario, es decir, que la
existencia de polimorfismos, aunque sea en menos del 1% de las posiciones, puede
conducir a errores en la identificacion de especies (Boucher y cols., 2004; Marchandin y
cols., 2003; Vasquez y cols., 2005, Alperi y cols., 2008), especialmente en géneros con
una escasa variabilidad interespecie (Ninet y cols., 1996). Dentro de este Gltimo grupo
de microorganismos se incluyen las Aeromonas con una similitud interespecie del gen
ARNr 16S del 96.7% al 100% (Saavedra y cols., 2006; Alperi y cols., 2008).

Una de las principales ventajas de este gen es la disponibilidad, en base de datos como
el GenBank, de un gran nimero de secuencias de numerosas especies bacterianas. Esto permite
la comparacion de similitudes y la realizacion de andlisis filogenéticos. Sin embargo debe
tenerse en cuenta que no todas las secuencias depositadas en las bases de datos son de buena
calidad o estan correctamente etiquetadas, lo que puede generar interpretaciones erréneas (Janda
y Abbott, 2007; Figueras y cols., 2011b).La gran cantidad de secuencias disponibles de
practicamente todos los taxones ha conducido a elegir este gen como diana para el estudio de
comunidades microbianas sin necesidad de realizar técnicas de cultivo. Este mismo gen se ha
seguido utilizando en las técnicas de secuenciacion masiva de nueva generacion (McLellan y

cols., 2010; Smith y cols., 2012; Zhang y cols., 2015).

1.2.3.2. Técnicas de identificacion basadas en el gen ARNr 16S

Secuencias del gen ARNr 16S.

Las secuencias del gen ARNr 16S de todas las especies del género Aeromonas
aceptadas hasta 1999 fueron realizadas por Martinez-Murcia y cols. (1992a, 1999),
quienes establecieron la filogenia del género en base a este gen y determinaron que, en
la mayoria de los casos, las relaciones filogenéticas obtenidas con este gen eran
concordantes con los valores de DDH. Ademaés del alto grado de similitud interespecie

12
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(96,7% - 100%), se ha observado que las regiones del gen mas variables, y en base a las
cuales se diferencian la mayoria de las especies, son la RV2, RV3 y RV6 (Martinez-
Murcia y cols., 1992a; Saavedra y cols., 2006). Hasta la fecha se ha descrito la
existencia de microheterogeneidad o polimorfismo en varias especies del género: A.
popoffii (Demarta y cols., 1999), A. molluscorum y A. bivalvium (Mifiana-Galbis y cols.,
2004, 2007), A. veronii y A. media (Morandi y cols., 2005; Figueras 2005; Alperi y
cols., 2008), A. bestiarum y A. salmonicida (Martinez-Murcia y cols., 2005) y
A. allosaccharophila (Saavedra y cols., 2006), sin embargo, esta variabilidad nunca ha
sido analizada conjuntamente. En la actualidad y gracias a las secuencias de los
genomas completos de A. hydrophila (Seshadri y cols., 2006) y A. salmonicida (Reith y
cols., 2008) se ha observado que el namero de copias del gen ARNr 16S en el genoma

de Aeromonas podria variar entre las 9 copias de A. salmonicida A449 y las 10 de

A. hydrophila ATCC7966T.

Ademas de la secuenciacion se han descrito otras técnicas moleculares basadas
en este gen para la identificacion de especies de Aeromonas, como el Polimorfismo de
Longitud de los Fragmentos de Restriccion (RFLP), la Desorcion/lonizacion Laser
Asistida por Matriz (MALDI-TOF) y mas recientemente utilizando las proteinas
ribosomales contenidas en los genomas de diversas bacterias para realizar anélisis
filogenéticos (ribosomal MLST, rMLST).

Polimorfismo de Longitud de los Fragmentos de Restriccion (RFLP)

Borrell y cols. en 1997 disefiaron un protocolo basado en el analisis de los
patrones de restriccion de 1503 pb del ADNr 16S, obtenidos tras la digestion con las
endonucleasas Alul (AGCT) y Mbol (GATC), que permitia identificar 10 de las 13
especies aceptadas (en aquél momento) en el género. La utilizacion de endonucleasas
complementarias permitia identificar 12 de las 13 especies aceptadas (Borrell y cols.,
1997). Tres afios después Figueras y cols., (2000) publican una ampliacién de este
protocolo que permite entonces la identificacion de las 14 especies aceptadas en el
momento de su publicacion. Hasta la fecha, este protocolo ha sido citado en numerosas
ocasiones y existen multitud de publicaciones que utilizan este método de identificacién
de especies de Aeromonas (Park y cols., 2003; Abdullah y cols., 2003; Esteve y cols.,

13
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2004; Vilches y cols., 2004, 2007; Aguilera-Arreola y cols., 2005, 2007; Nawaz y cols.,
2006; Kozinska, 2007; Scoaris y cols., 2008; Krzyminska y cols., 2008, 2009; Beaz-
Hidalgo y cols., 2010; Puthucheary y cols., 2012; Jagoda y cols., 2014; Skwor y cols.,
2014; Vega-Sanchez y cols., 2014), lo que indica que, tras 15 afios desde su
publicacion, este método sigue siendo valido.

Desorcidn/lonizacion Laser Asistida por Matriz (MALDI-TOF)

La sigla MALDI-TOF deriva del inglés Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization Time-Of-Flight (Donohue y cols., 2006; Murray, 2010). Se trata
de una técnica de espectrometria de masa, basado en la determinacion de pesos
moleculares (principalmente de 2-20 KDa) de biomoléculas, mayoritariamente de las
proteinas asociadas al gen rRNA del 16S y que se obtiene a partir de células enteras o
de extractos de las mismas (Donohue y cols., 2006; Murray, 2010). Los perfiles o
espectros de proteinas son especificos de cada bacteria, por lo que asemejan una huella
digital para cada género y especie bacteriana (Donohue y cols., 2006; Murray, 2010).
Este método es mas rapido y fiable que los métodos fenotipicos convencionales, motivo
por el cual, cada dia es utilizado por mas laboratorios de microbiologia, no sélo para
clasificar e identificar bacterias (Donohue y cols., 2006; Seng y cols., 2009; Murray,
2010; Deng y cols., 2014) sino que también es utilizado como un método de tipificacion
bacteriana (B6hme y cols., 2010; Spinali y cols., 2015).

Actualmente, hay disponibles 2 software utilizados para la identificacion de
diferentes grupos bacterianos, incluido el género Aeromonas. Uno es el SARAMIS™
(bioMérieux SA, Francia) y el otro es el MALDI Biotyper (Brucker Daltonics,
Alemania). En el caso especifico de Aeromonas, s6lo existen unos pocos estudios en
los que se ha utilizado este nuevo sistema para la identificacion a nivel de especie
(Donohue y cols., 2006, 2007; Lamy y cols., 2011; Benagli y cols., 2012; Chen y cols.,
2014a; Shin y cols., 2015). Los primeros estudios fueron los realizados por Donohue y
cols. (2006, 2007) quienes construyeron una base de datos que representan 17 especies
de Aeromonas y que incluia 40 cepas (tipo, referencia y aislamientos clinicos). Esta
base de datos se utiliz6 para la identificacion especifica de 52 cepas de Aeromonas
recuperadas de sistemas de distribucion de agua potable y se obtuvo un 82,7% (43/52)

de concordancia cuando los resultados obtenidos mediante MALDI-TOF fueron
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comparados con los resultados obtenidos mediante identificacion fenotipica (Donohue y
cols., 2007). Sin embargo, para lograr la validacion de este nuevo método, es necesaria
su comparacion con los resultados obtenidos mediante métodos moleculares, como la
secuenciacion de genes housekeeping, que corresponden a los actuales métodos de
referencia para la identificacion de Aeromonas. Ejemplos de este tipo de estudios son
los realizados por Lamy y cols. (2011), Benagli y cols. (2012), Chen y cols. (2014a),
Shin y cols. (2015). Lamy y cols. (2011) analizaron 139 aislados de origen clinico y
ambiental identificados molecularmente mediante secuenciacién del gen rpoB y
obtuvieron un 100% de identificaciones correctas a nivel de género y un 91,4%
(127/139) a nivel de especie. En este estudio el software utilizado fue el Biotyper 2.0 de
Bruker, demostrando la superioridad del sistema MALDI-TOF por sobre los métodos
fenotipicos de identificacion convencionales (Lamy y cols., 2011). En relacion a la
identificacion a nivel de género, idéntico resultado obtuvo Benagli y cols. (2012)
cuando re identificaron 741 aislados de origen clinico y ambiental, previamente
identificados mediante secuenciacion del gen gyrB. Ademas, este método mostré una
precision de 93% (689/741) cuando la identificacion se realizd a nivel de especie
utilizando una base de datos de SARAMIS™ en base a los SuperSpectros que habian
creado para la identificacion de 11 especies:A. hydrophila, A. caviae, A. media, A.
tecta, A. popoffii, A. eucrenophila, A. encheleia, A. bestiarum, A. salmonicida, A. sobria
y A. veronii (Benagli y cols., 2012). ElI 7% restante (52/741) no pudo ser identificado
debido a la ausencia de SuperSpectra en la base de datos. Luego, Chen y cols. (2014a)
utilizaron 217 aislados clinicos de Aeromonas identificados genéticamente mediante
secuenciacion del gen rpoB (61 A. veronii, 61 A. caviae, 58 A. dhakensis, 35 A.
hydrophila subsp. hydrophila, 1 A. sanarellii y 1 A. taiwanenesis), para estandarizar
este nuevo método, ademas de crear su propia base de datos con el Biotyper de Bruker.
De esta forma, cuando otros 100 aislados correspondientes a 4 especies de Aeromonas
(30 A. caviae, 30 A. veronii, 30 A. dhakensis y 10 A. hydrophila) fueron re-identificados
para validar el método de MALDI-TOF, los resultados obtenidos mostraron un 100% de
correcta identificacion a nivel de género y un 97% a nivel de especie (100% para A.
caviae, un 96,7% para A. veronii y A. dhakensis y un 90% para A. hydrophila).
Recientemente, Shin y cols. (2015) utilizaron 65 cepas de origen clinico de Aeromonas

identificadas previamente mediante secuenciacién del gen gyrB  como: 35 A.
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hydrophila, 23 A. caviae, 6 A. veronii y 1 A. dhakensis y obtuvieron un 98,5% de
concordancia en la identificacion a nivel de genero y un 92,3% de coincidencia a nivel
de especie (100% para A. hydrophila y A. veronii, 82,6% para A. caviae y 0% para A.
dhakensis) utilizado la base de datos del Biotyper de Bruker. No es de extrafiar que
estos resultados sean los mas desfavorables ya que por defecto las bases de datos
cuentan con pocos representantes de solo alguna de la especies, y no incluyen
generalmente A. dhakensis. Contra mas robusta es la base de datos mejor es el resultado
obtenido con este sistema. Un ejemplo de esto es el estudio de Vavrova y cols. (2014),
quienes re-identificaron mediante MALDI-TOF Biotyper de Bruker (version 3.4) 64
cepas de Aeromonas, que incluian las 26 cepas tipo de las especies validamente
aceptadas hasta el afio 2014 y obtuvieron un bajo rendimiento a nivel de especie. A
pesar de que el 100% de las cepas fue identificada correctamente a nivel de género, sélo
el 64% (41/64) de las cepas fueron correctamente identificadas a nivel de especie. En
este caso en particular, es necesario aclarar que el bajo rendimiento evidenciado, se
debe principalmente a que s6lo 50 (78,1%) de las 64 cepas analizadas estaban incluidas
en la base de datos.

A partir de todos estos datos se puede concluir que MALDI-TOF es una
herramienta Gtil y alternativa para la identificacion de Aeromonas a nivel de especie, ya
que genera menos de 10% de error. Su velocidad de andlisis y su capacidad de manejar
un gran numero de muestras hacen de esta técnica Util para la monitorizacion. Ademas,
este método es relativamente barato. Sin embargo, una base de datos actualizada es
importante con el fin de ser capaz de identificar todas las especies del género.

Andlisis de proteinas ribosomales

Tal y como hemos comentado la obtencién de genomas completos permite
analizar sus proteinas ribosomales y realizar andlisis filogenéticos rMLST (Jolley y
cols., 2012; Jolley y Maiden, 2014). En estos estudios se utilizan 53 genes que codifican
para proteinas ribosomales que son las que se ensamblan para formar los ribosomas y
gue por tanto estan presentes en todas las bacterias. Esta aproximacion fue validada en
la discriminacion de especies de Neisseria y de Campylobacter proximas y dificiles de
diferenciar demostrandose la superioridad de este método al compararlo con el anélisis
filogenético con 7 genes del MLST (Jolley y Maiden, 2014).
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En el estudio realizado de genomas del género Aeromonas realizado por
Colston y cols. (2014) se utilizaron 47 genes de proteinas ribosomales y 16 genes

housekeeping para determinar los borradores de los 56 genomas.

1.2.4. Hibridacion ADN-ADN (DDH)

La hibridacion ADN-ADN (DDH), tal y como se ha comentado previamente, es
el método de referencia utilizado para determinar si dos microorganismos pertenecen o
no a la misma especie procariota ya que permite conocer la similitud entre dos genomas
completos (Rosell6-Méra, 2006). Este método ha sido muy criticado ya que es muy
laborioso y no permite generar bases de datos interactivas y acumulativas, presenta
grandes diferencias entre los valores de similitud obtenidos para los mismos
microorganismos al ser evaluados por distintos autores, utilizando o no el mismo
método, y una elevada desviacion estandar ademéas de no proporcionar informacion
filogenética (Stackebrandt, 2003; Rossell6-Méra, 2006; Harayama, 2006; Figueras y
cols., 2011b). Tal y como hemos comentado previamente algunos autores han propuesto
que el analisis de las secuencias de al menos 5 genes housekeepingrecomendada por el
ICSP (Stackebrandt y cols., 2002), con los que se pueden generar bases de datos
dindmicas e interactivas y que proporcionan una informacion filogenética, podria
sustituir definitivamente la técnica de DDH en la definicion de especie, siempre que los
genes seleccionados fueran una muestra representativa del genoma completo (Rossello6-
Mora, 2006; Figueras y cols., 2011b).

Los resultados de la DDH se expresan como el porcentaje de hibridacion
(Relative Binding Ratio, RBR) y representa el ADN bicatenario (ADNbc) o hibrido
formado al enfrentar el ADN monocatenario (ADNmc) de dos genomas en relacion al
grado de reasociacion del ADN homoélogo, esto es, el que hibrida consigo mismo. En
los experimentos de DDH los factores mas determinantes son las concentraciones de los
ADNs a comparar, que han de ser equimolares, la pureza de los mismos
(1.7<Abs260/Abs280<2, valores inferiores indican una contaminacion por proteinas,
mientras que valores superiores indican la presencia de ARN que pueden hibridar con el
ADN e interferir en el experimento) y la temperatura de hibridacion (Vandamme vy
cols., 1996). La temperatura de reasociacion, renaturalizacion o hibridacion depende de

la temperatura de melting (Tm). La Tm se define como la temperatura a la cual el 50%
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de hebras constituyen ADNbc o como el punto medio de la curva de desnaturalizacion
térmica. Este valor es una medida de la estabilidad del ADNbc y estd relacionado
directamente con la concentracion de Guanina y Citosina ([G+C]) (Rosell6-Mora,
2006). Se estableci6 como punto de cohorte para identificar una nueva especie
bacteriana un valor < al 70% de hibridacion entre 2 hebras de ADN comparadas
(Rossell6-Mora, 2006; Martin-Carnahan y Joseph, 2005). Sin embargo otros autores
consideran que deberia considerarse un valor mas estricto del 80% (Rossell6-Mora y
Amann, 2001; Rossell6-Mora, 2006; Figueras y cols., 2011b).

Entre las técnicas de DDH maés referenciadas en la bibliografia se encuentran las
propuestas por de De Ley y cols. (1970), Ezaki y cols. (1989), Johnson (1981) y Ziemke
y cols. (1998), ésta es una modificacion del método de Brenner y cols. (1969). Las
diferencias principales que existen entre los distintos métodos de DDH residen
basicamente en el marcaje del ADN [con radiois6topos (Brenner y cols., 1969; Johnson,
1981), marcadores fluorescentes, digoxigenina y biotina (Ziemke y cols., 1998) y
fotobiotina (Ezaki y cols., 1989)], el medio en que tiene lugar la hibridacion [en un
medio liquido (Brenner y cols., 1969; De Ley y cols., 1970; Ziemke y cols., 1998 ) o
bien uno de los ADNs estar fijado previamente a una superficie sélida (Johnson, 1981;
Ezaki y cols., 1989)] y finalmente la separacion del ADNmc y ADNbc [por unién
especifica diferencial de los mismos con hidroxiapatita (Brenner y cols., 1969; Ziemke
y cols., 1998) o bien porque el ADNmc se degrade mediante el uso de la endonucleasa
S1 (Ezaki y cols., 1989)].

1.2.4.1. DDH en Aeromonas

En los experimentos de DDH, como se ha mencionado previamente, un aspecto
critico es la determinacion de la temperatura 6ptima de renaturalizacion (TOR) que se
calcula a partir de la Tm y por tanto de la [G+C]. En el género Aeromonas el contenido
en % de G+C oscila entre el 57% y el 63%, con un valor medio del 60%. A partir de
estos valores las temperaturas para las distintas condiciones de renaturalizacion se han
definido como 60°C, para la renaturalizacion en condiciones Optimas, y 75°C en
condiciones estrictas (Martin-Carnahan y Joseph, 2005). Sin embargo, dichos valores
dependen del método utilizado.

En el género Aeromonas han existido ciertas controversias en torno a la correcta
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o0 no definicién de varias especies debido, basicamente, a los valores heterogéneos de
reasociacion de sus ADNSs obtenidos por distintos autores (Esteve y cols., 1995c, b;
Huys y cols., 1997b, 2001; Martinez-Murcia y cols., 2005; Nhung y cols., 2007,
Figueras y cols., 2011b). Estas diferencias vienen dadas tanto por la utilizacion de
métodos diferentes como por las distintas temperaturas de hibridacién utilizadas en los
ensayos, tal como se observa en la Tabla 2.

Tabla 2. Valores, condiciones y métodos de DDH entre las cepas tipo de A. veronii y A. allosaccharophila
descritos en la literatura (copiado de Alperi, 2009).

Condiciones v valores de DDH (%) en distintos estudios
Parimetros Esteve v cols., 1995b Huys v cols., 2001 Nhung vy cols., 2007
ADN-ADN (%) 0 80 24
Temperatura °C 54 45 43
Formamida % 30 50 50
Metodo Johnson . 1981 Ezaki v cols., 1989 Ezaki v cols.. 1989

1.2.5. Secuenciacion de Genomas Completo (Wole Genome Sequencing, WGS)

El avance en las técnicas utilizadas para la obtencion de genomas completos ha
sido espectacular en los ultimos afios (Bautista-Moreno 2010). En 1977 Sanger y cols.
desarrollaron un método enziméatico y Maxam y Gilbert un método de fragmentacién
quimica que dieron pie al desarrollo de las primeras tecnologias de secuenciacion de
ADN. Estas técnicas eran altamente peligrosas debido a la utilizacion de marcadores
radiactivos y tenian una capacidad de lectura de 80 nt (Bautista-Moreno 2010). A
finales de 1990 comienzan a aparecer los proyectos de secuenciacion y con ellos los
primeros equipos de secuenciacion automatica ABI Prism (Applied Biosystem, EEUU)
y CEQ-Serie (Beckman Coulter, EEUU). En estos equipos los desoxinucledtidos son
marcados con fluorescencia que se analiza por electroforesis capilar, generando un
electroferograma a partir del cual se deduce la secuencia de nucledtidos en un
ordenador. Esta tecnologia permitia secuenciar hasta 96 muestras en unas pocas horas y
producia secuencias con una longitud de entre 500 y 1000 nt, lo que supuso una
revolucién en el proceso de secuenciacion (Pettersson y cols., 2009; Bautista-Moreno
2010). Esta etapa corresponde a lo que se conoce como secuenciacion de primera

generacion (Pettersson y cols., 2009; Bautista-Moreno 2010). Luego aparecieron los
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secuenciadores de segunda generacion, conocidos como secuenciacién masiva paralela
(massive parallel sequencing, MPS) o secuenciacion de nueva generacion (next
generation sequencing, NGS), capaces de generar miles de reacciones de secuencias en
paralelo, demostrando un alto rendimiento gracias a la inmovilizacion de la reaccion en
una superficie solida, por lo que se abarata el costo, principalmente por la disminucién
en los volumenes de reaccion (nanorreaccion) (Bautista-Moreno 2010). Esta es una
técnica que no utiliza marcadores fluorescente, sino que mide la liberacion de
pirofosfato (denominada por esto pirosecuenciacion) mediante una serie de reacciones
enzimaticas acopladas, que liberan luz cada vez que se incorpora un nucledtido,
produciéndose imagenes que son captadas en un flujograma que es interpretado por un
ordenador y traducido a nucleétidos (Pettersson y cols., 2009; Rodriguez-Santiago y
Armengol, 2012). EI primer modelo de secuenciador basado en la pirosecuenciacion,
fue el GS-20 (454 Life Science, que posteriormente fue adquirido por Rochecon equipos
como el 454 FX+ y GS junior) es capaz de secuenciar 20 millones de bases en
aproximadamente 4 horas(Pettersson y cols., 2009; Rodriguez-Santiago y Armengol,
2012). Esta tecnologia ha evolucionado hasta ser capaz de secuenciar 500 millones de
bases en unas pocas horas (Pettersson y cols., 2009; Rodriguez-Santiago y Armengol,
2012). La ambicion por abaratar los costos y aumentar la fiabilidad de las secuencias, ha
Ilevado a lo que se conoce como secuenciacion de tercera generacion, que se basa en la
secuenciacion en tiempo real de millones de moléculas de ADN adheridas a una
superficie sélida, generando pequefios fragmentos fiables de entre 25 y 45 nt, que se
alinean y se ensamblan para formar un contig basandose en las secuencias que se
solapan. Esta es la tecnologia recomendada para la secuenciacion de genomas y los
primeros en desarrollarla fueron Helicos Biosciences a través del HeliScope™
(Pettersson y cols., 2009; Bautista-Moreno 2010).

En 1996 el grupo del Dr. Venter (Hood y cols., 1996) publicé el primer genoma
de un microorganismo de vida libre completamente secuenciado que correspondié a
Haemophilus influenzae y ahora, 20 afios después, debido principalmente a la
disminucion de los costos de la secuenciacién y métodos mas rapidos y efectivos, se
observa un crecimiento exponencial en el ndmero de genomas bacterianos

secuenciados, alcanzando una cifra de aproximadamente 27.000 genomas depositados
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en la base de datos de genomas del GenBank en el Centro Nacional de Informacion
Biotecnoldgica (NCBI).

Cabe destacar que la revista Systematic and Applied Microbiology requiere que
para la publicacion de nuevas especies con una Unica cepa se obtenga el genoma de la
misma. Sin embargo, a nuestro parecer estos genomas pueden tener poco valor sino se
dispone de los genomas de las cepas tipo de las especies mas cercanas, ya que sin ellos
no es posible un analisis comparativo que es en lo que se basa la taxonomia (Figueras y
cols., 2011b; Beaz-Hidalgo y cols., 2015a).

En el caso particular del Aeromonas, hasta el afio 2012 existian tan solo 6
genomas disponiblescon un tamafio similar (4,43-4,81 Mb) que fueron comprados por
Beaz-Hidalgo y Figueras (2013). No obstante en un estudio realizado por estos mismos
autores y publicado a comienzos de este afio pero en el que utilizaba la informacién
depositada hasta el 23 de julio de 2014 en la base de datos de la NCBI
(http://www.ncbi.nlm..nih.gov/genome/?term=Aeromonas), ya aparecian secuenciados
44 genomas de Aeromonas (Beaz-Hidalgo y cols. 2015a). Sin embargo, un afio después
(25 de julio de 2015) este nimero ha aumentado exponencialmente, alcanzando los 113
genomas (Tabla 3), lo que representa un incremento del 257%. Ademas las cepas tipo
de 29 de las 30 especies aceptadas dentro del género, excepto A. cavernicola CECT
78627, tienen secuenciado el genoma, como se muestra en la Tabla 3. La mayoria de
estos genomas de las cepas tipo (Tabla 3) fueron obtenidos en un estudio monografico

sobre el género Aeromonas realizado por Colston y cols. (2014).

Tabla 3. Genomas disponibles de Aeromonas en el GenBank hasta 25/06/2015.

Agromonas Id Ref . ori Pai Referencia Estado de la
spp.(nimero ttha e eferencia rigen (Pais) Bio proyecto secuenciacion
genomas)

ATCC 7966™ Leche (EEUU) PRJINA58617 100%

ML09-119 Pez gato enfermo (EEUU) PRINA205540 100%

4AK4 Agua residual no tratada (China) PRINA224116 100%

YL17 Abono (Malasia) PRINA224116 100%

AL09-71 Pez gato enfermo (EEUU) PRINA224116 100%

pcl04A Suelo del estanque del pez gato PRINA224116 100%

J-1 ND (China) PRINA224116 100%

A. hydrophila (37) AL06-06 Pez (goldfish, EEUU) PRINA224116 100%

AH10 Pez (grass carp, China) PRINA224116 100%

NJ-35 ND (China) PRINA224116 100%

SSU° Heces (EEUU) PRINA181618 50%

BWH65 Humano (EEUU) PRINA224116 50%

SNUFPC-A8 Salmon (Korea del sur) PRINA199785 25%

116 Bilis (Malasia) PRINA199909 25%

187 Pus (Malasia) PRINA199913 25%
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Tabla 3 (continuacion 1). Genomas disponibles de Aeromonas en el GenBank hasta 25/06/2015.

Aeromonas Referencia Estado de la
spp.(ndmero total de Referencia Origen (Pais) . T
a Bio proyecto secuenciacion
genomas)
14 Fluido peritoneal (Malasia) PRINA199911 25%
173 Fluido peritoneal (Malasia) PRINA199912 25%
259 Sangre (Malasia) PRINA199914 25%
277 Pus (Malasia) PRINA199915 25%
145 Pus (Malasia) PRINA224116 25%
226 Orina (Malasia) PRINA224116 25%
AD9 Humedales (sedimentos, EEUU) PRINA224116 25%
Ae34 Rifion, carpa (Cyprinius carpio PRINA224116 25%
koi) moribunda, Sri Lanka
NF2 Humano (EEUU) PRINA224116 25%
NF1 Humano (EEUU) PRINA224116 25%
RB-AH Suelo (Malasia) PRINA224116 25%
M013 Agua (Malasia) PRINA224116 25%
FDAARGOS_78 '('I'Eeéﬁslf)e nifio con diarrea PRINA231221 25%
M023 Agua (Malasia) PRINA224116 25%
M062 Agua (Malasia) PRINA224116 25%
L14f Agua de lago (Malasia) PRINA224116 25%
CIP107985™ Rana (septicemia, Bélgica) PRJEB7049 25%
50_AHYD ND (EEUU) PRINA267549 25%
53_AHYD ND (EEUU) PRINA267549 25%
48 _AHYD ND (EEUU) PRINA267549 25%
52_AHYD ND (EEUU) PRINA267549 25%
56_AHYD ND (EEUU) PRINA267549 25%
B565 Sedimento de estanques de PRINAG6323 100%
acuicultura (China)
AER39 Sangre (EEUU) PRINA181619 50%
AER397 Sangre (EEUU) PRINA181621 50%
AMC34 Heces (EEUU) PRINA181620 50%
AMC35 Herida bajo el ojo (EEUU) PRINA175686 50%
Phin2 Intestino de pez (India) PRINA208188 25%
Tracto digestivo de sanguijuela
A. veronii (12) Hm21 (Francia)g guy PRINA220270 25%
ARB3 Agua de pozo (Japon) PRINA224116 25%
CECT4257™ Esputo (EEUU) PRJEB7044 25%
CIP107763 Intestino de mosquito (India) PRINA224116 25%
CECT4486 Agua superficial (Alemania) PRINA224116 25%
LMG13067° Ambiental (Alemania) PRINA224116 25%
159 Heces (Malasia) PRINA199562 25%
HZM Suelo de bosque tropical PRINA224116 25%
(Malasia)
ZOR002 Ints_estmo de pez cebra (Danio PRINA224116 2506
Aeromonas sp. (6) rerio, EEUU) )
ZOR001 Intgstlno de pez cebra (Danio PRINA224116 2506
rerio, EEUU)
L _1B5_3 Agua superficial (Malasia) PRINA224116 25%
MDS8 Lodo (India) PRINA201370 25%
A. salmonicida (10) A449° Trucha con furunculosis (Francia) PRINA58631 100%
01-B526° Trucha (Canada) PRIJNA180007 25%
AS03" UIcera_de carpa (Carassius PRINA199786 2506
carassius, Korea)
Ti Agua de rio contaminado o
34MEL (Argentina) PRJINA220217 25%
NBRC13784 Sangre de pez enfermo (Japén) PRINA224116 25%
CBA100 Trucha (Chile) PRINA224116 25%
2009-144K3° Pez enfermo (Canada) PRINA224116 25%
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Tabla 3 (continuacion 2). Genomas disponibles de Aeromonas en el GenBank hasta 25/06/2015.

Aeromonas

spp.(ndmero total de Referencia Origen (Pais) Referenua Estado_de_l,a
2 Bio proyecto secuenciacion
genomas)
2004-05MF26° Pez enfermo (Canada) PRINA224116 25%
CIP103209™ Salmon (Reino Unido) PRJEB7036 25%
JF3224° Trucha salvaje (Suiza) PRINA224116 25%
AAKIL Sangrgz _de paciente con septicemia PRIDA178353 2506
y fascitis necrotizante (Taiwan)
SSuU Heces (EEUU) PRINA224116 25%
A. dhakensis (4) i
CECT7289 Agua de acuario (Potugal) PRINA224116 25%
CIP107500" Heces de nifio con diarrea PRJEB7048 25%
(Bangladesh)
Riv2 Agua de rio (EEUU) PRINA224116 25%
A. jandaei (3) L14h Agua de lao (Malasia) PRINA224116 25%
T Heces de paciente con diarrea o
CECT4228 (EEUU) PRJEB7031 25%
2478-85" Herida de pierna (EEUU) PRJINA224116 25%
A. diversa (2)
CECT4254" Herida de pierna (EEUU) PRJEB7026 25%
A. molluscorum (1) 848" Molusco bivalvo (Espafia) PRJINA201681 25%
WS Agua de lago (China) PRINA180868 100%
ARB13 Agua de rio (Jap6n) PRINA224116 25%
A. media (4) ; 3
ARB20 Agua de rio (Jap6n) PRINA224116 25%
CECT4232" ﬁﬂ?;o‘)je piscifactoria (Reino PRJEB7032 25%
Ac398 Heces de un nifio de_17 meses con PRINAG7585 2506
gastroenteritis (Brasil)
YL12 Abono (Malasia) PRINA224116 25%
FDAARGOS_76 Heces de una nifia de 12 meses PRINA231221 25%
con diarrea (EEUU)
FDAARGOS_75 Heces de una mujer de 16 afios PRINA224116 25%
con diarrea (EEUU)
Heces de un nifio de 11 meses con 0
A. caviae (10) FDAARGOS_72 diarrea (EEUU) PRINA224116 25%
L12 Agua de lago (Malasia) PRINA224116 25%
CECT838" Cobaya (EEUU) PRJEB7024 25%
Aceite emulsionado usado o
CECT4221 (EEUU) PRJEB7046 25%
8LM Heces diarreicas (Brasil) PRINA224116 25%
A23 Alimento (China) PRINA287226 25%
LMG24683" Infeccion de herida (Taiwan) PRJEB7041 25%
A. taiwanensis (2)
LMG24683" Herida (Taiwan) PRINA224116 25%
CECT4487 Heces (India) PRJEB7028 25%
CECT4255" Heces (India) PRJEB7043 25%
A. trota (4)¢ )
LK14 Vegetal (Malasia) PRINA224116 25%
1999lcr Liquido céfalo raquideo (Brasil) PRINA245216 25%
A. lacus (1) AE1227 Agua de lago con afloramiento PRINA224116 25%
de cianobacterias (Finlandia)
A. aguatica (1) AE2357 Agua de lago con afloramiento PRINA224116 25%

de cianobacterias (Finlandia)
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Tabla 3 (continuacion 3). Genomas disponibles de Aeromonas en el GenBank hasta 25/06/2015.

Aeromonas

spp.(ndmero total de Referencia Origen (Pais) Referenua Estado_de_l,a
a Bio proyecto secuenciacion
genomas)
A. finlandensis (1) 4287D7 Agua de lago con afloramiento PRINA224116 25%
de cianobacterias (Finlandia)
A. simiae (1) CIP107798" Heces de mono (Macaca PRJEB7039 25%
fascicularis, Francia)
A. schubertii (1) CECT 4240 Absceso cutaneo (EEUU) PRJEB7038 25%
A. sanarellii (1) LMG24682" Infeccion de herida (Taiwan) PRJEB7037 25%
A. rivuli (1) DSM22539" Agua de rio (Alemania) PRJEB7035 25%
A. popoffii (1) CIP105493" Agua potable (Bélgica) PRJEB7034 25%
A. piscicola (1) LMG24783" Pez enfermo (Espafia) PRJEB7033 25%
A. fluvialis (1) LMG 246817 Agua de rio (Espafia) PRJEB7030 25%
A. eucrenophila (1) CECT4224" Pez de agua dulce (Alemania) PRJEB7029 25%
A. encheleia (1) CECT4342" Anguila (Espafia) PRJEB7027 25%
A. bivalvium (1) CECT7113" Moluscos bivalvos (Espafia) PRJEB7023 25%
A. australiensis (1) CECT8023" Agua para riego (Australia) PRJEB7021 25%
CECT 4199" Anguila (Espafia) PRJEB7019 25%
A. allosaccharophila (2)
BVH88 ND (ND) PRJEB7045 25%
A. sobria (1) CECT4245" Pez (ND) PRJEB7040 25%
A. bestiarum (1) CECT 42277 Pez enfermo (ND) PRJEB7022 25%
A tecta (1) CECT 7082" Heces de nifio con diarrea PRJEB7042 25%

(Suiza)

“La cepa tipo de cada especie de Aeromonas aparece en negrita; "A. hydrophila subsp. hydrophila; ‘Corresponde a la actual especie A.
dhakensis; “A. hydrophila subsp. ranae; °A. veronii bv. veronii; ‘A. veronii bv. sobria; 9A. salmonicida subsp. salmonicida; "A.
salmonicida subsp. achromogenes; 'A. salmonicida subsp. pectinolytica; 'A. salmonicida subsp. masoucida; “Este es el nombre
oficialmente aceptado, sin embargo en la base de datos del GenBank aparecen etiquetados como A. enteropelogenes.

Estos autores determinaron que el tamafio estimado a partir de los genomas
incompletos o borradores (de las cepas tipo) oscilaba entre 3,90 Mbp (A. fluvialis) y
5,18 Mbp (A. piscicola), con un tamafio medio de 4,51 Mbp. Asi mismo el contenido
medio de % de G+C era del 60,2% oscilando entre el 58,1% de A. australiensis y el
62,8% de A. taiwanensis.

Estos valores de % G+C estarian totalmente de acuerdo establecidos para el
género del 57-63% (Martin-Carnahan y Joseph, 2005) y cumplirian las premisas
establecidas que indican que la diferencias de 10% son las caracteristicas entre especies
del mismo género y de 5% entre cepas de una misma especie (Figueras y cols., 2011b).

Llama la atencion el uso de nomenclatura obsoleta en la base de datos de los
genomas, como es el caso de A. enteropelogenes, siendo el sinénimo reconocido A.
trota. Ademas, la dualidad de cepas, por ejemplo la cepa SSU aparece etiquetada tanto
bajo el nombre de A. hydrophila como A. dhakensis, siendo este ultimo nombre el

correcto (Beaz-Hidalgo y cols., 2013). Beaz-Hidalgo y cols. (2015a) re-identificaron
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mediante MLSA y ANI de las 44 cepas (5 cepas tipo incluidas) que tenian depositado el
genoma en la base de datos GenBank (hasta julio de 2014) y encontraron que 14
(35,9%) de los genomas provenientes de las 39 cepas que no se eran la cepa tipo estaban
mal etiquetadas (y que se corresponden con las subrayadas en la Tabla 3). Teniendo en
cuentas estos errores se ha publicado una estrategia basada en la re-identificaron
mediante MLSA y ANI para verificar o determinar la identidad real de un genoma
(Figueras y cols., 2014). Otro punto a tener en consideracidn, es que para la mayoria de
los genomas publicados (Beatson y cols., 2011; Li y cols., 2011; Charette y cols., 2012;
Han y cols., 2013; Hossain y cols., 2014; Chan y cols., 2015; Valdés y cols., 2015;
Vincent y cols., 2015) los datos disponibles son solo preliminares y no contienen la
descripcion de los genes. A pesar de esto, el poder disponer de estos genomas en un
espacio de acceso publico, significa un gran avance, ya que permite el acceso a estos
datos facilitando la comparacion de los mismos entre laboratorios de manera interactiva
y rapida. Esta ultima ventaja a permitido comprender mejor las caracteristicas
asociadas a la virulencia y resistencia antimicrobiana, mediante la comparacion de
secuencias (Seshadri y cols., 2006; Reith y cols., 2008, Beaz-Hidalgo y Figueras, 2013;
Grim y cols., 2013, 2014; Tan y cols., 2015 a,b). Asi mismo se han podido obtener
datos utilizando las nuevas herramientas desarrolladas para la identificacion bacteriana
por comparacion de genomas, como por ejemplo la hibridacion ADN-ADN in silico
(DDHis) y la identidad nucleotidica media (ANI) que son cada vez mas utilizadas para
la comparacion de genomas de distintas especies bacterianas (Scortichini y cols., 2013;
Colston y cols., 2014; Creason y cols., 2014; Figueras y cols., 2014; Beaz-Hidalgo y
cols., 2015a,b) que se presentan a continuacion. Asi mismo también se han podido
realizar estudios filogenéticos con genomas completos o con proteinas ribosomicas
(rMLST).

1.2.5.1. Hibridacion ADN-ADN in silico (DDHis)

El genome to genome distance calculator permite determinar el grado de
reasociacion o similitud genética entre 2 ADN procedentes de aislados bacterianos
diferentes (DDH in silico, DDHis) y es una herramienta informatica desarrollada por el
DSMZ (Leibniz-Institut DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH) de acceso publico (Auch y cols., 2010a,b; Meier-Kolthoff y cols.,
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2013). Este célculo es posible gracias al gran numero de genomas bacterianos
secuenciados (completos y/o parciales) y disponibles en base de datos como el
GenBank. EI DDHis calcular el porcentaje de homologia y por ende el porcentaje de
reasociacion existente entre 2 genomas, generando porcentajes de similitud
concordantes con los valores experimentales de DDH (Auch y cols., 2010a,b; Meier-
Kolthoff y cols., 2013). Esta herramienta ha sido recientemente utilizada por Colston y
cols. (2014) quienes compararon los borradores los genomas de 56 cepas de Aeromonas
(incluidas las cepas tipo de 26 de las 27 especies descritas hasta el afio 2014, excepto
A. cavernicola CECT 7862") y determinaron que valores de DDHis> al 70% fueron
consistentes para genomas correspondientes a una misma especie. Ademas, en este
mismo estudio, cuando los genomas de las cepas tipo de las especies A. salmonicida, A.
bestiarum y A. piscicola, que de acuerdo a lo descrito por Beaz-Hidalgo y cols. (2009)
presentan secuencias del gen ARNr 16S altamente similares (99,8% y 100%) fueron
comparados, valores de DDHis entre 43% y 64% fueron obtenidos, en concordancia con
los valores experimentales de DDH (entre 49,9% y 65,4%) publicados por Beaz-
Hidalgo y cols. (2009). Asi mismo ocurrié cuando los genomas de las cepas tipo de las
especies A. veronii y A. allosaccharophila fueron comparados, obteniendo porcentajes
de DDHis de 57%. Ambas especies presentan una similitud del gen ARNr 16S de
99,2% (Martinez-Murcia y cols., 1992b) y los porcentajes de DDH experimental han
variado de 0% (Esteve y cols., 1995b) a 80-84% (Huys y cols., 2001; Nhung y cols.,
2007). Sin embargo, los resultados obtenidos por Coslton y cols. (2014), en donde
ambas cepas corresponden a especies diferentes, se correlacionan con la filogenia
obtenida por Saavedra y cols. (2006), Martinez-Murcia y cols. (2011), Martino y cols.
(2011) y Roger y cols. (2012b).

Asi mismo estos valores se determinaron también en la definicion de las 3
ultimas especies propuestas en el género A. finlandiensis, A. lacus y A. aquatica (Beaz-

Hidalgo y cols., 2015b) para las que se obtuvo su genoma parcial (Hossain y cols., 2014a).

1.2.5.2. Identidad Nucleotidica Media (ANI)
La identidad nucleotidica media (ANI) es definida como el porcentaje promedio
de identidad que existe en la secuencia nucleotidica de los genes ortélogos (genes

altamente similares o conservados debido a que se han originado de un ancestro comun)
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compartidos por dos genomas (Konstantinidis y Tiedje, 2005; Goris y cols., 2007;
Richter y Rosell6-Mora, 2009). Los estudios de ANI se realizan in silico utilizando
softwares y bases de datos publicas. Diversos estudios realizados con diferentes
géneros bacterianos, demostraron que porcentajes de ANI equivalentes al 95-96% se
correlacionan positivamente con los resultados > 70% obtenidos mediante DDH y que
ademas los valores de ANI son independientes del contenido Guanina-Citosina [G + C]
(Konstantinidis y Tiedje, 2005; Konstantinidis y cols., 2006; Goris y cols., 2007;
Richter y Rosell6-Méra, 2009; Kim y cols., 2014). Por esta razén se ha propuesto el uso
del ANI como nuevo método de referencia, sustituyendo a la DDH, para la delineacion
de especies bacterianas. De acuerdo con Richter y Rosell6-Mora (2009) para el calculo
del ANI deberian compararse secuencias nucleotidicas equivalentes, como minimo, al
20% de cada genoma.

De acuerdo con Beaz-Hidalgo y cols. (2015a) actualmente existe 2 sistemas para
calcular el ANI: 1) el ANIm, basado en un sistema que es capaz de alinear rapida y
eficazmente secuencias que contienen millones de nucleétidos utilizando un software
Ilamado MUMer y 2) ANIb que se basa en un BLAST, siendo este Gltimo el mas
utilizado para la identificacion bacteriana. Ademas, hay 3 sitios web disponibles para
calcular el ANI denominados JSpecies, ANI calculator y el EzGenome. EIl JSpecies
(http://www.imedia.uib.es/jspecies) fue desarrollado por Richter y Rosell6-Maora (2009)
y permite calcular simultineamente tanto el ANIm como el ANIb entre mdltiples
genomas. Los otros 2 sitios web solo realizan el calculo del ANIb entre 2 genomas. El
ANI calculator es una herramienta desarrollada por el grupo del Prof. Konstatinidis
(Rodriguez y Konstatinidis, 2014) del Laboratorio de Gendémica Microbiana Ambiental
del Instituto de Tecnologia de Georgia (http://www.enve-
omics.ce.gatech.edu/ani/index). La web del EzGenome disponible en el EZBIOCLAUD
(http//:www.ezbiocloud.net/ezgenome/ani) fue creada por el Prof. Chun en the Seoul
National University, en la Republica de Corea (Kimy cols., 2012).

Como se trata de un método nuevo, s6lo hay unos pocos trabajos en donde se ha
usado el ANI para analizar la taxonomia de Aeromonas. El primero, realizado el afio
2014 por Colston y cols. en donde analizaron 56 genomas de Aeromonas (incluidos los
genomas de las cepas tipo de 26 de las 27 especies descritas hasta el afio 2014, excepto

A. cavernicola CECT 7862") y determinaron que valores de ANI > al 96% eran
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congruentes con la taxonomia y filogenia de este género. En el trabajo realizado por
Beaz-Hidalgo y cols. (2015a) se compararon los valores de ANI (obtenidos mediante
las 3 herramientas existentes para su calculo) con los resultados obtenidos del analisis
filogenético o MLPA utilizando 3879 nt pertenecientes a las secuencias parciales de 6
genes (gyrB, rpoD, recA, dnaJ, gyrA y dnaX), obtenidos a partir de 41 genomas de
Aeromonas (incluidos los de 5 cepas tipo) depositados en la base de datos del GenBank
y determinaron que el 36% (14/39) de los genomas correspondientes a cepas no tipo
estaban mal etiquetados, es decir no se correspondian con la especie a las que se decia
que correspondian ya que mostraron valores de ANI <95%. Sin embargo los valores de
ANI fueron superiores al 96% al comparase el genomas de estas cepas mal etiquetadas
con los de la cepa de referencia con las que se habian agrupado en el anélisis
filogenético. La concordancia obtenida entre los resultados obtenidos mediante el ANI
y MLPA, ratifican que el ANI es una buena alternativa, para ser utilizado como gold
standar en la delimitacion de especies bacterianas. Ademas en el caso concreto de
Aeromonas se ha establecido de forma independiente en dos trabajos distintos que el
punto de corte del ANI para la separacién de especies debe ser superior al 96% (Colston
y cols., 2014; Beaz-Hidalgo y cols., 2015a,b).

1.2.6. Genes housekeeping: genes que codifican proteinas esenciales

Los genes housekeeping son genes que codifican proteinas con funciones
esenciales para la supervivencia de la bacteria (Stackebrandt y cols., 2002). La
informacion filogenética que contienen es mayor que la del ARNr, ya que tienen una
tasa evolutiva mayor y sus variaciones se encuentran distribuidas por todo el gen.
Existen una serie de condiciones recomendadas para la seleccién de estos genes

(Harayama y Kasai, 2006):

o No estar influidos por la Transferencia Génica Horizontal (HGT)

o Estar presentes en todas las bacterias

o Existir en copia Unica en el genoma

o Poseer al menos dos regiones altamente conservadas en el gen para el

disefio cebadores (PCR).
La HGT es un proceso comun entre bacterias, frecuente en los genes que

codifican proteinas implicadas en funciones metabolicas y raro en los genes
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informativos (Harayama Kasai, 2006). Se han propuesto una serie de genes
housekeeping que cumplen los requisitos enunciados y que ya han sido utilizados en
distintos grupos bacterianos obteniéndose resultados favorables: gen de la proteina
RecA (recA), chaperonas (cpn), ARN polimerasa (rpo), Factor elongacion G (efg) y
girasa (gyr) entre otros (Harayama Kasai, 2006).

En el género Aeromonas se han evaluado hasta la fecha 18 genes housekeeping:
gyrB, rpoD, rpoB, recA, dnaJ, cpn60, mdh, gyrA, dnaX, atpD, groL, gltA, metG, ppsA,
dnakK, radA, tsf y zipA (Yéafez y cols., 2003; Soler y cols., 2004; Kupfer y cols., 2006;
Nhung y cols., 2007; Sepe y cols., 2008; Mifiana-Galbis y cols., 2009, 2010; Martinez-
Murcia y cols., 2011;Martino y cols., 2011; Roger y cols., 2012b) y las caracteristicas
mas importantes de estos aparecen resumidas en la Tabla 4.

El primer gen estructural estudiado en el género fue el gyrB (Yafez y cols.,
2003) demostrandose que este gen proporcionaba resultados congruentes con los
obtenidos con el analisis del gen ARNr 16S, por lo que fue considerado un buen
cronometro molecular para realizar estudios filogenéticos en Aeromonas. ldénticos
resultados fueron publicados en estudios posteriores, en donde se analizaron otros genes
esenciales como por ejemplo rpoD, rpoB, dnaJ, recA, cpn60 y mdh (Soler y cols., 2004;
Kipfer y cols., 2006; Nhung y cols., 2007; Sepe y cols., 2008; Mifiana-Galbis y cols.,
2009, 2010; Lamy y cols., 2010) como se observa en la Tabla 4.

Ademas es importante destacar, que el analisis filogenético de las secuencias de
uno solo de estos genes (rpoD o gyrB etc.) no sélo ha agrupado correctamente las cepas
dentro de las diferentes especies, sino que también han permitido la deteccion de
numerosas especies nuevas durante los ultimos afos: A. tecta, A. piscicola, A. fluvialis;
A. taiwanensis, A. sanarellii, A. diversa, A. rivuli, A. cavernicola, A. australiensis, A.
dhakensis, A. finlandensis, A. aquatica y A. lacus, siendo estas 3 Ultimas especies
producto de este trabajo de investigacion (Demarta y cols., 2008; Beaz-Hidalgo y cols.,
2009, Alperi y cols., 2010a, b; Mifiana-Galbis y cols., 2010; Figueras y cols., 2011a;
Martinez-Murcia y cols., 2013, Aravena-Roman y cols., 2013, Beaz-Hidalgo y cols.,
2013, 2015b).

La secuenciacion de un unico gen housekeeping puede presentar limitaciones,
como por ejemplo no diferenciar especies filogenéticamente similares, como ocurre

entre A. veronii y A. allosaccharophila o entre el grupo A. salmonicida, A. bestiarum y
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A. piscicola (ver Tabla 4). Sin embargo, esto puede ser solventado con la secuenciacion
de varios genes housekeeping realizando el estudio filogenético basado en las
secuencias concatenadas de los diferentes genes, tal como ha sido recomendado por el
ICSP (Stackebrandt y col., 2002) asi como por otros autores (Figueras y cols., 2005,
2011b) tal y como hemos comentado previamente y que tienen un mayor poder
resolutivo para discriminar las especies de Aeromonas.
Hasta la fecha, se han descrito tres esquemas basados en estudios multilocus en el
género Aeromonas. Sin embargo, sélo en dos de estos se estudio la filogenia basada en
el analisis de las secuencias nucleotidicas de diferentes genes (Martinez-Murcia y cols.,
2011; Roger y cols., 2012b), mientras que el tercero, desarrollado por Martino y cols.
(2011) corresponde a una técnica de tipificacion que sera abordado en el apartado
1.7.2.7 El primer MLPA fue desarrollado por Martinez-Murcia y cols. (2011) para
analizar la filogenia de este género y ademéas pretendia resolver las controversias
taxondmicas dentro del mismo. En este estudio se analizaron 115 cepas de Aeromonas
(incluyendo las cepas tipo de las 24 especies descritas hasta esa fecha, ademas de las
cepa tipo de A. cavernicola y 5 cepas incluida la tipo de A. lusitana, que en ese
momento se encontraban en proceso de descripcion) de origen clinico y ambiental. Para
esto utilizaron 7 genes (rpoD, gyrB, gyrA, recA, dnal, dnaX y atpD, 4705 bp)
housekeeping, resultando ser una herramienta filogenética mas discriminativa que el gen
rRNA 16S y mostrando concordancia con la taxonomia del género basada en la DDH,
proponiendo al MLPA como una alternativa al DDH para la definicion de nuevas
especies. El segundo MLPA fue disefiado por Roger y cols. (2012b) quienes estudiaron
195 (incluidas 62 cepas tipo y de referencia) cepas de Aeromonas aisladas a partir de
muestras de origen humano, animal y ambiental. Este estudio se baso en el andlisis de 7
genes (dnakK, gltA, gyrB, radA, rpoB, tsf y zipA, 4155 pb) y los resultados fueron
concordantes con los obtenidos por Martinez-Murcia y cols. (2011). Ademas, es
rescatable el hecho de que se describe aA. media como un grupo polifilético, o sea, que
comprende a méas de un taxon, los que deberian ser clasificados y caracterizados.

Por otro lado, la cepa CCM 1271 etiquetada como A. bestiarum en la Coleccion
Checa de Microorganismos, forma una rama independiente de esta especie,

representando una potencial nueva especie.
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Tabla 4. Genes housekeeping estudiados en el género Aeromonas.

Gen (tamafio del

Porcentaje de similitud

Porcentaje de

.y Producto que codifica I A posiciones Limitaciones Autores
amplicon en pb) Intra-especie Inter-especie variables
abic Subunidad § de la ADN girasa (topoisomerasa -
gyrB (1100) I1) durante la replicacion > 98 <97 32 No presenta Yafiez y cols., 2003
rpoD (830) Subunidad o factor ¢ de la RNA polimerasa, > 08 <97 34 No presenta Soler y cols., 2004
en el inicio de la transcripcion "
rpoB (558)°" Subunidad B de la RNA polimerasa en el > 95 87-94 ND No diferencia A. bestiarum de A. Kupfer y cols., 2006
proceso de transcripcion salmonicida v
Proteina de choque térmico 40 (Hsp40) que . . .
dnaJ (891)* actia como una cohorte funcional de la > 96,7 <984 ND gleo’g'fgf;fi'ia A. allosaccharophila Nhung y cols., 2007
proteina DnaK '
Proteina multifuncional implicada en la
recombinacion homéloga del ADN y respuesta
ab SOS. Se une a regiones del ADNmc, relaja los
recA (462) dplex de ADN y reconoce regiones de los ND 92,2 ND No presenta Sepe y cols., 2008
cromosomas homdlogos en el proceso de
recombinacion
cpn60 (555) Chaperonina tipo | (Hsp60 o GroE1) >96,5 <96,3 34,1 gleoﬁlf/irzfi'ia A. allosaccharophila Mmana—(zagz)b;s y cols,
mdh (936) Enzima malato deshidrogenasa ND ND 34,01 No presenta Mlnana—ggllbols y cols.,
Subunidad A de la ADN girasa, que actlia ) ) No diferencia A. piscicola de A. Martinez-Murcia y
9yrA (750) durante la replicacion 99.1-998 876-96.6 282 bestiarum cols., 2011
L . No diferencia A. allosaccharophila . .
dnax (1000) Factores de _elongamon (subunidades ty v) de 976-991 86.4- 956 377 de A. veronii. ni A. lusitana depA Martinez-Murcia y
la DNA polimerasa I11 ' ' ' ' ' eucrénophil:;{ ’ ' cols., 2011
. Bajo poder resolutivo dentro de . .
atpD (600) Sector F1 de la subunidad B de la ATP ND ND 236 este género, confunde varias Martinez-Murcia y

sintetasa ligada a la menbrana
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Tabla 4 (continuacion). Genes housekeeping estudiados en el género Aeromonas.

Gen (tamafio del - Porcentaje de similitud Porcentaje de S
lics b Producto que codifica - - posiciones Limitaciones Autores
amplicén en pb) Intra-especie Inter-especie variables
Las cepas tipo de A. caviae, A.
media, A. eucrenophilay A.
groL (782) Chaperonina GroEL ND ND 39 encheleia se agrupan con la cepa Martino y cols., 2011

tipo de A. schubertii (en este
estudio no se utilizaron cepas de A.
simiae ni A. diversa)

gltA (626) glrilél)rngcc;trato sintetasa | utilizada en la via ND ND 30,3 No presenta Martino y cols., 2011
Proteina de shock térmico 70 (Hsp70) como

dnakK (816) respuesta a stress ND ND 33,5 No presenta Roger y cols., 2012
radA (420) Proteina de reparacion del DNA ND ND 46,6 No presenta Roger y cols., 2012
tsf (702) Ezgiggigi)elongacién Ts (proteina de ND ND 27,1 No presenta Roger y cols., 2012
ZipA Proteina de division celular ZipA ND ND 70,8 No presenta Roger y cols., 2012

®Estos genes fueron también utilizados por Martinez-Murcia y cols. (2011) y los porcentajes de similitud intraespecie e interespecie y el porcentaje de variabilidad de los genes fueron: para gyrB
(98,3%, 91,4% y 36,8%), rpoD (98,7%, 87,1%; 49,7%), dnaJ (98,4%, 88,6%, 42,06%) y recA (98,2%, 90,3%, 35,3%). Ademas, los genes gyrB y recA diferenciaron todas las especies del género,
mientras del el gen rpoD no diferencié todas las cepas de A. veronii con A. allosaccrarophila ni de A. lusitana con A. tecta. ElI gen dnaJ no diferenci6 todas las cepas de A. veronii con A.
allosaccharophila ni A. bestiarum con A. piscicola; "Estos genes fueron también utilizados por Martino y cols. (2011) y sélo indican el porcentaje de variabilidad o regiones polimérficas, siendo de
29,3% para gyrB y de 31,3% para recA; “Estos genes fueron también utilizados por Roger y cols. (2012b) y los porcentajes de variabilidad fueron de 35,1% para el gyrB y de 23% para el rpoB. Los
porcentajes de similitud intraespecie e interespecie no estan disponibles; “Este gen fue utilizado mas tarde por Lamy y cols. (2010) y el porcentaje de similitud interespecie fue de 78,4% con un
porcentaje de variabilidad de 26%. El porcentaje de similitud intraespecie no esté disponible; ND: no disponible.
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Por otra parte, hay estudios en donde utilizan fragmentos de estos genes para la
identificacion rapida y especifica de una especie de Aeromonas en concreto, como es el
caso de la deteccidn de los genes gyrB y fstA (receptor de sider6foro férrico), mediante
PCR, especifico para la identificacion de A. salmonicida tanto en peces infectados como
en peces asintomaticos (Beaz-Hidalgo y cols., 2008b). En este trabajo, cuando 69 cepas
de A. salmonicida y 38 cepas de otras especies de bacterianas fueron investigadas, los
cebadores utilizados demostraron ser especificos y fueron capaces de diferenciar A.
salmonicida de A. bestiarum. Sin embargo, el posterior descubrimiento de A. piscicola,
hace necesario la re-evalucion de este método, debido a que estas tres especies estan

estrechamente relacionadas, tal como se explico en el apartado 1.2.5.1.

1.2.7. Técnicas de tipado molecular

Las técnicas de tipado molecular son esenciales para determinar las relaciones
epidemioldgicas entre las cepas y permiten reconocer cuales son la fuentes de contagio
en caso de brotes epidemioldgicos. Estas técnicas también permiten reconocer si los
aislados incluidos en la descripcion de nuevas especies son 0 no idénticas o derivan del
mismo clon (Stackebrandt y cols. 2002; Figueras y cols., 2006; 2011b). Se han descrito
diferentes metodos dependiendo de si se utiliza el genoma completo, por ejemplo:
PFGE, RAPD-PCR, AFLP, REP-PCR, BOX-PCR y ERIC-PCR 0 un grupo de genes,
como es el caso del ribotipado y el MLST (Figueras y cols., 2009). En el género
Aeromonas las técnicas mas utilizadas han sido el AFLP (Huys y cols., 2002, 2003) y el
ERIC-PCR. Esta ultima se corresponde a la empleada en esta investigacion.
Considerando esto, esta sera la Unica técnica que presentaremos en detalle
conjuntamente con el MLST, por tratarse de una técnica recientemente descrita para

Aeromonas y las ventajas que representa,seran abordadas a continuacion.

1.2.7.1. Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus basado en la PCR (ERIC-
PCR)

Existen mdltiples estudios en los que se han utilizado la técnicas de ERIC-PCR sola o
en combinacién con otras técnicas de tipado en Aeromonas (DavinRegli y cols., 1998; Huys y
cols., 2002; Sechi y cols., 2002; Huys y cols., 2003; Soler y cols., 2003a; Szczuka y
Kaznowski, 2004; Aguilera-Arreola y cols., 2005; Figueras y cols., 2006; Beaz-Hidalgo y
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cols., 2008a; Nocakova y cols., 2009; Maiti y cols., 2009; Fontes y cols., 2010; Figueras y
cols., 2011d).

El ERIC-PCR fue aplicada en un estudio de cepas de A. hydrophila aisladas de 4
pacientes durante un mismo periodo y del agua de suministro del hospital. Aungue no se
pudo demostrar la relacion entre las cepas aisladas del agua y las de los pacientes, si se
encontraron 2 pacientes colonizados por la misma cepa que habian utilizado la misma
habitacion, demostrandose la eficacia de esta técnica en estudios epidemioldgicos
(DavinRegli y cols., 1998).

El estudio comparativo de Soler y cols. (2003a) en 26 aislados de A. popoffii de
diferentes origenes geograficos mostro que el ERIC-PCR era mas discriminatorio que el
REP-PCR, el RFLP, o el RFLP del ITS 16S-23S mientras que al combinar estas
técnicas los mejores resultados se obtenian de la combinacion del ERIC-PCR con el
REP-PCR. Todas las técnicas tendian a agrupar las cepas en funcién de su origen
geogréfico (Soler y cols., 2003a). En los estudios de Huys y cols. (2002, 2003) se
observa una buena correlacion entre el ERIC-PCR y el FAFLP. Szczuka y Kaznowski
en el 2004 tiparon mediante ERIC-PCR, REP-PCR y RAPD-PCR 120 cepas de
Aeromonas de origen clinico y ambiental observando que ERIC-PCR y RAPD eran las
mas discriminatorias ya que con el REP-PCR, 25 cepas no se pudieron diferenciar. En
este estudio, los autores no pudieron asignar un genotipo determinado de Aeromonas a
cepas implicadas en gastroenteritis. Resultados congruentes entre ERIC-PCR y RAPD
se observaron también en el estudio de Aguilera-Arreola y cols. en el 2005, en el que
evalUan el genotipo de cepas de A. hydrophila. En este estudio se pudieron observar
agrupaciones diferentes entre las cepas de A. hydrophila de origen clinico y las
ambientales. En el estudio realizado por Figueras y cols. (2006) el ERIC-PCR produjo
los mismos resultados que el PFGE y el AFLP. Maiti y cols. en 2009, al tipificar 42
aislados de origen clinico y ambiental no encontraron diferentes agrupaciones entre los
genotipos. Estudios publicados en el afio 2008 muestran que el ERIC-PCR podria ser
atil para el tipado a nivel de especie (Novakova y cols., 2009) y subespecie (Beaz--
Hidalgo y cols., 2008a). En el estudio realizado por Fontes y cols. (2010) se analizaron
los ERICs de cepas de Aeromonas aisladas tanto de carne como de heces de cerdo, asi
como del suelo del matadero en donde permanecian estos animales y se demostré que

cepas de A. hydrophila recuperadas del diafragma y las heces de un mismo animal
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presentaron idénticos patrones de ERIC-PCR, al igual que las cepas de A. caviae
aisladas desde heces de cerdo y del suelo del matadero. Por otra parte, Figueras y cols.
(2012d) encontraron que 23 aislados identificados como A. aquariorum, ahora A.
dhakensis, de distintos origenes pertenecian a 11 genotipos diferentes en base a sus
patrones de ERIC-PCR (47,8% variabilidad genética) y se demostrd la efectividad del
este método para reconocer cepas redundantes asi como para determinar la variabilidad

genética intraespecifica.

1.2.7.2. Multilocus Sequence Typing (MLST)

El MLST fue propuesto como un método de identificacion de relaciones clonales
entre bacterias, basado en secuencias de genes housekeeping, en el afio 1998 por
Maiden.

EL MLST utiliza la secuencia de fragmentos internos de multiples genes
housekeeping (450-500 pb de siete genes) y para cada gen las secuencias procedentes de
diferentes cepas son comparadas y a cada secuencia Unica se le asigna un numero
especifico para cada gen o alelo (en este caso 7 alelos). Las cepas que muestras un
mismo perfil alélico (secuencia idéntica de todos los genes) corresponden a una misma
secuencia tipo (ST) la que es identificada mediante un numero especifico (Maiden y
cols., 1998; Maiden, 2006; Figueras y cols., 2011b; Jolley y Maiden, 2014). Aunque un
ST representa un pequefio porcentaje de la parte conservada de un genoma, mientras
mas perfiles alélicos y por lo tanto, mas ST estén disponibles para cada bacteria, mas
facil serd comprender la estructura de las diversas poblaciones bioldgicas, mediante la
identificacion de cepas y complejos clonales (Maiden y cols., 1998; Maiden, 2006;
Figueras y Beaz-Hidalgo, 2015; Jolley y Maiden, 2014).

Dentro de las ventajas que presenta este método destaca el que es universal (es
aplicable a todas las bacterias) y que genera datos de forma dinamica, o sea, que son
intercambiables, comparables y facil de interpretar utilizando las bases de datos de
acceso pubico creadas por Jolley y Maiden y actualizadas con nuevas prestaciones en
2010 (http://pubmlst.org/) a partir de los estudios realizados en distintos generos y /o
especies. Sin embargo no exite un esquema global y para cada género se requieren
cebadores especificos para cada gen e incluso a veces para cada especie como ocurre

en el MLST de Arcobacter (http://pubmlst.org/arcobacter/info/primers.shtml).Tal y
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como explican Jolley y Maiden (2014) en la actualidad los principios del MLST se han
aplicado al analisis de genomas completos aumentando el nimero de loci comparados
hasta incluir todas la secuencias codificantes de un genoma (whole-genome MLST
[wgMLST]). Esta aproximacion también se ha denominado analisis genémico gen-a-
gen (Sheppard y cols., 2012; Maiden y cols., 2013) y es la filosofia que ha motivado el
disefio de la nueva plataforam Bacterial Isolate Genome Sequence Database (BIGSdb)
que es la plataforma que en la actualidad gestiona la base de datos del MLST (Jolley y
Maiden, 2010) y que también incluye una base de datos de genomas y que es gestionado
a través de la web de la Universidad de Oxford, PubMLST ya mencionada
(http://pubmlst.org/).

El esquema de MLST de libre acceso para Aeromonas fue creado en 2010
(http://pubmlst.org/aeromonas) en base a los datos obtenidos por Martino y cols. (2011)
usando seis genes (gyrB, groL, gltA, metG, ppsA y recA) para caracterizar 100 cepas de
Aeromonas (23 cepas tipo y de referencia mas 77 cepas aisladas de peces, crustaceos y
moluscos). En este estudio solo 96 (3 cepas no amplificaron el gen ppsA y una no
amplifico el gen gyrB) de las 100 cepas fueron utilizadas para la construccion del MLST
y se obtuvo un total de 89 ST, de los cuales 86 (96,6%) fueron reconocidos s6lo una
vez, lo que demuestra una gran diversidad dentro de este género. Ademas, de los 6
genes estudiados, el nimero de sitios polimorficos variaron desde 140 (29,3%) para el
gen gyrB hasta 233 (43,3%) para el gen ppsA, mientras que para el concatenado de los
seis genes (3.084 pb) se detectaron un total de 1.073 (34,7%) sitios polimorficos. En la
actualidad esta base de datos contiene 1722 secuencias provenientes de 433 aislados que
se corresponden con 377 ST.

Un segundo esquema utilizando 7 genes (dnak, gltA, gyrB, radA, rpoB, tsfy
zZipA) fue utilizado por Roger y cols. (2012b) de los cuales dos (gyrB y gltA) eran
comunes con el MLST de Martino y cols. (2011) para caracterizar 195 cepas de
Aeromonas (incluidas 62 cepas tipo y de referencia) y de las cuales 115 (59%) eran de
origen humano, 39 (20%) de origen animal y 41 (21%) de origen ambiental. Entre 195
cepas estudiadas, detectaron un total de 175 ST y de estos, 164 (93,7%) se detectaron
tan s6lo una vez. En relacion a los sitios variables encontrados, estos variaron entre 98
(23%) para el gen rpoB y 380 (70,8%) para el gen zipA. Un inconveniente de este

estudio, es que los ST no se encuentran disponibles en una base de datos como ocurre
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con el MLST de Martino y cols. (2011).

En el afio 2013, Martino y cols. aumentaron el tamafio de la muestra a 258
cepas de Aeromonas, que incluye 92 del estudio realizado en 2011. De las 258
secuencias utilizadas en este estudio, 188 provienen de cepas aisladas de alimentos
(principalmente de origen marino y vegetales), 55 de cepas de origen fecal y 15
corresponden a cepas tipo y de referencia. En este estudio se obtuvo un total de 250 ST,
lo que al igual que en el estudio anterior demuestra una gran variabilidad. Lo mismo
ocurre con los sitios polimorficos, ya que el gen mas conservado fue nuevamente elgyrB
(33,9% de variabilidad), mientras que el méas variable fue el ppsA (48,9% de
variabilidad). Es destacable el hecho de que en base a la proximidad genética de los ST
se identificaron 2 grupos de Aeromonas segun su origen. El primer grupo formado por
A. veronii, A. sobria, A. allosaccharophila y A. popoffii aisladas desde peces. El
segundo grupo estuvo formado por el resto de las especies (A. hydrophila, A. caviae, A.
dhakensis, A. media, A. salmonicida, A.bestiarum, A. piscicola, A. simiae, A. diversa,
A. schubertii, A. molluscorum, A. taiwanensis, A. sanarellii, A. tecta, A. trota, A.
eurenophila, A. encheleia) que fueron aisladas desde alimentos y heces, salvo A.
jandaei, que solo fue recuperada desde muestras humanas. Al realizar el MLPA con las
secuencias de los seis genes se observd que la distribucién de las cepas era consistente
con la filogenia de Aeromonas. Sin embargo, dos cepas, la A. veronii CECT 4908 y la
A. bestiarum CECT 5233, se unieron a grupos filogenéticos diferentes, siendo estos A.
allosaccharophila y A. hydrophila respectivamente.

Recientemente, Hossain y cols. (2014b) utilizando la base de datos del MLST
disefiada por Martino y cols. (2011) demostraron que la cepa de A. hydrophila ML09-
119, responsable de generar diversas epidemias en el pez gato en piscifactorias de
Alabama en Estados Unidos desde el afio 2009, estaba relacionada con otras cepas de A.
hydrophila (cepas S04-690, ZC1, XS91-4-1) altamente virulentas. La cepa S04-690 fue
recuperada desde el afio 2004 en peces enfermos en Estados Unidos, la cepa ZC1 fue
aislada de carpas (grass carp) enfermas en la provincia de Guangdong, China el afio
2009 y la cepa XS91-4-1, de origen chino fue recuperada también de carpas enfermas
(silver loweye carp) en 2001 durante un brote epidémico. Las cuatro cepas comparten el
mismo perfil alélico, correspondiente al ST 251, demostrando el origen clonal de estos

cuatro aislados (Hossain y cols., 2014b). Este descubrimiento soporta la hipotesis de
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que las cepas virulentas recuperadas en Estados Unidos emergieron debido a la

expansion clonal de cepas patogenicas procedentes de Asia introducidas con las carpas.

1.3. Ecologia y Epidemiologia del género Aeromonas

1.3.1. Presencia de Aeromonas en el medio acuatico

Las Aeromonas son organismos autoctonos del medio acuético, por lo que no es
raro encontrarlas en diferentes tipos de agua, como: aguas superficiales, subterraneas,
aguas de consumo, embotelladas, residuales tratadas y no tratadas, asi como en aguas
marinas y de estuarios (Holmes y cols., 1996; Borrell y cols., 1998; Bonadonna y cols.,
2003; Villari y cols., 2003; Pianetti y cols., 2004; Figueras y cols., 2005; Emekdas y
cols., 2006; Razzolini y cols., 2008; Rahman y cols., 2009; Martone-Rocha y cols.,
2010; Figueira y cols., 2011; Aravena-Roman y cols., 2013; Igbinosa y Okoh, 2013).

Considerando que en esta tesis estudiaremos la presencia de Aeromonas en
aguas regeneradas centraremos esta introduccidn basicamente en estas ultimas sin tratar
en profundidad la presencia de Aeromonas en otros ambientes acuaticos.

Debido a factores como el aumento de la poblacion, alteracion de los patrones
pluviométricos y contaminacion de las fuentes naturales de agua, esta es cada vez un
recurso mas escaso. Esto ha llevado a reutilizar el agua residual, generandose la que se
conoce como agua regenerada o reciclada tras someterla a distintos tratamientos en una
estacion depuradora de aguas residuales (EDAR), también Ilamada planta de depuracion
o0 planta de tratamiento de aguas residuales (PTAR) que normalmente realizan un
tratamiento primario seguido de uno secundario o biologico. Adicionalmente puede
realizarse un tratamientos terciario, que pueden ser quimico (ozono, cloracién), fisico
(radiacion ultravioleta) y natural como el lagunaje, que es un proceso de purificacion,
producido cuando el agua residual es almacenada temporalmente en balsas o lagunas de
poco profundidad (Boussaid y cols., 1991; Hassani y cols., 1992; Jjemba y cols., 2010).

Dependiendo de la calidad microbioldgica del agua regenerada, se le pueden dan
diferentes usos como por ejemplo el riego de alimentos, riego de campos deportivos,
uso industrial para el lavado de maquinaria o refrigeracion de acuerdo con la legislacion
Espafiola actual (Real Decreto 1620/2007) que comentaremos mas adelante en el
apartado 1.3.1.1.
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La calidad microbioldgica las aguas regeneradas es especialmente importante
cuando esta se utiliza para el riego de frutas y verduras que se consumen crudas ya
pueden contaminarse con microorganismo capaces de producir brotes epidémicos y
tener una importante implicacion en la salud publica. Esta problematica ha llevado a
que cada vez se investigue mas la calidad microbioldgica de las aguas residuales
tratadas y no tratadas. Las Aeromonas ha sido detectada en altas concentraciones
(5,63x10° ufc/100ml a 10® ufc/200ml o 3x10° NMP/100ml) en aguas residuales no
tratadas (Boussaid y cols., 1991; Monfort y Baleaux., 1991; Hassani y cols., 1992;
Holmes et al., 1996; Martone -Rocha y cols., 2010; Figueira y cols., 2011; Carvalho y
cols., 2012; Igbinosa y Okoh, 2012). Sin embargo, después del tratamiento terciario,
Aeromonas, aunque en menor cantidad, siguidé estando presente con recuentos que
oscilaron entre 1,04x10° ufc/200ml y 10° ufc/200ml o < 3 - 9x10° NMP/100ml
(Boussaid y cols., 1991; Monfort y Baleaux., 1991; Hassani y cols., 1992; Jjemba y
cols., 2010; Martone -Rocha y cols., 2010; Figueira y cols., 2011; Carvalho y cols.,
2012; Igbinosa y Okoh, 2012). Ademas existe evidencia de que Aeromonas es capaz de
recrecer en los sistemas de distribucion de agua utilizada para riego (Holmes et al.,
1996; Pianetti y cols., 2004; Al-Jassim y col., 2015). Este recrecimiento se considera
que puede estar relacionado con la disminucion en la concentracion de cloro durante el
almacenaje del agua regenerada, con la capacidad de Aeromonas de producir
biopeliculas y con la presencia de altas concentraciones de materia organica en el agua
regenerada (Jjemba y cols., 2010).

Tal y como hemos comentado previamente las aguas de regadio que contienen
Aeromonas pueden contaminar frutas y vegetales (Pianetti y cols., 2004), pudiendo
causar infeccion en el hombre. En relacion a esto ultimo, hay evidencias
epidemioldgicas que demuestran que el agua actia como vehiculo de diseminacion de
estos patdgenos, ya que se ha logrado identificar la misma cepa de Aeromonas tanto de
muestras de agua potable como de las heces de individuos con diarrea (Khajanchi y
cols., 2010; Pablos y cols., 2011).

1.3.1.1. Legislacion actual sobre las aguas regeneradas

En el caso especifico de Espafia, los criterios para la utilizacion de aguas

regeneradas, estan estipulados en el Real Decreto 1620/2007 ( capitulo 2, anexo I.A)
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donde se establece que los pardmetros microbiolégicos a determinar incluyen la
cuantificacion de nematodos intestinales, Escherichia coli ademas de la determinacién
de la cantidad de sélidos en suspension y turbidez.

Para el caso puntual de usos agricolas, especifica que para "riego de cultivos con
sistema de aplicacion de agua que permita el contacto directo del agua regenerada con
las partes comestibles para alimentacion humana en fresco™ los valor maximos
admisible para los parametros microbioldgicos son: 1 huevo de nematodo intestinal/10l
y una concentracion de E. coli equivalente a 100 ufc/100ml. Ademas es obligatorio la
deteccion cualitativa (presencia/ausencia) de Salmonella sp. Sin embargo, a pesar de de
las publicaciones que evidencian que microorganismo potencialmente patdgenos como
Aeromonas estan presentes en este tipo de aguas y que su presencia no se correlaciona
positivamente con la presencia de E. coli (Jjemba y cols., 2010), el analisis de la
presencia de estas bacteria no es exigido por la legislacion vigente a pesar de que su
presencia puede significar un riesgo para la salud humana.

En algunos paises como Canada y USA se realiza un control de la presencia de
Aeromonas en las aguas embotelladas, que estan clasificadas como alimentos (EPA,
2006), mientras que en otros, como Holanda, se han establecido criterios de calidad en
base a la presencia de Aeromonas en el agua potable destinada al consumo de
20ufc/100ml y en los sistemas de almacenaje de agua potable de 200 ufc/100ml

(Figueras y Borrego, 2010; Figueras y Beaz-Hidalgo, 2014).

1.3.2. Presencia de Aeromonas en Animales

El género Aeromonas es considerado patdgeno de animales desde sus primeros
aislamientos en septicemias de ranas y peces enfermos (Farmer y cols., 2006).
A. salmonicida y A. hydrophila son patégenos reconocidos de peces, en especial de la
familia de los salmonidos en los que generan Ulceras, hemorragias, forunculosis y
septicemias, produciendo grandes pérdidas en la industria de la acuicultura (Pylkko y
cols., 2005, 2006; Treasurer y cols., 2007; Reith y cols., 2008; Beaz-Hidalgo y Figueras,
2012, 2013; Figueras y cols., 2011c). Sin embargo, otras especies de Aeromonas
también han sido aisladas de peces, principalmente enfermos, por ejemplo A.
allosaccharophila, A. dhakensis, A. caviae, A. veronii, A. hydrophila, A. jandaei, A.

media y A. trota han sido aisladas de anguila (Martinez-Murcia y cols., 1992b; Esteve y
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cols., 1995a,b, 2012; Yi y cols., 2013), A. veronii, A. bestiarum, A. encheleia y A.
sobria han sido recuperadas de carpa comun (Cyprinus carpio, Kozinska y col., 2002;
Soriano-Vargas y cols., 2010), A. veronii de pez gato (Nawaz y col., 2006, 2010), A.
piscicola de salmonidos (Beaz-Hidalgo y cols., 2009, 2010), A. sobria de tilapia
(Oreochromis niloticus, Li y Cai, 2011) y A. schubertii de pez cabeza de serpiente
(Channa maculata y Ophiocephalus argos, Chen y col., 2012, Liu y Li, 2012).
Recientemente, tal y como hemos comentado una cepa de A. hydrophila altamente
virulenta, caus6 mortalidad masiva en piscifactorias de pez gato en Alabama, Estados
Unidos (Hossain y cols., 2013, 2014b).

Tambien se han detectado como patdgenos de equinodermos (Yang y cols.,
2008), moluscos (Mifiana-Galbis y cols., 2004, 2007) y asociados a copépodos
(Glugliandolo y cols., 2008). A. hydrophila es un reconocido patdgeno de ranas que
causa la denominada “pata roja” (Paerson y cols., 2000; Mauel y cols., 2002; Millers y
cols., 2008) y recientemente se ha descrito que esta especie forma parte de la microbiota
intestinal normal en cocodrilos del Nilo (Lovely y cols., 2008). También pueden causar
septicemia en aves de corral, sin embargo, en gaviotas también se han definido como
microbiota normal (Kinzelman y cols., 2008).

Existen diversas publicaciones que describen las Aeromonas como microbiota
normal de los dipteros. En este sentido A. caviae se ha aislado del tracto digestivo de
moscas comunes (Nayduch y cols., 2002) mientras que la especie A. culicicola (en la
actualidad sinonimizada con la especieA. veronii) se aislo del intestino de mosquitos
hembra de las especies Culex quinquefasiatus y Aedes aegyptiien la India (Pidiyar y
cols., 2002). El afio 2008 se propuso a las masas de huevos de dipteros acuaticos como
un reservorio de Aeromonas (Senderovich y cols., 2008). Mas tarde, a partir de estos, se
recuperaron cepas de A. aquariorum, ahora A. dhakensis (Figueras y cols., 2011d, Beaz-
Hidalgo y cols., 2013) asi como nuevas cepas de A. sanarellii y A. taiwanensis (Beaz-
Hidalgo y cols., 2012).

Aeromonas también ha sido recuperada de mamiferos, como es el caso de A.
veronii aislada de lobos marinos (Otaria flavescens), A. hydrophila ha sido recuperada
de ovinos (llhan y cols., 2006; Gonzales y cols., 2009) y A. dhakensis fue recientemente
aislada de un cetaceo neonato muerto (Pérez y cols., 2015).

Por otra parte, la asociacién simbidtica entre Aeromonas y sanguijuelas es
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reconocida, tal como seré explicada en el apartado 1.3.5.2.

1.3.3. Presencia de Aeromonas en alimentos

Las Aeromonas se han aisladas de una amplia variedad de alimentos,
principalmente pescados, mariscos, productos cérnicos y embutidos, frutas, verduras y
productos lacteos (Borrell y cols., 1998; Neyts y cols., 2000a; Bashir Awan y cols.,
2006; Chang y cols., 2008; Yucel y Erdogan, 2010; Ottaviani y cols., 2011; Nagar y
cols., 2011, 2013; Beaz-Hidalgo y cols., 2009, 2010; Beaz-Hidalgo y Figueras, 2012,
2013; Figueras y Beaz-Hidalgo, 2014).

En el caso de los pescado destinados al consumo humano, los mas afectados son
los pertenecientes al género Tilapia y los salmoénidos (Figueras y Beaz-Hidalgo, 2014;
Beaz-Hidalgo y Figueras, 2012, 2013). Las especies de Aeromonas més detectadas,
cuando métodos fenotipicos y secuenciacion del gen rRNA 16S fueron utilizados,
fueron A. hydrophila, A. veronii bv. sobria, A. caviae y A. dhakensis (Neyts y cols.,
2000a; Radu y cols., 2003; Bashir Awan y cols., 2006; Chang cols., 2008; Yicel y
Balci, 2010; Yucel y Erdogan, 2010; Nagar y cols., 2011; Soto-Rodriguez y cols., 2013;
Figueras y Beaz-Hidalgo, 2014). Sin embargo, cuando métodos moleculares (rRNA
16S-RFLP y secuenciacion del gen rpoD) fueron utilizados las especies mas prevalente
fue A. salmonicida, seguida por A. bestiarum, A. veronii, A. encheleia, A. hydrophila, A.
allosacharophila y A. bivalvium (Castro-Escarpulli y cols., 2003; Nagar y cols., 2013;
Figueras y Beaz-Hidalgo, 2014).

En relacién a los mariscos, Aeromonas es frecuentemente aislada desde
mejillones, ostras, camarones y berberechos con concentraciones que varian entre <
10%y 1,5x10° ufc/g de alimento. La diversidad de especies de Aeromonas es similar a la
encontrada en pescado cuando se utilizaron métodos de identificacion moleculares
(secuenciacion de los genes gyrB y cpn60), siendo las especies mas frecuentemente
encontradas A. veronii, A. dhakensis, A. caviae, A. jandaei y A. schubertii (Neyts y
cols., 2000; Bashir Awan y cols., 2006; Evangelista-Barreto y cols., 2006; Ottavianni y
cols., 2006; Woodring y cols., 2012; ; Figueras y Beaz-Hidalgo, 2014; Yano y cols.,
2015).

Generalmente se han detectado Aeromonas en los productos carnicos (vacuno,

cerdo, pollo y conejo) con una incidencia que oscila entre 3-70% de las muestras
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dependiendo del estudio (Figueras y Beaz-Hidalgo, 2014). En estas muestras y en los
embutidos A. hydrophila y A. caviae corresponden a las especies méas frecuentemente
identificadas por métodos fenotipicos en una concentracién que oscilan entre 10%- 10°
ufc/g (Borrell y cols., 1998; Neyts y cols.,, 2000a; Bashir Awan y cols., 2006;
Rodriguez-Calleja cols., 2006; Chang y cols., 2008; Yiicel y Erdogan, 2010, Nagar y
cols., 2011). Pero esta diversidad aumenta al utilizar los genes rpoD y gyrB,
identificandose entonces A. veronii, A. salmonicida, A. jandaei y A. simiae ademas de
A. hydrophila y A. caviae (Fontes y cols., 2010; Nagar y cols., 2013). Es importante
destacar, que en el estudio realizado por Fontes y cols. (2010) que ya hemos comentado
antes en el apartado 1.2.7.1 se genotiparon por ERIC-PCR aislados de Aeromonas
recuperados de cerdos y suelo del matadero en donde estos eran mantenidos,
demostrandose que un aislado de A. caviae recuperado desde heces de cerdo mostraba
idéntico genotipo que otro aislado recuperado del suelo del matadero. Ademas dos
aislados de A. hydrophlila recuperadas del diafragma y heces de un mismo animal
presentaron el mismo patrén de ERIC-PCR. Esto sugiere el rol directo de las heces en la
contaminacion de la carne.

Los tipos de frutas y vegetales estudiados hasta la fecha en los estudios en los
que se especifican corresponden a: brotes de alfalfa, zanahoria, tomate, lechuga, pepino,
patata, cebolla y apio. Sélo dos especies, A. caviae y A. hydrophila fueron identificadas
cuando la secuenciacion del gen rpoD fue realizada a aislados recuperados de brotes de
alfalfa (Nagar y cols., 2013). Esto concuerda con la mayoria de los estudios que han
utilizado métodos fenotipicos de identificacion, en los cuales las mismas especies de
Aeromonas han sido aisladas desde frutas y vegetales (Neyts y cols., 2000a; Bashir
Awan y cols., 2006; Chang y cols., 2008; Nagar y cols., 2011), con excepcién del
realizado por McMahon y Wilson (2001) en donde A. schubertii fue la especie méas
prevalente, seguida por A. hydrophila, A. caviae, A. trota y A. veronii.

Estos alimentos junto con el agua contaminada corresponden a la principal
fuente de infeccion con Aeromonas en los procesos diarreicos (Figueras y Borrego,
2010; Figueras y Beaz-Hidalgo, 2014). Parametros como la temperatura, salinidad, pH,
y variacion en las concentraciones de CO, y O, son factores que se modifican para
evitar la proliferacion de Aeromonas en estos alimentos (Figueras y Beaz-Hidalgo,

2014). Si bien la mayoria de las Aeromonas son meséfilas (28-30°C), existen algunas
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especies que son capaces no s6lo de sobrevivir, sino también de multiplicarse a
temperaturas de refrigeracion (2-10°C), de ahi la importancia de monitorizar la
presencia de Aeromonas en alimentos que requieren cadena de frio (Figueras y Beaz-
Hidalgo, 2014). EI nimero de Aeromonas en estos alimentos varfa entre 10° y 10° ufc/g,
pero Aeromonas es capaz de multiplicarse entre 10 y 1000 veces en alimentos
almacenados hasta 10 dias a 5°C y es capaz de sobrevivir a temperaturas mas bajas,
entre 0y -3°C (Figueras y Beaz-Hidalgo, 2014).

Aeromonas también es capaz de sobrevivir a otras condiciones usadas para
preservar los alimentos, como el vacio y modificacién de los gases atmosféricos. Sin
embargo, al modificar las condiciones atmosféricas (60% CO,/40% O,) del embalaje de
un pez (Etroplus suratensis) autoctono de India, el crecimiento de Aeromonas fue
inhibido, favoreciendo la duracién del producto (Figueras y Beaz-Hidalgo, 2014).

La sal o cloruro de sodio (NaCl) es un preservante habitual de productos
carnicos y pescados crudos. En general Aeromonas es capaz de crecer en
concentraciones de NaCl de hasta 4%, sin embargo, hay cepas tolerantes a mayores
concentraciones (6% de NaCl) detectandose niveles de 10° células viables/ml mediante
citometria de flujo (Figueras y Beaz-Hidalgo, 2014). Ademé&s se demostré que esta
tolerancia se ve favorecida por las bajas temperaturas (4°C) de refrigeracion, la que no
asegura la calidad de los alimentos (Figueras y Beaz-Hidalgo, 2014).

El pH es otro parametro utilizado para controlar el crecimiento de bacterias
patdgenas en los alimentos. Sin embargo, se ha demostrado que Aeromonas es capaz de
sobrevivir a pH= 5, que es el obtenido cuando se utiliza jugo de limén, por ejemplo en
el cebiche (Figueras y Beaz-Hidalgo, 2014).

La radiacion gamma es altamente efectiva en la eliminacion de patogenos en
alimentos como vegetales, carnes y pescado. Se ha demostrado que dosis equivalentes a
1,5 kGy eliminaban las altas concentraciones de Aeromonas (10° ufc/g) presentes en

brotes de vegetales, en pollo y en pescado (Figueras y Beaz-Hidalgo, 2014).

1.3.4. Estudios de metagendmica en comunidades bacterianas
Cada vez son mas los estudios enfocados a entender la composicion de las
comunidades bacterianas, principalmente en flujos de agua. Es asi, como en un estudio

ambiental realizado en Alemania por Cousin y cols. (2008), en donde se analizaron
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muestras de agua Karsticas, 681 aislados bacterianos fueron recuperados e identificados
mediante secuenciacion parcial del gen ARNr 16S (432 pb). Un total de 40 generos
bacterianos fueron identificados y de estos Flavobacterium (362/681, 53,2%),
Pseudomonas (109/681, 16%), Stenotrophomonas (49/681, 7,2%) y Aeromonas
(15/681, 2,2%) fueron los més prevalentes. Estos 15 aislados de Aeromonas fueron
enviados a nuestro laboratorio en donde fueron re-identificados mediante secuenciacion
del gen rpoD, a partir del cual se hizo la descripcion de una nueva especie denominada
A. rivuli (Figueras y cols., 2011a). Posteriormente, en el afio 2009, Berg y cols.
utilizando la misma metodologia que en el estudio anterior, identificaron 460 aislados
recuperados a partir de 212 muestras de agua (rio (n=7), lago (n= 144), mar (n=32) y
agua potable (n= 29)) en Finlandia. De los 460 aislados, 195 (42%) correspondieron a
Gammaproteobacterias, 100 (22%) a Alphaproteobacterias y 55 (12%)
Betaproteobacterias, siendo estas las tres clases dominantes. En el caso especifico del
orden Gammaproteobacteria, Aeromonas (121/195, 62%) fue el género mas
frecuentemente identificado, seguido por Pseudomonas (31/195, 15,9%) vy
Acinetobacter (21/195, 10,8%). Las cepas de Aeromonas fueron también enviadas a
nuestro laboratorio para ser re-identificadas mediante secuenciacion del gen rpoD. En
este caso, también se encontraron especies nuevas que seran descritas en los apartados
441y4.42.

Tal como se explico previamente en el aparatado 1.2.5, las técnicas de
secuenciacion masiva o secuenciacion de nueva generacion, debido principalmente a su
bajo costo y alto rendimiento, han sido cada vez mas utilizadas principalmente en el
estudio de microbiomas o comunidades bacterianas asociadas a matrices complejas
como por ejemplo agua residual, siendo las regiones variables V3, V4 y V6 del gen
rRNA 16S las dianas mas utilizadas (McLellan y cols., 2010; Ye y Zhang, 2011;
VandeWalle y cols., 2012; Lu y Lu, 2014; Lu y cols., 2015; Al-Jassin y cols., 2015).
Esta tecnologia ha permitido la rapida deteccion de bacterias patdgenas, siendo los
géneros Arcobacter y Aeromonas los mas prevalentes en este tipo de muestras
(McLellan y cols., 2010; VandeWalle y cols., 2011; Lu y Lu, 2014; Al-Jassim y cols.,
2015). En el caso especifico de Aeromonas, esta ha sido detectada a lo largo de todo el
proceso de tratamiento de las aguas residuales, sin embargo, su prevalencia va

aumentando hacia el final de este proceso (Ye y Zhang, 2011; Lu y cols., 2015), lo que
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implica que Aeromonas es capaz de resistir los tratamientos de purificacién empleados.
Esto hecho también fue detectado por Al-Jassim y col. (2015) en donde los mismos 45
OTUs correspondientes a bacterias patdgenas fueron detectados tanto en la entrada
como en la salida de la planta (post tratamiento de cloracion) de tratamiento de aguas
residuales. Ademas, siete de estos 45 OTUs fueron identificados como Aeromonas. Por
otra parte, en el estudio realizado por McLellan y cols. (2010), se empled
pirosecuenciacién para analizar muestras de aguas residual, aguas superficiales y heces
humanas. Al comparar los grupos taxonomicos prevalentes en cada una de estas
muestras, se observd que Acinetobacter, Aeromonas y Trichococcus fueron abundantes
en agua residual, pero no en los otros dos tipos de muestras, en donde no fueron
detectados o estuvieron en muy bajos niveles, sugiriendo que estos organismos son
especificos de este tipo de agua. La capacidad de Aeromonas de proliferar en el agua
residual ya habia sido comentado previamente ya que se consideraba que su elevada
presencia y concentracion en las aguas residuales urbana no podia explicarse
unicamente como un aporte de origen fecal humano, ya que su presencia en las heces
humanas es relativamente baja (Holmes y cols., 1996). Esta caracteristica hace que se

mencionen como indicadores alternativos de calidad del agua.

1.3.5. Infecciones en humanos

Las Aeromonas son consideradas, actualmente, como un patdégeno oportunista
emergente habiéndose asilado como agente etioldgico en diversos procesos infecciosos,
principalmente gastroenteritis, septicemia e infecciones de heridas, asi como en otras
infecciones que afectan al sistema hepatobiliar, tracto respiratorio, huesos y
articulaciones, como se muestra en la Tabla 5 (actualizado de Figueras y Beaz-Hidalgo,
2015).Las Aeromonas son principalmente patdgenos entéricos que afectan con mayor
frecuencia a nifios, ancianos e individuos inmunocomprometidos (Figueras, 2005;
Janda y Abbott, 2010; Igbinosa y cols., 2012; Figueras y Beaz-Hidalgo, 2015). Se han
descrito numerosos casos de bacteriemias e infecciones extraintestinales tales como
meningitis, neumonia, queratitis y osteomielitis causadas por Aeromonas en paciente
sanos e inmunocompetentes (Figueras, 2005; Dwivedi y cols., 2008; Gunasekaran y
cols., 2009; Janda y Abbott, 2010; Figueras y Beaz-Hidalgo, 2015).
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Ademas, Aeromonas fue el microorganismo mas aislado después de desastres
naturales como el tsunami en Tailandia el afio 2001 (Aeromonas correspondio al 22,6%
de todos los aislados) y el huracan Katrina en el sureste de Estados Unidos (2005),
asociada principalmente a infeccion de heridas (Hiransuthikul y cols., 2005; Presley y
cols., 2006). De hecho, tanto las inundaciones como las sequias, son consideradas las
principales repercusiones del cambio climatico y hay evidencia de que tanto el aumento
como la disminucion del volumen de lluvia caida, preceden los brotes de Aeromonas
asociado al consumo de agua (Figueras y Borrego, 2010). Ademas, Aeromonas ha sido
aislada junto con Vibrio cholerae en brotes ocurridos en Haiti (Hasan y cols., 2012;
Mendes-Marquez y cols., 2012; Figueras y Beaz-Hidalgo, 2015).

Se han descrito multiples factores de virulencia en Aeromonas en relacién con
estas infecciones incluyendo aerolisinas, hemolisinas, lipasas, enterotoxinas citoliticas y
citotonicas (Martin-Carnahan y Joseph, 2005; Igbinosa y cols., 2012; Beaz-Hidalgo y
Figueras, 2012, 2013;dos Santos y cols., 2015) asi como la existencia de diversos
Sistemas de Secrecion (Vilches y cols., 2004; Seshadri y cols., 2006; Retih y cols.,
2008; Beaz-Hidalgo y Figueras, 2012, 2013; dos Santos et al., 2015), que permiten la
colonizacion, invasién y proliferacion de esta bacteria durante el establecimiento de la
infeccidn, siendo capaz de dafar los tejidos del hospedero y evadir la respuesta inmune
generada por este.

Hasta hace poco tiempo, eran solo tres especies, A. caviae, A. veronii y A. hydrophila,
las predominantes en muestras clinicas, correspondiendo aproximadamente al 92% de
los aislados (Figueras, 2005; Janda y Abbott, 2010; Igbinosa y cols., 2012; Figueras y
Beaz-Hidalgo, 2015). Sin embargo, desde la descripcién de A. dhakensis (que resulto de
la reclasificacion de A. aquariorum y A. hydrophila subsp. dhakensis) esta especie a
resultado ser muy prevalente en muestras clinica. En realidad hasta la fecha las cepas
pertenecientes a esta especie se identificaban err6neamente como A. caviae, A.
hydrophila y A. veronii mediante métodos bioquimicos (Martinez-Murcia y cols., 2008;
Figueras y cols., 2009; Aravena-Roman y cols., 2011a; Puthucheary y cols., 2012,
Roger y cols., 2012b; Wu y cols., 2012a; Beaz-Hidalgo y cols., 2013, Morinaga y cols.,
2013; Chen y cols., 2013; Pérez-Valdespino y cols., 2014). Podemos decir que la
prevalencia de las especies predominantes en clinica a cambiado con la descripcién de

A. dhakensis y con la introduccién de los métodos moleculares de identificacion.
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Tabla 5. Distribucion de Aeromonas spp. segiin origen de aislamiento e identificadas mediante métodos moleculares
(actualizado de Figueras y Beaz-Hidalgo, 2015)%

Especies Heces Herida Sangre T.racto ., Orina Di_é"SiS Bilis Otros® Total
respiratorio peritoneal

A. caviae 130 36 112 3 6 4 2 6 299
A. veronii 99 40 96 9 2 3 249
A. dhakensis* 55 82 84 3 3 2 3 237
A. hydrophila 47 65 32 5 2 4 1 2 158
A. media 8 3 5 1 17
A. trota 1 2 1 4
A. taiwanensis 1 3 4
A. salmonicida® 2 1 3
A. jandaei 1 1 1 3
A. sanarellii 1 3 4
A. allosaccharophila 1 1 2
A. tecta 2 2
A. diversa 2 2
A. schubertii 1 1
A. bestiarum 1 1
A. popoffii 1 1
Total 346 239 332 20 14 13 8 15 987

Datos obtenidos de Huys y cols. (2002), Hua y cols. (2004), Al Benwan y cols. (2007), Bossi-Kiipfer y cols. (2007), Demarta y cols.
(2008), Figueras y cols. (2009, Tena y cols. (2009), Alperi y Figueras (2010), Mifiana-Galbis y cols. (2010), Aravena-Roman y cols.
(2011a), Esteve y cols. (2012), Puthucheary y cols. (2012), Roger y cols. (2012h), Sedlacék y cols. (2012), Senderovich y cols. (2012), Wu y
cols. (2012a, 2015), Morinaga y cols. (2013), Chen y cols. (2013, 2014b), Shin y cols. (2013), Pérez-Valdespino y cols. (2014) y los
resultados de 76 aislados fecales no publicados; "10 cepas de esputo; “Otros incluye: A. caviae (n= 6) de: vagina (3), apéndice (1), liquido
ascitico (1) y absceso (1); A. veronii (n= 3): liquido ascitico (2) y liquido 6tico (1); A. dhakensis (n= 3): liquido ascitico (1), liquido articular
(1) y hueso (1); A. hydrophila (n= 2): exudado de Glcera (1) y absceso (1) y A. salmonicida de absceso (1); “En muchos de laos estudios A.
aquariorum fue el nombre usado para A. dhakensis; *Un caso adicional asociado con liquido peritoneal fue descrito por Yang y col. (2008),
pero el método de identificacion empleado no fue especificado.

Ahora, el 96,5% de los aislados clinicos corresponden a cuatro especies; A.
caviae (29,9%); A. dhakensis (26,3%), A. veronii (24,8%) y A. hydrophila (15,5%),
como se observa en la Tabla 6 (actualizada de Figueras y Beaz-Hidalgo, 2015), que
ademas muestra todas las especies aisladas desde muestras clinicas que han sido
identificadas mediante metodos moleculares. De hecho, A. dhakensis es la especie
clinica mas prevalente en Malasia (Puthucheary y cols., 2012), estando por sobre las
tradicionalmente identificadas A. caviae y A. veronii. Una situacion similar se presenta
en Australia (Aravena-Roméan y cols., 2011a) y Taiwén (Wu y cols., 2012a, 2015; Chen
y cols., 2013, 2014b), lo que demuestra la importancia clinica de esta especie, la que ha
sido aislada en diferentes paises y a partir de distintos tipos de muestras (Tabla 5y 6),

La sospecha de que A. dhakensis es mas prevalente en climas tropicales (Malasia,
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Taiwan y Australia) requiere ser confirmada. Por otra parte, el hecho de que A. caviae
ha sido descrita como la especie méas frecuentemente aislada en muestras de sangre en
Japén (Kimura y cols., 2013) y A. hydrophila en las islas caribefias francesas y en
Taiwan (Hodechez y cols., 2011) deberia ser verificado, ya que en ambos estudios se
emplearon métodos fenotipicos para la identificacion.

Ademas, la confusion entre A. hydrophila y A. dhakensis puede tener
consecuencias en clinica, debido a que la ultima es mas virulenta y muestra mayor
actividad citotoxica frente a lineas celulares de fibroblastos humanos de la piel, como
fue demostrado por Chen y cols. (2013) al cuantificar los niveles de lactato
deshidrogenasa leucocitaria (29,6 £ 1,2% vs 20,6 = 0,6%, P < 0.0001). Por otra parte, el
81% de los aislados de A. dhakensis recuperados desde sangre presentaron resistencia a
cefotaxima, no asi otras cepas clinicas de A. hydrophila, A. caviae, A. veronii y A. trota
(Wu y cols., 2013). Ademas, se ha descrito en el genoma de la cepa clinica de A.
dhakensis (AAK1), una B-lactamasas clase C codificada por el gen blaAQU-1 (Wu y
cols., 2013). Sedlacék y cols. (2012) publicaron un caso de diarrea aguda atribuida a A.
dhakensis de 10 dias de duracion en un hombre de 25 afios, que regresaba a Republica
Checa de un viaje a Egipto y concluyeron que se trataba de una enfermedad importada.
Sin embargo, esta especie no ha sido notificada en Egipto, lo que no es raro, ya que en
este pais no se han publicado estudios en donde utilicen métodos moleculares de
identificacion. Un afio mas tarde, Shin y cols. (2013) publicaron un caso de sepsis
debida a A. dhakensis con desenlace fatal. Recientemente Chen et al. (2014b) han
demostrado de nuevo la mayor virulencia de A. dhakensis y comprobado que los
pacientes que sufrian bacteremia atribuida a esta especie tenian una mayor mortandad
que la producida por otras especies(37,5% vs. 0%, P = 0.028).

Como se menciond anteriormente, las principales presentaciones clinicas
producidas por Aeromonas son la diarrea, las infeccion de heridas y la bacteremia
(Figueras, 2005; Janda y Abbott, 2010; Igbinosa y cols., 2012; Figueras y Beaz-
Hidalgo, 2015). Mientras que las diarreas afectan principalmente a nifios e individuos
inmunocomprometidos, las infecciones de heridas afectan principalmente a la poblacion
sana y estan asociadas a accidentes o traumas, incluso, pueden ser adquiridas en el
hospital, después de una cirugia o de la aplicacién de terapia con sanguijuelas (Figueras,
2005; Janda y Abbott, 2010; Igbinosa y cols., 2012; Figueras y Beaz-Hidalgo, 2015;
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Baruah y cols., 2015, en prensa).

En un estudio retrospectivo (9 afios) realizado por Wu y cols. (2007) en Taiwan,
se determind que el espectro de enfermedades de las cuales provenian un total de 116
aislados de Aeromonas fue el siguiente: 40% de bacteremia, 27% de infecciones de
heridas y 15% de infecciones del tracto hepatobiliar. Se observo una mortalidad de un
26%. Por otra parte, en Espafia y comprendiendo un periodo de 15 afios, Tena y cols.
(2007) reportaron 38 casos de infecciones extraintestinal debido a Aeromonas. De
estos, el 40% casos correspondieron a infecciones abdominales (55% (10/18) de los
casos asociado al sistema hepatobiliar), el 28% a infecciones de piel y tejidos, el 7% a
infeccion del tracto urinario y el 7% a bacteremia primaria. La mortalidad global fue de
un 16,2%. En ambos estudios, un alto porcentaje de los individuos que presentaron
infeccion de heridas o tejidos, estaban previamente sanos, variando entre un 64 % en el
estudio de Tena y cols. (2007) y un 85% en el de Wu y cols. (2007). Ademas, en este
altimo, el 71% de los pacientes con infeccion de los tejidos sufrié traumatismos
relacionados con el agua y/o suelo. En estudios realizados en Francia por Fraisse y cols.
(2008) y Lamy y cols. (2009) las infecciones de herida fueron las presentaciones
clinicas predominantes, correspondiendo a un 44% y 50% del total respectivamente.
Asi mismo ocurri6 en Australia, en donde un alto porcentaje de aislados fueron
recuperados a partir de heridas (38%), seguido con idéntica prevalencia (23%) de las de
heces y sangre (Aravena-Roman y cols., 2011a, b). Sin embargo, en un estudio
realizado en Malasia por Puthucheary y col. (2012) la gastroenteritis (55,3%) fue la
forma clinica méas frecuente, seguida por infeccion de tejidos (23,4%), infeccion
asociada a dialisis peritoneal (13,8%) y bacteremia primaria (4,25%). Los estudios

clinicos mas recientes se resumen en la Tabla 6.

1.3.5.1. Intestinales

Tal y como se ha comentado previamente las infecciones intestinales debido a
Aeromonas son comunes Yy de distribucion mundial (Janda y Abbott, 1998, 2010;
Figueras, 2005; von Graveniz, 2007; Ghenghesh y cols., 2008, Surek y cols., 2010;
Figueras y Beaz-Hidalgo, 2015). Sin embargo, se considera que estas infecciones estan
subvaloradas, ya que la presencia de Aeromonas no se investiga de forma rutinaria en

los laboratorios clinicos y la mayoria de las veces, su aislamiento ocurre desde medios
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de cultivos destinados a la deteccion de enteropatdgenos, principalmente en los medios
Cefsulodin-Irgasan-Novobiocina (CIN) y Agar McConkey (Figueras, 2005; Janda y
Abbott, 2010).

La presentacion clinica mas frecuente es la enteritis secretora (acuosa), que
representa entre el 75 - 89% de todos los casos en los cuales Aeromonas fue el Gnico
patogeno asociado (Janda y Abbott, 2010). El rol de Aeromonas como agente etiologico
de diarrea bacteriana ha estado cuestionado, principalmente por la carencia de brotes, el
hecho de que existan portadores sanos, la falta de demostracion de los postulados de
Koch's de acuerdo a los resultados obtenidos en estudios con voluntarios y la carencia
de un modelo animal (Janda y Abbott, 2010). Sin embargo, recientemente Figueras y
Beaz-Hidalgo (2015) han defendido el rol patogénico de esta bacteria, basandose
principalmente en el hecho de que la misma cepa (genotipo) que produce diarrea ha
sido aislada desde agua y alimentos (Altwegg y cols., 1991; Pablos y cols., 2010, 2011,
Kajhanchi y cols., 2010).

Ademas, en el caso de Vibrio, también existen los portadores sanos o
asintomaticos (Grimes y cols., 2006) y esto no es razén para dudar de su rol como
enteropatégeno. Por otro lado, los postulados de Koch's se cumplieron mediante la
ingestion accidental de una cepa de Aeromonas por parte de un técnico de laboratorio,
quien desarrollo una diarrea severa de 2 dias de duracion, aislandose en las heces la
misma cepa ingerida accidentalmente (Carnahan y cols., 1991). Finalmente, un modelo
murino que reproduce la enfermedad ha sido recientemente descrito por Abuelsaad y
cols. (2013) y otros desarrollados por Grim y cols. (2014).

Diarrea en nifios

La incidencia de Aeromonas como agente de diarrea en nifios varia de 2,3% en
Taiwén a 13% en Nigeria (Esser y cols., 2000; Juan y cols., 2000; Nzeako y Okafor,
2000; Figueras, 2005; Igbinosa et al., 2012; Figueras y Beaz-Hidalgo, 2015). En dos
estudios, uno realizado en Cuba por Bravo y cols. (2012) y el otro en Egipto por
Mansour y cols. (2012), se demostré que la incidencia de aislamiento de Aeromonas fue
mayor en nifios con diarrea (7,15% y 1,4%) que en el grupo control (1,76% y 0,5%).
Pablos y cols. (2010, 2011) encantararon que en Leon (Esapafia) el 4% (32/800 casos)

de la diarreas eran debida a Aeromonas y que en el 68,8% (22/32) de los casos afectaba
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a pacientes pediatricos.

Ademas, estudios realizados en Africa y sur de Asia, han demostrado que
Aeromonas afecta principalmente a nifios de entre 24 - 59 meses (Kotloff y cols., 2013).

Su incidencia a nivel mundial varia segin con que otro patégeno se compare. De
esta forma, en el estudio realizado por Esser y cols. (2000) Aeromonas ocup0 el tercer
lugar, después de Campylobacter y Salmonella. Sin embargo, cuando Campylobacter
no fue investigado, Aeromonas prevalecié por encima de Salmonella y Shigella en
Nigeria (Nzeako Okafor, 2002) y ocup06 el segundo lugar, después de Shigella, en Iran
(Soltan Dallal y Moezardalan, 2004). Incluso, hay estudios en donde Aeromonas es
mas prevalente que E. coli enteropatogénica (Esser et al., 2000; Nzeako y Okafor, 2002;
Soltan Dallal y Moezardalan, 2004; Bravo y cols., 2012).

En general, en nifios, el tipo de presentacién de la diarrea es aguda y acuosa, con
leve aumento de la temperatura corporal vémitos menos frecuentes que en las diarreas

causadas por otros patégenos (Figueras y cols., 2007).

Diarrea en adultos

La incidencia de Aeromonas como causa de diarrea en adultos es de
aproximadamente un 2%, como lo demuestran diferentes estudios realizados a nivel
mundial (Svenungsson y cols., 2000; Vila y cols., 2003; Figueras, 2005; Senderovich y
cols., 2012; Chen y cols., 2014b; Figueras y Beaz-Hidalgo, 2015). En el estudio
realizado por Vila y cols. (2003), la incidencia de diarrea del viajero fue del 2% (18 de
los 863 pacientes estudiados) y la frecuencia de aislamiento fue similar en individuos
que regresaban de Africa (1,72%), Sudamérica (1,83%) y Asia (2,32%). Ademas el 50%
de los pacientes presentd fiebre y dolor abdominal. Otros casos han sido reportados en

Italia (Ottaviani y cols., 2013) y en Espafia (Martin-Delgado y cols., 2001).
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Tabla 6. Distribucion de las especies de Aeromonas identificadas mediante métodos moleculares en diferentes estudios clinicos (actualizado de Figueras y Beaz-Hidalgo, 2015).

N° (%) de cepas en cada estudio

Aravena- Rogery Pérez- Cheny

Figuerasy Romany Puthucheary y cols., Senderovich y Wuy col., Cheny Valdespino y cols., Wu y cols.,
Especie/ pais cols., 2009 cols., 2011° cols., 2012° 2012b° cols., 2012° 20124 cols.,, 2013°  cols,, 2013° 2014b° 2015"" Total

Espafa Australia Malasia Francia Israel Taiwéan Taiwéan México Taiwéan Taiwéan
A. caviae 73 (51,8) 34 (23,8) 18 (19,1) 24 (23,5) 11 (64,7) 15 (25,0) 11 (13,7) 10 (35,7) 7(36,8) 43 (28.1) 246 (29,9)
A. dhakensis' 25 (17,7) 34 (23,8) 47 (50,0) 6 (5,9) 16 (36,4) 37 (46,3) 3(10,7) 1(5,3) 48 (31,4) 217 (26,3)
A. veronii 16 (11,3) 36 (25,2) 12 (12,8) 46 (45,1) 5(29,4) 12 (27,3) 14 (17,5) 3(10,7) 10 (52,6) 50 (32,7) 204 (24,8)
A. hydrophila 17 (12,2) 33(231) 16 (17,0) 23(22,5) 5 (11,4) 13 (16,2) 11 (39,3) 10 (6,5) 128 (15,5)
A. media 5 (3,5) 2(14) 1(1,0) 1(1,3) 1(3.6) 10 (1,2)
A. trota 3(2,1) 1(1,1) 4(0,5)
A. taiwanensis 1(0,7) 1(5,9) 2(2,5) 4(0,5)
A. sanarellii 1(0,7) 2(2,5) 1(5,3) 4(0,5)
A. salmonicida 1(0,7) 1(1,0) 2(0,2)
A. allosaccharophila 1(0,7) 1(1,0) 2(0,2)
A. schubertii 1(0,7) 1(0,1)
A. bestiarum 1(0,7) 1(0,1)
A. jandaei 1(1,0) 1(0,1)
Total 141 143 94 103 17 48 80 28 19 151 824

“™Origen de las cepas: ®sangre (41.1%, 58/141), herida (25.5, 36/141), heces (3.6%, 5/141), otros (14.2%, 20/141); "herida (37.8%, 54/143), heces (23.1%, 33/143), sangre (23.1%, 33/143), otros (16.3%, 23/143); *heces
(51.1%, 48/94), herida (23.4%, 22/94), sangre (8.5%, 8/94), otros (17.0%, 16/94); ®herida (36.0%, 37/103), sangre (16.5%, 17/103), otros (15.5%, 16/103); “"Los estudios incluyen sélo aislados de: °heces, ‘sangre,
%herida;"En este estudio se analizé un total de 153 cepas, pero hubo 2 que se identificaron como Aromonas sp.; 'En muchos estudios A. aquariorum fue el nombre usado para la especie A. dhakensis.
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1.3.5.2. Infeccion de heridas

Después de la gastroenteritis, la infeccion de heridas es el cuadro clinico mas
frecuente provocado por Aeromonas y afecta principalmente a personas sanas y suele ir
asociado a eventos traumaticos y quemaduras relacionados con agua y suelo
contaminado con este microorganismo (Figueras, 2005; Lamy y cols., 2009; Janda y
Abbott, 2010; Aravena-Roméan y cols., 20113, b; Behera y cols., 2011; Ighinosa y cols.,
2012; Mahabeer y cols., 2014; Figueras y Baez-Hidalgo, 2015). Los pacientes que han
sufrido quemaduras tienden a sumergir las lesiones en agua siendo ésta la fuente de
infeccion (Figueras, 2005; Yasti y cols., 2009; Janda y Abbott, 2010). Azzopardi y cols.
(2011) analizaron las infecciones en pacientes quemados, y determinaron que el 76% de
estas fueron producidas por Aeromonas, con una mortalidad de 10,7%. Ademas, en el
96% de los casos, el contacto con agua no tratada y el uso de material sucio para apagar
las Ilamas, fueron reconocidos como los factores de riesgo para adquirir una infeccion
por Aeromonas. Recientemente, Sherry y cols. (2013) compararon los microorganismos
asociados a las infecciones de quemaduras producidas en incendios forestales y los
compararon con los de pacientes de rutina (grupo control) y encontraron que tanto las
enterobacterias (5/18 vs 2/36) y las Aeromonas (3/18 vs 1/36) fueron mas frecuentes en
el primer grupo que en el grupo control.

En una revision que analizaba las infecciones de heridas producidas por
bacterias marinas, Aeromonas fue considerada una de las mas relevantes (Finkelstein y
Oren, 2011). De hecho, Tsai y cols. (2007) concluyeron que el contacto con agua de
mar y mariscos crudos se relaciona principalmente con infecciones producidas por
Vibrio vulnificus, mientras que el contacto con agua dulce, agua de estuario, suelo o
madera se relaciona con Aeromonas. Ademas, ambos microbios comparten el hecho de
desencadenar rapidamente en celulitis bacteriana.

En un estudio retrospectivo de 129 casos de infecciones de piel y tejidos blandos
realizado en Taiwan y atribuidos a Aeromonas, el 78% de los pacientes habian sufrido
un trauma previo y en el 30% de los casos hubo exposicion al agua. Ademas, el 79% de
los pacientes tuvo una infeccion polimicrobiana y el 3,1% de estos presentd
simultdneamente bacteremia por Aeromonas (Chao y cols., 2013a). En otro estudio

realizado Chen y cols. (2013), se compararon las caracteristicas de A. dhakensis y A.
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hydrophila aisladas a partir de 80 casos de infeccién de heridas y se demostr6 que A.
dhaknesis (43,6%) no solo fue mas prevalente, sino que ademas esta especie presento
una mayor asociacion a ambientes acuaticos (32,4% vs 0%, P < 0.05). Recientemente e
Mahabeer y cols. (2014) describieron un caso de un absceso cerebral en el que se
identifico la cepa mediante Vitek como A. hydrophila y que se produjo tras una
laceracion en el cuero cabelludo y que a pesar del tratamiento antibidtico acabo con la
muerte del paciente (Mahabeer y cols., 2014).

Estudios realizados en Reino Unido manifiestan el hecho de que los
traumatismos asociados al contacto con ambiente acuatico son la via de entrada para
generar artritis septica debida a Aeromonas (Elwitigala y cols., 2005; Danaher y
Mueller, 2011). Sin embargo, en el mismo pais, se describié una caso de artritis séptica
y bacteremia, en donde el paciente no presentd historia de trauma o factores de riesgo
que permitieran la entrada de Aeromonas (Roberts y cols., 2006).

A pesar de que las infecciones de piel y quemados producida por Aeromonas
simulan a las producidas por bacterias de los generos Streptococccus y Staphylococcus,
los antimicrobianos usados para tratar estos ultimos, no son efectivos contra Aeromonas
(Figueras, 2005; Elwitigala y cols., 2005). Esto se evidencid en una paciente con
absceso cutaneo y un paciente con meningitis secundaria a traumatismo severo en el
craneo debido a un accidente en motocicleta, que fueron tratados con oxacilina-
clindamicina y amoxicilina-acido clavulanico respectivamente. Mientras que en el
primer caso, al observar que no habia remision del cuadro clinico, se decidié cambiar el
tratamiento inicial por ciprofloxacino y cefepime resultando en la cura del paciente, en
el segundo caso se mantuvo la terapia inicial y terminé con la muerte del paciente
(Coutinho y cols., 2012; Pampin y cols., 2012).

En un partido de football en el barro celebrado en Australia, 26 jugadores
presentaron abrasiones en la piel que se infectaron con Aeromonas. El 35% de los
pacientes presentaron fiebre y 2 pacientes desarrollaron complicaciones, necesitando
intervencion quirurgica. Ademas, Aeromonas fue aislada a partir del agua de rio que fue
utilizada para el riego del campo de football, considerandose ésta la fuente de
contaminacion (Vally y cols., 2004).

Las infecciones de herida debido a Aeromonas pueden evolucionar de forma

severa a fascitis necrotizante (Figueras, 2005; Abuhammour y cols., 2006; Tsai y cols.,
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2009; Chang y cols., 2012; Kao y Kao, 2012; Kumar y cols., 2012; Sood y Nerurkar,
2014; Spadaro y cols., 2014) y ecthyma gangrenosum (Avolio y cols., 2009; Garcia-
Lozano y cols., 2012) especialmente en pacientes inmunocomprometidos (Monaghan y
cols., 2008; Shak y cols., 2011).

Recientemente, Grim y cols. (2013, 2014) utilizando un modelo de infeccion
intramuscular en raton y estudios de genomica funcional, demostraron la existencia de
cepas de Aeromonas spp. (patotipos) altamente infecciosas y portadoras de genes de

virulencia con la habilidad de causar fascitis necrotizante.

Infecciones de herida quirdrgica y asociadas a terapia con sanguijuelas

Dentro de las infecciones nosocomiales, las mas comunes son las asocidad a
heridas quirdrgicas y que pueden presentar una alta morbimortalidad (Tena y cols.,
2009). Los agente etioldgicos involucrado pueden varia dependiendo del
procedimiento y sitio anatomico y raramente son causadas por Aeromonas (Tena y
cols., 2009). Tena y cols. (2009) revisaron una serie de nueve casos ocurridos en Espafia
(ocho en Guadalajara y uno en Zaragoza) entre los afios 1990 y 2007, junto a 15 casos
citados en la literatura, constatdndose que la mayoria estaban asociados a la extraccién
del apéndice, vesicula biliar y colon. En la mayoria de estos casos, las infecciones
fueron polimicrobianas con una mortalidad del 5%. Ademas, cuando se compararon las
manifestaciones clinicas en los casos de infeccion por Aeromonas con las producidas
por otros microorganismos, la principal diferencia fue la rapidez con que se instauré la
infeccidn en el caso de Aeromonas, ya que el 77.7% (7/9) de los pacientes desarrollaron
la infeccion dentro del primer y segundo dia post cirugia (Tena y cols., 2009). Por el
contrario, en un caso ocurrido en India cuando a una mujer de 58 afos se le practicé una
mastectomia radical por padecer cancer de pecho, las complicaciones debida a una
infeccion en el sitio de la cirugia comenzaron a los 14 dias del post operatorio y A.
hydrophila fue identificada como el Unico agente de infeccion (Khandelwal y cols.,
2015).

Actualmente la utilizacion de sanguijuelas con fines medicinales es, en
numerosos casos, seguida de una infeccion por Aeromonas (Fenollar y cols., 1999;
Kalbermatten y cols., 2007; Etemadi y cols., 2008; Fraisse y cols., 2008, Sartor y cols.,
2013).
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La terapia con sanguijuelas es utilizada en cirugia plastica y reconstructiva para
aliviar la congestion venosa y mejorar la microvascularizacion de injertos e implantes
(Graf, 2000; Sartor y cols., 2002; Figueras, 2005; Whitaker y cols., 2011; Figueras y
Beaz-Hidalgo, 2015). Aunque este tipo de terapia es exitosa en el 80-83% de los casos
(Sartor y cols., 2002; Steer y cols., 2005), este porcentaje puede disminuir a menos de
un 30% debido a una infeccién por Aeromonas (Sartor y cols., 2002; Figueras, 2005;
Schnabl y cols., 2010; Whitaker y cols., 2011; Figueras y Beaz-Hidalgo, 2015). La
incidencia de infeccion por Aeromonas en este tipo de tratamiento varia entre 7-20% y
tiene dos presentaciones, una rapida que ocurre dentro del primer dia post tratamiento y
otra lenta después de 10 dias 0 mas de la aplicacion de las sanguijuelas (Schnabl y cols.,
2010; Mumcuoglu y cols., 2014; Figueras y Beaz-Hidalgo, 2015). Estas infecciones
estan relacionadas con la relacion simbidtica entre las sanguijuelas y Aeromonas
(Janda y Abbott, 1998, 2010; Sartor y cols., 2002; Figueras, 2005; Witaker y cols.,
2010; Figueras y Beaz-Hidalgo, 2015) ya que éstas participan en la hemdlisis de los
gldbulos rojos. Clasicamente se pensaba que la especie simbionte de las sanguijuelas era
A. hydrophila, sin embargo, estudios recientes, utilizando métodos moleculares, han
demostrado que no se trata de esta especie sino que son A. veronii y A. jandaei las que
estan asociadas con sanguijuelas pertenecientes al género Hirudo (H. medicinalis, H.
orientalis y H. verbana) utilizadas en medicina (Graf, 1999; Siddall y cols., 2007;
Laufer y cols., 2008; Wang y cols., 2011; Giltner y cols., 2013; Ott y cols., 2015).

Las Aeromonas generan enzimas especificas gracias a las cuales las
sanguijuelas digieren la sangre (Graf, 2000; Figueras, 2005; Figueras y Beaz-Hidalgo,
2015). Mediante secuenciacion de los genes rRNA 16S y gyrB, se ha demostrado que
las especies A. veronii bv sobria y A. media son las especies principalmente
involucradas en esta simbiosis, contradiciendo las identificaciones fenotipicas que
indicaban que se trataba de A. hydrophila (Graf, 2000; Mumcuoglu y cols., 2009;
Figueras y Beaz-Hidalgo, 2015).

Las medidas para prevenir estas infecciones involucran la utilizacion de
antibiéticos de amplio espectro como medida profilactica (tanto en el paciente como
para las sanguijuelas) y un control de la calidad del agua en donde las sanguijuelas son
mantenidas (Sartor y cols., 2002; Ouderkirk y cols., 2004; Figueras, 2005; Mumcuoglu
y cols., 2009, 2014; Levine y cols., 2010; Figueras y Beaz-Hidalgo, 2015). A pesar, de
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que las cefalosporinas de tercera generacion, carbapenémicos y aztreonam son
frecuentemente utilizados como medidas profilacticas, se ha recalcado el hecho de que
las quinolonas (ciprofloxacino) deberian ser empleadas tanto en la profilaxis como en el
tratamiento de las infecciones, debido a que pueden ser administradas de forma oral y
parenteral (Levine y cols., 2010, Maetz y cols., 2012). Sin embargo, ya se han descrito
varios casos de transmision de Aeromonas resistente a ciprofloxacino (Wang y cols.,
2011; Giltner y cols., 2013; Pattel y cols., 2013; Sartor y cols., 2013).

En un estudio recientemente, se ha demostrado que existen diferencias en la
expresion de los genes de A. veronii cuando esta se encuentra en el tracto digestivo de la
sanguijuela (Hirudo verbena) y cuando se encuentra en el cultivo (Bomar y Graf, 2012).

Se ha observado que durante la simbiosis, Aeromonas es sometida a estres y
éste mantiene estas bacterias en fase estacionaria en la que sobrevivien durante muchos

meses dentro del hospedero (Bomar y Graf, 2012).

1.3.5.3. Bacteremia/septicemia

La incidencia de las bacteremias producidas por Aeromonas es muy variable,
fluctuando entre 0,12% y 3,3% (Campo y cols., 2001; Nakasome y cols., 2001; Llopis y
cols., 2004; Figueras, 2005; Hochedez y col., 2010; Janda and Abbott, 2010; Figuerasy
Beaz-Hidalgo, 2015). Sin embargo, incidencias mucho mas bajas han sido encontradas
en Japdn, con valores que rodean los 0,07 casos por 1000 admisiones (Morinaga y cols.,
2011), y en Reino Unido y Estados Unidos con valores de 1,5 casos/millén de poblacion
(Janda y Abbott, 2010). Wu y cols. (2012a) establecid, para un periodo de estudio de
tres afos (2008-2010), que las bacteremias producidas por Aeromonas, Vibrio y
Salmonella en el sur de Taiwan fueron de 76, 38 y 103 casos/millon de la poblacién
respectivamente. Esta mayor incidencia podria deberse a que el 10-15% d ela poblacion
de Taiwan, es portadora del virus de la hepatitis C (lo que los hace méas susceptibles a
Aeromonas por tener comprometido el higado). Ademas Aeromonas es altamente
abundante en el ambiente (88% de los mariscos destinados al consumo humanos son
positivo para esta bacteria) y el clima célido es constante.

En base a los datos recopilados por Figueras (2005) y Janda y Abbott (2010) las
bacteremias asociadas a Aeromonas son preferentemente monomicrobiana, adquiridas

en la comunidad y afectan principalmente a pacientes varones. Estos datos guardan
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concordancia con lo ultimos datos recopilados de la literatura que se muestran en la
Tabla 7 (actualizada de Figueras y Beaz-Hidalgo, 2015).

Los casos de bacteremia/septicemia debidos a Aeromonas publicados después de
la revision de Figueras (2005) provienen de diferentes partes del mundo, por ejemplo:
India (Mukhopadhyay y cols., 2008), Francia (Lamy y cols., 2009), Islas caribefias
francesas (Hochedez y cols., 2010), Espafia (Tena y cols., 2009; Pampin y cols., 2012),
Taiwan (Tsai y cols., 2006, 2007, 2009; Wu y cols., 2007, 2011, 2012a,b,c, 2015; Lay y
cols., 2010; Chuang y cols., 2011; Su y cols., 2012; Tang y cols., 2014; ) y Japén
(Morinaga y cols., 2011; Shizuma y cols., 2011; Kimura y cols., 2013; Makino y cols.,
2015).

Janda y Abbott (2010) clasificaron las bacteremias en cuatro grupos en base a la
poblacion afectada, siendo el principal el que engloba a individuos con enfermedades de
base 0 a inmunocomprometidos (> 80%), seguido por los que sufrieron algin accidente
traumatico, los casos que afectan a personas sanas y por ultimo los que involucran
pacientes sometidos a cirugia reconstructiva y/o terapia con sanguijuelas.

De acuerdo a la revision realizada por Figueras (2005) basandose en la revision
de Janda y Abbott (1998) las enfermedades de base mas comunes fueron: neoplasias
malignas (40-50%), enfermedad hepatobiliar (15-30%) y diabetes (3-5%). Sin embargo,
tal como se observa en la Tabla 7 (actualizada de Figueras y Beaz-Hidalgo, 2015) desde
el afio 2000 han aumentado el nimero de pacientes con enfermedades hepatobiliares.

Un estudio reciente realizado en Taiwan (Tang y cols., 2014) revel6 que el
47,3% de los casos de bacteremia correspondieron a infecciones nosocomiales y los
pacientes incluidos en este grupo tuvieron mayor porcentaje de cancer (62,8%) y
cirrosis hepatica (37,2%) que los pacientes que adquirieron bacteremia en la comunidad.
Los Unicos estudios mostrados en la Tabla 7, en cuyos resultados las neoplasias
malignas fueron méas prevalentes que las enfermedades hepatobiliares fueron los
realizados por Kimura y cols. (2013) y Tang y col. (2014). Por otra parte, en un estudio
realizado en Japén, el 85,7% (6/7) de los pacientes fueron mujeres, el 85% padecia
neoplasias malignas (ninguna tuvo cirrosis como enfermedad de base) y la mortalidad
fue de 28,6% (Morinaga y cols., 2011).

En un estudio en el que se compararon las caracteristicas de los pacientes que

desarrollaron bacteremia por Aeromonas (duracion, mortalidad, falla renal, porcentaje
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de pacientes con shock y falla hepatica) con los afectados por bacteremias producidas
por enterobacterias, se detecto que la severidad de la disfuncion hepética era una
caracteristica que dominaba en los pacientes que padecian bacteremia por Aeromonas
(Shizumayy cols., 2011).

En relacién al porcentaje de mortalidad asociada a la bacteremia producida por
Aeromonas, esta ronda el 30% (Tabla 7), sin embargo, otros trabajos han publicado
valores muy superiores: 56% (Llopis y cols., 2004), 62,5% (Nakasome y cols., 2001) y
70% (Lau y cols., 2000).

1.3.5.4. Pneumoniay otras infecciones del tracto respiratorio

Aunque la pneumonia debida a Aeromonas es un cuadro clinico raro, se han
descrito diversos casos (Kao y cols., 2003; Mukhopadhyay y cols., 2003; Issa y
Napolitano, 2011; Nagata y cols., 2011; Chao y cols., 2013c; Figueras y Beaz-Hidalgo,
2015) y tiende a ocurrir en pacientes inmunocomprometidos (Mukhopadhyay y cols.,
2003; Nagata y cols., 2011; Chao y cols., 2013b).
A pesar de que el tratamiento con carbapenémicos es efectivo, hay casos en donde la
pneumonia es fulminante y fatal, ya que los pacientes mueren en un lapso de horas (4 a
6) desde su ingreso a un centro asistencial, siendo esta patologia reconocida postmortem
durante la autopsia (Murata y cols., 2001; Kao y cols., 2003; Nagata y cols., 2011).La
pneumonia por Aeromonas suele ir asociada a accidentes acuaticos, como ahogamiento,
variando entre un 7,1% (6/84) y un 60% (3/5) de los casos (Bossi-Kupfer y cols., 2007,
Lamy y cols., 2009; Nagata y cols., 2011; Chao y cols., 2013b). Sin embargo, Issa y
Napolitano (2011) describen un caso de pneumonia por Aeromonas secundario a un
accidente automovilistico, en donde el paciente presentd fractura de pelvis y dafio en el
bazo. Considerando la asociacion de a estas bacteria con los casos de ahogamiento, en
afio 2012, Huys y cols. desarrollaron un protocolo para la deteccién de Aeromonas en
tejidos, que podria ser utilizada en estudios forensicos post mortem, para determinar si
la muerte habia ocurrié por ahogamiento. EI método permito la deteccion de Aeromonas
en pulmon, sangre y médula désea de los 3 casos de ahogados estudiados, sin embargo
no detectaron estas bacterias en los tejidos control provenientes de fallecidos por otras

causas distintas al ahogamiento, lo que indicaba la utilidad del test (Huys et al., 2012).
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Tabla 7. Caracteristicas de la bacteremia asociadas a Aeromonas en diferentes investigaciones (actualizado de Figueras y Beaz-Hidalgo, 2015).

Enfermedad de base (%)

N° de Ratio Infeccion Neoplasias Diabetes

Referencia Pais pacientes  Edad (promedio) H/M monomicrobiana (%) malignas Hepatobiliar mellitus Mortalidad (%)
Revisiones previas® 144 54 18 70 42 38 NE 31
Koy col. (2000) Taiwéan 104 54 39 100° 21 54 NE 32°
Lau y cols. (2000) Taiwéan 42 62 2 64 33 50 NE 70
Campo y cols. (2001) Espafia 12¢ 50 0,7 75 58 0 NE 25
Llopis y cols. (2004) Espafia 73° 61 25 72 33 36 NE 36
Tsai y cols. (2006) Taiwén 41 53 2 76 100" - - 36/14 dias
Lamy y cols. (2009) Francia 20 72 1,2 70 40 35 10 35
Lay y cols. (2010) Taiwéan 216 60 2 71 40 49 30 32

Islas del
Hochedez y cols. (2010)  caribe 37 55 2,4 62 27 32 11 27
Chuang y cols. (2011) Taiwan 154 58 2,6 100 26 58 28 36
Kimura y cols. (2013) Japén 36° 63 2 55 58 36 25 19/30 dias
Tang y cols. (2014) Taiwéan 91" 64 2,4 71 44 40 29 23
Wu y cols. (2015) Taiwan 146 60 1,5 100° 42,5 51,6 23,5 15,2/14 dias

H: hombre; M: mujer; NS: no especificado. *Valores promedio de un estudio previo realizado por Janda y Abbott (1996) evaluado en Figueras, 2005; Estos estudios incluyeron sélo bacteremias
monomicrobianas; “Peritonitis espontanea asociada con 50% de mortalidad y 67% con fascitis necrotizante; %6% de los casos ocurrieron entre julio y agosto; 72% de los casos ocurrié entre verano y otofio;
"Enfermedades hematoldgicas fueron las mas predominantes: leucemia mieloide aguda (37,8%), sindrome mielodisplésico (26,7%) y linfoma no Hodgkin (17,8%); ‘la mayoria de los casos entre agosto y
septiembre, "30% de los casos permaneci6 en UCI y necesité ventilacién mecanica, 47,3% (43/90) fue clasificada como infeccion nosocomial y de este grupo, el 62,8% (27/43) tuvo cancer activo vs el 27,1%
(13/48) (P=0,001) del grupo correspondiente a las infecciones adquiridas en la comunidad (48/90).
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1.3.5.5.Peritonitis bacteriana espontanea (PBE) y empiema

La peritonitis bacteriana espontanea (PBE) es la infeccion del liquido ascitico
(que se acumula en el abdomen de los pacientes con algunas enfermedades como la
cirrosis) por una o mas bacterias del liquido, sin que exista infeccion de drgano
intraabdominal alguno, de ahi el nombre de espontanea o también primaria (Moreira 'y
Lopez-San Roman, 2009).

Las Aeromonas ha sido asociada a PBE, que es una complicacion que ocurre en
el 15% de los pacientes con cirrosis (Figueras, 2005). Un estudio realizado con
pacientes cirroticos en Espafia por Llopis y cols. (2004), se mostro que el porcentaje de
peritonitis debida a Aeromonas (20%) fue mayor que la provocada por E. coli (7%) y
Pseudomonas aeruginosa (1,9%). En un estudio realizado en Korea por Choi y cols.
(2008), se compard la PBE producida por Aeromonas con la producida por otras
bacterias y se encontrd que la gran mayoria de las producidas por Aeromonas ocurrian
principalmente en los meses de verano (julio-septiembre) (63% vs 25%), y que ademas
presentaban un mayor numero de episodios de diarrea (26% vs 6%).

Los porcentajes de mortalidad asociado a la PBE por Aeromonas varian segln
el estudio, fluctuando entre 20% y 56% (Figueras, 2005; Ko y cols., 2000; Choi y cols.,
2008; Wu y cols., 2009; Lin y cols., 2013; Figueras y Beaz-Hidalgo, 2015). Por otra
parte, peritonitis es la principal causa de morbilidad en pacientes sometidos a dialisis
peritoneal (Sahin y cols., 2010; Liakopoulos y cols., 2011; Puthucheary y cols., 2012),
siendo la ceftazidima el tratamiento recomendado.

A diferencia a la PBE que es una complicacion relativamente comudn en
pacientes cirroticos, el empiema bacteriano espontaneo (EBE) es mas raro (Figueras,
2005; Chao y cols., 2012b; Figueras y Beaz-Hidalgo, 2015). Recientemente, Chao y
cols. (2012b) describieron seis casos de EBE que ocurrieron en pacientes con

enfermedades de base, cinco de los cuales padecian cirrosis y uno diabetes.

1.3.5.6. Infecciones del tracto urinario
Si bien la infeccion del tracto urinario debido a Aeromonas son raras, existen
casos bien documentados (Tabla 5), en los cuales esta bacteria ha sido identificada

como el agente causal (Huay cols., 2004; Llopis y cols., 2004; Ojeda-Vargas y cols.,
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2005; Tena y cols., 2007; Mandal y cols., 2010; Figueras y Beaz-Hidalgo, 2015). Al-
Benwan y cols. (2007) describieron un caso de cistitis en un paciente varén de 39 afios,
producida por A. caviae. En este mismo trabajo, casos previos de infeccion urinaria
fueron evaluados y todos compartian el hecho de que afectaban a pacientes con
enfermedades de base, tales como espina bifida, un recién nacido con dilatacién renal
bilateral y un paciente con diabetes mellitus.

En un estudio realizado en Taiwan por Chao y cols. (2012a) se revisaron 19
casos de infeccién del tracto genitourinario y encontraron que mas de la mitad de los
pacientes eran > 65 afios de edad y que en el 57,9% de los casos eran mujeres. Sélo
15,8% (3/19) de los casos fueron nosocomiales y el 47,4% de los pacientes presentaban

patologia de base (cancer, cirrosis y diabetes).
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2. INTERES Y OBJETIVOS
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Las bacterias del género Aeromonas son consideradas autoctonas del medio
acuatico y han sido aisladas de rios, lagos, agua de mar, agua potable y aguas residuales
tratadas y no tratadas. Ademas, Aeromonas se encuentra ampliamente distribuida en el
ambiente, pudiendo recuperarse en animales, principalmente peces (sanos o enfermos),
siendo capaces de producir grandes epidemias en piscifactorias y en consecuencia son
responsables de producir grandes pérdidas econdmicas en acuicultura. Las especie
considerada como la responsable principal de generar estas epidemias es A. salmonicida
habiéndose disefiado numerosos métodos moleculares para su identificacion entre los
gue se incluyen una PCR para la deteccion delos genesfstA(codifica para elreceptor de
siderdforo férrico) y gyrB (codifica para la subunidad B de la ADN girasa). Sin embargo
recientemente se han descrito otras especies como A. piscicola que son genéticamente
muy semejantes a A. salmonicida ya otras especies cercanas a ésta como son A.
bestiarum que podrian quizas interferir en la deteccion especifica de A. salmonicida
basada en el gen fstA y que deberian reevaluarse utilizando las especies mencionadas
como posibles interferentes.

Las Aeromonas también se encuentran asociadas a huevos de mosquitos y a
diferentes tipos de alimentos (mariscos, pescados, vegetales y productos carnicos) y
cada vez son mas aisladas desde muestras clinicas de origen humano, donde se las
reconocen como patégeno emergentes, siendo capaces de afectar tanto a individuos
inmunocompetentes como inmunocomprometidos, en los que produce infecciones
intestinales y extraintestinales. Sin embargo faltan datos fiables sobre la importancia de
las distintas especies utilizando métodos de identificacion molecular y sobre las
caracteristicas epidemioldgicas de los pacientes.

Actualmente el agua es un recurso costoso y cada vez mas escaso, por esta razén
se han desarrollado diferentes métodos de tratamiento de aguas residuales, que permiten
su reutilizacion, generando la que se denomina agua regenerada o reciclada. Esta agua
regenerada es destinada principalmente al riego de frutas y hortalizas. Ademas gran
parte de las aguas residuales no tratadas son vertidas en rios y estuarios, en los que
muchas veces se cultivan de forma intensiva tanto peces como moluscos bivalvos.

Existen varios estudios que han detectado altas concentraciones de Aeromonas tanto en
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aguas residuales tratadas y no tratadas, y que consideran que esta es la posible via de
diseminacion de estos microorganismos a diversos tipos de alimentos, como por
ejemplo verduras, peces y mariscos, destinados al consumo humano. Debido a que
algunos de estos son consumidos principalmente crudos o escasamente cocidos, la
presencia de estas bacterias, potencialmente patégenas, podria tener impacto en la salud
publica, lo que hace necesario la rapida y correcta deteccion e identificacion de esta
bacteria.

Es bien sabido que tanto la deteccion y aislamiento como la correcta
identificacion a nivel de especies son procesos complejos en el género Aeromonas. A
pesar de que se han descrito una gran cantidad de medios de cultivos para la deteccion
de Aeromonas, estos no se han ensayado comparativamente para determinar su
especificidad en matrices complejas como el agua residual y los alimentos. Ademas, los
métodos de identificacion fenotipicos clasicos, asi como la utilizacién de sistemas
comerciales miniaturizados y/o semiautomaticos (APl 20E, VITEK, BBL Crystal,
MicroScan) identifican erroneamente tanto a nivel de género como a nivel de especie, lo
que ha generado una continua confusion con el género Vibrio y la sobrevaloracién de la
especie A. hydrophila tanto en muestras clinicas como en ambientales.

Teniendo en cuenta todas estas problematicas, se hace necesario no s6lo evaluar
diferentes medios de cultivo, sino también que condiciones (cultivo directo vs cultivo
tras un enriquecido) son las Optimas no sélo para favorecer la deteccion de este
microorganismo, sino que también para conocer la diversidad real de sus especies en
las diferentes matrices analizadas. Las técnicas moleculares son mas rapidas y fiables
que los métodos fenotipicos y han sido empleadas en la identificacion de las colonias
obtenidas tras el cultivo a nivel de género, mediante la deteccion por PCR del gen que
codifica la Glicerofosfolipido Colesterol Acetil Transferasa (GCAT) que es especifico
para Aeromonas. Sin embargo este método no se ha ensayado todavia para la deteccién
directa de Aeromonas en las muestras de agua. Este método es mucho mas rapido que
el cultivo y podria tener una gran utilidad en Salud Publica para el andlisis rapido de
Aeromonas. Tal y como hemos indicado la identificacidn fenotipica de la especies que
es la que se ha utilizado mayoritariamente en la literatura ha generado una gran
confusion sobre la importancia relativa de las diferentes especies del género. En este

sentido cabe destacar que la utilizacion de las secuencias de los genes housekeeping,
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ademas de identificar correctamente las especies descritas en este género, permiten el
reconocimiento de potenciales nuevas especies. Por esta razéon, la secuenciacion del gen
rpoD, sera la estrategia de identificacion que se utilizara en la presente tesis.

La identificacion de Aeromonas en muestras clinicas mediante la utilizacion de
metodos fenotipicos ha tendido a desvirtuar la prevalencia de especies, sin embargo tal
y como hemos indicado en la introduccion, hoy en dia gracias a la utilizacion de
métodos moleculares sabemos que las especies predominantes corresponden a A.
dhakensis, A. caviae, A. veronii and A. hydrophila. Por esta razon es importante aplicar
estos métodos en la validacién de nuevas tecnologias de identificacion, como es el caso
del MALDI-TOF introducido como metodo de rutina en los laboratorios clinicos en
muchos hospitales, para la identificacion de los microorganismos de crecimiento lento o
aquellos que son dificiles de identificar usando los métodos clasicos, como es el caso de
Aeromonas. Otro aspecto importante es el analisis de las caracteristicas epidemioldgicas
de los pacientes afectados por Aeromonas ya que conocernas nos puede permitir
establecer si existe alguna tendencia especifica, en cuanto a la edad, sexo y las especies
asociadas.

Con la finalidad de contribuir a solucionar los problemas mencionados, los
objetivos generales de este trabajo son:

1) Evaluar distintos métodos de deteccidn, recuperacion e identificacion de
Aeromonas a partir de muestras de aguas regeneradas, peces, mariscos Yy

muestras clinicas para determinar cuéles pueden ser los més efectivos.

2) Estudiar la diversidad de especies de Aeromonas en aguas regeneradas, mariscos
y vegetales para determinar la posible presencia de especies patdgenas y las

posibles vias de transmision.
3) Establecer la identidad y las caracteristicas de las cepas de Aeromonas aisladas

de peces (truchas enfermas y carpas congeladas), de un cetaceo enfermo, asi
como de las cepas aisladas de pacientes procedentes de diversos hospitales.
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4) Determinar en base a un estudio polifasico si las cepas que aparentemente
corresponden a potenciales lineas filogenéticas en base al gen rpoD son

efectivamente nuevas especies de Aeromonas.
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3. MATERIALES Y METODOS
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3.1. Muestras analizadas y cepas utilizadas

3.1.1 Cepas tipo y de referencia

En el presente estudio se utilizaron las cepas tipo de las 27 especies descritas a la
fecha de realizacion de este trabajo de investigacion, ademas de la cepa tipo de la
especie "A. lusitana™ que se encuentra en proceso de descripcion. También se utilizaron
cepas de referencia pertenecientes a nuestra coleccién asi como las procedentes de otras
colecciones de cultivo, que incluyeron cepas pertenecientes al género Aeromonas y a

otros géneros bacterianos, como se muestra en el Anexo 1.

3.1.2. Cepas clinicas

Las 429 cepas clinicas analizadas en los estudios 4.3.5, 4.3.6 y 4.3.7, descritas en
los Anexos 2A y 2B, fueron facilitadas por los siguientes hospitales: Hospital
Universitario de Nagasaki (Japén, n=7), Hospital Universitario Miguel de Servet de
Zaragoza (n=117), Hospital Universitario de Guadalajara (n=128), Hospital
Universitario Joan XXIII de Tarragona (n= 102) y Hospital Universatio Sant Joan de
Reus (n=75).

3.1.3. Muestras de agua

La muestras de agua regenerada fueron recolectadas en la EDAR de Castell d'
Aro, Girona (post tratamiento secundario, post tratamiento terciario y agua de riego) y a
la salida de la EDAR de Reus al entrar al proceso de lagunaje de la Comunidad de
Regants del Molinet (el agua de entrada que proviene de un tratamiento secundario y
post tratamiento terciario que corresponde con la salida del lagunaje). Asi mismo se
estudiaron muestras procedentes del canal de Poble Nou y bahia de Alfacs, ambos en la
zona del Delta del Ebro, que reciben aguas residuales no tratadas. También se
analizaron muestras de agua procedentes de los rios Ter, Cardener y Llobregat.

Estas muestras fueron colectadas en botellas de polipropileno estériles de 2 L,
transportadas en frio al laboratorio en donde fueron procesadas dentro del mismo dia del

muestreo.
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Para el estudio de diversidad de Aeromonas en aguas regeneradas (4.2.2) se
analizaron un total de 20 muestras, 10 de entrada del lagunaje (EL), procedentes de un
tratamiento secundario de la EDAR de Reus y 10 de salida del lagunaje (SL), utilizada
para el riego de hortalizas.

El procedimiento detallado a continuacion es el aplicado en los estudios 4.1.3,
4.2.1y 4.2.2. De cada muestra de agua, 100 ul fueron sembrados directamente (sin
enriquecer) en tres medios de cultivo: agar dextrina ampicilina (ADA, HiMedia, India),
agar almidon ampicilina (SAA, Palumbo y cols., 1985) y agar bilis irgasan verde
brillante modificado (BIBG-m, Neyts y cols., 2000) e incubadas a 30°C por 24 horas..
Paralelamente se realizé el cultivo enriquecido (10 ml de muestra) usando 90 ml de
agua de peptona alcalina (pH= 8,7) suplementada con ampicilina (10mg/l), que se
incubd a 30°C por 24 horas. Finalizado este paso de enriquecimiento, 100 pl de cada
muestra fue inoculado en los mismos tres medios de cultivo e incubados bajo las
condiciones descritas previamente. Las colonias que presentaron morfologia tipica de
Aeromonas fueron repicadas en TSA e incubadas bajo las mismas condiciones
mencionadas anteriromente para obtener cultivos puros. Posteriormente se realizd la
extraccion de ADN empleando el kit Instagene™ Matrix (Biorad, Francia) y todos los
aislados fueron identificados a nivel de género mediante la deteccién de la GCAT-PCR,
que es especifica para el género Aeromonas. Los aislados fueron genotipados mediante
ERIC-PCR y la identificacion a nivel de especie se realizo a través de la secuenciacion
del gen rpoD. En paralelo se realizo la cuantificacion de Aeromonas mediante el método
del NMP.

Ademas, en el estudio 4.2.2 se observo que Aeromonas es capaz de resistir el
tratamento de lagunaje. Para comprender mejor este fendmeno, se realiz6 un estudio de
recrecimiento. En este, dos tipos de agua, que diferian en la concentracion de maetria
orgénica, fueron utilizadas. Una pobre en nutrientes, como es el agua mineral y la otra
rica en nutrientes, como es el caso del agua regenerada. Para esta ultima, se utilizaron
muestras colectadas en dos sitios diferentes, una procedente de un tratamiento
secundario de la EDAR de Reus, denominada entrada de lagunaje (EL) y la otra
correspondiente al agua generada después del tratamiento de lagunaje, llamada salida de
lagunaje (SL). El agua mineral fue directamente inoculada con las cepas de Aeromonas,

mientras que el agua regenerada fue previamente esterilizada mediante filtracion

74



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
AEROMONAS, UN MICROORGANISMO AMBIENTAL DE IMPORTANCIA EN SALUD HUMANA Y ANIMAL.
Fadua Leila Latif Eugenin

Diposit Legal:

T 73-2016

empleando botellas estériles de 500 ml con filtros de 0,22 um (Corning Incorporated,
EEUU). Para cada tipo de muestra, tres botellas (A, B y C) que contenian un volumen
final de 100 ml fueron utilizadas. Las dos cepas de Aeromonas empleadas en este
estudio fueron aisladas a partir de agua regenerada. Una de ellas, Aeromonas caviae
SELE10-16B fue recuperada de la entrada de lagunaje, mientras que Aeromonas veronii
SSL7-15 fue aislada de la salida del lagunaje. Ambas cepas fueron previamente
identificadas mediante secuenciacion del gen rpoD. La concentracion bacteriana inicial
inoculada a acada botella fue de 3,3x10° ufc/ml para A. caviae SELE10-16B y 4,4x10°
ufc/ml para A. veronii SSL7-15. La botellas fueron incubadas a dos temperaturas, 20°C
y 35°C por 35 dias. La cuantificacion de Aeromonas (en los dias 0, 1, 3, 6, 10, 14, 21,
28 y 35) fue realizada por triplicado mediante recuento directo en placa, usando medio
ADA. Las placas fueron incubadas a 30°C por 24 horas. Los resultados fueron
expresados como el promedio de cada muestra.

Ademas, 400 ul de cada muestra enriquecida y sin enriquecer fueron utilizados
para la extraccion de ADN y deteccion molecular directa de Aeromonas mediante
GCAT-PCR usando los cebadores y condiciones descritas en el estudio 4.1.2.

Las cepas aisladas a partir de las muestras de agua analizadas en estos trabajo

son enumeradas en el Anexo 3.

3.1.4. Muestras de mariscos y vegetales

En el estudio de los moluscos bivalvos (4.2.3) se analiz6 un total de 11 muestras
de mariscos correspondientes a una muestra de almeja y cinco muestras de mejillones y
cinco muestras de ostrones. Estos fueron cultivados en la bahia de Alfacs y en el canal
del Poble Nou, ambos ubicados en el Delta del rio Ebro, donde son vertidas aguas
residuales no tratadas. Ademas, tres muestras de vegetales (lechuga, tomate y perejil),
regados con aguas regeneradas procedentes de la EDAR Castell d' Aro (Girona) fueron
analizados en el estudio 4.2.1.

De cada muestra de alimento, 10gr fueron homogeneizados usando 90 ml de
agua alcalina tamponada (pH=7,2) y 100 ul de estos fueron directamente sembrados en
ADA, SAA y BIBG-m e incubados a 30°C por 24 horas. En paralelo se realizo el

cultivo enriquecido (1:10 gr/ml) empleando las mismas condiciones descritas para las
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muestras de agua. Las cepas obtenidas del analisis de estas muestras son presentadas en

el Anexo 4.

3.1.5. Conservacion de las cepas

Tanto las cepas aisladas en este trabajo como las enviadas desde diferentes
instituciones fueron mantenidas a largo plazo mediante ultra congelacion, en donde las
cepas fueron inoculadas en viales que contenian caldo tripticasa de soya (TSB, Difco)

con un 15% de glicerol. Los viales fueron congelados a -80°C.

3.2. Cultivo e identificacion

Todas las muestras analizadas en este estudio fueron sembradas de forma directa
(sin enriquecer) y enriquecida inoculando 100 ul de estas en tres medios de cultivo:
ADA, SAA y BIBG-m e incubados a 30°C por 24 horas en aerobiosis. Finalizado este
paso de incubacién, 8 colonias que presentaban la morfologia tipica de Aeromonas
fueron repicadas en agar tripticasa de soya (TSA, Difco) e incubadas bajo idénticas
condiciones con la finalidad de obtener cultivos puros y comenzar con la identificacién

de los aislados.

3.2.1. Extraccion de ADN y caracterizacion molecular de los aislados

La extraccion de ADN se realizo6 a partir de una Unica colonia obtenida desde el
TSA. Esta fue resuspendida en 1 ml de agua milliQ estéril y centrifugada 3 minutos a
13.000 RPM. Luego, el sobrenadante fue eliminado y la extraccion de ADN a partir del
sedimento fue llevada a cabo empleando el InstaGene™ DNA purification matrix
(BioRad, Francia) siguiendo las instrucciones del fabricante.
3.2.1.1. Identificacion a nivel de género

Cada aislado fue identificado como perteneciente al género Aeromonas mediante
la deteccion del gen de la gcat, que codifica un glicerofosfolipido colesterol acil
transferasa especifico de este género, utilizando los cebadores y condiciones descritas
por Soler y cols., 2002 (Tabla 8). Los productos de la PCR (237 pb) fueron verificados
mediante electroforesis de geles de agarosa al 1%. Los geles fueron tefiidos usando
RedSafe™ nucleic acid staining solution (iNtRON biotechnology) y visualizados

empleando un trans iluminador (Molecular Imager® Gel Doc™ XRTwith Image
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Lab™Software, BioRad). EI marcador de peso molecular usado como referencia fue el
100bp DNA ladder (Invitrogen, EEUU). Esta PCR fue utilizada en los estudios 4.1.3,
421, 422, 423 y 43.4 y ademés se realizd una adaptacion de la misma para la
deteccion directa de Aeromonas en muestras de agua, tal como se explica en el estudio
4.1.2.

3.2.1.2. Genotipado

Todos los aislados identificados como Aeromonas fueron genotipados mediante
la técnica de ERIC-PCR, empleando los cebadores ERIC 1R y ERIC 2 (Tabla8)
descritos por Versalovic y cols. (1991) y de acuerdo a las condiciones descritas por
Houf y cols. (2002) en los estudios 4.1.3, 4.2.1, 4.2.2,4.2.3,4.3.1,4.3.2,43.4,441y
4.4.2. Los amplicones de diferentes tamafios generados durante la amplificacion del
ADN fueron separados usando geles de agarosa al 2%. Tanto la tincion del gel como la
visualizacion de las bandas se realiz6 de la misma forma descrita anteriormente. Los
patrones con al menos una banda de diferencia fueron considerados como genotipos

diferentes.

Tabla 8. Cebadores utilizados para la amplificacion del gen gcat y ERIC-PCR.

Método Cebadores Secuencia 5’ - 3' Diana Referencia
GCAT-1 CTCCTGGAATCCCAAGTATCAG
GCAT-PCR gcat Soler y cols., 2002
GCAT-2 GGCAGGTTGAACAGCAGTATCT
ERIC 1R ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC .
ERIC-PCR genoma Versalovic y cols., 1991
ERIC 2 AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG

3.2.1.3. Identificacién a nivel de especie

Todas las cepas analizadas durante esta tesis doctoral (estudios 4.1.3, 4.2.1,
422, 423, 431, 432, 433, 434, 435, 436, 437, 441 y 4.4.2) fueron
identificadas a nivel de especie mediante la secuenciacion del gen rpoD, utilizando los

primers (Tabla 9) y condiciones descritos por Soler y cols. (2004).
3.3. Caracterizacion fenotipica y molecular de las especies nuevas.

Después de realizar le identificacion a nivel de especie mediante secuenciacion

del gen rpoD de varias cepas de Aeromonas, descritas en los estudios 4.4.1y 44.2y
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sospechar que pertenecian a nuevas lineas filogenéticas, se realiz6 un estudio polifasico
que comprendia tanto la caracterizacion fenotipica, fisiolégica y genética de las mismas,

como se describe a continuacion.

Tincion de Gram:

Todas las cepas fueron visualizadas con esta tincion para determinar su
morfologia, caracteristicas tintoriales y agrupacion.

Tanto el tamafio celular como la presencia de flagelo fueron determinadas
mediante microscopia electronica de transmisién de acuerdo a lo descrito por Collado y
cols. (2009).

Motilidad:
La motilidad de las bacterias fue observada a partir de cultivos de 24 horas
mediante una preparacion directa o en fresco con agua destilada y/o suero fisiolégico

empleando microscopia de contraste de fase.

Caracterizacion bioquimica y fisioldgica

Un completo estudio del metabolismo de estos microorganismos fue realizado
en nuestro laboratorio, mediante la determinacion de su capacidad para utilizar
diferentes compuestos como fuente de carbono, de fermentar y asimilar carbohidratos,
utilizacion de aminoéacidos, produccion de pigmento y crecimiento en diferentes medios
de cultivo y bajo diversas condiciones (temperatura, pH y salinidad), tal como fue
descrito por Alperi y cols. (2010) y Martinez-Murcia y cols. (2013). Todas las pruebas
fueron realizadas por triplicado y utilizando tanto controles positivos como negativos.
Adicionalmente, el kit comercial APl 50CH (Biomérieux) que permite determinar la
produccion de acido a partir de 50 carbohidratos fue utilizado siguiendo las
instrucciones del fabricante.

Todas las pruebas se incubaron a 30°C en el caso de las cepas de origen
ambiental, animal y de alimento y adicionalmente a 37°C en el caso de las cepas de
origen clinico. La lectura de las diferentes pruebas fue valorada cada 24 horas hasta los

7 dias de incubacion.
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3.3.1. Caracterizacién molecular

3.3.1.1. Secuenciacion del gen ARNr del 16S y MLPA

Tanto el gen ARNr del 16S y los siete genes (rpoD, gyrB, gyrA, recA, danJ,
dnaX y atpD) housekeeping (Tabla 9) que se utilizan para la construccién del multilocus
fueron amplificados por separado, utilizando los primers y condiciones descritas por
Martinez-Murcia y cols., 1992, Soler y cols., 2004 y Matinez-Murcia y cols., 2011).

La secuenciacion de estos genes fue realizada usando los servicios de Macrogen
Europe (Holanda) siguiendo las indicaciones de esta compafiia.

Las secuencias fueron ensambladas empleando el software Seqgqman (DNASTAR
Lasergene, USA). Las secuencias fueron alineadas con el software Clustal W
(Thompson y cols., 1994). La distancia genética fue calculada usando el modelo de
Kimura 2-pardmetros (Kimuram 1980) y el arbol filogenético fue construido utilizando
el método de neighbour joining (Saitou y Nei, 1987) con el programa MEGAS5 (Tamura
y cols., 2011). La estabilidad del analisis se evaluo con el test de bootstrap con 1000

repeticiones (Felsentein, 1985).

3.3.1.2. Secuenciacion del genoma completo (WGS)

Para realizar la secuenciacion del genoma completo de las cepas, es necesario
extraer grandes cantidades de ADN. Este paso se realizé mediante la utilizacion del KIT
Easy-DNA™ (Box1 y Box2, Invitrogen). EI ADN extraiado fue enviado a Estados
Unidos, al Dr. Mark Liles, del departamento de Ciencias Biologicas de la Universidad
de Auburn, Alabama, en donde fue llevado a cabo la secuenciacion de los genomas

mediante utilizando un equipo IHlumina MiSeq (Hossain et al., 2014b).

3.3.1.3. Identidad Nucleotidica Media (ANI)

Para determinar los valores de ANI entre las potenciales nuevas especies y las
cepas tipo de las especies de Aeromonas estrechamente relacionadas, en base a la
filogenia del gen ARNr del 16S y al MLPA, los genomas de estas ultimas fueron
descargados del GenBank. Este indice se calculo a través de tres plataformas: el ANI
calculator (http://enve-omics.ce.gatech.edu/ani/index), el EzGenome

(http://www.ezbiocloud.net/ezgenome/ani) y el JSpecies software
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(http://www.imedea.uib.es/jspecies). El punto de cohorte establecido para la definicion

de nuevas lineas filogenéticas es < 96% (Colston y cols., 2014).

Tabla 9. Cebadores usados para la amplificacion y secuenciacion del gen ARNr del 16S y otros genes
housekeeping.

Método Cebadores Secuencia 5' - 3' Diana Referencia
ARNr  Antil AGA GTT TGATCATGG CTC AG ARNr Martinez-Murcia y
16S S GGTTACCTTGTTACGACTT 16S cols., 1992
rpoD-F ACG ACT GAC CCG GTACGC ATG TAY ATG MGN GAR
ATG GGN ACN GT
oD oD-R ATA GAA ATA ACC AGA CGT AAG TTN GCY TCN ACC rpoD  Solery cols., 2004
ATYTCYTTYTT
gyrB-3F TCC GGC GGT CTG CAC GGC GT ~
9B B4R TTG TCC GGG TTG TAC TCG TC gy Yafiezy cols., 2003
ayrA gyrA-2F ATGAGCGATATGGCCAGAGA ayrA Martinez-Murcia y
gyrA-9R CGCGCCTTGTTCACCTGATA cols., 2011
recA recA-F GCTGGGTCAGATTGAAAAGC recA Martinez-Murcia y
recA-R CTCGCCGTTATAGCTGTACC cols., 2011
dnalJ-F CGAGATCAAGAAGGCGTACAAG
nal R CACCACCTTGCACATCAGATC dna)  Nhung y cols., 2007
dnax dnaX-1F CCATACGTTTGAACAAGTGG dnax Martinez-Murcia y
Dnax-11R AAGGCSAGCATSCGCAG cols., 2011
atpD atpD-0F CGGCATCAAGGTTATCGACCT atpD Martinez-Murcia y
atpD-7R ACCAGCGGATCCAGCTGACG cols., 2011

3.3.1.4. Hibridacion ADN-ADN in silico (DDH is)

La estimacion de la DDHis se realizd mediante el programa Genome to Genome
Distance Calculator (GGDC). Los genomas parciales fueron descargados desde el sitio
web GGDC 2.0 (HTTP://ggd-c.dsmz.de/distcalc2.php) y la formula 2 fue aplicada, tal
como se recomienda para el calculo de DDHis cuando se utilizan genomas incompletos
(Auch y cols., 2010a, b; Meier-Kotloff y cols., 2013). Al igual que cuando se realiza la
DDH de forma experimental, valores < 70% corresponden al punto de cohorte para la

definicion de nuevos taxones.

3.4. Otros métodos de identificacion de Aeromonas spp. utilizados en esta tesis
doctoral.

3.4.1. Polimorfismo de Longuitud de los Fragmentos de Restriccion (RFLP) del
gen ARN ribosémico 16S (RFLP-ADNTr 16S).

Este método fue uno de los utilizados en la identificacion de la cepa 367A
aislada de mejillén (4.3.4). Para la amplificacion del gen ARNr del 16S (1503 pb) se
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utilizaron los cebadores y condiciones descritos por Martinez-Murcia y cols. (1992a)
que aparecen en la Tabla 9. La digestion del producto de amplificacion se realizé con
las endonucleasas Alul y Mbol de acuerdo al método desarrollado por Borrell y cols.
(1997) y posteriormente ampliado por Figueras y cols. (2000), tal como se muestra en la

Figura 2.

Figura 2. Patrones de RFLP del ADNr 16S obtenidos siguiendo los protocolos establecidos por Borrell y cols.
(1997) y Figueras y cols. (2000).
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3.4.2. MALDI-TOF

Las cepas de origen clinico utilizadas en el estudio 4.3.7 y procedentes de 2
hospitales: Hospital Universitario Miguel Servet (Zaragoza, n=117) y Hospital
Universitario de Guadalagara (n=62), enviadas por los Drs. Antonio Rezusta y Daniel
Tena respectivamente, fueron identificadas inicialmente mediante el método de
MALDI-TOF.

Para esto, se necesitan cultivos frescos (24 horas) en TSA. De cada cultivo se

tomaron tres colonias, y cada una fue puesta directamente sobre los pocillos de una
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placa de aluminio y secadas al aire (temperatura ambiente). Posteriormente, 1pl de
solucion matriz (solucion saturadas de acido cianohidroxicinaminico en solucion acuosa
de acetonitrilo al 50% que contiene 2.5% de acido trifluoroacético) fue adicionada a
cada muestra, permitiendo el secado de estas. La espectrometria fue realizada en el
MALDI-TOF Ultraflex TOF/TOF, que detecta proteinas entre los 2 - 20 kDa. Un
analito estandar fue utilizado (Escherichia coli DH5; Bruker, Alemania) como
calibrador externo para proteinas. El resultado final fue expresado para las diferentes
especies de Aeromonas como el promedio de tres valores de masa, con una desviacién
estandar de = 5Da y una intensidad relativa > 10%, de acuerdo al criterio descrito por
Donohue y cols., 2006, pero considerando los peaks > 3kDa. Los software utilizados
para la comparacion de los espectros generados con los almacenados en la base de datos
y de esta forma identificar cada cepa fueron el Biotyper 3.0 y Biotyper 3.1 (Bruker,
daltonics, Bremen, Alemania) en el Hospital Miguel Servet y Hospital de Guadalajara
respectivamente. Esta comparacion se traduce en una puntuacion (score) acompariada
de un color y dependiendo de esta, la identificacion puede ser fiable a nivel de género o

a nivel de especie, tal como se detalla en la Tabla 10.

Tabla 10. Interpretacion de la identificacion realizada mediante MALDI-TOF.

Puntuacion Identificacion Simbolo Color
2,300 - 3,000 Altamente probable a nivel de especie (+++) Verde
2,000 - 2,299 Seguro a nivel de género, probable a nivel de especie (++) Verde
1,700 - 1,999 Probable a nivel de género (+) Amarillo
ooo0-1600 [ EREDER Rojo

Posteriormente y en nuestro laboratorio, todas las cepas fueron resembradas en
TSA e incubadas a 30°C por 24 horas. A partir de una colonia se realiz6 la extraccion
del ADN empleando el kit Instagene™ Matrix (Biorad, Francia) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Las cepas fueron reidentificadas mediante secuenciacion

del gen rpoD (Soler y cols., 2004).

3.5. Sensibilidad a agentes antimicrobianos y deteccién de genes que codifican para
B-lactamas e integrones clase 1

La sensibilidad a diferentes agentes antimicrobianos fue probada en los estudios
433, 434 y 4.4, El método utilizado fue el de disco difusion, de acuerdo a lo
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estipulado en el formulario M45-A2 de la CLSI (2010) especifico para el genero
Aeromonas. Dependiendo del grado de sensibilidad que tuvo cada cepa frente a un
antibidtico, estas fueron clasificadas como sensibles (S), intermedia (1) o resistente (R).
La deteccion de genes que codifican para B-lactamasa (blatem, blasyy, blamwe,
blacohanvis) € integrones clase 1(intll) fue realizada mediante PCR utilizando los
cebadores y condiciones descritas por Niesch-Inderbinen y col. (1996), Navarro y cols.
(2001), Migliavacca y cols. (2002) y Henriques y cols. (2006). Estos genes fueron

detectados en el estudio 4.3.1y los cebadores utilizados son descritos en la Tabla 11.

Tabla 11. Cebadores utilizados para la deteccion de genes que codifican f§-lactamasas.

Método Cebadores Secuencia 5’ - 3' Diana Referencia

b TEM_F AAAGATGCTGAAGATCA

arem TEM_R TTTGGTATGGCTTCATTC blarew Speldooren y cols., 1998
bla IMP-DIA/f GGAATAGAAGTGGCTTAATTCTC Mialiavacca v cols.. 200

IMP IMP-DIA/r GTGATGCGTCYCCAAYTTCACT IMp 9 y cois.,
blage SHV_F GCGAAAGCCAGCTGTCGGGC blage Heriques  cols., 2006

SHV_R GATTGGCGGCGCTGTTATGCG .

b AER_F GCCTTGATCAGCGCTTCGTAGTG .

Acpranmis AER R GCGGGGATGTCGCTGACGCAG blacoams Heriques y cols., 2006

3.6. Deteccion de genes de virulencia

La deteccion de 13 genes de virulencia fue realizada mediante PCR en las cepas
utilizadas en los estudios 4.3.3, 4.3.4y 4.4.2. Los cebadores utilizados son enumerados
en la Tabla 12.

3.7. Andlisis estadisico

Los datos fueron analizados mediante los modelos two-way ANOVA, three-
way ANOVA vy Chi-cuadrado. Ademas se empled el modelo de correccion de
Bonferroni en el caso de las comparasiones multiples. El nivel de significancia fue
fijado como P < 0.05. Todos los analisis fueron realizados utilizando el programa
SigmaPlot 11.0 (SSI, California, USA).
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Tabla 12. Cebadores utilizados para la deteccion de genes de virulencia.

Método Cebadores Secuencia 5’ - 3' Diana Referencia
alt-F AAAGCGTCTGACAGCGAAGT
alt altR AGCGCATAGGCGTTCTCTT at Chopray cols., 1996
AHCF1 GAGAAGGTGACCACCAAGAAC(A) .
AHCYTOEN  \icro AACTGACATCGGCCTTGAACT(C) act Kimgombe y cols., 1999

Rasexos - AexT  RASEXOS-L GGCGCTTGGGCTCTACAC

RASEXOS-R  GAGCCCGCGCATCTTCAG SSTT

aer/hemo aer-F CCTATGGCCTGAGCGAGAAG aer/hemo
aer-R CCAGTTCCAGTCCCACCACT

stxd Stx1-a TCTCAGTGGGCGTTCTTATG sixd
Stx1-b TACCCCCTCAACTGCTAATA

lip lip-F CA(CIT)CTGGT(T/G)CCGCTCAAG lip
lip-R GT(A/G)CCGAACCAGTCGGAGAA

ser ser?ne-F CACCGAAGTATTGGGTCAGG ser
serine-R GGCTCATGCGTAACTCTGGT

lafA Lafl GGTC TGCGCATCCAACTC lafA
Laf2 GCTCCAGACGGTTGATG

2 S2AUP ATGAAGTGTATATTATTTA six2
S2ALP TTCTTCATGCTTAACTCCT

asc-V ascV-F ATGGACGGCGCCATGAAGTT SSTT
ascV-R TATTCGCCTTCACCCATCCC

ascE-G ascF-G-F ATGAGGTCATCTGCTCGCGC SSTT
ascF-G-R GGAGCACAACCATGGCTGAT

ast ast-F ATCGTCAGCGACAGCTCTT ast
ast-R CTCATCCCTTGGCTTGTTGT

a0pP Aop-1 CATTGCTTCTTATGGAACCAG SSTT
Aop-2 CGTTGAGATTGTGCATGTTT

Braun y cols., 2002
Soler y cols., 2002
Wang y cols., 2002
Chacon y cols., 2003
Chacon y cols., 2003
Merino y cols., 2003
Muniesa y cols., 2003
Chacén y cols., 2004

Chacén y cols., 2004

Aguilera -Arreola y cols.,
2005
Fehr et al., 2006

SSTT: sistema de secrecion tipo 3.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
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En el presente trabajo de investigacion se analizaron un total 1383 cepas. Sin
embargo, cuando se realizo la identificacion molecular mediante secuenciacion del gen
rpoD, se determind que 18 (1,3%) de ellas no pertenecian al género Aeromonas. De
estas 18 cepas, 13 pertenecieron a la familia de las enterobacterias y 5 al género
Shewanella, siendo estas Ultimas re-identificadas mediante secuenciacion de los genes
RNAr del 16S y gyrB (estudio 4.3.2).

De las 1365 cepas (Figura 3) que si fueron identificadas como Aeromonas, 746
(54,7%) fueron de origen ambiental (muestras de agua regenerada), 203 (14,9%) fueron
recuperadas de animales y vegetales y 416 (30,5%) de origen clinico. Estas cepas
correspondieron a un total de 16 especies, ademéas de nuevas lineas filogenéticas. Sin
embargo, cuatro especies: A. caviae (41%), A. media (20,5%), A. veronii (13%) y A.
salmonicida (11,4%) englobaron al 86% de la cepas. La distribucion de especies por
origenes mostrd que las mas prevalentes en muestras clinicas fueron A. caviae (62,7%),
A. veronii (22,1%) y A. hydrophila (6,7%), representando en conjunto el 91,5% de la
cepas clinicas. En las muestras ambientales también A. caviae (35,1%) fue la especies
mas prevalente, seguida por A. media (29,1%), A. salmonicida (12,1%) y A. veronii
(9,9%). En el caso de las muestras de origen animal y vegetal, las especies mas
recurrentes fueron A. salmonicida (31,0%), A. media (21,7%) y A. caviae (17,7%).

Figura 3. Distribucion por origen y especies de las cepas de Aeromonas identificadas en la presente tesis
doctoral.
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4.1. Métodos de deteccidn, recuperacion e identificacion de Aeromonas

4.1.1. The improved PCR of the fstA (ferric siderophore receptor) gene
differentiates the fish pathogen Aeromonas salmonicida from
other Aeromonas species.Beaz-Hidalgo R, Latif-Eugenin F, Figueras MJ.Vet.
Microbiol. (2013) 166:659-563.

Resumen

Bacterias del género Aeromonas son microorganismos autoctonos del medio
acuatico y varias especies son capaces de producir septicemia y la enfermedad
hemorragica ulcerativa en peces salvajes y de piscifactoria causando una alta
mortalidad. La especie mas patdgena en peces es Aeromonas salmonicida, siendo
responsable de brotes epidémicos de furunculosis en salménidos, asi como en otros
peces cultivados como el rodaballo, la dorada, el halibut y el pez dorado. Nuevas
especies como Aeromonas aquariorum, Aeromonas tecta y Aeromonas piscicola
también han sido aisladas recientemente a partir de peces enfermos. Ademas se ha
demostrado que la identificacion fenotipica y genética en base a la secuenciacion del
gen 16S ARNr no permite diferenciar entre las especies A. piscicola, A. bestiarum y A.
salmonicida asociadas a la patologia de peces. El objetivo del presente estudio es
reevaluar dos protocolos de PCR previamente descritos, basados en la deteccion de los
genes fstA y gyrB, para la deteccion especifica del patdgeno A. salmonicida ensayando
todas las cepas tipo del género Aeromonas asi como varias cepas de las especies A.
piscicola y A. bestiarum. A diferencia de resultados previamente publicados, se
demostro que la PCR del gen gyrB no es especifica para la deteccion de A. salmonicida
ya que presenta una reaccién cruzada con otras especies. Sin embargo, corroborando
resultados previos se demuestra que la PCR del gen fstA es especifica para la deteccion
de A. salmonicida y se propone un protocolo mas optimizado para su deteccion.
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Short communication

The improved PCR of the fstA (ferric siderophore receptor) ({ .
gene differentiates the fish pathogen Aeromonas salmonicida
from other Aeromonas species

Roxana Beaz-Hidalgo, Fadua Latif-Eugenin, Maria José Figueras *

Unitat de Microbiologia, Departament de Ciénces Médiques Bdsiques, Facultat de Medicina i Ciéncies de la Salut, ISPV, Universitat Rovira i
Virgili, Reus, Spain

ARTICLE INFO ABSTRACT
Article history: The members of the genus Aeromonas are autochthonous of aquatic ecosystems and
Received 22 November 2012 several species have been associated to septicaemia, ulcerative and haemorrhagic diseases
Received in revised form 8 May 2013 in fish, causing significant mortality in both wild and farmed, freshwater and marine fish
Accepted 19 June 2013 species. The species Aeromonas salmonicida is generally recognized as the most important
fish pathogen responsible for epidemic outbreaks of furunculosis in salmonids, also being
Keywords: able to produce infections in other cultured fish such as turbot, halibut, sea bream or
Aeromonas salmonicida goldfish. New species, i.e. Aeromonas aquariorum, Aeromonas tecta and Aeromonas piscicola,

Fish pathogen

> have recently been discovered and isolated from diseased fish. The species A. piscicola and
Furunculosis

Aeromonas bestiarum are practically impossible to differentiate phenotypically and

;3: genetically (when using the 16S rRNA gene) from each other and from A. salmonicida. In the
2yrB present study, two previously described PCR protocols, based on the fstA and gyrB genes,
for the specific detection of A. salmonicida were re-evaluated with the type strains of all
Aeromonas species and with a set of A. piscicola and A. bestiarum strains. Contrary to what
had been published previously it was demonstrated that the gyrB-PCR is not specific for A.
salmonicida because of cross-reactions with other Aeromonas species. However, in
agreement with previous results, A. salmonicida was detected on the basis of the fstA-PCR,

for which an improved protocol was proposed.
© 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.
1. Introduction closely related species Aeromonas bestiarum or Aeromonas
piscicola (also associated with fish) on the basis of
The species Aeromonas salmonicida is the causal agent of phenotypic and genetic methods is very difficult (Marti-
furunculosis, a disease known to affect salmonids and nez-Murcia et al.,, 2005; Beaz-Hidalgo et al., 2010). For
other fish species such as Atlantic cod (Gadus morhua L.), instance these species share 99.8-100% similarity among
halibut (Hyppoglossus hyppoglossus (L.)), turbot (Scophtha- their 16S rRNA gene sequences making them not useful for
mus maximus (L.)) or sea bream (Sparus aurata L.) among their identification, a problem solved by using house-
others (Bernoth et al., 1997; Austin and Austin, 2007; keeping genes like the rpoD or gyrB that show more
Goldschmidt-Clermont et al., 2009; Godoy et al., 2010; interspecific differences (Soler et al., 2004; Beaz-Hidalgo
Noga, 2010; Figueras et al., 2011; Beaz-Hidalgo and et al., 2009, 2010; Figueras et al., 2011; Beaz-Hidalgo and

Figueras, 2012). Differentiation of A. salmonicida from its Figueras, 2012).

Several molecular PCR methods have been described for

the fast and precise detection and identification of A.

* Corresponding author. Tel.: +34 977759321; fax: +34 977759322. salmonicida strains from 1r_1f_e§ted ﬁS.h tlSSl.]e or ﬁ-om the
E-mail address: mariajose.figueras@urv.cat (M. Figueras). water of the aquaculture facilities (reviewed in Beaz-Hidalgo

0378-1135/$ - see front matter © 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.vetmic.2013.06.028
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and Figueras, 2012). One of these studies proposed two
independent PCR methods that target A. salmonicida using
the fstA (encoding the ferric siderophore receptor) and gyrB
(encoding the DNA gyrase subunit B) genes respectively
(Beaz-Hidalgo et al., 2008) but nothing is known about the
possible cross reaction with other Aeromonas species, such as

Table 1

R. Beaz-Hidalgo et al./Veterinary Microbiology 166 (2013) 659-663

A. piscicola, Aeromonas tecta and Aeromonas aquariorum
associated with fish, that were not tested as they were not
known at that time. Therefore the aim of the present study is
to re-evaluate the specificity of the two PCR methods using
the type strains of all Aeromonas species and strains of the
closely related species, A. bestiarum and A. piscicola.

Comparative results of the PCR amplification of the targeted gyrB and fstA genes obtained with strains of the closely related species A. salmonicida, A.

bestiarum and A. piscicola.

Species Strain

Host species®

PCR amplification

gyrB fstA

A. salmonicida® CECT 894"
A. salmonicida* CECT 895"
A. salmonicida® CECT 896"
A. salmonicida® 34MELT

A. salmonicida® 93MEL

A. salmonicida® 85MEL

A. salmonicida® LMG 202237
A. salmonicida R20

A. salmonicida R21

A. salmonicida R23

A. salmonicida R25

A. salmonicida R29

A. salmonicida R30

A. salmonicida R64

A. salmonicida R67

A. salmonicida R103

A. salmonicida LMG 18998
A. salmonicida CECT 5209
A. salmonicida CECT 5220
A. salmonicida CECT 5230
A. salmonicida CECT 5231
A. salmonicida CECT 5227
A. salmonicida CECT 5218
A. salmonicida CECT 5221
A. salmonicida CECT 5225
A. salmonicida LMG 19037
A. salmonicida CECT 5249
A. bestiarum CECT 4227"
A. bestiarum R3

A. bestiarum R5

A. bestiarum R54

A. bestiarum R72

A. bestiarum R77

A. bestiarum R80

A. bestiarum R92

A. bestiarum R201

A. bestiarum R208

A. bestiarum R209

A. bestiarum R215

A. bestiarum CECT 5238
A. piscicola CECT 74437
A. piscicola R4

A. piscicola R9

A. piscicola R94

A. piscicola R200

A. piscicola R210

A. piscicola R213

A. piscicola R214

A. piscicola R219

a

Salmon
Trout

Masou
Polluted river
Polluted river
Polluted river
Common roach
Trout

Salmon
Turbot
Turbot

Clam

Clam

Trout

Turbot
Salmon
Wound exudate
Seawater
Seawater
Well water
Pipe water
Mussel

Cake

Cake

Mussel

Cake

Water
Unknown fish species
Lamprey
Salmon
Lamprey
Trout
Lamprey
Salmon

Trout

Salmon
Salmon
Salmon
Salmon

Well water
Salmon
Lamprey
Trout

Trout

Salmon
Salmon

Trout

Salmon
Bogue

P Ik T T T T T T T e S S A I T T 4

P T T T T T T T e S S S S S S S T T T T T T T T T i T T e S S S S A S S S S

Scientific names for fish and shellfish species are: Turbot, Scopthalmus maximus (L.); trout, Oncorhynchus mykiss (Walbaum) and Salmo trutta L.; masou,

Oncorhynchus masou (Brevoort), salmon, Salmo salar L.; lamprey, Petromyzon marinus L., bogue, Boops boops L.; common roach, Rutilus rutilus Rafinesque;

clam, Venerupis philippinarum (Adams & Reeves); mussel, Mytilus edulis L.
b A. salmonicida subsp. salmonicida.
€ A. salmonicida subsp. achromogenes.
4 A. salmonicida subsp. masoucida.
€ A. salmonicida subsp. pectinolytica.
' A. salmonicida subsp. smithia.
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Table 2

Results of the PCR amplification of the fstA genes obtained with the type strains of remaining Aeromonas species that includes the genus.
Species Strain Origin PCR amplification

gyrB fStA

A. hydrophila CECT 839" Milk - -
A. caviae CECT 838" Guinea pig - -
A. media CECT 42327 Aquaculture water + -
A. eucrenophila CECT 4224" Freshwater fish - -
A. sobria CECT 4245”7 Fish + -
A. veronii CECT 42577 Sputum - -
A. jandaei CECT 42577 Human faeces - -
A. schubertii CECT 4240" Cutaneous abscess - -
A. trota CECT 42557 Human faeces - -
A. allosaccharophila CECT 41997 Eel + -
A. encheleia CECT 43427 Eel - -
A. popoffii CECT 51767 Drinking water + -
A. simiae IBS S6874" Monkey faeces - -
A. molluscorum CECT 5864" Bivalve molluscs + -
A. bivalvium CECT 71137 Bivalve molluscs + -
A. tecta CECT 70827 Child faeces - -
A. aquariorum CECT 7289" Ornamental fish - -
A. fluvialis CECT 74017 River water - -
A. taiwanensis CECT 74037 Wound infection - -
A. sanarellii CECT 74027 Wound infection - -
A. diversa CECT 4254" Wound infection - -
A. rivuli CECT 75187 River water - -

2. Materials and methods 3. Results

2.1. Bacterial strains and growth conditions

Seventy-one strains were used in the present study
(Tables 1 and 2), including all the type strains (n=25) and
46 reference and non-reference strains of A. salmonicida, A.
bestiarum and A. piscicola, isolated from various sources
(diseased fish, seawater, water, bivalves, cake and wound
exudate), that had been identified previously by molecular
methods (Beaz-Hidalgo et al., 2010). The isolates were
grown for 24 h on trypticase soy agar (TSA, Pronadisa) and
were incubated at 25 °C for the A. salmonicida strains and at
30 °C for the other Aeromonas strains.

2.2. DNA extraction and PCR amplifications

DNA was extracted from pure bacterial cultures with
the Insta-Gene matrix (Bio-Rad), as recommended by the
manufacturer. Conditions and primers for the amplifica-
tion of the fstA (422 bp) and gyrB (760 bp) genes were as
previously described (Beaz-Hidalgo et al., 2008), except
that the commercial Ready-to-go PCR beads (GE Health-
care) that include all the lyophilized preparation was
substituted for conventional reagents. The PCR amplifica-
tions were carried out in T-gradient Thermocycler
(Biometra) in 50 .l volume containing 5 pl of DNA, 7 pl
dNTP mix (10 mM, Applied Biosystems), 1wl of each
primer at 15 pM, 5 pl of 10x buffer mix, 3 wl MgCl and
0.5 1 of Taq DNA polymerase (Invitrogen). PCR products
were electrophoresed at 80V for 1.5 h through 2% agarose
gels in 1x Tris Borate EDTA (TBE) buffer and the gels were
stained with Red Safe™ nucleic acid staining solution
(INtRON Biotechnology). Bands at the expected sizes for
the fstA gene (422 bp) and for the gyrB gene (760 bp) were
considered a positive result.
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The gyrB primers were found to produce an amplicon of
the expected size for all A. salmonicida strains, for all the
strains of A. bestiarum and A. piscicola and for the type
strains of Aeromonas media, Aeromonas sobria, Aeromonas
allosaccharophila, Aeromonas molluscorum, Aeromonas
popoffii and Aeromonas fluvialis (Fig. 1 and Tables 1 and
2). When the fstA gene was investigated, the typical 422 bp
band was only observed for the A. salmonicida strains,
although 6 A. piscicola and 9 A. bestiarum strains did show
some different, unspecific bands (Fig. 2) that disappeared
when the PCR conditions were optimized by reducing the
amount of MgCl from 3 ul to 1.5 wl and the annealing
temperature was 64.7 °C. Under these different conditions,
only the A. salmonicida strains (including all the subspecies
tested salmonicida, masoucida, achromogenes, smithia and
pectinolytica) produced a specific and unique band of
422 bp (Fig. 3 and Table 1).

4. Discussion

The present study has re-evaluated the PCR protocols
for the fstA and gyrB genes using all the subspecies of A.
salmonicida, all the type strains of the species of the genus
Aeromonas and genetically identified strains of the closely
related species A. bestiarum and A. piscicola to check for any
cross-reactions. In contrast, in the original study of Beaz-
Hidalgo et al. (2008) that proposed these PCR methods, the
sensitivity and specificity was evaluated with 69 bio-
chemically identified A. salmonicida strains including only
two of the five subspecies (achromogenes and masoucida)
and 38 strains belonging to other bacteria implicated in
fish disease. The latter included several Aeromonas spp. i.e.
Aeromonas hydrophila (n=12), A. bestiarum (n=1), Aero-
monas caviae (n=1), A. media (n=1) and A. sobria (n=1),
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Fig. 1. Specific gyrB-PCR products for A. salmonicida and for other Aeromonas species. Lanes: 1, A. salmonicida CECT 894"; 2, A. media CECT 4232"; 3, A. sobria
CECT 4245"; 4, A. trota CECT 4255"; 5, A. allosaccharophila CECT 4199"; 6, A. eucrenophila CECT 4224"; 7, A. bivalvium CECT 71137; 8, A. caviae CECT 838"; 9, A.
molluscorum CECT 58647; 10, A. popoffii CECT 5176"; 11, A. fluvialis CECT 74017; 12, A. taiwanensis CECT 7403"; 13, A. sanarellii CECT 7402T. MW, molecular
weight ladder (100-2072 bp, Invitrogen). Numbers on the right indicate the position of the molecular size marker in base pairs (bp). Numbers on the left
indicate the size of the expected gyrB amplicon.

1 12 13 14 15 16 17 MW

2072

Fig. 2. fstA-PCR products for A. salmonicida and for other Aeromonas species. The expected specific amplicon (422 bp) was only obtained for the A. salmonicida
strains while unspecific amplicons of other sizes were contained for A. bestiarum and A. piscicola strains. Lanes: 1-2, A. salmonicida strains CECT 8947,
34MELT; 3, A. bestiarum CECT 42277; 4-8, A. bestiarum strains R72, R201, R3, R5, R208; 9-17 A. piscicola strains CECT 7443T, R200, R9, R210, R214, R213,
R219, R94, R4. MW, molecular weight ladder (100-2072 bp, Invitrogen). Numbers on the right indicate the position of the molecular size marker in base
pairs (bp). Numbers on the left indicate the size of the expected fstA amplicon.

MW 1 2 3 4 S 6 7 8 9 10 1 12 13 MW

2072

422

Fig. 3. Specific fstA-PCR products for A. salmonicida and for other Aeromonas species with the modified condition. With the new PCR conditions only the
strains of A. salmonicida responded to the amplification showing the expected band of 422 bp. Lanes: 1-4, A. salmonicida strains CECT 894", CECT 895", CECT
896", 34MELT; 5-7, A. bestiarum strains CECT 42277, R72, R201; 8-9; A. piscicola strains CECT 74437, R200; 10, A. salmonicida strain R20; 11-13, A. piscicola
strains R9, R210, R214. MW, molecular weight ladder (100-2072 bp, Invitrogen). Numbers on the right indicate the position of the molecular size marker in
base pairs (bp).

and 22 representatives of other genera like Vibrio and revealed that the same PCR fragment has been amplified
Pseudomonas. The new results obtained in the present for several other Aeromonas species so this target should be
study for the gyrB-PCR using the primers considered disregarded. However, the fstA-PCR was able to specifically
specific for A. salmonicida (Beaz-Hidalgo et al., 2008) has detect only A. salmonicida (including strains of all
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subspecies) and did not react with the closely related
species A. bestiarum or with other recently described
species, i.e. A. piscicola, A. tecta and A. aquariorum, which
had never been tested before using this PCR diagnostic
assay. Furthermore the fstA-PCR protocol was modified to
avoid unspecific PCR amplicons, and to reduce the cost (i.e.
PCR reagents were used instead of using the commercial
Ready-to-go PCR beads).

The results obtained in this study for the gyrB and fstA
genes are important because other studies may rely in the
future on these genes for the specific detection of A.
salmonicida (Beaz-Hidalgo et al., 2008). In fact, Kulkarni
et al. (2009) targeted the gyrB region described previously
(Beaz-Hidalgo et al., 2008) in order to develop a loop-
mediated isothermal amplification (LAMP) protocol for the
specific detection of furunculosis in Atlantic cod (Gadus
morhua). A later study by Kulkarni et al. (2010) used the
same gyrB region for the detection of A. salmonicida in a
multiplex-PCR (m-PCR) assay that also targeted two other
pathogens, Francisella piscicida and Vibrio anguillarum.
However, the authors did not test any strains of the species
A. bestiarum, A. piscicola, A. media, A. sobria, A. allosacchar-
ophila, A. molluscorum, A. popoffii or A. fluvialis, which have
been shown to produce the same amplicon as the one
expected for A. salmonicida. Among them, A. sobria, A.
bestiarum and A. piscicola have been isolated previously
from various diseased fish species, including trout, salmon,
bogue (Boops boops L.), carp, lamprey and tilapia, with a
prevalence ranging from 11.7 to 25% (Kozinska et al., 2002;
Kozifiska, 2007; Beaz-Hidalgo et al., 2010; Soriano-Vargas
et al,, 2010; Li and Cai, 2011; Kozifiska and Pekala, 2012).
Few records exist for A. media isolated from trout and
salmon (7% of prevalence, Beaz-Hidalgo et al., 2010) or for
A. allosaccharophila originally discovered from eels in Spain
(Martinez-Murcia et al., 1992) and detected in carp and
trout (1.5% of prevalence Kozinska, 2007).

It is important to consider that a quick, correct
identification of A. salmonicida is important in order to
treat the disease with the correct antimicrobials and for
the early detection of covertly carrier fish for the control of
furunculosis and of epidemic outbreaks. These preventive
strategies for the control of furunculosis and other fish
diseases are a constant challenge and need to be regularly
reviewed in order to recognize the emergence of new,
potentially pathogenic species, like the recently discovered
A. piscicola. In conclusion, the present study demonstrates
that the fstA PCR protocol is specific for detecting A.
salmonicida, showing no cross-reactions with its closely
related species A. bestiarum and A. piscicola or any other
Aeromonas species.
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Resumen

El género Aeromonas estd ampliamente distribuido en el medio acuéatico y es
reconocido como un potencial patdgeno para humanos y animales. Los miembros de
este género son a menudo confundidos con los del género Vibrio cuando se utilizan
técnicas de identificacion basadas en la siembra y en el cultivo de bacterias como los
sistema comerciales semi-automatizados. Este estudio describe un método de deteccion
molecular, cultivo independiente, basado en la deteccion mediante PCR del gen gcat
(Glycerofosfolipido Colesterol AcilTransferasa), que es especifico para este género. La
GCAT-PCR fue 100% especifica en muestras de agua inoculadas artificialmente, con un
limite de deteccion entre 2,5 y 25 ufc/ml. Mediante el método molecular descrito
(GCAT-PCR) y después de un paso previo de pre-enriquecimiento se detectd la
presencia de Aeromonas en 86 muestras de agua asi como utilizando un método de
cultivo convencional obteniéndose un 83,7% de muestras positivas. Sin embargo,
cuando el paso de pre-enriquecimiento no se realizd, el 77,9% de las muestras fueron
positivas mediante cultivo y solo 15,1% mediante la GCAT-PCR. Sin embargo, cuando
el volumen de agua se aumento de 400 pl a 4 ml para realizar la extraccion de ADN se
logré obtener 83,7% de muestras positivas utilizando el método molecular descrito de la
GCAT-PCR (sin el paso previo de pre-enriquecimiento). EI método molecular
propuesto es mucho mas rapido (5 6 29 h) que el método tradicional de cultivo (24 6 48
h), con o sin el paso de pre-enriquecimiento y permite una rapida deteccién de
Aeromonas en muestras de agua, que permitiria prevenir una posible transmisién a los

humanos.
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Abstract

The genus Aeromonas is present in a wide variety of water environments and is
recognized as potentially pathogenic to humans and animals. Members of this genus are
often confused with Vibrio when using automated, commercial identification systems
that are culture-dependent. This study describes a PCR detection method for Aeromonas
that is culture-independent andthattargets the gcat (Glycerophospholopid-Cholesterol
Acyltransferase) gene, which is specific for this genus. The GCAT-PCR was 100%
specific in artificially inoculated water samples, with a detection limit that ranged from
2.5 to 25 cfu/ml. The success at detecting this pathogen in 86 water samples using the
GCAT-PCR method was identical to the conventional culturing method when a pre-
enrichment step was carried out, yielding 83.7% positive samples. On the other hand,
without a pre-enrichment step, only 77.9% of the samples were positive by culturing
and only 15.1% with the GCAT-PCR.However,83.7% positive sampleswere obtained
for the GCAT-PCR when the water volume for the DNA extraction was increased from
400 pl to 4 ml. The proposed molecular method is much faster (5 or 29 h) than the
culturing method (24 or 48 h) whether performed directly or after a pre-enrichment step
and it will enable the fast detection of Aeromonas in water samples helping to prevent

possible transmission to humans.
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Introduction

The genus Aeromonas currently includes 30 species (Beaz-Hidalgo et al., 2015) that are
autochthonous aquatic microorganisms found widely in the environment (Janda &
Abbott, 2010; Beaz-Hidalgo & Figueras, 2013; Figueras a & Beaz-Hidalgo, 2014,
2015). These bacteria have often been recovered from different types of water, such as
raw and treated sewage, drinking water, sea water and fresh water (Emekdas et al.,
2006; Martone-Rocha et al., 2010; Figueira et al., 2011; Igbinosa & Okoh, 2013;
Robertson et al., 2014). Aeromonas is also common in healthy and in diseased fish
(Beaz-Hidalgo et al., 2010; Lui & Li., 2012; Chen et al., 2012), marine mammals (Pérez
et al., 2015), chironomid egg masses (Beaz-Hidalgo et al., 2012) and food (Castro-
Escarpulli et al., 2003; Ottaviani et al., 2006; Nagar et al., 2013). In humans,
Aeromonas is recognized as an opportunistic pathogen that can affect both
immunocompromised and immunocompetent individuals, gastroenteritis and wound
infections being the most frequent clinical presentation, followed by bacteremia (Janda
& Abbott, 2010; Figueras & Beaz-Hidalgo, 2015).

Recently, an epidemiological relationship has been established between the Aeromonas
strains recovered from drinking water and from cases of diarrhoea, thus reinforcing the
waterborne and foodborne origin of Aeromonas infections (Altweeg et al,
1991;Khajanchi et al., 2010; Pablos et al., 2011). Therefore, having fast and reliable
methods that can trace Aeromonas in water systems is essential because current
biochemical methods are time-consuming and not always able to correctly identify the
genus, frequently being confused with Vibrio sp. (Abbottet al., 1998; Chacén et al.,
2002; Soler et al., 2002; Lamy et al., 2010). Presently, several genetic markers have
been proposed that allow molecular identification of Aeromonas to genus level (Cascon
et al., 1997; Chacon et al., 2002; Arora et al., 2006; Balakrishna et al., 2008; Robertson
et al., 2014). Among them, there is one that targets the gcat gene (237 bp) by encoding
the glycerophospholopid-cholesterol acyl transferase, developed by Chacon et al.
(2002) as an Aeromonas DNA genus probe that specifically hybridized with all 14
Aeromonas species recognised at that time. Later, the protocol was adapted by Soler et
al. (2002) for a PCR reaction with an annealing temperature of 56°C. The gcat gene was
characterized by Buckley et al. (1982) as a leading, lethal toxin of the species

Aeromonas salmonicida. However, Chacén et al. (2002, 2003) demonstrated that this
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gene was present in all Aeromonas species and was used as a genus-specific genetic
marker in the identification of the isolates in several studies (Chacon et al., 2002,2003;
Soler et al., 2002; Beaz-Hidalgo et al., 2010; Puthucheary et al., 2012).

The aim of this study was to adapt the GCAT-PCR as a culture-independent method for
the direct detection of Aeromonas from water samples.

Materials and Methods

PCR specificity and sensitivity in artificially inoculated water samples

Five reference strains (Aeromonas hydrophila CECT 839", Plesiomonas shigelloides
CECT 597, Vibrio parahaemolyticus CECT 588, Escherichia coli CECT 744 and
Pseudomonas aeruginosa CECT 110') were used to evaluate the specificity of
molecular detection by PCR of Aeromonas in artificially-inoculated, distilled water
samples.

All strains were inoculated into 10 ml of trypticase soy broth (TSB, Difco™, France)
and incubated at 30°C for 24 hours, then concentrations were adjusted to an optical
density of 1 (measured with a spectrophometer at 450 nm), which corresponded to a
concentration of approximately 10% cfu/ml. To verify this, serial 10-fold dilutions were
performed in buffered peptone water (BPW) from 108 to 10° cfu/ml for each strain. All
dilutions were plated in triplicate (100 ul) onto trypticase soy agar (TSA, Difco™,
France) medium and incubated at 30°C for 24 hours. The concentration (cfu/ml) of each
dilution was estimated by calculating the average of the three plate counts.

Three flasks (A, B and C) of 100 ml each of distilled water were artificially inoculated
with 1 ml of a bacterial suspension (108 cfu/ml) that contained: A) A. hydrophila CECT
839" alone, B) A. hydrophila CECT 839", P. shigelloides CECT 597, V.
parahaemolyticus CECT 588, E. coli CECT 744 and P. aeruginosa CECT 110 and C)
the same microbes as B except withA. hydrophila CECT 839".

From each flask inoculated with the different bacterial mixtures, 10-fold serial dilutions
were performed, and 400 pl of each dilution was used for DNA extraction using the
InstaGene Matrix (BioRad, Spain)protocol. The GCAT-PCR amplification was made
in a final volume of 50 ul containing 5 pl of DNA, 1 pl of each primer (GCAT-F (5’-
CTCCTGGAATCCCAAGTATCAG-3’) and GCAT-R (5’-
GGCAGGTTGAACAGCAGTATCT-3") described by Soler et al. (2002) at 15 pM, 5
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pl of dNTP mix (Applied Biosystems, UK)at 10 mM, 0.5 pl Tag DNA Polymerase
(5U/pL, Invitrogen, USA), 5 pl of 10X PCR Buffer (Invitrogen, USA) 1.8 ul of 50mM
MgCI (Invitrogen, USA) and 30.7 pl of milliQ water. PCR conditions consisted of an
initial denaturation step at 95°C for 3 minutes followed by 35 cycles of amplification in
which denaturation, annealing and elongation temperatures were 94°C for 1 min, 56°C
for 1 min, and 72°C for 1 min, respectively. A final elongation of 72°C for 5 min was
included in the programme. Amplification products were analysed on 2% (w/v) agarose
gels in 1X TRIS Borate EDTA (TBE) buffer after staining with Red Safe TM nucleic
acid staining solution (INtRON Biotechnology, Korea). Bands at the expected size (237
bp) were considered a positive result.

The sensitivity of the GCAT-PCR was determined by performing dilutions (10° - 10°)
of water samples artificially inoculated with Aeromonas (flasks A and B), while the
specificity of this method was also assessed by inoculating a bacterial mixture without
Aeromonas into distilled water samples (flask C). Furthermore, specificity was
corroborated from five randomly-selected positive samples from which the bands (237
bp) were cut out and purified using GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit
(GE Healthcare, UK) and sequenced. The identity of the obtained sequences was
determined by BLAST with the sequences of the gcat gene deposited in the NCBI
database,

PCR sensitivity in natural water samples

A total of 86 water samples, including waste water (n= 68), river water (n= 12) and sea
water (n= 6), were collected from Catalonia, north-east Spain, between February 2012
and September 2013.

Detection of Aeromonas using the GCAT-PCR (237 bp) in natural water samples was
evaluated directly (10 ml of water were diluted in 90 ml of BPW) and after a pre-
enrichment step using Alkaline Peptone Water (APW-A) supplemented with ampicillin
(10mg/l). The results were compared with those obtained by culturing with Ampicillin
Dextrin Agar (ADA), Starch Ampicillin Agar (SAA) and Bile Irgasan Brilliant Green
modified (BIBG-m). The pre-enrichment step was carried out with APW-A using the
same dilutions (1:10 vol/vol). For both methodologies, 10-fold serial dilutions were
performed and 100 pl of each dilution was plated on ADA, SAA and BIBG-m and
incubated at 30°C for 24 h.
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For the molecular detection of Aeromonas sp., 400 pl of the enriched and non-enriched
samples were used for the DNA extraction to perform the GCAT-PCR as described
above. To avoid the different molecules contained in the water samples interfering with
the PCR reaction, the pellet obtained after the centrifugation of the 400 ul was washed
three times using 1 ml of milliQ water each time. For each wash, the pellet was

resuspended in 1 ml of milliQ water and centrifuged at 13.000 RPM for three minutes.

Results

PCR specificity and sensitivity in artificially inoculated water samples

The DNA extracted from water samples inoculated with A. hydrophila CECT 839"
yielded the expected amplification product of 237 bp of the GCAT (Fig. 1A) and when
this PCR product was sequenced it showed the highest similarity (98 - 99%) with the
sequences of the gcat gene of A. hydrophila CAHH2 (KM201324), A. hydrophila
CAHH13 (KP159601) and A. veronii B565 (CP002607) deposited in the NCBI
database. No amplification was made for the DNA extracted from water inoculated with
bacterial mixtures without A. hydrophila. The lowest detection limit of Aeromonas in
artificially-inoculated distilled water samples (flask A and B) ranged between 2.5 and
25 cfu/ml (Fig. 1A).

PCR sensitivity in natural water samples

Table 1 shows that 83.7% (72/86) of the water samples were positive for the presence of
Aeromonas sp. both by culturing and by the GCAT-PCR method after a pre-enrichment
step, without which the number of positive samples was lower, 77.9% (67/86) by
culturing and 15.1% (13/86) by the GCAT-PCR (Fig. 1B). To improve these results we
have changed the original protocol, increasing 10-fold (from 400 pl to 4 ml) the water
volume used for the DNA extraction. This new protocol was applied to all water
samples that showed negative results with the original protocol (with 400 pl of the
water sample) and then all water samples (72, 83.7%) were positive for the presence of

Aeromonas.
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Table 1. Detection of Aeromonas in 86 water samples by culturing and by the GCAT-PCR.

Number (%) of positive samples

Water samples (n) Culturing GCAT-PCR

Direct Enrichment Direct* Enrichment
Sewage (68) 55 (80.9) 60 (88.2) 12 (17.6) 60 (88.2)
River (12) 12 (100) 12 (100) 1(8.3) 12 (100)
Sea (6) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)

*These results were obtained when 400 pl of water were used for the DNA extraction, but when this
water volume was increased 10-fold (4 ml) all samples (72, 83.7%) were positive for the presence of
Aeromonas.

Discussion

This adapted GCAT-PCR method for the direct detection of Aeromonas without
culturing, was highly sensitive (2.5 - 25 cfu/ml) when distilled water samples were
inoculated with A. hydrophila CECT 839" alone or together with other bacterial species.
These results are similar to those of other studies that have detected Aeromonas (10
cfu/ml or gr) by PCR using 16S rRNA and gyrB genes in inoculated food (raw chicken
and raw milk) and drinking water samples (Arora et al., 2006; Balakrishna et al., 2008;
Robertson et al., 2014).

The 100% specificity obtained in the present study corroborates previous studies, in
which colonies or isolates were verified as belonging to the genus Aeromonas when
screening for the presence of the gcat gene (Chacon et al., 2002, 2003; Beaz-Hidalgo et
al., 2010; Puthucheary et al., 2012).

The same 72 (83.7%) water samples were positive for Aeromonas with both methods
after enrichment with APW-A, with the GCAT-PCR and by culturing. However, the
sensitivity of the two methods (culturing and molecular) was lower when the samples
were not pre-enriched (Table 1) with only 77.9% of the samples being positive by
culturing and only 15.1% with the GCAT-PCR. The comparatively poor efficiency of
the GCAT-PCR was probably due to the detection limit, because when we increased the
water volume used for the DNA extraction, the percentage of positive samples increased
from 15.1% to 83.7% with the new protocol.
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The main advantage of the proposed molecular method is that the time required to
identify strains reduces from 24 hours (culturing method) to only five hours (including

DNA extraction, PCR and electrophoresis) for the unenriched water.

Conclusion

Considering that water is the transmission route for Aeromonas infections, this new
method will enable fast detection of the bacteria in order to be able to implement
strategies that will avoid further dissemination of the bacteria in drinking, irrigating or

recreational water systems.
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Figure 1. (A) Sensitivity and specificity of the GCAT-PCR protocol using DNA from the artificially
inoculated unenriched distilled water samples with different concentrations of mixed cultures of A.
hydrophila CECT 839", P. shigelloides CECT 597, V. parahaemolyticus CECT 588, E. coli CECT 744
and P. aeruginosa CECT 110", Lanes: 1-7, bacterial concentration ranged from 2.5x10° to 2.5x10°
cfu/ml; 8, negative control; M: molecular weight ladder (100 to 2072 bp, Invitrogen); (B) Molecular
detection of Aeromonas sp. by GCAT-PCR in water samples (Lanes 1 to 12). Lanes:1,3,5,7,9,11:
correspond to unenriched samples; 2,4,6,8,10,12: correspond to enriched samples with APW-A at 30°C
for 24 hours; 13, positive control; 14, negative control; M: molecular weight ladder (100 to 2072 bp,
Invitrogen). Numbers on the left indicate the size of the GCAT amplified product (237 bp) and numbers
on the right indicate the position of the molecular size marker.
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4.1.3. Evaluation of different conditions and culture media for the recovery of
Aeromonas spp. from reclaimed water and shellfish samples. (En preparacion).

Resumen

En este estudio se compara y se determina cual es la mejor metodologia de
cultivo (directo y/o enriquecimiento) y medio de cultivo (Agar Dextrina Ampicilia,
ADA; Agar Almidon Ampicilina, SAA y Bilis Irgasan Verde Brillante modificado,
BIBG-m) para la recuperacién de Aeromonas spp. a partir de muestras de agua
regenerada y de marisco. Utilizando todos los medios de cultivo se detecto la presencia
de Aeromonas en el 75% (15/20) de las muestras de agua regenerada y en el 90,1%
(10/11) de las de marisco. El andlisis estadistico determind que el ADA es el medio de
cultivo mas especifico (P < 0,05) para la deteccion de Aeromonas a partir de agua
regenerada. Sin embargo, no hubo diferencia significativa en el caso de los marisco (P
> 0,05). Tampoco se observaron diferencias estadisticamente significativas cuando se
analizo si la metodologia de cultivo afectaba la recuperacion de especies de Aeromonas
a partir de aguas regenerada y marisco. Dado que la siembra directa no requiere un paso
previo de incubacién de 24h para el enriquecimiento, esta metodologia es la méas optima
para el andlisis de este tipo de muestras, recomendandose el ADA como medio de
cultivo méas optimo para el andlisis de agua regenerada y cualquiera de los tres medios

ensayados para el andlisis de marisco.
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Abstract

A comparative study to determine what is the best culture approach (direct plating
and/or enrichment) and culture medium (Ampicillin Dextrin Agar, ADA; Starch
Ampicillin Agar, SAA and Bile Irgasan Brilliant Green-modified, BIBG-m) for the
recovery of Aeromonas spp. from reclaimed water and shellfish samples was performed.
Aeromonas were found in 75% (15/20) reclaimed water and 90.9% (10/11) shellfish
samples using all media. The analysis determined that ADA was the most specific (P <
0.05) culture media for detecting Aeromonas in reclaimed water samples. However, no
statistical significant differenceswere found in the case of seafood (P > 0.05). Moreover,
when analyzing if the culture approach and culture media, affected the recovery of the
different Aeromonas species from reclaimed water and seafood, no statistically

significant differences were found (P > 0.05).

Key words: Aeromonas, direct plating, enrichment, ADA, SAA, BIBG-m, reclaimed

water, shellfish.
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1. Introduction

The genus Aeromonas was described by Stainer in1943 (Martin-Carnahan and Joseph,
2005) and to date is formed by 30 species (Beaz-Hidalgo et al., 2015). These species are
considered autochtonous of the aquatic environment, because most of them have been
isolated from fresh water, sea water, drink water and sewageand they can be isolate too
from healthy and diseases fish, chironomid eggs masses and from intestinal and
extraintestinal human samples (Borrell et al., 1998; Castro-Escarpulli et al., 2002;
Figueras, 2005; Janda & Abbott, 2010, Figueras et al., 2011; Beaz-Hidalgo et al., 2012;
Figueras & Beaz-Hidalgo, 2015). The species of this genus are considered emerging
pathogens in humans and can affect both immunocompetent and immunocompromised
individuals that can be infected by consumption of contaminated water and food or by
direct contact of wounds with environmental waters (Figueras, 2005; Janda & Abbott,
2010; Figueras & Beaz-Hidalgo, 2015).

Correct identification of Aeromonas spp. is complex and laborious, but so is the
detection and isolation of this bacteria (Jeppesen, 1995; Perales, 2003). A variety of
selective and differential media have been proposed for the isolation ofAeromonas but
no single medium has received a general acceptance (Jeppesen, 1995; Perales, 2003).
The culture media first used for the recovery of Aeromonas from environmental samples
include glutamate starch penicillin agar (GSP, Kielwein, 1969), Aeromonas medium
(Am, Rippey & Cabelli, 1979), ampicillin dextrin agar (ADA, Havelaar et al., 1987),
mix agar (Cunliffe & Adcoch, 1989) and starch glutamate ampicillin penicillin C-
glucose agar (SGAP-10C, Huguet & Ribas, 1991).For the isolation of Aeromonas from
food, other culture media has been described, such as starch ampicillin agar (SAA,
Palumbo et al., 1985), MacConkey xilose agar (MXA, Okrend et al., 1987),
MacConkey mannitol agar (MMA, Okrend et al., 1987) and bile salts irgasan brilliant
green modified (BIBG-m, Neyts et al., 2000). Moreover, other culture media as rimler
shotts (RS, Shott & Rimler, 1973), peptone beef extract glycogen agar (PBG, McCoy &
Pilcher, 1974), bile salt brilliant green starch agar (BBGS, Nishikawa & Kishi, 1987),
ryan medium (anonymous, 1990) have been described to be used both in food and
environmental samples.

In this study will be evaluated specifically three culture media, as ADA, originally

described for the analysis of different type water (sewage, lake, river, sea and drinking
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water); SAA, that was developed for tested food as fish and shellfish and BIBG-m that
corresponded to a improvement of the BIBG medium (initially designed for the
isolation of Aeromonas spp. from faeces) for be used for the Aeromonas detection from
food as shrimp, minced meat and vegetables. Currently, the ADA medium is the most
used for the detection of Aeromonas from water samples and is the reference medium
that we used in our laboratory. Moreover, after a review of the literature related with
this topic, we choose another two culture media, as SAA and BIBG-m based on the
good results for sensitivity and specificity that were reported in previous studies and we
decided to compare these three culture medium for the Aeromonas detection from
complex matrix as reclaimed water and seafood samples.

When it is suspected that the number of Aeromonas is low in a samples or when the
cells are stressed it is recommended to introduce an enrichment step of the samples. The
enrichment medium most commonly usedare alkaline peptone water (APW) and
trypticase soy broth (TSB), supplemented with antibiotics, being the most used the
ampicillin and cephalotin (Gobat & Jemmi, 1995; Sachan & Agarwal, 2000).

The main problem for the recovery of Aeromonas is the presence of competing
microbes and the high or low levels of the bacteria counts present in the food and
environmental samples. Therefore, when choosing a culture media for the isolation of
Aeromonas, we should know the sensibility and selectivity of the culture media usedas
well as the facility to differentiate the colonial morphology of Aeromonas from that of
back ground microorganisms. The objective of this work was to determine the efficacy
of introducing an enrichment step for the recovery of Aeromonas and the evaluation of
the selectivity and sensitivity of three culture media (ADA, SAA and BIBG-m) for the

recovery of these bacteria from food and reclaimed water samples.

2. Materials and methods

Bacterial reference strains

The 27 Aeromonas type strainsand four not Aeromonas strains (competitive
microorganisms) were used in this study as shown in the table 1.

Culture media

The three culture media compared were Dextrin Ampicillin Agar (ADA,HIMEDIA®,

India, described by Havelaar et al., 1987) used as reference medium in our laboratory,
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Starch Ampicillin Agar (SAA, Palumbo et al., 1985) and Bile salts Irgasan Brilliant
Green-modified (BIBG-m, Neyts et al., 2000). Thecommercialized ADA medium,
SAA and BIBG-m were prepared in our laboratory according to the provided
instructions. The characteristics of these medium are listed in the table S1.The
Trypticase Soy Agar (TSA, Difco, France) was used as control. All medium were
incubated in aerobic condition at 30°C for 24 hours, except were testing Aeromonas
salmonicida(CECT 894 that was incubated at room temperature for 24-48 hours. All
tests were performed in triplicate.

Selectivity and sensitivity of the culture media usingartificially inoculated distilled
water sample

All bacterial strains listed in table 1 were directly inoculated in the three culture media
and on TSA for verify their growth, colony characteristics and selectivity.

To evaluate the bacterial growth the Petri dish (90 mm diameter) was streaked in three
different directions and covering the entire surface of the plate. Therefore, when growth
was observed in the three directions, the bacterial growth was considered abundant
(+++), if the bacteria grew only in two directions, was considered regular (++) and
when only grew in one direction was considered scarce (+).

To determine the sensibility of the culture media tested, sterile distilled water samples
were artificially contaminated with pure culture of Aeromonas hydrophila CECT 389",
Aeromonas caviae CECT 838", Aeromonas salmonicida CECT 894" and Aeromonas
trota CECT 4255'. These Aeromonas strains were chosen randomly, except the strain
Aeromonas trota CECT 4255" described as susceptible to ampicillin (Carnahan et al.,
1991) which is the antimicrobial used as selective agent both in ADA and SAA, because
except this species, the rest are resistant to this antibiotic . For this, all strains were
inoculated in 10 ml of Tripticase Soy Broth (TSB) and incubated at 30°C for 18 hours
and after were adjusted to a optical density of 0.8 (measured at 450 nm) which
corresponded to a concentration of approximately 10° cfu/ml. For each strain serial 10-
fold dilutions were performed using sterile distilled water samples and 100 pl of each
dilutions were inoculated on TSA, ADA, SAA and BIBG-m to perform the bacterial
counts, that were estimated as the average obtained from a triplicate inoculation.

Reclaimed water and shellfish sampling
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A total of 31 samples, that corresponded 11to shellfish and 20 toreclaimed water
samples used for irrigation of vegetables, were investigated in parallel using ADA, SAA
and BIBG-m.

Isolation and detection of Aeromonas sp.

All samples analyzed were cultured directly. For this ten-fold serial dilutions using
Buffered Peptone Water (BPW) were performed and 100 pl were inoculatedon the
different culture media and incubated at 30°C for 24 hours. In parallel, a enrichment
step with Alkaline Peptone Water (APW) suplemented with Ampicillin (10 mg/l, APW-
A) was done for all samples. For this, 1 ml of water samples were homogenized with 9
ml of APW-A (1:10 vol/vol). In the case of shellfish, 10 gr of these were homogenized
with 90 ml of APW-A (1:10 wt/vol). This mix were incubated at 30°C for 24 hours, and
after ten-fold serial dilutions were performed using BPW and then 100 ul were
inoculated on the three media (ADA, SAA and BIBG-m) and incubated under the same
conditions. After the incubation period the plates were observed for the recognition of
Aeromonas sp. from direct and enrichment culture and from each culture media, 8
coloniessuspected to belong to the genus were transferred to TSA to obtain a pure
culture and start with the genotyping and molecular identification.

In parallel to the direct plate count of Aeromonas, an enumeration using the More
Probably Number (MPN) methodwas performed. For this, serial dilutions of the
samples with BPW were done and after inoculated in APW-A and incubated at 30°C for
24 hours and directly inoculated in ADA and incubated at 30°C for 24 hours for
determine the presence or absence of Aeromonas.

Genotyping and molecular identification

A total of 48typical colonies of Aeromonas(24 from direct culture and 24 from
enrichment culture) were transferred to TSAand the DNA extraction of one colony was
performed using InstaGene Matrix (BioRad) according to manufacturer's instructions.
All isolates were identified to genus level using the PCR detection of
Glicerophospholipid Cholesterol Acyltransferase (GCAT) characteristic of the
Aeromonas genus (Chacon et al., 2002). To avoid working with clonally relatedisolates,
DNA typing was carried out with the Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus

PCR (ERIC-PCR) technique using the primers and conditions described by Versalovic

122



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
AEROMONAS, UN MICROORGANISMO AMBIENTAL DE IMPORTANCIA EN SALUD HUMANA Y ANIMAL.
Fadua Leila Latif Eugenin

Diposit Legal:

T 73-2016

et al. (1991). The molecular identification to species level was performed using the
rpoD gene sequencing using primers and conditions described by Soler et al. (2004).
Statystical analyzes

The data were analyzed by two-way ANOVA model with respect to the type of culture
(direct and enrichment culture) and three culture media (ADA, SAA and BIBG-m)
tested, using the Bonferroni correction for multiples comparison. The significance level
was fixed at P < 0.05. All the analyses were performed using SigmaPlot 11.0 (SSI,
California, USA).

3. Results

Selectivity and sensitivity of the culture media using artificially inoculated distilled
water sample

As shown n the table 1, of the 27 Aeromonas type strains directly inoculated in the 3
culture media tested, all (26/27, 96.3%), except A. trota CECT 4255', grew in ADA and
presented a abundant growth. In the case of SAA, all (25/27, 95.3%), except A. media
CECT 42327 and A. trota CECT 4255, grew in this medium. Only 22 strains showed
abundant growth on SAA, becauseA. schubertii CECT 4240" showed a regular growth
and A. salmonicida CECT 894" and A. sobria CECT 4245" presented scarce growth.
With BIBG-m, the 100% of Aeromonas type strains were recovered, but only 25 strains
grew abundantly in this medium, while that A. schubertii CECT 4240" and A.
salmonicida CECT 894" grow only poorly.

In relation with the growth of Pseudomonas aeruginosa CECT 110", Plesiomonas
shigelloides CECT 597, Vibrio parahaemolyticus CECT 588 and Escherichia coli
CECT 744 in the 3 culture media tested, the BIBG-m medium was the most selective
(100%), while that ADA was not selective, allowing growth of this four organisms(table
1).In ADA this four bacteria grow showing colorless to whitish colour colonies of 1-2
mm of diameter.

The table 2 show that both ADA and SAA presented the same sensitivity for the
recovery of A. hydrophila CECT 839T, A. caviae CECT 838" and A. salmonicida CECT
894" from artifiacially contaminated distilled water samples and both ADA and SAA

showed a better sensibility with statistical differencesin comparison with BIBG-m
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(ADA= SAA P< 0.05 BIBG-m).In relation with A. trota CECT 4255', this strain only
grow in BIBG-m.

Recovery of Aeromonas from reclaimed water and shellfish samples

Of the 20 reclaimed water samples analyzed, 15 (75%) were positive for the presence of
Aeromonas sp. after enrichment and MPN and 13 (65%) samples by direct culture
(footnote in the table3). The four seawater samples andone irrigation water samples
were negative for the presence of this bacteria with all methods used. In the case of the
shellfish, in 10/11 (90,9%) samples were detected Aeromonas sp. using enrichment
and MPN and only 6 (54,5%) shellfish samples were positive by direct culture (footnote
in the table3).

The results obtained of the direct plate counts (ADA, SAA and BIBG-m) and MPN
(ADA) method are shown in the table 3.Not significant differences (P > 0.05) in the
recovery of Aeromonas using different culture media both in reclaimed water and
seafood samples were observed.

As shown in table 4, the more specific media for the reclaimed water and shellfish
samples, were ADA (98.4%) and BIBG-m (90.5%) respectively.The statistical analysis
revealed that in the case of the reclaimed water samples the specificity of the ADA was
significantly superior (P < 0.05) to that of SAA and BIBG-m. Nostatistically significant
difference between the culture media were found for the seafood samples.

The table 5 shows that of total of 705 Aeromonas isolates recoveredfrom reclaimed
water samples 658 (93.3%) of them were positive for the GCAT and belonged to 436
differentAeromonas genotypes or strains (66.3% of genetic diversity). Similar
percentage of recovery were observed to compare both the approach of culture and
culture media used. In relation to the shellfish, a total of 335 isolates were obtained and
289 (86.3%) were identified as Aeromonas sp. after of the GCAT-PCR and
corresponded to 156 (54.3% of genetic diversity) ERIC patterns (strains). The majority
(63.5%) of them were recovered by enrichment culture and similar percentage of
recovery were obtained when the culture media were compared.

As shown in the table 6, these 436 Aeromonas strains recovered from reclaimed water
samples corresponded to a total of 12 species of Aeromonas, but only five species,
Aeromonas media, Aeromonas caviae, Aeromonas salmonicida, Aeromonas

allosaccharophila and Aeromonas veronii, represent the 94.4% of the total. The other
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seven species of Aeromonas correspond to a total of 25 (5.7%) strains, which are
detailed in the table 6, but that were treated as a whole to make appropriate statistical
analyzes.

The table 7 showed a diversity of 10 species of Aeromonas recovered from shellfish
samples. The most prevalent were A. salmonicida, A. media, and A. caviaethat
correspond to the 82.7% of the total. The remaining seven species correspond to 27
(17.3%) Aeromonas strains that were analyzed together for statistical comparisons.

The data showed in the tables 6 and 7, corresponding to reclaimed water and shellfish
samples respectively, revealed that the variables approach of culture and media culture
not influencing (P > 0.05) the recovery of Aeromonas spp. The same results were
obtained when the two variables (approach of culture and culture media) were analyzed
separately and together. However, the use of enrichment allowed the recovery of species
of Aeromonas rarely isolated in these types of matrix, as Aeromonas bivalvium,
Aeromonas sanarellii and Aeromonas eucrenophila from reclaimed water samples and
four isolates recovered from seafood, identified as Aeromonas sp. corresponding to a
putative Aeromonas sp. nov. In the case of the direct culture, this made possible the
recovery of species of Aeromonas with low frequency of isolation, as Aeromonas
popoffii and Aeromonas bestiarum and of Aeromonas fluvialis, that correspond to the
first report since its description by Alperi et al. (2010).

4. Discussion

In relation with the results showed in the table 1 between 95.3% and 100% of the 27
type strain of Aeromonas grew on SAA, ADA and BIBG-m and all presented the typical
size and colour described for each culture medium. However, five species of
Aeromonas, A. schubertii CECT 4240", A. salmonicida CECT 894", A. sobria CECT
42457 A. media CECT 4232" and A. trota CECT 4255" presented a poor growth or not
growth on ADA, SAA or BIBG-m. To corroborate these results, we decided to evaluate
other fouradditional strains ofA. sobria andA. media on SAA medium and four different
strains of A. salmonicida and A. schubertii in SAA and BIBG-m. In all cases, the new
strains tested showed abundant growth in SAA and/or BIBG-m and the colonial
characteristics (colour and size) were the typical for Aeromonas. Therefore, this results

indicate that recovery of each species of Aeromonas is straindependent. Similar results
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have been reported by Gavriel & Lamb (1995), who compared 3 culture media, ADA,
glutamate starch penicillin agar (GSP) and starch gutamate ampicillin penicillin agar
(SGAP-10C), and found that A. sobria grew in ADA only, while A. schubertii did not
grow in any of the culture media tested. The results obtained with A. trota CECT
4255"in our study (growth in BIBG-m only and not growth on ADA and SAA) are in
agreement with what could be expected because this species was described as ampicillin
susceptible (Carnahan et al., 1991; Abbott et al., 2003). This antibiotic is the selective
agent both of ADA and SAA medium, but not of the BIBG-m medium. Moreover, the
genus Aeromonas, is considered to be generally resistant to this antibiotic with the
exception commented.

In relation with the selectivity of the culture media tested (Table 1), the BIBG-m was
the most selective medium, allowing the growth of only Aeromonas strains, but not the
growth of another bacteria (Table 1). This result is in agreement with the reported by
Neyts et al. (2000) that used 27 Aeromonas strains, 10 species of Enterobacteriaceae,
four Pseudomonas strains and one strain of Shewanella putrefaciens for comparing the
selectivity of the BIBG and BIBG-m medium by direct inoculation and determined that
while on BIBG medium grew all bacterial strain tested, in BIBG-m grew only one
Enterobacteriaceae (Citrobacter freundii) and the four Pseudomonas strains. Moreover,
this results were confirmed by the authors when artificially contaminated food samples
(shrimp, minced meat precut leek and shredded carrot) were tested with the media.
Similar results to the our were presented by Villari et al. (1999) that compared the
selectivity of six culture media using 12 artificially contaminated water samples with
fecal material but free of Aeromonas sp. and demonstrated that the lower selective were
ADA and SAA medium.

The present study demonstrated that both ADA and SAA have the same sensitivity and
that these is superior to that of BIBGG-m (table 2) when artificially inoculated distilled
water samples were analyzed. Similar results were found in 1999, when Villari et al.
tested the sensibility of the six culture medium using 18 sterile tap samples water
artificially contaminated with nine Aeromonas strains, at concentration ranged between
1-10 cfu/ml and determined that SAA and ADA were the most sensitive medium.

When reclaimed water samples were analyzed, the ADA medium showed a superior
specificity (98.4%) than SAA y BIBG-m (P < 0.005). This result is in agreement with
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the reported by Holmes & Sartory (1993) when analyzed 146 drinking water samples
and 153 of water samples from different sources and obtained a specificity of 90% and
95% in each case, showing to the ADA medium as one of the most specific medium for
water samples.

Moreover, our results showed that the culture media used not influenced the recovery of
Aeromonas spp. from reclaimed water and shellfish samples. The same results were
obtained by Holmes & Sartory (1993) when reported that the diversity of Aeromonas
recovered from water samples were the same in all culture media tested.

The present study reveled that the approach of culture (with or without enrichment
culture) neither influenced the recovery of Aeromonas spp. when reclaimed water and
shellfish were analyzed, but in the case of shellfish samples, the enrichment step
increased the detection of Aeromonas (63.5%). Similar results were reported by Gobat
& Jemmi (1995) that obtained a 24.1% (200/829) of food samples positive for the
presence of Aeromonas and only a 7.4% of the samples were positive by direct culture,

while the 20.5% were positive after enrichment step.

5. Conclusion

In conclusion, is important to remark that the ADA and SAA were de most sensitivity
medium when the artificially water samples were analyzed. Moreover, the BIGB-m was
the most selective medium. On the other hand, the usefulness of ADA is ratified for the
Aeromonas detection from water samples, showing as the most specificity medium.
Finally, although it was demonstrated that the variables analyzed in this studies, as
approach of culture (direct and enrichment culture) and the culture media (ADA, SAA
and BIBG-m) tested do not influence the recovery of Aeromonas spp.from reclaimed
water and shellfish samples, is important remark that the use of enrichment step allowed
the recovery of species of Aeromonas rarely isolated.
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Table 1. Growth and colonial characteristics of the 27 Aeromonas type strains and 4 competitive
microorganisms in the 3 culture media tested in comparison with TSA.

; Growth on
Organisms TSA ADA SAA BIBG-m

A. hydrophila CECT 839" ++ 4+ I 4+
A. salmonicida CECT 894" +++ 42 + 42

A. sobria CECT 4245" . 442 +2 442
A. media CECT 42327 ++ 42 . 42
A. veronii CECT 42577 . 442 42 442
A. caviae CECT 838" . 442 42 442
A. eucrenophila CECT 42247 e+ 4 442 42
A. schubertii CECT 42407 +++ 4 +4P +42
A. jandaei CECT 42287 +H+ 42 442 42
A. trota CECT 4255' +++ - - 442
A. allossacharophila CECT 4199" e+ 4 44D 42
A. encheleia CECT 43427 +++ +++2 4P P
A. bestiarum CECT 42277 4+ +4+0 448 42
A. popoffii CECT 5176" +H+ +4+40 440 448
A. simiae IBS S6874" . 442 42 442
A. molluscorum CECT 5864" e+ 440 44D 4
A. bivalvium CECT 71137 +++ 48 +++2 42
A. tecta CECT 7082" +++ 42 442 442
A. piscicola CECT 7443" — +++0 42 2
A. fluvialis CECT 74017 +++ 4l 40 42
A. taiwanensis CECT 74037 4+ 442 442 42
A. sanarellii CECT 74027 o+ 42 42 +++2
A. diversa CECT 4254" +++ 44D +++0 42
A. rivuli CECT 75187 — ++48 42 2
A. cavernicola CECT 78627 N ++4P 40 F+4C
A. australiensis CECT 8023' 4+ 442 442 42
A. dhakensis CECT 5744" +++ 44D +++0 ++4°
Pseudomonas aeruginosa CECT 110" +++ . 4+ +++9
Plesiomonas shigelloides CECT 597 +++ . - -

Vibrio parahaemolyticus CECT 588 +++ +4+48 +d -

Escherichia coli CECT 744 +++ +++4° - -

TSA: Trypticase Soy Agar; ADA: Ampicillin Dextrin Agar; SAA: Starch Ampicillin Agar; BIBG-m: Bile
Irgasan Brilliant Green- modified Agar; +++: abundant; ++: regular; +: scarce; -: not growth; *colonial
characteristics (colour and size) are in agree with the description of each culture media; "light yellow to
whitish colonies and normal size, ‘light purple to whitey purple colonies and normal size, “colorless
colony, 1-2 mm of diameter; *whitish colony, 1-2 mm of diameter.
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Table 2.Sensibility of the three culturemedia compared in this study and percentage of recovery of Aeromonas isolated from
artificially contaminated distilled water samples.

Aeromonas sp. Aeromonas count in cfu/ml by dilution

Culture o
(initial inoculum (% recovery)
media
in TSA, cfu/ml) 10° 107 10°®

ADA? 223 (99.1) 24 (96) 3 (100)

A. hydrophila CECT 839" a

(2.510°) SAA 225 (100) 26 (100) 2 (80)
BIBG-m 190 (76) 11 (44) 0(0)
ADA? 267 (92.1) 29 (100) 2 (69)

A. caviae CECT 838" a

(2.910°) SAA 263 (90.7) 26 (89.7) 2 (69)
BIBG-m 220 (75.9) 19 (65.5) 1(34.5)
ADA? 203 (85.6) 24 (100) 2(83.3)

A. salmonicida CECT 894" a

(2.4x10°) SAA 205 (85.4) 32 (100) 1(41.7)
BIBG-m 161 (67.1) 9 (37.5) 0(0)
ADA ND ND ND

A. trota CECT 4255"

(3.3x10°) SAA ND ND ND
BIBG-m 281 (84.8) 19 (57.6) 1(30.3)

ADA: Ampicillin Dextrin Agar; SAA: Starch Ampicillin Agar; BIBG-m: Bile Irgasan Brilliant Green- modified Agar;
ND: no detected; *ADA= SAA P < 0,05 BIBG-m.
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Table 3. Average of the Aeromonas count recovered from reclaimed water and shellfish samples by direct count plate and
MPN methods.

Reference samples (total Direct platecount (cfu/100ml)
number of positive MPN/100mI?
samples) ADA SAA BIBG-m

Reclaimed water (15)

Average® 8.03E+04 6.28E+04 5.01E+04 2.89E+05
Shellfish (10)

Average® 1.11E+03 1.14E+03 1.17E+03 1.15E+04

ADA: Ampicillin Dextrin Agar; SAA: Starch Ampicillin Agar; BIBG-m: Bile Irgasan Brilliant Green- modified Agar;
*This method was performed using ADA only; *The average corresponding to the direct count plate was calculate based
in the 13 reclaimed water samples that were positive for the presence of Aeromonas. However, the average
corresponding to the MPN is based in the 15 reclaimed water samples that were positive for the presence of Aeromonas.
These same 15 reclaimed water samples were positive after enrichment step using APW-A. The four seawater and one
irrigation water samples were negative for the presence of Aeromonas using the three detection methods; “The average
corresponding to the direct count plate was calculate based in the six shellfish samples that were positive for the
presence of Aeromonas. However, the average corresponding to the MPN is based in the 10 shellfish samples that were
positive for the presence of Aeromonas. These same 10 shellfish samples were positive after enrichment step using
APW-A. One shellfish sample was negative for the presence of Aeromonas by all detection methods used in this study
ADA = SAA = BIBG-m (P > 0.05).

130



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

AEROMONAS, UN MICROORGANISMO AMBIENTAL DE IMPORTANCIA EN SALUD HUMANA Y ANIMAL.
Fadua Leila Latif Eugenin

Diposit Legal: T 73-2016

Table 4. Specificity of the 3 culture media used in this study for the detection of Aeromonas from reclaimed
water and food samples.

Matrix (total Total number of Number of
number of Culture media . isolates GCAT Specificity (%)
. isolates
isolates) (+)
Reclaimed water * 254 250 98.4
(705) ADA
SAA 255 229 89.8
BIBG-m 196 179 91.3
Shellfish (335) ADA 119 97 815
SAA 121 106 87.6
BIBG-m 95 86 90.5

ADA: Ampicillin Dextrin Agar; SAA: Starch Ampicillin Agar; BIBG-m: Bile Irgasan Brilliant Green-
modified Agar; *ADA was significatively more specific (P <0.05) than SAA and BIBG-m.
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Table 5. Number and percentage of Aeromonas isolates recovered from reclaimed water and shellfish samples by type culture and culture media used.

Number (%) of isolates by type of Number (%) of isolates by culture
Matrix Total number  Number (%) of isolates Number of genotypes culture media
. ) o A
of isolates GCAT-PCR (+) (% of diversity) Direct Enrichment ADA SAA BIBG-m
Reclaimed water 705 658 (93.3) 436 (66.3) 202 (46.3) 234 (53.7) 177 (40.6) 149 (34.2) 110 (25.2)
Shellfish 335 289 (86.3) 156 (54) 57 (36.5) 99 (63.5) 50 (32.1) 59 (37.8) 47 (30.1)

ADA: Ampicillin Dextrin Agar; SAA: Starch Ampicillin Agar; BIBG-m: Bile Irgasan Brilliant Green- modified Agar.
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Table 6. Prevalence (number of strains) of the different Aeromonas spp. recovered from reclaimed water samples depending upon the type of culture approach (direct and

enrichment) and culture media (ADA, SAA and BIBG-m) used.

Total number (%) of
Aeromonas spp.

Direct culture

Enrichment culture

total n (%) of

n (%) strains by culture media

o . .
total n (%) of n (%) strains by culture media

strains ADA SAA BIBG-m strains ADA SAA BIBG-m
176 (40.4) A. media 93 (52.8) 42 (45.2) 25 (26.9) 26 (28) 83 (47.2) 42 (50.6) 28 (33.7) 13 (15.7)
101 (23.2) A. caviae 40 (39.6) 16 (40) 13 (32.5) 11 (27.5) 61 (60.4) 24 (39.3) 14 (23) 23 (37.7)
75 (17.2) A. salmonicida 32 (42.7) 9 (28.1) 16 (50) 7(21.9) 43 (57.3) 10 (23.3) 22 (51.2) 11(25.6)
30 (6.9) A. allosaccharophila 9 (30) 5 (55.6) 3(33.3) 1(11.1) 21 (70) 13 (61.9) 6 (28.6) 2 (9.5)
29 (6.7) A. veronii 13 (44.8) 3(23.1) 5 (38.5) 5 (38.5) 16 (55.2) 3(18.8) 7 (43.8) 6 (37.5)
9 (2.1)A. popoffii 9 (100) 7(77.8) 1(11.1) 1(11.1) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
7 (1.6)A. hydrophila 1(14.3) 0(0) 1(100) 0(0) 6 (85.7) 0(0) 4 (66.7) 2 (33.3)
3 (0.7)A.bestiarum 3 (100) 1(33.3) 1(33.3) 1(33.3) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
2 (0.5)A.sobria 2 (100) 0(0) 2 (100) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
2 (0.5)A. bivalvium 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 2 (100) 1(50) 1(50) 0(0)
1 (0.2)A. sanarellii 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 1(100) 0(0) 0(0) 1(100)
1(0.2) A. eucrenophila 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 1(100) 1(100) 0(0) 0(0)
TOTAL (n= 436) 202 (46.3) 83 (41.1) 67 (33.2) 52 (25.7) 234 (53.7) 94 (40.2) 82 (35) 58 (24.8)

ADA: Ampicillin Dextrin Agar; SAA: Starch Ampicillin Agar; BIBG-m: Bile Irgasan Brilliant Green-modified.
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Table 7. Prevalence of Aeromonas spp. isolated from shellfish samples depending upon the type of culture approach (direct and enrichment) and culture media (ADA. SAA and BIBG-
m) used.

Direct culture Enrichment culture
:)rfo,gaelrzﬁqngr?s; Sg’ﬁ) total n (%) of n (%) strains by culture media total n (%) of n (%) strains by culture media
strains ADA SAA BIBG-m strains ADA SAA BIBG-m
59 (37.8) A.salmonicida 18 (30.5) 4(22.2) 9 (50) 5 (27.8) 41 (69.5) 8 (19.5) 18 (43.9) 15 (36.6)
41 (26.3) Amedia 22 (53.7) 9 (40.9) 6 (27.3) 7(318) 19 (46.3) 7 (36.8) 5 (26.3) 7(36.8)
29 (18.6) A.caviae 7 (24.0) 3 (42.9) 4(57.1) 0(0) 22 (75.9) 7(31.8) 8 (36.4) 7(31.8)
10( 6.4) A.allosaccharophila 3 (30) 1(33.3) 1(33.3) 1(33.3) 7 (70) 3(42.9) 3 (42.9) 1(14.3)
5 (3.2) A.veronii 2 (40) 1(50) 0(0) 1(50) 3 (60) 1(333) 1(33.3) 1(33.3)
4 (2.6) Aeromonas sp. . 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 4 (100) 3 (75) 1(25) 0 (0)
3 (1.9) Ahydrophila 1(33.3) 0(0) 0(0) 1(100) 2 (66.7) 0(0) 1 (50) 1 (50)
3 (1.9) A.popoffii 2 (66.7) 2 (100) 0(0) 0(0) 1(33.3) 0(0) 1(100) 0(0)
1(0.6) A fluvialis 1 (100) 1 (100) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
1 (0.6) A.bestiarum 1 (100) 0(0) 1 (100) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
TOTAL (n= 156) 57 (36.5) 21(36.8)  21(36.8) 15 (26.3) 99 (63.5) 20(203)  38(384) 32 (32.3)

ADA: Ampicillin Dextrin Agar; SAA: Starch Ampicillin Agar; BIBG-m: Bile Irgasan Brilliant Green-modified.
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Table S1. Characteristics of the culture media compared in this study.

Medium Original Selective agents Differential agents Interpretation - growth of Reference
purpose Aeromonas
. Yellow colonies, 1-2 mm of
ADA Water Ampicillin, Sodium deoxycholate Dextrin, Bromothymol diameter Havelaar etal.,
blue 1987
Yellow to honey colonies,
Starch 3-5 mm of diameter, with Palumbo et al
SAA Food Ampicillin ! clear zone surrounding the N
Phenol red - 1985
colony
i Bile salts, irgasan, brilliant green, Starch, Purple colonies, 1-1,5 mm
BIBG-m Food pH=8,7+0,2 Neutral red of diameter Neyts etal., 2000

*After incubation at 28° C for 24 hours it is necessary to flood the plate with 5 ml of lugol iodine solution to detect amylase activity.
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4.2. Diversidad de especies de Aeromonas en aguas regeneradas, mariscos y

vegetales

4.2.1. Chlorinated and UV-treated reclaimed irrigation water is the source of
Aeromonas found in vegetables used for human consumption.Latif-Eugenin F,

Beaz-Hidalgo R, Figueras MJ. (Water Research, Sometido).

Resumen

En la actualidad, el agua residual se utiliza como una fuente de agua ya que
después de su tratamiento genera el agua regenerada que se utiliza para el riego de
campos de cultivo y vegetales o verduras destinados al consumo humano. Algunas
bacterias potencialmente patdgenas como el género Aeromonas han sido aisladas a
partir de aguas residuales tratadas que se utilizan para el riego agricola, qué podria ser
una fuente de transmision de posibles patdgenos y repercutir en la salud pdblica. Hasta
ahora, no hay ningun estudio que haya investigado la relacion clonal de bacterias del
género Aeromonas presentes en el agua de riego y en los vegetales o cultivos regados
con este tipo de agua. El objetivo de este estudio es determinar la diversidad y
prevalencia de Aeromonas en agua regenerada y en tres variedades de vegetales regados
con esta agua. El 63,6% (7/11) de las muestras de agua regenerada y el 100% de los
vegetales (n=3/3) fueron positivas para la presencia de Aeromonas. Un total de 132
cepas de Aeromonas fueron identificadas mediante secuenciacion del gen rpoD y se
observd que pertenecian a 10 especies diferentes. Las prevalencias de las diferentes
especies dependieron del tipo de muestra. En el agua residual el 91% de las cepas
pertenecian a las especies A. caviae y A. media, mientras que el 74 % de las cepas
aisladas del agua de riego pertenecian a las especies A. salmonicida, A. media, A.
allosaccharophila y A. popoffii . En los vegetales, A. caviae (75%) fue la especie méas
prevalente y una cepas aislada a partir de lechuga tuvo el mismo genotipo (patron
ERIC) que una cepa recuperada a partir del agua de riego. Ademas se obtuvo el mismo

genotipo de la especie A. sanarellii, una especie asociada a patologia en humanos a
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partir de dos variedades de vegetales, perejil y tomate, demostrando que el agua fue
probablemente la fuente de contaminacion de ambos tipos de vegetales, confirmando asi
el potencial riesgo para la salud publica.
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Chlorinated and UV-treated reclaimed irrigation water is the source of Aeromonas
found in vegetables used for human consumption.
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Abstract

Waste water is increasingly being recognized as a key water resource, and reclaimed
water (or treated waste water) is used for irrigating vegetables destined for human
consumption. Some potentially pathogenic bacteria like Aeromonas have been
recovered from both untreated and treated waste water that has been used for irrigation
and this is a risk for public health. No study has so far investigated the genotypes of
Aeromonas present in irrigation water and the irrigated vegetables at the same time.
The aim of the present study was to determine the diversity and prevalence of
Aeromonas both in reclaimed water used for irrigation and in the three types of
vegetables irrigated with that water. Seven of the 11 (63.6%) samples of reclaimed
water and all samples of vegetable were positive for the presence of Aeromonas. A total
of 132 Aeromonas strains investigated by sequencing the rpoD gene belonged to one of
10 different species. Prevalence varied for each species, i.e. in the treated reclaimed
water A. caviae and A. media dominated (91.4%) while A. salmonicida, A. media, A.
allosaccharophila and A. popoffii corresponded to 74% of the strains in the irrigation
water. In vegetables, A. caviae (75%) was the most common species, among which a
strain isolated from lettuce had the same genotype (ERIC pattern) as a strain recovered
from the irrigation water. Furthermore, the same genotype of the species A. saranellii
was recovered from parsley and tomatoes demonstrating that the irrigation water was

the source of contamination and confirming the risk for public health.

Key words: Reclaimed water, vegetables, irrigation water, Aeromonas, ERIC-PCR,

rpoD gene
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1. Introduction

The genus Aeromonas consists of Gram negative, oxidase positive bacilli that are
considered autochthonous of aquatic environments and are commonly isolated from
clinical and environmental samples (Janda and Abbott, 2010; Beaz-Hidalgo and
Figueras, 2013; Figueras and Beaz-Hidalgo, 2014, 2015). Many studies have shown
that Aeromonas species are foodborne and waterborne pathogens of increasing
importance (Altwegg et al., 1991; Demarta et al., 2000; Figueras and Borrego, 2010;
Pablos et al., 2011; Khajanchi et al., 2010). Aeromonas can be readily isolated from
treated sewage, reclaimed water, sea water, fresh water and from drinking water
distribution systems, where they appear to survive well, to proliferate at low
temperatures and to be linked to pipe biofilms where populations may survive at high
chlorine levels (Emekdas et al., 2006; Figueras and Borrego, 2010; Jjemba et al., 2010;
Khajanchi et al., 2010; Martone-Rocha et al., 2010; Figueira et al., 2011; Igbinosa and
Okoh, 2013; Robertson et al., 2014; Al-Jassim et al., 2015). Aeromonas is recognized as
an opportunistic pathogen to humans that can affect both immunocompromised and
immunocompetent individual,s the most frequent clinical presentations being
gastroenteritis, wound or soft tissue infection and bacteremia (Janda and Abbott, 2010;
Figueras and Beaz-Hidalgo, 2015).

Waste water is increasingly being recognized as a key resource, especially in
Mediterranean Europe where treated waste water, i.e. reclaimed water, is used for
irrigating fruit and vegetables that are destined for human consumption (Pianetti et al.,
2004; Carvalho et al., 2012). The safety of reclaimed water and food products (shellfish,
lettuces, meat etc.) is evaluated by the results obtained for faecal indicators (coliforms,
Escherichia coli, etc.) during the stipulated controls fixed by legislation to determine
their sanitary quality and potential risk (Figueras and Borrego, 2010). However, related
iliness outbreaks still occur worldwide both in the presence and the absence of indicator
organisms, mainly due to the failure of the indicator organisms to correlate with
pathogens (Figueras and Borrego, 2010). Among the food and water borne pathogens
considered to be emerging, some of them, such as Aeromonas, are of special interest
because their significance to public health is still clearly understood (Figueras and Beaz-
Hidalgo, 2015). It was proved recently that Aeromonas sp. was the cause of two

waterborne infections. In those studies, strains showing the same genotypes were
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isolated from drinking water (Khajanchi et al., 2010) and from the faeces of patients
with diarrhoea (Pablos et al., 2011). Some studies have found Aeromonas, among other
opportunistic human pathogens in reclaimed water used for agricultural irrigation,
which is a risk for consumers when considering that it can be the source of entry of the
bacteria into the human food chain (Pianetti et al., 2004; Al-Jassim et al., 2015). So far,
however, no studies have evaluated the water used for irrigation and the irrigated
vegetables at the same time. The aim of this study, therefore, was to determine, using
molecular tools (genotyping and sequencing the rpoD gene), the prevalence, diversity
and epidemiological relationship of Aeromonas isolates that were recovered from

reclaimed water used for irrigation and from the irrigated vegetables produced within it .

2. Materials and Methods

2.1. Water and vegetables sampling

Eleven reclaimed water samples were collected from a wastewater treatment plant,
located in Catalonia North-East of Spain. Three water samples were collected after the
secondary treatment, three after tertiary treatment that involved chlorination and
ultraviolet radiation and five corresponded to irrigation water. The latter came from a
plastic tube that extracted water from a well, where the tertiary treated water was
accumulated before being use for irrigation. In addition 3 irrigated vegetables samples
i.e. lettuces, tomatoes and parsley were analyzed. The tomatoes were irrigated by drip
irrigation, while the lettuce and parsley by spray irrigation. The frequency of the
irrigation depend on weather conditions but it was normally every two days.

2.2. Detection of faecal indicator bacteria

The determination of E. coli (EC) and intestinal enterococci (IE) was carried out using
the 96-well microplate (BioRad, France) most probable number (MPN) 1SO 9308-2 and
ISO 7899-1 methods respectively. The detection of E. coli in the 96-well microplate is
based on the expression B-D-glucoronidase enzyme, while the B-glucosidase is the
target for IE.

2.3.1solation and detection of Aeromonas sp.

All samples were submitted to an enrichment step with Alkaline Peptone Water
supplemented with Ampicillin (APW-A) at a concentration of 10 mg/l. For this, 10 ml

of water samples were mixed with 90 ml of APW-A (1:10 vol/vol). For the vegetables,
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10 g were homogenized in 90 ml of APW-A (1:10 wt/vol). The enrichment culture was
incubated at 30°C for 24 hours, 10-fold serial dilutions were performed and then 100 pl
were plated on 3 different culture media: Dextrin Ampicillin Agar (ADA= M-
Aeromonas Agar, Biolife, Italy), Starch Ampicillin Agar (SAA, Palumbo et al., 1985)
and Bile Irgasan Brilliant Green- modified (BIBG-m, Neyts et al., 2000) and incubated
at 30°C for 24 hours. Typical Aeromonascolonies were transferred to Trypticase Soy
Agar (TSA, BD, France) to obtain a pure culture from which to perform the DNA
extraction for the molecular genotyping and molecular identification.Aeromonas counts
were performed on ADA culture media by direct count being this also the culture media
for the verification of the positive tube obtained in the MPN method.

2.4.Genotyping and molecular identification

DNA was extracted using InstaGene Matrix (BioRad, France) according to
manufacturer's instructions. All isolates were identified to genus level using the PCR
detection of Glicerophospholipid Cholesterol Acyltransferase (GCAT) characteristic of
the genus Aeromonas (Soler et al., 2002). All isolated were genotyped with the
Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus PCR (ERIC-PCR) technique using the
primers and conditions described by Versalovic et al. (1991) and used for Aeromonas in
several other studies (Beaz-Hidalgo et al., 2012). Molecular identification to species
level was performed by sequencing the rpoD gene using the primers and conditions
described by Soler et al. (2004). Sequence corrections and analysis were performed with
the DNAstar Segman program (Lasergene, USA) and the alignment and phylogenetic
tree using the Neighborn Joining algorithm were performed using the MEGA program

version 5.0 (Tamura et al., 2011).

3. Results

3.1.Water and vegetables sampling

A total of 63.6% (7/11) water samples and all vegetables (3/3) were positive for the
presence of Aeromonas (Table 1). The four negative water samples were the three that
were submitted to a tertiary treatement (with chlorination and ultraviolet radiation) and
one irrigation water sample. Enumeration of Aeromonas was one to two logs higher
with the MPNenumeration method that with the direct plate count. The percentage of

Aeromonas reduction in the tertiary treatment was 100% and represented four to five
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logs. However, four of the five irrigation water samples were positive for Aeromonas
with levels that ranged from 7.0 x 10% cfu/100 ml with plate count to 2.45 x 10*
MPN/100ml with the MPN method (Table 1).

3.2.Detection of faecal indicator bacteria

For the fecal indicator (E. coli (EC) and intestinal enterococci (IE)) the 45.5% of the
reclaimed water were positive for EC and IE and included all three secondary treated
water. One samples each from tertiary treated wastewater, irrigation water and
vegetables samples were positive only for EC (Table 1). The concentration of the fecal
indicator bacteria EC and EI present in the secondary treated wastewater were reduced
by the tertiary treatment in 99.9% and 100% respectively (Table 1).

3.4.Genotyping and molecular identification

From the seven reclaimed water samples where Aeromonas was detected, 216 isolates
were recovered which corresponded to 124 different genotypes (after the analysis by
ERIC-PCR) representing a 57.4% genetic diversity (Table 2). The 39 isolates recovered
from vegetables belonged to eight different strains showing a genetic diversity of
20.5%. The 132 genotypes (strains) recovered from reclaimed water and vegetables
samples belonged to 10 Aeromonas species, nine of which were present in irrigation
water and five in the secondary treated water (Table 3). However, the eight strains
detected in vegetables belonged all toA. caviae (75%), except two strains that belonged
to A. hydrophila and A. sanarellii (Table 3).

The distribution and prevalence of the species varied depending on the type of samples
analyzed. For instance 91.4% of the total strains recovered from secondary treated
reclaimed water corresponded to A. caviae (71.4%) and A. media (20%) with no
detection of A. salmonicida and A. popoffii. However, A. salmonicida (22.2%), A. media
(18.5%), A. allosaccharophila (18.5%) and A. popoffii (14.8%) were the most prevalent
species in irrigation water. One A. caviae isolate (AAR-15B) recovered from irrigation
water showed the same ERIC pattern than an isolate (Sle-15D) recovered from lettuce
and the same A. sanarellii strain (Bpe-16B ) was identified both in parsley and tomato
(Table 3 and Figure 1).
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4. Discussion

In agreement with other studies (Pianetti et al., 2004; Jjemba et al., 2010; Martone-
Rocha et al., 2010; Al-Jassim et al., 2015), the fecal indicators (EC and EI) and bacteria
belonging to the genus Aeromonas were present in high concentrations in all the
secondary treated wastewater samples. However, after the tertiary treatment with
chlorine and ultraviolet radiation, these microorganisms were not detected, with
exception of one sample where EC grew in a very low concentration (147 MPN/100ml).
These results show that the use of chlorine and ultraviolet radiation were highly
effective for the reduction of the bacterial load, showing a percentage reduction of
Aeromonasand IE of 100% and of 99.9% for EC. However, 80% of the irrigation water
samples showed to be positive for Aeromonas and 20% for EC indicating that this
bacteria were not totally eliminated by the tertiary treatment and that had the capacity to
re-grow when the tertiary treated water was stored in a well (Table 1). However, El
were not detected in any sample after the tertiary treatment. Our results are in agreement
with a previous study that found Aeromonas in 84.6% (11/13) of the water samples
used for irrigation of agricultural products (Pianetti et al., 2004) and with a recent
publication by Al-Jassim et al. (2015) that in the 4 samples from a chlorinated effluent
used for agricultural irrigation, where 4/72 (5.6%) isolates recovered were identified as
Aeromonas (). However, Aeromonas was not recovered after chlorination treatment in
the four water samples that Figueira et al. (2011) analyzed.

In relation to the ability of the bacteria to regrow, Jjemba et al. (2010) found that despite
fecal indicator bacteria and Aeromonas were effectively removed from wastewater
using different disinfection mechanisms (chlorine, ozone and ultraviolet radiation) the
bacteria were again detected in the distribution system as a result of their ability to
regrow. Al-Jassim et al. (2015) also found regrowth of Aeromonas and other microbes
and to minimize their risk they discourage the use of treated wastewater for irrigation. It
has been suggested that the regrowth of the bacteria could be due to: i) the decrease of
the chlorine concentration that occurs during storage of the water and in the irrigation
distribution systems, ii) the capacity of Aeromonas to produce biofilm and iii) the
amounts of organic matter present in the reclaimed water (Jjemba et al., 2010 and
Figueras and Beaz-Hidalgo, 2014). Also using metagenomics (454 pyrosequencing)

targeting the V4 or the V6 region of the 16S rRNA gene several authors showed that
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wastewater samples contained Aeromonas (McLellan et al., 2010; Yeand Zhang et al.,
2011; Al-Jassim et al., 2015).

A total of 10 Aeromonas species were recovered from reclaimed, irrigation water and
vegetables. However, nine of this species came from the irrigation water, which seems
to indicate that cleaner water favors a higher diversity of species, than the more
contaminated secondary treated water, where only five species were detected and the
90% corresponded to A. caviae (71.4%) and A. media (20%) that were followed by for
A. hydrophila (5.7%), A. allosaccharophila and A. veronii (1.4% each). This dominance
of species is in agreement with those reported by Figueira et al. (2011), that
molecularly identified 19 Aeromonas isolates from treated wastewater and found that
the 68.4% of them belonged to A. media (7/19, 36.8%) and A. caviae (6/19, 31.6%)
followed by A. dhakensis (3/19, 15.8%) and A. sanarellii (3/19, 15.8%).

Prevalent species recovered from irrigation water were A. salmonicida (22.2%), A.
media (18.5%), A. allosaccharophila (18.5%), A. popoffii (14.8%), A. caviae (13%),
followed with a 3.7% each byA. hydrophila, A. veronii, and A. bestiarum (and finally by
A. eucrenophila (1.9%). These results are in agreement with the results found from
water samples by other authors using molecular method (Soler et al., 2002; Figueira et
al., 2011). However, they were discordant with those obtained by Pianetti et al. (2004),
that identified, using APl 20E system, only three species i.e. A. caviae (48.64%), A.
sobria (35.13%) and A. hydrophila (16.22%) among 111 Aeromonas isolates recovered
from 11 irrigation water samples. This fact is not strange, considering that the
phenotypic identification mask the diversity of Aeromonas species as demonstrated in
previous studies (Soler et al., 2003; Beaz-Hidalgo et al., 2010; Lamy et al., 2010).

As indicated, all strains recovered from vegetables corresponded to A. caviae in addition
to one strain each of A. hydrophila and A. sanarellii. These results are in agreement
with the ones obtained by Nishikawa and Kishi (1988) that analyzed several types of
vegetables (cabbage, carrot, cucumber, eggplant, lettuce, onion, tomato, potato and
spinach) and identified A. caviae (63%) as the most prevalent species, followed by A.
hydrophila (37%). Identical results were reported by Nagar et al. (2011), that identified
Aeromonas in 2/80 (2.5%) sprouts samples analyzed by sequencing of 16S rRNA gene
and found only three Aeromonas isolates, two (66.6%) of them were identified as A.

caviae and the remaining isolate (33.3%) as A. hydrophila. Other authors have found
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other prevalent species associated with vegetables, like McMahon and Wilson (2001),
who using biochemical identification found that 29/86 (33.7%) samples were positive
for the presence of Aeromonas, being the most frequently isolated species A. schubertii
(54.5%), A. hydrophila (15.2%), A. trota (15.2%), A. caviae (9.1%) and A. popoffii
(6%) from vegetables such as lettuce, potato, carrot, onion, celery samples. However,
these authors did not investigate the irrigation water in parallel with the vegetables as
we did in our study neither they performed a genotyping study to investigate the
relationship epidemiological.

An important finding in this study was the recognition of one A. caviae isolate (AAR-
15B) recovered from irrigation water that showed the same genotype as another isolate
(Sle-15D) recovered from lettuce, showing an epidemiological relation, and
demonstrating that water acts as a vehicle of dissemination of these pathogens. The
epidemiological relationships among Aeromonas strains have only been reported in few
studies. Altwegg et al. (1991) demonstrated that the A. hydrophila strain recovered from
human stool of a patient with diarrhea was identical to the one isolated from the left
over shrimp cocktail that he consumed. Demarta et al. (2000) reported that four A.
caviae strains isolated from feces of children with diarrhea presented the same ribotype
that the isolates found from household environment (tap water and wet surfaces, mainly
kitchen and bathroom). More recently, the epidemiological relationship was established
between same Aeromonas clone from human stool and drinking water (Khajanchi et al.,
2010; Pablos et al., 2011). In the study by Khajanchi et al. (2010), two A.
caviae/A.media strains isolated from water showed indistinguishable PFGE patterns
than those isolated from the faeces of two patients with diarrhea. The same genetic
relationship was stablished by Pablos et al. (2011) that found one A. caviae clinical
isolate and 2 water isolates with identical PFGE patterns. These discoveries reinforce
the believe that the route of infection of Aeromonas would be the drinking water or the
contaminated food (Janda and Abbott, 2010; Figueras and Beaz-Hidalgo, 2014).

Also in the present study the same A. sanarellii strain, was recovered from parsley and
tomato, being this the first time that this species, originally found in association with
human wound infection (Alperi et al., 2010) is recovered from vegetables. Previously, it
has also been recovered from other environmental sources like treated wastewater

(Figueira et al., 2011) and chironomids egg masses associated to waste stabilization
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pond systems (Beaz-Hidalgo et al., 2012). All these findings suggest that reclaimed
waters can act as a dispersion and contamination source of pathogens like Aeromonas to

the food chain from where they can contaminate food products that may infect human.

5. Conclusion

Despite the use of reclaimed water is a good way to compensate scarcity of water, it is
necessary to considered the potential risk for human health derived from the presence of
opportunistic pathogens like Aeromonas. The results showed that the tertiary treatment
by chlorination and ultraviolet radiation was effective in reducing the Aeromonas load.
However, thismicroorganismwere able to regrow during storage in the irrigation
distribution system. Irrigation water acted as a vehicle of transmission of Aeromonas to
the vegetables used for human consumption. Due to the failure of E. coli to measure the
regrowth of  potential pathogenic microorganisms such as Aeromonas, the latter
bacteria should be considered as new potential indicators in order to increase the

protection of public health.
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Table 1. Detection of Aeromonas sp. and faecal indicators in samples from reclaimed water and irrigated vegetables.

Number (%) of positive samples for Number (%) of positive samples for faecal
Aeromonas and counts indicators and counts (MPN/100ml)?
Type of sample analysed  n
Plate count a _— b Intestinal
(cfu/100 ml)® MPN/100 ml Escherichia coli enterococci®
Reclaimed water 11
Secondary treated 3 3 (100) 4.15x10* 4.60x10° 3 (100) 1.89x10°* 2.20x10"*
Tertiary treated3 0(0) ND ND 1(33.3) 1.47x10%? ND"2
Irrigation water5 4 (80) 7.00x10? 2.45x10* 1(20) 3.0x10%® ND"
Total 7 (63.6) 2.11x10* 2.42x10° 5 (45.5) 6.3x10" 2.2x10"

Vegetables“3 3 (100) NP NP 1(33.3) 3.10x10™3 ND"

“Corresponds to the mean from all the positive values; "The detection limits (95% of confidence interval) depend on the dilutions used and correspond to: 56 (8-46) MPN/100ml,
b238 (5-271) MPN/100ml, ®*15 (2-106) MPN/100ml; “Corresponds to one lettuce, one tomato and one parsley sample; ND: not detected; NP: not performed.
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Table 2. Number of Aeromonas isolates and genotypes recovered from positive samples from

and irrigated vegetables.

reclaimed water

Type samples Total of isolates Total number %_Gen_etic
GCAT-PCR (+) of genotypes diversity

Reclaimed water

Secondary treated 108 70 64.8

Irrigation water 108 54 50
Total 216 124 57.4

Vegetables

Lettuce 13 6 46.2

Tomato 13 1 1.7

Parsley 13 1 7.7
Total 39 8 20.5

Table 3. Prevalence and diversity of Aeromonas spp. among 132 strains recovered from samples from reclaimed

water and irrigated vegetables.

N° (%) of Type of samples N° (%)
Aeromonas spp. Secondary treated Irrigation water Vegetables
water
63 (47.7) A. caviae 50 (71.4) 7(13)* 6 (75)
24 (18.2) A. media 14 (20) 10 (18.5) 0(0)
12 (9.1) A. salmonicida 0(0) 12 (22.2) 0 (0)
11 (8.3) A. allosaccharophila 1(1.4) 10 (18.5) 0 (0)
8 (6.1) A. popoffii 0(0) 8(14.8) 0 (0)
7 (5.3) A. hydrophila 4 (5.7) 2(3.7) 1(12.5)
3(2.3) A. veronii 1(1.4) 2(3.7) 0 (0)
2 (1.5) A. bestiarum 0(0) 23.7) 0 (0)
1 (0.8) A. sanarellii 0 (0) 0(0) 1(12.5)°
1 (0.8) A. eucrenophila 0 (0) 1(1.9) 0 (0)
70 (53) 54 (40.9) 8(6.1)

®0OneA. caviae strain isolated from irrigation water showed the same ERIC-genotype as one isolated from

lettuce, "The same A. sanarellii ERIC-genotype was isolated from both parsley and tomato.
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4.2.2. Diversidad de Aeromonas spp. en aguas regeneradas tras un proceso de

lagunaje.

El 100% de las muestras (10 de EL y 10 de SL) fueron positiva para la
presencia de Aeromonas. El promedio global de Aeromonas en la EL fue de 1,08x10°
NMP/100ml y de 1,94x10° NMP/100ml en la SL, lo que representa una reduccién
global de un 82%. Sin embargo, al analizar el porcentaje de reduccién mensual, este fue
del 98,9% en los meses de primavera (marzo, abril y mayo) y del 26,7% durante los
meses de verano (junio, julio y agosto), observandose una menor reduccion de
Aeromonas cuando la temperatura del agua fue cercana a los 30°C (P < 0,05), como se

muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Relacién entre la cantidad de Aeromonas (NMP/100ml) y la temperatura del agua regenerada.

NMP/100ml _ Temperatura (°C)
Periodo Entrada Salida Porrecdel:]ct?ijgnde Entrada Salida p -
lagunaje lagunaje lagunaje lagunaje romedio
Marzo-2013 1,4 x10° 4,3x10° 99,7 18 13,3 15,7°
Abril-2013 2,6x10° 6,5x10° 97,5 17 18 17,5
Mayo-2013 3,3x10° 4,2x10* 98,7 21 20 20,5°
Junio-2013 9,1x10° 3,4x10° 62,3 26 28 27,0°
Julio-2013 4,3x10° 3,4x10° 20,9 27 28 27,5°
Agosto-2013 1,6x10° 4,3x10° 0,0 26 27 26,5°

(a=b=cP<0,05d,e,f;dP<e f,eP<0,05df;fP<0,05d,e).

Se obtuvo un total de 979 aislados que después del genotipado correspondieron a
522 cepas, lo que representa una diversidad genética del 53,3% tal como se muestra en
la Tabla 2.

Se identificaron 10 especies de Aeromonas (Tabla 3), siendo las mas prevalentes
A. caviae (34,5%), A. media (30,4%), A. veronii (13,6%) y A. salmonicida (10,9%) que
correspondieron al 89,4% del total. Sin embargo, la prevalencia de estas especies vario
significativamente (P < 0,05) entre la entrada y salida del lagunaje. Mientras que A.
caviae (49,8%) y A. media (35,9%) representaron el 85,7% del total de cepas

recuperadas en la entrada del lagunaje, A. veronii (27,7%) fue la mas prevalente en la
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salida del lagunaje, seguida por A. media (23,3%), A. salmonicida (21,6%) y A. caviae

(14,5%) correspondiendo al 87,1% del total de cepas aisladas en estas muestras.

Tabla 2. Numero de aislados y genotipos obtenidos a partir de 20 muestras de agua regenerada.

Tipo de agua N° de aislados N° de genotipos Diversidad genética (%)
Entrada de lagunaje 510 295 57,8
Salida de lagunaje 469 227 48,4
Total 979 522 53,3

Se identificaron 10 especies de Aeromonas (Tabla 3), siendo las mas
prevalentes A. caviae (34,5%), A. media (30,4%), A. veronii (13,6%) y A. salmonicida
(10,9%) que correspondieron al 89,4% del total. Sin embargo, la prevalencia de estas

especies vario significativamente (P < 0,05) entre la entrada y salida del lagunaje.

Tabla 3. Diversidad y prevalencia de especies de Aeromonas en las 522 cepas recuperadas de aguas
regeneradas.

N° (%) de cepas de Aeromonas
Aeromonas spp.

Total Entrada lagunaje (n= 295) Salida lagunaje (n=227)

A. caviae 180 (34,5) 147 (49,8)* 33 (14,5)®
A. media 159 (30,4) 106 (35,9)™ 53 (23,3)"
A. veronii 71 (13,6) 8(2,7)% 63 (27,7)%
A. salmonicida 57 (10,9) 827" 49 (21,6) %
A. allosaccharophila 29 (5,6) 18 (6,1)* 11 (4,8) %
A. hydrophila 11 (2,1) 3(1,0" 8(3,5)"
A. dhakensis 10 (1,9) 41,44 6 (2,6)%
A. sobria 3(0,6) 0(0) 3(1,3)
A. sanarellii 1(0,2) 1(0,3) 0(0)

A. popoffii 1(0,2) 0(0) 1(0.4)

al P <0,05a2; b1 P<0,05b2;c2P<0,05cl;d2P<0,05dl;elP>0,05e2; flP>0,05f2; gl P>0,0502.
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Mientras que A. caviae (49,8%) y A. media (35,9%) representaron el 85,7% del
total de cepas recuperadas en la entrada del lagunaje, A. veronii (27,7%) fue la més
prevalente en la salida del lagunaje, seguida por A. media (23,3%), A. salmonicida
(21,6%) y A. caviae (14,5%) correspondiendo al 87,1% del total de cepas aisladas en
estas muestras.

Como se observa en la Figura 1, algunas especies de Aeromonas presentan una
estacionalidad, como es el caso de A. salmonicida, que fue detectada entre diciembre y
abril y A. media mayoritariamente detectada entre enero y marzo. Ademas, a pesar de
que A. caviae fue recuperada durante todo el periodo de muestreo, esta especie fue
principalmente identificada durante los meses de junio y diciembre.

Como hemos observado, el tratamiento de lagunaje no es completamente
efectivo en remover las Aeromonas presentes en aguas residuales. Para entender esta
situacién, nosotros realizamos un experimento para poder determinar la capacidad de
sobrevivencia y/o recrecimiento de este microorganismo tal como fue explicado en el
apartado 3.1.3. Los resultados mostraron que para todas las muestras de agua la
reduccién fue mayor a 37°C que a 20°C, cuando A. caviae SELE10-16B (Figura2) y A .
veronii SSL7-15A (Figura 3) fueron investigadas.

En el caso de A. caviae SELE10-16B, el recuento bacteriano permanecio
constante en agua mineral a 20°C. Sin embargo, a la misma temperatura, A . veronii
SSL7-15 disminuy6 ligeramente su recuento hasta el dia 10, en que su recuento cae 10
veces y se mantiene constante hasta el final del experimento. En agua mineral, pero a
37°C, el recuento para ambas cepas disminuyd 10 veces las primeras 24 horas de
incubacion, para luego permanecer constante en el tiempo.

En el caso de la muestra de agua regenerada correspondiente a la entrada del
lagunaje, la cepa A. caviae SELE10-16B mostr6 un comportamiento similar a ambas
temperaturas en las primeras 24 horas de incubacion. Luego su recuento comienza a
descender para alcanzar concentraciones cercanas a las 100 ufc/100ml el dia 28 de
incubacion. Sin embargo, A . veronii SSL7-15 mostré un recuento similar, an ambas
temperaturas, desde el dia 3 hasta el final del experimento.

Respecto del agua regenerada de la salida del lagunaje, la cepa A. caviae
SELE10-16B fue mas constante que la cepa A. veronii SSL7-15A a 20°C. Ya que A.

caviae SELE10-16B disminuy6 10 veces su recuento, después del dia 14 y se mantuvo
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constante a lo largo del experimento, mientras que A. veronii SSL7-15A mostré uns
disminucion gradual con recuentos cercanos a las 300 ufc/100ml despues de los 35 dias
de incubacion. En contraste, a 37°C, A. caviae SELE10-16B disminuyd bruscamente su
recuento, siendo no detectada el dia 6 del experimento, presentando un leve
recrecimiento entre los dias 10 y 14 (promedio de 25 ufc/100ml) y siendo nuevamente
no detectada desde el dia 21 hasta el final de la investigacion, mientras que A. veronii
SSL7-15A dej6 de ser detectada el dia 21 de incubacion.

Cuando cada variable fue analizada separadamente, el andlisis estadistico de la
temperaturas mostré diferencias significativas (P < 0,05) en la recuperacion de ambas
cepas a 20°C y 37°C. En relacion al tipo de agua analizada, el analisis estadistico
evidencio diferencias estadisticamente significativa (P < 0,05) entre el agua mineral y el
agua regenerada de la entrada del lagunaje para la cepa A. caviae SELE10-16B. Sin
embargo, cuando ambas variables, temperatura y tipo de agua, fueron analizadas
conjuntamente, sélo se encontraron diferencias significativas (P < 0,05) en los recuentos
de la cepa A. caviae SELE10-16B obetenidos entre en el agua mineral a 20°C y el agua
mineral a 37°C, entre el agua mineral a 20°C y el agua de la entrada del lagunaje a 20°C
y a 37°C y entre el agua mineral a 20°C vy el agua de la salida del lagunaje tanto a 20°C
como a 37°C.

En el caso del factor tiempo de incubacion, diferencias significativas (P < 0,05)
también fueron observadas. Para la cepa A. caviae SELE10-16B, las diferencias en el
recuento de Aeromonas, en relacién al tiempo cero, fueron significativos desde el dia 10
de incubacion, mientras que para la cepa A. veronii SSL7-15A, diferencias significativas

fuerin observadas desde el dia 3 de incubacion.

Discusion

Aeromonas estuvo presente en todas las muestras de agua analizadas, con
recuentos que variaron entre 1,8x10° NMP/100ml en la entrada del lagunaje y 1,94x10°
NMP/100ml en la salida. La efectividad del lagunaje como método para reducir la carga
de bacterias potencialmente patdgenas, como Aeromonas fue de un 82%. Mejores
resultados fueron obtenidos por Boussaid y cols. (1991) y por Hassani y cols. (1992) en
estudios realizados en Marruecos y por Martone-Rocha y cols. (2010) en Brazil. Asi

Boussain y cols. (1991) encontraron que el lagunaje era capaz de disminuir en un 93%
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Figura 1. Distribucién mensual de Aeromonas spp. en las muestras de agua de la entrada (EL) y salida del lagunaje (SL).
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Figura 2. Comportamiento de la cepa A. caviae SELE10-16B, inoculada en diferentes tipos de agua, mineral,
entrada de lagunaje (EL) y salida de lagunaje (SL), en dos temperaturas (20°C y 37°C) diferentes.
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Figura 3. Comportamiento de la cepa A. veronii SL7-15A, inoculada en diferentes tipos de agua, mineral, entrada
de lagunaje (EL) y salida de lagunaje (SL), en dos temperaturas (20°C y 37°C) diferentes.
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la carga de Aeromonas, con recuentos que variaron entre 3,3x10° ufc/100ml y 2,4x10°
ufc/100ml para la entrada y salida del lagunaje respectivamente. En el estudio realizado por
Hassani y cols. (1992), los recuentos entre la entrada y salida del lagunaje disminuyeron de
5,63x10° ufc/100ml a 1,04x10° ufc/200 ml, lo que significé el 98,2% de reduccion de la
carga de Aeromonas. En un estudio realizado en Brazil, el porcentaje de reduccién obtenido
fue de 96,8% y los recuentos de Aeromonas fluctuaron entre 5,2x10° NMP/100ml en la
entrada del lagunaje y 1,67x10°> NMP/100ml en la salida del lagunaje (Martone-Rocha,
2010).

El hecho de haber encontrado un menor porcentaje de reduccién en los meses de verano
(26,7%) que en primavera (98,9%), puede estar asociado a la mayor temperatura, lo que se
traduce en una mayor demanda de agua, por lo tanto, en la disminucion del tiempo de
retencion de esta en las balsas del lagunaje, disminuyendo la efectividad de este
tratamiento. Debido a que estas aguas regeneradas son utilizadas para el riego de vegetales,
la presencia de Aeromonas en concentraciones elevadas puede tener un impacto negativo en
la salud humana, debido principalmente a que es en esta estacion cuando aumenta el
consumo, principalmente crudo, de este tipo de alimentos.

Coincidentemente esta es también la época del afio en la que aumentan los casos de
diarrea asociados a Aeromonas (Janda y Abbott, 2010; Figueras y Beaz-Hidalgo, 2014,
2015).

Como se observa en la Tabla 1, Aeromonas presentd una mayor densidad en los
meses con temperaturas inferiores a los 20°C (Tabla 1). lIdénticos resultados fueron
encontrados en los estudios realizados en Marruecos por Bossain y cols. (1991) y por
Hassani y cols. (1992) en los cuales Aeromonas fue mas abundante en los meses frios
(octubre a abril), en donde las temperaturas fueron inferiores a 21°C, que en los meses
calidos (junio a noviembre) en los cuales la temperatura fue superior a los 21°C (en todo
este periodo la temperatura fue cercana a los 30°C).

A pesar de que se identificaron 10 especies solo cuatro, A. caviae, A. media, A.
veronii y A. salmonicida, representaron a mas del 85% del total de cepas recuperadas.
Desde el punto de vista de la diversidad de especies, similares a nuestros resultados son los
obtenidos por Martone-Rocha y cols. (2010) quienes identificaron con métodos fenotipicos,

13 especies de Aeromonas en aguas regeneradas siendo las mas prevalentes A. caviae

163



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
AEROMONAS, UN MICROORGANISMO AMBIENTAL DE IMPORTANCIA EN SALUD HUMANA Y ANIMAL.
Fadua Leila Latif Eugenin

Diposit Legal:

T 73-2016

(25.1%), A. allosaccharophila (24.4%), A. salmonicida (8.5%) y A. media (8.1%) fueron
las més prevalentes en este tipo de agua. Una menor diversidad de especies fue encontrada
por Boussaid y cols. (1991), Hassani y cols. (1992) y por Imziln y cols. (1996) quienes
identificaron, mediante métodos bioqudmicos, sélo tres especies, A. caviae, A. hydrophila 'y
A. sobria.

En nuestro estudio la prevalencia de especies varid entre la entrada y salida del
lagunaje. En la entrada del lagunaje, el 85,7% de las cepas correspondié a A. caviae
(49,8%) y A. media (35,9%) pero estos porcentajes disminuyeron drasticamente en la salida
del lagunaje en donde las especie mas frecuentemente aisladas fueron A. veronii (27,7%),
A. media (23,3%), A. salmonicida (21,6%) y A. caviae (14,5%). En otros estudios y en
concordancia con nuestros resultados, A. caviae fue la especie predominante (> 50%) en la
entrada del lagunaje. Sin embargo, a diferencia de nosotros, A. sobria (93%) lo fue en la
salida del lagunaje (Boussaid y cols., 1991; Hassani y cols., 1992; Imziln y cols., 1996). En
el estudio realizado por Martone-Rocha y cols. (2010) A. caviae (33,1%) y A.
allosaccharophila (17,5%) fueron las especies mas prevalentes en la entrada del lagunaje,
mientras que en la salida del lagunaje lo fueron A. allosaccharophila (46,7%), A. popoffii
(9,3%) y A. media (5,3%).

Es importante destacar, que la especie A. dhakensis, recientemente descrita y de
gran importancia en clinica (Beaz-Hidalgo y cols., 2013; Figueras y Beaz-Hidalgo, 2015),
aunque en bajo porcentaje, fue recuperada tanto en la entrada (1,4%) como en la salida
(2,6%) del lagunaje. Ademas, la especie A. sanarellii, raramente aislada, fue identificada en
la entrada del lagunaje (0,3%). Esta especie fue previamente detectada en aguas residuales
tratadas en Portugal (Figueira y cols., 2011) y también en vegetales irrigados con aguas
regeneradas en esta tesis (estudio 4.2.1).

En relacion a la estacionalidad presentada por algunas especies, como es el caso de
A. salmonicida (detectada entre diciembre y abril), A. media (detectada principalmente
entre enero y marzo) y A. caviae (detectada principalmente entre junio y diciembre), esta
ultima especie fue méas prevalente entre los meses de febrero y octubre, segln lo encontrado
por Bossain y cols. (1991).

Sobre el estudio de sobrevivencia y/o recrecimiento de las dos cepas de Aeromonas
(A. caviae SELE 10-16B y A. veronii SSL7-15A), se puede concluir que estas son capaces
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de sobrevivir largos periodos en estado de inanicion en diferentes tipos de agua y a
diferentes temperaturas, con excepcion del agua regenerada de la salida del lagunaje a
37°C. El mejor tipo de agua, en el cual Aeromonas fue capaz de sobrevivir los 35 dias del
experimento y a ambas temperaturas, fue el agua mineral.

En conclusion, el bajo porcentaje global de reduccién alcanzado (82%) vy la alta
incidencia de especies como A. veronii, A. caviae, A. hydrophila y A. dhakensis, que en
conjunto representan al 96.5% de las especies asociadas con infeccion en humanos
(Figueras y Beaz-Hidalgo, 2015), puede tener impacto en la salud puablica, si estas aguas
regeneradas se usan para el riego de vegetales que se consuman preferentemente crudos.
Por otra parte, este tipo de aguas pueden ser vertidas en areas costeras destinadas al cultivo
de mariscos, lo que no sélo implica riesgo para el ser humano, sino que también para los
animales, especialmente considerando la alta prevalencia de A. salmonicida, que es una

especie patdgena par los peces.
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4.2.3. Diversidad de Aeromonas spp. en moluscos bivalvos.

El 90,1% (10/11) de las muestras de moluscos fueron positiva para la presencia de
Aeromonas (Tabla 1). El relacion al recuento de Aeromonas, este presentd diferencia
estadisticamente significativa (P < 0,05) entre cada tipo de marisco siendo el promedio
obtenido de 1,1x10° ufc/100gr cuando se realiz6 un recuento directo y utilizano la técnica
de recuento del NMP de 1,17x10* NMP/100gr.

Tabla 1. NUmero de muestras positivas y recuento de Aeromonas en mariscos.

Recuento de Aeromonas
0 (0,
Tipo de marisco (n) N° (%) de muestras

positivas Directo (ufc/100gr) NMP/100gr
Almeja (1) 1 (100) 3,9x10% 2,5x10°
Mejillén (5) 4 (80) 1,93x10% 1,61x10*
Ostrén (5) 5 (100) 1,01x10% 1,64x10*
Total (11) 10 (90,1) 1,1x10° 1,17x10*

bP<0,05ayc;cP<0,05a

De las 10 muestras positivas, se obtuvo un total de 289 aislados de Aeromonas que
presentaron 156 patrones ERIC diferentes (cepas), lo que equivale a un 54,3% de

diversidad genética (Tabla 2).

Tabla 2. Nimero de aislados y genotipos obtenidos a partir de 10 muestras de moluscos.

Porcentaje de diversidad

Tipo de marisco N° de aislados Ne° de genotipos genética
Almeja 23 15 65,2
Mejillon 128 76 59,4
Ostrén 138 65 47,8
Total 289 156 54,3

Como se observa en la Tabla 3, de las 156 cepas solo 152 fueron identificadas a
nivel de especies, mientras que cuatro cepas fueron identificadas como Aeromonas sp.

debido a que en el arbol filogenético basado en las secuencias del gen rpoD, estas cepas se
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agrupaban todas juntas pero no se agruparon con ninguna de las cepas tipo de las 27
especies conocidas que conforman el género. Esto nos hizo pensar que estas cuatro cepas
podian corresponder a una nueva especie de Aeromonas tal y como se demuestra en el
estudio polifasico que se muestra en el apartado 4.4.2.

Las 152 cepas correspondieron a un total de nueve especies y cuatro de ellas, A.
salmonicida (37,8%), A. media (26,3%), A. caviae (18,6%) y A. allosaccharophila (6,4%),
representaron un 89,1% del total. (Tabla 3).

Tabla 3. Diversidad y prevalencia de especies de Aeromonas en las 156 cepas recuperadas de moluscos.

Aeromonas spp. N° (%) de cepas de Aeromonas

Total Almeja (n=15) Mejillén (n=76) Ostroén (n=65)
A. salmonicida 59 (37.,8) 9 (60)* 21 (27,6)% 29 (44,6)%
A. media 41 (26,3) 3(20)™ 25 (32,9) ™ 13 (20)"
A. caviae 29 (18,6) 0(0)* 13 (17,1) ¢ 16 (24,6)
A. allosaccharophila 10 (6,4) 0" 9(11,8)® 1(15)%®
A. veronii 5(3,2) 0(0) 4(5,3) 1(1,5)
Aeromonas sp. 4(2,6) 1(6,7) 1(1,3) 2(3,1)
A. hydrophila 3(1,9) 0(0) 1(1,3) 2(3,1)
A. popoffii 3(1,9) 2(133) 0(0) 1(1,5)
A. fluvialis 1(0,6) 0(0) 1(1,3) 0(0)
A. bestiarum 1(0,6) 0(0) 1(1,3) 0(0)
a2P<0,05aly a3P<0,05al,a2; b2 P <0,05b1,b3yb3P<0,05b1;c2P<0,05clyc3P<0,05cl,c2;d2P<0,05d1,
ds.

El analisis estadistico indica que existe una mayor probabilidad (P < 0.05) de recuperar A.
salmonicida y A. caviae de ostrones que de mejillones y almejas (Tabla 3). Mientras que A.
media y A. allosaccharophila mostraron una prevalencia significativamente mayor en

mejillones que en ostrones y almejas.

Discusion

Aeromonas fue recuperada en el 90,1% de las muestras de mariscos analizadas. El
recuento de Aeromonas de 1,1x10° ufc/100gr se encuentra dentro del rango descrito por
Borrell y cols. (1998) quienes encontraron que la concentracion de Aeromonas fluctuo entre
10? — 2,0x10° ufc/100gr en las 26 muestras positivas de las 83 (31,3%) muestras de
mariscos que analizaron. Sin embargo, un recuento superior (< 10* — 4,0x10° ufc/100gr) fue
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obtenido a partir de las muestras de ostrones positivas para la presencia de Aeromonas
20/30 (67%) por Evangelista-Barreto y cols. (2006).

En relacién a la diversidad encontrada, en los pocos estudios existentes, esta es
menor. Sin embargo, es necesario aclarar que en todos ellos, solo se utilizaron métodos
fenotipicos de identificacion. A diferencia de nuestros resultados, en donde las especies
mas prevalentes, entre las nueve especies identificadas fueron A. salmonicida (37,8%), A.
media (26,3%), A. caviae (18,6%) y A. allosaccharophila (6,4%). En el estudio de Borrell
y cols. (1998), identificaron A. caviae/A. media (46,9%), A. salmonicida (17,3%), A.
veronii (14,8%) fueron las especies méas frecuentemente aisladas desde mariscos
representando el 79% del total de los aislados.

Si analizamos los resultados por tipo de mariscos, también se observan diferencias.
En este estudio, las especies mas prevalentes en ostrones fueron A. salmonicida (44,6%), A.
caviae (24,6%) y A. media (20,0%), que representaron el 89,2% del total de las cepas. Sin
embargo, en un estudio realizado en Brasil, mostr6 que de entre 59 aislados, A. veronii
(30,5%) fue la especie mas prevalente, seguida por A. media (28,8%), A. caviae (18,6%), A.
trota y Aeromonas sp. (8,5% cada una), A. sobria (3,4%) y A. eucrenophila (1,7%)
(Evangelista-Barreto y cols., 2006). Mientras que en un estudio realizado en Tailandia por
Woodring y cols. (2012), las especies recuperadas fueron A. veronii (50%), A. caviae
(31,3%) y A. hydrophila (18,7%).

En el caso especifico de los mejillones, el 89,4% de las cepas correspondié a A.
media (32,9%), A. salmonicida (27,6%), A. caviae (17,1%) y A. allosaccharophila (11,8%).
Sin embargo, en el estudio realizado por Ottaviani y cols. (2006) de 32 aislados
recuperados de mejillones, 22 (68,7%) de estos fueron identificados como A. hydrophila, 8
(25,0%) como A. bestiarumy 2 (6,3%) como A. caviae.

Es importante destacar, que este corresponde al primer estudio en donde se analiza
si existe una mayor probabilidad de aislar una especie de Aeromonas desde un tipo marisco
en concreto, demostrandose de forma estadisticamente significativa que A. salmonicida y A.
caviae se recuperan mas en ostrones que de mejillones y almejas. De igual forma, la mayor
prevalencia de A. media y A. allosaccharophila en mejillones present6 diferencias
estadisticamente significativas en relacion a la prevalencia de estas especies en ostrones y

almejas.
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Por otra parte, la recuperacion de A. fluvialis es importante, ya que este corresponde
al primer aislamiento desde su descripcion a partir de muestras de agua procedentes de un
rio en Espafia (Alperi y cols., 2010b).

Finalmente, el hecho de haber identificado cuatro cepas (una aislada desde almeja,
una desde mejillon y dos desde ostrones) que corresponden a una potencial nueva linea
filogenética, nos hace sospechar de la importancia de los mariscos como nicho de nuevas
especies de Aeromonas. Esta nueva especie, corresponderia a la tercera de este género
recuperada desde moluscos bivalvos, después de A. molluscorum y A. bivalvium (Mifiana-
Galbis y cols., 2004, 2007).

Como conclusion, el consumo de estos alimentos, principalmente crudos, puede
tener un impacto en la salud humana, al ser portadores de concentraciones relativamente
elevadas de Aeromonas y de especies potencialmente patdégenas para el hombre. Ademas,
se demuestra que los moluscos bivalvos, corresponden a una fuente de nuevas especies

dentro del género Aeromonas.
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4.3. ldentidad y caracterizacion de las cepas de Aeromonas aisladas desde peces,

cetaceo y muestras clinicas

4.3.1. Re-identification of Aeromonas isolates from rainbow trout and incidence of
class 1 integron and p-lactamase genes.Vega-Sanchez V, Latif-Eugenin F, Soriano-
Vargas E, Beaz-Hidalgo R, Figueras MJ, Aguilera-Arreola MG, Castro-Escarpulli
G.Vet. Microbiol. (2014) 172:528-533.

Resumen

Cuarenta y ocho aislados de bacterias del género Aeromonas recuperados a partir de
truchas y que habian sido previamente identificados mediante la técnica 16S DNAr-RFLP
fueron re-identificados mediante la secuenciacion de dos genes “housekeeping” (gyrB y
rpoD). Después de la re-identificacion la prevalencia de especies fue: A. veronii (29,2%), A.
bestiarum (20,8%), A. hydrophila (16,7%), A. sobria (10,4%), A. media (8,3%), A. popoffii
(6,2%), A. allosaccharophila (2,1%), A. caviae (2,1%), A. salmonicida (2,1%) y un aislado
(2,1%) identificado como una candidata a una nueva especie, "A. lusitana”. En el 68,8% de
los aislados se obtuvieron los mismos resultados mediante ambas metodologias de
identificacion. La genotipificacion mediante la técnica ERIC-PCR demostré que los 48
aislados correspondian a 33 genotipos diferentes. VVarios genotipos se aislaron a partir de
diferentes piscifactorias y de diferentes Organos en un mismo pez, indicando una
diseminacion sistémica de la bacteria. Se analizd la presencia de genes (blatem,
blacphanmis, blaTtem, blasqy y intll) que codifican P-lactamasas de amplio espectro
(ESBLs), metalo-B-lactamasas (MBLs) e integrones de clase 1 mediante PCR. Se observo
que el 39,6% (19/48) de las cepas poseian uno 0 mas de los genes de resistencia estudiados.
El gen blacphanvis se detectd en el 29,2% de los aislados estudiados, el gen intll en el
6,2%y el gen blasyy en el 4,2%. Se secuencio la region variable del integron de clase 1 de
tres aislados positivos revelando la presencia del cassette de genes aadAl (aminoglicésido

transferasa) que juega un rol en la resistencia a la estreptomicina/espectinomicina.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Article history: Forty-eight Aeromonas isolates from rainbow trout previously identified by the 16S rDNA-
Received 27 April 2014 RFLP technique were re-identified using 2 housekeeping genes (gyrB and rpoD). After
Received in revised form 7 June 2014 sequencing the prevalences of the species were A. veronii (29.2%), A. bestiarum (20.8%), A.
Accepted 14 June 2014 hydrophila (16.7%), A. sobria (10.4%), A. media (8.3%), A. popoffii (6.2%), A. allosaccharophila
(2.1%), A. caviae (2.1%), A. salmonicida (2.1%) and one isolate (2.1%) belongs to a candidate
Keywords: new species “Aeromonas lusitana”. Coincident identification results to the 16S rDNA-RFLP
Aeromonas technique were only obtained for 68.8% of the isolates. PCR amplification of the
gyrB enterobacterial repetitive intergenic consensus (ERIC-PCR) indicated that the 48 isolates
EI;%[ES belonged to 33 different ERIC genotypes. Several genotypes were isolated from different

farms and organs in the same fish, indicating a systemic dissemination of the bacteria. The
presence of genes (blap, blacpnamus, blatem, blasyy and intl1) that encode extended-
spectrum beta-lactamases (ESBLs), metallo-beta-lactamases (MBLs) and class 1 integrons
were studied by PCR. Only 39.6% (19/48) of the strains showed the presence of one or more
resistance genes. The gene blacphavis was detected in 29.2% of the isolates, followed by
the intl1 (6.2%) and blasyy (4.2%) genes. The variable region of class 1 integrons of the 3
positive isolates was sequenced revealing the presence of the gene cassette aadAl
(aminoglycoside transferase) that plays a role in streptomycin/spectinomycin resistance.

© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

Integrons
Rainbow trout

1. Introduction and includes species implicated in human and animal
infections being contaminated water and food the major

The genus Aeromonas belongs to the class Gammapro- sources of infection (Janda and Abbott, 2010; Figueras and
teobacteria, order Aeromonadales, family Aeromonadaceae Beaz-Hidalgo, 2014). In aquaculture the species Aeromonas

salmonicida is regarded as one of the main pathogenic fish

species and is the causal agent of furunculosis, a hemorrhagic

- and ulcerative disease that affects trout, salmonids and other

* Corresponding author. Tel.: +52 55 57296300x62374; fish species (Beaz-Hidalgo and Figueras, 2013; Dallaire-

fax: +52 55 57296207. Dufresne et al., 2014). However, studies using housekeeping
** Corresponding author. Tel.: +34 977759321; fax: +34 977759322. .

genes have demonstrated that up to 10 Aeromonas species
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A. hydrophila, A. media, A. piscicola, A. salmonicida, A. sobria
and A. tecta) are isolated from healthy or diseased fish (Beaz-
Hidalgo et al., 2010). Nowadays the use of housekeeping
genes is the gold standard technique for the correct
identification of Aeromonas species (Figueras et al., 2011).

An increased resistance to [3-lactam antibiotics in the
genus Aeromonas has been detected due to the presence of
[3-lactamases genes (Ndi and Barton, 2011; Carvalho et al.,
2012; Chen et al,, 2012). Extended-spectrum beta-lacta-
mases (ESBLs), metallo-beta-lactamases (MBLs) and class 1
integrons include genes that encode antimicrobial resistance
in the genus Aeromonas and have been identified in isolates
recovered from aquaculture systems (Jacobs and Chenia,
2007; Kadlec et al., 2011). Integrons are able to capture
several resistance gene cassettes from the environment and
to incorporate them by using site-specific recombination and
play a major role in the dissemination of antibiotic resistance
genes (L’Abée-Lund and Sgrum, 2001; Fluit and Schmitz,
2004). The class 1 integrons are the most commonly found in
the genus Aeromonas (Pérez-Valdespino et al., 2009; Ndi and
Barton, 2011; Sarria-Guzman et al., 2014).

The aim of the current study was to re-identify 48
isolates recovered from rainbow trout using the rpoD and
gyrB genes and to analyze their genotypes and the presence
of (3-lactamases genes and the class 1 integrons.

2. Materials and methods
2.1. Bacterial strains

A total of 48 isolates from rainbow trout previously
identified (Vega-Sanchez et al., 2014) using the 16S rDNA-
RFLP technique (Borrell et al., 1997; Figueras et al., 2000)
were included in the study. The sources and origins of
isolates are shown in supplemental table S1.

Supplementary Table S1 related to this article can be
found, in the online version, at http://dx.doi.org/10.1016/
j.vetmic.2014.06.012.

2.2. Aeromonas re-identification and typing

The DNA of the strains was extracted with the
InstaGene™ Matrix (Bio-Rad Laboratories, Ltd., Missus-
sauga, Ontario, Canada) according to the manufacturer’s
protocols. Re-identification of all isolates was performed
by sequencing the gyrB and rpoD genes determining their
similarity with the type strains and on the basis of their
position in the phylogenetic tree constructed with the
concatenated sequences of both genes as in previous
studies (Soler et al., 2004; Martinez-Murcia et al., 2011).
The nucleotide sequences were aligned by Clustal W
software with the published reference sequences of all
type strains described by Martinez-Murcia et al. (2011)
including the recently described species A. australiensis and
A. dhakensis (GenBank accession numbers for gyrB:
FN691773; HQ442711 and rpoD: FN773335; HQ442800,
respectively). Genetic distances were obtained by Kimura’s
two parameter model and phylogenetic trees were
constructed using the Neighbor-Joining method imple-
mented in MEGA 5.2 software (Tamura et al., 2011) as in
previous studies (Martinez-Murcia et al., 2011). The
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enterobacterial repetitive intergenic consensus polymer-
ase chain reaction (ERIC-PCR) technique was used to
genotype the isolates as described by Soler et al. (2003).
Fingerprints with identical patterns were considered to be
the same genotype or strain.

2.3. Detection of B-lactamase and class 1 integron genes

The B-lactamase genes blargm, blasny, blamp, blacpnajmvs
and class 1 integron gene (intl1) were amplified using
primers and PCR conditions described elsewhere (Niiesch-
Inderbinen et al., 1996; Navarro et al., 2001; Migliavacca
et al.,2002; Henriques et al., 2006). Positive isolates for the
intll gene were tested for the presence of inserted gene
cassettes into the variable region of this integron as
described earlier (Henriques et al., 2006). Briefly, the band
obtained was extracted from the agarose gel and purified
using Wizard® SV gel and PCR clean-up system (Promega,
USA), according to the manufacturer’s protocols and was
submitted for sequencing.

2.4. Statistical analysis

To determine if there was any significant difference in
the number of isolates recovered from different organs and
in the number of isolates obtained of the different
Aeromonas species, data were analyzed with ANOVA and
Tukey'’s test using the software MegaStat version 10.1 of
Excel 2007.

3. Results and discussion
3.1. Molecular identification

A total of 68.8% (33/48) of the strains showed coincident
identification with those obtained in the previous study
using the 16S rDNA-RFLP (Vega-Sanchez et al., 2014) and
belonged to the species A. bestiarum, A. hydrophila, A. media,
A. popoffii, A. sobria and A. veronii (Table 1). The 16S rDNA-
RFLP identification method described by Borrell et al. (1997)
and Figueras et al. (2000) generated species-specific profiles
that enabled the identification of the 14 species that
composed the genus in the year 2000. The addition of
new species in the genus since 2000 limits the usefulness of
this method, because the same RFLP pattern is obtained for
the species A. salmonicida, A. bestiarum and A. piscicola as
described by Beaz-Hidalgo et al. (2010). In the current study
this occurred for 12.5% (6/48) of the strains that showed with
the 16S rDNA-RFLP the common pattern for the species A.
salmonicida, A. bestiarum and A. piscicola, and also 4.2% (2/48)
of the isolates that showed the typical 16 rDNA-RFLP pattern
described for the species A. salmonicida, although after
sequencing they were identified as A. bestiarum (n=7)and A.
salmonicida (n=1) (Table 1). Furthermore 8.3% (4/48) of the
isolates showed atypical RFLP patterns and after sequencing
they were shown to correspond to A. allosaccharophila(n= 1),
A. caviae (n=1) and A. media (n=2) (Table 1 and
supplemental Fig. S1) and 2.1% (1/48) showed the typical
RFLP pattern described for the species A. encheleia, never-
theless after sequencing this isolate was identified as
“Aeromonas lusitana” (Table 1 and Fig. 1). The remaining
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Table 1

Identification of 48 Aeromonas isolates from rainbow trout on the basis of gyrB-rpoD sequencing and comparison with identification results obtained by the

16S rDNA-RFLP.

gyrB-rpoD 16S rDNA-RFLP? % Coincident results
14 A. veronii 14 A. veronii 100
10 A. bestiarum 5 A. bestiarum/A. salmonicida/A. piscicola 30
3 A. bestiarum
2 A. salmonicida
8 A. hydrophila 8 A. hydrophila 100
5 A. sobria 3 A. sobria 60
1 A. allosaccharophila®
1 A. eucrenophila®
4 A. media 2 A. media 50
2 A. hydrophila“
3 A. popoffii 3 A. popoffii 100
1 A. allosaccharophila 1 A. sobria® 0
1 A. caviae 1 A. encheleia® 0
1 A. salmonicida 1 A. bestiarum/A. salmonicida/A. piscicola 0
1 “Aeromonas lusitana” 1 A. encheleia 0

@ Identification by comparison with the described 16S rDNA-RFLP patterns for the different Aeromonas spp. (Borrell et al., 1997; Figueras et al., 2000).
b The isolates showed the 16S rDNA-RFLP pattern of A. sobria but were wrongly interpreted in the previous study (Vega-Sanchez et al., 2014).

¢ Isolates showed atypical 16S rDNA-RFLP patterns.

isolates 4.2% (2/48) showed the typical RFLP pattern
described for the species A. sobria (Table 1) but were
wrongly interpreted in the previous study (Vega-Sanchez
etal., 2014). Atypical 16S rDNA RFLP patterns are due to the
presence of microheterogeneities (i.e. sequence variation in
the operon copies of the 16S rRNA gene) and have previously
been detected for the species A. caviae, A. media and A. veronii
and reported in 8.1% of the strains analyzed by Alperi et al.
(2008). Howevers, this is the first time that they are described
for A. allosaccharophila (Fig. S1).

Supplementary Figure S1 related to this article can be
found, in the online version, at http://dx.doi.org/10.1016/
j-vetmic.2014.06.012.

The phylogenetic tree constructed with concatenated
sequences of the gyrB and rpoD genes of the 48 isolates and
representative strains of all Aeromonas species showed
that the rainbow trout sequences clustered with 9 known
species (Fig. 1): A. veronii 14 (29.2%), A. bestiarum 10
(20.8%), A. hydrophila 8 (16.7%), A. sobria 5 (10.4%), A. media
4 (8.3%), A. popoffii 3 (6.2%), A. allosaccharophila 1 (2.1%),
A. caviae 1 (2.1%), A. salmonicida 1 (2.1%) and “Aeromonas
lusitana” 1 (2.1%). The latter has been recognized as a new
species by Martinez-Murcia et al. (2011) but its formal
description has not yet been published. The partial gyrB
and rpoD gene sequences obtained from the rainbow trout
isolates have been deposited in the GenBank under the
accession numbers (gyrB; K]743507-K]743554 and rpoD;
KJ743555-K]743602).

In a previous study performed in Spain by Beaz-Hidalgo
et al. (2010) the prevalent species isolated from diseased
rainbow trout (identified by rpoD sequencing) were A.
sobria 45.7% (16/35), A. hydrophila 22.9% (8/35), A. media
11.4% (4/35), A. piscicola 8.6% (3/35), A. bestiarum 5.7% (2]
35) and A. salmonicida 5.7% (2/35). All these species with
the exception of A. piscicola were found in the present
study. However, in addition we found A. veronii as the most
prevalent species. Interestingly, this species has been
found to be responsible of important catfish outbreaks
in the USA (Nawaz et al., 2010). Other species found like
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A. allosaccharophila and A. caviae have so far been
recognized after sequencing, for instance the species A.
caviae was identified in diseased fish by Beaz-Hidalgo et al.
(2010). To our knowledge, this is the first time that the
species A. popoffii is recovered from rainbow trout, as so far
it has only been recognized once from eels and most
reports are from water and occasionally from human
disease (Soler et al., 2002; Hua et al., 2004; Alcaide et al.,
2010). Interestingly, the potential new species “A. lusitana”
has been only described from a drinking water-fountain,
thermal water and vegetables (Martinez-Murcia et al.,
2011). The present results confirms once more that
sequencing the rpoD and gyrB genes is a straight forward
identification approach for the precise identification of
Aeromonas spp. (Soler et al., 2004).

3.2. ERIC-PCR genotyping

Several isolates showed identical gyrB and rpoD
sequences and therefore all isolates were genotyped with
the ERIC-PCR to confirm if they were epidemiologically
related. The 48 fish isolates showed to belong to 33 (68.8%)
different ERIC patterns indicating a high genetic diversity
that depended upon the species (Table S1). The ERIC
patterns E1, E11, E25 and E28 (Table S1) which belong to
the species A. veronii, A. bestiarum, A. media and A. popoffii
respectively were isolated from different organs in the
same fish, indicating a systemic dissemination of the
bacteria. Other studies using experimental infection assays
have confirmed the ability of A. salmonicida to produce a
systemic dissemination and this has been attributed to the
presence of the type Il secretion system (Burr et al., 2005).
Sreedharan et al. (2013) isolated the species A. veronii from
ornamental fish and showed a clonal relationship among
isolates obtained from different internal organs (kidney,
liver and spleen) within the same batch of fish. However,
other authors indicate that the presence of Aeromonas
in different organs is not necessarily related with a
disease (Kozinska and Pekala, 2012). Four ERIC genotypes
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Fig. 1. Unrooted neighbor-joining phylogenetic tree derived from the
concatenated sequences of the gyrB-rpoD genes (1004 bp) showing the
relationship between rainbow isolates and other known Aeromonas
species. Number shown next to each node indicates bootstrap values
(percentage of 1000 replicates).
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(E1,E7,E8 and E9) were found simultaneously in fish farms
located in two states (México and Hidalgo, México and
Veracruz, México and Michoacan, México and Hidalgo) but
the epidemiological connection is unknown. Ndi and
Barton (2011) showed that the same clonal strain,
recognized by pulsed-field gel electrophoresis, was present
in various rainbow trout farms in Victoria (Australia) as
found in our study. Furthermore, it has recently been
demonstrated a highly clonal relationship between A.
hydrophila epidemic channel catfish isolates from the USA
(Hossain et al., 2013).

Results also showed (Table S1) the presence of two or
three different Aeromonas species in the same fish (fishes
F5, F6, F8, F10, F12 and F25). This indicated the presence of
mixed infections, further analysis on the virulence factors
and activity of these isolates would provide more insight
on their pathological mechanisms.

Significant differences (P < 0.05) were observed on the
number of isolates recovered from different organs and
species, according to Tukey’s test, showing the gills as the
most colonized organ and A. veronii as the most prevalent
species (P < 0.05).

3.3. B-Lactamase genes and class 1 integron

Only 39.6% (19/48) of the strains showed the presence of
one or more resistance genes. The concurrent presence of
blacphamus and blasyy genes that encode for a carbapenem-
hydrolyzing MBLs and ESBLs was observed in only 1 A.
hydrophila isolate while blacphaymns gene and class 1
integrons were present in 3 isolates belonging to the species
A. allosaccharophila, A. hydrophila and A. sobria (Table S1).
However, the blayyp and blargy, genes that encode for a MBLs
and ESBLs were not detected in any of the isolates as has
previously occurred in other studies that report a low
prevalence or not detection (Ndi and Barton, 2011; Carvalho
et al., 2012). The blacphamus gene that encode for a
carbapenem-hydrolyzing MBLs was the most prevalent
one being found in 14 isolates (29.2%) of the species A.
hydrophila (7/48), A. bestiarum (2/48), A. veronii (2/48), A.
allosaccharophila (1/48), A. salmonicida (1/48) and A. sobria
(1/48). These results are similar to those previously reported
by Carvalho et al. (2012) who detected a high presence of
this gene in A. hydrophila (15/20) but lower in other species
including A. allosaccharophila (1/20), A. bestiarum (1/20), A.
eucrenophila(2/20)and A. salmonicida(1/20). Also Chen et al.
(2012) reported that the blacpha/mus resistance gene was the
most prevalent in the genus Aeromonas. Nevertheless the
fact that the primers were designed for A. hydrophila
together with the high molecular diversity observed in
sequences of this gene by Carvalho et al. (2012) may justify
the low detection of this gene in other species. The gene
blasyy that encode for ESBLs was found in 2 isolates (4.2%)
which belong to the species A. hydrophila and A. sobria
(Table 1). There are few reports of the presence of this gene
and so far it has been described in strains of A. allosacchar-
ophila 10.5% (2/19), A. media 5.3% (1/19) and A. veronii 5.3%
(1/19) isolated from river water in Paris and these species
were genetically identified on the basis of sequencing of 16S
rRNA and rpoB genes respectively (Girlich et al., 2011).
Maravic et al. (2013) reported blasyy in 45.5% (10/22) of
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A. caviae isolates and in 4.5% (1/22) of A. hydrophila isolates
recovered from the Mediterranean mussel (Mytilus gallo-
provincialis) and from Adriatic Sea.

The occurrence of class 1 integrons have previously been
reported in Aeromonas isolated from clinical, environmental
and fish culture samples (Jacobs and Chenia, 2007; Pérez-
Valdespino et al., 2009; Carvalho et al., 2012; Lukkana et al.,
2012; Sarria-Guzman et al., 2014). In the present study, the
gene intl1 associated with class 1 integrons was found in
3isolates(6.2%) that belonged to species A. allosaccharophila,
A. hydrophila and A. sobria (Table S1). These positive strains
bared only the gene cassette of the aminoglycoside
transferase (aadA1) that confers resistance to streptomy-
cin/spectinomycin. Different prevalences for the presence of
the class 1 integrons have previously been reported.
Carvalho et al. (2012) found a prevalence of 8.8% (7/80) in
strains obtained from untreated water samples; although,
Jacobs and Chenia (2007) found that 51.4% (19/37) of
the Aeromonas isolates from common carp, koi, rainbow
trout and tilapia harbored this gene. Other studies have
found different resistance gene cassettes within the class 1
integrons in Aeromonas isolates associated to aquaculture
(Jacobs and Chenia, 2007) but the gene cassette aadAl is
commonly reported in environmental, clinical and fish
strains (Jacobs and Chenia, 2007; Pérez-Valdespino et al.,
2009; Carvalho et al., 2012).

In conclusion, considering the importance and the high
prevalence of the genus Aeromonas in fish ichthyopathol-
ogy, the use of molecular methods (sequencing house-
keeping genes) for a reliable identification to species level
and the identification of strains carrying antibiotic
resistance genes as performed in the present study, are
highly recommended for a constant monitoring in
aquaculture. Furthermore, the application of molecular
typing methods would enable the observation of possible
routes of transmission among different aquaculture farms
allowing the development of prevention strategies.
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Fig. S1 Polyacrylamide (17%) gels showing atypical 16S rDNA-RFLP patterns observed
for rainbow trout strains and comparison with typical patterns of A. media, A.
allosaccharophila and A. caviae. (1) A. media: Line 1, DNA molecular size marker (marker
V Roche Applied Science); lane 2, strain E25/F18 showing an atypical restriction pattern;
lane 3, strain CECT 42327 showing the typical restriction pattern. (2) A. allosaccharophila:
Lane 1, DNA molecular size marker (marker V Roche Applied Science); lane 2, strain
E30/F21showing an atypical restriction pattern; lane 3, strain CECT 4199" showing the
typical restriction pattern. (3) A. caviae: Lane 1, DNA molecular size marker (marker V
Roche Applied Science); lane 2, strain E31/F17 showing an atypical restriction pattern;
lane 3, strain CECT 838" showing the typical restriction patterns.
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Table 1. Aeromonas spp. and ERIC genotypes encountered among the 48 isolates recovered from different organs and lesions from rainbow trout.

Genetic diversity among the different species and distribution of the genotypes by origin

Species

n° isolates (%) n® genotypes n° . . . . . .
/ n® isolates Genotype . Fish  Gills Intestine Spleen Liver Kidney Lesion State
(%) isolates
A. veronii 6/14 (42.8) El 4 F24 1 1 2°P Hidalgo
14 (29.2) El 2 F1 1 1° México
El 2 F25 1 1 Hidalgo
El 1 F23 1 Hidalgo
E2 1 F5 1 Hidalgo
E3 1 F12 19 Veracruz
E4 1 F15 1 Veracruz
E5 1 F16 1 Veracruz
E6 1 F16 1° Veracruz
A. bestiarum 6/10 (60) E7 1 F11 1 Meéxico
10 (20.8) E7 1 F13 1 Veracruz
E8 1 F2 19 Michoacéan
ES8 1 F10 1¢ México
E9 1 F3 19 México
E9 1 F5 1 Hidalgo
E10 1 F5 1 Hidalgo
E11l 2 F6 1 1 Hidalgo
E12 1 F19 1 México
A. hydrophila 718 (87.5) E13 1 F12 19! Veracruz
8 (16.7) E13 1 F1 1° Veracruz
El4 1 F5 19 Hidalgo
E15 1 F8 19h Hidalgo
E16 1 F20 19 Hidalgo
E17 1 F20 1 Hidalgo
E18 1 F27 159 Michoacéan
E19 1 F28 19 Michoacéan
A. sobria i .
5 (10.4) 5/5 (100) E20 1 F6 19 Hidalgo
E21 1 F8 1 Hidalgo
E22 1 F10 1 México
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Table 1 (continuacién). Aeromonas spp. and ERIC genotypes encountered among the 48 isolates recovered from different organs and lesions from rainbow trout.

Genetic diversity among the different species and distribution of the genotypes by origin

ne iSpIe(Eles o n° genotypes ne
solates (%) / n® isolates Genotype isolates Fish  Gills Intestine Spleen Liver Kidney Lesion State
(%)
E23 1 F12 1" Veracruz
E24 1 F26 1 Michoacan
A media E25 2 F18 1 1 Veracruz
p 8.3) 3/4 (75) E26 1 F25 1 Hidalgo
' E27 1 Fgf 1 Hidalgo
A. popoffii E28 2 F7 1 1 Hidalgo
3 (6.3) 213 (66.6) E29 1 F4 1 Hidalgo
A. allosaccharophila 3 ;9 E30 1 P21 19 Hidalgo
1(2.1)
A. caviae
12.1) 1/1 (100) E31 1 F17 1 Veracruz
A S"i'r(”zogc'da 1/1 (100) E32 1 F22 119 Hidalgo
Aeromf’zgsl')“s'ta“a 1/1 (100) E33 1 F29 1 Hidalgo

3Erosion in the dorsal fin, "Petechiae haemorrhages in the pectoral fins,Erosion of the mouth,’Petechiae haemorrhages in the ventral fin, °Epidermal ulceration, 'UIceration in the base of the pectoral fin.
9PCR positive for the blacyams gen; "PCR positive for the blas.y gen; 'PCR positive for the intlgen
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4.3.2. Molecular characterization of Shewanella and Aeromonas isolates associated
with spoilage of Common carp (Cyprinus carpio).Beaz-Hidalgo R, Agieria D, Latif-
Eugenin F, Yeannes MI, Figueras MJ. FEMS Microbiol.Lett. (2015) 362:1-8.

Resumen

La conservacion en hielo es una forma frecuente de preservar los peces destinados
al consumo humano, pero aun asi hay algunos microorganismos que son capaces de
participar en la putrefaccion del producto, por lo que la identificacion de estos microbios
potencialmente perjudiciales es importante. En este estudio se aislaron trece colonias
bacterianas a partir de especimenes de la carpa comun (Cyprinus carpio) que habian sido
almacenadas en hielo. La identificacion fenotipica revel6 que las bacterias pertenecian a los
géneros Aeromonas (n= 5) y Shewanella (n= 8). EI genotipado mediante la técnica de
ERIC-PCR demostrd la presencia de clones entre dos de los cinco aislados de Aeromonas y
en dos grupos (n= 3; n= 2) de los ocho aislados de Shewanella. La secuenciacion del gen
rpoD permiti6 identificar a nivel de especie cuatro aislados como Aeromonas salmonicida
y uno como Aeromonas sobria. Mediante secuenciacion del gen ARNr 16S, se observo
que de los ocho aislados de Shewanella, siete se agruparon con la especie Shewanella
putrefaciens y uno con Shewanella profunda. Sin embargo, la secuenciacion del gen gyrB
indico que estos ocho aislados podrian representar una nueva especie de Shewanella muy
cercana a la especie Shewanella baltica. Tanto los aislados de Shewanella como de A.
salmonicida generaron un olor putrefactivo y redujeron el éxido de trimetilamina,

indicando que podrian contribuir a la putrefaccion de los peces.
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Molecular characterization of Shewanella and
Aeromonas isolates associated with spoilage of
Common carp (Cyprinus carpio)
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One Sentence Summary: Shewanella and Aeromonas associated with spoilage of fish.
Editor: Craig A. Shoemaker

ABSTRACT

Storage in ice is a common way of preserving commercial fish species but some microorganisms can still contaminate and
participate in the spoilage of the product; therefore, identification of potential harmful microbes is important. Thirteen
colonies were isolated from common carp (Cyprinus carpio) that had been stored in ice, whose phenotypic identification
revealed that they belonged to the genera Aeromonas (n = 5) and Shewanella (n = 8). Molecular genotyping with ERIC-PCR
showed clonality only among two of the five Aeromonas isolates and for two groups (n = 3; n = 2) of the eight Shewanella
isolates. Sequencing the rpoD gene showed that four Aeromonas isolates belonged to the species Aeromonas salmonicida and
one to A. sobria. Of the eight Shewanella, seven isolates cluster with Shewanella putrefaciens and one with Shewanella profunda
in the 16S rRNA phylogenetic tree. However, analysis of the gyrB gene showed that these eight isolates could constitute a
new species closely related to S. baltica. The Shewanella and A. salmonicida isolates produce off-odours and reduce
trimethylamine oxide, indicating that they might contribute to the spoilage of the fish.

Key words: fish spoilage; Aeromonas; Shewanella; rpoD; gyrB

INTRODUCTION and may contribute to the spoilage of fish before consumption.
Iced fresh fish is most commonly spoiled by Gram-negative psy-

Bacteria present in skin, guts and gills of newly caught fish chrotrophic rods such as members of the genera Shewanella,

can change through the stages of food processing and storage
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© FEMS 2014. All rights reserved. For permissions, please e-mail: journals.permissions@oup.com
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Pseudomonas and Aeromonas (Gram and Dalgaard 2002; Vogel
et al., 2005; Parlapani et al., 2013; Janda and Abbott 2014).

Aeromonas species are autochthonous inhabitants of aquatic
environments and can be isolated from clinical and environ-
mental samples, including water, healthy or diseased fish,
food products or from infections of humans and animals
(Beaz-Hidalgo et al., 2010; Janda and Abbott 2010; Beaz-Hidalgo
and Figueras 2013; Figueras and Beaz-Hidalgo 2014). The psy-
chrotrophic species Aeromonas salmonicida is responsible for pro-
ducing furunculosis, an important fish infection (Beaz-Hidalgo
and Figueras 2013) and has also been identified as part of
spoilage microbiota in ice-stored fish (Parlapani et al., 2013).

The genus Shewanella is an ubiquitous group of bacteria
that embraces psychrophilic and mesophilic species that are
commonly isolated from a wide range of habitats, terrestrial
sites and marine environments including seawater, marine sed-
iments, invertebrates and fish (Bowman 2005; Vogel et al., 2005;
Sung, Yoon and Ghim 2012; Janda and Abbott 2014). Shewanella
species are commonly linked to the spoilage of proteinaceous
chilled foods and are opportunistic pathogens of humans and
aquatic animals (Bowman 2005; Sung et al., 2012; Janda and Ab-
bott 2014). The species Shewanella putrefaciens is a bacteria that
is well known for spoiling iced fish such as cod or mackerel
that produce off-odours (described as ‘sulphur’, ‘dish rag’ or
‘wet dog’ odours), off-flavour and slime (Parlapani et al., 2013;
Janda and Abbott 2014). This species was first isolated from com-
mon carp by Kozinska and Pekala (2004) and was described as
pathogenic to fish. Shewanella baltica was found to be the domi-
nant species producing spoilage in ice-stored fish caught in the
Danish Baltic Sea, despite other psychrotolerant H,S-producing
species have also been isolated like S. algae, S. glacialipiscicola and
S. algidipiscicola (Vogel et al. 2005; Satomi et al., 2007).

Commercial phenotypic systems and conventional biochem-
ical assays are able to identify Aeromonas and Shewanella strains
to genus level but confusing and incorrect identifications to
species level are common because of their variable response
to many phenotypic tests (Figueras et al,, 2011). Nowadays,
molecular methods like sequencing housekeeping genes allow
more reliable identification to species level (Castro-Escarpulli
et al., 2003; Satomi et al., 2007; Beaz-Hidalgo et al., 2010; Figueras
et al, 2011; Beaz-Hidalgo and Figueras 2013; Figueras and
Beaz-Hidalgo 2014; Janda and Abbott 2014), but these methods
are not commonly used in food control laboratories.

Common carp (Cyprinus carpio) is an important commercial
food product in Argentina. However, there is scarce informa-
tion on the microbiological spoilage of this freshwater fish in
Argentina and there are few studies that have investigated the
incidence of spoilage microorganisms in iced fish using molecu-
lar methods (Castro-Escarpulli et al., 2003; Parlapani et al., 2013).
Therefore, the aims of the present study were to phenotypically
and genetically characterize and identify bacteria that have the
potential to spoil common carp stored in ice and to determine
their spoilage potential.

MATERIALS AND METHODS

Sources of the isolates

Sampling was performed for the development of a quality index
method for common carp mainly based on changes in sensory
properties (skin, texture, appearance of eyes and gills). At the
time of sampling, the approximate temperature of the water was
17°C. The catching, handling and preservation of the carp was
performed according to current practices undertaken by fisher-
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men and adjusted according to the guidelines established for
good manufacturing practices.

Isolates were obtained from six carp specimens captured
from a lagoon located in Buenos Aires, Argentina. The fish were
slaughtered, eviscerated and stored in ice in a chilled chamber
at 2 + 1°C. The sensory rejection point based on the evaluation
of sensory attributes of the raw fish (based on ‘gill smell’ and
‘odour’ of cooked carp) occurred at day 18 of storage in ice. At this
time, 10 g of dorsal muscle were aseptically removed, diluted in
sterile peptone water (90 mL) and homogenized in a stomacher
blender (Stomacher 400-Labsystem) for 2 min. Then, 10-fold se-
rial dilutions were made up to 10~® and were inoculated on iron
agar (Gram, Trolle and Huss 1987) and incubated at 25°C for 3
days to recover bacteria that produce hydrogen sulphide (H;S),
as previously described (Hozbor et al., 2006).

Phenotypic characterization

For the phenotypic characterization and identification, a total
of 27 phenotypic tests (Table S1, Supporting Information) were
carried out as described by the International Commission on
Microbiological Specifications for Foods (1983), Cowan and
Steel’s Manual (Barrow and Feltham 1999) and in Bergey’s Man-
ual of Systematic Bacteriology (Bowman 2005; Martin-Carnahan
and Joseph 2005). In parallel, the commercial identification sys-
tem API 20NE (bioMérieux, Marcy I'Etolle, France) was used.

Molecular typing and identification

DNA was extracted from single colonies after growth in tryp-
ticase soya agar at 30°C for 24 h using the InstaGene Matrix
(Bio-Rad). In order to determine the presence of clones, isolates
were genotyped by enterobacterial repetitive intergenic consen-
sus (ERIC)-PCR using the primers and conditions described by
Versalovic, Koeuth and Lupski (1991).

Sequences of the rpoD gene were obtained to genetically
identify the isolates presumed to be Aeromonas based on pheno-
typic tests as previously described (Soler et al., 2004). The phe-
notypically identified Shewanella isolates were genetically iden-
tified by sequencing the 16S rRNA and the gyrB genes as pre-
viously described (Martinez-Murcia, Benlloch and Collins 1992;
Yamamoto and Harayama 1995).

The rpoD sequences obtained were aligned with sequences
of type strains of members of the genus Aeromonas taken from
our in-house database (Martinez-Murcia et al., 2011), and the 16S
rDNA and gyrB sequences were aligned with those of the type
strains of members of the genus Shewanella that were available
at the GenBank. Genetic distances and clustering were obtained
using Kimura’s two-parameter model, phylogenetic trees were
constructed using the neighbour-joining method and pairwise
similarities of the 16S rRNA and gyrB genes were calculated with
the MEGAS program (Tamura et al., 2011).

Spoilage evaluation

The fish isolates were inoculated in sterile carp broth (Gram
et al., 1987) and incubated at chill temperature (5°C) for 34
weeks in order to determine spoilage. Six panellists experienced
in sensory assessment evaluated the developing odours by rank-
ing them as ‘fishy’, ‘sulphidy’, ‘sour’, ‘sweet’, ‘wet dog’, etc.
(Gram, Wedell-Neergaard and Huss 1990) and categorizing the
strength of odour into three scores: I (strains producing no off-
odours), II (strains producing light off-odours) and III (strains
producing strong off-odours). The production of an off-odour
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was considered positive with scores greater than II (Dalgaard
1995).

Trimethylamine oxide (TMAO) medium was also used for
testing the ability of the strains to reduce TMAO to trimethy-
lamine (TMA), which is usually responsible for the odours asso-
ciated with bacterial food spoilage (Gram et al., 1987). The test
was carried out under anaerobic conditions at 25°C for 3 days.

RESULTS
Phenotypic identification

Thirteen black H,S-producing colonies were isolated from
iron agar. All the isolates were Gram-negative rods, aero-
bic/anaerobic facultative, motile and oxidase positive. Other
phenotypic tests are outlined in Table S1 (Supporting Informa-
tion). Eight of the 13 isolates were not able to ferment glucose
and were presumptively identified as Shewanella sp. The remain-
ing five isolates were able to ferment glucose and were identi-
fied as members of the genus Aeromonas, of which four isolates
(A3, Al11, A12, A13) were identified as A. hydrophila/A. caviae with
the API 20NE. The other Aeromonas (A8) and all Shewanella iso-
lates could not be assigned to a known species in the API 20NE
database.

Molecular and genotypic identification

Identical ERIC-PCR profiles were observed for two (A1l and A12)
of the five presumptive Aeromonas isolates and for two (Al
and A7) and three (A6, A9 and A10) of the eight presumptive
Shewanella isolates (data not shown).

The rpoD phylogenetic tree showed that isolates A3, A11, A12
and A13 belong to the species A. salmonicida as they clustered
with its type strain with a 100% bootstrap value. Isolates A11 and
A12 showed an identical rpoD sequence and this confirmed the
clonal relationship obtained with the ERIC-PCR. Strain A8 clus-
tered with the species A. sobria and also with a 100% bootstrap
value (Fig. 1).

The other eight isolates presumptively identified as belong-
ing to the genus Shewanella were confirmed as such from their
16S rRNA and gyrB genes sequences. As expected, clonal iso-
lates showed identical sequences of both genes. Of the eight
Shewanella isolates, seven cluster with S. putrefaciens (56% boot-
strap) and one with S. profunda (49% bootstrap) in the 16S rRNA
phylogenetic tree (Fig. 2). In the gyrB phylogenetic analysis, all
the eight isolates grouped together in a separate cluster sup-
ported with a 98% bootstrap having as the closest neighbour the
species S. baltica (Fig. 3). Pairwise sequence similarities of both
genes among the fish strains and with the closely related species
are shown in Tables S2 and S3 (Supporting Information).

Spoilage potential

All the Shewanella isolates were able to produce very strong off-
odours (III) in carp broth and were described as ‘wet dog’ odours,
and all except strain A2 reduced TMAO after 48 h. The four A.
salmonicida isolates produced weak odours (II) and were charac-
terized as ‘cheese’ and ‘sour’ and all also showed the ability to
reduce TMAO. However, the strain of the species A. sobria was
unable to either produce off-odours or reduce TMAO.

DISCUSSION

The classic phenotypic tests carried out for identifying the iso-
lates were only able to identify all Shewanella and Aeromonas
isolates up to the genus level and the API 20NE system
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erroneously identified two strains as A. hydrophila/A. caviae.
Results for some phenotypic tests obtained with A. sobria
and A. salmonicida isolates differed from previously published
data (Table S1, Supporting Information; indicated in brackets)
(Abbott, Cheung and Janda 2003; Martin-Carnahan and Joseph
2005; Beaz-Hidalgo et al., 2010). According to Austin and Austin
(2007), the only subspecies of A. salmonicida that are H,S pro-
ducers are salmonicida, pectinolytica and smithia; in addition, both
species produce a diffusible pigment and are non-motile. The
A. salmonicida isolates obtained in this study produced H,S, but
did not produce pigment and were motile so they could not be
assigned to any subspecies and therefore were considered as
‘atypical’ A. salmonicida. The inability to discriminate the sub-
species of A. salmonicida due to the number of variable and atyp-
ical reactions has been previously described (Martinez-Murcia
et al., 2005).

For the Shewanella isolates, the negative response to the
ornithine decarboxylase was a differential character from
the closely related species S. putrefaciens, S. baltica and
S. profunda (Toffin et al., 2004; Bowman 2005). Furthermore, the
isolates (except isolate A2) could be differentiated from S. pro-
funda by their inability to grow at 6% NaCl (Toffin et al., 2004).

Phenotypic identification systems can give misleading re-
sults because of the great variability of the responses and
the discordant results using different methodologies; reliable
molecular methods are required for a correct identification to
species level (Beaz-Hidalgo et al., 2010; Figueras et al., 2011,
Figueras and Beaz-Hidalgo 2014). For certain genera, the 16S
rRNA gene sometimes lacks sufficient specificity for differen-
tiating closely related species, as in Aeromonas and Shewanella
(Figueras et al., 2011; Janda and Abbott 2014). The interspecies
similarity range of the 16S rRNA gene sequences for the genus
Shewanella is from 93 to 99.9% (Janda and Abbott 2014) and for
the genus Aeromonas is from 96.8 to 100% (Figueras et al., 2011).
Closely related species, such as A. salmonicida, A. bestiarum and
A. piscicola, share 99.8-100% 16S rRNA gene similarity and there-
fore less conserved and more rapidly evolving housekeeping
genes (like rpoD or gyrB) are required for the correct identifi-
cation of them (Beaz-Hidalgo et al., 2010; Figueras et al., 2011,
Figueras and Beaz-Hidalgo 2014). In the present study, rpoD se-
quencing enabled one A. sobria and four A. salmonicida isolates
to be identified from ice-stored carp (Fig. 1). These species have
been found previously in association with fish disease (Beaz-
Hidalgo et al., 2010; Vega-Sanchez et al, 2014) and in frozen
tilapia (Oreochromis niloticus) intended for human consumption
(Castro-Escarpulli et al., 2003). Most A. salmonicida environmen-
tal strains are psychrotrophic, increasing the probability of con-
taminating refrigerated food, including freshwater fish (Gram
et al., 1990; Castro-Escarpulli et al., 2003). In fact, the A. salmoni-
cida strains recovered in this study showed the atypical motile,
mesophilic behaviour as other atypical A. salmonicida strains
confusingly referred to as ‘A. hydrophila’ and classically rep-
resented by the reference strain Popoff 316 (Martinez-Murcia
et al., 2005; Beaz-Hidalgo et al., 2010).

In a recent work, Parlapani et al. (2013) reported Aeromonas
as part of the dominant microbiota at the end of the shelf life
of farmed sea bream (Sparus aurata) stored in ice when detected
by sequencing the 16S rRNA gene from DNA extracted directly
from the fish flesh (culture-independent technique). These au-
thors identified A. salmonicida as a co-dominating microorgan-
ism with Pseudomonas fluorescens and S. putrefaciens. However,
the phylotypes of A. salmonicida identified by Parlapani et al.
(2013) could in fact also belong to A. bestiarum or A. piscicola as
these three species share an almost identical 16S rRNA gene
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Figure 1. Unrooted neighbour-joining phylogenetic tree derived from rpoD gene (510 bp) sequences showing the relationships of Aeromonas fish isolates to the type
strains of all other currently known species of Aeromonas. Numbers at nodes indicate bootstrap values (percentages of 1000 replicates, >50%). Bar, 0.02 substitutions
per nucleotide position.

sequences. These authors also reported that Aeromonas could
not be detected when cultivation-based techniques were used;
however, they did not perform an enrichment step which could
have increased the sensitivity of the culturing method. They also
highlighted the importance of using molecular methods for de-
tecting fish spoilage microbiota. However, one must also bear
in mind that DNA detection by PCR does not imply that the
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bacteria is alive, so culturing techniques are useful for demon-
strating the bacteria’s viability. Other authors have also found
that Aeromonas spp. represent a significant part of the spoilage
microbiota in the Nile perch (Lates niloticus) stored at ambient
temperature (Gram et al., 1990), sea salmon (Pseudopercis semi-
fasciata) stored in ice (Hozbor et al., 2006) and in cold-smoked
salmon (Salmo salar) (Stohr et al., 2001).
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Figure 2. Unrooted neighbour-joining phylogenetic tree derived from the 16S rRNA gene sequences (1344 bp) showing the relationship between the carp isolates
and members of the genus Shewanella. Numbers at the nodes indicate bootstrap values (percentage of 1000 replicates, >50%). Bar, 0.005 substitutions per nucleotide

position.

The analysis of the 16S rRNA gene sequences showed that
all Shewanella isolates except A5 shared the highest sequence
similarity (99.4-99.8%) with the type strain of S. putrefaciens and
in the phylogenetic tree clustered with the latter species with
a low bootstrap of 56% (Table S2, Supporting Information; Fig.
2). However, we found that two sequences of the type strain of
S. putrefaciens available in the GenBank from two different cul-
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ture collections (accession numbers U91550 from strain ATCC
8071T and X81623 from strain LMG 2268T) differed by four nu-
cleotides. The sequence from strain LMG 22687 (X81623) was
selected for analysis because the other sequence had an inde-
termination. This is a problem that to our knowledge has not
been reported so far despite authors are using one or the other
sequence indistinctly (Satomi et al., 2007; Lee and Yoon 2012;
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Figure 3. Unrooted neighbour-joining phylogenetic tree derived from the gyrB gene sequences (940 bp) showing the relationship between the fish strains and the most
closely related members of the genus Shewanella. Numbers at the nodes indicate bootstrap values (percentage of 1000 replicates, >50%). Bar, 0.02 substitutions per

nucleotide position.

Sung et al., 2012; Yoon et al., 2012; Park and Jean 2013), which
could lead to different interpretations. Strain A5 formed in the
16S rRNA tree a long-independent branch that clusters with
S. profunda, even though it shared practically the same simi-
larity (98.6-98.7%) with S. putrefaciens and S. profunda (Table S2,
Supporting Information).

Considering that previous studies have reported that the res-
olution of the 16S rRNA gene is not always enough to determine
the precise phylogenetic positions for some Shewanella species
(Satomi, Oikawa and Yano 2003; Satomi et al., 2007; Janda and
Abbott 2014), the gyrB gene was also sequenced to confirm the
results. The type strains of the closest species based on the 16S
rRNA gene phylogeny were included in the gyrB analysis except
the species S. artica because its sequence could not be found.
In contrast to the 16S rRNA results, all the isolates shared the
highest gyrB similarity (96.3-96.8%) with S. baltica (Table S3, Sup-
porting Information). Therefore, three additional gyrB sequences
from strains of the latter species, used in a study performed
by Deng et al. (2014), were added to the phylogenetic tree to
balance the cluster formation (Fig. 3). Interestingly, the eight
Shewanella isolates formed an independent cluster supported by
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a bootstrap of 98% indicating that they represent a different and
unknown phylogenetic line close to S. baltica. Deng et al. (2014)
also observed phenotypic and genetic heterogeneity among the
46 S. baltica strains analysed in their study and concluded that
they might represent unnamed species. Based on the evidence
presented, the eight fish isolates represent an unknown species
within the genus Shewanella closely related to the halotolerant,
psychrotolerant and non-halophilic species S. baltica, although
further studies are required to confirm this. The species S. baltica
together with S. putrefaciens are among the most common bac-
teria that spoil refrigerated food and are frequently isolated
from dairy products, poultry, beef and seafood (Bowman 2005;
Vogel et al., 2005; Parlapani et al., 2013). In fact, Vogel et al. (2005)
found that the main H,S-producing organism in ice-stored
marine fish caught in the Danish Baltic Sea was S. baltica as
they recognized that 76% (394/518) of the recovered strains be-
longed to this species. So far, S. putrefaciens has been considered
the predominating microorganism that spoils marine species
stored in ice (Gram and Huss 1996; Gram and Dalgaard 2002;
Hozbor et al., 2006; Parlapani et al., 2013) and has also been
found in common carp (Koziniska and Pekala 2004) and in other
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freshwater fish, such as Nile perch (Gram et al., 1990), trout
(Chytiri et al., 2004; Kozinska and Pekala 2004) and tilapia
(Lu and Levin 2010). Shewanella spp. are opportunistic fish
pathogens that can kill stressed and/or immunocompromised
fish (Kozinska and Pekala 2004; Bowman 2005). Human infec-
tions such as bacteremia, soft tissue and eye infections, pneu-
monia, arthritis, peritonitis and epyema have been attributed to
S. putrefaciens (Bowman 2005; Janda and Abbott 2014), highlight-
ing the importance of its detection and identification in food,
especially in goods that are sometimes consumed raw or poorly
cooked, like fish.

Off-odours and -flavours developed in aerobically stored fish
depend on the climatic and storage conditions, the type of fish
and even its origin (Hozbor et al., 2006). The TMAO (a natu-
rally occurring substance found in many fish species) is a ter-
minal electron acceptor present among Shewanella species and
its reduction to TMA under anaerobic or microaerophilic condi-
tions is responsible for the odours and ‘ammonia-like’ and ‘fishy’
off-flavours associated with fish spoilage (Gram and Dalgaard
2002; Hozbor et al., 2006). Identifying specific spoilage bacteria
relies on detecting sensory odours and chemical compounds of
spoiled products, like TMA and H,S (Gram and Dalgaard 2002). In
the present study, the ability of all Shewanella strains to produce
H,S and to reduce TMAO indicates that they are active spoil-
ers in the deterioration of eviscerated and chilled carp. The A.
salmonicida isolates recovered from fish in this study were posi-
tive for the TMAO reduction test, indicating their contribution in
the deterioration of the fish. It has been reported that Aeromonas
is able to grow and spoil freshwater fish stored in ice or at room
temperature (Gram et al., 1990; Castro-Escarpulli et al., 2003). Fur-
thermore, Stohr et al. (2001) have linked bacteria of this genus
to the production of off-odours in cold smoked salmon, using
other specific sensory descriptors such as ‘cheese-like’, ‘sour’
and ‘neutral. However, Gram et al. (1990) described the odours
produced by 15 Aeromonas isolates present in the Nile perch as
‘fishy’, ‘rotten’ and ‘sulphidy’.

In conclusion, the use of molecular tools in this study en-
abled to recognize the presence of A. salmonicida, A. sobria and
of Shewanella strains belonging to an unknown phylogenetic lin-
eage that is closely related to S. baltica in common carp stored
in ice at the time of sensory rejection. The spoilage ability of the
species A. salmonicida and of the potential new Shewanella sp. in
chilled stored carp has also been proven.
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Resumen

En una playa de Catalufia se encontr6 un neonato de delfin moribundo (Grampus
griseus) varado. A pesar de los intentos por salvar al animal muri6 dos dias después con
signos de pneumonia y sepsis. Se obtuvieron cultivos bacterianos puros de un
microorganismo a partir de todos los tejidos y sangre. EI microorganismo fue identificado
como Aeromonas hydrophila mediante el sistema fenotipico APl 20NE. Sin embargo,
mediante la secuenciacion del gen rpoD, la cepa fue re-identificada como Aeromonas
dhakensis, siendo este el primer caso fatal de pneumonia hemorragica-necrotizante y sépsis
causada por esta especie en un mamifero marino. La cepa A. dhakensis GMV 740 es -
hemolitica, portadora de varios genes de virulencia y sensible a varios antibidticos. Este
estudio proporciona un nuevo huésped de A. dhakensis, una especie potencialmente
virulenta en delfines y su presencia en el medio marino indica que puede considerarse como

una potencial amenaza en otros mamiferos marinos.
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Aeromonas dhakensis pneumonia and sepsis
in a neonate Risso's dolphin Grampus griseus
from the Mediterranean Sea
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M. José Figueras®*, Mariano Domingo'-**
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ABSTRACT: A neonate Risso’'s dolphin Grampus griseus was found stranded alive on a beach in
Catalonia, Spain. Rehabilitation attempts were unsuccessful and it died 2 d later, showing pneu-
monia and sepsis. A pure bacterial culture was obtained from all tissues and blood and identified
as Aeromonas hydrophila using the API 20NE. However, sequencing the rpoD gene showed that
the strain in fact belongs to A. dhakensis, making this the first report of fatal haemorrhagic-necro-
tizing pneumonia and sepsis due to this species in a marine mammal. The A. dhakensis strain
GMV-704 produced B-haemolysis, possessed several virulence genes and showed sensitivity to
several antimicrobials. This study provides a new potential host for A. dhakensis, and its potential
virulence in dolphins and its presence in the marine environment may warrant considering this

species a potential threat to marine mammals.

KEY WORDS:
Grampus griseus

Aeromonas dhakensis -

INTRODUCTION

Aeromonas are Gram-negative bacteria that are
autochthonous in aquatic environments and are
the causative agents of human and fish infections
(Figueras et al. 2005, Beaz-Hidalgo et al. 2010, 2013,
Janda & Abbott 2010, Parker & Shaw 2011, Figueras
& Beaz-Hidalgo 2015). However, in contraposition to
the extensive literature implicating Aeromonas in
fish diseases, few cases of Aeromonas infections have
been reported in marine mammals (Cusick & Bullock
1973, Krovacek et al. 1998, Thornton et al. 1998,
Nielsen et al. 2013). Moreover, it has been shown
that routine phenotypic identification of Aeromonas
spp. tends to erroneously classify 70 to 80% of the

*Corresponding author: mariajose.figueras@urv.cat

rpoD - Virulence - Pneumonia -

Resale or republication not permitted without written consent of the publisher

Sepsis - Dolphin -

isolates as belonging to A. hydrophila, as demon-
strated using reliable molecular identification meth-
ods, such as the sequences of housekeeping genes
(Figueras et al. 2005, 2011, Beaz-Hidalgo et al. 2010,
Figueras & Beaz-Hidalgo 2015). In this study, we
present a case of pneumonia and sepsis in a neonatal
Risso's dolphin Grampus griseus caused by Aero-
monas. The fatal infection was first attributed to A.
hydrophila on the basis of the API 20NE identifica-
tion, but sequencing of the rpoD gene classified the
isolate as A. dhakensis. This relatively unknown spe-
cies has recently been discovered to be the second-
most prevalent Aeromonas species in human infec-
tions in Asia and Australia (Figueras & Beaz-Hidalgo
2015), but it has never been described in cetacean

© Inter-Research 2015 - www.int-res.com
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species. The clinicopathological presentation as well
as the virulence characteristics of the isolated A.
dhakensis strain (i.e. antimicrobial susceptibility and
presence of virulence genes) is provided.

MATERIALS AND METHODS
Case history and pathological studies

A neonatal Risso's dolphin was found stranded
alive on the beach of Canet de Mar, Catalonia, Spain
(41°35"13"N, 2°35'03"E) on 18 July 2013, the day
after a heavy storm. The specimen was a male, 143 cm
in length, and still showed skin foetal folds. The calf
was detected swimming close to the beach (about
10-15 m away from the coast), and finally stranded
about 5 h after first sighting. Despite the very low
probability of successful re-introduction of such a
young calf, euthanasia was not applied, and after 2 h,
the dolphin was transported to a marine water swim-
ming pool at a rescue centre for rehabilitation. The
animal died 2 d and 6 h after rescue, in spite of reha-
bilitation efforts.

A complete necropsy was performed 8 h after the
calf died. A large set of organs and tissues were
collected and fixed in 10% buffered formalin and
processed for routine histopathology as previously
described (Soto et al. 2011). Routine detection techni-
ques (immunohistochemistry and reverse transcrip-
tion PCR, RT-PCR) for cetacean morbillivirus (CeMV)
were performed in lung, liver, spleen, kidney and
blood as previously described (Soto et al. 2011).
Detection of antibodies against Brucella spp. was
performed in serum with the routine Bengal Rose
test, following established procedures (OIE 2013).

Bacterial isolation and identification

Samples from lung, liver, spleen, kidney and blood
were taken aseptically and submitted for bacterio-
logical culture. Homogenates of tissue samples were
inoculated onto Columbia agar with 5% sheep blood
(Difco) and MacConkey agar (Oxoid) and incubated
overnight at 37°C in 5% CO,. A blood sample was
enriched in thioglycolate broth at 37°C for 24 h be-
fore subculturing onto the above-mentioned culture
media.

Isolates were phenotypically identified using the
API 20NE identification system (bioMérieux). Mo-
lecular identification methods, i.e. DNA extraction,
amplification, sequencing and analysis of the rpoD

196

gene, were performed as previously described (Soler
et al. 2004).

Virulence gene and antimicrobial susceptibility
analysis

Screening for the presence of several virulence
genes by PCR was performed in parallel for the re-
covered Aeromonas dhakensis strain GMV-704 and
for the type strain of this species, CECT 5744T. The
investigated genes using primers and conditions
described previously (Beaz-Hidalgo et al. 2012) were
those encoding toxins (act, alt and ast), enzymes (aer,
lip and ser), effector and structural proteins of the
type-IIl secretion system (aexT, aopP, asc-V and asc-
FG) and a flagellar structural protein (lafA).

Antimicrobial susceptibility testing for several
antibiotics was performed using the disk-diffusion
method following the criteria of the Clinical and Lab-
oratory Standards Institute (CLSI 2013).

RESULTS
Necropsy findings

At necropsy, the calf showed foetal folds and a
small skin excoriation in the anterior maxillary and
mandibular extremes, due to traumatism of strand-
ing. The main lesions were observed in the lung,
with a single, unilateral, not well-demarcated area
of consolidation affecting the caudal zone of the
left lung. The size of this lesion was approximately
6 x 8 x 6 cm, with a dark red colour and a harder
consistency than the surrounding lung tissue
(Fig. 1). The pleural surface over this area showed
a thin filamentous fibrin layer, and pleural lym-
phatic vessels were distended and reddened. The
lesion was classified as an acute, severe, focal, uni-
lateral fibrinous-necrotizing pleuropneumonia. Af-
fected lung portions sank completely in fixative,
indicating obliteration of aerial spaces by exudate.
The left diaphragmatic lymph node was slightly
enlarged and had an increased consistency. The
ductus arteriosus was still patent. The first (muscu-
lar) stomach was empty, and there was a small
amount of milky fluid in the second and third gas-
tric chambers. The intestinal lumen was almost
empty. Meconium was not present. The liver was
pale and of friable consistency. No external or
internal parasites were found, and no other macro-
scopic lesions were recorded.
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Fig. 1. Left lung lobe of a neonate Risso's dolphin Grampus
griseus, showing haemorrhagic necrotizing pneumonia in
the caudal portion

Microscopically, the grossly affected lung zones
showed an acute inflammatory reaction, with exu-
dation of fibrin, neutrophils and macrophages into
the alveolar spaces, and into the bronchial and
bronchiolar lumen. Lesions were acinar and conflu-
ent in distribution. Alveolar walls and cells in the
exudate showed necrosis, with karyorrhectic debris
in neutrophils and macrophages (Fig. 2A). Abun-
dant small bacillary bacteria were evident in
haematoxylin-eosin stained sections as well as in
Grocott's silver methenamine impregnation, located
in the bronchiolar lumen and also attached to the
epithelial cells, as well as in alveolar spaces, espe-
cially evident in the necrotic areas (Fig. 2B). Numer-
ous medium-size venules and lymphatic vessels
showed thrombosis. Widespread haemorrhages and
congestion in the affected lung parenchyma were
observed. The pleural serosa was also infiltrated
with neutrophils and macrophages, and lymphatic
vessels were massively distended with fibrin and
neutrophils. The left diaphragmatic lymph node
showed lymphoid depletion in follicular and parafol-
licular zones and had distended subcapsular sinus
filled with neutrophils, macrophages and numerous
bacillary bacteria. The thymus showed lymphoid
depletion, both in cortex and in medullary zones. In
general, secondary lymphoid tissues, like mesen-
teric and prescapular lymph nodes, and spleen
showed signs of immaturity, with a sparse develop-
ment and lack of germinal centres. Additionally, the
laryngeal tonsil (a lymphoglandular organ located
at the basis of the larynx) had multiple necrotic foci
arranged around cryptal structures and affecting
surrounding lymphoid tissue, with abundant bacil-
lary bacterial colonies. The liver showed a severe

Fig. 2. Histologic lung section of a neonate Risso's dolphin
Grampus griseus (haematoxylin and eosin stain). (A) Acute
inflammatory reaction, with fibrin, neutrophils and macro-
phages extending into alveolar spaces and bronchiolar
spaces, surrounding wide areas of necrosis of lung tissue. (B)
Necrosis and inflammatory infiltration by neutrophils and
macrophages. Groups of small bacillary bacteria (arrow-
head) are evident in the necrotic zones

lipidosis and moderate congestion, and the kid-
ney was congested, with vacuolization of proximal
tubules. The central nervous system showed con-
gestion and multifocal perivascular haemorrhages,
especially numerous in thalamus and in cerebellar
white substance. Routine tests for Brucella spp. and
CeMYV were negative.

Culture identification, virulence and antimicrobial
susceptibility analysis

Pure cultures of Gram-negative rods in moderate to
heavy growth were recovered from all tissues and
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from a whole blood sample. Colonies were 3-haemo-
Iytic on Columbia agar with 5% sheep blood, and
non-lactose fermenter on MacConkey agar. The API
20NE identification profile obtained was 7576755
with 83.8% identity to Aeromonas hydrophila. One
isolate recovered from the lung (GMV-704) was iden-
tified by sequencing the rpoD gene, and the highest
similarity (98.9 %) was found with the type strain of
A. dhakensis (CECT 57447T). The identity of the strain
was also confirmed when constructing a phylogene-
tic tree as shown in Fig. 3.

Strain GMV-704 carried the aer, alt, lip and ser
genes and did not possess the act, ast, aexT, aopP,
asc-V, asc-FG and lafA genes. The strain showed
resistance to the cephalosporins of the first and
second generation, to most penicillins and to tetra-
cycline. However, the strain was susceptible to the
cephalosporins of the third and fourth generation,
carbapenems, aminoglycosides, fluoroquinolones,
aztreonam, trimethoprim-sulphamethoxazole, poly-
myxin B and chloramphenicol.

A. tecta CECT 7082 (HQ442762)
A. eucrenophila CECT 4224" (HQ442770)
A. encheleia CECT 43427 (HQ442778))
A. media CECT 42327 (HQ442785)
A. caviae CECT 838" (HQ442790)

A. taiwanensis CECT 74037 (FJ472928)
EA. sanarellii CECT 74027 (FJ472929)
A. hydrophila CECT 839" (HQ442791)

GMV-704
E A. dhakensis CECT 5744" (HQ442800)

A. jandaei CECT 42287 (HQ442840)
A. trota CECT 4255 (HQ442822)
A. sobria CECT 4245 (HQ442867)

100!

A. bivalvium CECT 71137 (HQ442817)
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A. salmonicida CECT 894" (HQ442843)

AEL** A. popoffii CECT 5176 (HQ442853)

A. bestiarum CECT 42277 (HQ442854)
A. piscicola CECT 74437 (HQ442859)

Fig. 3. Unrooted neighbour-joining phylogenetic tree derived from rpoD gene
sequences (667 bp) showing the relationships of the Aeromonas GMV-704
strain (in bold) and all currently known Aeromonas species. Numbers at the

nodes indicate bootstrap values (>50 %)

A. australiensis CECT 80237 (FN773335)

A. fluvialis CECT 74017 (FJ603453)
E A. allosaccharophila CECT 41 99" (HQ442825)
A. veronii CECT 4257 (HQ442833)

r A. simiae IBS-S6874" (HQ442811)

A. diversa CECT 4254" (HQ442805)
41@‘: schubertii CECT 4240" (HQ442809)

A. molluscorum CECT 5864 " (HQ442812)
l: A. rivuli CECT 75187 (FJ969433)

A. cavernicola DSM 244747
MDC2508 (HQ442864)

DISCUSSION

This is the first report of fatal haemorrhagic-necro-
tizing pneumonia and sepsis due to Aeromonas dha-
kensisin a marine mammal. In cetaceans, Aeromonas
spp. have been frequently recovered from blowhole
and faecal swabs, from wild bottlenose dolphins Tur-
siops truncatus (Morris et al. 2011) and from several
cetacean species in Brazilian coastal waters (Pereira
et al. 2008), but their role as pathogenic organisms in
these species remained unclear. Aeromonas spp.
were the predominant Gram-negative bacteria found
in post-mortem studies in dugongs Dugong dugon,
contributing to pyogranulomatous pneumonia in this
species, frequently as mixed infections (Nielsen et al.
2013). The only report relating A. hydrophila with
disease in cetaceans was a case of multifocal necro-
tizing dermatitis and supportive bronchopneumonia
described in a captive bottlenose dolphin in 1973
(Cusick & Bullock 1973). In pinnipeds, A. hydrophila
was cultured from lung and spleen in a stranded grey

seal Halichoerus grypus with pneu-

monia and septicaemia (Krovacek et

0.02 al. 1998). This bacterium was also oc-
casionally isolated from stranded ele-
phant seals, California sea lions and
harbour seals (Thornton et al. 1998). It
is possible that the A. hydrophila
identified phenotypically in those
studies could belong, after a genetic
identification, to A. dhakensis (syn-
onym of A. aquariorum), as occurred
in previous studies (Figueras et al.
2009, 2011, Aravena-Roman et al.
2011, Morinaga et al. 2013). In our
case, pathologic and bacteriologic ex-
amination revealed an acute haemor-
rhagic-necrotizing pneumonia and
sepsis associated with A. dhakensis,
which was recovered in pure culture
from lung, liver, spleen, kidney and
blood. Virulence genes detected in
our strain (GMV-704), like the alt, aer,
lip and ser genes, have been previ-
ously recorded with variable preva-
lence (27-100%) in A. dhakensis iso-
lates (Figueras et al. 2009, 2011,
Puthucheary et al. 2012, Chen et al.
2013, Morinaga et al. 2013). The fact
that the A. dhakensis GMV-704 strain
showed B-haemolysis on sheep blood
agar and possessed the aer and lip
genes implicated in the production of
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haemolysis, as well as many other known virulence
genes, means that these factors may play an
important role in the development of the disease. The
haemorrhagic-necrotizing character of the pneumo-
nic lesions and the possession of well-known virulen-
ce genes by the isolated A. dhakensis strain highlight
the primary pathogenic role of the bacteria in this
case. However, the immaturity of the lymphoid
system in a new-born calf and a possible lack or in-
sufficient transfer of maternal immunity by colostrum
to the calf could also have increased susceptibility to
infection by this bacterium. Routine investigation of
CeMV, a well-known immunosuppressive cetacean
pathogen, was negative in this animal.
Differentiation of Aeromonas species based on phe-
notypic methods alone is difficult, and frequently, A.
hydrophila strains have been reclassified into different
species by the use of molecular methods (Soler et al.
2004, Figueras et al. 2005, 2011, Beaz-Hidalgo et al.
2010, Aravena-Roman et al. 2011, Figueras & Beaz-
Hidalgo 2015). In line with this observation, the API
20NE identification profile of our strain provided
83.8 % identity with A. hydrophila, because L-arabi-
nose assimilation was negative. This and the produc-
tion of urocanic acid are typical phenotypic character-
istics for A. dhakensis, useful to differentiate it from A.
hydrophila (Beaz-Hidalgo et al. 2013). The present
study corroborates once more that API 20NE, as other
phenotypic identification methods, is unreliable for
the identification of Aeromonas spp. because it tends
to identify the isolates as belonging to the species A.
hydrophila (Figueras et al. 2005, 2011, Beaz-Hidalgo
et al. 2010). Studies in marine mammals that use these
phenotypic identification methods to characterize
Aeromonas isolates will probably uncover the preva-
lence of A. dhakensis under A. hydrophila. However,
A. dhakensis can be easily recognised using molecular
identification with the sequences of housekeeping
genes as shown in different studies (Figueras et al.
2009, 2011, Beaz-Hidalgo et al. 2010, 2013, Aravena-
Roman et al. 2011, Esteve et al. 2012, Puthucheary et
al. 2012, Sedla ek et al. 2012, Wu et al. 2012, Chen et
al. 2013, Morinaga et al. 2013, Soto-Rodriguez et al.
2013). The housekeeping genes rpoD and gyrB were
shown to be very useful (Beaz-Hidalgo et al. 2013).
Sedlécek et al. (2012) identified 1 A. dhakensis among
the 21 phenotypically identified A. hydrophila isolates,
using the sequences of the cpn60 gene and also found
that ribotyping with the EcoRI restriction enzyme was
a suitable and efficient method for the identification of
A. dhakensis. Other identification methods used in
the recent literature for the identification of A. dhak-
ensis include MALDI-TOF, which was able to cor-
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rectly identify 29 of the 30 strains assayed (Chen et al.
2014). The expected genus-characteristic resistance
against ampicillin was observed for our A. dhakensis
strain. Also the results obtained for the susceptibility
analysis of the rest of the antimicrobials tested agreed
with those reported by other authors, showing that the
cephalosporins (third and fourth generation), mono-
bactams, carbapenems, aminoglycosides, fluoro-
quinolones, sulphonamides, polypeptides and am-
phenicols tested were highly effective against this
microorganism (Figueras et al. 2009, Esteve et al.
2012, Wu et al. 2012, Chen et al. 2013, Morinaga et al.
2013).

So far, A. dhakensis has only been reported in
freshwater habitats (fish, river water, pond, egg
masses of the non-biting midge Chironomus sp.) in
many parts of the world such as Israel, Spain, Aus-
tralia, Portugal and Mexico (Beaz-Hidalgo et al.
2013, Soto-Rodriguez et al. 2013), and it has been as-
sociated with disease in freshwater fish, i.e. rainbow
trout Oncorhynchus mykiss, European eel Anguilla
anguilla, Nile tilapia Oreochromis niloticus and
Mozambican tilapia O. mossambicus (Orozova et al.
2009, Esteve et al. 2012, Soto-Rodriguez et al. 2013).

Furthermore, A. dhakensis is considered a new
emerging human pathogen, and it has been recog-
nised as a prevalent species among Aeromonas spp.
in human clinical and environmental isolates in Aus-
tralia, Taiwan and Malaysia (Aravena-Roman et al.
2011, Puthucheary et al. 2012, Chen et al. 2013,
Figueras & Beaz-Hidalgo 2015). This study indicates
another potential host for A. dhakensis, now consid-
ered the second-most prevalent Aeromonas patho-
genic species in humans after A. caviae and before A.
veronii (Figueras & Beaz-Hidalgo 2015), and an
emerging pathogen in freshwater fish (Orozova et al.
2009, Esteve et al. 2012, Soto-Rodriguez et al. 2013).

The virulence of A. dhakensis for cetaceans is a
novel observation, and since this bacterium has been
reported to be distributed worldwide, it should be
considered a potential threat to marine mammals in
fresh water or estuarine environments, particularly
river dolphins, but also to marine mammals kept,
even shortly, outside of their natural milieu.
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Resumen

En un estudio donde se analiz6 la prevalencia de Aeromonas en moluscos bivalvos,
tres aislados fueron identificados como Aeromonas schubertii siendo el primer aislamiento
de esta especie a partir de mejillones. La descripcion de esta especie fue en el afio 1988 a
partir de cepas clinicas aisladas de infecciones extra-intestinales y desde entonces sélo ha
sido citada en 18 ocasiones. Durante muchos afios, A. schubertii fue la Unica especie del
género incapaz de producir &cido a partir del manitol. Sin embargo, recientemente se han
descrito tres nuevas especies manitol negativo (Aeromonas simiae, Aeromonas diversa y
Aeromonas australiensis). Esto, ademéas de que A. schubertii es una especie patégena en
humanos rara, ha motivado el presente estudio para realizar una caracterizacion de su
comportamiento bioquimico y lograr diferenciarla de las otras especies manitol negativo.
Se determin0 el porcentaje de similitud en diferentes genes (16S rRNA, rpoD y gyrB),
presencia de genes de virulencia y resistencia antimicrobiana entre las diferentes cepas de
A. schubertii estudiadas. Todas las cepas de A. schubertii mostraron el mismo
comportamiento fenotipico: reacciones positivas para el citrato, la lisina descarboxilasa y
el DL-lactato, pero negativa para la produccion de &cido a partir del manitol y sacarosa y
para la produccion de indol a partir de triptéfano, pudiendo ser facilmente diferenciadas de
otras especies manitol negativo. Se demostré que todas las cepas poseen los genes de
virulencia aerA y lafA y son sensibles a todos los antibiéticos analizados. Los moluscos

bivalvos, podrian ser una ruta de transmision de esta bacteria al ser humano.
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Abstract

In a study where the prevalence of Aeromonas in shellfish was analysed, three isolates of
Aeromonas schubertii were identified, representing this the first report of this species from
mussels. This species was originally described in 1988 from strains isolated from extra-
intestinal human infections and since then has been cited on only 18 occasions. For many
years, A. schubertii was the only mannitol-negative species of the genus. However, three
additional mannitol-negative species (Aeromonas simiae, Aeromonas diversa and
Aeromonas australiensis) have been described. This, together with the fact that A.
schubertii is a rare human pathogenic species, motivated the present study to characterize
its biochemical behaviour and differentiation from the other mannitol-negative species. The
molecular similarity (16S rRNA, rpoD and gyrB genes) of the strains, presence of virulence
genes and antimicrobial resistance were determined. All A. schubertii strains showed the
same phenotypic behaviour i.e. they use citrate, are positive for lysine decarboxylase and
DL-lactate, but negative for production of mannitol, indole and acid from sucrose and could
be easily differentiated from other mannitol-negative species. All strains carried the aerA
and lafA virulence genes and showed susceptibility to all antibiotics tested. Seafood could

be a transmission route of this bacterium to humans.
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Introduction

Aeromonas species are considered common inhabitants of aquatic ecosystems and are
widely distributed in the environment, being isolated from water, chironomid egg masses,
healthy and diseased fish, food, human and animal stools, as well as from other clinical
samples [6, 10, 13, 19, 20, 21, 24]. Currently, Aeromonas are considered opportunistic and
emerging pathogens in humans and may affect both inmunocompetent and
inmunocompromisedindividuals [13, 19, 21, 24]. The most prevalent species in clinical
samples, accounting for ca 96% of the clinical isolates, are Aeromonas caviae (29.9%), the
recently reclassified species Aeromonasdhakensis (25.5%), Aeromonas veronii (22%) and
Aeromonas hydrophila (18%) [21]. Among other, less frequently, isolated clinical species
is A. schubertii. This species was described in 1988 [23], as the only species of the genus
not able to ferment mannitol, using seven strains isolated mainly from soft tissue infections
and blood.Since then, three other mannitol-negative species have been described,
Aeromonas simiae[22], Aeromonas diversa[36] and Aeromonas australiensis[4].
Aeromonas schubertiihas so far been isolated from clinical samples of blood, wounds, skin,
abscess, pleural fluid and faeces [1, 11, 15, 23 25, 26, 39]. This species has also been
isolated from a variety of environmental samples, including frog skin [38], vegetables [35],
rabbit meat [42], chicken meat [5, 40], drinking water [41], freshwater where snakehead
fish are cultured [16, 30], ornamental fish aquarium water [43]and shrimps [48].
Biochemical methods used for the identification of Aeromonas to species level are
laborious and produce misidentifications [6, 28, 44]. To solve this problem, molecular
identification methods are used, i.e. 16S rDNA-RFLP and sequencing of housekeeping
genes, that are reliable in differentiating the current 30 species that compose the genus
Aeromonasl9, 27, 34].

Regarding the virulence of Aeromonas, these bacteria have pili, flagella, outer-membrane
proteins, lipopolysaccharide and capsules, and are able to produce extracellular toxins that
can have cytotonic, cytolytic, haemolytic, enterotoxic, lipolytic and proteolytic activities
[8]. They generally show antimicrobial resistance to ampicillin (a characteristic of genus),
penicillin, carbenicillin and ticarcillin, although they are generally susceptible to a wide
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range of cephalosporins, and to aminoglycosides, carbapenems, chloramphenicol,
tetracycline, trimethoprim-sulphametoxazole and quinolones [3, 12, 24, 29].

Within a separate study aimed at determining the prevalence of Aeromonas in shellfish,
three isolates of A. schubertii were recognized, and considering the rarity of this finding,
the aim of this study is to update the information of the species A. schubertii in relation to
its phenotypic differentiation from other described mannitol-negative species and to
determine the presence of virulence genes and the antimicrobial pattern. Furthermore, the

habitats from where the species has previously been recorded will be reviewed.

Materials and methods

Sample collection and Aeromonas strains

A total of 19 shellfish specimens (16 mussels and 3 oysters) were obtained from the Ebro
delta in Spain. Homogenates of 10 g of shellfish in 90 ml of alkaline peptone water
supplemented with ampicillin (10 mg/l) were incubated at 30°C for 24 h. After this
enrichment step, ten-fold serial dilutions were carried out and 0.1 ml of each dilution tube
was spread on ampicillin dextrin agar (ADA) and incubated at 30°C for 24 h. Yellow
colonies were considered to be presumptive Aeromonas and were cultured on Tryptic Soy
Agar (TSA) for further analysis.

Type and reference Aeromonas strains evaluated were obtained from our culture collection
(Table S1) which include one A. schubertii strain recovered from shellfish in the present
study, six reference A. schubertii strains and additional strains belonging to other mannitol-
negative species, i.e. A. simiae (n=2), A. diversa (n=2) and A. australiensis (n=1).

Genetic identification to genus level

From pure cultures, DNA was extracted using InstaGene "™ DNA purification Matrix (Bio-
Rad Laboratories, Hercules, CA) following the manufacturer's instructions. The presence of
the glycerophospholipid-cholesterol acetyltransferase (GCAT) gene, considered specific for
the genus Aeromonas was determined by PCR using previously described primers and
conditions [14].

Molecular typing and genetic identification to species level

The Aeromonas isolates were genotyped using the Enterobacterial Repetitive Intergenic
Consensus (ERIC) PCR using the primers ERIC-1R and ERIC2 [47]. Molecular
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identification was performed by 16S rDNA-RFLP and by sequencing the 16S rRNA, rpoD,
gyrB genes, using the procedures described in previous studies [18, 32, 45]. Sequence
correction, alignment and phylogenetic analysis were performed using the programs
DNAstar Segman (Lasergene) and Mega version 5.0 [46].

Accession numbers for 16S rRNA, rpoD and gyrB genes are LN849803 to LN849808,
LN849791 to LN849796 and LN849797 to LN849802 respectively.

Biochemical identification to species level

Key differential phenotypic tests for A. schubertii (Table 1) i.e. production of B-haemolysis
using TSA with 5% sheep blood, production of indole from tryptophan, LDC, acid
production from sucrose and mannitol and utilization of citrate and DL-lactate were
selected based on previously published data [2, 23, 31]. These tests were assayed in parallel
for the shellfish isolates, six A. schubertii reference strains from our culture collection and
three other phenotypically closely-related Aeromonas species: A. simiae (n=2), A. diversa
(n=2) and A. australiensis (n=1). The tests were carried out in triplicate using appropriate
positive and negative controls. All tests were incubated at 30°C for 24-48 h, except for the
utilization of the DL-lactate that was incubated for seven days. Additionally B -haemolysis
was also tested at 37°C for 24/48 h.

Detection of virulence genes and antimicrobial susceptibility

The seven A. schubertii strains analysed in the present study were screened for the presence
of several virulence genes encoding toxins (act, alt, ast, stx1 and stx2), enzymes (aer and
ser), effector and structural proteins of the type three secretion system (TTSS; aexT, aopP,
asc-V and ascF-G) and a flagella structural protein (lafA) by PCR using previously
described primers and conditions [7].

Antimicrobial susceptibility was determined using the disk-diffusion method following the
criteria of the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI 2010, M45-A2) [17]. The
antimicrobials tested were: piperacillin (100 ug), cefoxitin (30 pg), ceftriaxone (30 pg),
cefepime (30 pg), aztreonam (30 pg), imipenem (10 pg), gentamicin (10 pg), amikacin (30
ug), ciprofloxacin (5 ug), trimethoprim-sulphametoxazole (1.25 pug + 3.75 pg) and
tetracycline (30) ug.

209



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
AEROMONAS, UN MICROORGANISMO AMBIENTAL DE IMPORTANCIA EN SALUD HUMANA Y ANIMAL.
Fadua Leila Latif Eugenin

Diposit Legal:

T 73-2016

Results

Molecular identification and characterization of A. schubertii

Among the 19 shellfish samples analysed, four (21.1%, three mussels and one oyster) were
positive for the presence of Aeromonas and the 10 isolates obtained were confirmed to
belong to the genus on the basis of the presence of the 230 bp genus-specific PCR band of
the GCAT gene. The ERIC-PCR showed that the 10 isolates belonged to six genotypes or
strains. Only one isolate representative of each genotype was identified by sequencingthe
rpoD gene and revealed that four of the six strains correspond to Aeromonas media
(66.7%), one to Aeromonas allosaccharophila (16.7%) and one to A. schubertii (16.7%).
The 3 isolates of A. schubertii (367A, 367C and 367D) showed identical ERIC-PCR
profiles and were all recovered from the same mussel sample. The rpoD gene of strain
367A also showed 99.5% identity with the type strain of A. schubertii. The isolate A.
schubertii 367A was re-identified using the 16S rDNA-RFLP method and sequencing the
16S rRNA and gyrB genes. This isolate in parallel to the other six A. schubertii strains
analysed shared an identical 16S rDNA-RFLP pattern (with bands at 228, 207, 195, 180,
172, 157, 78, 69, 66, 47 and 40 bp). The sequences of the 16S rRNA gene obtained
clustered with the sequence of the type strain of A. schubertii in the phylogenetic tree (Fig.
S1), as occurred in the tree constructed using the concatenated gyrB and rpoD gene
sequences (Fig. 1).

Evaluation of diagnostic phenotypic tests

All A. schubertii strains showed an identical behaviour in the phenotypic tests assayed
being positive for PB-haemolysis at both temperatures tested (30°C and 37°C), LDC,
utilization of citrate and DL-lactate but negative for the production of indole and acid from
sucrose and mannitol (Table 1).

Virulence genes and antimicrobial susceptibility

The seven A. schubertii strains studied carried both the aer and lafA genes that encode for
aerolysin and lateral flagellum respectively, but none of the other 10 virulence genes (act,
alt, ast, stx1, stx2, ser,aexT, aopP, asc-V and ascF-G) could be detected.

Strain 367A and the other six A. schubertii strains used in this study, were susceptible to all
antibiotics tested: piperacillin, cefoxitin, ceftriaxone, cefepime, aztreonam, imipenem,

gentamicin, amikacin, ciprofloxacin, trimethoprim-sulphametoxazole, and tetracycline.
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Discussion

As commented, the 16S rRNA-RFLP patterns obtained for the strain 367A and the other six
A. schubertii strains were identical to the one described as species-specific for A. schubertii
[18]. These results together with those obtained with the sequenced genes confirmed the
identity of strain 367A as A. schubertii. From our review of the literature (Table 2), this is
the first report of A. schubertii from shellfish. So far, reports of this species in
environmental samples appear in only 10 studies. In a study performed in the year 2000,
was isolated 1 (2.3%) strain among 43 Aeromonas isolates from frog skin (Rana tigerina
and Rana rugulosa) [38]. In the same year, A. schubertii was the most commonly isolated
Aeromonas species in vegetables, mainly carrot, cucumber and pepper, being present in
18/86 (21%) samples analysed [35]. In another study, were examined rabbit meat as a
potential source of food borne pathogens and found that 18/54 (33.3%) isolates were
identified as Aeromonas sp. and 1/18 (5.6%) as A. schubertii [42]. One A. schubertii isolate
was identified in 30 samples analysed from chicken meat (3.3%) [5]. In another study, the
authors analysed drinking water for the presence of Aeromonas sp. and reported an
incidence of this genus of 6% (12/200 water samples) identifying one (1%) A. schubertii
strain among the 96 Aeromonas isolates recovered [41]. More recently, another study
reported that 8/57 (14.03%) of the chicken meat samples analysed were positive for
Aeromonas and identified one (12.5%) of the eight isolates recovered as A. schubertii [40].
It is important to highlight that all the above cited studies (Table 2) used phenotypic
methods for the identification to species level. The stability of the phenotypic
characteristics of the species A. schubertii observed in this study may indicate that
identification was correctly performed in previous studies that used these tests.

Other authors have used molecular techniques to identify Aeromonas to species level. In
the year 2012, was reported the first case of A. schubertii infection in snakehead fish
(Ophiocephalus argus) in China, causing about 45% mortality. In the latter study 8 isolates
were recovered from liver (n=2), kidney (n=2), blood (n=2) and spleen (n=2) in pure
culture and were identified as A. schubertii by phenotypic tests and by sequencing the 16S
rRNA and three housekeeping genes (gyrB, rpoD and dnaJ) [30]. The analysis of some of
these sequences in our study seem to indicate that they were all clonally related because the

rpoD and gyrB sequences were identical (Fig. 1).
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High mortality was also reported in a fish farm of another snakehead fish species (Channa
maculata) where three isolates were recovered in pure culture and were identified as A.
schubertii using phenotypic tests and 16S rRNA gene sequencing [16]. In both studies [16,
30] mentioned above, the only bacteria isolated from diseased fish wasA. schubertii. Using
a combination of traditional molecular approaches and pyrosequencing, A. schubertii was
found within microbial communities in ornamental fish aquarium water [43]. Aeromonas
sp. were present in seven of the 14 tanks analysed and A. schubertii was recovered from
two of them (28.6%) [43]. More recently, in a study conducted in Thailand, Aeromonas was
found in 14/18 (78%) samples of marine shrimps (Litopenaeus vannamei and Penaeus
monodon) cultured in low salinity inland ponds, and two (2.3%) of the 87 Aeromonas
isolates recovered were identified as A. schubertii by sequencing the gyrB and cpn60 genes
[48].

So far, A. schubertii has rarely been isolated from human samples (Table 2). Those isolates
recovered have mainly been from extra-intestinal origins such as blood, pleural fluid, skin
and soft tissue infections [1, 11, 15, 23, 26]. Only two studies have reported isolation of this
species from stool samples [25, 39]. The first, 602 samples from patients who were
suffering acute diarrhoea in Kolkata (India) were analyzed. Among the Aeromonas strains
recovered from 64 (10.6%) samples, A. schubertii accounted for 4% (3/64) of them [25].
The other study, performed in Brazil, reported one isolate (1.8%) of A. schubertii among
the 56 Aeromonas strains recovered from stool samples of hospitalized newborn babies
[39].

The 16S rRNA-RFLP patterns obtained for the seven A. schubertii strains analysed in the
present study were identical to the previously described specific pattern for the species [18]
showing that this technique is still useful for the identification of this species. This is
important because since the method was first described the genus has enlarged by 16 new
species [9]. Identity was further confirmed by sequencing the 16S rRNA, rpoD and gyrB
genes, again demonstrating the effectiveness of using housekeeping genes to differentiate
and identify correctly all species of Aeromonas [32, 45]. Despite the geographical diversity
of the studied isolates (Table S1) and using the sequences available from other studies to
determine the genetic diversity (Figures S1 and 1), this species shows a high degree of

genetic homogeneity in the genes analysed.
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In relation to the phenotypic tests carried out, our results agree with the original description
[23] apart from the ability of the type strain ATCC 43700 to produce p-haemolysis, being
negative in the original description but positive in the present study. However, it is well
known that haemolytic activity depends on the incubation temperature and type of blood
(Table 1). Production of B-haemolysis was also observed on horse and bovine blood agar
plates at 37°C for 18-24 h in one A. schubertii strain recovered from raw chicken [5]. Table
1 shows that the reported biochemical behaviour of A. schubertii is highly stable (except for
discordant results of LDC and citrate [16]) and based on the tests assayed the species
phenotype can be recognized and differentiated easily from other mannitol-negative
species (A. simiae, A. diversa and A. astraliensis). However, considering the variability
reported across studies that use different media and incubation temperatures, haemolysis
may not be a useful character for species identification. Regarding the detection of
virulence genes, the seven A. schubertii strains carried the aer and lafA genes but the act,
alt, ser, ast, stx1, stx2 and TTSSgenes could not be detected. Table 2 gives a summary of
other virulence genes studied by other authors and among those most commonly detected
by PCR were aer, lafA/fla, ela, hlyA and ast [16, 25, 42, 48]. However, we must emphasize
that detecting virulence genes by PCR has some limitations. Testing may generate false
negatives depending on the sequence being complementary to the primers used. Therefore a
negative result by PCR does not necessarily determine the real absence of virulence genes
within a bacterium’s genome nor does its presence indicate that the gene is expressed. In
order to avoid this problem, primers used in the present study were aligned with sequences
deposited by different authors in the NCBI database. The aligned sequences were then
compared with the draft genome of A. schubertii CECT 4240" (PRJEB7038) to observe
their percentage similarity (Table 3). It was found that both aer and lafA virulence genes
detected by PCR are present in the draft genome of A. schubertii CECT 4240", with a
percentage similarity ranging between 81% - 91% for aer gene and 76% - 85% for lafA
gene (Table 3). However, the ast gene, which was not detected by PCR, was in fact present
in the draft genome of A. schubertii CECT 4240". This disagreement might be due to the
low complementary sequence of the primers with the targeted sequence. Since the draft
genome of A. schubertii CECT 4240" makes up 25% of the complete genome, the real

absence of other virulence genes cannot be guaranteed.
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In another study that evaluated the pathogenicity of A. schubertii using cell cultures, it was
shown that one isolateof A. schubertii recovered from fresh chicken meat presented
cytotoxic but not cytotonic activity in Vero cells [5]. However, one A. schubertii isolate
recovered from drinking water that produced a cytotonic activity in Y-1 mouse adrenal
cells [41]. The authors determined that this toxin was detected after exposure of the extracts
at 56°C for 15 minutes. Furthermore, both one A. schubertii strain isolated from frog skin
and the type strain (CECT 4240") of the species showed a low haemolytic activity when
they were exposed to frog red blood cells [38]. It is clear that variation in relation to the
presence of virulence genes or activity indicate that these tend to be strain specific within a
species.

The seven A. schubertii strains used in this study were susceptible to all 11 antibiotics
tested (Table 2). Similar results were obtained for other authors, who reported that the eight
A. schubertii strains isolated from snakehead fish (Ophiocephalus argus) were susceptible
to ciprofloxacin, gentamicin, kanamycin and sulfamethoxzole-trimethoprim; however,
contrary to our results their fish strains were resistant to piperacillin [30]. In another study
was reported that three A. schubertii isolates recovered from other types of snakehead fish
(Channa maculata) showed susceptibility to all antimicrobials tested, with the exception of
aztreonam [16]. During this year was reported that two A. schubertii isolates, recovered
from shrimps, were susceptible to cefotaxime, imipenem, aztreonam, gentamicin,
tetracycline and trimethoprim-sulphametoxazole. However, there were contradictory results
on the resistance of clindamycin [48].

Susceptibility to a wide spectrum of antibiotics has also been observed in clinical isolates of
A. schubertii (Table 2). Three A. schubertii strains (2 recovered from leg wounds and the
type strain ATCC 43700") were susceptible to all antibiotics tested [11]. However, in 1999,
were determined the susceptibility patterns for 12 A. schubertii clinical strains. While 100%
of the strains were susceptible to ceftriaxone, aztreonam, imipenem, ciprofloxacin and
sulfamethoxzole-trimethoprim, 92% were susceptible to piperacillin, gentamicin and
amikacine and there was a variable response for cefoxitin (83% were susceptible) and
tobramicin (58% were susceptible) [37]. In another study, one A. schubertii strain was
isolated from a patient who presented a fatal case ofnecrotizing fasciitis. The strain was

susceptible to broad-spectrum cephalosporins, aminoglycosides and tetracycline but was
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resistant to piperacillin [26], being the latter result in disagreement with the result obtained
for our strain. In a more recent study, was studied one A. schubertii strain associated with
skin and soft tissue infections that was susceptible to a spread-spectrum of cephalosporins,
aminoglycosides and imipenem, but was resistant to cephazolin [15].

In conclusion, key phenotypic tests for A. schubertii have shown to be stable and useful for
differentiating it from other mannitol-negative Aeromonas species. All A. schubertii strains
were susceptible to all antimicrobials tested, in agreement with previous studies, showing
that there is a wide diversity of antimicrobials that might be useful for treating an A.
schubertii infection. To our knowledge, this is the first time that A. schubertii has been
isolated from shellfish, and considering this species is potentially pathogenic to humans and
the fact that the mussels can be consumed raw or poorly cooked, its presence in shellfish is

of public health concern.
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Table 1. Key phenotypic tests for the differentiation of A. schubertii from other D-mannitol non-fermentative Aeromonas species.

Results (% positivity) obtained from different studies

A. schubertii Asimiae  Adiversa P
Test
This thcnkerpi?;ﬂ_ Carnahanet  Abbott et al. Lu and Li, Chen et al. Harf-Monteil GaI:Abliga:ar:e;I. ( RoAnrqznegta;zl.
Stfdya (1988) al. (5989) (2903) (2(312) (2(212) etal. (_ 2004) 2010) (2013)
(n=7) (n=7) (n=13) (n=12) (n=18) (n=13) (n=2) (n=2) (n=1)
B-haemolysis + (100)° V (71)° + (100)° V (75)° NA NA - (0) + (100) +(100)
Indole - (0) -(0) - (0) - (8) - (0) - (0) - (0) +(100) + (100)
production
LDC +(100) +(100) +(100) +(85) +(100) - (0) +(100) - (0) +(100)
Acid from
Sucrose - (0) -(0) - (0) - (0) - (0) -(0) +(100) - (0) +(100)
Utilization of
Citrate + (100) +(86) + (100) V (58) NA - (0) - (0)f - (0) - (0)
DL -lactate +(100) NA NA V (58) NA NA + (100)f -(0) + (100)

3A. schubertii strains used in this study are: 367A (which showed identical phenotypic response to 367C and 367D strains), CECT 4240", ATCC 43701, CECT 4243,
LMG 12655, LMG 12668 and 186, our results are in bold; "All strains, including the type strain ATCC 43700, were positive using TSA with 5% sheep blood both at
30°C and 37°C for 24 h of incubation; The type strain ATCC 437007 was negative using TSA with 5% sheep blood at 36°C up to 7 days; ®All strains, including the
type strain ATCC 43700", showed weak haemolytic activity in TSA with 5% sheep blood and strong haemolytic activity in TSA with 5% horse blood, both at 22°C
and 37°C; ®9/12 A. schubertii strains presented haemolytic activity when they were cultured on TSA with 5% sheep blood at 35°C for 7 days; "These tests were not
carried out in the original description, therefore the results correspond to those obtained in our laboratory; NA: not data available; +, 85-100% of strains positive; -,

0-14% of strains positive; V, 15-84% of strains positive.
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Table 2. Identification methods, antimicrobial susceptibility and virulence genes analyzed in A. schubertii strains from different origins.

Type of samples Identification methods Antimicrobial susceptibility

analyzed (n) Virulence genes

studied by PCR?

Authors

Blood (2), forehead

abscess (1= ATCC

43700"), wound (1), Phenotypic and DNA-DNA hybridization
skin (1), pleural fluid

(1), arm drainage (1)

S: CEP, CHL, COL, GEN, NAL, TCY
R: AMP, PEN, KAN, TCY

Hickman-Brenner et

al. 1988" ND

S: PIP, CEP, FOX, CRO, IPM, GEN, CIP, SXT, TCY, but AMK,
TOB and TIC (66,6% of the strains) ND
R: AMP (66,6% of the strains)

Wound (2) and Phenotypic (API 20E and MicroScan Gram Negative

C
Carnahan et al. 1989 forehead abscess (1)' Combo Panel 7)

Wound (4)", blood (3),
arm (1) pleural fluid

Kokka et al. 1992 (1), skin (1), forehead Phenotypic (classical method) ND ND
abscess (1)
Abbott et al. 1998 Blood (1) Phenotypic (classical method) ND ND

S: CRO, ATM, IPM, CIP,SXT and PIP, GEN, AMK (92% of the
Human infection (12) NA strains), FOX, TIC (83% ), SAM (75%) and TOB (58%) ND
R: AMP

Overman and Janda
1999°

Frog skin (1),forehead

Pearson et al. 2000 abscess (1) Phenotypic (API20E and AeroKey I1) ND ND
b . R: CHL, ERI, NOV, TCY, SXT, VAN, GEN (89% of the strains),
Kannan et al. 2001 Faeces (3) Phenotypic (AeroKey II) NEO, COL, PLB (95% of the strains) ast, aer, hlyA
Carrot (6), cucumber
and pepper (3 each),
McMahon and broccoli, cauliflower, .
Wilson 2001 celery, cherry tomatoes, Phenotypic (AeroKey 1) ND ND
courgette, lettuce,
mushroom (1 each)
Bashir Awan et al. Fresh chicken (1) Phenotypic (API20E and AeroKey I1) ND

2006 ND
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Table 2 (continuacion 1). Identification methods, antimicrobial susceptibility and virulence genes analyzed in A. schubertii strains from different origins.

Authors

Type of samples
analyzed (n)

Identification methods

Antimicrobial susceptibility Virulence genes

studied by PCR?

Rodriguez-Calleja et
al. 2006

Razzolini et al. 2008

Pereira et al. 2008°

Liu and Li 2012°

Smith et al. 2012

Kao and Kao 2012°

Chen etal. 2012°

Rabbit meat (1)

Drinking water (1)

Faeces(1)

Blood, kidney, spleen
and liver (2 each) of
snakehead fish
(Ophiocephalus argus)

Ornamental fish
aquarium water(2)

Necrotizing fasciitis

)

Snakehead fish
(Channa maculata, 3)

Phenotypic (classical method)

Phenotypic (classical method)

Phenotypic (classical method)

Phenotypic (classical method) and molecular (16S rRNA,
gyrB, rpoD and dnaJ genes)

Molecular (pyrosequencing)

Phenotypic (classical method)

Phenotypic and molecular (16S rRNA gene)

223

ND aerA, hlyA

ND ND

S: CHL, CRO, NAL, NIT, CIP, GEN, IMP, SXT, TCY

R: CEP, FOX ND
S: CEP, CHL, CIP, FOS, GEN, KAN, NEO, NOR, OFX,
OXI, SXT, TOB ND
I: ERI, CLR
R: AMP, PIP, CLI, VAN, RIF
ND ND
S: GEN, TCY, SXT, CHL ND
R: CEP, AMP, CAR
S: AMK, KAN, PIP, SXT, GEN, CEP,TCY, ERI, LVX, FOX,
FEP, CFP, NIT, TOB, CRO, OFX, CHL, NOR, CIP -
hiyA, ela, lip

I: PLB, VAN
R: CLR, PEN, CLI, OXA,ATM
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Table 2 (continuacion 2). Identification methods, antimicrobial susceptibility and virulence genes analyzed in A. schubertii strains from different origins.

Authors Type of samples Identification methods Antimicrobial susceptibility

analyzed (n) Virulence genes

studied by PCR?

Chao et al. 2013° Skin (1) Phenotypic (classical method) ; ',AA\\IP\AA}; GEN, CRO, FEP, IPM ND
Rather et al. 2014 Chicken meat (1) Phenotypic (classical method) ND act, alt, ast
S: CEP, CTX, IPM, ATM, GEN, TCY, CHL, NAL, NOR, act alt. ast aer. asc-
Yano et al. 2015° Shrimps (2) Molecular (16S rRNA, gyrB and cpn60 genes) SXT Y ’aexT’ fIa’ ela{ lip?
R: AMP, SAM, ERI, CLI ' HE
Mussel (1), wound (4)", act, alt, ast, stx1,
. b skin (1), forehead Phenotypic and molecular (16S rDNA-RFLP and 16S . stx2, aer, ser, aext,
This study abscess (1)’ rRNA, rpoD and gyrB genes) ?CI?:P FOX, CRO, FEP, ATM, IPM, GEN, AMK, CIP, SXT, a0pP. asc.V, ascF-G,
lafA

S: susceptible, I: intermediate susceptibility, R: resistant; AMK: amikacin, AMP: ampicillin, SAM: ampicillin-sulbactam, ATM: aztreonam, CAR: carbenicillin,
FEP: cefepime, CFP: cefoperazona, FOX: cefoxitin, CTX: cefotaxime, CRO: ceftriaxone, CEP: cephalotin, CIP: ciprofloxacin, CLR: clarithromycin, CHL:
chloramphenicol, CLI: clindamycin, COL: colistin, ERI: erythromycin, FOS: fosfomycin, GEN: gentamicin, IPM: imipenem, KAN: kanamycin, LVX:
levofloxacin, NAL: nalidixic acid, NEO: neomycin, NIT: nitrofurantoin, NOR: norfloxacin, NOV: novobiocin, OFX: ofloxacin, OXA: oxacillin, OXI:
oxytetracycline, PEN: penicillin, PIP: piperacillin, PLB: polymyxin B, RIF: rifampicin, TCY: tetracycline, TIC: ticarcilina, TOB: tobramycin, SXT:
trimethoprim-sulphametoxazole, VAN: vancomycin. *The genes that were detected by PCR are shown in bold. "The authors used the disk-diffusion method for
the antimicrobial susceptibility study, “The authors used the micro dilution method (MicroScan) for the antimicrobial susceptibility study. %In this study, the 3 A.
schubertii strains were phenotypically tested for haemolysis, elastase (66.7 % of the strain were positive in both cases) and lipase (100% of the strains were
positive) production. ®In this study, the 2 A. schubertii strains were phenotypically tested for haemolytic, DNase, protease and gelatinase activity, with positive
results in all cases, "These strains were used in the original description (Hickman-Brenner et al., 1988), ND: not done, NA: not data available (the strains were
previously identified).
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Table 3. Blast results obtained between sequences of A. schubertii virulence genes and the genome of A. schubertii CECT 4240" (PRJEB7038).

Sequences downloaded from NCBI database

Presence (+) or absence (-) of genes in the

Genes genome of A. schubertii CECT 4240" and
i t imilarit
Size (bp) Reference strains Authors Accession number percentage simuartty
Ast? 4623 A. hydrophila SSU Shaet al., 2002 AF419157 (+) 89% similarity
Alt* 1371 A. hydrophila Chopra et al., 1996 L77573 )
stx1? 350 A. caviae 885C /ohert & FIgueras, - Gu130285 O
stx2? 406 A. caviae 819C /ohert & Flgueras, - Gu130286 O
- 354 A. schubertii ZS20100725  Chenetal., 2012 JF298812 )
Haemolysin B ] o
626 A. schubertii WL-2 Lui C® JX996182 (+) 81% similarity
Hole-forming
Preprotoxin aerolysin 2346 A. hydrophila AEOHFPA Howard et al., 1987 M16495 (+) 89% similarity
gene?
Aerolysin® 4343 A. veronii MTCC 3249 Dayananda et al.,* EF034117 (+) 91% similarity
Serine protease and .
Chaperone protein 2358 A. trota 701 ;’glﬁhashl etal, KF914659 )
gene?
serA? 1875 A. hydrophila AH-1 Yu et al., 2005 AY841795 )
Laf 35945 A. hydrophila Merino et al., 2003 DQ124694 (+) 76% similarity
a
9117 A. salmonicida Merino et al., 2003 AY129557 (+) 85% similarity
26855 A. hydrophila SSU Sha et al., 2005 AY763611 )
TTSS locus? )
26160 A. hydrophila AH-1 Yuetal., 2004 AY394563sd )
- 2742 A. salmonicida A449 Decanay et al., 2006  DQ386860 )
aex
2151 A. salmonicida FJ2267 Fehr & Frey® AJ578475 )

ast: heat-stable cytotonic enterotoxin, alt; heat labile cytotonic enterotoxin, stx1: shiga toxin 1, stx2: shiga toxin 2, serA: serine protease, lafA: lateral flagellin,
TTSS: type three secretion system, aexT: TTSS effector protein; *Complete gene sequence, °Partial gene sequence , ‘Unpublisheddata.
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A. allosaccharophila CECT 41997
A. allosacharophila CECT 4909

A. finlandiensis CECT 8028"
A. finlandiensis AE119

A. veronii CECT 42577

A. veronii CECT 4906

A. australiensis CECT 80237
A. fluvialis CECT 74017

A. fluvialis AMID3-B

A. sobria CECT 42457
A. sobria CECT 4249

100

100

A. cavernicola DSM 244747

A. salmonicida CECT 8947
A. salmonicida CECT 5173

-A. popoffii LMG17544

-A. popoffii CECT 51767

100A. bestiarium CECT 42277

A. bestiarum MDC 162

A. piscicola CECT 74437

A. piscicola MDC 2518

A. media MDC219

A. media CECT 42327

A. tecta MDC 95

A. tecta CECT 70827

A. eucrenophila CECT 42247

A. eucrenophilaCECT 4854

A. encheleia CECT 43427

A. encheleia CECT 5028

A. aquatica CECT 8025"

A. aquatica HE157

100 [A. bivalvium CECT 71137
A. bivalvium CECT 7112
1QQ[A- molluscorum CECT 58647
A. molluscorum CECT 5865
lQQEA. rivuli DSMZ32
A. rivuli CECT 75187

A. taiwanensis CECT 7403"

J:. taiwanensis 4A21C

%A. sanarellii CECT 7402"
A. sanarellii 11A9B

A. caviae CECT 4221

A. caviae CECT 838"

99 A. hydrophila CECT 839"
{A. hydrophila MDC 240
A. dhakensis CECT 57447
-A. dhakensis MDC442

100 EA. trota CECT 4487
A. trota CECT 42557
A. jandaei CECT 42287
-A. jandaei CECT 4813

7 A. lacus CECT 80247
c A. lacus AE204

100

100]

100 —A. simiae IBS S6874"
L—A simiae MDC 2374
A. diversa CECT 42547
A. diversa MDC 2583

A. schubertii ATCC 43701
A. schubertii CECT 4243
A. schubertii LMG 12668
A. schubertii LMG 12655
A. schubertii 186

A. schubertii CECT 42407
367A

-A. schubertii HYK2

. schubertii HYL1

. schubertii HYB2

SLA. schubertii HYB1

A. schubertii HYS1

. schubertii HYK1

55 -A. schubertii HYL2

‘A. schubertiiHYS2

100

66|

0.01
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Spain Mussel
China Kidney - fish?*
China Liver - fish®
China Blood - fish?
China Blood - fish®
China Spleen - fish*
China Kidney - fish?®
China Liver - fish?*
China Spleen - fish?
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Figurel. Unrooted phylogenetic tree derived from rpoD and gyrB genes (1399 bp)
concatenated sequences showing the relationships between strain 367A with all other
described species in the genus Aeromonas. The tree was constructed using the
neighbour-joining method. Numbers at nodes indicate bootstrap values (percentage of
1000 replicates). Bar, 0,01 substitutions per nucleotide positions. The sequences
deposited in the NCBI database by “Liu and Li (2012) were used.Country and source of

isolation is indicated at the side of each A. schubertii strain.

227



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
AEROMONAS,
Fadua Leila Latif Eugenin

UN MICROORGANISMO AMBIENTAL DE IMPORTANCIA EN SALUD HUMANA Y ANIMAL.

A. molluscorum CECT 5864 (AY532691)
A. aquatica CECT 8025" (HG970952)

A. tecta CECT 7082" (HQ832416)

A. encheleia CECT 43427 (HQ832414)

A. eucrenophila CECT 42247 (X60411)

A. media CECT 42327 (X60410)

A. hydrophila CECT 839" (X60404)
A. popoffii CECT 5176" (HQ832415)
A. bivalvium CECT 7113 (DQ504429)
A. sobria CECT 42457 (X60412)

A. rivuli CECT 75187 (FJ976900)

—A. salmonicida CECT 894" (X60405)

g1 bestiarum CECT 42277 (X60406)
IA. piscicola CECT 7443" (HQ832417)

74

A. finlandiensis CECT 80287 (LM654283)
A. jandaei CECT 42287 (X60413)
— A sanarellii CECT 7402" (FJ230076)

A. trota CECT 4245" (X60415)
A. caviae CECT 838" (X60408)

A. taiwanensis CECT 7403" (FJ230077)
A. dhakensis CECT 5744 (AJ508765)

A. cavernicola DSM 24474 (HQ436040)
A. fluvialis CECT 74017 (F1230078)
A. lacus CECT 8024" (HG970953)

gslA. allosaccharophila CECT 4199" (S39232)
IA. australiensis CECT 8023 (HG611955)

A. simiae IBS-S6874" (GQ860945)

A. diversa CECT 4254T(GQ365710)

. schubertii ATCC 43701 (LN849806)
'/A. schubertii CECT 4243 (LN849807)
/A. schubertii LMG 12665 (LN849805)

75

A. schubertii LMG 12668 (LN849804)
A, schubertii CECT 42407 (X60416)
A. schubertii HYK1 (GQ844301)

87 IA. schubertii HYL1 (GQ844300)

IA. schubertii HYB1 (GQ845450)
'A. schubertii HYS2 (GQ845453)

A. schubertii 186 (LN849808)
367A (LN849803)

90

63IA. schubertii HYB2 (GQ845451)
A

. schubertii HYL2 (GQ844302)

. schubertii ZS20100725 (HQ407423)

A. schubertii ZS20100725-1 (HQ541164)

A. schubertii Z520100725-2 (HQ541165)
schubertii HYS1 (GQ845452)

'A. schubertii HYK2 (GQ844303)

Diposit Legal: T 73-2016
71
89
A. veronii CECT 42577 (X60414)
83
54
96
71

58
[94]
65|

0,002
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USA Wound - human
Sweden Wound - human
Sweden Wound - human
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Figure S1. Unrooted phylogenetic tree derived from 16S rRNA gene (1298 bp)
sequences showing relationships of strain 367A with all other described species in the
genus Aeromonas. The tree was constructed using the neighbour- joining method.
Numbers at nodes indicate bootstrap values (percentage of 1000 replicates). Bar, 0,002
substitutions per nucleotide positions. The sequences deposited in the NCBI database by
“Lui and Li (2012) and by °Chen et al. (2012) were used. Country and source of

isolation is indicated at the side of each A. schubertii strain.
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Table S1. Aeromonas strains used in the present study.

Source of isolation

Species Strains Other designations Country (City)
(Data patient)

A. schubertii 367A* Mussels Spain (Tarragona)

A. schubertii CECT 4240"" ATCC 43700", LMG 9074 Forehead abscess (injury from  USA (Texas)
diving accident)

A. schubertii ATCC 43701° CDC 9180-81, LMG 13473 Skin (NA) USA (Florida)

A. schubertii CECT 4243° ATCC 43945, CDC 2508-86 Wound (infection around the USA (Louisiana)
folds of the fingernails)

A. schubertii LMG 12655 CECT 4933, AMC 1108 Leg wound (35 year old man Sweden (Goteborg)
with enteritis)

A. schubertii LMG 12668 CECT 4934, AMC 4396 Leg wound (36 year old Sweden (Goteborg)
woman)

A. schubertii 186 Wound (NA) Australia (NA)

A. simiae IBS S-6874" LMG 22269", DSM 16559" Monkey faeces France (Strasbourg)

A. simiae MDC 2374 Swine faeces Portugal (Vila Real)

A. diversa CECT 42547 ATCC 43946", CDC 2478-85" Leg wound (right tibia) USA (Louisiana)

A. diversa CECT 5178 ATCC 700064, CDC 2555-87 Fracture wound (NA) USA (Louisiana)

A. australiensis CECT 8023" LMG 267077, CCM 84847 Irrigation water system Australia (NA)

*The isolates 367A, 367C and 367D recovered in this study presented the same genotypic pattern, "These strains correspond to 3 of the 7 A. schubertii strains used in the

original description (Hickman-Brenner et al., 1988), NA: not data available.
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4.3.5. Identification error of Aeromonas aquariorum: a causative agent of septicemia.
Morinaga Y, Yanagihara K, Latif-Eugenin F, Beaz-Hidalgo R, Kohno S, Figueras
MJ. Diagn. Microbiol. Infect. Dis. (2013) 76:106-1009.

Resumen

La re-identificacion genética de siete aislados de Aeromonas recuperados a partir de
sangre reveld que los sistemas fenotipicos de identificacion identificaron erroneamente
cinco (71,4%) de ellos. Entre las cepas de Aeromonas, A. aquariorum fue la especie mas
frecuentemente mal identificada y ademas se observé que mostraba una mayor actividad
citotoxica en lineas celulares sanguineas humanas, lo que sugiere la importancia de una

identificacion correcta de A. aquariorum.
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A genetic reidentification of 7 Aeromonas blood isolates revealed that phenotype-based identification systems
misidentified 5 (71.4%) isolates. In Aeromonas strains, A. aquariorum was the most common misidentified
organism and showed the most potent cytotoxic activities against human blood cell lines, suggesting that the
correct identification of A. aquariorum is important.

© 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.

The genus Aeromonas is composed of oxidase-positive, glucose-
fermenting, Gram-negative rods that are widely distributed in
freshwater, estuarine, and marine environments, and causes a variety
of human illnesses such as enterocolitis and septicemia (Figueras,
2005; Janda and Abbott, 2010; Morinaga et al., 2011). We previously
reported that Aeromonas septicemia occurred frequently in hospita-
lized patients with underlying diseases including malignancy in Japan
(Morinaga et al., 2011). Phenotypical differentiation of the genus
Aeromonas or its species has been recognized to be difficult because of
the nonuniform biochemical reactions and can lead to misidentifica-
tion (Abbott et al., 2003; Aravena-Roman et al., 2011; Figueras, 2005;
Figueras et al., 2011b). The acid production from arabinose and the
production of urocanic acid and sodium dodecyl sulfate have been
proposed for discriminating A. aquariorum from other species (Esteve
et al,, 2012), but the molecular identification has been emphasized as
an alternative method for the correct identification (Figueras et al.,
2011a; Puthucheary et al., 2012). To examine the clinical importance
of the correct identification, we molecularly reidentified the isolates
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0732-8893/$ - see front matter © 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.
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included in our previous report and evaluated the virulence genes and
cytotoxicity on human cell lines.

Seven Aeromonas strains recovered from 7 cases with septicemia
(1 strain did not regrow) (Morinaga et al., 2011) were reidentified by
sequencing the rpoD gene using primers and conditions previously
described (Soler et al, 2004). The sequences obtained were
independently aligned using the MEGA5 program with the sequences
of the type and reference strains of all members of the genus
Aeromonas taken from our in-house database (Martinez-Murcia et al.,
2011). Percentage similarity was calculated using the EzTaxon
pairwise alignment tool (Chun et al., 2007). Genetic distances and
clustering were determined using Kimura's (1980) 2-parameter
model, and the evolutionary tree was constructed by the neighbour-
joining method (Saitou and Nei, 1987) using the MEGA5 program
(Tamura et al., 2011). Stability of the relationship was assessed by the
bootstrap method (1000 replications).

Sequence-based analysis identified 4 of the 7 isolates as A.
aquariorum and the rest as A. hydrophila, A. caviae, and A. veronii
(Fig. 1 and Table 1). Only 2 (28.6%) of 7 strains were correctly
identified by phenotypic identifications (Vitek 2 [bioMerieux, Hazel-
wood, MO, USA] and Phoenix 100 systems [BD, Franklin Lakes, NJ,
USAJ). The species A. aquariorum was phenotypically misidentified as
A. hydrophila in agreement with a previous study (Aravena-Roman
et al.,, 2011), but also as A. veronii bv sobria, despite misidentification
with A. caviae (Figueras et al., 2009).

A. aquariorum is a novel species of the genus Aeromonas (Esteve
et al, 2012; Martinez-Murcia et al., 2008, 2009) and has been
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Fig. 1. Unrooted neighbor-joining phylogenetic tree based on the combined stretch of rpoD (790 bp) gene sequences showing the relationship within the genus Aeromonas of 7
clinical strains. Type strains are in bold font. Numbers at nodes indicate bootstrap values (1000 replicates). The scale bar represents 1 nucleotide substitution per 50 nucleotides.
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Table 1

Phenotypic and molecular identification and pattern of virulence genes of the clinical isolates of Aeromonas strains recovered from septicemia cases (Morinaga et al., 2011) in Japan.

Strains Identification PCR detection of virulence genes LDs (%) after stimulation with Severity scoring
bacterial culture media®
Phenotypic rpoD gene aerolysin/hemolysin act alt ast THP-1 cells HL-60 cells SOFA SAPS 11

AEBO1 A. hydrophila A. hydrophila + + + + 0.30 £+ 0.07 0.53 £ 0.19 1 18
AEBO02 A. hydrophila A. veronii + + - - >1.0 >1.0 12 62
AEB03 A. hydrophila A. aquariorum - - + — 0.25 + 0.01 0.58 + 0.06 8 51
AEB04 A. hydrophila A. aquariorum + + + — 0.09 + 0.01 0.25 £+ 0.02 3 35
AEBO5 A. caviae A. caviae - - - - >1.0 >1.0 10 58
AEBO6” A. veronii bv. sobria A. aquariorum + + + + 0.08 £ 0.01 0.21 + 0.04 13¢ 73¢
AEBOGR® A. veronii bv. sobria A. aquariorum + + + + 0.04 & 0.00 0.11 £ 0.02

PCR = Polymerase chain reaction.
¢ Values are expressed as mean + SEM (n = 3).
b Strains AEBO6 and AEBOG6R were isolated from the same patient on different days.
¢ Scores at the first onset of the patient.

indicated as a pathogenic bacterium in humans (Aravena-Roman et
al., 2011; Figueras et al., 2009). While A. hydrophila, A. caviae, and A.
veronii bv. sobria have been recognized as the most common
Aeromonas species associated with septicemia (Janda et al., 1994),
we identified A. aquariorum strains with a higher frequency (57.1%
including a case with 2 strains) compared to previous reports in
Australia (30.4%) and Malaysia (50.0%) (Aravena-Roman et al., 2011;
Puthucheary et al., 2012). These indicate that A. aquariorum should be
noticed globally as a causative agent of septicemia. A. aquariorum can
lead to invasive infectious diseases (Figueras et al., 2011b); however,
there are still no reports on the toxicity against human cells despite
the virulence genes having been explored already.

For the cytotoxicity experiments, bacteria were cultured in 3 mL of
Luria-Bertani broth (37 °C, at 250 rpm for 10 h) and each bacterial
culture broth was filtered through 0.22 um to remove bacteria. The
human monocytic cell line THP-1 and the human neutrophilic cell line
HL-60 were plated into 96-well plates at a density of 5 x 104 cells/well
and stimulated by filtered bacterial culture broth (<1% v/v) or 1%
Triton X-100 as a control for 100% cell death. After stimulation for 12
h, the cell viability was measured using an XTT assay kit (Roche
Diagnostics, Mannheim, Germany) according to the manufacturer's
instructions. A. hydrophila ATCC 79667, A. caviae ATCC 154687, and
Pseudomonas aeruginosa PAO-1 and NUS10 strains were used as the
reference strains.

The cytotoxicity was expressed as the median lethal dose (LDsg) of
triplicate experiments (Table 1). Whereas A. hydrophila ATCC 7966",
A. caviae ATCC 15468, and P. aeruginosa strains were not cytotoxic
(LDsg >1%, data not shown), A. aquariorum strains (AEBO3, AEBO4,
AEBO06, AEBO6R) showed strong cytotoxicity (LDsq in THP-1, 0.04 +
0.01% [means + SEM, n = 3] to 0.25 4 0.01%; in HL-60, 0.11 + 0.02%
to 0.58 + 0.06%). A. hydrophila (AEBO1) showed mild cytotoxicity
(0.30 £ 0.07% in THP-1, 0.53 4 0.19% in HL-60) compared to A.
aquariorum. In contrast, LDsq values of A. veronii (AEB02) and A. caviae
(AEBO5) were over 1%. The potent cytotoxicity of A. aquariorum can
justify the importance of differentiation of A. aquariorum from other
prevalent Aeromonas clinical species (Figueras, 2005).

Furthermore, the pore-forming toxin gene aerolysin/hemolysin and
the cytotoxic enterotoxins genes ast, alt, and act were evaluated
(Table 1) by polymerase chain reaction (Figueras et al., 2009; Nawaz
et al., 2010). The alt gene was present in all of the cytotoxic strains
(AEBO1, AEBO3, AEB0O4, AEBO6, AEBO6R). The aerolysin/hemolysin and
act genes were observed in the cytotoxic strains except AEBO3 The ast
gene was detected only in A. hydrophila AEBO1, and no genes were
detected in A. caviae AEBO5. The presence of alt, aerolysin/hemolysin,
or act genes seemed parallel to the cytotoxicity, although we cannot
exclude the involvement of other virulence genes not investigated
(Chopra et al., 2009). The prevalence of alt, act, aerolysin/haemolysin,
and ast in A. aquariorum strains in this study was 100%, 75%, 75%, and
50%, respectively, while that in another study of 25 clinical strains was
28%, 44%, 100%, and 84%, respectively (Figueras et al., 2009).

The severity of septicemia in the studied patients was evaluated
using the SAPS II (15 scores for the type of admission, chronic
diseases, consciousness, age, blood pressure, heart rate, temperature,
oxygenation, urine output, serum urea, white blood cells, potassium,
sodium, bicarbonate, and bilirubin) and the SOFA (consists of 6 scores
for the respiratory, cardiovascular, hepatic, coagulation, renal, and
neurologic systems) scoring systems (Le Gall et al., 1993; Vincent et
al., 1996) (Table 1). The high scores were observed in 2 dead patients
(AEBO2, AEBO6, and AEBO6R were isolated from these patients), but
the scores varied between the patients. We believe that the
differences are partly because of the patients' various medical
conditions as previously reported (Morinaga et al., 2011). To clarify
the clinical characteristics of A. aquariorum septicemia, further studies
with a large number of cases will be required.

This study provides the first evidence of severe cytotoxicity of
A. aquariorum strains to human cell lines and corroborates the high
prevalence of virulence genes. Because A. aquariorum is uncovered by
clinical automated identification systems and has a potential
pathogenicity, A. aquariorum should be differentiated from other
Aeromonas species.
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4.3.6. Diversidad de las Aeromonas aisladas en diversos hospitales y caracteristicas
de los pacientes

La re-identificacion de las 422 cepas mediante secuenciacién del gen rpoD puso de
manifiesto que sélo 176 (41,6%) fueron correctamente identificadas en los hospitales como
se muestra en la Tabla 1. Si analizamos los resultados segun el método de identificacion
empleado en cada hospital, la identificacion correcta a nivel de género vario entre un
94,9% y un 100% para los sistemas MicroScan W/A y MALDI-TOF (Biotyper 3.0)
respectivamente. Sin embargo, a nivel de especie el MALDI-TOF fue capaz de identificar
correctamente mas del 91,1% (163/179) de las cepas analizadas. Un analisis méas detallado
de los resultados obtenidos mediante el sistema MALDI-TOF se presenta en el estudio
4.3.7. El MicroScan W/A y Vitekll identificaron correctamente a nivel de especie el 6,8%
y 1,5% de las cepas analizadas respectivamente.

Mediante secuenciacion del gen rpoD se determind que de las 422 cepas
investigadas, 260 (61,6%) correspondieron a A. caviae, 91 (21,5%) a A. veronii, 27 (6,4%)
a A. hydrophila, 19 (4,5%) a A. media, 5 (1,2%) a A. dhakensis, 2 (0,5%) a A.
allosaccharophila, 2 (0,5%) a A. salmonicida, 1 (0,2%) a A. bestiarum, 2 (0,5%) a
Aeromonas sp. y 13 (3,1%) fueron identificadas como no Aeromonas. Al realizar un
BlastN con estas 13 secuencias, se determind que todas presentaban una alta similitud
(>98%) con otros bacilos gram-negativos correspondientes a enterobacterias,
principalmente del género Enterobacter. Las 2 cepas identificadas como Aeromonas sp.
correspondieron a nuevas lineas filogenéticas, que serdn abordadas nuevamente en el
apartado 4.4.2.

De las 409 cepas identificadas como Aeromonas (Tabla 2), 355 (86,8%) fueron
aisladas de heces, 18 (4,4%) de sangre, 7 (1,7%) de heridas, 6 (1,5%) de esputos, 5 (1,2%)
de abscesos, 4 (1,0%) de liquidos asciticos, 3 (0,7%) de bilis, 3 (0,7%) de orinas, 2 (0,5%)
desde secreciones faringeas y de 6 (1,5%) se desconoce el origen.

Como se observa en la Tabla 3, de 409 cepas de Aeromonas, el 41,8% y 42,1% de
estas afectaron a pacientes de sexo masculino y femenino respectivamente. En el 16,1% de
los casos, este dato no estuvo disponible.
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Tabla 1. Porcentaje de concordancia en la identificacion de 422 cepas de Aeromonas segun el método de identificacién utilizado en cada hospital y la secuenciacion del gen rpoD.

Procedencia (N° total de cepas)

Identificacion realizada en el hospital

Método

Aeromonas spp. (n)

Identificacion mediante secuenciacion del
gen rpoD (n)

Porcentaje de
concordancia

Porcentaje de
concordancia global

por especie
A. caviae (84)
A. caviae (89) A. veronii (2) 94,4
No Aeromonas (3)
" A. veronii (18 97,4% (114/117) a
) o A. veronii (19) A. media (1() ) 97 nivel de género
Hospital Universitario Miguel Servet . .
(117) MALDI-TOF (Biotyper 3.0) A. hydrophila (5)
: ' : 91,5% (107/117) a
A. hydrophila (7) A. dhakensis (1) 71,4 ! .
A. caviae (1) nivel de especie
A. caviae/hydrophila (1) A. caviae (1) 0
Aeromonas sp. (1) A. media (1) 0
A. caviae (29) A. caviae (29) 100
. A. veronii (12)
A. veronii (14) A. allosaccharophila (2) 87 100% a nivel d
i 6 anivel de
L _ A. hydrophila (12) 2- hyd_mphz"a (10) 833 Jénero
Hospital Universitario de Guagalajara MALDI-TOF ) . cavu?\e (2
62) Biotyper (3.1) A. media (3) A. media (3) 100 90,3% (56/62) a nivel
A. bestiarum (2) 2 Eaelsrgg‘;?crirligl()l) 50 de especie
A. salmonicida (1) A. salmonicida (1) 100
A. eucrenophila (1) A. media (1) 0
A. caviae (44)
A. veronii (5)
. . A. dhakensis (1)
A. hydrophila/ 53 - 0
ydrophila/caviae (53) A. hydrophila (1) 98.5% (65/66) a nivel
. o . A. media (1) de género
Hospital Umverszgag)lo de Guagalajara Vitek 11 No Aeromonas (1)
A. caviae (1) A. caviae (1) 100 1.5% (1/66) a nivel
A. veronii (9) de especie
- A. caviae (1
A. sobria (12) A media ((1)) 0

Aeromonas sp.?
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Tabla 1 (continuacion). Porcentaje de concordancia en la identificacion de 422 cepas de Aeromonas segiin el método de identificacion utilizado en cada hospital y la secuenciacion del

gen rpoD.
Procedencia (N° total de cepas) Identificacion realizada en el hospital Identificacion mediante secuenciacion del zg;i%?gﬁg; Porcentaje de
P Método Aeromonas spp. (n) gen rpoD (n) por especie concordancia global
A. hydrophila (11)
A. caviae (76)
A. veronii (35)
A. hydrophila (142) A. media (10) 7,7
A. dhakensis (2b) 94,9% (168/177) a
Hospital Universitario Joan XXII1 Aeromonas sp. nivel de género
(102) y Hospital Universitario Sant MicroScan W/A No Aeromonas (7)
Joan (75) A. caviae (l) A. caviae (1) 100 6,8% (12/177) a nivel

A. caviae (20) de especie

A. veronii (10)

Aeromonas sp. (34) A. dhakensis (1) 0
A. media (1)
No Aeromonas (2)

En negrita aparecen las cepas en las que hubo concordancia (176) en la identificacion obtenida mediante método fenotipico y método molecular. *Corresponde a una nueva linea filogenética, identificada como Aeromonas
sp. nov. 2 (= 113634); "Corresponde a una nueva linea filogenética identificada como Aeromonas sp. nov. 1 (= 1178C)
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Tabla 2. Distribucion de 409 cepas de Aeromonas spp. segun origen de aislamiento.

N° (%) de las cepas segln origen de aislamiento

Aeromonas spp. Heces Sangre Herida Esputo Absceso qu’u!do Bilis Orina Secremon ND Total
ascitico faringea
A. caviae 234 (65,9) 12 (66,7) 1(14,3) 2(33,3) 2 (40)* 1(25) 1(33,3) 2 (66,7) 2 (100) 3(50,0) 260
A. veronii 79 (22,3) 4(22,2) 1(14,3)" 3(50,0)° 2 (50) 2(333) 91
A. hydrophila 14 (3,9) 2(11,1) 4 (57,1)° 1(16,7)° 2 (40)° 1(25) 2(66,7) 1(33,3) 27
A. media 19 (5,4) 19
A. dhakensis 4(1,1) 1 (20)° 5
A. allosaccharophila 1(0,3) 1(16,7) 2
A. salmonicida 1(0,3) 1(14,3) 2
A. bestiarum 1(0,3) 1
Aeromonas sp. 2(0,6) 2
Total 355 (86,8) 18 (4,4) 7(1,7) 6(1,5) 5(1,2) 4(1,0) 3(0,7) 3(0,7) 2(0,5) 6(1,5) 409

a1de las 2 cepas de A. caviae fue aislada de un absceso hepatico; "Corresponde a una herida quirtrgica; 2 de las 3 cepas de A. veronii y la cepa de A. hydrophila fueron aisladas de aspirado bronquial; %1de las 4 cepas de A.
hydrophila fue aislada de exudado de herida quirdrgica; *1de las 2 cepas de A. hydrophila y la cepa de A. dhakensis fueron aisladas de una Glcera. ND: no disponible.
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Como se observa en la Tabla 4, el porcentaje de recuperacion de Aeromonas en
pacientes pediatricos (< 14 afios) es muy similar al porcentaje que se presenta en edad
adulta, siendo estos de 41,3% y 41,7% respectivamente. Sin embargo, las prevalencias
mas altas se presentan en las edades extremas, siendo de 34,7% en menores de 4 afios y

de 24,4% en individuos mayores de 65 afios.

Tabla 3. Distribucion de 409 cepas de Aeromonas spp. segun sexo de los pacientes.

N° (%) de las cepas segun sexo de los pacientes

Aeromonas spp. Masculino Femenino ND Total
A. caviae 119 (69,6) 108 (62,8) 33 (50,0) 260
A. veronii 39 (22,8) 39 (22,7) 13 (19,7) 91
A. hydrophila 5(2,9) 11 (6,4) 11 (16,7) 27
A. media 423) 11 (6,4) 4(6,1) 19
A. dhakensis 3(1,8) 2(1,2) 5
A. allosaccharophila 2 (3,0) 2
A. salmonicida 2 (3,0) 2
A. bestiarum 1(1,5) 1
Aeromonas sp. 1(0,6) 1(0,6) 2
Total 171 (41,8) 172 (42,1) 66 (16,1) 409
ND: no disponible.
Tabla 4. Distribucion de Aeromonas spp. por edad del paciente.
N° (%) de Aeromonas por rango de edad (afios
Aleromonas spp- 0-4 YT R A YN N ND Total
A. caviae 116 (81,7) 21 (77,8) 1 (50,0) 8(34,8) 30(65,2) 51(51,0) 33(47.,8) 260
A. veronii 17 (12,0) 3(11,1) 1 (50,0) 9(39,1) 11(23,9) 37(37,00 13(18,.8) 91
A. hydrophila 1(0,7) 1(3,7) 3(13,0) 1(2,2) 8(8,0) 13 (18,8) 27
A. media 8 (5,6) 2(8,7) 2(4,3) 2(2,0) 5(7,2) 19
A. dhakensis 2(7,4) 1(2,2) 2(2,0) 5
A. allosaccharophila 2(2,9) 2
A. salmonicida 2(2,9) 2
A. bestiarum 1(1,4) 1
Aeromonas sp. 1(4,3) 1(2,2) 2
Total 142(347)  27(66)  2(05)  23(56) 46 (112) (2123) 69(169) 409

ND: no disponible.

A partir de la Tabla 4 y de la Figura 1 se deduce que aunque A. caviae y A.
veronii son las especies mas dominantes y recuperadas en todos los rangos de edad, A.
caviae es la mas prevalente en menores de 14 afios, con valores que alcanzan los 81,1%
de los aislamientos, y en mayores de 45 afios, con una frecuencia de aislamiento mayor
al 50%.
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Figura 1. Distribucién de Aeromonas spp. segin edad del paciente.
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20% - A. media
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0% 1 T T T T T
0-4 5-14 45 -64 >65

15-24 25-44
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% de aislamiento

De las 409 cepas de Aeromonas que fueron analizadas en este estudio, el 63,6%
(260/409) de estas fue recuperada desde un cuadro infeccioso en el cual Aeromonas fue
reconocida como unico agente causal (Tabla 5). Mientras que en el 20,5% (84/409) de
los casos Aeromonas fue recuperada junto a otros microorganismos. En la Tabla 5 se
observa que en el caso de las infecciones polimicrobianas, los microorganismos mas
frecuentemente aislados junto a Aeromonas, corresponden a los géneros Campylobacter
(48,4% de los casos) y Salmonella (16,1% de los casos).

Los signos y/o sintoma clinicos (Tabla 6) méas frecuentes que presentaron los

pacientes fueron: diarrea (25,2%), gastroeneteritis (20,3%) y fiebre (2,9%).

Discusion

En relacion a la efectividad de estos 3 sistemas para la correcta identificacion de
Aeromonas, los valores obtenidos en la identificacion a nivel de género fueron muy
superiores que la encontrada para la identificacion a nivel de especie, cuando los
resultados fueron comparados con la secuenciacion del gen rpoD, utilizado en este
estudio como el método de referencia.

Los 3 sistemas utilizados en diferentes hospitales de Espafia, presentaron valores
muy similares en relacion a la efectividad de estos para la identificacion a nivel de
género, siendo de 98,5%, 98,3% y 97,4% para el Vitek Il, MALDI-TOF vy

MicroscanW/A respectivamente.
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Tabla 5. Distribucion de 409 cepas de Aeromonas spp. segun tipo de infeccion.

N° (%) Tipo de infeccion

Aeromonas spp. Monomicrobiana  Polimicrobiana  Microorganismos asociados a infeccién ND
polimicrobiana
171 (65,8) 56 (66,7) 29 Campylobacter jejuni 33 (50,8)
2 C. coli

1 Campylobacter sp.

11 Salmonella enteritidis

3 Escherichia coli

1 Enterobacter aerogenes

1 Clostridium difficile

1 Corynebacterium propionicum

1 Yersinia enterocolitica

1 Hafnia alvei

1 Klebsiella oxytoca

1 Enterococcus faecalis

1 K. oxytoca + E. faecalis

1 Stenotrophomonas maltophilia + Staphylococcus
aureus + Haemophilus parainfluenzae

1 Acinetobacter sp. + K. pneumpniae + S. aureus +
S. maltophilia

A. caviae

65 (25,0) 13 (15,5) 9 C. jejuni 13 (20,0)
1C. coli
2 E. coli
1 E. coli + K. pneumoniae
9(3,5) 8(9,5) 1C. jejuni 10 (15,4)
1S. aureus
1 K. oxytoca
1E. coli
1 Toxina C. difficile (+)
1S. aureus + Finegoldia magna
1 Citrobacter freundii + K. pneumoniae
1 Pseudomonas aeruginosa + E. faecalis
10 (3,8) 5(6,0) 3 S.enteritidis 4(6,2)
2 Campylobacter sp.
A dhakensis 3(1,2) 2(2,4) 1 K. oxytoca
1 Salmonella sp.
A 2(3,1)
allosaccharophila
A. salmonicida 2(3,1)
A. bestiarum 1(1,5)
Aeromonas sp. 2(0,8)
Total 260 (63,6) 84 (20,5) 39 C. jejuni® 65 (15,9)
3 C. coli®
3 Campylobacter sp.?
14 S. enteritidis®
1 Salmonella sp.®
6 E. coli*
3 K. oxytoca®
2 C. difficile®
1 C. propionicum’
1E. aerogenes'
1. enterocolitica’
1 H. alvei'
1 E. faecalis'
1S. aureus®
1 K. oxytoca™ E. faecalis'
1 E. coli®+ K. pneumoniae®
1S. aureus® + F. magna'
1C. freundii' + K. pneumoniae®
1 P. aeruginosa' + E. faecalis' )
1 S. maltophilia" + S. aureus+ H. parainfluenzae'
1 Acinetobacter sp.’ + K. pneumpniae® + S. aureus®
+ S. maltophilia”

A. veronii

A. hydrophila

A. media

Porcentaje de participacion de otros microorganismos en infecciones polimicrobianas junto con Aeromonas: *Campylobacter sp.= 48.4% (45/93),
°Salmonella sp.= 16.1% (15/93), °E. coli= 7.5% (7/93), *Klebsiella sp.= 7.5% (7/93), °S. aureus= 4.3% (4/93), ‘E. faecalis= 3.2% (3/93), °C. difficile=
2.2% (2/93), "S. maltophilia= 2.2% (2/93), ‘los 8 microorganismos restantes presentan, cada uno, el mismo porcentaje 1.1% (1/93), ND: no
disponible.
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Tabla 6. Distribucion de 409 cepas de Aeromonas spp. y presentacion de signos y/o sintomas clinicos.

Aeromonas spp. N° signos y/o sintomas clinicos ND

72 diarrea®®

65 gastroenteritis

7 fiebre®

5 control de salud

3 infeccign®¢2¢

2 colecistitis

2 leucopenia severa

2 colitis®

1 absceso hepatico

1 anorexia

1 astenia

1 bacteremia

1 dermatitis

1 giardiasis

1 invaginacion intestinal

1 prurito anal

lurticaria

1transplante renal

25 diarrea

12 gastroenteritis

2 dolor ?bdominal

A. veronii 2 fleb_re . 45
2 peritonitis

1 bacteremia

1 control de salud

1 infeccion®

4 diarrea

1 gastroenteritis

1 laceracion (herida)

Lllcera tobillo derecho

3 gastroenteritis

1 control de salud

1 diarrea

A. caviae 92

A. hydrophila 20

A. media

A. dhakensis 1 diarrea .
1 gastroenteritis
A. allosaccharophila
A. salmonicida
A. bestiarum
Aeromonas sp. 1 gastroenteritis
229 (56):
103 (25,2) diarrea
83 (20,3) gastroenteritis
9 (3,9) fiebre
7 (1,7) control de salud
4 (1,0) infecciones
2 (0,5) bacteremia
2 (0,5) colecistitis
2 (0,5) leucopenia severa
2 (0,5) colitis
2 (0,5) dolor abdominal
Total (%) 2 (0,5) peritonitis 180 (44)
1 (0,2) absceso hepatico
1 (0,2) anorexia
1 (0,2) astenia
1 (0,2) dermatitis
1 (0,2) giardiasis
1 (0,2) invaginacion intestinal
1(0,2) prurito anal
1(0,2) urticaria
1 (0,2) transplante renal
1(0,2) laceracion (herida)
1 (0,2) tlcera tobillo derecho
%Un paciente era VIH (+); "4 pacientes presentaron diarrea sanguinolenta; 2 pacientes eran inmunodeprimidos y uno era
inmunosuprimido; *Tipos de infecciones: “Infeccién de herida quirdrgica, Infeccion virica,®Infeccién del tracto urinario y otitis; *Un

paciente present6 pancolitis ulcerosa, ‘Un paciente sufrié politraumatismo; ND: no disponible.

P EFEPNN W
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En relacion a los métodos semiautomatizados, las identificaciones correctas
obtenidas a nivel de género mediante MicroScan W/A (97,4%) fueron superiores a los
encontrados por Soler y cols. (2003) quienes informaron que este sistema identifico
correctamente el 84% de los aislados. Similares a nuestros resultados fueron los
obtenidos por Lamy y cols. (2010), quienes determinaron que los sistemas Vitek Il y
MicroScan W/A identificaron correctamente a nivel de género el 98,9% y 93,1% de los
aislados respectivamente.

El 98.3% de efectividad en la identificaciéon a nivel de género obtenido por el
MALDI-TOF, esta en concordancia con los resultados publicados en otros estudios, en
donde los porcentajes varian entre un 98.5% y 100% (Lamy y cols., 2011; Benagli y
cols., 2012; Cheny cols., 2014a; Shiny cols., 2015).

Como esperdbamos, en cuanto a la identificacion a nivel de especie, los métodos
semiautomatizados mostraron ser muy poco confiables, ya que s6lo lograron identificar
correctamente el 6,8% (MicroScan W/A) y 1,5% (Vitek Il) de las cepas. Valores muy
superiores fueron los obtenidos en otros trabajos, los que variaron entre un 19,3% y
80,5% para la identificacion especifica mediante MicroScan y de un 82,7% para el
sistema Vitek Il (Soler y cols., 2003; Lamy y cols., 2010). Por el contrario, el MALDI-
TOF se presenta como un método prometedor, logrando un 91,1% de correcta
identificacion de Aeromonas a nivel de especie. Este valor se correlaciona con los
publicados en otros estudios, donde encuentran valores de fiabilidad iguales a 91,4%,
92,3%, 93,0% y 97,0% (Lamy Yy cols., 2011; Benagli y cols., 2012; Cheny cols., 2014a;
Shin y cols., 2015). Estos resultados demuestran la superioridad del MALDI-TOF por
sobre los sistemas de identificacion clasicos utilizados en los laboratorios clinicos a la
hora de identificar las especies de Aeromonas.

De las 422 cepas que fueron re-identificadas mediante secuenciacién del gen
rpoD, s6lo 409 de estas fueron identificadas como Aeromonas y correspondieron a ocho
especies y ademas dos cepas fueron identificadas como posibles nuevas especies. Las
tres especies mas frecuentes fueron A. caviae (61,6%, 260/422), A. veronii (21,6%,
91/422), A. hydrophila (6,4%, 27/422). Las otras cinco especies identificadas, A. media
(4,5%), A. dhakensis (1,2%), A. allosaccharophila (0,5%), A. salmonicida (0,5%), A.
bestiarum (0,2%) y Aeromonas sp. (0,5%) corresponden en conjunto al 7,4% de los
aislados. Estos resultados son diferentes a los documentados en la Gltima revision que
trata sobre infecciones en humanos asociadas a Aeromonas (Figueras y Beaz-Hidalgo,
2015) y la que a su vez fue actualizada con nuevos datos adquiridos durante la
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redaccion de esta tesis doctoral. En 10 articulos originarios de diferentes paises aunque
dominan los asiaticos y tropicales, se encontrd que las cuatro especies mas prevalentes
en clinica, fueron A. caviae (29,9%), A. dhakensis (26,3%), A. veronii (24,8%) y A.
hydrophila (15,5%) correspondiendo al 96.5% del total de cepas clinicas estudiadas
(Figueras y cols., 2009; Aravena-Roméan y cols., 2011; Puthucheary y cols., 2012;
Roger y cols., 2012b; Senderovich y cols., 2012; Wu y cols., 2012, 2015; Chen y cols.,
2013, 2014b; Pérez-Valdespino y cols., 2013). En paises como Malasia y Taiwan, A.
dhakensis fue las especie mas frecuentemente aislada con prevalencias que oscilaron
entre 36,4% y 50,0% (Puthucheary y cols., 2012; Wu y cols., 2012; Chen y cols., 2013).
Ademas, en Australia, tanto A. dhakensis como A. caviae presentaron identicas
prevalencias (23,8%), ambas en segundo lugar después de A. veronii (25,2%) (Aravena-
Roman y cols., 2012). Pareciera ser que la especie A. dhakensis presenta una alta
prevalencia en paises con clima tropical, como por ejemplo Malasia, Taiwén y
Australia. Sin embargo, esto necesita ser confirmado (Figueras y Beaz-Hidalgo, 2015).

Por otra parte, en un estudio realizado previamente (datos no publicados), por
este mismo grupo de trabajo, se encontrd que entre 76 cepas aisladas de heces, A. caviae
(61,8%) fue la especie predominante, seguida por A. veronii (30,3%), A. hydrophila
(4,0%), A. dhakensis (2,6%) y A. media (1,3%). Estos resultados, muy similares a los
obtenidos en este estudio, nos demuestran que en Espafia, la epidemiologia de
Aeromonas es diferente a la presentada en otros continentes. Sin embargo, es similar a
la observada en otros paises de Europa como Francia, en donde en el afio 2009 de 70
cepas estudiadas, A. veronii (40,0%), A. hydrophila (35,7%) y A. caviae (21,4%) fueron
las tres especies dominantes, seguidas por A. allosaccharophila (1,4%) y A. jandaei
(1,4%) (Lamy vy cols., 2009). Posteriormente, también en Francia, similares resultados
fueron obtenidos por Roger y cols. (2012b) cuando de entre 103 cepas analizadas, A.
veronii (45,1%), A. caviae (23,5%) y A. hydrophila (22,5%) fueron las tres especies mas
prevalentes, seguidas por A. dhakensis (5,9%), A. media (1,0%), A. salmonicida (1,0%),
A. allosaccharophila (1,0%) y A. jandaei (1,0%).

De las 422 cepas re-identificadas mediante secuenciacién del gen rpoD, hubo 13
que no correspondieron a Aeromonas. Las secuencias obtenidas de estas, permitieron su
identificacion mediante BlastN (> 98% similitud) y se determin6 que todas
correspondian a enterobacterias, principalmente del género Enterobacter. Estos
resultados son diferentes a los obtenidos en estudios previos, en los cuales Aeromonas
era principalmente confundida con el género Vibrio (Abbott y cols., 1998; Soler y cols.,
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2003; Lamy y cols., 2010). Sin embargo, es preciso aclarar que en todos estos estudios,
la identificacion de las cepas se realizé mediante sistemas semiautomatizados.

En relacion con el origen de aislamiento de las 409 cepas identificadas como
Aeromonas, estas fueron principalmente recuperadas de heces (86,8%), y en menor
proporcion de sangre (4,4%), heridas (1,7%), esputos (1,5%), abscesos (1,2%), liquido
ascitico (1,0%), bilis (0,7%), orina (0,7%) y secrecion faringea (0,5%). Como era de
esperar las heces, la sangre y las heridas fueron las muestras en las que se aislaron mas
frecuentemente las Aeromonas (Janda y Abbott, 2010; Figueras y Beaz-Hidalgo, 2015).
Sin embargo, los porcentajes de aislamiento correspondientes a cada uno de estas
muestras, basados en los resultados de 24 estudios revisados por Figueras y Beaz-
Hidalgo (2015), son muy diferentes a los nuestros, siendo de 35,1%, 33,6% Yy 24,2%
para heces, sangre y heridas respectivamente (Huys y cols., 2002; Huay cols., 2004; Al
Benwan y cols., 2007; Bossi-Kipfer y cols., 2007; Demarta y cols., 2008; Yangy cols.,
2008; Figueras y cols., 2009; Tena y cols., 2009; Alperi y Figueras, 2010; Mifiana-
Galbis y cols., 2010; Aravena-Roman y cols., 2011; Esteve y cols., 2012; Puthucheary
y cols., 2012; Roger y cols., 2012; Sedlacék y cols., 2012; Senderovich y cols., 2012;
Wu vy cols., 2012, 2015; Morinaga y cols., 2013; Chen y cols., 2013, 2014b; Shin y
cols., 2013; Pérez-Valdespino y cols., 2013 y los resultados de 76 aislados fecales no
publicados).

En relacion a la distribucion de Aeromonas por sexo del paciente, la proporcion
de Aeromonas aisladas desde hombres (41,8%) fue muy similar a las observada en
mujeres (42,1%), lo que equivale a una razon (F/M ratio) hombre/mujer de 0,99. Sélo
unos pocos estudios han obtenido ratios similares al nuestro (Campo y cols., 2001;
Lamy y cols., 2009). En un estudio realizado en Espafa el afio 2001, el ratio fue de 0,7
cuando 12 pacientes fueron examinados (Campos y cols., 2001). Mientras que un ratio
de 1,2 fue obtenido cuando 20 pacientes fueron estudiados en Francia (Lamy y cols.,
2009). Sin embargo, en la mayoria de los estudios este ratio es mayor, variando entre
1,5 hasta 3,9 (Ko y cols., 2000; Lau y cols., 2000; Llopis y cols., 2004, Figueras, 2005;
Tsai y cols., 2006; Lay y cols., 2010, Hochedez y cols., 2010; Chuang y cols., 2011;
Kimura y cols., 2013; Tang y cols., 2014; Wu y cols., 2015), lo que implica que los
hombres presentan un mayor numero de infecciones causadas por Aeromonas que las
mujeres. Aunque todos los estudios citados anteriormente corresponden a bacteremias,
en el caso de pacientes con diarrea la situacion es idéntica, pues el ratio M/F encontrado
en un estudio en Taiwan fue de 2,7 (Chen y cols., 2014b) y este ratio fue de 3 cuando se
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analizaron 12 casos de pacientes con cancer que presentaron infeccion de piel y tejidos
debido a Aeromonas (Chao y cols., 2013).

En nuestro estudio las Aeromonas presentaron la misma proporcion en pacientes
pediatricos (41,3%) que desde pacientes adultos (41,7%). Sin embargo, en los pacientes
pediatricos, el 98,8% de las infecciones fueron intestinales y el 1,2% restante
correspondieron a bacteremias y la especie méas frecuentemente aislada fue A. caviae
(81,1%). En el caso de los pacientes adultos, el 80,7% de las infecciones causadas por
Aeromonas fueron de origen intestinal. En las infecciones extraintestinales (19,3%) las
bacteremias fueron las més frecuentes (6,4%). Si bien, A. caviae (53,2%) sigue siendo
la especie mas aislada en pacientes adultos, A. veronii alcanzo valores de aislamiento de
32,7%. Esta informacion esta en concordancia con lo encontrado en otros estudios
(Figueras, 2005; Janda y Abbott, 2010; Figueras y Beaz-Hidalgo, 2015).

El 63,6% de los aislados fueron recuperados de infecciones monomicrobianas y
el 20,5% restante, de infecciones polimicrobianas, en donde Campylobacter (48,4%) y
Salmonella (16,1%) fueron los microorganismos mas aislados junto a Aeromonas,
seguidos por E. coli (7,5%), Klebsiella sp. (7,5%), S. aureus (4,3%) entre otros (Tabla
5). En un estudio en donde se analizaron 12 casos de pacientes con cancer que
desarrollaron infeccion por Aeromonas en piel, el 83,3% de los casos desarrolldé una
infeccion polimicrobiana (Chao y cols., 2013). En otro estudio, 103/129 (79%)
pacientes con infeccion de heridas por Aeromonas, presentaron infeccion
polimicrobiana, en donde Klebsiella spp. (25,6%), Enterococcus spp. (18,6%), E.
cloacae (16,3%), E. coli (13,2%), S. aureus (13,2%), etc. fueron los microorganismos
mas frecuentemente aislados en concomitancia con Aeromonas (Chao y cols., 2013).
Recientemente, en un estudio realizado en Taiwén, en donde se analizaron a 11
pacientes con diarrea debida a Aeromonas, en 4 (36.4%) de ellos también se aislaron en
paralelo C. difficile (27,3%) y V. parahaemolyticus (9,1%) (Chen y cols., 2014b).
Mientras que en un caso de fascitis necrotizante y sepsis asociada a Aeromonas en un
paciente inminocomprometido también se aislo C. albicans (Spadaro y cols., 2014).

Podemos concluir que Aeromonas es cada vez mas estudiada en clinica y que es
necesaria la utilizacion de métodos de identificacion fiables, que nos permitan conocer
la prevalencia real de las especies. En vista, de todos los casos analizados, Aeromonas

deberia ser reconocido como un patégeno verdadero.
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4.3.7. Evaluacion del MALDI-TOF en la identificacion de cepas clinicas de

Aeromonas.

Después de la identificacion molecular de las 179 cepas a nivel de especie los
resultados globales mostraron que el sistema MALDI-TOF fue capaz de identificar
correctamente a nivel de género el 98.3% (176/179) de las cepas y el 91.1% (163/179) a
nivel de especie como se muestra en la Tabla 1. Pero, al comparar los resultados
obtenidos con cada software, Biotyper 3.0 vs Biotyper 3.1, el primero fue un poco
menos efectivo en la identificacion a nivel de género (97.4% vs 100%), pero mostrd
mas precision en la identificacion a nivel de especie (91.5% vs 90.3%).

En las tres especies mas prevalentes en clinica: A. caviae (65.4%), A. veronii
(17.9%) y A. hydrophila (8.4%), los porcentaje de concordancia entre ambos métodos
de identificacion fueron 96.6%, 98.3% y 100% respectivamente (Tabla 1 y 2). Tanto
para A. media como para A. salmonicida, el porcentaje de concordancia fue de 50%,
mientras que para A. bestiarum fue de 100%.

En el 90.0% de las 179 cepas identificadas mediante MALDI-TOF, la
puntuacién (score) obtenidos variaron entre 2.0 y 3.0, que corresponden a la
puntuacion mas fiables atribuidas a este método (Tabla 2). Sin embargo, dentro de este
porcentaje, también estan incluidas las cepas erroneamente identificadas. De las cinco
(2,8%) cepas que obtuvieron puntuaciones menores de 2 (identificacion no fiable), 3 de

estas correspondieron a A. caviae correctamente identificadas.

Discusion

En relacion a los porcentajes de correcta identificacion obtenidos tanto a nivel de
género como a nivel de especie (98,3% y 91,1%) estos, salvo excepciones como el
estudio realizado por Vavrova y cols. (2014), son similares a los obtenidos en otros
estudios en los que se ha utilizado MALDI-TOF para identificar cepas de Aeromonas,
tanto de origen clinico como ambiental, tal como se muestra en la Tabla 3. Estos
resultados demuestran la superioridad de este nuevo método, por sobre los sistemas
semiautomatizados, como el APl 30E, Vitek II, MicroScan WI/A, utilizados

frecuentemente en laboratorios clinicos (Soler y cols., 2003b; Lamy y cols., 2010).
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Tabla 1. Porcentaje de concordancia en la identificacion de 179 cepas de Aeromonas, obtenida mediante MALDI-TOF y la secuenciacion del gen rpoD.

Procedencia (N° total de cepas) Identificacion mediante (n) Porcentaje de concordancia
Secuenciacion del gen rpoD MALDI-TOF Por especie Global
A. caviae (84)
A. caviae (86) A. caviae/hydrophila (1) 97,6

A. hydrophila (1)
A. veronii (18)

Hospital Universitario Miguel Servet A. veronii (20) A. caviae (2) %0 97,4% (114/117) a nivel de género
(ry A- hydrophila (5) A. hydrophila (5) 100 91,5% (107/117) a nivel de especie
A media (2) A veronii (1) 0
Aeromonas sp. (1)
A. dhakensis (1) A. hydrophila (1) 0
No Aeromonas (3) A. caviae (3) 0
. A. caviae (29)
A. caviae (31) A. hydrophila (2) 93,5
A. veronii (12) A. veronii (12) 100
_ S ) A. hydrophila (10) A hydr.ophlla (10) 100 100% a nivel de género
Hospital Universitario de Guagalajara . A. media (3)
(62)° A. media (4) A. eucrenophila (1) &
. 90,3% (56/62) a nivel de especie
A. salmonicida (2) A salmonlmda @ 50
A. bestiarum (1)
A. allosaccharophila (2) A. veronii (2) 0
A. bestiarum (1) A. bestiarum (1) 100
A. caviae (113)
A. caviae (117) A. hydrophila (3) 96,6
A. caviae/hydrophila (1)
" A. veronii (30)
A. veronii (32) A caviae (2) 93,8
A. hydrophila (15) A. hydrophila (15) 100
2‘ \r/r;ig:ﬁ.((al)) 98,3% (176/179) a nivel de género
Global (179) A. media (6) AI eucrenophila (1) 50
) 91,1% (163/179) a nivel de especie
Aeromonas sp. (1)
. A. salmonicida (1)
A. salmonicida (2) A bestiarum (1) 50
A. allosaccharophila (2) A. veronii (2) 0
A. dhakensis (1) A. hydrophila (1) 0
A. bestiarum (1) A. bestiarum (1) 100
Aeromonas sp. (3) A. caviae (3) 0

En negrita aparecen las cepas en las que hubo concordancia en la identificacién a nivel de especie entre ambos métodos. Software utilizados: *Biotyper 3.0, ® Biotyper 3.1.
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Tabla 2. Relacién entre la identificacion de 179 cepas de Aeromonas obtenida mediante secuenciacion del gen
rpoD y MALDI-TOF y los score obtenidos mediante MALDI-TOF.

MALDI-TOF

Secuenciacion rpoD (n, %) N° (%) seguin score obtenido

Especies (n
P " 0,00-1,699 1,70-1,999 2,00-2,299 2,30-3,0 ND

A. caviae (113) 3(2,6) 80 (68,4) 24 (20,5) 6(5,1)
A. caviae (117, 65.4) A. hydrophila (3) 1(0,9) 21,7
A. caviae/hydrophila (1) 1(0,9)
A. veronii (30 25 (78,1 131 4(12,5
A. veronii (32, 17.9) (0) (78.1) @1 (125)
A. caviae (2) 1(3,1) 1(3,1)
A. hydrophila (15, 8.4) A. hydrophila (15) 14 (93,3) 1(6,7)
A. media (3) 3(50,0)
A. veronii (1) 1(16,7)
A. media (6, 3.4) .
A. eucrenophila (1) 1(16,7)
Aeromonas sp. (1) 1(16,7)
o A. salmonicida (1) 1(50,0)
A. salmonicida (2, 1.1) .
A. bestiarum (1) 1(50,0)
A. allosaccharophila (2, 1.1)  A. veronii (2) 2 (100,0)
A. dhakensis (1, 0.6) A. hydrophila (1) 1(100,0)
A. bestiarum (1, 0.6) A. bestiarum (1) 1(100,0)
No Aeromonas (3, 1.7) A. caviae (3) 3(100,0)
Total (%) 1(0,6) 4(2,2) 136 (76,0) 25(14,0) 13(7,3)

En negrita aparecen las cepas en las que hubo concordancia (163) entre ambos métodos de identificacion.

En relacion a la identificacion por especie, tanto A. hydrophila como A.
bestiarum presentaron un 100% de concordancia entre ambos métodos, seguidos por A.
caviae (96,6%), A. veronii (93,8%) y A. media y A. salmonicida, ambas con un 50%,
mientras que A. allosaccharophila y A. dhakensis tuvieron un 0% de concordancia. Sin
embargo nuestros resultados difieren de los publicados por Lamy y cols. (2010) quienes
encontraron un 100% de concordancia para A. allosaccharophila, A. salmonicida y A.
jandaei. Ademés estos autores también encontraron porcentajes méas bajos que los
nuestros para A. hydrophila (95,6%) y A. caviae (89,3%), mientras que para A. veronii y
A. media encontraron un 94,4% y un 88.9% respectivamente. En un estudio realizado en
Taiwan, se construyo una base de datos para el MALDI-TOF con 217 cepas clinicas de
Aeromonas, la que mas tarde permitié identificacion correcta del 100% de las cepas de
A. caviae, el 96,7% de A. dhakensis y A. veronii y el 90% de A. hydrophila (Chen y
cols., 2014a). Recientemente, en otro estudio realizado con cepas de origen clinico, el
100% de las de A. hydrophila y A. veronii fueron correctamente identificadas, mientras
que soélo lo fueron el 86% de las de A. caviae y ninguna de las A. dhakensis (Shin y
cols. 2015).
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En cuanto a la relacion existente entre la correcta identificacion y las
puntuaciones obtenidas mediante MALDI-TOF, 149 de las 163 (91.4%) de las cepas
correctamente identificadas presentaron un score superior a 2. Ademas tres (1,8%)
cepas de A. caviae correctamente identificadas tuvieron score entre 1,70 y 1,999. Sin
embargo, de las 14 cepas erroneamente identificadas a nivel de especie, 12 presentaron
score entre 2,0 y 2,999 y solo 2 obtuvieron score inferior a 1,999. Resultados similares
fueron obtenidos por Lamy y cols. (2010) quienes al estudiar 139 aislados de
Aeromonas en 126 (90,6%) identificados correctamente a nivel de especie tuvieron una
puntuacion suprior a 2. Solo en 2 (1,4%) aislados correctamente identificados se obtuvo
una puntuacion entre 1,7 y 1,999.

La limitacion principal de este método, es que las bases de datos no contienen
todas las especies descritas en este género y para las especies que si incluye, solo existe
un namero reducido de cepas representantes de cada una (Tabla 3). Como ejemplo, de
esto en la Tabla 4 que muestran las especies y numero de cepas que forman la base de
datos utilizadas por los software Biotyper 3.0 y Biotyper 3.1 de Bruker. En la mayoria
de los casos los espectros de una especie han sido creados con dos cepas
(especificamente en el caso de las cepas tipo) y estas corresponden a la misma lo que
cambia es la referencia que se le da en cada coleccidn bacteriana. Por lo tanto, esta base
de datos no cuenta con 44 cepas, sino que sélo con 34. Otros problemas son el uso de
nomenclatura obsoleta e incluso el uso de cepas mal etiquetadas, como es el caso de A.
allosaccharophila CECT 4199, que aparece bajo el nombre de A. veronii. Esto Gltimo
explicaria por qué las dos cepas de A. allosaccharophila analizadas en este estudio,
fueron erréneamente identificadas como A. veronii. Problemas similares fueron ya
detectados en estudios previos (Lamy y cols., 2011).

Como conclusién el MALDI-TOF es una alternativa util, rapida, econémica y
fiable para la identificacion de Aeromonas a nivel de especie, que genera sobre un 90%
de resultados correctos. Su velocidad de analisis y su capacidad de manejar un gran
namero de cepas son sus principales ventajas. Sin embargo, si la base de datos estuviera
mas actualizada probablemente este método podria ser capaz de identificar todas las

especies del género.
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Tabla 3. Comparacion de diferentes estudios en donde se ha utilizado MALDI-TOF para identificar Aeromonas spp.

Gen
NO de utilizado Datos del MALDI-TOF
Referencia cepas como N° (%) cepas
analizadas  método de Software identificadas correctamente Limitaciones
referencia Género Especie
Lamy y cols. (2011) 139°P rpoB Biotyper 2.0 (Bruker, Daltonics, 139 (100) 127 (91,4) Redundancia en la base de datos y nomenclatura obsoleta.
Bremen, Alemania) No diferencia las subespecies de A. salmonicida.
2 cepas tipo (A. bivalvium CECT 868E" y A. tecta CECT 7082") fueron mal
identificadas, ya que ambas especies estan ausentes en la base de datos. Sin
embargo, A. aquariorum CECT 7289T (= A. hydrophila subsp. dhakensis CECT
57447 ahora llamada A. dhakensis CECT 5744") fue erréneamente identificada, a
pesar de que en la base de datos esta presente el espectro correspondiente a
A.hydrophila subsp.dhakensis CECT 5744,
Ausencia de todas las especies que conforman el género Aeromonas en la base de
datos.
Benagli y cols. (2012) 741%° gyrB SARAMIS™ (BioMérieux, 741 (100) 689 (93) No diferencia las subespecies de A. salmonicida.
Francia) Ausencia de todas las especies que conforman el género Aeromonas en la base de
datos.
Chen y cols. (2014a)° 100% rpoB Biotyper (Bruker, Daltonics, 100 (100) 97 (97) Ausencia de todas las especies que conforman el género Aeromonas en la base de
Bremen, Alemania) datos.
Vavrova y cols. (2014) 64204 ND Biotyper 3.0 (Bruker, Daltonics, 64 (100) 41 (64) El bajo rendimiento evidenciado, se debe a que s6lo 50 (78,1%) de las 64 cepas
Bremen, Alemania) analizadas estaban incluidas en la base de datos.
Ausencia de todas las especies que conforman el género Aeromonas en la base de
datos.
Deng y cols. (2014) 10%¢ ARNr 16S Vitek MS 2.0 (BioMérieux, 10 (100) ND® No se indica en el trabajo que especies forman la base de datos.
Francia)
Shing y cols. (2015) 65° gyrB, rpoB Biotyper 2.0 (Bruker, Daltonics, 64 (98,5) 60 (92,3) Redundancia en la base de datos y nomenclatura obsoleta.
Bremen, Alemania) Ausencia de todas las especies que conforman el género Aeromonas en la base de
datos.
Este estudio 179° rpoD Biotyper 3.0 y Biotyper 176 (98,3) 163 (91,1) Redundancia en la base de datos y nomenclatura obsoleta.
3.1(Bruker, Daltonics, Bremen, Ausencia de todas las especies que conforman el género Aeromonas en la base de
Alemania) datos.

Origen de las cepas: *Clinico, "Ambiental; Estos autores utilizaron primero 217 (61 A. veronii, 61 A. caviae, 58 A. dhakensis, 35 A. hydrophila subsp. hydrophila, 1 A. sanarellii y 1 A. taiwanenesis) cepas de origen clinico
identificadas genéticamente mediante secuenciacion del gen rpoB, con las que estandarizaron el método y crearon su propia base de datos; “En este estudio se utilizaron 64 cepas, que incluian las 27 cepas tipo descritas hasta

el afio 2014 y cepas de referencia, pertenecientes a la Coleccién Checa de Microorganismos (CCM); °En este estudio, se analizaron 73 aislados de origen clinico, pero sélo 10 pertenecieron al género Aeromonas. Ademas, en

relacion a la identificacion a nivel de especie, esta se expone de forma poco clara, por lo tanto, los resultados son inconclusos para el género Aeromonas; ND: no disponible.
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Tabla 4. Contenido de las base de datos (n= 46 cepas) de los software Biotyper 3.0 y Biotyper 3.1.

Aeromonas spp. N° cepas Referencia
A. bestiarum 2 CETC 42277, DSM 139567
A. caviae 3 60PIM, CECT838", DSM 73237
A. encheleia 2 CECT 43427, DSM 115777
A. enteropelogenes® 3 DSM 63947, DSM 7312, DSM 9381
A. eucrenophila 2 CECT 42247, DSM 175347
A. hydrophila 5
A. hydrophila subsp. hydrophila CECT 839"
A. hydrophila subsp. anaerogenes” DSM30188"
A. hydrophila subsp. hydrophila DSM 301877
A. hydrophila subsp. hydrophila LMG 21108
A. hydrophila subsp. ranae LMG 197077
A. ichthiosmia® 1 DSM 63937
A. jandaei 2 CECT 42287, DSM 73117
. CECT 42327, DSM 4881", ST_00655_09 ERL, ST_02485_08
A. media 4 ERL
A. molluscorum 2 848", DSM 170907
A. popoffii 1 LMG 175417
A. punctata” 1 LMG 3773
A. salmonicida 5
A. salmonicida subsp. masoucida LMG 37827
A. salmonicida subsp. pectinolytica DSM 126097
A. salmonicida subsp. salmonicida CCM 1307
A. salmonicida subsp. salmonicida CECT 894"
A. salmonicida subsp. salmonicida LMG 37807
A. schubertii 2 CECT 42407, DSM 48827
A. simiae 1 DSM 16559"
A. sobria 2 CECT 42457, LMG 37837
Aeromonas sp. 1 [2] VA 12051_09 ERL
A veronii 7 0807M090438 IBS, CECT4199™, CECT 42577, CECT 5761™,

DSM 11576 DSM 17676°, DSM 7386"

En negrita se muestran las referencias que corresponden a una misma cepa, por ejemplo, para A. bestiarum CETC 4227'= DSM 13956,
por lo tanto, esta base de datos sélo cuenta con una cepa de A. bestiarum. *Este nombre esta obsoleto y actualmente corresponde a A.
trota; "Esta subespecie no existe y ahora corresponde a A. caviae; “Este nombre esté obsoleto y actualmente corresponde a A. veronii;
dAmbas cepas estan mal etiquetadas y corresponden a la cepa tipo de la especie A. allosaccharophila (CECT 4199"= DSM 11576"); ®Las
cepas CECT 57617 y DSM 17676, corresponden a la antigua especie A. culicicola, que fue sinonimizada con A. veronii, siendo este

Gltimo nombre el aceptado.
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4.4. Estudio polifasico de potenciales nuevas lineas filogenéticas

4.4.1. Aeromonas aquatica sp.  nov., Aeromonas finlandiensis  sp.  nov.
and Aeromonas lacus sp. nov. isolated from Finnish waters associated with
cyanobacterial blooms. Beaz-Hidalgo R, Latif-Eugenin F, Hossain MJ, Berg
K, Niemi RM, Rapala J,Lyra C,Liles MR, Figueras MJ.Syst. Appl.
Microbiol. (2015) 38:161-168.

Resumen

Tres grupos de cepas del género Aeromonas aisladas a partir de lagos de
Finlandia con afloramientos de cianobacterias no pudieron ser asignadas a ninguna de
las especies del género mediante secuenciacion de los genes ARNr 16S y rpoD. El
analisis filogenético multilécico (MLPA) de secuencias de siete genes (gyrB, rpoD,
recA, dnaJ, gyrA, dnaX y atpD; 4093 pb) demostré que los tres grupos de cepas no se
agruparon con ninguna de las especies conocidas de Aeromonas, formando tres lineas
filogenéticas independientes. Otro anélisis filogenético en base a 15 genes (los siete
anteriores y cpn60, dnaK, gltA, mdh, radA, rpoB, tsfy zipA; 8751 pb) con las especies
filogenéticamente mas cercanas a las candidatas nuevas especies demostro de nuevo las
tres lineas filogenéticas independientes. Ademas los resultados del ANI entre los
genomas de las cepas tipo de las tres potenciales nuevas especies y de las especies
estrechamente relacionadas fueron < 96%, punto de cohorte previamente propuesto para
delimitar nuevas especies dentro del género Aeromonas. Los valores del DDH insilico
de las tres cepas tipo de las nuevas especies también mostraron valores de re-asociacion
< 70% con las especies mas cercanas, demostrando que corresponden a nuevas especies.
Varios caracteres fenotipicos pudieron diferenciar los tres grupos de cepas entre ellas y
de otras especies conocidas de Aeromonas. Este estudio polifasico reveld que los tres
grupos de cepas representan tres nuevas especies de Aeromonas y se proponen los
nombres Aeromonas aquatica sp. nov. (cepa tipo AE235'= CECT 8025'= LMG
26712"), Aeromonas finlandiensis sp. nov. (cepa tipo 4287D'= CECT 8028"= LMG
26709") y Aeromonas lacus sp. nov. (cepa tipo AE122"= CECT 8024'= LMG 26710") .
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Three groups of Aeromonas strains isolated from Finland lakes experiencing cyanobacterial blooms could
not be assigned to any known species of this genus on the basis of 16S rRNA and rpoD gene sequences.
The Multilocus Phylogenetic Analysis (MLPA) of the concatenated sequence of seven genes (gyrB, rpoD,
recA, dnaj, gyrA, dnaX and atpD; 4093 bp) showed that the three groups of strains did not cluster with any
known Aeromonas spp. and formed three independent lineages. This was confirmed by performing the

Zeywords" analysis with their closest relatives using 15 genes (the latter 7 and cpn60, dnak, gitA, mdh, radA, rpoB, tsf,
N:SE?(TS zipA; 8751 bp). Furthermore, ANI results between the genomes of the type strains of the three potential
Polyphasic new species and those of their close relatives were all <96% which is the previously proposed cutoff value

ANI for differentiating species within this genus. The in silico DDH values of the three type strains of the new
Water species also showed a similarity <70% with the most closely related species indicating they belong to
different taxa. The three groups of strains could be differentiated from each other and from other known
Aeromonas species on the basis of several phenotypic characters. This polyphasic study revealed that
the 3 groups of strains represent 3 novel Aeromonas species for which the names Aeromonas aquatica
sp. nov. (type strain AE235T = CECT 8025" =LMG 26712"), Aeromonas finlandiensis sp. nov. (type strain
4287D" = CECT 8028 =LMG 267097) and Aeromonas lacus sp. nov. (type strain AE122"T = CECT 8024T =LMG
26710") are proposed.
© 2015 Elsevier GmbH. All rights reserved.

The genus Aeromonas belongs to the domain Bacteria, Phylum
Proteobacteria, Class Gammaproteobacteria, Order Aeromonadales
and Family Aeromonadaceae and include oxidase-positive, fac-
ultatively anaerobic, Gram-negative bacilli [26]. Key phenotypic

7 The GenBank/EMBL/DDBJ accession numbers of the 16S rRNA gene sequences
of strains 4287DT (=CECT 8028T=LMG 26709"), AE235T (=CECT 8025"=LMG
26712") and AE1227 (=CECT 8024" =LMG 267107") are LM654283, HG970952 and
HG970953, respectively. The gyrB, rpoD, recA, dnaj, gyrA, dnaX and atpD of the other
strains of the three novel species have also been deposited under the accession
numbers HG970918-HG970928, HG970940-HG970950, HG970929-HG970939,
HG970885-HG970895, HG970907-HG970917, HG970896-HG970906,
HG970874-HG970883, respectively.

* Corresponding author at: Tel.: +34 977759321; fax: +34 977759322.

E-mail address: mariajose.figueras@urv.cat (M.]. Figueras).

http://dx.doi.org/10.1016/j.syapm.2015.02.005
0723-2020/© 2015 Elsevier GmbH. All rights reserved.
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characteristics for the recognition of Aeromonas are resistance to
the vibriostatic agent 0/129 (2,4-diamino-6,7-diisopropyl pteri-
dine at concentrations of 150 mg/disk) with the exceptions of
Aeromonas cavernicola and Aeromonas australiensis that are sen-
sitive [5,27], inability to ferment inositol and to grow on media
containing 6% NaCl although they grow on nutrient agar at 0% NaCl
[26].

Since the last review of the genus performed by Janda and
Abbott [23], 8 new species have been described: Aeromonas
piscicola isolated from diseased salmon [7], Aeromonas fluvialis
[4], Aeromonas rivuli [15], A. australiensis [5] and A. caverni-
cola [27] (the latter species has not yet been validly published)
from water and 3 new clinical species recovered from wound
infections: Aeromonas taiwanensis, Aeromonas sanarellii [3] and
Aeromonas diversa (previously Enteric group 501) [32]. Further-
more Aeromonas aquariorum [30] and A. hydrophila subsp. dhakensis
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[22] have recently been synonymised under the name Aeromonas
dhakensis [9].

Phenotypic characterization shows different levels of precision
for the identification of Aeromonas species and tends to overes-
timate the clinical and environmental relevance of the species A.
hydrophila, thus hampering the establishment of the true incidence
of other new or rare species [14,16,23,25].

Molecular identification of Aeromonas species using the 16S
rRNA gene can also have limitations due to the high interspecies
sequence similarity of this gene (96.7-100%) and due to the pres-
ence of rrn microheterogeneities [2,16]. Housekeeping genes like
rpoD, gyrB, rpoB and dnaJ among others are used as an alterna-
tive because they can precisely identify Aeromonas spp. [24,35,40].
Furthermore, a Multilocus Sequence Analysis (MLSA) or Multilocus
Phylogenetic Analysis (MLPA) using the concatenated sequences
of five or more housekeeping genes, as recommended by the ad
hoc committee for the re-evaluation of the species definition in
bacteriology [41] has been used for the delineation of Aeromonas
species [3-5,15,27] and shows a good concordance with DNA-DNA
hybridization (DDH) results [29,38]. Therefore such analysis has
been proposed as an alternative to DDH and is being used for the
description of new bacterial species [16,29,36,41]. Also the corre-
lation found between DDH results >70% with values of 95-96% for
the in silico determined average nucleotide identity (ANI) between
two genomes has lead to the proposal of using ANI as the “gold
standard” for the substitution of DDH for the description of new
bacterial species [18,37]. Recently we have recommended the use
of ANI between type or bona fide strains or the use of a MLSA in
order to verify the correct taxonomic affiliation of genomes [8,17].

During a survey carried out in Finnish waters where cyanobacte-
rial blooms were suspected to have caused adverse human health
effects (fever, gastrointestinal symptoms) 116 Aeromonas strains
were recovered and identified with partial sequences of the 16S
rRNA gene [10]. Are-analysis of these strains (study in preparation)
using the rpoD gene showed that 11 of them formed 3 independent
clusters (with 7, 2 and 2 strains each) and could not be assigned to
any of the known Aeromonas species. The aim of the present study
was to use a polyphasic approach to characterize these 3 potential
new species.

Genomic DNA was extracted from a single colony grown on
TSA plates at 30°C for 24h using the Instagene Matrix (Bio-
Rad) according to the manufacturer’s instructions. The 11 isolates
were genotyped using the enterobacterial repetitive intergenic
consensus (ERIC)-PCR and all isolates showed different ERIC pat-
terns indicating that they were different strains (Fig. S1). The
16S rRNA and the genes used in the multilocus analyses (rpoD,
gyrB, recA, dnaj, gyrA, dnaX, atpD) were amplified and sequenced
using primers and conditions described previously [28,29,40].
Genetic distances and clustering were obtained using Kimura’s
two-parameter model, alighments and phylogenetic trees were
constructed by the neighbour-joining method using MEGA soft-
ware version 5 [42]. The percentages of the inter-species ranges
of nucleotide substitution of the 3 new taxa with respect to their
most closely related species were also calculated with the MEGA
software.

The almost complete 16S rRNA gene (1405 bp) was obtained
and the unknown strains formed three new, monophyletic phylo-
genetic clades when compared with those from the type strains
of all known Aeromonas species (Fig. 1). The percentage ranges
of the inter- and intra-species sequence similarities of the 16S
rRNA gene of the three new Aeromonas species are illustrated in
Table 1. The high inter-species similarity of the 16S rRNA gene
(99.07-99.72%) for the new species with the closest relatives is
not rare in Aeromonas and fall within the range described for this
genus [16,39]. However, a detailed analysis of the variable regions
of the 16S rRNA gene sequences of the 3 new species revealed

unique nucleotides at concrete positions (Table 2). These signature
nucleotides were located in the variable regions V2 and V3 which
have previously been considered useful regions for the delineation
of Aeromonas species [28].

The tree constructed with the concatenated sequence of 7 genes
(gyrA, gyrB, rpoD, recA, dnal, atpD and dnaX, 4093 bp) showed that
the 3 groups of strains formed well supported (bootstrap >94%)
independent clusters from the rest of the species of the genus.
The new candidate species Aeromonas lusitana which has not yet
been formally described was included in the analysis in order to
demonstrate that the three new species do not belong to this
species.

The nearest phylogenetic neighbors were different than those
obtained with the 16S rRNA phylogeny which is not strange con-
sidering the low bootstrap values obtained with the latter gene
(Figs. 1 and 2). The most related species in the MLSA for A. finlandi-
ensis sp. nov. were A. allosaccharophila, A. australiensis and A. veronii;
for A. aquatica sp. nov., A. encheleia and A. eucrenophila and for A.
lacus sp. nov., A. jandaei (Figs. 2 and 3). As can be seen in the present
study and in many others [3,4,7,9,15,27,30] the resolution of the
MLSA is better than the one provided by the 16S rRNA gene and the
overall phylogenetic relatedness is more robust (bootstrap values
of 100% for all the species clusters). With the 7 concatenated genes,
the inter-species ranges of substitution of the new species with
their closest relatives were: 2.67-3.41% for A. finlandiensis with A.
allosaccharophila (3.04% between the type strains), 2.97-3.61% for
A. finlandiensis with A. veronii (3.30% between the type strains),
4.10-4.61% for A. aquatica and A. encheleia (4.61% between type
strains), 4.15-4.47% for A. aquatica and A. eucrenophila (4.17%
between the type strains) and 2.67-3.31% for A. lacus and A. jandaei
(2.87% between the type strains). Other species within the genus
share similar or lower inter-species ranges like A. allosaccharophila
and A. veronii (2.87-3.53%, 3.21% between type strains) or A. bes-
tiarum and A. piscicola (2.36-3.34%, 2.63% between type strains) as
has previously been demonstrated [29].

To confirm these results a more complete analysis was per-
formed using the concatenated sequence of 15 genes of the type
strains of the new species with those of their closest relatives using
A. piscicola and A. bestiarum as reference of the lowest inter-species
separation within the genus [29]. The additional genes cpn60, dnak,
gltA, mdh, radA, rpoB, tsf and zipA were retrieved from the genome
sequences performing a BLAST search using the Basic Local Align-
ment Search Tool (from the NCBI web interface). The new tree
confirmed that the 3 proposed species formed new independent
phylogenetic lines within the genus (Fig. 3) because the length of
the branches that separate them from the closest relatives were
equivalent to those shown by other accepted species of the genus
(i.e. A. piscicola and A. bestiarum). The inter-species nucleotide
substitution rates for these 15 genes between the type strains of
the new species and their close relatives were similar to those
obtained with 7 genes, i.e. A. finlandiensis 4287DT-A. allosaccha-
rophila CECT 41997 (3.32%), A. finlandiensis 4287D"-A. veronii CECT
42577 (3.60%), A. aquatica AE235T-A. encheleia CECT 43427(4.9%)
and A. lacus AE122T-A. jandaei CECT 42287 (2.85%). However, it
was slightly lower (by 0.44%) for A. aquatica AE235T-A. eucrenophila
CECT 42247 (3.73%). As in the 7 gene analysis all inter-species val-
ues between the type strains and those of their close relatives were
lower than those obtained for A. bestiarum CECT 42277-A. piscicola
CECT 74437 (2.56%), and all except one (A. lacus-A. jandaei) were
also lower than A. allosaccharophila CECT 41997 - A. veronii CECT
42577 (2.97%). These highly similar inter-species nucleotide sub-
stitution values could be an indication that the rate of evolution of
the different genes between those species is constant.

The genome sequences of strains A. aquatica AE235T and
A. lacus AE122T have recently been published [20] and using
the same methodology we also obtained the genome of A.
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Fig. 1. Unrooted neighbour joining phylogenetic tree derived from the 16S rRNA sequences (1405 bp) showing the relationships of the type strains of the 3 new species with
other type strains of all Aeromonas species. Numbers at the node indicate bootstrap values (>50%). Bar, 0.002 estimated substitutions per site.

finlandiensis 4287DT (accession number JRGK00000000). Genomes
of the type strains of the most closely related species for
each new species on the basis of the 16S rRNA gene phy-
logeny and the MLSA, were retrieved from the GenBank and ANI
calculations were performed using three platforms: the ANI calcu-
lator web-interface (http://enve-omics.ce.gatech.edu/ani/index),

Table 1

the EzGenome (http://www.ezbiocloud.net/ezgenome/ani) and
the ]JSpecies software (http://www.imedea.uib.es/jspecies). The
ANI results are shown in Table 3 and all were <96%, that is the
cutoff value previously proposed for the genus Aeromonas [8,12].
This clearly indicated that the three type strains belong to 3 new
species.

Intra- and inter-species 16S rRNA gene similarity (%) of Aeromonas aquatica sp. nov., Aeromonas finlandiensis sp. nov. and Aeromonas lacus sp. nov. with other Aeromonas

species sharing the highest percentage similarity.

16S rRNA similarity

A. aquatica (n=2) (%)

A. finlandiensis (n=7) (%) A. lacus (n=2) (%)

A. allosaccharophila CECT 41997 98.79
A. australiensis CECT 80237 98.36
A. bestiarum CIP 74307 99.50
A. encheleia CECT 43427 99.72
A. eucrenophila NCIMB 747 99.57
A. fluvialis CECT 74017 98.43
A. jandaei ATCC 495687 98.43
A. molluscorum CECT 5864" 99.72
A. piscicola CECT 74437 99.50
A. popoffii CECT 51767 99.64
A. tecta CECT 70827 99.43
A. veronii ATCC 356247 98.65
Intra-species similarity 100.00

98.29-98.51 99.22

98.72-98.86 99.64-99.72
98.08-98.36 98.15-98.22
98.51-98.65 99.22-99.29
99.07-99.43 98.36-98.43
98.65-98.93 99.36-99.43
98.93-99.22 99.22-99.29
98.36-98.72 98.08-98.15
98.05-98.36 98.15-98.22
98.65-98.93 98.29-98.36
99.07-99.43 98.65-98.72
99.15-99.29 99.36-99.43
99.64-100.00 99.79

In bold are the 3 most similar Aeromonas species.
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Table 2

Comparison of signature nucleotide positions of the 16S rRNA gene of the three new species with those of other Aeromonas species (type strains) that show similar nucleotides
and that share high percentage similarity in their sequences.

Species Localization?® of signature nucleotides
141 260 266 471-473 475 1013-1014

A. aquatica sp. nov. (n=2) G G T CGC T CA
A. finlandiensis sp. nov. (n=7) A A T CccC A TA
A. lacus sp. nov. (n=2) G A C TCT C AA
A. allosaccharophila CECT 41997 G A T ACT C AA
A. australiensis CECT 80237 G A T ACT C AA
A. bestiarum CIP 74307 G G T CGT T CA
A. diversa CECT 42547 G A C ACT C CA
A. encheleia CECT 43427 G G T CGT T TA
A. eucrenophila NCIMB 747 G G T CGC T TA
A. fluvialis CECT 74017 G A T ACT C CA
A. jandaei ATCC 495687 G A C TCT C CA
A. media ATCC33007" G A T CGC T CA
A. molluscorum CECT 58647 G A T CGC T CA
A. piscicola CECT 74437 G G T CGT T CA
A. popoffii CECT 51767 G G T CccC G CA
A. schubertii ATCC 437007 G A C CCT C TA
A. tecta CECT 70827 G G T CGC T TA
A. veronii ATCC 356247 G A T ACT C TA

2 According to E. coli numbering system. In bold, key signature nucleotides at specific positions in the 16S rRNA gene that differentiate the new species from other Aeromonas

species.

Estimation of in silico DDH (isDDH) was performed using the
Genome-to Genome Distance Calculator (GGDC) [6,31]. The par-
tial genome files were uploaded to the GGDC 2.0 Web interface
(http://ggd-c.dsmz.de/distcalc2.php) and the Formula 2 was used
as recommended for the calculation of isDDH for incomplete
genomes [6,31]. All isDDH values of the three new species were
<70% with their most closely related species confirming that they
were different taxa (Table 3).

Cellular size, morphology and presence of flagella were deter-
mined by electron microscopy as described previously [11] and
motility was observed under light microscopy. All strains were
motile under a light microscope and a single polar flagellum could
be seen on all type strains under the electron microscope (data not
shown). For the physiological and biochemical characterization of
the 3 groups of strains, 29 phenotypic tests listed in a previous study
[27] and acid production from 21 carbohydrates were performed
as described by Alperi et al. [4]. In addition the commercial identi-
fication kit API50CH was used for the evaluation of acid production
of additional carbohydrates following the manufacturer’s instruc-
tions. The ability to grow at different temperatures was assayed in
trypticase soy agar (TSA) at 4, 15, 30 and 45 °C and growth at dif-
ferent pH (3,4, 5, 6,7, 7.5, 8, 8.5, 9) and salinity concentrations (0,
3 and 4.5% NaCl) was evaluated in trypticase soy broth (TSB). All
phenotypic tests were performed for the strains of the new can-
didate species in triplicate at 30°C and for all the type strains of
known Aeromonas species using appropriate positive and negative
controls in parallel. So this incubation temperature should be used
to reproduce the behaviour described here for these new species.

The phenotypic characteristics that differentiate each new
species from the other species in the genus are shown in Table 4. A
key differential character was the acid production of p-saccharose
because strains belonging to the 3 new species were negative and
21 of the 27 Aeromonas spp. produce acid from this substrate. Fur-
thermore other key differential tests useful for the recognition of
the 3 new species include Voges Proskauer (VP), Methyl Red (MR),
acid production from lactose, glycerol and cellobiose and hydrolysis
of aesculin (Table 4).

One of the typical characteristics of the genus Aeromonas is its
inability to ferment inositol, but despite that, 2 of the 7 strains
belonging to A. finlandiensis sp. nov. (4287DT and AE93) pro-
duce acid from inositol by both the nutrient broth and the API
50CH methods. Recently, Hossain et al. [21] demonstrated that A.
hydrophila strains involved in epidemic outbreaks in channel cat-
fish can use myo-inositol as a sole carbon source and suggested that
this characteristic could be involved in the virulence of the strains.
Considering this finding we have evaluated the ability of the 7 A. fin-
landiensis strains to use myo-inositol using the procedure described
by Hossain et al. [21]. It was demonstrated that in addition to fer-
menting myo-inositol, strains 4287DT and AE93 could also used it
as a sole carbon source.

This polyphasic study that included phenotypic and genetic
characterization revealed that these 3 groups of strains represent
3 new Aeromonas species, for which the names Aeromonas aquat-
ica sp. nov., Aeromonas finlandiensis sp. nov. and Aeromonas lacus
sp. nov. are proposed. For the species A. finlandiensis sp. nov. the
strain 4287DT (=CECT 8028 =LMG 267097) was chosen as the type

Table 3

Results of ANI calculations using ANI calculator, EzGenome tools and JSpecies software and in silico DDH of the 3 new species with respect to the most closely related species.
Species ANI Calculator (ANIb) EzGenome (ANIb) JSpecies (ANIb) JSpecies (ANIm) GGDC
A. aquatica AE235" vs. A. encheleia CECT 43427 89.53 89.19 89.32 91.42 37.80
A. aquatica AE235" vs. A. eucrenophila CECT 42247 93.05 93.01 93.05 93.81 50.50
A. aquatica AE235" vs. A. molluscorum 8487 83.22 81.21 81.22 87.77 25.20
A. finlandiensis 4287D" vs. A. allosaccharophila CECT 41997 92.30 92.24 92.26 93.43 48.40
A. finlandiensis 4287D" vs. A. australiensis CECT 80237 90.56 90.50 90.30 92.14 42.40
A. finlandiensis 4287D" vs. A. veronii CECT 42577 92.28 92.03 92.08 93.43 47.90
A. lacus AE1227 vs. A. australiensis CECT 80237 88.20 87.75 87.65 90.62 34.40
A. lacus AE1227 vs. A. jandaei CECT 42287 95.16 95.17 95.44 95.74 63.20

Accession numbers for the draft genome sequences of the Aeromonas strains AE235",4287D", and AE122T are JRGL00000000, JRGK00000000, and JRGM0000000O0, respectively.

GGDC, Genome to genome distance calculator.
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Table 4
Differential characteristics of A. aquatica sp. nov., A. finlandiensis sp. nov. and A. lacus sp. nov. from other members of the genus.
Character A B C 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Indole + 4 V(=) +(+) +(+) H=) o V() HH) +(+) +(+) +(+) +(+) +(+) -(=) ) +(+)
VP - - + +(+) V(+) V(+) = =) =) (=) ) +(+) V(=) V(=) (=) =)
RM + + - nd(+) nd(-) nd(+) nd(+) nd(+) nd(+) nd(+) nd(-) nd(+) nd(-) nd(+) nd(+) nd(+)
Utilization of citrate I + +(+) (=) H=) o HH) V(+) —(=)  #H+) V(=) +(+) +(+) V(+) +(+) -(=)
Acid from
p-cellobiose + o+ + —(=) V(=) V(=) HH) HH) V(H) HH) V(=) () V() -(=) " (=)
p-saccharose - (+ +(+) +(+) +(+) +(+) V(+) +(+) +(+) (=) #) -(=) V(=) V(#)
Lactose - V=) (=) +H=) V(=) V() - =) =) (=) V() -=) =) (=)
Glycerol 4 + +(+) +(+) +(+) V(=) V() (=) +#) +(+) +(+) +(+) -(=) V() )
Hydrolysis of aesculin ~ +  — - +(+) V(+) +(+) V(+) V(+) V(+) (=) (=) (=) #HH) (=) (=) V)
SDS A I (=) nd(=) -(=) (=) -(=) (=) V(=) V=) V(=) +=) +(+) (+ -(=)
Character 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
Indole +(+) V(=) -=) (=) H) +(+) -(=)  +) +(+) +(+) +(+) (=) ) +(+) =(=)
VP -(=) ¥ -=) =) (=) ) V(+) -(=) ) (=) (=) == V(¥ +(+) +(+)
MR nd(+) nd(-) nd(-) +#) 4+ nd(=)  +##)  nd=) (=) nd(-)  nd+)  nd#)  H#)  ond(-)  ++)
Utilization of citrate V(-) +(+) nd(=) +(+) +(+) V(+) V(-) +(+) nd(-) +(+) —(=) v(+) nd(-) —(-) +(+)
Acid from
D-cellobiose +(+) (=) ) V(+) nd(-)  —(=) (=) ##) V(+) (=) == V() = == =)
D-saccharose +(+) (=) +(+) +(+) +(+) -(=)  +() +(+) +H+ +(+) +(+) (=) ) =(=)
Lactose o o e ) B O B . o A G B G B G -= = = = =) (=) =)
Glycerol +(+) +(+) +(+) +(+) +(+) +(+) +(+) +(+) (+ (+ (+ —(-) nd(+)  +(+) +(+)
Hydrolysis of aesculin  V(+) -(=) V(=) HH) +(+) +(+) V(+) (=) ) +(+) +(+) +(+) =) (=) HH)
SDS nd(-) nd(-) nd(-) nd(-) nd(+) nd(-) nd(+) nd(-) nd(-) nd(-) nd(-) nd(-) nd(+) nd(-) —(-)

Taxa: A, A. aquatica (n=2); B, A. finlandiensis (n=7); C, A. lacus (n=2); 1, A. hydrophila (n=25); 2, A. bestiarum (n=16); 3, A. salmonicida (n=13); 4, A. caviae (n=25); 5, A. media
(n=11); 6, A. eucrenophila (n=9); 7, A. sobria (n=2); 8, A. veronii biovar sobria (n=25); 9, A. jandaei (n=15); 10, A. veronii biovar veronii (n=10); 11, A. schubertii (n=12); 12,
A. trotta (n=16); 13, A. encheleia (n=4); 14, A. allosaccharophila (n=3); 15, A. popoffii (n=7); 16, A. simiae (n=1) [19]; 17, A. molluscorum (n=5) ([33], tested at 25°C); 18,
A. bivalvium (n=2) ([34], tested at 25-30°C); 19, A. dhakensis (n=13) [30]; 20, A. tecta (n=5) [13]; 21, A. fluvialis (n=1) [4]; 22, A. piscicola (n=5) (|7]; tested at 25°C); 23,
A. taiwanensis (n=1) [3]; 24, A. sanarellii (n=1) [3]; 25, A. rivuli (n=2) [15]; 26, A. diversa (n=2) [32]; 27, A. australiensis (n=1) ([5], tested also at 35°C); 28, A. cavernicola
(n=1) [27]. All tests were performed at 30°C (with the exception of A. salmonicida that was performed at room temperature). Data obtained from other studies tested at
other temperatures is indicated. Data from 1 to 15 were obtained from Abbott et al. 1] that performed the tests at 35 °C with the exceptions of A. popoffii and A. sobria which
were at 25 °C. Abbreviations: +, 85-100% of strains positive; —, 0-15% of strains positive; V, 16-84% of strains positive. Results performed for the type strains under the same

conditions as the new strains are given in parentheses as (+) or (—). VP, Voges-Proskauer; MR, methyl red; nd, no data available.

@ Strain AE119 was negative.
b Strains HE40 and HE110 were positive.

strain as was one strain that showed the unusual ability to ferment
inositol. The selection of the type strains for A. aquatica sp. nov. and
A. lacus sp. nov. was random, strains AE235T (=CECT 8025T =LMG
267127T) and AE122T (CECT 8024 =LMG 267107) being selected,
respectively.

Description of Aeromonas aquatica sp. nov.

Aeromonas aquatica (a. qua’ ti. ca. Latin fem. adj. “living in
water”)

Cells are motile Gram-negative rods, non-encapsulated and non
spore forming, 1.2-1.9 pm long and 0.4-0.7 wm wide with a polar
flagella of 9.8-12.7 nm wide. The 2 strains (AE235T, HE157) are
cytochrome oxidase positive, reduce nitrates to nitrites, are pos-
itive for glucose oxidation and fermentation, are resistant to the
vibriostatic agent 0/129 (150 wG) and grow at 0% NaCl but not at
6% NaCl. No brown diffusible pigment is observed on TSA and both
strains are able to grow on Thiosulfate-citrate-bile salts-sucrose
agar (TCBS) and on McConkey agar fermenting lactose. Haemol-
ysis on sheep blood agar is positive for the type strain (AE2357)
but negative for strain HE157. Both strains are positive for MR and
dehydrolyse arginine (ADH), produce gas from glucose and indol
from tryptohan and have 3-galactosidase activity. However, they
are negative for lysine decarboxylase (LDC), ornithine decarboxy-
lase (ODC), VP, urocanic acid, they do not use citrate, do not produce
sulphydric acid and do not oxidize gluconate.

Both strains are able to grow in potassium cyanide (KCN)
medium and hydrolyse gelatin, starch, esculine, Tween 80, casein,
DNA and egg yolk but not elastase, arbutin or sodium dodecyl
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sulfate (SDS). The 2 strains show growth at 15 and 30°C but not
at 4°C or 45°C in TSA. Both strains also grow in nutrient agar
containing 3% NaCl but not at 4.5% NaCl. Growth is observed at
pH 5-9 but not at pH 3 or 4 in TSB. Optimal growth conditions
are at 30°C in TSA and pH 9 in TSB. Acid is produced in nutrient
broth from glycerol, cellobiose, b-mannose, b-mannitol, lactose,
maltose, trehalose, dextrin, D-galactose, salicine and glucose. Acid
production is observed for the following carbohydrates with the
API 50CH kit: p-ribose, b-fructose, N-acetylglucosamine, arbutin,
starch, glycogen and potassium gluconate. Variable response on
the production of acid is observed in methyl-(3-p-glucopyranoside
and the type strain is positive after 48 h incubation. Acid is not
produced in nutrient broth from raffinose, dulcitol, p-saccharose,
D-sorbitol, L-proline, pL-lactate, inositol (they also do not use
it as a sole carbon source), L-arabinose, rhamnose and glycine.
Acid production is not observed for the following carbohydrates
with the API 50CH kit: erythritol, b-arabinose, p-xylose, L-xylose,
D-adonitol, methyl-B-p-xylopiranoside, L-sorbose, methyl-ap-
mannopyranoside, amygdalin, pD-melibiose, inulin, b-melezitose,
xylitol, gentiobiose, D-turanose, D-lyxose, D-tagatose, D-fucose,
L-fucose, D-arabitol, L-arabitol and 2- and 5-ketogluconate. Pro-
duction of acid from rhamnose is positive for strain AE235T but
negative for strain HE 157.

Habitat description

The two strains belonging to A. aquatica sp. nov. were isolated
from two lakes (Table S1) and the type strain of the species AE2357T
(=CECT 8025T =LMG 267127) was isolated from the medium-sized
humic lake Haukkajdrvi (municipality Valkeala), which has no
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Fig. 2. MLSA tree performed from the concatenated sequenced fragments of seven
housekeeping genes (gyrB, rpoD, recA, dnaj, gyrA, dnaX and atpD; 4093 bp) show-
ing the relationships of all strains of the 3 new species with all other Aeromonas
species. Numbers at the node indicate bootstrap values (>50%). Bar, 0.01 estimated
substitutions per site.

faecal contamination, and is used as a water source to produce
drinking water.

Description of Aeromonas finlandiensis sp. nov.

Aeromonas finlandiensis (fin.lan.di.en’sis. N.L. fem. Adj.
finlandiensis of belonging to Finland)

Cells are motile Gram-negative rods, non-encapsulated and non
spore forming, 1.7-1.9 wm long and 0.5-0.7 pum wide with a polar
flagella of 9.6-16.1 nm wide. The 7 strains show reactions that
are typical of the genus, being positive for cytochrome oxidase,

99 A. allosaccharophila CECT 41997

41004—': A. veronii CECT 4257

100 A. finlandiensis 4287D"
A. jandei CECT 4228"
{A. lacus AE122"
L 10— A. bestiarum CECT 4227"
L 4 piscicola CECT 7443"

A. encheleia CECT 43427

100 A. eucrenophila CECT 42247
100 A. ica AE235"

q

Fig. 3. MLSA tree performed from the concatenated sequenced fragments of 15
housekeeping genes genes (cpn60, dnak, gltA, mdh, radA, rpoB, tsf, zipA, gyrA, gyrB,
rpoD, recA, dna], atpD and dnaX, 8751bp) showing the relationships of the type
strains of the 3 new species and those of their closely related Aeromonas species. The
species A. piscicola and A. bestiarum are included as reference of the lowest inter-
species separation within the genus [29]. Numbers at the node indicate bootstrap
values (>50%). Bar, 0.01 estimated substitutions per site.

reducing nitrates to nitrites, positive for glucose oxidation and fer-
mentation, resistant to the vibriostatic agent 0/129 (150 wG) and
growing at 0% NacCl but not at 6% NaCl. No brown diffusible pig-
ment is observed on TSA and all strains are able to grow on TCBS
and on McConkey agar without fermenting lactose. Haemolysis is
observed on sheep blood agar in 6 of the 7 strains. The strains
show [-galactosidase activity and are positive for ADH and LDC
(except strain HE110 that is LDC negative), the production of gas
from glucose, indole from trytptohan and MR. However, they are
negative for ODC, VP, urocanic acid, do not oxidize gluconate and
do not produce sulphydric acid. All strains are able to grow in
KCN medium, use citrate (except strain AE119 that is unable to
use citrate) and hydrolyze gelatin, starch, Tween 80, casein, DNA
(except strain HE110 that was negative for DNA) and egg yolk
(except strain HE40) but not aesculine, elastase, arbutin or SDS
(except strains HE40 and HE110 that are positive for SDS). The
7 strains grow at 15 and 30°C but not at 4°C or 45°C in TSA.
All of them also grow in nutrient agar containing 3% NaCl but
not at 4.5% NaCl. Growth is observed at pH 5-9 but not at pH
3 and 4 in TSB. Optimal growth conditions are at 30°C in TSA
and at pH 8.5-9 in TSB. Acid is produced in nutrient broth from
glycerol, cellobiose, b-mannose, maltose, trehalose, dextrin, D-
galactose and glucose. Acid production is observed for the following
carbohydrates with the API 50CH kit: p-ribose, D-fructose, starch,
glycogen and N-acetylglucosamine. Variable response on the pro-
duction of acid is observed for p-mannitol (only strain HE110 is
negative), methyl-3-p-glucopyranoside (only strains AE 93 and
HE40 are negative), potassium gluconate (strains 4287DT, 4301 C
and HE40 are negative), L-fucose (strains 4287DT, 4301C, 4318B,
AE119 and HE403 are negative), inositol (only strains 4287DT and
AE93 are positive and can also use it as a sole carbon source),
D-melibiose and gentiobiose (only strain HE 110 is positive for
both tests). Acid is not produced in nutrient broth from raffinose,
dulcitol, p-saccharose, D-sorbitol, lactose, L-proline, salicine, DL-
lactate, rhamnose, L-arabinose and glycine. Acid production is not
observed for the following carbohydrates with the API 50CH Kkit:
erythritol, p-arabinose, p-xylose, L-xylose, D-adonitol, methyl-[3-
D-xylopiranoside, L-sorbose, methyl-aD-mannopyranoside, amyg-
dalin, p-melibiose, inulin, D-melezitose, xylitol, D-turanose,
D-lyxose, D-tagatose, D-fucose, D-arabitol, L-arabitol and 2- and
5-ketogluconate.

Habitat description

The 7 strains belonging to A. finlandiensis sp. nov. were iso-
lated from 6 different Finnish lakes and from a river in 7 different
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municipalities (Table S1). The type strain of the species is 4287DT
(=CECT 8028T=LMG 26709T) and was isolated from the Lake
Pyhdlampi (municipality Hauho), which showed elevated nitrogen
content.

Description of Aeromonas lacus sp. nov.
Aeromonas lacus (la’cus. L. gen. n. lacus, of a lake)

Cells are motile Gram-negative rods, non-encapsulated and non
spore forming, 1.3-2.3 um long and 0.6-0.8 um wide with a polar
flagella of 17.9-20.3 nm wide. Both strains (AE122T, AE204) are
cytochrome oxidase positive, reduce nitrates to nitrites, are positive
for glucose oxidation and fermentation, are resistant to the vibrio-
static agent 0/129 (150 wG) and grow at 0% NaCl but not at 6% NaCl.
No brown diffusible pigment is observed on TSA and both strains
are able to grow on TCBS and on McConkey agar without ferment-
ing lactose. Haemolysis on sheep blood agar, LDC and production
of indole from tryptohan are variable and the type strain is positive
for haemolysis and LDC but negative for indole. Both strains are
positive for ADH and VP. However, they are negative for ODC, MR,
urocanic acid, do not produce sulphydric acid and do not grow in
KCN medium. The two strains produce gas from glucose, are able to
use citrate, oxidize gluconate and both have [3-galactosidase activ-
ity. The strains hydrolyse gelatin, starch, Tween 80, DNA, egg yolk
and casein but not esculin, elastase, arbutin or SDS. The 2 strains
show growth at 15 and 30°C but not at 4°C or 45°C in TSA. Both
strains also grow in nutrient agar containing 3% NaCl but not at
4.5% NaCl. Growth is observed at pH 5-9 but not at pH 3, 4 in
TSB. Optimal growth conditions are at 30°C and pH 7-9. Acid is
produced in nutrient broth from glycerol, cellobiose, b-mannose,
D-mannitol, maltose, trehalose, dextrin, D-galactose and glucose.
Acid production is observed for the following carbohydrates
with the API 50CH kit: p-ribose, D-fructose, N-acetylglucosamine,
starch and glycogen. Variable response for the production of acid
is observed in methyl-3-p-glucopyranoside and p-melobiose, to
which the type strain AE1227 is positive and negative, respec-
tively, as opposed to strain AE 204 after 48 h incubation. Acid is not
produced in nutrient broth from raffinose, dulcitol, p-saccharose,
D-sorbitol, lactose, L-proline, salicine, DL-lactate, inositol (they also
do not use it as a sole carbon source), L-arabinose, rhamnose
and glycine. Acid production is not observed for the follow-
ing carbohydrates with the API 50CH kit: erythritol, b-arabinose,
D-xylose, L-xylose, D-adonitol, methyl-3-p-xylopiranoside, L-
sorbose, methyl-ap-mannopyranoside, amygdalin, inulin, D-
melezitose, xylitol, gentiobiose, b-turanose, D-lyxose, D-tagatose,
p-fucose, L-fucose, D-arabitol, L-arabitol, gentiobiose and 2- and
5-ketogluconate.

Habitat description

The strains belonging to A. lacus sp nov. were recovered from
two lakes (Table S1) and the type strain of the species AE122T
(=CECT 8024T=LMG 26710T) was isolated from the small humic
lake Huutjarvi (municipality Pyhtdd), which has elevated nitrogen
levels.
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4.4.2. Caracterizacion de 4 nuevas especies de Aeromonas

Tal y como se ha comentado previamente en algunos de los estudios realizados
en estas tesis (4.2.3, 4.3.6 y 4.4.1) algunas cepas no pudieron ser identificadas a nivel de
especie mediante secuenciacién del gen rpoD, ya que no se agruparon con las cepas tipo
de ninguna de las 30 especies conocidas del género Aeromonas, representando cuatro
potenciales nuevas lineas filogenéticas. Estas correspondieron en concreto a:

Aeromonas sp. nov. 1, representada s6lo por la cepa 1178C”, aislada de heces de
un paciente varén de 45 afios de edad (estudio 4.3.6), que present6 un cuadro diarreico
de dos meses de duracion sin nauseas, vomitos o fiebre, tras un tratamiento para una
candidiasis urogenital con fluconazol (150 mg) y un probiético (Kaleidon, formado por
Lactobacillus rhamnosus). En el andlisis de las heces no se detectaron ni virus ni
parasitos aislandose como Unico microorganismo A. hydrophila identificada mediante
el sistema MicroScan W/A en el Hospital Universitario Sant Joan de Reus.

Aeromonas sp. nov. 2, también con una Gnica cepa, 113634, recuperada de las
heces de una paciente de 32 afios de edad (estudio 4.3.6), que consultd a su médico por
un cuadro de dolor abdominal de varios dias de evolucién. No presentd nauseas,
vomito, diarrea o fiebre. En el analisis de las heces no se detectaron ni virus ni parasitos
aislandose como Unico microorganismo A. sobria identificada mediante el sistema
Vitek 11, en el Hospital Universitario de Guadalajara (Espafa).

Aeromonas sp. nov. 3, representada por cuatro cepas recuperadas de diferentes
moluscos bivalvos procedentes del estudio 4.2.3. Dos cepas, AOSE3-14A" y SOSES5-
14A, fueron aisladas de ostrones, mientras que AALE1-13D y AMJE2-14D fueron
recuperadas de almeja y mejillon respectivamente. Estos moluscos fueron cultivados en
el Delta del rio Ebro y expuestos durante 48h a agua del Canal del Poble Nou, cuyas
aguas estan contaminadas con las aguas residuales generadas por la poblaciéon del
municipio del Poble Nou.

Aeromonas sp. nov. 4 representada sélo por una cepa, AE 207", obtenida en el
estudio realizado en colaboracion con la Universidad de Helsinki (Finlandia), en el que
se re-identificaron en nuestro laboratorio 116 aislados recuperados de agua de rios y
lagos que experimentaron episodios de afloramientos de cianobacterias. En esta re-
identificacion se descubrieron 3 nuevas especies, Aeromonas aguatica sp. nov.,

Aeromonas finlandiensis sp. nov. y Aeromonas lacus sp. nov., ya descritas en una
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publicacién reciente (estudio 4.4.1) y posteriormente se descubri6 la cepa AE 207" que
se estudia en este apartado.

Al analizar la secuencias obtenidas del gen ARNr 16S (1393 pb) de las cepas
tipo de estas 4 potenciales nuevas especies se observé (Figura 1) que forman ramas
independientes del resto de especies incluidas en el género Aeromonas tal y como se

habia observado previamente con el gen rpoD.

Figura 1. Arbol filogenético derivado de las secuencias del gen ARNr 16S (1393 pb) que muestra la relacién
entre las cepas tipo de las 4 nuevas especies con las otras cepas tipo de todas las especies de Aeromonas. Los
nameros en los nodos indican los valores de bootstrap (1000 replicas). La escala indica 0,02 sustituciones
nucleotidicas por posicion.
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Los porcentajes de similitud inter-especie de las secuencias del gen ARNr 16S
de las cepas tipo de cada una de las 4 especies nuevas con las especies mas relacionadas
se ilustran en la Tabla 1. Como se observa en esta, los valores de similitud inter-especie,
variaron entre 98,62% y el 99, 93%. Por otro lado, s6lo Aeromonas sp. nov. 3, englobo
a méas de una cepa y su porcentaje de variabilidad intra-especie varié entre 99,27-
99,63%.

Tabla 1. Porcentaje de similitud del gen ARNr 16S de las 4 nuevas especies de Aeromonas con las especies mas
cercanas dentro del género.

Porcentaje de similitud del gen ARNr 16S

Aeromonas spp. Aeromonas sp. nov.1  Aeromonas sp.nov.2  Aeromonas sp. nov. 3 Aeromonas sp. nov. 4
(1178CT, n=1) (1136347, n=1) (AOSE3-14A", n=4) (AE 207", n=1)

A. dhakensis CECT 5744" 98,63

A. hydrophila CECT 839" 98,56

A. taiwanensis CECT 7403" 98,56

A. caviae CECT 838" 98,63

A. media CECT 42327 98,56

A. veronii CECT 42577 98,70 99,28

A. jandaei CECT 42287 98,85 98,78

A. aquatica CECT 8025" 99,49 99,20 - 99,64 98,92

A. salmonicida CECT 894" 99,86 98,98 - 99,57 98,70

A. bestiarum CECT 42277 99,71 98,98 - 99,56

A. piscicola CECT 74437 99,71 98,98 - 99,56

A. encheleia CECT 4342" 99,78 99,34 - 99,93

A. rivuli CECT 75187 99,50 98,62 - 99,71

A. sobria CECT 42457 98,69 - 99,81

A. popofii CECT 5176" 98,98 - 99,49

A. bivalvium CECT 71137 98,76 - 99,57

A. eucrenophila CECT 42247 98,91 - 99,49 99,21

A. tecta CECT 7082" 98,76 - 99,35 99,50

A. molluscorum CECT 5864" 99,05 - 99,49 98,78

A. australiensis CECT 80237 98,85

A. finlandensis CECT 8028" 98,77

A. fluvialis CECT 74017 98,92

A. lacus CECT 80247 98,92

En negrita aparecen los mayores porcentajes de similitud.

En el arbol filogenético (Figura 2) construido con las secuencias concatenadas
de los siete genes housekeeping (rpoD, gyrB, gyrA, recA, dnaJ, dnaX y atpD, 4108 pb),
se observa que las 4 cepas tipo formaban también grupos independientes, bien
soportados, con valores bootstrap superiores al 70%.

La cepa tipo de A. lusitana MDC 2473" (CECT 7828"), que atn no ha sido
descrita, fue incluida en los analisis filogenéticos para demostrar que ninguna de las

cuatro nuevas lineas filogenéticas corresponden a esta especie.
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Figura 2. Arbol filogenético basado en las secuencias concatenadas de 7 genes houskeeping (rpoD, gyrB, gyrA,
recA, dnaX, dnaJ y atpD, 4108 pb) mostrando la relacién de todas las cepas de las 4 nuevas especies con las
otras especies de Aeromonas. Los nimeros en los nodos indican los valores de bootstrap (1000 replicas). La
escala indica 0,01 sustituciones nucleotidicas por posicion.

A. veronii CECT 42577

94

AE207" Aeromonas sp. nov. 4
A. australiensis CECT 8023"

A. allosaccharophila CECT 41997
A. finlandiensis CECT 80287

A. sobria CECT 42457

A. fluvialis CECT 74017
A. jandaei CECT 42287
A. lacus CECT 80247

42 A. cavernicola CECT 7862"

A. trota CECT 42557

61 A. hydrophila CECT 839"
W': A. dhakensis CECT 57447

A. piscicola CECT 74437

15 94
95 A. bestiarum CECT 42277

97 113634 Aeromonas sp. nov. 2

100 A. popoffii CECT 51767

A. salmonicida CECT 894"

A. molluscorum CECT 5864"

A. rivuli CECT 7518"

A. bivalvium CECT 71137

95

— SOSE5-14A
100

—— AOSE3-14AT
100 Aeromonas sp. nov. 3
AMJE2-14B

L,
43 AALE1-13D

o A. diversa CECT 42547
100 L A schubertii CECT 42407

A. simiae IBS S-6874"

I
100 A. sanarellii CECT 74027

A. taiwanensis CECT 7403"

A. media CECT 42327

53

1178CT Aeromonas sp. nov. 1

A. lusitana CECT 7828"

A. tecta CECT 70827

A. eucrenophila CECT 42247
A. encheleia CECT 43427

A. aquatica CECT 8025"

0.01

268



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

AEROMONAS, UN MICROORGANISMO AMBIENTAL DE IMPORTANCIA EN SALUD HUMANA Y ANIMAL.
Fadua Leila Latif Eugenin

Diposit Legal: T 73-2016

Se obtuvieron los genomas de las cepas seleccionadas como cepas tipo de las 4
nuevas especies (no se dispone todavia de los numeros de acceso al GenBank) y se
compararon, utilizando el ANI y el DDHis (Tabla 2) con los genomas de las cepas tipo
de las especies estrechamente relacionadas considerando las posiciones en los arboles
filogenéticos construidos con el gen ARNr 16S y el MLPA (Figuras 1y 2). Como se
muestra en la Tabla 2, en todos los casos, para el ANI los valores fueron < 96% y para
la DDHis < 70%.

Tabla 2. Resultados de la comparacion de los genomas de las cepas tipo de las 4 nuevas especies respecto de las
especies estrechamente relacionadas en base al ANI (obtenido mediante 3 herramientas informaticas: ANI calculator,
EzGenome y JSpecies) y al DDHis

ANl calculator ~ EzGenome JSpecies JSpecies

Especies DDHis
(ANIb) (ANIDb) (ANIDb) (ANIm)

Aeromonas sp. nov. 1(1178C ")

1178C vs A. encheleia CECT 43427 86,41 86,12 86,08 89,23 31,0
1178C vs A. jandaei CECT 42287 83,79 82,13 82,51 87,84 26,1
1178C vs A. tecta CECT 70827 86,50 86,37 86,59 89,38 315
1178C vs A. media CECT 42327 86,18 85,78 nd nd 30,7
1178C vs A. aquatica CECT 8025" 86,68 86,42 86,92 89,43 31,8

Aeromonas sp. nov. 2 (113634 7)

113634 vs A. bestiarum CECT 42277 93,19 93,14 94,12 94,12 52,0
113634 vs A. piscicola CECT 7443" 92,47 92,13 92,43 92,43 48,6
113634 vs A. popofii CECT 5176" 90,80 90,66 92,24 92,24 42,6
113634 vs A. salmonicida CECT 894" 88,73 88,73 nd nd 371

Aeromonas sp. nov. 3 (AOSE3-14A")

AOSE3-14A vs A. bivalvium CECT 71137 93,87 93,77 93,98 94,48 54,2
AOSE3-14A vs A. encheleia CECT 43427 84,90 83,53 83,72 88,59 27,3
AOSE3-14A vs A. molluscorum CECT 58647 85,27 84,86 85,25 88,58 29,2
AOSE3-14A vs A. rivuli CECT 7518" 85,81 85,35 85,65 88,88 29,7

Aeromonas sp. nov. 4 (AE 207 ")

AE 207 vs A. allosaccharophila CECT 4199" 93,07 92,97 93,92 94,0 214
AE 207 vs A. australiensis CECT 8023" 91,72 91,63 91,85 92,99 45,9
AE 207 vs A. eucrenophila CECT 42247 84,16 82,76 83,37 88,01 26,9
AE 207 vs A. tecta CECT 7082" 83,99 82,51 82,84 87,91 26,9
AE 207 vs A. veronii CECT 42577 94,58 94,07 94,16 95,18 58,1
AE 207 vs A. finlandensis CECT 8028" 91,76 91,49 91,92 93,05 46,1

En negrita se destacan las especies mas cercana en base a los valores de ANl y DDHis. nd: no disponible.

Los resultados de la caracterizacion fenotipica de estas especies mediante pruebas
bioquimicas se muestran en la Tabla 3, donde se puede observar la diferenciacion de
todas ellas de las especies ya descritas dentro del género Aeromonas. En este sentido la
cepa clinica 1178C" (Aeromonas sp. nov. 1) se diferencia del resto de especies por la

produccion de acido a partir de la sacarosa, lactosa y arabinosa, LDC y DL-lactato,
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mientras que la hidrolisis de las elastina y la produccion de &cido de sacarosa y salicina
son las caracteristica diferenciales para la cepa clinica 113634 (Aeromonas sp. nov. 2).
Asi mismo la cepa AOSE3-14A" (Aeromonas sp. nov. 3) procedente de moluscos
bivalvos se caracteriza por su respuesta a la LDC, DL-lactato y produccién de acido de
arabinosa. Finalmente, la cepa AE 207" (Aeromonas sp. nov. 4), presenta como pruebas
diferenciales su resistencia al agente vibriostatico O/129 y la produccion de acido a

partir del manitol, tal como se observa en la Tabla 3.

Discusion

Las cepas 1178C" y 113634", ambas de origen clinico, fueron inicialmente
identificadas con los sistemas comerciales semiautomatizados (MicroScan W/A y Vitek
Il respectivamente). En ambos casos, la identificacion obtenida con estos sistemas fue
errdnea ya que encubrieron estas nuevas especies bajo especies conocidas como A.
hydrophila y A. sobria respetivamente. Estos resultados son congruentes con los
publicados previamente por otros autores (Lamy y cols., 2010; Soler y cols., 2003b;
Figueras, 2005; Figueras y Beaz-Hidalgo, 2015) quienes alertaron sobre de la baja
fiabilidad de estos sistemas, porque tienden a confundir la mayoria de los aislados como
A. hydrophila, tal como se demostrd también en el estudio 4.3.6. En relacion al origen
de estas cepas, nueve de las 30 especies descritas en el género Aeromonas han sido
aisladas a partir de muestras clinicas y de estas, solo cuatro, A. jandaei, A. trota, A. tecta
y A. dhakensis, de heces (Carnahan y cols., 1991; Demarta y cols., 2008; Beaz-Hidalgo
y cols., 2013).

En cuanto a la especie Aeromonas sp. nov. 4 representada por la cepa AE 2077,
esta fue inicialmente identificada como A. veronii en la Universidad de Helsinki
mediante secuenciacion parcial del gen ARNr 16S (468 pb) en base a la similitud de la
secuencia obtenida con el Ribosomal Database Project (RDP). Como ya indicamos en
la introduccién del gen ARNr 16S no es util ara la diferenciacion de algunas de las
especies del género Aeromonas (Martinez-Murcia y cols., 1992a; Figueras y cols.,
2011Db). Los altos valores de similitud inter-especie observados para el gen ARNr 16S,
98,62% y 99,63% para las 4 especies estan dentro del rango descrito para el género

Aeromonas (Martinez-Murcia y cols., 1992a; Figueras y cols., 2011b).
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Table 3. Caracteristicas bioquimicas diferenciales de las 4 nuevas especies de Aeromonas de las otras especies del género.

Prueba bioguimica A B C D 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
LDC (+) (+) -() (+) +(+) V() V() -() -() -() +(+) +(+) +(+) +(+) V(+)* +(+) -() +(+)
Utilizacion de
DL-lactato ) (+) +(+) ) V() -() -() +(-) V() -() -() -() -() -() V() +(+) -(-) -(-)
Acido de:
Salicina ) (+) -() (+) V() V() V() V() V() V() -() -() -() +(+) -() -() -(+) -(-)
D-sacarosa ) ) +(+) (+) +(+) +(+) +(+) +(+) +(+) V() +(+) +(+) -() +(+) -() V() V() +(+)
Lactosa (+) ) -() ) V() -() +(-) V() V() -(+) -() -() -() V() -() -() -() -(-)
L-arabinosa ) () +(+) ) V() +(+) +(+) +(+) +(+) V() V() -(+) -() -() -() -() -(-) V(+)
D-manitol (+) (+) +(+) ) +(+) +(+) +(+) +(+) +(+) +(+) +(+) +(+) +(+) +(+) -() V() +(+) +(+)
Hidrdlisis de
Elastina ) () -() ) V() -(+) V() -() -() -() -() -() -() -() -() -() -() -(-)
O/129 R *) ) +(+) ©) +(+) +(+) +(+) +(+) +(+) +(+) +(+) +(+) +(+) +H(+) +(+) +(+) +H) +H(+)
Prueba bioquimica 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31
LDC -(-) +(+) -() +(+) +(+) V(+) -(-) +(+) -() -() -(-) -() (+) ) -() V(+) -(+)
Utilizacion de
DL-lactato V() nd(+)* V() +(+) -(-) -(-) nd(-) -() nd (+) nd (+) -(-) nd(-) (+)* ) -() -() -(-)
Acido de:
Salicina -() -() nd(+) +(+) +(+) V() +(+) +(+) +(+) +(+) +(+) -() ) ) +(+) -() -(-)
D-sacarosa -() +(+) +(+) +(+) +(+) -(-) +(+) +(+) +(+) +(+) +(+) -() (+) ) ) ) )
Lactosa -() -() -() -(-) -() -() +(+) -() -() -(-) -() -() ) ) () Q] Q]
L-Arabinosa V() -() +(+) +(+) -(-) -(-) -() -() +(+) +(+) -(-) -() ) (+) -() -() -(-)
D-manitol +(+) -() +(+) +(+) +(+) +(+) nd(+) +(+) +(+) +(+) +(+) -() (+) () +(+) +(+) +(+)
Hidrdlisis de
Elastina OO TEO O BN G B O B O B o BN © BN O BN O BRI O © ©) SO IO B C)
O/129R +(+) +(+) +(+) +(+) +H(+) +H) +(+) +(+) +(+) +H(+) +H) +(+) ) ) *) +H(+) +(+)
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Especies: A, Aeromonas sp. nov. 1 (1178C"); B, Aeromonas sp. nov. 2 (113634"); C, Aeromonas sp. nov. 3 (AOSE3-14A", n=4); Aeromonas sp. nov. 4 (AE 207"); 1, A. hydrophila (n=25); 2, A. bestiarum (n=16); 3, A.
salmonicida (n=13); 4, A. caviae (n=25); 5, A. media (n=11); 6, A. eucrenophila (n=9); 7, A. sobria (n=2); 8, A. veronii biovar sobria (n=25); 9, A. jandaei (n=15); 10, A. veronii biovar veronii (n=10); 11, A. schubertii
(n=12); 12, A. trotta (n=16); 13, A. encheleia (n=4); 14, A. allosaccharophila (n=3); 15, A. popoffii (n=7); 16, A. simiae (n=1); 17, A. molluscorum (n=>5) [incubadas a 25°C]; 18, A. bivalvium (n=2) [incubadas a 25-30°C];
19, A. dhakensis (n=13); 20, A. tecta (n=5); 21, A. fluvialis (n=1); 22, A. piscicola (n=5); incubadas a 25°C]; 23, A. taiwanensis (n=1); 24, A. sanarellii (n=1); 25, A. rivuli (n=2) ; 26, A. diversa (n=2); 27, A. australiensis
(n=1), incubadas a 35°C]; 28, A. cavernicola (n=1); 29, A. aquatica (n=2); 30, A. finlandiensis (n= 7); 31, A. lacus (n= 1). Todas las pruebas fueron realizadas a 30°C (con la excepcién de para A. salmonicida que fueron
realizadas a temperatura ambiente). Los datos del 1 al 15 fueron obtenidos de: Abbott y cols., 2003 (que incubaron todas las pruebas a 35°C, excepto para A. popoffi y A. sobria, que fueron incubadas a 25°C); 16: Harf-
Monteil y cols., 2007; 17, 18: Mifiana-Galbis y cols., 2004, 2007; 19: Martinez-Murcia y cols., 2008; 20: Demarta y cols., 2008; 21: Alperi y cols., 2010b; 22: Beaz-Hidalgo y cols., 2009; 23, 24: Alperi y cols., 2010a; 25:
Figueras y cols., 2011a; 26: Mifiana-Galbis y cols., 2010; 27: Aravena-Roman y cols., 2013; 28: Martinez-Murcia y cols., 2013; 29, 30,31: Beaz-Hidalgo y cols., 2015h. *Reaccion positiva a 30°C pero no a 35°C.
Abreviaciones: +, 85-100% de cepas positivas; -, 0-15% de las cepas son positivas; V, 16-84% de las cepas son positivas. Los resultados correspondientes a las cepas tipo aparecen entre paréntesis. LDC: lisina
descarboxilasa; R: resistente; nd: no disponble.
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La diferencia observada entre las topologias correspondientes a la filogenia del
gen ARNr 16S y la del MLPA, puede explicarse con los bajos valores de bootstrap
obtenidos con el gen ARNr 16S. Como se observa en la Figura 1, en base al gen ARNr
16S, la especie genéticamente més cercana a la cepa 1178C" es A. jandaei. Llama
nuestra atencion, que en la rama en la que queda ubicada esta cepa, lo hacen también
especies aisladas principalmente en clinica. Por el contrario, la cepa 113634, se agrupa
con A. salmonicida, A. bestiarum y A. piscicola, todas estas de mayor relevancia en
animales y en el ambiente, pero puntualmente asociadas a muestras clinicas. En el caso
de la cepa AOSE3-14A", esta se agrupa con la especie A. encheleia y la cepa AE 207"
con la especie A. finlandiensis.

En base al MLPA, pudimos establecer que las especies mas relacionadas con la
nueva especie clinica Aeromonas sp. nov. 1 (cepa 1178C") fueron A. media, A. tectay
“A. lusitana”. En realidad tanto A. media como A. tecta se han aisladas previamente de
heces humanas (Figueras y Beaz-Hidalgo, 2015). En el caso de la cepa 113634", las
especies mas cercanas fueron coincidentes a las comentadas como mas cercanas en base
al gen ARNr 16S A. bestiarum, A. salmonicida y A. popofiii. Mientras que para las cepas
aisladas de bivalvos moluscos, representadas por la cepa AOSE3-14A", la especie mas
cercana fue A. bivalvium aislada de berberechos (Cardium sp.) y navajas (Ensis sp.)
también en Catalufia (Espafia) por Mifiana-Galbis y cols. (2007), encontrandose en el
mismo clado otra especie aislada por estos mismos autores (Mifiana-Galbis y cols.,
2004) también de moluscos bivalvos (A. molluscorum). Finalmente, las especies mas
cercanas a la cepa AE 207" fueron A. veronii frecuentemente asociada a muestras clinicas
(Figueras y Beaz-Hidalgo, 2015) vy. A. australiensis (Aravena-Roman y cols., 2013)
aislada también de agua pero en este caso de un efluente de agua tratada utilizada para de
riego.

Al comparar lo genomas de las especies tipo de las 4 nuevas especies las especies
mas cercanas en base al mayor porcentaje de ANI lo fueron también para los valores del
DDHis y en todos los casos los valores fueron < 96% y <
70%, respectivamente. Estos datos ratifican que son 4 nuevas especies en base a los
puntos de cohorte establecidos para el género Aeromonas para el ANI (< 96%) y valores
del DDHis (< 70%) obtenidos por otros autores (Coslton y cols., 2014; Beaz-Hidalgo y
cols., 2015a). Los estudios 4.4.1y 4.4.2 son los primeros que utilizan la comparacién de
genomas basadas en el ANI y el DDHis para la definicién de nuevas especies en el
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género Aeromonas y corroboran su fiabilidad y su correlacion con los resultados
obtenidos mediante el MLPA. De acuerdo con el comité de sistematica de procariotas
para la definicion de una nueva especies es imprescindible que esta se diferencie por lo
menos en una caracteristicas fenotipica del resto de especies del género (Stackebrandt y
cols., 2002; Figueras y cols., 2011b). Las 4 nuevas especies pueden diferenciarse por
mas de una caracteristica fenotipica de sus especies mas cercanas (Tabla 3). La utilidad
de la D-sacarosa esta basada en el hecho de que 21 de las 31 Aeromonas spp. producen
4cido de este sustrato y tanto la cepa 1178C" como la cepa 113634 dieron negativa esta
reaccion, mientras que 24 Aeromonas spp., no producen acido a partir de la lactosa y la
cepa 1178C" si lo hace. Por otro lado, s6lo 6 especies hidrolizan la elastina al igual que la
cepa 113634". Es interesante destacar que la nueva especie Aeromonas sp. nov. 4 (AE
207"), es la tercera especie del género, después de A. cavernicola y A. australiensis, que
es sensible al factor vibriostatico O/129, ya que hasta el afio 2013 la resistencia a dicho
factor era una caracteristica distintiva del género. Ademas, esta misma especie
corresponderia a la quinta especie manitol negativo, después de A. schubertii, A. simiae,
A. diversa y A. australiensis (Hichman-Brenner y cols., 1988, Harf-Monteil y cols., 2004,
Mifana-Galbis y cols., 2010; Martinez-Murcia y cols., 2013, Aravena-Roman y cols.,
2013).

Descripcion de las especies:

Como todas las especies del género, estas 4 nuevas especies cepas corresponden
a bacilos Gram negativo con disposicién irregular. En este momento, esta pendiente
asignarles un nombre a cada una de las especies Yy la realizacion de su andlisis mediante
la microscopia electrdnica, necesaria para la determinacién precisa del tamafio celular, asi
como de la visualizacién del flagelo. A continuacion se describen las caracteristicas

fisioldgicas y bioquimicas de cada nueva especie.

Aeromonas sp. nov. 1 (1178C")

Como era de esperar, esta cepa fue citocromo oxidasa Yy catalasa positivo, redujo
los nitratos a nitritos, fue positiva para la oxidacion y fermentacion de la glucosa, crecio a
0% de NaCl, pero no ha 6% de NaCl, y fue resistente al agente vibriostatico O/129. En
TSA creci6 a 15°C, 30°C y 45°C, pero no ha 4°C, ademas crecié a pH 5; 6; 7;7,5; 8y 8,5,
pero no a pH igual o menor a 4. En agar nutritivo con NaCl, crece a concentraciones de
0%, 3% y 4,5%. No produce pigmento, ni hemdlisis en agar sangre. Crece en agar TCBS
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y agar MacConkey en donde fermenta la lactosa. Produce indol de triptéfano, gas de
glucosa y es VP positivo, pero es RM negativo y no produce H;S. Es capaz de hidrolizar
la gelatina, DNA, esculina, almidon, tween 80, caseina y yema de huevo, pero no la
elastina, urea y SDS. Da reaccion positiva para la LDC y ADH, acido urocanico, pero no
para la ODC, citrato y DL-lactato. En caldo nutritivo produce &cido de celobiosa, lactosa,
D-manitol, N-acetil glucosamina, manosa, glicerol, glucosa, dextrina, galactosa y
trehalosa, pero no de sacarosa, L-arabinosa, rafinosa, L-ramnosa, mio-inositol, inositol,
D-sorbitol y salicina (esta reaccion fue positiva con APl 50CH). Cuando el sistema API
50CH fue utilizado, produccion de acido fue observada para glicerol, D-ribosa, D-
galactosa, D-glucosa, D-fructosa, D-manosa, D-manitol, N-acetil-glucosamina, arbutina,
esculina, salicina, D-celobiosa, D-maltosa, D-lactosa, D-trehalosa, almidén, glicogeno,
gentibiosa y gluconato potésico, pero no con eritritol, D-arabinosa, L-arabinosa, D-xilosa,
L-xilosa, D-adonitol, metil-BD-xilopiramidosa, L-sorbosa, L-ramnosa, dulcitol, inositol,
sorbitol, metil-aD-manopiranosida, metil-aD-glucopiranosida, amigdalina, D-melobiosa,
D-sacarosa, inulina, D-melezitosa, D-rafinosa, xilitol, D-turanosa, D-lixosa, D-tagatosa,
D-fucosa, L-fucosa, D-arabitol, L-arabitol, 2-ceto-gluconato potésico y 5-ceto-gluconato
potasico.

Habitat: heces humanas.

Aeromonas sp. nov. 2 (1136347)

La cepa fue citocromo oxidasa Yy catalasa positivo, redujo los nitratos a nitritos,
fue positiva para la oxidacion y fermentacion de la glucosa, crecié a 0% pero no ha 6%
de NaCl, y fue resistente al agente vibriostatico O/129. En TSA crecid a 15 °C y 30°C,
pero no a 4°C y 45°C. También crecio apH 5; 6; 7; 7,5; 8; 8,5y 9, pero no ha pH 3y 4.
En medio nutritivo con NaCl, s6lo crecié a concentraciones de 0% y 3%, pero a 4,5% y
6%. No produjo hemdlisis en TSA suplementada con 5% de sangre de cordero, ni
pigmento café difusible al medio. Crecio tanto en agar TCBS y MacConkey, en donde no
fermento la lactosa. Produjo reaccion positiva para indol de triptéfano, gas de glucosa,
RM, LDC, ADH, DL-lactato y &cido urocanico, pero no para VP, ODC, citrato yH,S.
Hidroliza la elastina, gelatina, DNA, esculina, almidon, tween 80, caseina y yema de
huevo, pero no la urea ni en SDS. En caldo nutritivo produce acido desde L-arabinosa, L-
ramnosa, D-manitol, N-acetil glucosamina, salicina, manosa, glicerol, glucosa, fucosa,
dextrina, galactosa y trehalosa, pero no desde sacarosa, celobiosa, lactosa, rafinosa, mio-
inositol, inositol y D-sorbitol. Con el sistema API 50CH, reaccion de acidificacion fue
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observada para glicerol, L-arabinosa, D-ribosa, D-galactosa, D-glucosa, D-fructosa, D-
manosa, L-ramnosa, D-manitol, N-acetil-glucosamina, arbutina, esculina, salicina, D-
maltosa, D-trehalosa, D-rafinosa, almidon, L-fucosa, pero no para eritritol, D-arabinosa,
D-xilosa, L-xilosa, D-adonitol, metil-BD-xilopiramidosa, L-sorbosa, dulcitol, inositol,
sorbitol, metil-aD-manopiranosida, metil-aD-glucopiranosida, amigdalina, D-celobiosa,
D-lactosa, D-malobiosa, D-sacarosa, inulina, D-melezilosa, glicogeno, xilitol, gentibiosa,
D-turanosa, D-lixosa, D-tagatosa, D-fucosa, D-arabitol, L-arabitol, gluconato potéasico, 2-
ceto-gluconato potasico y 5-ceto-gluconato potéasico.
Habitat: heces humanas.

Aeromonas sp. nov.3 (AOSE3-14A")

Las cuatro cepas (AOSE3-14AT, SOSE-14A, AALE1-13D y AMJE2-14D)
fueron citocromo oxidasa Yy catalasa positivo, redujeron los nitratos a nitritos, fue
positiva para la oxidacion y fermentacion de la glucosa, fueron resistente al agente
vibriostatico O/129 y crecieron a 0% Yy débilmente a 6% de NaCl. Todas crecieron en
TSA 4°C, 15°C, 30°C y 45°C y en un rango de pH entre 5y 9, pero no entre 3y 4. En
medio basico a diferentes concentraciones de NaCl, todas las cepas mostraron un buen
crecimiento a 0, 3y 45% vy lo hicieron débilmente a 6%. Ademas, todas fueron no
hemoliticas, no produjeron pigmento café difusible al medio en TSA y crecieron tanto en
agar TCBS y MacConkey, donde no fermentaron la lactosa. Todas las cepas mostraron
una respuesta positiva a la produccion de indol desde triptofano (excepto la AALE1-
13D), VP, DL-lactato y &cido urocanico, pero no para gas de glucosa, RM, LDC, ODC,
ADH y citrato. Todas las cepas hidrolizaron la gelatina, DNA, tween 80, caseina, yema
de huevo y la esculina (excepto la AMJE2-14B), pero ninguna hidrolizé la elastina, urea
ni SDS. Las cuatro cepas produjeron acido desde sacarosa, L-arabinosa, celobiosa, D-
manitol, D-sorbitol, manosa, glicerol, glucosa, dextrina, galactosa y trehalosa, pero no
desde lactosa, rafinosa, L-ramnosa, mio-inositol, inositol, salicina (mediante APl 50CH
esta reaccion fue positiva en todas las cepas excepto AMJE2-14B, ni fucosa. Cuando el
sistema APl 50CH fue empleado, todas las cepas acidificaron glicerol, L-arabinosa, D-
ribosa, D-xilosa (excepto AMJE2-14B y AALE1-13D), D-galactosa, D-glucosa, D-
fructosa, D-manosa, D-manitol, N-acetil-glucosamina, arbutina (excepto AMJE2-14B),
esculina (excepto AMJE2-14B), salicina (excepto AMJE2-14B), D-celobiosa, D-maltosa,
D-sacarosa, D-trehalosa, almidon, glicogeno, gentibiosa y gluconato potasico, pero no
eritritol, D-arabinosa, L-xilosa, D-adonitol, metil-BD-xilopiramidosa, L-sorbosa, L,
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ramnosa, dulcitol, inositol, sorbitol, metil-aD-manopiranosida, metil-aD-glucopiranosida,
amigdalina, D-lactosa, D-melobiosa, inulina, D-melezilosa, D-rafinosa, xilitol, D-
turanosa, D-lixosa, D-tagatosa, D-fucosa, L-fucosa, D-arabitol, L-arabitol, 2-ceto-
gluconato potasico y 5-ceto-gluconato potasico.

Habitat: las cuatro cepas fueron aisladas de moluscos bivalvos cultivados en agua
contaminada con agua residual. Tanto la cepa tipo AOSE3-14A" y la cepa SOSE4-14A
fueron aisladas de ostrones, la cepa AALE3-13D fue aislada de almeja y la cepa AMJE2-
14D de mejillon. Ninguna de las cepas fue recuperada de las muestras de agua en donde

los moluscos fueron cultivados.

Aeromonas sp. nov. 4 (AE 2077)

La cepa presentd las caracteristicas tipicas del género, como ser citocromo
oxidasa y catalasa positivo, reducir los nitratos a nitritos, ser positiva para la oxidacion y
fermentacion de la glucosa, crecié a 0% de NaCl, pero no ha 6% de NaCl, sin embargo,
fue sensible al agente vibriostatico O/129 (halo 18 mm). En TSA no se observé pigmento
café difusible al medio, y fue capaz de crecer en agar TCBS y agar MacConkey, sin
fermentar la lactosa. Es y-hemolitica. La cepa crecio en TSA entre 15-30°C, pero no a
4°C y a 45°C, ademas crecio entre pH 5y 9, pero no a pH 3y 4. Crecib en agar nutriente
entre 0 y 3% de NaCL, pero no a 4,5% de NaCl. La cepa fue positiva para la produccion
de indol de triptofano, VP, y acido urocanico, pero no para el RM y tampoco produjo gas
de glucosa, ni H,S y no utilizo el citrato ni el DL-lactato. Fue capaz de hidrolizar la
gelatina, DNA, almidon, tween 80, caseina y yema de huevo, pero no la elastina, urea,
esculina y SDS. Presento actividad positiva para la LDC y ADH, pero no para la ODC.
Acido fue producido en caldo nutritivo desde sacarosa (esta reaccion fue negativa con
APl 50CH), celobiosa, N-acetil glucosamina, manosa, glicerol, glucosa, dextrina,
galactosa y trehalosa, pero no desde L-arabinosa, lactosa, rafinosa, L-ramnosa, mio-
inositol, inositol, D-manitol, D-sorbitol, salicina y fucosa. Con el sistema API 50CH,
acidificacion de los azucares fue observada para glicerol, D-ribosa, D-galactosa, D-
glucosa, D-fructosa, D-manosa, metil-aD-glucopiranosida, N-acetil-glucosamina, D-
celobiosa, D-maltosa, D-trehalosa, almidon, glicogeno y gluconato potasico, pero no para
eritritol, D-arabinosa, L-arabinosa, , D-xilosa, L-xilosa, D-adonitol, metil-BD-
xilopiramidosa, L-sorbosa, L-ramnosa, dulcitol, inositol, D-manitol, sorbitol, metil-aD-
manopiranosida, amigdalina, arbutina, esculina, salicina, D-lactosa, D-melobiosa, D-

sacarosa, inulina, D-melezilosa, D-rafinosa, xilitol, gentibiosa, D-turanosa, D-lixosa, D-
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tagatosa, D-fucosa, L-fucosa, D-arabitol, L-arabitol, 2-ceto-gluconato potésico y 5-ceto-
gluconato potasico.

Habitat: la cepa AE 207" fue aislada de agua de lago que experimentaban

afloramiento de cianobacterias en Tammela, Finlandia.
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5. DISCUSION GENERAL
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Tal como se menciond en la introduccion, el género Aeromonas esta formado por
microorganismos que han sido descritos como autoctonos del medio acuatico. De hecho,
de las 27 especies descritas hasta el momento de la redaccion de esta tesis doctoral, la
mayoria de las especies, con excepcion de seis: A. schubertii, A. encheleia, A. simiae, A.
molluscorum, A. piscicola y A. diversa, han sido identificadas a partir de diferentes tipos
de agua (Figueira y cols., 2011; Carvalho y cols., 2012; Figueras y Beaz-Hidalgo, 2014).
Sin embargo, Aeromonas también tiene una especial importancia en salud humana ya
que provoca infecciones a nivel intestinal como extraintestinal y en salud animal donde
puede generar grandes pérdidas econdémicas en acuicultura. La furunculosis es la
principal enfermedad y se caracteriza por la presencia de hemorragias y Ulceras en
truchas y salmones atribuidas principalmente a la especie A. salmonicida, reconocida
como la principal especie patdgena de peces. Sin embargo, una situacion diferente se
encontrd en el estudio 4.3.1, en el que la tres especies mas prevalentes recuperados a
partir de truchas fueron A. hydrophila (21,2%, 7/33), A. veronii (18,2%, 6/33) y A.
bestiarum (18,2%, 6/33), seguidas por A. sobria (15,2%, 5/33), A. media (9,1%, 3/33), A.
popoffii (6,1, 2/33), A. allosaccharophila, A. caviae, A. salmonicida (3,0%, 1/33 cada
una), y un aislado (3,0%) que se agrup6 con la cepa tipo de "A. lusitana" que se encuentra
en proceso de descripcion. La gran diversidad de especies encontrada en nuestro estudio
es muy semejante a la encontrada en un estudio anterior realizado por Beaz-Hidalgo y
cols. (2010) en nuestro laboratorio, ya que entre 35 cepas recuperadas de trucha,
mediante secuenciacion del gen rpoD, se reconocieron 5 de las 9 especies encontradas en
el estudio 4.3.1 y que fueron A. sobria (45,5%), A. hydrophila (22,9%), A. media
(11,5%), A. piscicola (8,6%), A. bestiarum (5,7%) y A. salmonicida (5,7%). En nuestro
estudio destaca la alta prevalencia de la especie A. veronii, que se ha considerado
clasicamente como una especies asociada a infecciones humanas pero cabe destacar que a
su vez fue responsable en el afio 2010 de un brote que afect6 a cultivos de pez gato en
Estados Unidos (Nawaz y cols., 2010). Ademas, de los resultados obtenidos en el estudio
4.3.1 destaca el hecho de haber aislado por primera vez A. popoffii a partir de trucha.
Esta especie habia sido previamente aislda de anguila, muestras de agua y muestras de
origen humano (Soler y cols., 2002; Hua y cols., 2004; Alcaide y cols., 2010; Martone-
Rochay cols., 2010).

Por otra parte en el estudio 4.3.1, no sélo se demostro la ocurrencia de infeccion
sistémica, ya que idénticos patrones ERIC o genotipos (E1, E11, E25 y E28
correspondientes a A. veronii, A. bestiarum, A. media y A. popoffii respectivamente)
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fueron recuperados de distintos 6rganos en un mismo pez sino que también se observé la
existencia de infecciones mixtas (dos o tres especies de Aeromonas fueron recuperadas
desde un mismo pez).

Finalmente, al estudiar la presencia de cinco genes (blave, blacphanmis, blatem,
blasny y intll) que codifican P-lactamasas de espectro expandido mediante PCR se
demostro que el 39.6% de las cepas portaba uno o mas genes de resistencia. Los tres
genes detectados fueron blacpnanmis,intll, blasyy en el 29,2%, 6,2% y 4,2% de los
aislados respectivamente. Similares prevalencias fueron reportadas por Carvalho y cols.
(2012) y Chen y cols. (2012) lo que indica que podrian estar ampliamente diseminados en
el ambiente.

Aeromonas también fue detectada en el estudio 4.3.2, en donde se analizaron
muestras de carpa comun (Cyprinus carpio) congeladas destinadas al consumo humano
donde se obtuvieron cinco aislados que correspondieron a 4 genotipos, de los cuales tres
fueron identificados mediante secuenciacion del gen rpoD como A. salmonicida (A3,
All= Al2, A13) y uno como A. sobria (A8). De estas, solo las cepas de A. salmonicida
fueron capaces de reducir el oxido de trimetilamina (TMAO) a trimetilamina (TMA) que
es un indicador de descomposicién de los alimentos, demostrdndose por tanto la
capacidad de esta especie de producir la putrefaccion de los alimentos, incluso bajo
condiciones de refrigeracion. Ambas especies de Aeromonas fueron previamente
detectadas en truchas enfermas, tanto en el estudio 4.3.1 como en el trabajo de Beaz-
Hidalgo y cols. (2010). También fueron identificadas a partir de tilapias (Oreochromis
niloticus) congeladas destinadas al consumo humano en México (Castro-Escarpulli y
cols., 2003). Recientemente, A. salmonicida fue detectada molecularmente mediante
secuenciacion directa del gen ARNr 16S en muestras de dorada (Sparus aurata)
congelada (Parlapani y cols., 2013). Ademas, se ha comprobado que Aeromonas es capaz
de sobrevivir e incluso multiplicarse en alimentos mantenidos hasta 10 dias a
temperaturas de refrigeracion, De ahi la importancia de controlar la presencia de esta
bacteria durante la cadena de frio de los alimentos (Figueras y Beaz-Hidalgo, 2014).

Con esta finalidad se realizo el estudio 4.1.3, destinado a evaluar la efectividad de
tres medios de cultivos (ADA, SAA y BIBG-m) utilizados para la recuperacién de
Aeromonas a partir de muestras de agua y mariscos. Se encontré que el medio ADA fue
superior a los otros medios para la recuperacion de Aeromonas de muestras de agua, sin
embargo, en el caso de los mariscos no hubo diferencia estadistica entre los tres medios

comparados. Por otro lado, cuando se evaluaron diferentes condiciones de cultivo
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(enriquecido vs sin enriquecer) solo se observo que el uso de cultivo enriquecido aumenta
la deteccion de muestras positivas, pero no favorece la recuperacion de especies de
Aeromonas desde muestras de agua y mariscos.

Asi mismo en esta tesis, en los estudios 4.1.1 y 4.1.2, se re-evaluaron y
adaptaron técnicas de deteccién rapidas basadas en método moleculares. En el estudio
4.1.1 se optimiz6 un método descrito previamente (Beaz-Hidalgo y cols., 2008b) basado
en la deteccion del los genes fstA (receptor de sideroforo férrico, 422 pb) y gyrB (760 pb),
que permiti6 identificar de forma rapida y especifica las cepas de A. salmonicida, aisladas
tanto de peces enfermos como de portadores sanos, de las demas especies de Aeromonas
descritas hasta esa fecha, incluida A. bestiarum con la cual es fenotipica y
filogenéticamente cercana. Sin embargo, en el afio 2009 Beaz-Hidalgo y col. describieron
una nueva especie, A. piscicola, filogenéticamente relacionada con la dos especies citadas
anteriormente. Estas tres especies presentan un similitud > al 99,8% en sus secuencias del
gen ARNr 16S, por lo que se hizo necesario reevaluar el protocolo inicial. Con este nuevo
protocolo optimizado y probado con las 25 cepas tipo de las especies descrita al momento
de la publicacién y con un grupo de 27 cepas de A. salmonicida, 13 cepas de A. bestiarum
y 9 cepas de A. piscicola , se demostrd que el gen gyrB no era especifico para A.
salmonicida ya que presentaba reaccion cruzada con otras especies del género. Ademas
bandas inespecificas generadas durante la amplificacion del gen fstA fueron observadas
en 9 cepas de A. bestiarun y 6 cepas de A. piscicola. Sin embargo, esto fue solucionado
disminuyendo el volumen de MgCI utilizado de 3 pl a 1,5 pl y aumentando la
temperatura de hibridacién (annealing) de 60°C a 64,7°C, lo que se tradujo en una PCR
especifica para la deteccion de A. salmonicida.

En el estudio 4.1.2 se realiz6 una adaptacién del protocolo original para la
deteccion de la GCAT (Glicerofosfolipido Colesterol Acetiltransferasa) mediante PCR,
un marcador especifico para el género Aeromonas, inicialmente descrito para la
identificacion de cepas de Aeromonas (Soler y cols., 2002; Chacén y cols., 2002), que
permitio la deteccion directa de Aeromonas desde muestras de agua. Este método permite
la deteccién de Aeromonas en solo 5 horas frente a las 29 horas necesarias por el cultivo
cuando la muestra fue procesada sin enriquecimiento y de 24 horas vs 48 horas cuando
las muestras fueron enriquecidas.

Por otra parte, tal y como se comentd en la introduccion la identificacion de las
especies de Aeromonas en los laboratorios clinicos se realiza mayoritariamente utilizando

métodos bioquimicos lo que desvirtia la prevalencia real de las distintas especies
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(Figueras, 2005) por esta razon en esta tesis en el estudio 4.3.6 se re-identificaron 422 en
cepas de origen clinico aisladas en diferentes hospitales de Espafia mediante
secuenciacion del gen rpoD. Esto permito determinar que A. caviae (61,6%), A. veronii
(21,6%) y A. hydrophila (6,4%) eran las tres especies mas prevalentes que agrupaban a el
89.6% de los aislados, seguidas por A. media (4,5%), A. dhakensis (1,2%), A.
allosaccharophila (0,5%), A. salmonicida (0,5%), A. bestiarum (0,2%), 2 (0,5%) cepas
(1178C y 113634) no pudieron ser identificadas como ninguna especie conocida de
Aeromonas y correspondieron a nuevas especies (estudio 4.4.2) y un 3,0% del total de las
cepas fueron identificadas como no Aeromonas. Si bien esta estadistica es congruente con
la publicada por Figueras (2005) en donde A. caviae, A. veronii y A. hydrophila eran las
responsables de casi el 92% de las infecciones en el hombre, y del 97,1% encontrado por
Lamy y cols. (2009), esta en desacuerdo con los datos publicados mas recientemente, en
donde A. caviae (29,9%); A. dhakensis (26,3%), A. veronii (24,8%) y A. hydrophila
(15,5%) son las cuatro especies predominantes en clinica, correspondiendo al 95,6% de
los aislados de acuerdo a los datos actualizados reportados por Figueras y Beaz-Hidalgo
(2015). Estas discrepancias se deben a que actualmente, la especie de recientemente
descripcion A. dhakensis denominada previamente A. aquariorum (Beaz-Hidalgo y cols.,
2013) ha cobrado gran importancia, llegando a liderar esta lista en paises como Malasia,
Taiwan y Australia (Figueras y Beaz-Hidalgo, 2015 y referenciados). Esta especie hasta
la fecha de su descripcion quedaba enmascarada principalmente bajo otras especies como
se demostro en el estudio 4.3.5 en donde de las 7 cepas de Aeromonas aisladas de sangre,
e identificadas mediante métodos fenotipicos como A. hydrophila (4), A. veronii (2) y A.
caviae (1) cuatro de ellas correspondieron a A. dhakensis, una a A. hydrophila, una a A.
veronii y una a A. caviae (Morinaga y cols., 2013). Ademas en este estudio se demostro
que las cepas de A. dhakensis tuvieron una mayor actividad citotdxica frente a lineas
celulares de sangre humana (THP-1 y HL-60) que el resto de las especies identificadas.
Estos resultados eran similares a los obtenidos por Chen y cols. (2013) quienes
demostraron que A. dhakensis fue mas virulenta y mostr0 mayor actividad citotoxica
frente a lineas celulares de fibroblastos humanos normales de la piel, que A. hydrophila.
Ademas, el genoma de la cepa clinica de A. dhakensis (AAK1) fue recientemente
secuenciado y se demostré que contiene el gen blaAQU-1 que codifica para -lactamasas
clase C (Wu vy cols., 2013). Estos resultados demuestran la importancia de la correcta

identificacion a nivel de especie.
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En relacién al origen del aislamiento de las cepas clinicas estudiadas y remitidas
por los distintos Hospitales, los tres de mayor frecuencia fueron las heces (86,8%), sangre
(4,4% ) y herida (1,7%) y correspondiendo al 92,9% del total, tal y como era de esperar
(Figueras, 2005; Janda y Abbott, 2010; Figueras y Beaz-Hidalgo, 2015). El 7.1% de las
cepas restantes fueron recuperadas desde esputo, liquido ascitico, bilis, orina y secrecion
faringea.

Aunque no hubo diferencias observadas por sexo (41,8% y 42,1% de afectacion
para hombres y mujeres respectivamente) ni por edad (41,3% y 41,7% de las Aeromonas
fueron recuperadas desde pacientes pediatricos y adultos respectivamente), si las hubo
segun el tipo de infeccion, ya que el 63,6% de las cepas fueron recuperadas desde
infecciones monomicrobianas, mientras que el 20,5% de las cepas lo fue desde procesos
polimicrobianos, siendo los géneros Campylobacter sp. (48,4%) y Salmonella sp.
(16,1%) los més frecuentemente identificados en asociacién con Aeromonas. En estudios
anteriores llevados a cabo en nuestro laboratorio por Borrell y cols. (1998) el nimero de
aislamientos procedentes de heces de nifios fue mas alto que el de adultos.

Otro aspecto importante al que se le ha prestado atencién en la presente tesis
(4.3.7) es al MALDI-TOF un método relativamente nuevo de identificacion a nivel de
especie cada vez mas utilizado en clinica, y disponible en algunos de los hospitales que
han colaborado en este estudio. ElI MALDI-TOF no sélo se presenta como un método
rapido, sino que también mas econémico, pero sobre todo aparentemente mas fiable que
los sistemas semiautomatizados, como el Vitek Il y MicroScan W/A, utilizados
tradicionalmente para la identificacion de especies de Aeromonas. En este estudio se
demostro que si bien, todos los métodos fenotipicos mencionados presentan porcentajes
mayores al 90% en la correcta identificacion a nivel de género, el sistema MALDI-TOF
fue muy superior a los otros en la identificacion de especies, presentando valores de
91,1% frente al 6,8% y 15% alcanzados por el Microscan W/A y Vitek Il
respectivamente. Estos méetodos tienden a confundir Aeromonas con el genero Vibrio y a
identificar la mayoria de los aislados como A. hydrophila, tal como se pudo observar en
los estudios 4.3.6 y 4.3.7 coincidiendo con los resultados de otros autores (Soler y cols.,
2003; Lamyy cols., 2010).

En el estudio 4.3.7 con el MALDI-TOF las tres especies mas prevalentes en
clinica: A. caviaeA. veronii y A. hydrophila fueron correctamente identificadas en el
96,6%, 98,3% y 100% respectivamente, cuando los resultados fueron comparados con los
obtenidos mediante secuenciacion del gen rpoD. Tanto para A. media como para A.
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salmonicida, el porcentaje de concordancia entre ambos métodos fue solo del 50%,
mientras que para A. bestiarum fue de 100%. La principal limitante que presenta este
método radica en su base de datos, que no incluye todas las especies descritas hasta la
fecha dentro del género Aeromonas, es redundante, es decir incluye la misma cepa con
distintas referencias ya que provienen de distintas colecciones y utiliza nomenclatura
obsoleta.

Como comentamos al comienzo de la discusion, Aeromonas en un organismo
propio de ambientes acuaticos. Actualmente el agua es un recurso cada vez mas escaso.
Esta situacion a llevado a la reutilizacion del agua residual mediante procesos de
depuracion (conocidos como tratamientos terciarios), produciéndose la que se conoce
como agua regenerada o reciclada, la que es principalmente utilizada para el riego de
frutas y vegetales destinados al consumo humano. Este tipo de agua fue analizada en los
estudios 4.2.1 y 4.2.2. En ambos estudios el proceso de depuracion del agua residual fue
diferente, ya que en estudio 4.2.1 se evalud la efectividad del cloro y radiacion
ultravioleta, mientras que en el estudio 4.2.2 se evaluo la eficacia del lagunaje para la
reduccidn de Aeromonas en aguas residuales tratadas, demostrandose un 100% y un 82%
de efectividad para cada tipo de tratamiento respectivamente. Sin embargo, en el estudio
4.2.1 se observo la capacidad de Aeromonas de recrecer dentro del sistema de
distribucion de agua empleada para el riego, detectdndose nuevamente estas bacterias en
el 80% (4/5) de las muestras de agua de riego, con recuentos de 7.0x10° ufc/100ml y
2.45x10* NMP/100ml. Este fenémeno que puede tener una importante repercusion para la
salud publica fue previamente observado por Jjemba y cols. (2010) cuando se evaluaron
diferentes métodos de depuracion aplicados en cuatro plantas de tratamiento de agua
residual.

Si analizamos la diversidad de especies de Aeromonas encontrada en el agua
residual no tratada y en el agua residual tratada, podemos observar un cambio en la
poblacion de especies dominantes. En el agua residual no tratada analizada en ambos
estudios (4.2.1 y 4.2.2), A. caviae y A. media fueron las especies predominantes
correspondiendo al 85,7% y al 91,4% del total de las cepas en cada estudio. Sin
embargo, después del proceso de depuracién ambas especies siguieron presentes pero en
menor proporcion, aumentando la presencia de las especies A. veronii (27,7%) y A.
salmonicida (21,6%) en los efluentes del tratamiento terciario mediante lagunaje (estudio
4.2.2) y de A. salmonicida (22,2%), A. allosaccharophila (18,5%) y A. popoffii (14,8%)
en el sistema de distribucion de agua de riego (estudio 4.2.1). Este hecho nos hace pensar
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en la posibilidad de especies de Aeromonas endémicas o propias de cada tipo de agua, ya
que a pesar de que ambas plantas de tratamiento de aguas residuales se encuentran en
zonas geogréaficas alejadas, el comportamiento de las especies de Aeromonas es similar.

Ademas es destacable el hecho de haber podido establecer relaciones
epidemioldgicas en el estudio 4.2.1 en donde una misma cepas de A. caviae fue detectada
tanto en una muestra de agua de riego (AAR-15B) como en una de las muestras de
vegetales (Sle-15D, lechuga) regadas con esta agua, demostrandose asi que el agua actda
como vehiculo de transmisidn de estos microorganismos. Otros autores han encontrado
también relaciones epidemioldgicas entre cepas de origen ambiental e incluso entre estas
y las aisladas de pacientes (Demarta y cols., 2000; Kajhanchi y cols., 2010; Pablos y
cols., 2011). Ademas, en nuestro estudio demostramos que una misma cepa de la especie
A. sanarellii, asociada principalmente a infecciones en humanos (Alperi y cols., 2010a;
Beaz-Hidalgo y cols., 2012), fue aislada tanto de una muestra de perejil como de tomate,
correspondiendo a su primer aislamiento de vegetales. Sin embargo, esta especie ya habia
sido previamente descrita en aguas residuales tratadas en Portugal (Figueira y cols.,
2011) y ahora en aguas residuales no tratadas (estudio 4.2.2). En este estudio hemos
demostrando su presencia, aunque en bajas proporciones, a lo largo de todo el proceso de
tratamiento de las aguas residuales lo que a su vez sustenta la idea de que el agua actla
como vehiculo de transmision de microorganismos potencialmente patdgenos, como
Aeromonas.

Como se menciond anteriormente, otra especie de importancia clinica que fue
aislada en baja proporcion tanto en aguas residuales tratadas como no tratadas fue A.
dhakensis (estudio 4.2.2). Esta especie no solo ha sido previamente encontrada en
muestras clinicas en Espafia y Taiwan por Figueras y cols. en el 2009, sino que
posteriormente se describid en otras muestras clinicas por otros autores (Aravena-Roman
y cols., 2011; Esteve y cols., 2012; Morinaga y cols., 2013; Pauh y cols., 2013; Shin y
cols., 2013), en larvas de mosquitos en Israel (Figueras y cols., 2011), en aguas residuales
tratadas (Figueira y cols., 2011), agua de rio, agua de sistemas de refrigeracion y anguila
en Espafia (Esteve y cols., 2012) y desde tilapia (Oreochromis niloticus) cultivadas en
México (Soto-Rodriguez y cols., 2013). Esto sugiere que esta especie no sélo es de
relevancia en clinica humana, sino que estd ampliamente distribuida en el ambiente,
incluso fue aislada como Unico microorganismo patdgeno a partir de un delfin (Grampus
griseus) neonato que var0 en las costas de Catalufia y que a los dos dias fallecié producto
de pneumonia y sepsis producidas por la cepa de A. dhakensis (Estudio 4.3.3). Esta cepa
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era portadora de los genes de virulencia aer, alt, lip y ser que codifican para
aerolisina/hemolisina, enterotoxina citoténica termolabil, lipasa y serina proteasa
respectivamente.

En el estudio 4.2.2 se recuperd un total de 10 especies de Aeromonas, y aunque
la gran mayoria de estas se identificaron de forma aleatoria a lo largo de todo el estudio,
hubo algunas que presentaron una cierta estacionalidad, como es el caso de A.
salmonicida, detectada especificamente entre los meses de diciembre y abril y A. media,
aislada principalmente entre los meses de enero y marzo. Ademas, A. caviae a pesar de
haber sido detectada durante todos los meses de muestreo, esta fue mayoritariamente
recuperada entre los meses de junio y diciembre, correspondiendo en la mayoria de los
casos a mas del 70% del total de los aislados. Ademas se establecid una relacion
indirectamente proporcional entre las bajas temperaturas (< 20°C) del agua residual con
una mayor efectividad del tratamiento por lagunaje (> 97%). Ambos fendmenos fueron
observados previamente por Bossain y cols. (1991) y por Hassani y cols. (1992).

Las aguas residuales tratadas y no tratadas son vertidas a rios o al mar pudiendo
alterar la calidad del agua destinada al cultivo intensivo de peces y mariscos bivalvos. El
impacto que podria tener este hecho sobre los moluscos bivalvos como los mejillones al
ser expuestos durante siete dias a el agua de un canal contaminado con aguas residuales
se evaluo en el estudio 4.2.3. En este estudio se observo que el 90.1% (10/11) de las
muestras investigadas fueron positivas para la presencia de Aeromonas. Ademas es
importante resaltar el hecho de la diferencia en el recuento de Aeromonas observada entre
los mejillones cultivados en la bahia de Alfacs y los mejillones cultivados en los canales
de Poble Nou impactados por aguas residuales. En los primeros, el recuento de
Aeromonas varié de 0,0 a 2,0x10° ufc/100gr o de 0,0 a 2,1x10° NMP/100gr, mientras que
en el segundo caso el recuento de Aeromonas oscil entre 2,7x10° y 2,9x10° ufc/100gr o
fue de 3,2x10* NMP/100gr. Como era de esperar, A. salmonicida (37,8%) fue la especie
mas prevalente seguida por A. media (26,3%), A. caviae (18,6%) y A. allosaccharophila
(6,4%). Ademas, en este estudio se establecid que existe una mayor la probabilidad
(estadisticamente significativa) de aislar A. salmonicida y A. caviae de ostrones que de
otros bivalvos como los mejillones y las almejas. De igual forma, se demostrd una mayor
prevalencia de las especies A. media y A. allosaccharophila en mejillones en relacion a
su prevalencia en ostrones y almejas. En el estudio 4.3.4, también realizado en mariscos,
se recuperd por primera vez, la especie A. schubertii, especificamente desde mejillones
cuando el medio de cultivo ADA fue utilizado. Considerando que esta es una especie
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relativamente rara y principalmente aislada desde muestras clinicas se realiz6 una
revision a partir de todos los casos reportados en la literatura y se determind que a pesar
de no mostrar requerimientos especiales desde el punto de vista de los nutrientes y
condiciones de cultivo, su frecuencia de aislamiento es baja y sélo ha sido citada en 18
ocasiones desde su descripcion. En 9 de estas ocasiones las cepas fueron de origen clinico
y en 7/9 su origen fue extraintestinal. Este hecho nos hace pensar de que A. schubertii
pudiera ser mas sensible a la presencia de sales biliares, que el resto de las especies
frecuentemente aisladas en clinica. Sin embargo, este hecho necesita ser estudiado con
mayor profundidad. En el caso de las cepas de origen ambiental, en 6 ocasiones A.
schubertii fue aislada de animales (carne de rana, pollo y conejo, de camarones y peces),
2 veces fue detectada en muestras de agua (agua potable y agua de acuario) y sélo una
vez fue recuperada a partir de vegetales.

Asi mismo utilizando los aislados obtenidos y otros disponibles de esta especie
en nuestra coleccidn se hizo una re-evaluacién fenotipica de esta especie para ver si baja
prevalencia podia estar asociada a su dificil identificacion. Sin embargo, se comprobo
que sus caracteristicas distintivas de otras especies (produce f-hemdlisis, es positivo para
la LDC, utilizacién del citrato y DL-lactato, pero negativo para la produccion de indol y
acido desde sacarosa y manitol) eran altamente estables independientemente del origen de
los aislados. Este aspecto deberia facilitar tanto su identificacion como su diferenciacion
de otras especies de Aeromonas también manitol negativas, como A. simiae, A. diversa y
A. australiensis (Harf-Montail y cols., 2004; Mifana-Galbis y cols., 2010; Aravena-
Roméan y cols., 2012). No obstante a pesar de esto los reportes de esta especie en la
literatura como hemos indicado son escasos.

Finalmente, es importante destacar la utilidad del gen rpoD, ya que no sélo
permitié la correcta identificacion a nivel de especie de las cepas investigadas en esta
tesis, sino que también nos permitié la deteccién de 7 potenciales nuevas especies,
dejando claro que el punto de cohorte (97,4%) establecido por Soler y cols. (2004) para la
separacion de especies en base a este gen sigue siendo valido. Estas 7 potenciales lineas
filogenéticas fueron confirmadas como tales mediante la realizacion de un estudio
polifasico (estudios 4.1 y 4.2) que incluyd tanto la descripcion de las caracteristicas
fisiolégicas y bioquimicas de las cepas, y su caracterizacion genética mediante el uso de
MLPA asi como de nuevas herramientas moleculares basadas en el estudio del genoma

como son el ANI y la DDHis.
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6. CONCLUSIONES
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Se ha optimizado el método de la deteccion del gen fstA, para la identificacion
rapida de A. salmonicida evitando interferencias con otras especies.

Se ha puesto a punto la técnica de deteccion directa basadas en la GCAT-PCR que
permite la deteccion de Aeromonas en muestras de agua en solo 5 horas (muestra

sin enriquecer) y 24 horas (muestra enriquecida).

El tratamiento terciario mediante la utilizacion de cloro y radiacion ultravioleta
elimind el 100% de las Aeromonas y fue mas efectivo que el lagunaje que so6lo

elimind el 82% de éstos microorganismos.

El tratamiento terciario mediante lagunaje fue menos efectivo en los meses de
verano (26,7%) que en los meses frios (98,9%) lo que puede estar asociado al

menor tiempo de retencion y a las altas temperaturas del agua.

Se ha comprobado que Aeromonas es capaz de recrecer en los sistemas de
almacenaje o distribucién de agua destinada al riego de vegetales, lo que significa

un riesgo para la salud publica.

Se ha demostrado que el agua de riego actGa como vehiculo de transmision de
Aeromonas ya que la misma cepa de A. caviae, es deciruna cepa con el mismo
genotipo de ERIC, se aislo en el agua de riego y en una lechuga irrigada con esta.
Ademas la misma cepa de A. sanarelli recuperada en una muestra de perejil se

encontré también en una muestra de tomates.

Algunas especies de Aeromonas recuperadas del agua regenerada, mostraron una
clara estacionalidad, por ejemplo: A. salmonicida fue recuperada entre los meses
de diciembre y abril, mientras que A. media lo fue mayoritariamente entre enero y
marzo. Esto indica una posible relacion entre las especies recuperadas y la

temperatura del agua.

Se comprob0 que existe una mayor probabilidad de aislar A. salmonicida y A.
caviae en ostrones que en mejillones y almejas, y también A. allosaccharophila y

A. media en mejillones que en ostrones y almejas.

Se describe el primer aislamiento de A. schubertii a partir de mejillones, pudiendo

estos actuar como una ruta de transmision para el hombre.
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10.

11.

12.

13.

Las cepas clinicas estudiadas correspondieron a 9 especies, 5 de la cuales: A.
caviae (61,6%), A. veronii (21,6%), A. hydrophila (6,4%), A. media (4,5%) yA.
dhakensis (1,2%) englobaron al 95,3% de las cepas.

La identificacion de cepas de Aeromonas realizada en los hospitales utilizando el
MALDI-TOF generan menos de un 10% de error, atribuido a la poca rigurosidad
de la base de datos, que esta poco actualizada, incluye cepas duplicadas y otras
mal etiquetadas. Sin embargo, este método es mas rapido, econdmico y fiable que

los métodos semiautomatizados utilizados habitualmente.

Se aportan siete nuevas especies para la ciencia, cuatro aisladas de agua de lago,

dos de heces humanas y una de moluscos bivalvos.

Se han publicado por primera vez nuevas especies de Aeromonas utilizandolos
genomas de sus cepas tipo y se ha comprobado que el célculo del ANI y del
DDHis utilizados para la delimitacion de especies comparando sus genomas €s

facil e inequivoco.
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Anexo 1. Cepas tipo y de referencia utilizadas en este trabajo.

Especie Referencia Otras designaciones Origen Autor
A. hydrophila CECT 839" ATCC 7966" Leche Stainer, 1943
A. salmonicida subsp. salmonicida CECT 8947 ATCC 336587 Salmén Griffiny col., 1953
A. sobria CECT 4245" ATCC 439797 Pez Popoff y Veron, 1981
A. media CECT 42327 ATCC33907" Agua de piscifactoria Alleny cols., 1983
A. veronii CECT 42577 ATCC 356247 Esputo Hickman-Brenner y cols., 1987
A. caviae CECT 838" ATCC 154687 Cobaya Schubert y Hegazi, 1988
A. eucrenophila CECT 42247 ATCC 23309" Pez de agua dulce Schubert y Hegazi, 1988
A. schubertii CECT 42407 ATCC 437007 Absceso cutaneo Hickman-Brenner y cols., 1988
A. jandaei CECT 42287 ATCC 495687 Heces humanas Carnahan y cols., 1991
A. trota CECT 42557 ATCC 496577 Heces humanas Carnahan y cols., 1991
A. allossacharophila CECT 4199" ATCC 512087 Anguila Martinez-Murcia y cols., 1992
A. encheleia CECT 43427 ATCC 519297 Anguila Esteve y cols., 1995
A. bestiarum CECT 42277 ATCC 511087 Pez enfermo Aliy cols., 1996
A. popoffii CECT 5176" ATCC BAA-243" Agua potable Huys y cols., 1997
A. simiae IBS S-6874" CIP 107798" Heces de mono Harf-Monteil y cols., 2004
A. molluscorum CECT 58647 LMG 222147 Moluscos bivalvos Mifiana-Galvis y cols., 2004
A. bivalvium CECT 71137 LMG 233767 Moluscos bivalvos Mifiana-Galvis y cols., 2007
A. tecta CECT 70827 DSM 173007 Heces de nifio con diarrea Demarta y cols., 2008
A. piscicola CECT 74437 LMG 247837 Pez enfermo Beaz-Hidalgo y cols., 2009
A. fluvialis CECT 74017 LMG 246817 Agua de rio Alperi y cols., 2010
A. taiwanensis CECT 74037 LMG24683" Infeccion de herida Alperi y cols., 2010
A. sanarellii CECT 74027 LMG 246827 Infeccion de herida Alperi y cols., 2010
A. diversa CECT 42547 ATCC 43946" Infecci6n de herida Mifiana-Galvis y cols., 2010
A. rivuli CECT 75187 DSM 22539" Agua de rio Figueras y cols., 2011
A. cavernicola CECT 7862" DSM 244747 Agua(arroyo en una caverna) Martinez-Murcia y cols., 2012
A. australiensis CECT 8023" LMG 267077 Agua (utilizada para riego) Aravena-Roman y cols., 2013
A. dhakensis CECT 57447 LMG 195627 Heces de nifio con diarrea Beaz-Hidalgo y cols., 2013
A. salmonicida subsp. achromogenes CECT 895" ATCC 336597 Trucha (Oncorhynchus mikyss) Smith, 1963
A. salmonicida subsp. masoucida CECT 896" ATCC 270137 Sakuramasou (Oncorhynchus masou) Kimura, 1969
A. salmonicida subsp. pectinolytica 34MELT CECT 57527 Agua de rio Pavan y cols., 2000
A. salmonicida subsp. smithia LMG 202237 CECT 5179" Ritulus ritulus (Ulcera) Austin y cols., 1989
A. salmonicida subsp. pectinolytica 93MEL CECT 5753 Agua de rio Pavan y cols., 2000
A. salmonicida subsp. pectinolytica 85 MEL LMG 19570 Agua de rio Pavan y cols., 2000
"A. lusitana” MDC2473" CECT 7828" Agua potable Martinez-Murcia y cols.?
A. salmonicida LMG 18998 Figueras 220C Exudado de herida Figueras y cols. (2000)°
A. salmonicida CECT 5209 Figueras 27 Agua de mar Figueras y cols. (2000)°
A. salmonicida CECT 5220 Figueras 105 Agua de mar Figueras y cols. (2000)°
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Anexo 1 (continuacion). Cepas tipo y de referencia utilizadas en este trabajo.

Especie Referencia Otras designaciones Origen Autor
A. salmonicida CECT 5230 Figueras 119P Agua de pozo Figueras y cols. (2000)°
A. salmonicida CECT 5231 Figueras 122 Agua de tuberia Figueras y cols. (2000)°
A. salmonicida CECT 5227 Figueras 117F Mejillén (Mytilus edulis) Figueras y cols. (2000)°
A. salmonicida CECT 5218 Figueras 93F Tarta Figueras y cols. (2000)°
A. salmonicida CECT 5221 Figueras 106F Tarta Figueras y cols. (2000)°
A. salmonicida CECT 5225 ATCC BAA-234 Mejillon Figueras y cols. (2000)°
A. salmonicida LMG 19037 ATCC BAA-233 Tarta Figueras y cols. (2000)°
A. salmonicida CECT 5249 Figueras 552 Agua Figueras y cols. (2000)°
A. bestiarum CECT 5238 Figueras 150P Agua de pozo Figueras y cols. (2000)°
A. shubertii ATCC 43701 CDC 9180-81, LMG 13473 Piel Hickman-Brenner y cols., 1988
A. shubertii CECT 4243 ATCC 43945, CDC 2508-86 Herida Hickman-Brenner y cols., 1988
A. shubertii LMG 12655 CECT 4933, AMC 1108 Herida (pierna) Joseph, 1987
A. shubertii LMG 12668 CECT 4934, AMC 4396 Herida (pierna) Joseph, 1987
A. shubertii 186 ND Herida Aravena-Roman y cols., 2011, 2014
A. simiae MDC 2374 ND Heces de cerdo ND
A. diversa CECT 5178 ATCC 700064, CDC 2555-87 Herida (fractura) Hickman-Brenner y cols., 1988
Escherichia coli CECT 747 NCTC 10974 Heces de nifio con diarrea Rowe y cols., 1974
Plesiomonas shigeloides CECT 597 NCTC CL Aer2/65 Heces humanas Novak, 1984
Pseudomas aeruginosa CECT 110" ATCC 101457 NF Kavanagh, 1977
Vibrio parahaemolyticus CECT 588 CCM 5937 Mejillén (Mytilus edulis) Kocur, 1984
ND: no disponible.*Esta especie se encuentra en proceso de descripcion, "Extended method for discrimination of Aeromonas spp. by 16S rDNA RFLP analysis. Int J Syst Evol Microbiol. 2000 (50):
2069-73.
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Anexo 2A. Cepas de origen clinico re-identificadas mediante secuenciacion del gen rpoD.
Datos del paciente Datos de la cepa Identificacion
Referencia Referencia Hospital mediante
URV hospital Signos/sintomas Infeccion Método de Identificacion secuenciacion del
Sexo  Edad clinicos polimicrobiana identificacion origen fenotipica gen rpoD
2006-4153 (= 2006-4153 (= Univetsitario
AEBO1) AEBO01) de Nagasaki M 35 afios Septicemia primaria No Vitek2 Sangre A. hydrophila A. hydrophila
2006-4830 (= 2006-4830 (= Univetsitario
AEBO02) AEBO02) de Nagasaki M 79 afios Septicemia primaria No Vitek2 Sangre A. hydrophila A. veronii
2007-7042 (= 2007-7042 (= Univetsitario
AEBO03) AEBO03) de Nagasaki M 76 afios Septicemia primaria No Vitek2 Sangre A. hydrophila A. dkakensis
2010-799 (= 2010-799 (= Univetsitario
AEBO04) AEB04) de Nagasaki M 78 afios Septicemia primaria No Vitek2 Sangre A. hydrophila A. dkakensis
2009-5574 (= 2009-5574 (= Univetsitario
AEBO5) AEBO05) de Nagasaki H 89 afios Septicemia primaria No Vitek2 Sangre A. caviae A. caviae
2010-4072 (= 2010-4072 (= Univetsitario Colangitis y
AEBO06)? AEBO06) de Nagasaki M 15 afios septicemia No Vitek2 Sangre A. veronii bv sobria A. dkakensis
2010-4243 (= 2010-4243 (= Univetsitario
AEBO6R)* AEBO6R) de Nagasaki M 15 afios Septicemia primaria No Vitek2 Sangre A. veronii bv sobria A. dkakensis
Universitario Infeccion de herida
54870 54870 Guadalajara H 76 afios traumatica Si (+ E. aerogenes)  Vitek Il Herida A. hydrophila/cavie A. caviae
Universitario
56574 56574 Guadalajara H 77 afios Bacteremia No Vitek 11 Sangre A. hydrophila/cavie A. caviae
Universitario
59798 59798 Guadalajara M 6 afos Gastroenteritis aguda No Vitek |1 Heces A. cavie A. caviae
Universitario Exudado
64719 64719 Guadalajara M 83 afios Peritonitis Si (+ E. coli) Vitek |1 peritoneal A. sobria A. veronii
Universitario
64571 64571 Guadalajara M 3 afios Gastroenteritis No Vitek 11 Heces A. hydrophila/cavie A. caviae
Universitario
69986 69986 Guadalajara M 81 afios Gastroenteritis No Vitek |1 Heces A. hydrophila/cavie A. caviae
Universitario
70793 70793 Guadalajara H 11 afios Gastroenteritis No Vitek |1 Heces A. hydrophila/cavie A. caviae
Universitario
72705 72705 Guadalajara H 56 afios Gastroenteritis No Vitek 11 Heces A. hydrophila/cavie A. caviae
Universitario
73022 73022 Guadalajara M 9 meses Gastroenteritis No Vitek |1 Heces A. hydrophila/cavie A. caviae
Universitario
74377 74377 Guadalajara H 3 afios ITU + Otitis No Vitek |1 Heces A. hydrophila/cavie A. caviae
Universitario
74739 74739 Guadalajara M 44 afios Gastroenteritis No Vitek 11 Heces A. hydrophila/cavie A. media
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Anexo 2A (continuacion 1). Cepas de origen clinico re-identificadas mediante secuenciacion del gen rpoD.
Datos del paciente Datos de la cepa Identificacion
Referencia Referencia Hospital mediante
URV hospital Signos/sintomas Infeccion Método de Identificacion secuenciacion del
Sexo  Edad clinicos polimicrobiana identificacion origen fenotipica gen rpoD

Universitario

77177 77177 Guadalajara M 8 afos Gastroenteritis No Vitek |1 Heces A. sobria A. veronii
Universitario Si(+

78001 78001 Guadalajara M 22 meses Gastroenteritis Salmonellasp.) Vitek |1 Heces A. hydrophila/cavie A. caviae
Universitario

78812 78812 Guadalajara M 7 meses Gastroenteritis No Vitek 11 Heces A. hydrophila/cavie A. caviae
Universitario

79807 79807 Guadalajara H 11 meses Gastroenteritis No Vitek |1 Heces A. hydrophila/cavie A. caviae
Universitario

82083 82083 Guadalajara H 10 meses Gastroenteritis No Vitek |1 Heces A. hydrophila/cavie A. caviae
Universitario

84916 84916 Guadalajara H 12 meses Gastroenteritis No Vitek 11 Heces A. hydrophila/cavie A. caviae
Universitario

94917 94917 Guadalajara H 12 meses Gastroenteritis No Vitek 11 Heces A. hydrophila/cavie A. caviae

Aspirado de

Universitario absceso

85390 85390 Guadalajara M 57 afios Absceso hepético Si (+ E. coli) Vitek |1 hepético A. hydrophila/cavie A. caviae
Universitario

86777 86777 Guadalajara H 55afios Gastroenteritis No Vitek |1 Heces A. hydrophila/cavie A. caviae
Universitario

88725 88725 Guadalajara M 14 meses Gastroenteritis No Vitek 11 Heces A. hydrophila/cavie A. caviae
Universitario

88913 88913 Guadalajara M 64 afios Gastroenteritis No Vitek 11 Heces A. hydrophila/cavie A. caviae
Universitario Infeccion de herida Herida

96132 96132 Guadalajara H 84 afios quirdrgica Si (+ E. coli) Vitek |1 quirdrgica A. sobria A.veronii
Universitario

95901 95901 Guadalajara H 9 meses Gastroenteritis Si (+ E. coli) Vitek 11 Heces A. hydrophila/cavie A. caviae
Universitario

96232 96232 Guadalajara H 14 meses Gastroenteritis No Vitek |1 Heces A. hydrophila/cavie A. caviae
Universitario

100234 100234 Guadalajara H 91 afios Gastroenteritis No Vitek |1 Heces A. hydrophila/cavie A. caviae
Universitario

101620 101620 Guadalajara M 87 afios Gastroenteritis No Vitek 11 Heces A. sobria A. veronii
Universitario

101429 101429 Guadalajara M 11 afos Gastroenteritis No Vitek |1 Heces A. sobria A. caviae
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Anexo 2A (continuacion 2). Cepas de origen clinico re-identificadas mediante secuenciacion del gen rpoD.

Datos del paciente Datos de la cepa Identificacion

Referencia Referencia Hospital mediante
URV hospital Signos/sintomas Infeccion Método de Identificacion secuenciacion del
Sexo  Edad clinicos polimicrobiana identificacion origen fenotipica gen rpoD

Universitario

107044 107044 Guadalajara H 55 afios Gastroenteritis No Vitek 11 Heces A. hydrophila/cavie A. caviae
Universitario

52206 52206 Guadalajara H 55 afios Gastroenteritis No Vitek |1 Heces A. hydrophila/cavie A. caviae
Universitario

73331 73331 Guadalajara M 72 afios Gastroenteritis No Vitek 11 Heces A. hydrophila/cavie A. caviae
Universitario

108855 108855 Guadalajara H 57 afios Gastroenteritis No Vitek |1 Heces A. sobria A. veronii
Universitario

109387 109387 Guadalajara M 3 afios Gastroenteritis No Vitek |1 Heces A. sobria A. media
Universitario

111851 111851 Guadalajara H 31 afios Gastroenteritis Si (+ S. enteritidis)  Vitek 11 Heces A. hydrophila/cavie A. caviae
Universitario

111845 111845 Guadalajara M 2 meses Gastroenteritis Si (+ S. enteritidis)  Vitek 11 Heces A. hydrophila/cavie A. caviae
Universitario Aeromonas sp.

113634 113634 Guadalajara M 31 afios Gastroenteritis No Vitek I Heces A. sobria nov. 2
Universitario

114006 114006 Guadalajara H 9 afios Gastroenteritis No Vitek |1 Heces A. hydrophila/cavie A. caviae
Universitario

114997 114997 Guadalajara H 83 afios Gastroenteritis No Vitek |1 Heces A. sobria A. veronii
Universitario

119333 119333 Guadalajara H 40 afios Gastroenteritis No Vitek |1 Heces A. hydrophila/cavie A. caviae
Universitario

120238 120238 Guadalajara M 2 meses Gastroenteritis No Vitek 11 Heces A. hydrophila/cavie A. caviae
Universitario

122593 122593 Guadalajara M 22 meses Gastroenteritis No Vitek |1 Heces A. hydrophila/cavie A. caviae
Universitario

122647 122647 Guadalajara H 24 meses Gastroenteritis Si (+ C. jejuni) Vitek |1 Heces A. hydrophila/cavie A. caviae
Universitario

123384 123384 Guadalajara H 77 afios Gastroenteritis Si (+ C. jejuni) Vitek 11 Heces A. hydrophila/cavie A. veronii
Universitario

124822 124822 Guadalajara H 88 afios Gastroenteritis Si (+ C. difficile) Vitek 11 Heces A. hydrophila/cavie A. caviae
Universitario

126045 126045 Guadalajara M 18 meses Gastroenteritis Si (+ C. jejuni) Vitek |1 Heces A. sobria A. veronii
Universitario

128177 128177 Guadalajara H 10 afios Gastroenteritis No Vitek 11 Heces A. hydrophila/cavie A. dkakensis
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Anexo 2A (continuacion 3). Cepas de origen clinico re-identificadas mediante secuenciacion del gen rpoD.

Datos del paciente

Datos de la cepa

Identificacion

Referencia Referencia Hospital mediante
URV hospital Signos/sintomas Infeccion Método de Identificacion secuenciacion del
Sexo  Edad clinicos polimicrobiana identificacion origen fenotipica gen rpoD

Universitario

129644 129644 Guadalajara M 68 afios Gastroenteritis No Vitek |1 Heces A. hydrophila/cavie A. caviae
Universitario

130212 130212 Guadalajara M 5 afios Gastroenteritis Si (+ C. jejuni) Vitek |1 Heces A. hydrophila/cavie A. veronii
Universitario

130671 130671 Guadalajara M 68 afios Gastroenteritis No Vitek 11 Heces A. hydrophila/cavie A. caviae
Universitario

131742 131742 Guadalajara M 85 afios Gastroenteritis No Vitek |1 Heces A. hydrophila/cavie No Aeromonas
Universitario

132009 132009 Guadalajara M 8 meses Gastroenteritis Si (+ S. enteritidis)  Vitek 11 Heces A. hydrophila/cavie A. caviae
Universitario

131474 131474 Guadalajara M 11 meses Gastroenteritis No Vitek 11 Heces A. hydrophila/cavie A. caviae
Universitario

132308 132308 Guadalajara H 80 afios Gastroenteritis No Vitek 11 Heces A. hydrophila/cavie A. caviae
Universitario

132343 132343 Guadalajara M 3 meses Gastroenteritis Si (+ C. jejuni) Vitek |1 Heces A. hydrophila/cavie A. caviae
Universitario

133659 133659 Guadalajara M 20 meses Gastroenteritis No Vitek 11 Heces A. hydrophila/cavie A. caviae
Universitario

135559 135559 Guadalajara H 44 afios Bacteremia No Vitek |1 Sangre A. sobria A. veronii
Universitario

135667 135667 Guadalajara H 82 afios Gastroenteritis No Vitek |1 Heces A. hydrophila/cavie A. veronii
Universitario

136351 136351 Guadalajara H 16 meses Gastroenteritis No Vitek 11 Heces A. hydrophila/cavie A. caviae
Universitario

137163 137163 Guadalajara M 56 afios Gastroenteritis No Vitek |1 Heces A. hydrophila/cavie A. caviae
Universitario

141347 141347 Guadalajara M 83 afios Colecistitis Si (+ E. coli) Vitek |1 Bilis A. hydrophila/cavie A. caviae
Universitario

141189 141189 Guadalajara M 76 afios Gastroenteritis No Vitek 11 Heces A. sobria A. veronii
Universitario

141492 141492 Guadalajara M 24 meses Gastroenteritis Si (+ C. jejuni) Vitek |1 Heces A. hydrophila/cavie A. caviae
Universitario Si (+ E. coli yK.

144022 144022 Guadalajara H 54 afios Peritonitis pneumonae) Vitek |1 Lig. peritoneal  A. hydrophila/cavie A. veronii
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Anexo 2A (continuacion 4). Cepas de origen clinico re-identificadas mediante secuenciacion del gen rpoD.

Datos del paciente

Datos de la cepa

Identificacion

Referencia Referencia Hospital mediante
URV hospital Signos/sintomas Infeccion Método de Identificacion secuenciacion del
Sexo  Edad clinicos polimicrobiana identificacion origen fenotipica gen rpoD
Universitario
143857 143857 Guadalajara H 13 meses Gastroenteritis No Vitek 11 Heces A. hydrophila/cavie A. caviae
Universitario
144406 144406 Guadalajara M 10 afios Gastroenteritis No Vitek |1 Heces A. hydrophila/cavie A. hydrophila
Universitario
145384 145384 Guadalajara M 45 afios Gastroenteritis No Vitek 11 Heces A. hydrophila/cavie A. veronii
846053/EX 846053/EX Joan XXIII M 73 afios ND No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. veronii
845771/C 845771/C Joan XXIII M 12 meses ND No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae
456688/C 456688/C Joan XXIII M 47 afios Diarrea No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae
456167/C 456167/C Joan XXIII M 52 afios Diarrea + VIH No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae
456119-2/E 456119-2/E Joan XXIII H 37 afios Pancolitis ulcerosa No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae
Si (+
456236/C 456236/C Joan XXIII M 12 meses Diarrea Campylobacter sp.)  MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae
845236/EX 845236/EX Joan XXIII M 12 meses Urticaria No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae
456772/C 456772/C Joan XXIII M 67 afios Diarrea No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A.veronii
845616/EX (2) 845616/EX (2) Joan XXIII H 54 afios Diarrea No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae
846686/C 846686/C Joan XXIII M 12 meses ND No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae
842646/C 842646/C Joan XXIII M 12 meses Diarrea No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. veronii
(4)956543 (4)956543 Joan XXIII H 9 meses Diarrea No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. veronii
841272/EX 841272/EX Joan XXIII H 13 afios ND No MicroScan W/A Heces A. caviae
847563 847563 Joan XXIII H 2 afios Diarrea No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae
847570 847570 Joan XXIII H 91 afios ND No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. veronii
Si (+ S. enterica
846315/C 846315/C Joan XXIII M 7 meses Control grupo B) MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae
846351/EX(1) 846351/EX(1) Joan XXIII M 12 meses ND No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae
456663/C 456663/C Joan XXIII H 77 afios Diarrea No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae
52145164 52145164 Joan XXIII H 82 afios ND No MicroScan W/A Sangre A. hydrophila A. caviae
457034/C 457034/C Joan XXIII M 25 afios Diarrea No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae
839684/EX(2) 839684/EX(2) Joan XXIII H 12 meses ND Si (+ C. jejuni) MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae
840274/C 840274/C Joan XXIII H 12 meses Anorexia No MicroScan W/A Heces A. hydrophila NO Aeromonas
Si (+ Acinetobacter
sp., K. pneumpniae,
S. aureus, S.
841085/EX 841085/EX Joan XXIII M 12 meses ND maltiphilia) MicroScan W/A Abceso A. hydrophila A. caviae
842044 842044 Joan XXIII H 2 anos Colitis Si (+ C. coli) MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae
456525-2/C 456525-2/C Joan XXIII M 12 meses Gastroenteritis Si (+ C. jejuni) MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae
842319/EX 842319/EX Joan XXIII H 85 afios ND No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. veronii
456136/C 456136/C Joan XXIII H 72 afios Diarrea No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae
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Anexo 2A (continuacion 5). Cepas de origen clinico re-identificadas mediante secuenciacion del gen rpoD.

Datos del paciente

Datos de la cepa

Identificacion

Referencia Referencia Hospital mediante
URV hospital Signos/sintomas Infeccion Método de Identificacion secuenciacion del
Sexo  Edad clinicos polimicrobiana identificacion origen fenotipica gen rpoD
456288/C 456288/C Joan XXIII H 77 afios ND No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. veronii
840053/C 840053/C Joan XXIII H 21 afios Diarrea No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae
456137-2/C 456137-2/C Joan XXIII H 86 afios Diarrea No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae
840756/C 840756/C Joan XXIII M 35 afios Diarrea No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. veronii
456288/C 456288/C Joan XXIII H 77 afios Diarrea No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. veronii
846351/C 846351/C Joan XXIII M 12 meses ND No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae
856713/EX 856713/EX Joan XXIII H 6 meses ND Si (+ C. jejuni) MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae
857775/C 857775IC Joan XXIII M 7 anos Diarrea No MicroScan W/A Heces A. hydrophila No Aeromonas
856668/EX 856668/EX Joan XXIII M 12 meses ND No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae
860261/C 860261/C Joan XXIII M 90 afios ND No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae
458109/C1 458109/C1 Joan XXIII H 13 afios ND No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae
857906/C 857906/C Joan XXIII M 4 afios ND Si (+ C. jejuni) MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. veronii
856308/C 856308/C Joan XXIII H 2 afios Diarrea No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae
844016/C 844016/C Joan XXIII M 61 afios Diarrea No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae
857906/C1 857906/C1 Joan XXIII M 4 afios Diarrea Si (+ C. jejuni) MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. veronii
457727/C3 457727/C3 Joan XXIII H 12 meses Diarrea con sangre Si (+ C. jejuni) MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae
854599 854599 Joan XXIII H 42 anos Diarrea No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. veronii
457655(6) 457655(6) Joan XXIII M 82 afios Diarrea No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. veronii
457656/C2 457656/C2 Joan XXIII M 82 afios Diarrea No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae
457606-C 457606-C Joan XXIII M 18 meses Diarrea No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae
855400-C 855400-C Joan XXIII H 66 afios Diarrea No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. veronii
855421-1 855421-1 Joan XXIII H 74 afios ND No MicroScan W/A Esputo A. hydrophila A. caviae
854699 854699 Joan XXIII H 12 meses Diarrea Si (+ C. jejuni) MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae
857775/C 857775/C Joan XXIII M 7 afios Diarrea No MicroScan W/A Heces A. hydrophila No Aeromonas
457741-C 457741-C Joan XXIII M 77 afios Diarrea No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. veronii
Si (+C.
141651 141651 Joan XXIII M 78 afios Control propionicum) MicroScan W/A Sec. faringea A. hydrophila A. caviae
Si(+YV.
859905-C1 859905-C1 Joan XXIII H 13 meses Diarrea enterocolitica) MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae
Si(+S.aureus y F.
855677-VI 855677-VI Joan XXIII H 43 afios ND magna) MicroScan W/A Abceso A. hydrophila A. hydrophila
458083-C1 458083-C1 Joan XXIII M 7 afos Diarrea sanguinolenta Si (+ C. jejuni) MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae
859671-C 859671-C Joan XXIII M 77 afios ND Si (+ C. jejuni) MicroScan W/A Heces A. hydrophila No Aeromonas
857529-C 857529-C Joan XXIII H 12 meses Diarrea No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. veronii
854602 854602 Joan XXIII M 35 afios Diarrea Si (+ C. coli) MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. veronii
859665 859665 Joan XXIII H 10 meses ND Si (+ C. jejuni) MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae
458059 458059 Joan XXIII H 1 mes Diarrea No MicroScan W/A Heces A. hydrophila No Aeromonas
859665-C 859665-C Joan XXIII H 10 meses Diarrea Si (+ C. jejuni) MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae
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Anexo 2A (continuacion 6). Cepas de origen clinico re-identificadas mediante secuenciacion del gen rpoD.

Datos del paciente

Datos de la cepa

Identificacion

Referencia Referencia Hospital mediante
URV hospital Signos/sintomas Infeccion Método de Identificacion secuenciacion del
Sexo  Edad clinicos polimicrobiana identificacion origen fenotipica gen rpoD
457841-C 457841-C Joan XXIII H 63 afios Diarrea No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae
855547-C2 855547-C2 Joan XXIII M 3 afnos Diarrea Si (+ C. jejuni) MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae
852204 (3) 852204 (3) Joan XXIII M 14 meses Diarrea No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae
854699 (2) 854699 (2) Joan XXIII H 14 meses ND Si (+ C. jejuni) MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae
854699 (1) 854699 (1) Joan XXIII H 14 meses ND Si (+ C. jejuni) MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae
854702 (2) 854702 (2) Joan XXIII M 25 afios Diarrea No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. veronii
852508 852508 Joan XXIII M 26 meses ND No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. media
851815-C 851815-C Joan XXIII H 84 afios Diarrea No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. hydrophila
852197 (2) 852197 (2) Joan XXIII H 69 afios ND No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae
838555-C 838555-C Joan XXIII M 76 afios ND No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae
457291-E 457291-E Joan XXIII M 16 meses ND Si (+ C. jejuni) MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae
456584-E 456584-E Joan XXIII H 30meses Diarrea con sangre Si (+ C. jejuni) MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae
Si (+ S. enterica
838322.1-C 838322.1-C Joan XXIII M 24 meses ND grupo B) MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae
Si (+ S. enterica
850257-C7 850257-C7 Joan XXIII M 3 afios ND grupo B) MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. media
848382-C 848382-C Joan XXIII H 6 afos Diarrea No MicroScan W/A Heces A. hydrophila No Aeromonas
839784-EX 839784-EX Joan XXIII M 11 meses ND No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae
457325-C (2) 457325-C (2) Joan XXIII H 8 meses Fiebre (15 dias) No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae
839419-EX 839419-EX Joan XXIII M 6 meses ND Si (+ C. jejuni) MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae
850244-EX 850244-EX Joan XXIII ND ND ND ND MicroScan W/A ND A. hydrophila A. caviae
456589-E 456589-E Joan XXIII H 67 afios Diarrea Si (+ H. alvei) MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae
850928 850928 Joan XXIII M 4 afios Infeccion virica No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae
Deposiciones blandas
839919-C 839919-C Joan XXIII M 5 meses (1 mes) No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae
851082-EX 851082-EX Joan XXIII M 3 afnos Control Si (+ C. jejuni) MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae
Si (+ S. enterica
850257 (2) 850257 (2) Joan XXIII M 2 afios Control grupo B) MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. media
852044-EX 852044-EX Joan XXIII H 85 afios ND No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. media
851920-C 851920-C Joan XXIII H 85 afios Diarrea No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae
456560-C 456560-C Joan XXIII M 79 afios Diarrea No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. hydrophila
856092-C2 856092-C2 Joan XXIII ND ND ND ND MicroScan W/A ND A. hydrophila A. veronii
860400-C1 860400-C1 Joan XXIII M 91 afios ND No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae
839419-EX 839419-EX Joan XXIII M 6 meses ND Si (+ C. jejuni) MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae
458108-C 458108-C Joan XXIII H 58 afios ND No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae
52137631-P1 52137631-P1 Joan XXIII M 84 afios ND No MicroScan W/A Sangre A. hydrophila A. caviae
849166-C 849166-C Joan XXIII H 7 afios Diarrea No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae
(4)857167-E (4)857167-E Joan XXIII H 2 meses Control No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. veronii
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Anexo 2A (continuacion 7). Cepas de origen clinico re-identificadas mediante secuenciacion del gen rpoD.
Datos del paciente Datos de la cepa Identificacion
Referencia Referencia Hospital mediante
URV hospital Signos/sintomas Infeccion Método de Identificacion secuenciacion del
Sexo  Edad clinicos polimicrobiana identificacion origen fenotipica gen rpoD
839794-EX 839794-EX Joan XXIII H 5 meses Control Si (+ C. jejuni) MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae
Fiebre,
510000616 510000616 Joan XXIII H 8 afos inmunideprimido No MicroScan W/A Sangre Aeromonas sp. A. caviae
Fiebre,
510000899 510000899 Joan XXIII H 8 afnos inmunideprimido No MicroScan W/A Sangre Aeromonas sp. A. caviae
Si (+ K. oxytoca y
510016179 510016179 Joan XXIlII H 64 afios Control E. faecalis) MicroScan W/A Sangre Aeromonas sp. No Aeromonas
Fiebre, Si (+ K. oxytoca y
510016141 510016141 Joan XXIII M 64 afios coledocolitiasis E. faecalis) MicroScan W/A Sangre Aeromonas sp. A. caviae
510008785 510008785 Joan XXIII H 64 afios Transplante renal Si (+ K. oxytoca) MicroScan W/A Orina A. caviae A. caviae
1106C 8082045043 St. Joan M 53 afios ND No MicroScan W/A Heces Aeromonas sp. A. veronii
1107C 808101049 St. Joan M 2 afios ND No MicroScan W/A Heces Aeromonas sp. A.caviae
1108C 8081630970 St. Joan H 74 afios ND Si (+ C. jejuni) MicroScan W/A Heces Aeromonas sp. A. veronii
1109C 8982912391 St. Joan H 3 afnos ND No MicroScan W/A Heces Aeromonas sp. A. caviae
1110C 8082914815 St. Joan H 36 afios ND No MicroScan W/A Heces Aeromonas sp. A. caviae
1111C 8082912472 St. Joan ND ND ND ND MicroScan W/A Heces Aeromonas sp. A. caviae
Si (+ Salmonella
1112C 8082926600 St. Joan M 80 afios ND sp.) MicroScan W/A Heces Aeromonas sp. A. dhakensis
1113C 8083878723 St. Joan M 12 meses ND No MicroScan W/A Heces Aeromonas sp. A. veronii
1114C 8083901210 St. Joan H 75 afios ND No MicroScan W/A Heces Aeromonas sp. A. veronii
1115C 8083917931 St. Joan H 8 afios ND No MicroScan W/A Heces Aeromonas sp. A. caviae
Si (+ quistes de B.
1116C 8082926600 St. Joan H 80 afios ND hominis) MicroScan W/A Heces Aeromonas sp. No Aeromonas
1118C 8083901210 St. Joan H 75 afios ND No MicroScan W/A Heces Aeromonas sp. A. veronii
1117C 8082952717 St. Joan M 63 afios ND No MicroScan W/A Heces Aeromonas sp. A. caviae
1119C 8087871570 St. Joan M 86 afios ND No MicroScan W/A Heces Aeromonas sp. A. caviae
1120C 8089045332 St. Joan M 12 meses ND No MicroScan W/A Heces Aeromonas sp. A. caviae
1121C 8091090498 St. Joan H 14 afios ND No MicroScan W/A Heces Aeromonas sp. A. caviae
1122C 8091143729 St. Joan H 80 afios ND No MicroScan W/A Heces Aeromonas sp. A. veronii
1123C 8092950288 St. Joan H 60 afios ND No MicroScan W/A Heces Aeromonas sp. A. caviae
1124C 809413626 St. Joan H 53 afios ND No MicroScan W/A Heces Aeromonas sp. A. veronii
1125C 809422168 St. Joan H 86 afios ND No MicroScan W/A Heces Aeromonas sp. A. veronii
1126C 8096729985 St. Joan M 2 afos ND No MicroScan W/A Heces Aeromonas sp. A. veronii
1127C 8098341445 St. Joan M 3 meses ND No MicroScan W/A Heces Aeromonas sp. A. caviae
1128C 8098436772 St. Joan H 63 afios ND No MicroScan W/A Heces Aeromonas sp. A. veronii
1129C 8098444600 St. Joan H 9 afios ND Si (+ C. jejuni) MicroScan W/A Heces Aeromonas sp. A. caviae
1130C 8098550613 St. Joan H 92 afios ND No MicroScan W/A Heces Aeromonas sp. A. caviae

352



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

AEROMONAS,

UN MICROORGANISMO AMBIENTAL DE IMPORTANCIA EN SALUD HUMANA Y ANIMAL.
Fadua Leila Latif Eugenin
Diposit Legal:

T 73-2016
Anexo 2A (continuacion 8). Cepas de origen clinico re-identificadas mediante secuenciacion del gen rpoD.
Datos del paciente Datos de la cepa Identificacion
Referencia Referencia Hospital mediante
URV hospital Signos/sintomas Infeccion Método de Identificacion secuenciacion del
Sexo  Edad clinicos polimicrobiana identificacion origen fenotipica gen rpoD
1131C 8301254068 St. Joan H 92 afios ND No MicroScan W/A Sangre Aeromonas sp. A. caviae
Exudado
herida
1132C 8101393072 St. Joan H 76 afios ND Si (+ S. aureus) MicroScan W/A quirdrugica® A. hydrophila A. hydrophila
1133C 8081452958 St. Joan H 59 afios ND No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. media
1134C 8003856671 St. Joan H 71 afios ND No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. veronii
1135C 8001409040 St. Joan M 2 meses ND Si (+ C. jejuni) MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. hydrophila
1136C 8081456236 St. Joan M ND ND No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. media
Si (+ S. enterica
1137C 8002433076 St. Joan M 39 afios ND grupo B) MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. media
1138C 8003997704 St. Joan H 19 afios ND Si (+ C. jejuni) MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. veronii
1139C 8009391816 St. Joan H 64 afios ND No MicroScan W/A Sangre A. hydrophila A. veronii
1140C 8109480721 St. Joan H 52 afios ND Si (+ K. oxytoca) MicroScan W/A Ulcera A. hydrophila A. dkakensis
1141C 310327474 St. Joan H 56 afios ND Si (+ E. faecalis) MicroScan W/A Orina A. hydrophila A. caviae
1142C 8010362557 St. Joan M 64 afios ND No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. veronii
1143C 8009657409 St. Joan M 76 afios ND No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. hydrophila
1144C 800939181 St. Joan H 64 afios ND No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. veronii
1145C 8010362557 St. Joan M 8 afios ND No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. veronii
1146C 310386020 St. Joan H ND ND Si (+ K. oxytoca) MicroScan W/A Orina A. hydrophila A. hydrophila
Si(+S.
maltophilia, S.
aureusy H.
1147C 8009692727 St. Joan H 64 afios ND parainfluenzae) MicroScan W/A Sec. bronquial  A. hydrophila A. caviae
Si(+
1148C 8010369551 St. Joan M 18 meses ND Campylobacter sp.)  MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. media
1149C 8008201878 St. Joan M 96 afios ND No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. hydrophila
1150C 8011249282 St. Joan H 58 afios ND No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae
1151C 8011314246 St. Joan M 12 meses ND Si (+ C. jejuni) MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. veronii
1152C 8011380575 St. Joan H 57 afios ND No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae
1153C 8014772873 St. Joan H 5 afios ND No MicroScan W/A Heces Aeromonas sp. A. caviae
Si (+ C. freundii y
1154C 9611421524 St. Joan M 52 afios ND K. pneumoniae) MicroScan W/A Lig. peritoneal ~ A. hydrophila A. hydrophila
1155C 8014767470 St. Joan M 84 afios ND No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae
1156C 8015999189 St. Joan H 74 afios ND No MicroScan W/A Heces Aeromonas sp. A. caviae
1157C 801602057 St. Joan M 33 afios ND Si (+ C. jejuni) MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae
1158C 8016050844 St. Joan M 4 afios ND Si (+ C. jejuni) MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae
1159C 8016078575 St. Joan H 82 afios ND No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. media
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Anexo 2A (continuacion 9). Cepas de origen clinico re-identificadas mediante secuenciacion del gen rpoD.

Datos del paciente Datos de la cepa Identificacion

Referencia Referencia Hospital mediante
URV hospital Signos/sintomas Infeccion Método de Identificacion secuenciacion del
Sexo  Edad clinicos polimicrobiana identificacion origen fenotipica gen rpoD
1161C 8008287039 St. Joan M 63 afios ND No MicroScan W/A Heces Aeromonas sp. A. media
1162C 8013349004 St. Joan M 12 meses ND No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae
1163C 8018206384 St. Joan H 67 afios ND No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. veronii
1164C 8018206589 St. Joan H 77 afios ND No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. veronii
1165C 8018248893 St. Joan H 7 meses ND No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae
Si (+
1166C 8018227233 St. Joan M 1 mes ND Campylobacter sp.)  MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. media
1167C 8118216932 St. Joan M 73 afios ND No MicroScan W/A Heces A. hydrophila No Aeromonas
1168C 8017571194 St. Joan M 18 meses ND No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. veronii
1169C 8018206589 St. Joan H 77 afios ND No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. veronii
1170C 8018206384 St. Joan H 67 afios ND No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. veronii
1171C 8019818278 St. Joan H 76 afios ND No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. veronii
1172C 8347381119 St. Joan M 76 afios ND Si (+ E. coli) MicroScan W/A Sangre A. hydrophila A. hydrophila
Si (+ S. enterica
1173C 8021071133 St. Joan M 5 afios ND grupo B) MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae
1174C 8019863214 St. Joan M 8 meses ND No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. veronii
1175C 8019814213 St. Joan M 12 meses ND No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae
1176C 8019816801 St. Joan H 5 afos ND No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae
1177C 8019824383 St. Joan H 12 afios ND No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. dhakensis
Aeromonassp.

1178C 8019883363 St. Joan H 45 afios ND No MicroScan W/A Heces A. hydrophila nov. 1
1179C 8019804943 St. Joan H 78 afios ND No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. veronii
1180C 8021375280 St. Joan M ND ND No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. hydrophila
1181C 8019887709 St. Joan H 12 afos ND No MicroScan W/A Heces A. hydrophila A. caviae

ND: no disponible. *Corresponden a una misma cepa aislada de un mismo paciente, pero en ocasiones distintas; "Protesis de rodilla derecha (15 dias post cirugia). Hospital Universitario de Nagasaki, Nagasaki (Japon);
Hospital Universitario de Guadalajara, Guadalajara (Espafia), Hospital Joan XXIII, Tarragona (Espafia); Hospital Sant Joan, Reus (Espafia).
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Anexo 2B. Cepas de origen clinico re-identificadas mediante secuenciacion del gen rpoD.
Datos del paciente Datos de la cepa Identificacion
Referencia  Referencia Hospital mediante
URV hospital Infeccion Software Identificacion secuenciacion del gen
Sexo  Edad Signos/sintomas clinicos polimicrobiana Origen MALDI-TOF Score MALDI-TOF rpoD

Universitario

C93552 C93552 Miguel Servet H 9 meses Diarrea No Heces Biotyper 3.0 2.3 A. caviae No Aeromonas
Universitario Fiebre elevada (tratamiento

C94337 C94337 Miguel Servet M 49 afios inmuno supresor) No Heces Biotyper 3.0 2.3 A. caviae A. caviae
Universitario

C94545 C94545 Miguel Servet M 89 afios Diarrea No Heces Biotyper 3.0 2.3 A. caviae A. caviae
Universitario

C99821 C99821 Miguel Servet H 81 afios Diarrea No Heces Biotyper 3.0 ND A. caviae A. caviae
Universitario

D04837 D04837 Miguel Servet H 4 afios Gastroenteritis Si (+ C. jejuni) Heces Biotyper 3.0 2.3 A. caviae A. caviae
Universitario

D04925 D04925 Miguel Servet M 81 afios Gastroenteritis No Heces Biotyper 3.0 23 A. caviae A. caviae
Universitario

D05507 D05507 Miguel Servet M 15 meses  Gastroenteritis Si (+ S. typhimurium) Heces Biotyper 3.0 2.2 A. caviae A. caviae
Universitario

D06470 D06470 Miguel Servet H 13 meses  Diarrea No Heces Biotyper 3.0 2.2 A. caviae A. caviae
Universitario

D08068 D08068 Miguel Servet H 49 afios Gastroenteritis No Heces Biotyper 3.0 ND A. caviae A. caviae
Universitario

D16222 D16222 Miguel Servet H 2 afios Diarrea Si (+ S. enteritidis) Heces Biotyper 3.0 2.1 A. caviae A. caviae
Universitario

D18872 D18872 Miguel Servet H 12 meses  Diarrea No Heces Biotyper 3.0 2.3 A. caviae A. caviae
Universitario

D18927 D18927 Miguel Servet H 15 meses  Prurito anal No Heces Biotyper 3.0 2.2 A. caviae A. caviae
Universitario

D24783 D24783 Miguel Servet H 6 afnos Gastroenteritis No Heces Biotyper 3.0 2.2 A. caviae A. caviae
Universitario

D26277 D26277 Miguel Servet H 17 meses  Gastroenteritis Si (+ C. jejuni) Heces Biotyper 3.0 2.1 A. caviae A. caviae
Universitario

D25400 D25400 Miguel Servet M 69 afios Diarrea No Heces Biotyper 3.0 2,2 A. caviae A. caviae
Universitario

D26908 D26908 Miguel Servet M 78 afios Diarrea No Heces Biotyper 3.0 2,2 A. caviae A. caviae
Universitario

D35901 D35901 Miguel Servet H 30 afios Diarrea No Heces Biotyper 3.0 2,1 A. caviae A. caviae
Universitario

D35933 D35933 Miguel Servet M 7 meses Diarrea Si (+ C. jejuni) Heces Biotyper 3.0 2,2 A. caviae A. caviae
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Anexo 2B (Continuacion 1). Cepas de origen clinico re-identificadas mediante secuenciacion del gen rpoD.
Datos del paciente Datos de la cepa Identificacion
Referencia  Referencia Hospital mediante
URV hospital Infeccion Software Identificacion secuenciacion del gen
Sexo  Edad Signos/sintomas clinicos polimicrobiana Origen MALDI-TOF Score MALDI-TOF rpoD

Universitario Asp.

D36276 D36276 Miguel Servet M 29 afios Fiebre, politraumatismo No bronquial ~ Biotyper 3.0 2,1 A. veronii A. veronii
Universitario

D39298 D39298 Miguel Servet M 49 afios Diarrea No Heces Biotyper 3.0 2.2 A. veronii A. veronii
Universitario

D45324 D45324 Miguel Servet H 75 afios Aumento deposiciones Si (+ C. jejuni) Heces Biotyper 3.0 ND A. caviae A. caviae
Universitario

D47366 D47366 Miguel Servet H 3 afos Dolor abdominal No Heces Biotyper 3.0 ND A. veronii A. veronii
Universitario

D50233 D50233 Miguel Servet M 56 afios Diarrea No Heces Biotyper 3.0 2 A. caviae A. caviae
Universitario

D50773 D50773 Miguel Servet H 68 afios Diarrea No Heces Biotyper 3.0 ND A. caviae A. veronii
Universitario

D54637 D54637 Miguel Servet M 81 afios Diarrea No Heces Biotyper 3.0 ND A. caviae A. caviae
Universitario

D58299 D58299 Miguel Servet H 10 meses  Diarrea No Heces Biotyper 3.0 2,3 A. caviae A. caviae
Universitario

D60141 D60141 Miguel Servet H 23 meses  Gastroenteritis Si (+ C. jejuni) Heces Biotyper 3.0 2,3 A. caviae A. caviae
Universitario

D64677 D64677 Miguel Servet M 74 afios Diarrea No Heces Biotyper 3.0 ND A. caviae A. caviae
Universitario

D64795 D64795 Miguel Servet M 19 meses  Diarrea No Heces Biotyper 3.0 2,2 A. veronii A. veronii
Universitario

D69555 D69555 Miguel Servet M 39 afios Diarrea No Heces Biotyper 3.0 2,2 A. hydrophila A. hydrophila
Universitario

D69626 D69626 Miguel Servet M 68 afios Diarrea No Heces Biotyper 3.0 2,2 A. veronii A. veronii
Universitario

D78248 D78248 Miguel Servet H 71 afios Leucopenia severa No Sangre Biotyper 3.0 2 A. caviae A. caviae
Universitario

D94491 D94491 Miguel Servet ND ND ND No Sangre Biotyper 3.0 ND A. hydrophila A. hydrophila
Universitario

D88569 D88569 Miguel Servet M 3 afos Deposiciones amarillentas No Heces Biotyper 3.0 2.3 A. caviae A. caviae
Universitario

D88513 D88513 Miguel Servet M 6 meses Diarrea Si (+ Salmonella sp.) Heces Biotyper 3.0 2,3 A. caviae A. caviae
Universitario

D76080 D76080 Miguel Servet H 19 meses  Diarrea No Heces Biotyper 3.0 2,3 A. caviae A. caviae
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Anexo 2B (Continuacion 2). Cepas de origen clinico re-identificadas mediante secuenciacion del gen rpoD.
Datos del paciente Datos de la cepa Identificacion
Referencia  Referencia Hospital mediante
URV hospital Infeccion Software Identificacion secuenciacion del gen
Sexo  Edad Signos/sintomas clinicos polimicrobiana Origen MALDI-TOF Score MALDI-TOF rpoD
Universitario
D78248 D78248 Miguel Servet H 71 afios Leucopenia severa No Sangre Biotyper 3.0 2 A. caviae A. caviae
Universitario
C91358 C91358 Miguel Servet M 40 afios Diarrea No Heces Biotyper 3.0 ND A. veronii A. veronii
Universitario
D01752 D01752 Miguel Servet M 75 afios Sindrome diarreico No Heces Biotyper 3.0 2,2 A. veronii A. veronii
Universitario
D50233 D50233 Miguel Servet M 56 afios Diarrea No Heces Biotyper 3.0 2 A. caviae A. caviae
Universitario
D50300 D50300 Miguel Servet M 74 afios Diarrea No Heces Biotyper 3.0 2,1 A. hydrophila A. dhakensis
Universitario
DA47366 D47366 Miguel Servet H 3 afios Dolor abdominal Si (+ C. jejuni) Heces Biotyper 3.0 ND A. veronii A. veronii
Universitario
D69626 D69626 Miguel Servet M 68 afios Sindrome diarreico No Heces Biotyper 3.0 2,2 A. veronii A. veronii
Universitario Si (+ P.aeruginosa y
D75932 D75932 Miguel Servet H 74 afios Ulcera en tobillo derecho E. faecalis) Ulcera Biotyper 3.0 2,2 A. hydrophila A. hydrophila
Universitario
D75302 D75302 Miguel Servet M 15 meses  Gastroenteritis inespecifica  No Heces Biotyper 3.0 1,8 A. caviae A. caviae
Universitario Si (toxina C. difficile
D69555 D69555 Miguel Servet M 39 afios Sindrome diarreico (+) Heces Biotyper 3.0 2,2 A. hydrophila A. hydrophila
Universitario
D64795 D64795 Miguel Servet M 19 meses  Diarrea No Heces Biotyper 3.0 2,2 A. veronii A. veronii
Universitario
D64677 D64677 Miguel Servet M 74 afios Diarrea No Heces Biotyper 3.0 ND A. caviae A. caviae
Universitario
D60141 D60141 Miguel Servet H 23 meses  Gastroenteritis Si (+ C. jejuni) Heces Biotyper 3.0 2,3 A. caviae A. caviae
Universitario
D58686 D58686 Miguel Servet H 4 afios Gastroenteritis Si (+ C. coli) Heces Biotyper 3.0 2 A. caviae A. caviae
Universitario
D58299 D58299 Miguel Servet H 10 meses  Diarrea No Heces Biotyper 3.0 2,3 A. caviae A. caviae
Universitario
D78323 D78323 Miguel Servet H 5 afos Gastroenteritis No Heces Biotyper 3.0 2,3 A. caviae A. caviae
Universitario Si (+ Salmonella
D79527 D79527 Miguel Servet H 23 meses  Gastroenteritis grupo B) Heces Biotyper 3.0 2,2 A. caviae A. caviae
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Anexo 2B (Continuacion 3). Cepas de origen clinico re-identificadas mediante secuenciacion del gen rpoD.

Datos del paciente Datos de la cepa Identificacion
Referencia  Referencia Hospital mediante
URV hospital Infeccion Software Identificacion secuenciacion del gen
Sexo  Edad Signos/sintomas clinicos polimicrobiana Origen MALDI-TOF Score MALDI-TOF rpoD

Universitario

D78350 D78350 Miguel Servet H 41 afios Gastroenteritis No Heces Biotyper 3.0 2,3 A. caviae A. caviae
Universitario

C91358 C91358 Miguel Servet M 40 afios Diarrea No Heces Biotyper 3.0 ND A. veronii A. veronii
Universitario

D84402 D84402 Miguel Servet H 4 afios Diarrea No Heces Biotyper 3.0 ND Aeromonas sp. A. media
Universitario

D83718 D83718 Miguel Servet H 54 afios Gastroenteritis No Heces Biotyper 3.0 2,2 A. caviae A. veronii
Universitario

D83043 D83043 Miguel Servet H 90 afios Diarrea No Heces Biotyper 3.0 2,1 A. caviae A. caviae
Universitario

D83503 D83503 Miguel Servet M 86 afios Diarrea No Heces Biotyper 3.0 2,1 A. veronii A. veronii
Universitario

D83360 D83360 Miguel Servet M 79 afios Diarrea No Heces Biotyper 3.0 2,1 A. caviae A. caviae
Universitario

D82383 D82383 Miguel Servet H 22 meses  Diarrea No Heces Biotyper 3.0 2,3 A. caviae A. caviae
Universitario Asp.

D88359 D88359 Miguel Servet M 39 afios Fiebre No bronquial ~ Biotyper 3.0 2,2 A. veronii A. veronii
Universitario

D86833 D86833 Miguel Servet H 58 afios Diarrea No Heces Biotyper 3.0 2,2 A. caviae A. caviae
Universitario

E63459 E63459 Miguel Servet H 77 afios Diarrea No Heces Biotyper 3.0 2.1 A. caviae A. caviae
Universitario

E98353 E98353 Miguel Servet H 95 afios Diarrea No Heces Biotyper 3.0 2.1 A. veronii A. veronii
Universitario

E74283 E74283 Miguel Servet H 84 afios Diarrea No Heces Biotyper 3.0 2.1 A. caviae A. caviae
Universitario

E01193 E01193 Miguel Servet H 6 meses Invaginacion intestinal No Heces Biotyper 3.0 2.2 A. caviae A. caviae
Universitario

E42091 E42091 Miguel Servet M 22 meses  Melena No Heces Biotyper 3.0 2.0 A. caviae A. caviae
Universitario

E40645 E40645 Miguel Servet M 9 meses Diarrea No Heces Biotyper 3.0 2.2 A. caviae A. caviae
Universitario

E64820 E64820 Miguel Servet H 12 meses  Gastroenteritis No Heces Biotyper 3.0 2.2 A. caviae A. caviae
Universitario

E96044 E96044 Miguel Servet H 5 afios Gastroenteritis No Heces Biotyper 3.0 2.2 A. caviae A. caviae
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Anexo 2B (Continuacion 4). Cepas de origen clinico re-identificadas mediante secuenciacion del gen rpoD.

Datos del paciente Datos de la cepa Identificacion
Referencia  Referencia Hospital mediante
URV hospital Infeccion Software Identificacion secuenciacion del gen
Sexo  Edad Signos/sintomas clinicos polimicrobiana Origen MALDI-TOF Score MALDI-TOF rpoD

Universitario

E76024 E76024 Miguel Servet M 6 afos Gastroenteritis No Heces Biotyper 3.0 2.1 A. caviae A. caviae
Universitario

E93373 E93373 Miguel Servet M 4 afios Gastroenteritis No Heces Biotyper 3.0 2.2 A. caviae A. caviae
Universitario

E59720 E59720 Miguel Servet H 17meses ND No Heces Biotyper 3.0 2.2 A. caviae A. caviae
Universitario

E89692 E89692 Miguel Servet M 11 meses ND No Heces Biotyper 3.0 2.1 A. caviae A. caviae
Universitario

E65095 E65095 Miguel Servet M 2 afios Diarrea No Heces Biotyper 3.0 2.2 A. caviae A. caviae
Universitario

E64154 E64154 Miguel Servet M 16 meses  Diarrea No Heces Biotyper 3.0 2.0 A. caviae A. caviae
Universitario A. caviae

E97296 E97296 Miguel Servet H 13 meses  Gastroenteritis No Heces Biotyper 3.0 2.0 /hydrophila A. caviae
Universitario

E85025 E85025 Miguel Servet H 2 afios Diarrea No Heces Biotyper 3.0 2.1 A. caviae A. caviae
Universitario

E59303 E59303 Miguel Servet M 9 meses Gastroenteritis No Heces Biotyper 3.0 2.2 A. caviae A. caviae
Universitario

E96319-C E96319-C Miguel Servet M 9 meses Inapetencia No Heces Biotyper 3.0 2.2 A. caviae A. caviae
Universitario

E96849 E96849 Miguel Servet M 11 meses  Giardiasis No Heces Biotyper 3.0 2.2 A. caviae A. caviae
Universitario

E38510 E38510 Miguel Servet M 73 afios Fiebre No Sangre Biotyper 3.0 2.3 A. caviae A. caviae
Universitario

E32762 E32762 Miguel Servet M 16 meses  Diarrea No Heces Biotyper 3.0 2.1 A. caviae A. caviae
Universitario

E59219 E59219 Miguel Servet M 2 afios Fiebre No Heces Biotyper 3.0 2.2 A. caviae No Aeromonas
Universitario

E59271 E59271 Miguel Servet M 5 meses Gastroenteritis No Heces Biotyper 3.0 2.0 A. caviae A. caviae
Universitario

E26769 E26769 Miguel Servet H 93 afios Diarrea No Heces Biotyper 3.0 2.3 A. caviae A. caviae
Universitario

E63614 E63614 Miguel Servet M 79 afios Gastroenteritis No Heces Biotyper 3.0 2.1 A. caviae A. caviae
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Anexo 2B (Continuacion 5). Cepas de origen clinico re-identificadas mediante secuenciacion del gen rpoD.

Datos del paciente Datos de la cepa Identificacion
Referencia  Referencia Hospital mediante
URV hospital Infeccion Software Identificacion secuenciacion del gen
Sexo  Edad Signos/sintomas clinicos polimicrobiana Origen MALDI-TOF Score MALDI-TOF rpoD

Universitario

E94593 E94593 Miguel Servet M 15 meses  Fiebre No Heces Biotyper 3.0 2.2 A. caviae A. caviae
Universitario

E85568 E85568 Miguel Servet H 8 meses Diarrea No Heces Biotyper 3.0 2.1 A. caviae A. caviae
Universitario

E12732 E12732 Miguel Servet M 2 afios Gastroenteritis No Heces Biotyper 3.0 2.1 A. veronii A. veronii
Universitario

E27053 E27053 Miguel Servet M 4 afios Astenia No Heces Biotyper 3.0 2.2 A. caviae A. caviae
Universitario

E53668 E53668 Miguel Servet M 10 meses  Dermatitis No Heces Biotyper 3.0 2.3 A. caviae A. caviae
Universitario

E09526 E09526 Miguel Servet H 87 afios Diarrea No Heces Biotyper 3.0 2.2 A. caviae A. caviae
Universitario

E51473 E51473 Miguel Servet H 14 meses  Diarrea No Heces Biotyper 3.0 2.2 A. caviae A. caviae
Universitario

E38414 E38414 Miguel Servet M 70 afios ND No ND Biotyper 3.0 2.2 A. veronii A. veronii
Universitario

E09883 E09883 Miguel Servet H 51 afios Diarrea No Heces Biotyper 3.0 2.2 A. caviae A. caviae
Universitario

E56526 E56526 Miguel Servet H 63 afios ND No Heces Biotyper 3.0 2.2 A. caviae A. caviae
Universitario

E57314 E57314 Miguel Servet H 3 afios Diarrea No Heces Biotyper 3.0 2.0 A. caviae A. caviae
Universitario

E95533 E95533 Miguel Servet M 79 afios Diarrea No Heces Biotyper 3.0 1.9 A. caviae A. caviae
Universitario

E12297 E12297 Miguel Servet M 6 meses Diarrea No Heces Biotyper 3.0 2.2 A. caviae A. caviae
Universitario Lig.

E14978 E14978 Miguel Servet M 63 afios Colecistitis No ascitico Biotyper 3.0 2.3 A. caviae A. caviae
Universitario

E95866 E95866 Miguel Servet M 3 afios Diarrea No Heces Biotyper 3.0 2.3 A. caviae A. caviae
Universitario

E12270 E12270 Miguel Servet H 68 afios Diarrea No Heces Biotyper 3.0 2.2 A. veronii A. veronii
Universitario

E99204 E99204 Miguel Servet M 23 meses  Gastroenteritis No Heces Biotyper 3.0 2.1 A. veronii A. media
Universitario

E53567 E53567 Miguel Servet M 70 afios ND No Heces Biotyper 3.0 2.2 A. veronii A. veronii
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Anexo 2B (Continuacion 6). Cepas de origen clinico re-identificadas mediante secuenciacion del gen rpoD.

Datos del paciente Datos de la cepa Identificacion
Referencia  Referencia Hospital mediante
URV hospital Infeccion Software Identificacion secuenciacion del gen
Sexo  Edad Signos/sintomas clinicos polimicrobiana Origen MALDI-TOF Score MALDI-TOF rpoD

Universitario

E03300 E03300 Miguel Servet M 22 meses  Diarrea No Heces Biotyper 3.0 2.0 A. hydrophila A. caviae
Universitario

E29779 E29779 Miguel Servet M 2 afios Diarrea No Heces Biotyper 3.0 2.2 A. caviae A. caviae
Universitario

EQ7947 E07947 Miguel Servet M 82 afios Laceracion No Herida Biotyper 3.0 2.2 A. hydrophila A. hydrophila
Universitario

E47010 E47010 Miguel Servet H 8 meses Diarrea No Heces Biotyper 3.0 2.3 A. caviae No Aeromonas
Universitario

E51573 E51573 Miguel Servet M 11 meses ND No Heces Biotyper 3.0 2.2 A. caviae A. caviae
Universitario

E06319 E06319 Miguel Servet M 14 meses  Gastroenteritis No Heces Biotyper 3.0 2.1 A. caviae A. caviae
Universitario Sec.

E15652 E15652 Miguel Servet H 56 afios ND No faringea Biotyper 3.0 2.1 A. caviae A. caviae
Universitario

E48865 E48865 Miguel Servet H 2 afios Gastroenteritis No Heces Biotyper 3.0 2.0 A. caviae A. caviae
Universitario

E54164 E54164 Miguel Servet H 79 afios Diarrea No Heces Biotyper 3.0 2.1 A. caviae A. caviae
Universitario

E94493 E94493 Miguel Servet H 72 afios Diarrea No Heces Biotyper 3.0 2.1 A. caviae A. caviae
Universitario

E90245 E90245 Miguel Servet H 21 meses  Control No Heces Biotyper 3.0 2.1 A. caviae A. caviae
Universitario

941C A25 de Guadalajara  ND ND ND ND Heces Biotyper 3.1 2,2 A. veronii A. veronii
Universitario

944C A9 de Guadalajara  ND ND ND ND Heces Biotyper 3.1 2,3 A.caviae A.caviae
Universitario

953C AA4T de Guadalajara  ND ND ND ND Sangre Biotyper 3.1 2,2 A. veronii A. veronii
Universitario

958C AC87 de Guadalajara  ND ND ND ND Heces Biotyper 3.1 2,1 A. veronii A. veronii
Universitario

1030C AE92 de Guadalajara  ND ND ND ND Heces Biotyper 3.1 15 A.hydrophila A. caviae
Universitario

1028C AF10 de Guadalajara  ND ND ND ND Heces Biotyper 3.1 2,2 A. veronii A. veronii
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Anexo 2B (Continuacion 7). Cepas de origen clinico re-identificadas mediante secuenciacion del gen rpoD.
Datos del paciente Datos de la cepa Identificacion
Referencia  Referencia Hospital mediante
URV hospital Infeccion Software Identificacion secuenciacion del gen
Sexo  Edad Signos/sintomas clinicos polimicrobiana Origen MALDI-TOF Score MALDI-TOF rpoD

Universitario

996C ANG65 de Guadalajara ~ ND ND ND ND Heces Biotyper 3.1 1,9 A. caviae A. caviae
Universitario

1025C AN11 de Guadalajara  ND ND ND ND Heces Biotyper 3.1 2,0 A. caviae A. caviae
Universitario

AZ99 AZ99 de Guadalajara  ND ND ND ND Herida Biotyper 3.1 2,2 A. hydrophila A. hydrophila
Universitario

1010C BO35 de Guadalajara  ND ND ND ND Heces Biotyper 3.1 2,0 A. caviae A. caviae
Universitario

1013C BO66 de Guadalajara  ND ND ND ND Heces Biotyper 3.1 2,1 A. media A. media
Universitario

1007C PB62 de Guadalajara  ND ND ND ND Heces Biotyper 3.1 2,2 A. veronii A. veronii
Universitario

935C Al9 de Guadalajara ~ ND ND ND ND Heces Biotyper 3.1 2,3 A. caviae A. caviae
Universitario

940C A2 de Guadalajara  ND ND ND ND Heces Biotyper 3.1 2,1 A. caviae A. caviae
Universitario

937C A26 de Guadalajara  ND ND ND ND Heces Biotyper 3.1 2,2 A. caviae A. caviae
Universitario

938C A3 de Guadalajara  ND ND ND ND Heces Biotyper 3.1 2,2 A. caviae A. caviae
Universitario

942C A4 de Guadalajara  ND ND ND ND Heces Biotyper 3.1 2,1 A. hydrophila A. caviae
Universitario

939C A5 de Guadalajara  ND ND ND ND Heces Biotyper 3.1 2,1 A. caviae A. caviae
Universitario

965C AAT9 de Guadalajara  ND ND ND ND Esputo Biotyper 3.1 2,2 A. veronii A. veronii
Universitario

995C AB21 de Guadalajara  ND ND ND ND ND Biotyper 3.1 2,2 A. caviae A. caviae
Universitario

1020C AB22 de Guadalajara  ND ND ND ND Heces Biotyper 3.1 2,1 A. caviae A. caviae
Universitario

AC55 AC55 de Guadalajara  ND ND ND ND Herida Biotyper 3.1 2,1 A. salmonicida A. salmonicida
Universitario

945C AD23 de Guadalajara  ND ND ND ND Heces Biotyper 3.1 2,0 A. hydrophila A. hydrophila
Universitario

959C AE100 de Guadalajara  ND ND ND ND Heces Biotyper 3.1 2,2 A. veronii A. veronii
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Anexo 2B (Continuacion 8). Cepas de origen clinico re-identificadas mediante secuenciacion del gen rpoD.
Datos del paciente Datos de la cepa Identificacion
Referencia  Referencia Hospital mediante
URV hospital Infeccion Software Identificacion secuenciacion del gen
Sexo  Edad Signos/sintomas clinicos polimicrobiana Origen MALDI-TOF Score MALDI-TOF rpoD

Universitario

964C AEB3/5 de Guadalajara ~ ND ND ND ND Heces Biotyper 3.1 2,1 A. caviae A. caviae
Universitario

1006C AE64 de Guadalajara  ND ND ND ND Heces Biotyper 3.1 2,2 A. caviae A. caviae
Universitario

980C AES88 de Guadalajara  ND ND ND ND Heces Biotyper 3.1 2,2 A. caviae A. caviae
Universitario

1026C AE96 de Guadalajara  ND ND ND ND Heces Biotyper 3.1 2,2 A. caviae A. caviae
Universitario

1032C AE98 de Guadalajara  ND ND ND ND Heces Biotyper 3.1 2,2 A. caviae A. caviae
Universitario

1029C AF13 de Guadalajara  ND ND ND ND Heces Biotyper 3.1 2,1 A. caviae A. caviae
Universitario

1031C AF19 de Guadalajara ~ ND ND ND ND Heces Biotyper 3.1 2,1 A. caviae A. caviae
Universitario

946C AG50 de Guadalajara  ND ND ND ND Heces Biotyper 3.1 2,1 A. bestiarum A. bestiarum
Universitario

AGT70 AG70 de Guadalajara  ND ND ND ND Sangre Biotyper 3.1 2,1 A. caviae A. caviae
Universitario

981C AG89 de Guadalajara  ND ND ND ND Heces Biotyper 3.1 2,0 A.eucrenophila  A. media
Universitario

947C AH99 de Guadalajara  ND ND ND ND Heces Biotyper 3.1 1,8 A. bestiarum A. salmonicida
Universitario

948C Al10 de Guadalajara  ND ND ND ND Heces Biotyper 3.1 2,1 A. hydrophila A. hydrophila
Universitario

951C Al64 de Guadalajara  ND ND ND ND Heces Biotyper 3.1 2,2 A. caviae A. caviae
Universitario

Al7 Al7 de Guadalajara  ND ND ND ND Sangre Biotyper 3.1 2,0 A. veronii A. veronii
Universitario

989C AJ66 de Guadalajara  ND ND ND ND Heces Biotyper 3.1 2,3 A. caviae A. caviae
Universitario

982C AK93 de Guadalajara  ND ND ND ND Heces Biotyper 3.1 2,1 A. veronii A. veronii
Universitario

983C AM43 de Guadalajara  ND ND ND ND Heces Biotyper 3.1 2,0 A. hydrophila A. hydrophila
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Anexo 2B (Continuacion 9). Cepas de origen clinico re-identificadas mediante secuenciacion del gen rpoD.

Datos del paciente Datos de la cepa Identificacion
Referencia  Referencia Hospital mediante
URV hospital Infeccion Software Identificacion secuenciacion del gen
Sexo  Edad Signos/sintomas clinicos polimicrobiana Origen MALDI-TOF Score MALDI-TOF rpoD

Universitario

994C AM79 de Guadalajara  ND ND ND ND Heces Biotyper 3.1 2,1 A. caviae A. caviae
Universitario

988C AM14 de Guadalajara  ND ND ND ND ND Biotyper 3.1 2,2 A. veronii A. allosaccharophila
Universitario

998C AN53 de Guadalajara  ND ND ND ND Heces Biotyper 3.1 2,1 A. veronii A. allosaccharophila
Universitario

1019C ANG62 de Guadalajara  ND ND ND ND Heces Biotyper 3.1 2,1 A. media A. media
Universitario

999C ANT72 de Guadalajara  ND ND ND ND Heces Biotyper 3.1 2,0 A. media A. media
Universitario

1023C AN93 de Guadalajara  ND ND ND ND Heces Biotyper 3.1 2,1 A. caviae A. caviae
Universitario

1022C AN37 de Guadalajara ~ ND ND ND ND Heces Biotyper 3.1 2,3 A. caviae A. caviae
Universitario

1004C AN77 de Guadalajara  ND ND ND ND ND Biotyper 3.1 2,2 A. caviae A. caviae
Universitario

1001C AO14 de Guadalajara  ND ND ND ND Heces Biotyper 3.1 2,1 A. caviae A. caviae
Universitario

AQ18 AQ18 de Guadalajara  ND ND ND ND Herida Biotyper 3.1 2,0 A. hydrophila A. hydrophila
Universitario

985C AS26 de Guadalajara  ND ND ND ND Heces Biotyper 3.1 2,0 A. veronii A. veronii
Universitario Asp.

BA25 BA25 de Guadalajara  ND ND ND ND bronquial ~ Biotyper 3.1 2,1 A. hydrophila A. hydrophila
Universitario

BB14 BB14 de Guadalajara  ND ND ND ND Bilis Biotyper 3.1 2,1 A. hydrophila A. hydrophila
Universitario

1017C BO49 de Guadalajara  ND ND ND ND Heces Biotyper 3.1 2,3 A. veronii A. veronii
Universitario

1016C BO70 de Guadalajara  ND ND ND ND Heces Biotyper 3.1 2,2 A. hydrophila A. hydrophila
Universitario

1015C BP02 de Guadalajara  ND ND ND ND Heces Biotyper 3.1 2,1 A. veronii A. veronii
Universitario

1011C BP18 de Guadalajara  ND ND ND ND Heces Biotyper 3.1 2,2 A. caviae A. caviae
Universitario

1014C BP46 de Guadalajara  ND ND ND ND Heces Biotyper 3.1 2,0 A. caviae A. caviae
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Anexo 2B (Continuacion 10). Cepas de origen clinico re-identificadas mediante secuenciacion del gen rpoD.

Datos del paciente Datos de la cepa Identificacion
Referencia  Referencia Hospital mediante
URV hospital Infeccion Software Identificacion secuenciacion del gen
Sexo  Edad Signos/sintomas clinicos polimicrobiana Origen MALDI-TOF Score MALDI-TOF rpoD

Universitario

986C 067 de Guadalajara ~ ND ND ND ND Heces Biotyper 3.1 2,0 A. hydrophila A. hydrophila
Universitario

080 080 de Guadalajara  ND ND ND ND Bilis Biotyper 3.1 2,1 A. hydrophila A. hydrophila
Universitario

P28 P28 de Guadalajara  ND ND ND ND Sangre Biotyper 3.1 2,1 A. caviae A. caviae

ND: no disponible. Hospital Universitario Miguel Servet, Zaragoza (Espafia); Hospital Universitario de Guadalajara, Guadalajara (Espafa).
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Anexo 3. Cepas de origen ambiental identificadas en este estudio.
Referencia URV _ Origen Identificacién mediante secuenciacion
Geogragico Tipo de agua gen rpoD
4287D" Hauho, Finlandia Agua de lago con afloramiento de cianobacterias A. finlandensis
AE119 Pyhtag, Finlandia Agua de lago con afloramiento de cianobacterias A. finlandensis
4301C Pielavesi, Finlandia Agua de lago con afloramiento de cianobacterias A. finlandensis
4318B Poytyd/Aura, Finlandia Agua de lago con afloramiento de cianobacterias A. finlandensis
HE40 Lapinjérvi, Finlandia Agua de lago con afloramiento de cianobacterias A. finlandensis
AE93 Kangasala, Finlandia Agua de lago con afloramiento de cianobacterias A. finlandensis
HE110 Mantséla, Finlandia Agua de lago con afloramiento de cianobacterias A. finlandensis
AE1227 Pyhtag, Finlandia Agua de lago con afloramiento de cianobacterias A. lacus
AE204 Soumussalmi, Finlandia Agua de lago con afloramiento de cianobacterias A. lacus
AE2357 Valkeala, Finlandia Agua de lago con afloramiento de cianobacterias A. aquatica
HE157 Vihti, Finlandia Agua de lago con afloramiento de cianobacterias A. aquatica
AE207 Tammela,Finlandia Agua de lago con afloramiento de cianobacterias Aeromonas sp. nov.4
AELE1-15A EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
AELE1-15C EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
AELE1-16C EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
SELE1-15A EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
SELE1-15B EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
SELE1-15E EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
SELE1-16A EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
BELE1-15A EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
BELE1-15C EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
AELE2-15C EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
AELE2-15D EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
AELE2-16A EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
AELE2-16B EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
AELE2-16C EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
AELE2-18A EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
SELE2-15C EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
SELE2-15D EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
SELE2-16B EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
SELE2-16C EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
SELE2-17A EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
BELE2-15A EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
BELE2-15D EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
BELE2-15E EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
BELE2-16A EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
BELE2-17A EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
BELE2-17B EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
AELE3-15A EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
AELE3-15B EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
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Anexo 3 (continuacion 1). Cepas de origen ambiental identificadas en este estudio.
Referencia URV _ Origen Identificacién mediante secuenciacion
Geogragico Tipo de agua gen rpoD
AELE3-15C EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
AELE3-15D EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
SELE3-15A EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
SELE3-15B EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
SELE3-16A EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
SELE3-16B EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
SELE3-16D EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
BELE3-15A EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
BELE3-15B EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
AELES5-15B EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
AELE5-15C EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
AELE5-15D EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
AELE5-16A EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
AEL5-16B EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
SELE5-15A EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
SELE5-15C EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
SELE5-15D EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
SELE5-16A EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
SELE5-16C EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
SELE5-16D EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
BELES5-15A EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
BELES5-15B EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
BELE5-15C EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
BELES5-15D EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
BELES5-16B EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
BELE5-16C EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
BELES5-16D EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
AELE6-15A EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
AELE6-15B EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
AELE6-15C EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
AELE6-15D EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
AELE6-16C EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
SELE6-15A EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
SELE6-15B EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
BELE6-15C EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
BELE6-16A EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
BELE6-16C EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
AELE7-15A EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
AELE7-15C EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
AELE7-15E EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
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Anexo 3 (continuacion 2). Cepas de origen ambiental identificadas en este estudio.
Referencia URV _ Origen Identificacién mediante secuenciacion
Geogragico Tipo de agua gen rpoD
AELE7-15F EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
AELE7-15G EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
AELE7-16A EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
AELE7-16C EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
AELE7-16D EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
AELE7-16E EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
AELE7-16F EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
AELE7-16G EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
SELE7-15A EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
SELE7-15B EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
SELE7-15C EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
SELE7-15D EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
SELE7-15E EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
SELE7-15F EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
SELE7-15G EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
SELE7-16C EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
SELE7-16D EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
SELE7-16F EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
SELE7-16G EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
BELE7-15B EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
BELE7-15E EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
BELE7-15G EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
BELE7-16C EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
BELE7-16E EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
BELE7-16F EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
BELE7-16G EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
AELES8-15C EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
AELES-15D EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
AELEB8-15F EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
AELES-16A EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
AELES-16C EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
AELE8-16G EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
SELE8-15E EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
SELE8-15G EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
SELE8-16F EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
BELES-15B EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
BELES-15E EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
BELEB8-15F EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
BELES8-15G EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
AELD9-12B EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
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Anexo 3 (continuacion 3). Cepas de origen ambiental identificadas en este estudio.
Referencia URV _ Origen Identificacién mediante secuenciacion
Geogragico Tipo de agua gen rpoD
AELD9-12D EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
AELD9-13D EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
AELD9-14B EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
SELD9-12B EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
SELD9-12E EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
SELD9-13D EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
SELD9-13E EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
AELE9-15C EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
AELE9-16E EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
SELE9-15C EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
SELE9-15D EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
BELE9-15D EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
AELD10-12F EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
SELD10-12A EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
AELE10-15C EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
SELE10-16B EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
SELE10-16E EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
SELE10-16G EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
BELE10-15C EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
BELE10-15E EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
BELE10-15F EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
BELE10-15G EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
BELE10-16A EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
AELD11-12A EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
AELD11-12H EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
SELD11-12B EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
SELD11-12G EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
BELD11-12D EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
BELD11-12E EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
BELD11-12F EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
AELE11-15C EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
AELE11-16A EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
AELE11-16B EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
AELE11-16C EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
SELE11-16C EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
BELE11-15A EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
BELE11-15C EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
BELE11-16A EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
ASLE11-15B EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
ASLE1-15A EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
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Anexo 3 (continuacion 4). Cepas de origen ambiental identificadas en este estudio.
Referencia URV _ Origen Identificacién mediante secuenciacion
Geogragico Tipo de agua gen rpoD
ASLE1-15B EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
ASLE1-15D EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
ASLE1-16A EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
ASLE1-16B EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
SSLE1-15A EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
SSLE1-15B EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
SSLE1-16A EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
SSLE1-16D EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
BSLE1-15A EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
BSLE1-15C EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
ASLE2-15B EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
ASLE2-15C EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
ASLE2-15E EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
ASLE2-16B EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
ASLE2-17A EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
SSLE2-15A EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
SSLE2-15D EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
SSLE2-16A EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
SSLE2-16B EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
BSLE2-15A EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
BSLE2-15C EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
BSLE2-15D EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
BSLE2-15E EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
BSLE2-16B EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
BSLE3-15A EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
BSLE3-15B EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
BSLE3-15D EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
BSLE3-16D EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
ASLE10-15A EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
ASLE10-15B EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
ASLE10-15C EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
ASLE11-16A EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. caviae
SELE1-18A EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
BELE3-15D EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
AELE5-16C EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
AELE5-16D EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
SELE5-15B EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
AELEG6-16A EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
AELE6-16D EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
SELE6-16B EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
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Anexo 3 (continuacion 5). Cepas de origen ambiental identificadas en este estudio.
Referencia URV _ Origen Identificacién mediante secuenciacion
Geogragico Tipo de agua gen rpoD
SELE6-16C EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
SELE6-16D EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
BELE6-15D EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
BELE7-15A EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
BELE7-15D EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
BELE7-16A EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
BELE7-16D EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
AELEB8-15A EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
AELES8-15B EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
AELES-15E EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
AELEB8-15G EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
AELES8-16D EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
AELES-16E EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
SELE8-15A EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
SELE8-15C EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
SELE8-15D EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
BELE8-15A EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
BELES8-15C EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
BELES-16A EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
BELES-16B EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
BELES-16C EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
BELES8-16D EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
BELES-16E EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
BELES-16G EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
AELD9-12A EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
AELD9-12C EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
AELD9-12E EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
AELD9-13B EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
AELD9-13E EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
AELD9-14A EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
AELD9-14C EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
AELD9-14D EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
SELD9-12A EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
SELD9-12C EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
SELD9-12D EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
SELD9-13A EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
SELD9-13C EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
SELD9-14A EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
SELD9-14B EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
BELD9-12A EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
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Anexo 3 (continuacion 6). Cepas de origen ambiental identificadas en este estudio.
Referencia URV _ Origen Identificacién mediante secuenciacion
Geogragico Tipo de agua gen rpoD
BELD9-12B EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
BELD9-12C EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
BELD9-13A EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
BELD9-13B EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
BELD9-13C EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
BELD9-13D EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
BELD9-13E EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
BELD9-14A EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
BELD9-14B EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
BELD9-14C EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
BELD9-14D EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
AELE9-15B EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
AELE9-15D EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
AELE9-15E EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
AELE9-15F EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
AELE9-16A EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
AELE9-16B EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
AELE9-16C EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
AELE9-16D EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
AELE9-16G EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
SELE9-15A EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
SELE9-15B EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
SELE9-15E EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
SELE9-15F EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
SELE9-15G EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
SELE9-16A EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
SELE9-16E EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
SELE9-16G EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
BELE9-15A EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
BELE9-15C EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
BELE9-15F EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
BELE9-15G EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
BELE9-16A EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
BELE9-16B EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
BELE9-16D EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
AELD10-12A EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
AELD10-12D EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
AELD10-12E EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
AELD10-12G EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
AELD10-13C EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
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Anexo 3 (continuacion 7). Cepas de origen ambiental identificadas en este estudio.
Referencia URV _ Origen Identificacién mediante secuenciacion
Geogragico Tipo de agua gen rpoD
AELD10-13D EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
AELD10-13G EDAR de Reus (Espafia) Entrada de lagunaje A. media
SELD10-12B EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
SELD10-12D EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
SELD10-13E EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
BELD10-13C EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
BELD10-13D EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
BELD10-13E EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
AELE10-15D EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
AELE10-16G EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
SELE10-16D EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
SELE10-16F EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
SELE11-16A EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
SELD11-12H EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
SELD11-12E EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
AELD11-12B EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
AELD11-12D EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
AELD11-12E EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
SSLE1-15D EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
SSLE1-16B EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
BSLE1-15D EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
BSLE1-16A EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
BSLE7-15F EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
ASLES8-15A EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
ASLES8-15C EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
ASLES8-15E EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
ASLES8-15G EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
SSLE8-15A EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
SSLE8-15C EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
SSLE8-15G EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
SSLE8-16D EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
BSLES8-15E EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
ASLD9-11A EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
ASLD9-11D EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
ASLD9-11F EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
ASLD9-11G EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
ASLD9-13A EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
SSLD9-12C EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
BSLD9-11A EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
BSLD9-11F EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
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Anexo 3 (continuacion 8). Cepas de origen ambiental identificadas en este estudio.
Referencia URV _ Origen Identificacién mediante secuenciacion
Geogragico Tipo de agua gen rpoD
BSLD9-11G EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
BSLD9-111 EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
BSLD9-11N EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
ASLE9-15C EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
ASLE9-15D EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
ASLE9-15E EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
ASLE9-15F EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
ASLE9-15G EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
ASLE9-16B EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
ASLE9-16D EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
ASLE9-16E EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
ASLE9-16G EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
SSLE9-16F EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
BSLE9-15C EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
BSLE9-15F EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
SELD10-13B EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
ASLD10-11B EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
ASLD10-11G EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
ASLE10-15E EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
ASLE10-16D EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
ASLE10-16F EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
SSLE10-15B EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
SSLE10-15C EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
SSLE10-15E EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
SSLE10-16A EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
SSLE10-16C EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
SSLE10-16E EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
SSLE10-16G EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
ASLD11-A EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
BSLD11-F EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
ASLE11-15A EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. media
SELE1-15D EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
BELE1-15B EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
SELE5-16B EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
AELD10-13A EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
BELD11-12A EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
SELE11-15C EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
BELE11-15D EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
SELD10-12E EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
ASLE2-15A EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
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Anexo 3 (continuacion 9). Cepas de origen ambiental identificadas en este estudio.
Referencia URV _ Origen Identificacién mediante secuenciacion
Geogragico Tipo de agua gen rpoD
ASLE3-15A EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
ASLE3-16A EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
ASLE3-16C EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
ASLE3-16D EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
SSLE3-15A EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
SSLE3-15B EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
SSLE3-15C EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
SSLE3-16A EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
SSLE3-16D EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
ASLE5-15B EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
SSLE5-15A EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
SSLE5-15B EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
SSLE5-15C EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
SSLE5-15D EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
SSLE5-16A EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
SSLE5-16D EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
BSLE5-15A EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
BSLE5-15C EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
BSLE5-16A EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
BSLE5-16C EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
ASLEG6-15A EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
ASLE6-15D EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
SSLE6-15A EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
SSLE6-15D EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
SSL6-16C EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
BSLE6-15A EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
BSLE6-15B EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
BSLE6-15E EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
ASLE7-15B EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
ASLE7-16E EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
SSLE7-15A EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
SSLE7-15C EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
SSLE7-15D EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
SSLE7-15F EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
SSLE7-16E EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
SSLE7-16F EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
SSLE7-16G EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
BSLE7-15C EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
BSLE7-15D EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
BSLE7-16A EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
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Anexo 3 (continuacion 10). Cepas de origen ambiental identificadas en este estudio.
Referencia URV _ Origen Identificacién mediante secuenciacion
Geogragico Tipo de agua gen rpoD
BSLE7-16B EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
BSLE7-16E EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
BSLE7-16F EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
BSLE7-16G EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
SSLE8-15F EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
SSLD9-11C EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
SSLE9-16C EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
SSLE9-16D EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
ASLE10-15G EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
ASLE11-15C EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
ASLD11-C EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
ASLD11-E EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
SSLD11-A EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
SSLD11-C EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
SSLD11-D EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
BSLD11-A EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
BSLD11-C EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
BSLD11-D EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
BSLD11-G EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
SSLE11-15A EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
SSLE11-16D EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
BSLE11-15A EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. veronii
SELE8-16A EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. salmonicida
SELES-16B EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. salmonicida
SELES8-16C EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. salmonicida
SELE9-16F EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. salmonicida
BELE9-16F EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. salmonicida
SELD10-13D EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. salmonicida
SELE8-16G EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. salmonicida
BELES-16F EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. salmonicida
SSLE7-15G EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. salmonicida
BSLE7-15B EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. salmonicida
BSLE7-16D EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. salmonicida
ASLE10-16E EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. salmonicida
BSLD11-E EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. salmonicida
ASLES8-16B EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. salmonicida
ASLEB8-16F EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. salmonicida
SSLES8-16A EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. salmonicida
SSLE8-16F EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. salmonicida
BSLE8-15A EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. salmonicida
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Anexo 3 (continuacion 11). Cepas de origen ambiental identificadas en este estudio.
Referencia URV _ Origen Identificacién mediante secuenciacion
Geogragico Tipo de agua gen rpoD
BSLE8-15B EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. salmonicida
BSLE8-15D EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. salmonicida
ASLD9-11B EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. salmonicida
ASLD9-12A EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. salmonicida
ASLD9-12E EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. salmonicida
ASLD9-12F EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. salmonicida
SSLD9-11A EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. salmonicida
SSLD9-11B EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. salmonicida
SSLD9-11D EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. salmonicida
SSLD9-11E EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. salmonicida
SSLD9-11G EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. salmonicida
SSLD9-11K EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. salmonicida
BSLD9-11C EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. salmonicida
BSLD9-11D EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. salmonicida
BSLD9-11K EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. salmonicida
ASLE9-15B EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. salmonicida
ASLE9-16A EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. salmonicida
SSLE9-15A EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. salmonicida
SSLE9-15B EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. salmonicida
SSLE9-15C EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. salmonicida
SSLE9-15E EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. salmonicida
SSLE9-15F EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. salmonicida
SSLE9-15G EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. salmonicida
SSLE9-16A EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. salmonicida
SSLE9-16B EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. salmonicida
SSLE9-16E EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. salmonicida
BSLE9-15A EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. salmonicida
BSLE9-15B EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. salmonicida
BSLE9-15E EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. salmonicida
BSLE9-16E EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. salmonicida
ASLD10-11E EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. salmonicida
ASLD10-12A EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. salmonicida
SSLD10-11A EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. salmonicida
SSLD10-11C EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. salmonicida
ASLE10-15F EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. salmonicida
ASLE10-16A EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. salmonicida
ASLE10-16B EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. salmonicida
SSLE10-16D EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. salmonicida
SSLE10-16F EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. salmonicida
AELE1-16A EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. allosaccharophila
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Anexo 3 (continuacion 12). Cepas de origen ambiental identificadas en este estudio.
Referencia URV _ Origen Identificacién mediante secuenciacion
Geogragico Tipo de agua gen rpoD

AELE2-15A EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. allosaccharophila
AELE2-15B EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. allosaccharophila
SELE2-16A EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. allosaccharophila
AELE7-15D EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. allosaccharophila
AELE7-16B EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. allosaccharophila
SELE7-16E EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. allosaccharophila
AELES8-16B EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. allosaccharophila
AELD9-13C EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. allosaccharophila
AELE9-15A EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. allosaccharophila
SELD10-12F EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. allosaccharophila
SELD10-12G EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. allosaccharophila
SELD10-13F EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. allosaccharophila
AELE10-16F EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. allosaccharophila
AELD11-12C EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. allosaccharophila
AELE11-15B EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. allosaccharophila
SELE11-15B EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. allosaccharophila
BELE11-16C EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. allosaccharophila
ASLE7-15A EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. allosaccharophila
SSLE7-15B EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. allosaccharophila
ASLD10-11A EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. allosaccharophila
ASLD10-11D EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. allosaccharophila
ASLE10-15D EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. allosaccharophila
SSLE10-16B EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. allosaccharophila
SSLE11-16B EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. allosaccharophila
BSLE11-16C EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. allosaccharophila
BSLE11-16A EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. allosaccharophila
BSLE11-15C EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. allosaccharophila
BSLE11-15B EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. allosaccharophila
BELE7-16B EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. hydrophila
SELES8-15F EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. hydrophila
SELD11-12C EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. hydrophila
SSLE1-15C EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. hydrophila
BSLE2-16A EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. hydrophila
ASLE3-15C EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. hydrophila
ASLE3-15D EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. hydrophila
SSLE3-16C EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. hydrophila
SSLE5-16B EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. hydrophila
BSLE5-15D EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. hydrophila
SSLE6-15B EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. hydrophila
BELE3-15C EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. dhakensis
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Anexo 3 (continuacion 13). Cepas de origen ambiental identificadas en este estudio.
Referencia URV Origen Identificacién mediante secuenciacion
Geogragico Tipo de agua gen rpoD

SELE6-15C EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. dhakensis
SELE6-15D EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. dhakensis
SELE8-16D EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. dhakensis
SSLE2-15E EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. dhakensis
SSLE2-18A EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. dhakensis
SSLE3-15D EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. dhakensis
SSLE3-16B EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. dhakensis
BSLE3-15C EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. dhakensis
SSLE6-16A EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. dhakensis
BSLE8-16D EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. sobria
SSLD10-11B EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. sobria
SSLD10-11D EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. sobria
BELE11-16D EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje A. sanarellii
ASLD10-12B EDAR de Reus (Espafia) Salida de lagunaje _ A. popoffii
AATE2.1-15A EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de tratamiento 2°" A. caviae
AATE2.1-15C EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de tratamiento 2°*"° A. caviae
AATE2.1-16A EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de tratamiento 2 A. caviae
AATE2.1-16B EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de tratamiento 2°" A. caviae
AATE2.1-16C EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de tratamiento 2°*"° A. caviae
AATE2.1-16D EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de tratamiento 2 A. caviae
SATE2.1-15A EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de tratamiento 2°" A. caviae
SATE2.1-15B EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de tratamiento 2" A. caviae
SATE2.1-15C EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de tratamiento 2° A. caviae
SATE2.1-15D EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de tratamiento 2° A. caviae
SATE2.1-16B EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de tratamiento 2°*"° A. caviae
BATE2.1-15B EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de tratamiento 2 A. caviae
BATE2.1-15C EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de tratamiento 2°" A. caviae
BATE2.1-15D EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de tratamiento 2°*"° A. caviae
BATE2.1-16B EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de tratamiento 2 A. caviae
AATD2.2-11C EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de tratamiento 2° A. caviae
AATD2.2-12A EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de tratamiento 2°*"° A. caviae
AATD2.2-12B EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de tratamiento 2 A. caviae
AATD2.2-12C EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de tratamiento 2°" A. caviae
SATD2.2-12A EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de tratamiento 2°"° A. caviae
BATD2.2-11A EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de tratamiento 2 A. caviae
SATE2.2-17D EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de tratamiento 2°" A. caviae
BATE2.2-16D EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de tratamiento 2°*"° A. caviae
BATE2.2-17B EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de tratamiento 2 A. caviae
BATE2.2-17D EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de tratamiento 2°" A. caviae
AATD2.3-11B EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de tratamiento 2°"° A. caviae
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Anexo 3 (continuacion 14). Cepas de origen ambiental identificadas en este estudio.

Referencia URV Origen Identificacién mediante secuenciacion
Geogragico Tipo de agua gen rpoD
AATD2.3-12C EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de tratamiento 2" A. caviae
SATD2.3-11D EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de tratamiento 2°" A. caviae
SATD2.3-12B EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de tratamiento 2°" A. caviae
BATD2.3-11A EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de tratamiento 2°*"° A. caviae
BATD2.3-11B EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de tratamiento 2 A. caviae
BATD2.3-11C EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de tratamiento 2°" A. caviae
BATD2.3-12B EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de tratamiento 2" A. caviae
AATE2.3-16B EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de tratamiento 2°"° A. caviae
AARE2.3-16C EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. caviae
AATE2.3-16D EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. caviae
AATE2.3-16F EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. caviae
AATE2.3-16H EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. caviae
SATE2.3-16A EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. caviae
SATE2.3-16B EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. caviae
SATE2.3-16C EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. caviae
BATE2.3-16A EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. caviae
BATE2.3-16B EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. caviae
BATE2.3-16D EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. caviae
BATE2.3-16E EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. caviae
AATE2.2-16B EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. caviae
AATE2.2-16C EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. caviae
AATE2.2-16D EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. caviae
AATE2.217A EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. caviae
AATE2.2-17D EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. caviae
AARE1-15A EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. caviae
AARE1-15B EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. caviae
AARE1-15C EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. caviae
AARE1-15D EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. caviae
SARE1-16D EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. caviae
BARE2-16A EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. caviae
BARE2-16B EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. caviae
AATD2.2-11A EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. media
SATD2.2-11B EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. media
SATD2.2-11C EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. media
BATE2.2-17C EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. media
AATD2.3-11A EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. media
AATD2.311C EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. media
AATD2.3-11D EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. media
AATD2.3-12A EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. media
SATD2.3-11A EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. media
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Anexo 3 (continuacion 15). Cepas de origen ambiental identificadas en este estudio.
Referencia URV _ Origen Identificacién mediante secuenciacion
Geogragico Tipo de agua gen rpoD
SATD2.3-11B EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. media
SATD2.3-11C EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. media
BATD2.3-12C EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. media
BATD2.3-12D EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. media
AATE2.2-16A EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. media
SARE2-17A EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. media
AARD3-11A EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. media
BARD3-11A EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. media
BARD3-11D EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. media
AAPD2-C EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. media
BAPD2-11C EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. media
SARE3-16A EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. media
SARE3-16G EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. media
SARE3-16H EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. media
AAPE2-16G EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. media
AARD3-11F EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. salmonicida
SARD3-11A EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. salmonicida
SARD3-11C EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. salmonicida
SARD3-11E EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. salmonicida
AAPD2-11B EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. salmonicida
AAPD2-B EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. salmonicida
SAPD2-11C EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. salmonicida
BAPD2-B EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. salmonicida
SARE3-16D EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. salmonicida
SARE3-16F EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. salmonicida
SAPE2-16D EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. salmonicida
BAPD2-D EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. salmonicida
BATD2.2-11D EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. allosaccharopphila
AARE2-16D EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. allosaccharopphila
AARD3-11E EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. allosaccharopphila
BAPE2-16F EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. allosaccharopphila
AARE3-16G EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. allosaccharopphila
AARE3-16H EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. allosaccharopphila
SARE3-16C EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. allosaccharopphila
AAPE2-16C EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. allosaccharopphila
AAPE2-16D EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. allosaccharopphila
AAPE2-16F EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. allosaccharopphila
SAPE2-16A EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. allosaccharopphila
AARD3-11C EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. popoffii
AARD3-11G EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. popoffii
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Anexo 3 (continuacion 16). Cepas de origen ambiental identificadas en este estudio.

Referencia URV Origen Identificacién mediante secuenciacion
Geogragico Tipo de agua gen rpoD

AAPD2-11A EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. popoffii
AAPD2-11D EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. popoffii
AAPD2-A EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. popoffii
AAPD2-D EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. popoffii
SAPS2-11B EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. popoffii
BAPD2-A EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. popoffii
SATE2.1-16A EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. hydrophila
BATE2.2-16B EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. hydrophila
SATE2.3-16D EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. hydrophila
SATE2.3-16H EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. hydrophila
SARE1-15A EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. hydrophila
SARE1-15D EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. hydrophila
SATE2.2-17C EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. veronii
AARE2-16A EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. veronii
SARE2-16A EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. veronii
AAPD2-11C EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. bestiarum
BAPD2-C EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. bestiarum
AAPE2-16A EDAR Castell d' Aro, Girona (Espafia) Agua de riego A. eucrenophila
ACID1-A Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou® A. media
ACID1-C Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou® A. media
ACID1-D Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou® A. media
SCID1-B Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou® A. media
ACFD1-B Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou® A. media
ACFD1-C Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou® A. media
SCFD1-A Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou? A. media
SCFD1-B Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou® A. media
ACID2-11B Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou? A. media
ACID2-12A Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou? A. media
ACID2-12C Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou® A. media
ACID2-12D Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou? A. media
SCID2-11C Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou? A. media
SCID2-11D Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou® A. media
ACIE1-15A Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou® A. media
ACIE1-15B Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou? A. media
ACIE1-16C Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou® A. media
SCIE1-15A Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou? A. media
SCIE1-16A Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou? A. media
ACFE1-15A Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou® A. media
ACFE1-15C Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou® A. media
SCFE1-15B Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou? A. media
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Anexo 3 (continuacion 17). Cepas de origen ambiental identificadas en este estudio.

Referencia URV Origen Identificacién mediante secuenciacion
Geogragico Tipo de agua gen rpoD
SCFE1-16B Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou® A. media
BCFE1-16C Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou® A. media
SCID2-12C Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou? A. media
ACIE2-15B Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou® A. media
ACIE2-16B Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou® A. media
ACIE2-16D Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou® A. media
SCIE2-16B Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou® A. media
ACFE2-15A Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou® A. media
ACFE2-15C Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou® A. media
ACFE2-16C Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou® A. media
BCFE2-15B Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou® A. media
BCFE2-16B Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou® A. media
SCID1-A Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou® A. caviae
ACFD1-A Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou® A. caviae
ACFD1-D Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou® A. caviae
ACID2-11A Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou® A. caviae
ACID2-12B Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou® A. caviae
SCID2-11B Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou? A. caviae
BCID2-11A Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou® A. caviae
BCID2-11B Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou® A. caviae
BCID2-12A Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou® A. caviae
SCIE1-15B Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou® A. caviae
SCIE1-15C Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou® A. caviae
ACFE1-15D Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou® A. caviae
ACFE1-16A Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou? A. caviae
ACFE1-16B Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou® A. caviae
ACFE1-16D Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou? A. caviae
SCFE1-16A Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou? A. caviae
SCFE1-16C Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou® A. caviae
BCFE1-16A Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou? A. caviae
BCFE1-16D Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou? A. caviae
ACIE2-15D Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou® A. caviae
ACIE2-16C Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou® A. caviae
BCIE2-16A Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou? A. caviae
BCIE2-16C Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou® A. caviae
ACFE2-16D Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou? A. caviae
BCFE2-15D Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou? A. caviae
SCID1-C Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou® A. salmonicida
SCID2-12A Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou® A. salmonicida
SCID2-12D Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou? A. salmonicida
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Anexo 3 (continuacion 18). Cepas de origen ambiental identificadas en este estudio.

Referencia URV Origen - Identificacion mediant; secuenciacion
Geogragico Tipo de agua gen rpo

BCID2-11C Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou® A. salmonicida
ACIE1-15D Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou® A. salmonicida
ACIE1-16B Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou? A. salmonicida
SCFE1-15A Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou® A. salmonicida
BCFE1-15A Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou® A. salmonicida
SCIE2-15C Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou® A. salmonicida
SCIE2-15D Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou® A. salmonicida
SCIE2-16C Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou® A. salmonicida
BCIE2-15A Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou® A. salmonicida
BCIE2-15B Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou® A. salmonicida
BCIE2-15C Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou® A. salmonicida
ACFE2-15B Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou® A. salmonicida
ACFE2-16B Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou® A. salmonicida
SCFE2-15C Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou® A. salmonicida
SCFE2-16A Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou® A. salmonicida
SCFE2-16C Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou® A. salmonicida
BCFE2-16A Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou® A. salmonicida
BCFE2-16D Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou? A. salmonicida
SCIE1-15D Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou® A. allosaccharophila
ACIE2-16A Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou® A. allosaccharophila
SCIE2-15A Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou® A. hydrophila
BCIE2-16B Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou® A. hydrophila
SCFE2-15A Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou® A. hydrophila
SCID2-12B Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou® A. bestiarum
ACIE1-16A Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou? A. bivalvium
SCIE1-16D Delta del Ebro, (Espafia) Canal de Poble Nou® A. bivalvium

EDAR: Estacion Depuradora de Aguas Residuales; Entrada de lagunage: agua procedente de un tratamiento secundario de la EDAR de Reus; Salida de lagunaje: agua depurada mediante lagunaje (= tratamiento terciario);
Agua de Riego: agua depurada mediante cloracion y luz UV (= tratamiento terciario) almacenada en el sistema de distribucion de agua destinada al riego de vegetales. *Agua de rio contaminada con agua residual no
tratada.
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Anexo 4. Cepas aisladas de origen animal y vegetal identificadas en este estudio.
. Origen Identificacion mediante secuenciacion
Referencia URV Geogréfico® Tipo de alimento del gen rpoD o gyrB
R20 Santiago de Compostela (Espafia) Trucha (Oncorhynchus mikyss) A. salmonicida
R21 Santiago de Compostela (Espafia) Salmén (Salmo salar) A. salmonicida
R23 Santiago de Compostela (Espafia) Rodaballo (Scopthalmus maximus) A. salmonicida
R25 Santiago de Compostela (Espafia) Rodaballo (Scopthalmus maximus) A. salmonicida
R29 Santiago de Compostela (Espafia) Almeja (Venerupis philippinarum) A. salmonicida
R30 Santiago de Compostela (Espafia) Almeja (Venerupis philippinarum) A. salmonicida
R64 Santiago de Compostela (Espafia) Trucha (Oncorhynchus mikyss) A. salmonicida
R67 Santiago de Compostela (Espafia) Rodaballo (Scopthalmus maximus) A. salmonicida
R103 Santiago de Compostela (Espafia) Salmén (Salmo salar) A. salmonicida
R3 Santiago de Compostela (Espafia) Rodaballo (Scopthalmus maximus) A. bestiarum
R5 Santiago de Compostela (Espafia) Salmén (Salmo salar) A. bestiarum
R54 Santiago de Compostela (Espafia) Rodaballo (Scopthalmus maximus) A. bestiarum
R72 Santiago de Compostela (Espafia) Trucha (Oncorhynchus mikyss) A. bestiarum
R77 Santiago de Compostela (Espafia) Rodaballo (Scopthalmus maximus) A. bestiarum
R80 Santiago de Compostela (Espafia) Salmoén (Salmo salar) A. bestiarum
R92 Santiago de Compostela (Espafia) Trucha (Oncorhynchus mikyss) A. bestiarum
R201 Santiago de Compostela (Espafia) Salmén (Salmo salar) A. bestiarum
R208 Santiago de Compostela (Espafia) Salmoén (Salmo salar) A. bestiarum
R209 Santiago de Compostela (Espafia) Salmoén (Salmo salar) A. bestiarum
R215 Santiago de Compostela (Espafia) Salmén (Salmo salar) A. bestiarum
R4 Santiago de Compostela (Espafia) Rodaballo (Scopthalmus maximus) A. piscicola
R9 Santiago de Compostela (Espafia) Trucha (Oncorhynchus mikyss) A. piscicola
R94 Santiago de Compostela (Espafia) Trucha (Oncorhynchus mikyss) A. piscicola
R200 Santiago de Compostela (Espafia) Salmoén (Salmo salar) A. piscicola
R210 Santiago de Compostela (Espafia) Salmoén (Salmo salar) A. piscicola
R213 Santiago de Compostela (Espafia) Trucha (Oncorhynchus mikyss) A. piscicola
R214 Santiago de Compostela (Espafia) Salmén (Salmo salar) A. piscicola
R219 Santiago de Compostela (Espafia) Boga (Boops boops) A. piscicola
F24 (= F1, F25, F23) Hidalgo y México (México) Trucha (Oncorhynchus mikyss) A. veronii®
F5 Hidalgo (México) Trucha (Oncorhynchus mikyss) A. veronii®
F12 Veracruz (México) Trucha (Oncorhynchus mikyss) A. veronii®
F15 Veracruz (México) Trucha (Oncorhynchus mikyss) A. veronii®
F16 Veracruz (México) Trucha (Oncorhynchus mikyss) A. veronii®
F16 Veracruz (México) Trucha (Oncorhynchus mikyss) A. veronii®
F11 (= F13) Meéxico, y Veracruz (México) Trucha (Oncorhynchus mikyss) A. bestiarum®
F2 (= F10) Michoacan y México (México) Trucha (Oncorhynchus mikyss) A. bestiarum®
F3 (=F5) Hidalgo y México (México) Trucha (Oncorhynchus mikyss) A. bestiarum®
F5 Hidalgo (México) Trucha (Oncorhynchus mikyss) A. bestiarum®
F6 Hidalgo (México) Trucha (Oncorhynchus mikyss) A. bestiarum®
F19 México (México) Trucha (Oncorhynchus mikyss) A. bestiarum®
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Anexo 4 (continuacion 1). Cepas aisladas de origen animal y vegetal identificadas en este estudio.
. Origen Identificacion mediante secuenciacion
Referencia URV Geogréfico® Tipo de alimento del gen rpoD o gyrB
F1(=F12) Veracruz (México) Trucha (Oncorhynchus mikyss) A. hydrophila®
F5 Hidalgo (México) Trucha (Oncorhynchus mikyss) A. hydrophilb®
F8 Hidalgo (México) Trucha (Oncorhynchus mikyss) A. hydrophila®
F20 Hidalgo (México) Trucha (Oncorhynchus mikyss) A. hydrophila®
F20 Hidalgo (México) Trucha (Oncorhynchus mikyss) A. hydrophila®
F27 Michoacéan (México) Trucha (Oncorhynchus mikyss) A. hydrophila®
F28 Michoacan (México) Trucha (Oncorhynchus mikyss) A. hydrophila”
F6 Hidalgo (México) Trucha (Oncorhynchus mikyss) A. sobria”
F8 Hidalgo (México) Trucha (Oncorhynchus mikyss) A. sobria®
F10 México (México) Trucha (Oncorhynchus mikyss) A. sobria®
F12 Veracruz (México) Trucha (Oncorhynchus mikyss) A. sobria”
F26 Michoacéan (México) Trucha (Oncorhynchus mikyss) A. sobria®
F18 Veracruz (México) Trucha (Oncorhynchus mikyss) A. media®
F25 Hidalgo (México) Trucha (Oncorhynchus mikyss) A. media®
F8 Hidalgo (México) Trucha (Oncorhynchus mikyss) A. media®
F7 Hidalgo (México) Trucha (Oncorhynchus mikyss) A. popoffii®
F4 Hidalgo (México) Trucha (Oncorhynchus mikyss) A. popoffii®
F21 Hidalgo (México) Trucha (Oncorhynchus mikyss) A. allosacchariphila®
F22 Hidalgo (México) Trucha (Oncorhynchus mikyss) A. salmonicida®
F17 Veracruz (México) Trucha (Oncorhynchus mikyss) A. caviae”
F29 Hidalgo (México) Trucha (Oncorhynchus mikyss) A. lusitana®®
A3 Buenos Aires (Argentina) Carpa comun (Cyprinus carpio) A. salmonicida
A8 Buenos Aires (Argentina) Carpa comun (Cyprinus carpio) A. sobria
All (= Al12) Buenos Aires (Argentina) Carpa comun (Cyprinus carpio) A. salmonicida
Al3 Buenos Aires (Argentina) Carpa comun (Cyprinus carpio) A. salmonicida
Al (= A7) Buenos Aires (Argentina) Carpa comun (Cyprinus carpio) Shewanella baltica®
A6 (= A9, A10) Buenos Aires (Argentina) Carpa comun (Cyprinus carpio) Shewanella baltica®
A4 Buenos Aires (Argentina) Carpa comun (Cyprinus carpio) Shewanella baltica®
A5 Buenos Aires (Argentina) Carpa comun (Cyprinus carpio) Shewanella baltica®
A2 Buenos Aires (Argentina) Carpa comun (Cyprinus carpio) Shewanella baltica®
GMV704 Barcelona (Espafia) Delfin (Grampus griseus) A. dhakensis
367A (= 367C, 367D) Tarragona (Espafa) Mejillon A. schubertii
ALeE-15A Girona (Espafia) Lechuga® A. caviae
ALeE-15D Girona (Espafia) Lechuga® A. caviae
ALeE-A6B Girona (Espafia) Lechuga® A. caviae
ALeE-16C Girona (Espafia) Lechuga® A. caviae
BLeE-15C Girona (Espafia) Lechuga® A. caviae
BLeE-16A Girona (Espafia) Lechuga® A. caviae
ATotE-15B Girona (Espafia) Tomate® A. hydrophila
BPeE-16B Girona (Espafia) Perejil® A. sanarellii
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Anexo 4 (continuacion 2). Cepas aisladas de origen animal y vegetal identificadas en este estudio.

Referencia URV Origen Identificacion mediante secuenciacion
Geogréfico? Tipo de alimento del gen rpoD o gyrB
AALD1-C Delta del Ebro (Espafia) Almeja A. salmonicida
SALD1-D Delta del Ebro (Espafia) Almeja A. salmonicida
AMJID3-C Delta del Ebro (Espafia) Mejillén A. salmonicida
SMJD4-11B Delta del Ebro (Espafia) Mejillén A. salmonicida
SMJD4-11D Delta del Ebro (Espafia) Mejillon A. salmonicida
SMJD4-12A Delta del Ebro (Espafia) Mejillén A. salmonicida
SMJD4-12B Delta del Ebro (Espafia) Mejillén A. salmonicida
SMJD4-12C Delta del Ebro (Espafia) Mejillon A. salmonicida
BMJD4-11B Delta del Ebro (Espafia) Mejillén A. salmonicida
BMJD4-11C Delta del Ebro (Espafia) Mejillén A. salmonicida
AOSD4-C Delta del Ebro (Espafia) Ostron A. salmonicida
SOSD4-E Delta del Ebro (Espafia) Ostron A. salmonicida
SOSD5-D Delta del Ebro (Espafia) Ostrén A. salmonicida
BOSD5-B Delta del Ebro (Espafia) Ostron A. salmonicida
SMJD5-11C Delta del Ebro (Espafia) Mejillén A. salmonicida
BMJD5-11B Delta del Ebro (Espafia) Mejillon A. salmonicida
AOSD5-B Delta del Ebro (Espafia) Ostron A. salmonicida
BOSD5-C Delta del Ebro (Espafia) Ostron A. salmonicida
AOSE1-14C Delta del Ebro (Espafia) Ostron A. salmonicida
AOSE1-14D Delta del Ebro (Espafia) Ostron A. salmonicida
AOSE1-14F Delta del Ebro (Espafia) Ostron A. salmonicida
SOSE1-14E Delta del Ebro (Espafia) Ostrén A. salmonicida
AOSE1-13B Delta del Ebro (Espafia) Ostron A. salmonicida
AOSE1-13D Delta del Ebro (Espafia) Ostron A. salmonicida
AOSE1-13E Delta del Ebro (Espafia) Ostron A. salmonicida
BALE1-14B Delta del Ebro (Espafia) Almeja A. salmonicida
SALE1-14C Delta del Ebro (Espafia) Almeja A. salmonicida
SALE1-14D Delta del Ebro (Espafia) Almeja A. salmonicida
BALE1-13C Delta del Ebro (Espafia) Almeja A. salmonicida
BALE1-13D Delta del Ebro (Espafia) Almeja A. salmonicida
BALE1-14D Delta del Ebro (Espafia) Almeja A. salmonicida
SMJES3-13C Delta del Ebro (Espafia) Mejillon A. salmonicida
BMJE3-14D Delta del Ebro (Espafia) Mejillén A. salmonicida
AMJE2-13A Delta del Ebro (Espafia) Mejillon A. salmonicida
SMJE2-13A Delta del Ebro (Espafia) Mejillon A. salmonicida
SMJE2-13B Delta del Ebro (Espafia) Mejillén A. salmonicida
BMJE2-14B Delta del Ebro (Espafia) Mejillon A. salmonicida
AOSE2-13A Delta del Ebro (Espafia) Ostron A. salmonicida
SOSE2-13C Delta del Ebro (Espafia) Ostron A. salmonicida
SOSE2-14B Delta del Ebro (Espafia) Ostrén A. salmonicida
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Anexo 4 (continuacion 3). Cepas aisladas de origen animal y vegetal identificadas en este estudio.

Referencia URV Origen Identificacion mediante secuenciacion
Geogréfico? Tipo de alimento del gen rpoD o gyrB
BOSE2-13B Delta del Ebro (Espafia) Ostrén A. salmonicida
BOSE2-13D Delta del Ebro (Espafia) Ostron A. salmonicida
BOSE2-14A Delta del Ebro (Espafia) Ostron A. salmonicida
SOSE3-14B Delta del Ebro (Espafia) Ostrén A. salmonicida
SOSE3-14A Delta del Ebro (Espafia) Ostron A. salmonicida
SOSE3-14B Delta del Ebro (Espafia) Ostron A. salmonicida
SOSE3-14C Delta del Ebro (Espafia) Ostrén A. salmonicida
BOSE3-13B Delta del Ebro (Espafia) Ostron A. salmonicida
BOSE3-13C Delta del Ebro (Espafia) Ostron A. salmonicida
SMJD5-11C Delta del Ebro (Espafia) Mejillén A. salmonicida
BMJD5-11B Delta del Ebro (Espafia) Mejillon A. salmonicida
SMJE4-14C Delta del Ebro (Espafia) Mejillén A. salmonicida
SMJE4-15A Delta del Ebro (Espafia) Mejillén A. salmonicida
SMJE5-14A Delta del Ebro (Espafia) Mejillon A. salmonicida
BMJE5-14A Delta del Ebro (Espafia) Mejillén A. salmonicida
BMJE5-14C Delta del Ebro (Espafia) Mejillon A. salmonicida
SOSE4-14A Delta del Ebro (Espafia) Ostron A. salmonicida
BOSE5-14B Delta del Ebro (Espafia) Ostron A. salmonicida
BOSES5-15B Delta del Ebro (Espafia) Ostron A. salmonicida
AMJD4-11B Delta del Ebro (Espafia) Mejillon A. media
AMJD4-11C Delta del Ebro (Espafia) Mejillén A. media
AMJD4-12B Delta del Ebro (Espafia) Mejillon A. media
SMJD4-11C Delta del Ebro (Espafia) Mejillon A. media
BMJD4-11A Delta del Ebro (Espafia) Mejillén A. media
BMJD4-11D Delta del Ebro (Espafia) Mejillon A. media
AMJD5-11A Delta del Ebro (Espafia) Mejillon A. media
AMJD5-11D Delta del Ebro (Espafia) Mejillén A. media
AMJD5-12A Delta del Ebro (Espafia) Mejillon A. media
SMJD5-11A Delta del Ebro (Espafia) Mejillon A. media
SMJD5-11D Delta del Ebro (Espafia) Mejillén A. media
SMJD5-12A Delta del Ebro (Espafia) Mejillén A. media
BMJD5-11C Delta del Ebro (Espafia) Mejillon A. media
BMJD5-12C Delta del Ebro (Espafia) Mejillén A. media
AOSD4-F Delta del Ebro (Espafia) Ostron A. media
AOSD4-G Delta del Ebro (Espafia) Ostron A. media
AOSD4-H Delta del Ebro (Espafia) Ostron A. media
SOSD4-F Delta del Ebro (Espafia) Ostrén A. media
SOSD4-H Delta del Ebro (Espafia) Ostron A. media
BOSD4-D Delta del Ebro (Espafia) Ostron A. media
BOSD4-F Delta del Ebro (Espafia) Ostron A. media
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Anexo 4 (continuacion 4). Cepas aisladas de origen animal y vegetal identificadas en este estudio.

Referencia URV Origen Identificacion mediante secuenciacion
Geogréfico? Tipo de alimento del gen rpoD o gyrB
BOSD5-A Delta del Ebro (Espafia) Ostrén A. media
AALE1-13B Delta del Ebro (Espafia) Almeja A. media
SALE1-13B Delta del Ebro (Espafia) Almeja A. media
BALE1-14C Delta del Ebro (Espafia) Almeja A. media
BMJE3-13B Delta del Ebro (Espafia) Mejillon A. media
BMJE3-14C Delta del Ebro (Espafia) Mejillén A. media
AMJE2-13B Delta del Ebro (Espafia) Mejillén A. media
SMJE2-14D Delta del Ebro (Espafia) Mejillon A. media
AOSE3-13A Delta del Ebro (Espafia) Ostron A. media
AMJE4-14D Delta del Ebro (Espafia) Mejillén A. media
SMJE4-15C Delta del Ebro (Espafia) Mejillon A. media
BMJE4-14B Delta del Ebro (Espafia) Mejillén A. media
BMJE4-14C Delta del Ebro (Espafia) Mejillén A. media
BMJE4-15C Delta del Ebro (Espafia) Mejillon A. media
AMJES5-14C Delta del Ebro (Espafia) Mejillén A. media
AMJES-15C Delta del Ebro (Espafia) Mejillon A. media
AOSE4-14A Delta del Ebro (Espafia) Ostron A. media
BOSE4-14D Delta del Ebro (Espafia) Ostron A. media
SOSE5-14B Delta del Ebro (Espafia) Ostrén A. media
SOSE5-14D Delta del Ebro (Espafia) Ostron A. media
AMJID4-11D Delta del Ebro (Espafia) Mejillén A. caviae
AOSD4-A Delta del Ebro (Espafia) Ostron A. caviae
AOSD4-E Delta del Ebro (Espafia) Ostron A. caviae
SOSD4-A Delta del Ebro (Espafia) Ostron A. caviae
SOSD4-B Delta del Ebro (Espafia) Ostrén A. caviae
SOSD4-C Delta del Ebro (Espafia) Ostron A. caviae
SOSD4-D Delta del Ebro (Espafia) Ostron A. caviae
SMJE4-14A Delta del Ebro (Espafia) Mejillon A. caviae
BMJE4-14D Delta del Ebro (Espafia) Mejillon A. caviae
BMJE4-15A Delta del Ebro (Espafia) Mejillén A. caviae
BMJE4-15B Delta del Ebro (Espafia) Mejillon A. caviae
AMJE5-14A Delta del Ebro (Espafia) Mejillon A. caviae
AMJES5-14D Delta del Ebro (Espafia) Mejillén A. caviae
AMJE5-15B Delta del Ebro (Espafia) Mejillon A. caviae
SMJE5-14B Delta del Ebro (Espafia) Mejillon A. caviae
SMJE5-14C Delta del Ebro (Espafia) Mejillén A. caviae
SMJE5-15B Delta del Ebro (Espafia) Mejillon A. caviae
BMJE5-14B Delta del Ebro (Espafia) Mejillon A. caviae
BMJE5-15B Delta del Ebro (Espafia) Mejillén A. caviae
AOSE4-14D Delta del Ebro (Espafia) Ostron A. caviae
AOSE4-15A Delta del Ebro (Espafia) Ostrén A. caviae
AOSE4-15B Delta del Ebro (Espafia) Ostron A. caviae
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Anexo 4 (continuacion 5). Cepas aisladas de origen animal y vegetal identificadas en este estudio.

Referencia URV Origen Identificacion mediante secuenciacion
Geogréfico? Tipo de alimento del gen rpoD o gyrB

AOSE4-15C Delta del Ebro (Espafia) Ostrén A. caviae
SOSE4-14C Delta del Ebro (Espafia) Ostron A. caviae
SOSE4-15B Delta del Ebro (Espafia) Ostron A. caviae
BOSE4-14A Delta del Ebro (Espafia) Ostrén A. caviae
BOSE4-15D Delta del Ebro (Espafia) Ostron A. caviae
SOSE5-14C Delta del Ebro (Espafia) Ostron A. caviae
SOSE5-15A Delta del Ebro (Espafia) Ostrén A. caviae
AMID4-11A Delta del Ebro (Espafia) Mejillon A. allosaccharophila
BMJD4-12C Delta del Ebro (Espafia) Mejillén A. allosaccharophila
SMJD5-11B Delta del Ebro (Espafia) Mejillén A. allosaccharophila
AMJE4-15A Delta del Ebro (Espafia) Mejillon A. allosaccharophila
AMJE4-15B Delta del Ebro (Espafia) Mejillén A. allosaccharophila
SMJE4-14B Delta del Ebro (Espafia) Mejillén A. allosaccharophila
SMJE4-15B Delta del Ebro (Espafia) Mejillon A. allosaccharophila
BMJE4-14A Delta del Ebro (Espafia) Mejillén A. allosaccharophila
SMJE5-15C Delta del Ebro (Espafia) Mejillon A. allosaccharophila
AOSE4-15D Delta del Ebro (Espafia) Ostron A. allosaccharophila
AMJD5-11B Delta del Ebro (Espafia) Mejillén A. veronii
BMJD5-11D Delta del Ebro (Espafia) Mejillén A. veronii
AOSE1-14B Delta del Ebro (Espafia) Ostron A. veronii
SMJES3-13A Delta del Ebro (Espafia) Mejillén A. veronii
BMJE5-15C Delta del Ebro (Espafia) Mejillén A. veronii
AOSE3-14A" Delta del Ebro (Espafia) Ostrén Aeromonas sp. nov. 3
AMJE2-14B Delta del Ebro (Espafia) Ostrén Aeromonas sp. nov. 3
AALE1-13D Delta del Ebro (Espafia) Ostron Aeromonas sp. nov. 3
SOSE5-14A Delta del Ebro (Espafia) Ostrén Aeromonas sp. nov. 3
BMJD5-11A Delta del Ebro (Espafia) Mejillén A. hydrophila
SOSE4-14D Delta del Ebro (Espafia) Ostrén A. hydrophila
BOSE4-15A Delta del Ebro (Espafia) Ostron A. hydrophila
AALD1-A Delta del Ebro (Espafia) Almeja A. popoffii
AALD1-D Delta del Ebro (Espafia) Almeja A. popoffii
SOSE3-13D Delta del Ebro (Espafia) Ostron A. popoffii
AMID3-B Delta del Ebro (Espafia) Mejillén A. fluvialis
SMJD4-11A Delta del Ebro (Espafia) Mejillon A. bestiarum

®Las cepas procedentes de Santiago de Compostela fueron enviadas por el Dr. Jests Lépez-Romalde (Universidad Santiago de Compostela), las cepas de origen mexicano fueron remitidas por el Dr. Vicente Vega-Sanchez
(Universidad Auténoma del Estado de México), las cepas procedentes de Argentina fueron enviadas por la Dra. Daniela Agteria (Universidad Nacional del Centro de la Provincia de Buenos Aires), la cepa GMV704
procedente de Barcelona fue enviada por el Dr. Mariano Domingo (Universidad Auténoma de Barcelona), mientras que el resto de las cepas resultaron de los diferentes muestreos realizados durante este trabajo de
investigacion; °Las cepas de procedentes de México fueron identificadas molecularmente mediante secuenciacién de los genes rpoD y gyrB;°En el arbol filogenético se agrup6 con la cepa tipo de la especie A. lusitana, que se
encuentra en proceso de descripcion; “Las cepas procedentes de Argentina fueron identificadas molecularmente mediante secuenciacion del gen gyrB; °Regados con aguas regeneradas.
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