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el método Maximum Composite Likelihood (software MEGAG®).
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RESUMEN

Las bacterias aeromonadales mdviles se ubican entre los patdogenos mas importantes
para la salud de los sistemas de acuicultura de agua dulce a nivel mundial, siendo
responsables de epizootias con mortandades masivas de peces en cortos periodos de
tiempo que afectan de manera drastica la economia de las piscigranjas a cualquier
escala. Son consideradas a su vez agentes zoonoticos de creciente relevancia dado
que a partir de sindromes intestinales o infecciones extraintestinales son capaces de
alterar de manera grave la salud del paciente humano. A pesar de la relevancia que
poseen estos microorganismos existen varias discrepancias en aspectos relacionados
con la identificacion de especies y la caracterizacion de cepas o patotipos diferentes.
Distintos miembros del género Aeromonas han sido identificados en nuestro pais
como el agente infeccioso mas prevalente entre los peces de cultivo, ya sea con
destino al consumo humano u ornamentales. El objetivo de esta tesis fue caracterizar
las cepas de Aeromonas moviles aisladas de peces cultivados en nuestro pais desde el
punto de vista fenotipico, genético y patoldgico. Para ello se emplearon 33
aislamientos de Aeromonas spp. obtenidos de distintas especies de peces
provenientes de diversos sistemas de cultivo. Ademas de ser identificados a nivel
bioquimico (kir API 20NE®) y molecular (secuenciacion de los genes ARNr 16S y
gyrB), se evalud en cada aislamiento la susceptibilidad a diez antibidticos
(amoxicilina 4acido clavulanico, ampicilina con y sin dicloxacilina, enrofloxacina,
eritromicina, nitrofurantoina, oxitetraciclina, penicilina, sulfametoxazole trimetoprim
y tiamfenicol) y la presencia/ausencia de cinco genes de virulencia (act, alt, ast, ela
y lip). Se llevo a cabo a su vez una caracterizacion global del genoma de cada
aislamiento mediante técnicas rep-PCR empleando los primers BOX, ERIC y REP y
un estudio filogenético utilizando las secuencias de los genes ARNr 16S y gyrB. La
virulencia de los aislamientos mas representativos se determind mediante calculo de
dosis letal cincuenta en peces (Australoheros facetus). Se identificaron por primera
vez para el pais las especies A. allosacharophila, A. bestiarium y A. punctata; siendo
Aeromonas hydrophila y A. veronii las especies con mayor prevalencia (38,2% y
32,4% respectivamente). Todos los aislamientos fueron resistentes a por lo menos
tres de los antibidticos evaluados, detectandose multirresistencia en el 82,3% de los
mismos. Se identificaron diez genotipos de virulencia diferentes, correlacionados con
la especie de Aeromonas que lo posee y la actividad hemolitica del aislamiento. A.
allosaccharophila, A. bestiarium y A. punctata presentan estabilidad en la
distribucion de sus genes de virulencia. El genotipo act™/alt"/ast™/ela”/lip™ fue el
mas prevalente (26,5%). Los distintos aislamientos de A. punctata poseen estructura
clonal para las técnicas de tipificacion gendmica usadas, mientras que el resto de las
especies poseen elevada diversidad genética. La virulencia de los aislamientos de
aeromonadales moviles fue proporcional a la cantidad de genes de virulencia que
poseen.
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SUMMARY

Motile aeromonads are one of the most important pathogens in worldwide freshwater
aquaculture. They are responsible of epizooties with massive mortalities of fishes in
short periods of time that affects drastically the economy of any scale farms. Because
they are responsible of severe human health damage, by intestinal or extra-intestinal
syndromes, this group of bacteria are considered, at the same time, zoonotic agents
with increasing importance. Despite the relevance of this microorganisms, there are
discrepancies in those aspects related with species identification and characterization
of different strains or pathotypes. Some members of Aeromonas genus were
identified in Uruguay as the most prevalent infectious agent in human consumption
and ornamental cultured fishes. The aim of this thesis was to characterize the strains
of motile Aeromonas isolated from uruguayan aquaculture fishes in a phenotypic,
genotypic and pathogenic approach. For that we use 33 Aeromonas spp. isolated
from different species of fishes cultured in several types of systems. The strains were
identified at phenotypical (API 20NE®) and molecular (16S rRNA and gyrB
sequentiation) level and the susceptibility of ten antibiotics was evaluated
(amoxicillin clavulanate, ampicillin with and without dicloxacillin, enrofloxacin,
erythromycin, nitrofurantoin,  oxytetracycline, penicillin, sulfametoxazole
trimethoprim and thiamphenicol). Also was evaluated the presence/absence of five
virulence genes in each strain (act, alt, ast, ela y lip) and was conducted a global
genome characterization using the rep-PCR technique, employing BOX, ERIC and
REP primers. A phylogenetic analysis of 16S rRNA and gyrB gene sequences was
conducted too. Virulence of some representative isolates was determined by fifty
lethal dose in fishes (Australoheros facetus). The species A. allosaccharophila, A.
bestiarium and A. punctata were identified for the first time in Uruguay. Aeromonas
hydrophila and A. veronii were the most prevalent species in uruguayan aquaculture
(38,2% and 32,4% respectively). All the isolates were resistant of at least three
antibiotics and 82,3% of them were multirresistant. We identified ten different
virulence genotypes and its was correlated with the Aeromonas species and their
haemolytic activity. act*/alt*/ast’/ela”/lip® was the most prevalent virulence
genotype identified (26,5%). The genome of Aeromonas punctata presented clonal
structure by rep-PCR techniques, while the rest of species had high genetic diversity.
Motile aeromonads virulence was proportional with the number of virulence genes of
each isolate.
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1. INTRODUCCION

Los microorganismos pertenecientes al orden  Aeromonadales (clase
Gammaproteobacteria) son esencialmente ubicuos en toda la bidsfera microbiana y
pueden ser aislados a partir de practicamente todos los nichos medioambientales
donde existen ecosistemas bacterianos, entre los que se incluyen ambientes
acuaticos, peces, alimentos, mascotas, aves, garrapatas, insectos y suelos naturales,

entre otros (Janda y Abbott, 2010).

Aeromonadacea, la familia representativa del orden, esta compuesta por bacilos
Gram negativos, aerobios facultativos, catalasa y oxidasa positivos (a excepcion de
Tolumonas spp.). El género tipo dentro de la familia es Aeromonas, que incluye
bacterias primariamente acudticas aisladas frecuentemente de agua dulce y estuarina
y en asociacion con animales acuaticos, aunque también pueden ser aisladas de aguas
residuales, aguas para consumo y sedimentos, entre otros. Algunas especies son
patogenas para el ser humano y otros vertebrados endotermos, asi como también lo
son para varias especies de ectotermos (anfibios, peces, reptiles) e invertebrados
(Martin-Carnahan y Joseph, 2005).

1.1. Aspectos taxonémicos

La taxonomia de los acromonadales es compleja y ha sido objeto de confusiones y
controversias. El solapamiento de perfiles bioquimicos y la pobre correlacion entre
identificaciones fenotipicas y genotipicas, junto con la alta similaridad
interespecifica en la secuencia del gen que codifica para la subunidad 16S del ARN
ribosomal (96,7 a 100%) han llevado a continuas revisiones del estatus taxonémico
de los miembros de Aeromonas (Soler et al., 2003; Figueras, 2005; Ormen et al.,
2005; Martinez-Murcia et al., 2007).

Clasicamente se han establecido dos grupos con caracteristicas fenotipicas
diferenciales dentro del género Aeromonas. Por un lado estdn las especies psicrofilas,
bacterias inmoviles que no crecen a 37°C y cuyo principal representante es A.
salmonicida, importante patégeno principalmente en salmonicultura. Por otro lado
esta el grupo de especies mesofilas, moviles, que pueden crecer a 37°C. Los
representantes mas tipicos de este Ultimo grupo son A. hydrophila, A. caviae, A.
sobria y A. veronii, microorganismos que son reconocidos como agentes causales de
un sindrome en peces conocido como "septicemia hemorragica bacteriana" 0
"septicemia por Aeromonas méviles" (SAM), entre otras denominaciones. A su vez
estas bacterias han sido implicadas en diversas afecciones en humanos y animales
domésticos y silvestres (Janda y Duffey, 1988; Joseph y Carnahan, 1994; Janda y
Abbott, 1998; Cipriano, 2001; Korbsrisate et al., 2002).

La primera identificacion de un microorganismo aeromonadal fue realizada por
Zimmerman en 1890, quien aislé del agua de la red domiciliaria de la ciudad de
Gemnitz (Alemania) un bacilo Gram negativo moévil que denomind Bacillus
punctatus. Posteriormente Sanarelli (1891), aisl6 una bacteria similar de la sangre y
linfa de ranas a la cual denomina Bacillus hydrophilus fuscus, nombre que es
cambiado en 1901 por el de Bacterium hydrophilium a sugerencia de Chester. En la
primera edicion del Manual Bergey's (Bergey's Manual of Determinative
Bacteriology, 1923), esta especie fue erroneamente designada como Proteus
hydrophilus. El género Aeromonas, propuesto por Kluyver y van Niel en 1936, es
finalmente adoptado en la séptima edicion del Manual Bergey's (1957), momento en



el que se clasifica como Aeromonas hydrophila, miembro de la familia Vibrionaceae,
al microorganismo primeramente aislado por Zimmerman (Poobalane, 2007).

En 1976, Popoff y Véron proponen un esquema basado en 59 variables bioquimicas
para esclarecer la clasificacion de Aeromonas spp. moviles a nivel fenotipico, dado
que hasta el momento existian varias especies, sindnimos y subespecies que
determinaban complejos especificos poco delimitados, tal es asi que establecen la
existencia de tres Uinicas fenoespecies de Aeromonas moviles, a saber: A. hydrophila,
A. caviae y A. sobria (Popoff y Véron, 1976). Esta definicion de tres especies fue
confirmada posteriormente por analisis de oligosacaridos (Shaw y Hodder, 1978) e
hibridacion de ADN (Popoff et al., 1981), reconociéndose a su vez que dentro de
estas especies existen subgrupos.

Posteriormente se demostré que las fenoespecies de Aeromonas méviles descritas
anteriormente son en realidad complejos genoespecificos o clusters genéticos que
responden a diferentes grupos de hibridacion (GH), basados en la cinética de
reasociacion ADN-ADN con las cepas tipo o de referencia (ver Tabla 1). Esto ha
provocado la aparicion de un gran nimero de nuevas especies a partir de la creacion
de nuevos GH debido a que nuevas cepas aisladas no concuerdan con ninguno de los
grupos conocidos (Janda, 1991; Martin-Carnahan y Joseph, 2005).

Tabla 1. Fenoespecies y genoespecies dentro del género Aeromonas (modificado de Martin-Carnahan y Joseph,
2005).

li;l;?&)acigs Cepa referencia Genoespecie Fenoespecie
1 ATCC 7966" A. hydrophila A. hydrophila
2 ATCC 147157 A. bestiarium A. tipo hydrophila
ATCC 33658 T A. salmonicida subespecie salmonicida
ATCC 336597 A sal icid A. salmonicida subespecie achromogenes
3 ATCC 270137 - satmontcida A. salmonicida subespecie masoucida
ATCC 493937 A. salmonicida subespecie smithia
IC’(])?:)CO f(;‘g‘j 1_ 24 (DS) " Gin nombre A. tipo hydrophila
4 ATCC 154687 A. caviae A. caviae
5A CDC 0862-83 (DS) A. tipo caviae
5B CDC 0435-84 (DS) A.media A medi
5B ATCC 33907" media
T
6 SE&%Z; 43T09 A. eucrenophila A. caviae
T
7 Igll(Ij)I\ZI4B3132 065" A. sobria A. sobria
8X CDC 0437-84 (DS) A veronii A. sobria
8Y ATCC 9071 (RS) ) A. veronii biovar. sobria
9 ATCC 495687 A. jandaei A. jandaei
10 ATCC 35624" A. veronii biovar. veronii  A. veronii biovar. veronii
11 ATCC 35941 (RS)  Sin nombre Aeromonas sp. (ornitina positivo)
12 ATCC 43700" A. schubertii A. schubertii
13 ATCC 43946 (RS)  Aeromonas Grupo 501 A. tipo schubertii
14 ATCC 49657" A. trota A. trota
T
15 é]::rgg :11 5318 A. allosaccharophila A. allosaccharophila
T
16 é]::rgg 231222? A. encheleia A. encheleia
17 LMG 175417 A. popolffii A. popoffii

T: indica cepa tipo para la especie



En la actualidad, se ha demostrado que Aeromonas conforma una unidad
monofilética dentro del subgrupo y-3 de la clase Proteobacteria, por lo que el grupo
fue escindido de la familia Vibrionaceae por poseer caracteristicas propias; de este
modo se crea la familia Aeromonadaceae y un nuevo orden que la contiene,
Aeromonadales (Martinez-Murcia et al., 1992; Ruimy et al., 1994; Messner y Sleytr,
2002; Martin-Carnahan y Joseph, 2005).

Por otro lado cabe destacar que el género Aeromonas es también antigénicamente
diverso. Se han desarrollado varios esquemas de tipificacion serologica, basados
principalmente en la presencia de determinantes somaticos (O) termoestables, de los
cuales el mas aceptado es el de Sakazaki y Shimada (1984). Estos autores
documentaron la existencia de 44 serogrupos diferentes, algunos de los cuales han
demostrado ser altamente patogenos, por ejemplo el serogrupo O:11, responsable de
graves patologias invasivas en humanos como septicemia, meningitis o peritonitis y
el serogrupo O:34, responsable de infecciones de heridas en humanos con
mionecrosis y epizootias de septicemia en Carassius auratus (Janda et al., 1996).

En los ultimos afios se han identificado 16 nuevas especies de Aeromonas, a saber:
A. aquatica, A. bivalvium, A. cavernicola, A. diversa, A. finlandensis, A. fluvialis, A.
lacus, A. molluscorum, A. piscicola, A. rivipollensis, A. rivuli; A. sanarelli; A.
sharmana, A. simiae, A. taiwanensis y A. tecta.
Todas ellas se identificaron y clasificaron en base a estudios filogenéticos e
hibridacion ADN-ADN vy hasta el momento no se han creado nuevos grupos de
hibridacion que las contengan (Harf-Monteil et al., 2004; Mifiana-Galbis et al., 2004;
Saha y Chakrabarti, 2006; Minana-Galbis et al., 2007; Baez-Hidalgo et al., 2009;
Alperi et al., 2010a y 2010b; Martinez-Murcia et al., 2010; Mifiana-Galbis et al.,
2010; Figueras et al., 2011; Baez-Hidalgo et al., 2015; Marti y Balcazar, 2015).

A su vez se reclasificaron las especies Aeromonas hydrophila subsp. dhakensis y A.
aquariorum como pertenecientes al nuevo taxon: Aeromonas dhakensis sp. nov comb
nov. (Baez-Hidalgo et al., 2013).

Es de destacar, por otra parte, la controversia existente en relacion con la
nomenclatura de las especies A. caviae y A. punctata; si bien histoéricamente han sido
consideradas como especies sindnimas y en la actualidad comparten la misma cepa
tipo (ATCC 15468), este hecho se debe a un error de anotacion ocurrido en 1980 que
se arrastra hasta nuestros dias. En la actualidad, el taxon A. punctata ha dejado de
emplearse por la comunidad cientifica, a pesar de tener prioridad frente a A. caviae
debido a que fue descrito previamente (Martin-Carnahan y Joseph, 2005).

1.2. Principales caracteristicas de los aeromonadales moviles

Es inevitable caer en la descripcion de Aeromonas hydrophila al intentar resefiar las
principales caracteristicas del grupo de los aeromonadales moviles, debido a la
extensa bibliografia que existe acerca de esta especie y a la representatividad que
tiene sobre el resto de los aeromonadales mesoéfilos.

Este es un microorganismo ubicuo en los ecosistemas acudticos y para algunos
autores es la bacteria mas comun de los ambientes de agua dulce (Cipriano, 2001,
Abulhamd, 2010). Puede ser aislado tanto de la columna de agua, como de
superficies colonizables por microorganismos (animadas o no) en las que desarrolla



biofilm. También se halla presente en el tubo digestivo de peces sanos y otros
organismos acudticos, asi como también en sedimentos ricos en materia organica
(Trust et al., 1974, Austin y Austin, 2007).

Miden en promedio, de 0,3 a 1,0 um de diametro por 1,0 a 3,5um de largo, no poseen
capsula y tampoco esporulan. La motilidad se debe a la presencia de un flagelo polar
(monotrico). Su temperatura 6ptima de crecimiento es de 28°C, pudiendo crecer entre
los 4 y 40°C. Las colonias en agar nutritivo son blancas a rosa palido, redondeadas y
convexas, con bordes completos (indistinguibles entre especies). Son
microorganismos  anaerobios facultativos, fermentadores de carbohidratos
produciendo acido o acido y gas. A. hydrophila es resistente a 150pg del agente
vibriostatico O/129, reduce nitratos a nitritos y no crece en medios de cultivo
suplementados con 6,5% de NaCl. Es en general resistente a la ampicilina y
carbenicilina y su contenido en GC es del 57 al 63%. Otras caracteristicas
bioquimicas se resumen en la Tabla 2 (Mclnnes et al., 1976; Aoki, 1999).

Tabla 2. principales caracteristicas bioquimicas de Aeromonas
hydrophila (tomada de Aoki, 1999).

Caracteristica Respuesta
Produccion de indol en agua peptonada al 1%
Hidrolisis de esculina

Crecimiento en caldo de cinica de potasio (KCN)
Utilizacion de L-histidina y L-arginina
Formacion de acetoina a partir de glucosa (reaccion
de Voges-Proskauer)

Formacion de H,S a partir de cisteina

Oxidasa

Citocromo oxidasa

Catalasa

Experimento de rojo de metilo

Produccion de acetilmetilcarbinol

Produccion de 2,3-butanediol

Deshidrogenacion de 2,3-butanediol

Producciéon de B-galactosidasa

Fosfatasa

Reduccion de nitrato

Ureasa

Malonato

Licuefaccion de gelatina

Digestion de caseina

Digestion de suero de Loeffler

Hidrolisis de almidon

Lipasa

Lecitinasa

Utilizacion de glucuronato

Descarboxilacion de ornitina

ADNasa

ARNasa

Hemodlisis

Descomposicion de los siguientes carbohidratos:
Adonitol

Esculina

Arabinosa

Celobiosa

Dextrina

Dulcitol

Fructosa

Galactosa

Glucosa

Glicerol

Glucogeno

Inositol

teaa 4+ 4+ 4+ A+t AE A+ At o+t

o+t



Inulina
Lactosa
Maltosa
Manitol
Manosa
Melesitosa
Rafinosa
Ramnosa
Salicina
Sorbitol
Sorbosa
Almidon
Sucrosa
Trealosa
Xilosa -

+, tipicamente positivo; - tipicamente negativo; d, difiere segiin
cepas

+ 4+ + e

fa 4+ acna

A. hydrophila contiene los antigenos termoestable O, termolabil K y flagelar H.
Diferentes serotipos del antigeno O han sido observados en bacterias aisladas de
diferentes peces, en diferentes lugares y el distintos afios sin hallarse correlaciones
entre si (Aoki, 1999), a pesar de ello, Leblanc er al. (1981) trabajando en la
caracterizacion de 195 cepas aisladas de peces sanos y moribundos hallaron un
serotipo repetitivo entre las cepas de elevada virulencia (serogrupo LL1) y otro entre
las cepas de menor virulencia (serogrupo TF2), no encontrando un patréon de
correlacion entre los serotipos de las cepas apatdgenas.

Desde los trabajos de Sanarelli en 1891, esta bacteria se ha considerado un patdégeno
para organismos acuaticos tanto de agua dulce como salobre, siendo identificada
historicamente como el agente causal de un conjunto de patologias de elevada
importancia para la acuicultura, entre las que se destacan la ascitis infecciosa, el
sindrome ulcerativo epizooético, la enfermedad de la boca roja y la septicemia
hemorragica (Austin y Austin, 2007). Algunos autores consideran en la actualidad
que este es uno de los patdégenos que ocasiona mayores pérdidas econdmicas a la
acuicultura debido a elevadas mortandades y costos de prevencion y control de
epizootias (Nielsen et al., 2001) siendo ademas reconocido como patégeno primario
u oportunista en anfibios, aves, reptiles, animales de granja y el hombre (Plumb y
Hanson, 2011).

En nuestro pais se han identificado varias especies del género Aeromonas como
agentes causales de SAM tanto en peces ornamentales como de cultivo y también
han sido aisladas en reiteradas ocasiones como unico agente causal o sobreagregado
en otras patologias, como ser la podredumbre bacteriana de las aletas (fin rot)
(Carnevia et al., 2009, Letamendia et al., 2009, Carnevia et al., 2010).

1.3. Aislamiento e identificacion

El aislamiento de los aeromonadales relativamente simple. Aeromonas spp. pueden
ser aisladas de peces, alimentos, agua y muestras clinicas, a partir de la siembra en
una gran variedad de medios de cultivo de aislamiento primario. Los aeromonadales
de significancia clinica crecen bien en los medios de cultivo no inhibitorios
utilizados rutinariamente en el laboratorio, asi como también en la mayoria de los
medios de aislamiento entérico con la excepcion del agar tiosulfato-citrato-bilis-
sucrosa (TCBS). Existen medios de cultivo comerciales desarrollados para el
aislamiento diferencial de estos microorganismos, tales como el Agar Aeromonas



que contiene irgasan como inhibidor y fermenta la D-xylosa como caracteristica
diferencial; aunque también se han empleado con eficacia, otros medios selectivos
menos especificos, como por ejemplo el agar cefsulodin-irgasan-novobiocina, agar
almidon-ampicilina y agar sangre con 10 pg de ampicilina. Al emplear este tipo de
medios debe tenerse en cuenta que algunas especies de Aeromonas son susceptibles a
la ampicilina (A. trota y A. caviae) e incluso pueden existir variantes en la
susceptibilidad dentro de otras especies (Joseph y Carnahan, 1994; Martin-Carnahan
y Joseph 2005; Janda y Abbott 2010).

1.3.1. Identificacién por métodos bioquimicos

La discriminacion de especies de Aeromonas mediante métodos bioquimicos cldsicos
o de rutina es controvertida. Si bien existen investigaciones en las que se demuestra
que es posible discriminar entre genoespecies mediante pruebas bioquimicas, es
necesario el testeo de entre 58 y 63 caracteristicas fenotipicas diferentes para poder
determinar una especie con seguridad. Ademas de implicar un nimero excesivo de
ensayos bioquimicos para identificar un aislamiento, la determinacién de muchas de
estas caracteristicas fenotipicas requiere del empleo de medios de cultivo no
convencionales o tiempos de incubacion prolongados que dificultan su uso rutinario
(Abbott et al.; 1993; Abbott et al., 2003).

En lo que respecta a la identificacion de aeromonadales mesofilos de importancia
clinica, Carnahan et al. (1991) desarrollaron un esquema de tipificacion eficaz,
basado en dieciocho variantes bioquimicas (el esquema Aerokey II) que permite
discriminar adecuadamente entre siete especies de Aeromonas y sus variedades (A.
caviae, A. hydrophila, A. jandanei, A. schubertii, A. trota, A. veronii biovar. sobria y
A. veronii biovar. veronii). Los caracteres que evalua Aerokey Il son hidrélisis de
esculina, reaccion de Vogues-Proskauer, actividad pirazinamidasa, factor tipo AMPc,
fermentacion de arabinosa, manitol y sucrosa, susceptibilidad a ampicilina,
carbenicilina, cefalotina y colistina, descarboxilacion de ornitina y lisina, hidrolisis
de arbutina, produccion de indol, acido sulthidrico y gas a partir de glucosa,
hemolisis en TSA con 5% de sangre ovina.

1.3.2. Identificacién por métodos moleculares

Se han empleado varios métodos de identificacidon molecular para Aeromonas spp. y
al igual que ocurre con su contraparte bioquimica, la identificacion de especies a
nivel genético mediante métodos clédsicos, genera controversias. En particular, el
empleo con fines diagndsticos del gen que codifica para el ARNr 16S, puede dar
lugar a resultados dispares, debido al solapamiento de especies que se presenta al
comparar las secuencias en las bases de datos publicas (Martin-Carnahan y Joseph,
2005).

A raiz de esto se han desarrollado varios métodos de identificacion a nivel molecular
complementarios del anterior y en algunos casos con efectividad comprobada por
varios autores. A continuacion se resumen los mas destacados.

A fines de la década de 1990 se desarrolld6 un método de RFLP (por Restriction
Fragment Length Polymorphism) del gen 16S ARNr capaz de diferenciar todas las
especies de Aeromonas descritas hasta ese momento (Borrell ez al., 1997; Figueras et
al., 2000). Este método ha sido usado con éxito por varios autores en la
identificacion de Aeromonas recuperadas de peces enfermos. Sin embargo, esta
técnica no es capaz de diferenciar especies altamente emparentadas que comparten la



misma secuencia génica en 16S ARNr o poseen secuencias muy similares, debido a
que producen los mismos patrones de restriccion. Un ejemplo de esto lo constituye
una especie hallada recientemente, A. piscicola, la cual posee el mismo patron de
RFLP que A. salmonicida y A. bestiarium y cuyas secuencias de 16S ARNr
comparten un 99,8 a 100% de similaridad (Baez-Hidalgo y Figueras, 2012). A su vez
en un estudio realizado sobre 999 cepas de Aeromonas se encontrd que el 8,1% de
los aislamientos no pudo ser asignado a una especie basandose en ésta técnica
molecular (Martin-Carnahan y Joseph, 2005).

Como una herramienta complementaria al empleo del RFLP del gen 16S ARNTr en la
identificacion de aeromonadales, varios autores proponen emplear el analisis de
genes que codifican para proteinas esenciales para la sobrevivencia de la bacteria
(genes housekeeping). De hecho el analisis de cinco genes housekeeping es uno de
los métodos recomendados por el “Report of the ad hoc committee for the re-
evaluation of the species definition in bacteriology” para la determinacion de nuevos
taxones bacterianos (Stackebrandt et al., 2002). Los primeros genes esenciales
descritos para la identificacion de Aeromonas fueron el gen gyrB, que codifica para
la subunidad B de la ADN girasa y el gen rpoD, que codifica el factor '’ de la ARN
polimerasa. Algunos autores recomiendan actualmente la secuenciacion de estos
genes como método para la identificacion especifica de Aeromonas, a pesar de que
reconocen que pueden existir problemas de interpretacion de los resultados al
comparar las secuencias en la base de datos GenBank, especialmente si las mismas
son demasiado cortas o de mala calidad, debido a que hasta el momento la base de
datos posee uUnicamente secuencias de cepas tipo y cepas extensamente
caracterizadas (Yanez et al., 2003; Soler et al., 2004; Baez-Hidalgo y Figueras,
2012).

También se han empleado con éxito en el establecimiento de relaciones filogenéticas
tanto inter como intraespecificas, la secuenciacion de otros genes housekeeping como
rpoB (que codifica la subunidad B de la ARN polimerasa), dnaJ (que codifica una
proteina de shock térmico), recA (que codifica una proteina involucrada en la
reparacion del ADN) y el gen cpn60 (que codifica la chaperona Cpn60 tipo 1) (Baez-
Hidalgo y Figueras, 2012).

Martinez-Murcia et al. (2011) realizaron MLST (por Multilocus Sequence Typing)
del género Aeromonas utilizando la informacion concatenada derivada de las
secuencias de siete genes housekeeping gyrB, rpoD, recA, dnal, gyrA, dnaX y atpD.
El arbol filogenético resultante (4705 pb) estuvo acorde con la taxonomia del género
reconocida hasta el momento lo que sugiere que ésta podria ser una metodologia
robusta para la identificacion inequivoca de todas las especies.

1.4. Antecedentes en la caracterizacion de Aeromonas spp.

1.4.1. Caracterizacion bioquimica

En épocas previas al establecimiento de genoespecies de aeromonadales en funcion
de los grupos de hibridacion de ADN, los esfuerzos de caracterizacion apuntaban a
hallar rasgos bioquimicos que permitieran por un lado identificar de manera rapida y
confiable la especie aislada y por otro, asociar caracteristicas clinicas con
caracteristicas fenotipicas de modo de obtener informacion epidemioldgica (Abbott
et al.,, 1992; Baez-Hidalgo y Figueras, 2012). A la luz de la existencia de
genoespecies, el esfuerzo realizado en la busqueda de marcadores fenotipicos




intraespecificos ha dado lugar a confusiones taxondmicas (Joseph y Carnahan, 1994).
Existen numerosas investigaciones que comparan los resultados obtenidos en la
identificacion fenotipica convencional llevada a cabo por los laboratorios clinicos
con la identificacion genoespecifica., 1990; Joseph y Carnahan, 1994; Borrel et
al.,1997; Castro-Escarpulli et al., 2003; Kuifper et al., 1986; Kozinska et al., 2002)

A pesar de lo anterior, existe consenso en la existencia de algunos caracteres
constantes dentro de los aeromonadales mesofilicos (Chong et al., 1980, Carnahan et
al., 1991; Abbott et al., 1992; Abbott et al., 2003), como ser:

- reacciones de oxidasa, catalasa y nitratos positivas

- produccion de acido a partir de D-glucosa y D-trealosa

- incapacidad en la utilizacion de malonato o mucato como unica fuente de carbono.

- incapacidad de fermentar adonitol, dulcitol, eritrol y D-xilosa.

- incapacidad de crecer en caldo nutritivo con 0 y 3% de NaCl.

- actividad B-galactosidasa.

- resistencia al agente vibriostatico 0/129.

- imposibilidad de hidrolizar urea y degradar pectina.

- imposibilidad de producir acido a partir de arabitol, D-rafinosa y D-amigdalina.

Por otro lado se destaca también en la literatura (Popoff y Véron, 1976; Janda et al.,
1983; Janda er al., 1984, Abbott et al., 1992; Abbott et al., 2003) la extensa
variabilidad fenotipica que presentan los aislamientos evaluados con respecto a
algunas caracteristicas bioquimicas, tales como:

- produccion de indol, acetil-metil-carbinol y acido fenilpiravico.

- utilizacion de citrato, acetato y ascorbato.

- produccion de desoxirribonucleasa, elastasa, hemolisina, estafolisinasa y lipasa.

- hidrdlisis de gelatina y esculina.

- crecimiento en caldo KCN.

-actividad de lisina y ornitina descarboxilasas, arginino dihidrolasa 'y
pirazinamidasa.

- produccion de pigmento a 25°C.

- formacion de H»S en medio de gelatina-cisteina-tiosulfato.

- oxidacién de gluconato.

- susceptibilidad a la ampicilina y cefalotina.

- produccion de acido a partir de arabinosa, ramnosa, celobiosa, lactosa, maltosa,
sucrosa, glicerol, manitol, sorbitol, a-metilglucdsido, salicina, melobiosa.

- fermentacién de manosa.

A pesar de que la caracterizacion bioquimica de aeromonadales ha sido un aspecto
relevante en las investigaciones de muchos grupos en las ultimas dos décadas del
pasado siglo, existen muy pocos estudios que evaliien las variaciones fenotipicas
intraespecificas. En este sentido, Abulhamd ez al. (2009) publicaron un articulo en el
que se evaltian veintitrés caracteristicas bioquimicas en diez cepas de A. hydrophila
identificadas Uinicamente a nivel fenotipico en el que encuentran variabilidad entre
aislamientos para cuatro de las caracteristicas evaluadas, a saber: formacion de acido
a partir de sucrosa, utilizacion de citrato, hidrolisis de esculina y descarboxilacion de
lisina. En nuestro pais existe, a su vez, una investigacion llevada a cabo por Carnevia
et al. (2003) en la que se evalua el desempefio de siete cepas diferentes de A.
hydrophila (también identificadas a nivel fenotipico) provenientes de peces enfermos



frente a 21 variables bioquimicas determindndose que solo una de las cepas
evaluadas present6 un perfil bioquimico atipico para las variables asimilacion de
arabinosa y asimilacion de citrato.

Por otro lado se destaca la escasez de estudios que correlacionen las distintas
variables bioquimicas halladas dentro de una especie de Aeromonas con la
patogenicidad de cada cepa o con el origen de las mismas (Kozinska et al., 2002). En
este sentido Janda er al. (1983) realizaron un estudio de marcadores fenotipicos
asociados con gastroenteritis sobre doce cepas de A. hydrophila aisladas de nifos
sintomadticos, tomando como propiedades bioquimicas asociadas a la virulencia la
reaccion de Vogues-Proskauer (VP), descarboxilacion de lisina y hemolisis, no
encontrando un patréon claro de presentacion de marcadores fenotipicos. Por otra
parte, Kozinska et al (2002) observaron que solo las cepas VP positivas de A. veronii
eran patdgenas para carpas comunes (Cyprinus carpio) infectadas experimentalmente
y Kiihn et al. (1997) determinaron que los aislamientos de Aeromonas spp.
realizados a partir de materia fecal de pacientes con diarrea poseian un mayor
porcentaje de cepas hemoliticas (46%), que los controles sanos (27%), destacandose
a su vez en este estudio un elevado porcentaje de cepas hemoliticas (64%) aisladas
del ambiente.

1.4.1.1. Resistencia a antibiodticos

Otro aspecto relevante en cuanto a la caracterizacion fenotipica de Aeromonas spp. lo
constituyen los ensayos de antibiograma. Para Janda y Abbott (2010) la
susceptibilidad in vitro de Aeromonas spp. a los antibioticos es un area clave del
conocimiento de los aeromonadales que ha recibido poca atencion en las ultimas
décadas. A pesar de ello estos autores sostienen que el patron de susceptibilidad a los
quimioterdpicos no parece haber cambiado significativamente desde los estudios
realizados a mediados de los afios 1980 y 1990.

Los primeros registros de disminucion de la sensibilidad a ciertos quimioterapicos
clasicamente efectivos contra A. hydrophila aisladas de organismos acudticos de
cultivo datan de mediados de la década de 1950. El uso indiscriminado de agentes
bacteriostaticos (ya sea en el alimento o en el agua de cultivo) llevado a cabo en
aquel momento por los acuicultores ocasiond la pronta aparicion de cepas resistentes
(Aoki et al., 1971).

Existen numerosos estudios que describen los patrones de resistencia a antibioticos in
vitro en aislamientos de aeromonadales procedentes ya sea de peces enfermos o
sanos, alimentos, agua o humanos. El método mas comunmente usado es el de
difusién en placa mediante el método de Bauer y los resultados encontrados son
variados, hallandose en la amplia mayoria de los casos cepas resistentes a ampicilina
y en menor medida a carbenicilina, estreptomicina, tetraciclinas, kanamicina,
eritromicina, novobiocina y sulfonamidas entre otros. En general no se encuentra una
asociacion entre resistencia y origen de los aislamientos, pudiendo hallarse cepas
multirresistentes tanto en cursos de aguas naturales como en peces de cultivo
afectados o sanos (Rahim et al., 1984; Radu et al., 2003; Negrete et al., 2004;
Barcellos et al., 2008; Kaskhedikar y Chhabra, 2010; Stojanov et al., 2010; Suhet et
al., 2011).



1.4.2. Caracterizacion molecular

Se han empleado varios métodos de tipificacion molecular en Aeromonas spp. con la
finalidad principal de establecer patrones de identificacion especifica o evaluando la
presencia de plasmidos y genes de virulencia con fines epidemioldgicos. Las
investigaciones realizadas con especies mesofilas fueron llevadas a cabo
principalmente con aislamientos clinicos de humanos o ambientales y son escasos los
reportes en los que se realizan caracterizaciones moleculares de cepas de Aeromonas
spp. con el objetivo de determinar variantes intraespecificas.

En un extenso estudio realizado por Szczuka y Kaznowski (2004), se caracterizaron
ciento veinte cepas correspondientes a quince genoespecies de Aeromonas
provenientes de muestras clinicas de humanos, aislamientos de animales (ranas,
peces sanos, enfermos y muertos, cobayos) y diferentes fuentes ambientales (rios,
lagunas, mares, efluentes de industrias, red domiciliaria, etc.) de varios paises del
mundo, empleando las técnicas de RAPD, REP y ERIC-PCR. Estos autores
consideran que estos métodos moleculares son excelentes herramientas, tanto para la
identificacion de clones de Aeromonas spp., como para la realizacion de estudios
epidemioldgicos. Destacan a su vez el hallazgo de una excelente correlacion entre los
resultados obtenidos por RAPD y ERIC-PCR.

Los esquemas de MLST han sido reconocidos como la mejor manera de establecer
relaciones epidemioldgicas entre aislamientos, usando las secuencias de fragmentos
internos de varios genes housekeeping (aproximadamente 450-500 pb de siete genes)
(Baez-Hidalgo y Figueras, 2012). Martino et al. (2011) construyeron el primer
esquema de MLST de acceso libre para Aeromonas (http://pubmlst.org/acromonas)
en base a seis genes housekeeping (gyrB, groL, gltA, metG, ppsA y recA).
Analizando 96 aislamientos de Aeromonas pertenecientes tanto a cepas tipo de todos
las especies conocidas como a cepas ambientales y de peces afectados
principalmente de Italia, estos autores encuentran una considerable divergencia entre
las secuencias de los seis alelos concatenados y proponen nuevas relaciones
filogenéticas entre grupos previamente establecidos. A su vez encuentran una baja
proporcion de clones entre las cepas analizadas.

1.5. La enfermedad en los peces

La septicemia por Aeromonas moviles ya era conocida por los piscicultores incluso
antes de conocerse sus agentes causales. De hecho, algunos de los primeros tratados
de patologia de peces especulaban con la idea de que las infecciones septicémicas en
peces y ranas eran comunes en Europa durante la Edad Media, basandose en los
reportes de la época (Cipriano, 2001).

En lineas generales puede decirse que esta es una enfermedad ubicuitaria, que afecta
tanto peces silvestres como de cultivo, principalmente en ambientes de agua dulce,
ya sea en climas frios, templados o tropicales. También se han observado casos de
SAM en ambientes de aguas salobres, principalmente de América, Asia y Europa.
Hasta el momento no se conocen especies de peces resistentes a este complejo
bacteriano (Aoki, 1999; Plumb y Hanson, 2011), considerdndose a todos los peces de
agua dulce susceptibles de contraer SAM. Si bien las Aeromonas moviles pueden
vivir en agua salobre, la prevalencia de las mismas decrece a medida que aumenta la
salinidad (Noga, 1996).
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1.5.1. Signos clinicos

Los signos clinicos de SAM son variados e inespecificos y generalmente se
categorizan en conductuales con o sin lesiones externas, aunque en ambos casos
pueden existir lesiones internas. Los peces afectados pierden el apetito, se vuelven
letargicos y nadan erraticamente en la superficie. Cuando se estimula el reflejo de
huida en un pez afectado que nada atipicamente, éste intenta retornar a aguas
profundas, pierde el equilibrio y vuelve a aguas superficiales. Entre los signos
externos se destacan las aletas congestivas a hemorragicas, con bordes erosionados o
deshilachadas (Plumb y Hanson, 2011).

En los peces sin escamas se observan lesiones epidérmicas que comienzan como
areas depigmentadas, que eventualmente se desarrollan en lesiones necrdticas, con
pérdidas de epitelio y desarrollo de soluciones de continuidad con bordes irregulares,
blanquecinos a hemorragicos que pueden llegar a dejar expuesto el tejido muscular.
La localizacion de estas lesiones ulcerosas es variada, pudiendo afectar el pedinculo
caudal, zonas dorsal, ventral o laterales del tronco e incluso la cabeza (Plumb y
Hanson, 2011).

En los peces escamados, las lesiones de piel empiezan como una hemorragia en la
base de las escamas, el tejido de la zona presenta un area central rojiza (proceso
inflamatorio), rodeada de un halo blanquecino (proceso necrético), cuadro que
culmina en la mayoria de los casos con el desprendimiento de la escama.
Generalmente las zonas de piel necrotica son colonizadas por el hongo saprofito
Saprolegnia spp. Los peces afectados por SAM pueden presentar a su vez
exoftalmia, con hemorragia u opacidad corneal, ascitis, palidez branquial,
musculatura edematosa y en peces escamados se puede observar lepidortosis previo a
la perdida de escamas (Plumb y Hanson, 2011).

En un estudio realizado por Carnevia et al. (2010) se caracterizaron las
presentaciones clinicas de SAM mas prevalentes en peces de acuario de nuestro pais,
distinguiéndose tres cuadros clinicos diferentes en los animales afectados, a saber:

- Forma septicémica aguda, caracterizada por la aparicion de hemorragias petequiales
en piel y aletas, anorexia, letargia, opacidad de la piel, aletas replegadas, opérculos
abiertos e insuficiencia respiratoria.

- Forma subaguda ascitica, los animales también se presentan anoréxicos y
letargicos, presentando a su vez una ascitis caracteristica con protrusion de escamas
(lepidortosis).

- Forma cronica ulcerosa, se caracteriza por la presencia de lesiones erosivas en la
piel que no tienden a cicatrizar, acompafiada de letargia y perdida de estado
general.

Esta variabilidad en las formas de presentacion clinica del agente a llevado a la

existencia de una extensa sinonimia de la enfermedad (Cipriano et al., 2001).

1.5.2. Patogenia
Los mecanismos de patogenicidad desarrollados por los aeromonadales mesofilos

son multifactoriales y no estan del todo aclarados. La ausencia de modelos animales
estandarizados que permitan el estudio de la infeccion y las dificultades en el
mantenimiento de la virulencia de las cepas en el laboratorio han ocasionado retrasos
en el estudio de la patogenicidad de los microorganismos aeromonadales (Janda y
Abbott, 2010). A pesar de ello es bien conocido que las especies del género

11



Aeromonas secretan un gran numero de enzimas extracelulares al medio que juegan
un rol vital en la ecologia, sobrevivencia y patogenicidad de estos microorganismos
(Pemberton et al., 1997) y a su vez es conocido el papel preponderante en la
patogenia que juegan algunos elementos estructurales de los aeromonadales, como
ser la capa S en el desarrollo de la forunculosis por A. salmonicida (Janda, 1991).

Entre los elementos que han sido identificados como posibles factores de virulencia
de Aeromonas hydrophila se incluyen antigenos O, capsulas, capa S, exotoxinas
(como hemolisinas a y B y enterotoxinas Act y Ast) y un repertorio de exoenzimas
que digieren componentes celulares, tales como proteasas (proteasa sérica AspA,
elastasa AhpB), amilasas y lipasas (Pla, Plc, Sat), ADNasas y adhesinas (pili tipo IV,
flagelo polar FlaA y FlaB) entre otras (Sen y Rodgers, 2004; Yu et al., 2004).

Las lipasas o triacilglicerol hidrolasas son producidas por un amplio rango de
bacterias patogenas, de hecho la fosfolipasas C es el mayor determinante de
patogenicidad en muchas bacterias Gram negativas. Dos lipasas relativamente
grandes (70 kDa) han sido clonadas de A. hydrophila y expresadas en E. coli (lipasas
H3 y Apll), especuldndose que ambas enzimas poseen actividad principalmente en
animales ectotermos, dado que su actividad optima se desarrolla a baja temperatura.
También se aisl6 una glicerofosfolipido-colesterol aciltransferasa (GCAT) de
alrededor de 30 kDa, presente tanto en A. hydrophila como en A. salmonicida, con
actividad similar a la lecitin-colesterol aciltransferasa de mamiferos (Pemberton et
al., 1997).

Muchas especies de Aeromonas producen a su vez el sider6foro amonabactina y por
lo menos dos especies producen a su vez enterobactina, un sider6éforo producido por
bacterias entéricas. Estos compuestos de elevada afinidad hacia el hierro se han
asociado en muchas ocasiones con el establecimiento de infecciones y procesos
invasivos (Janda, 1991; Pemberton et al., 1997).

1.5.3. Hallazgos anatomopatologicos y paraclinicos

Los hallazgos de necropsia se caracterizan por la presencia de dérganos friables,
hiperemia generalizada, rifién e higado aumentados de tamafio, estomago usualmente
con petequias y tubo digestivo sin alimento, friable, hiperémico y con coleccion de
mucus amarillento. La cavidad abdominal puede presentar liquido transparente,
aunque generalmente este es turbio y sanguinolento (Plumb y Hanson, 2011). El tubo
digestivo se halla en ocasiones distendido, traslucido y con presencia de gas,
reportandose por algunos autores la frecuente presencia de intususcepcion, producto
presumiblemente de una hipermotilidad estimulada por la alteracion de los ganglios
nerviosos ubicados en la serosa del tubo digestivo (Rey et al., 2009).

Histopatologicamente se aprecian principalmente alteraciones de tipo hemodinamico,
entre las que se incluyen congestion generalizada, extravasacion de proteinas,
hemorragia y desprendimiento de la mucosa del tracto gastrointestinal. Es notoria a
su vez la inflamacion sistémica y necrosis de visceras abdominales, especialmente en
bazo e intestino (Rey et al., 2009). El intestino en particular presenta un notorio
catarro descamativo acompanado de necrosis de las vellosidades y de una extensa
invasion de bacterias en el epitelio, tinica propia y submucosa (Miyazaki y Kage,
1985).
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En el higado pueden apreciarse somas bacterianos, ademas de congestion de
sinusoides, comunmente se observa deplecion grasa en los hepatocitos que pueden
estar levemente atréficos, el bazo se halla normalmente muy congestivo y con
pérdida de la arquitectura normal y destruccién de tejido. Los hallazgos renales se
caracterizan por extensas areas de necrosis con deposito de material hialino en los
tubulos (Miyazaki y Yasuhiko, 1985).

1.5.4. Epizootiologia
Aunque las especies de Aeromonas méviles se pueden aislar a partir del medio

acuatico en un rango muy amplio de temperaturas y salinidades, la aparicion de
epizootias en un area suele estar relacionada con incrementos significativos de la
densidad de estos microorganismos en el agua, los cuales a su vez estan asociados
con aumentos de la temperatura y de la materia orgéanica. Por otra parte, debido a que
estas bacterias constituyen parte de la microbiota normal del intestino de animales
ectotermos, cualquier factor inmunosupresivo puede provocar el desencadenamiento
de graves epizootias en los peces (Espinosa de los Monteros y Labarta, 1988).

Entre los factores predisponentes se destacan las elevadas temperaturas, altas
densidades de peces, contaminaciébn orgdnica e hipoxia (Noga, 1996).
El agente se transmite unicamente de forma horizontal, pudiendo ser fuentes de los
mismos: descargas del tubo digestivo de animales sanos o enfermos, sedimentos
ricos en materia organica y heridas de animales afectados. Las soluciones de
continuidad ocurridas en el epitelio por accion de ectoparasitos y micosis son puertas
de entrada para el agente (Aoki, 1999).

Un hecho a destacar en lo que respecta a la epizootiologia de la SAM es la
variabilidad en la virulencia que pueden presentar las cepas de Aeromonas
hydrophila entre distintas localidades, en ocasiones, los aislamientos realizados a
partir de peces afectados suelen ser menos virulentos que los realizados a partir del
agua (de Figueredo y Plumb, 1977).

1.6. Importancia para la salud humana

El amplio rango de fuentes ambientales desde las cuales se pueden aislar Aeromonas
spp. lleva facilmente a la exposicion constante e interacciones entre estas bacterias y
seres humanos. La adquisicion de este microorganismo por parte del hombre puede
darse a partir del consumo de agua de bebida o alimentos contaminados, actividades
recreativas en ambientes acuaticos, manejo de mascotas acuaticas o no, acuicultura y
contacto con animales silvestres y ambientes naturales, entre otras fuentes (Janda y
Abbott, 2010).

En las ultimas décadas algunas especies de Aeromonas han emergido como un
problema de salud publica, provocando infecciones intestinales y extra-intestinales
(Janda, 2001). Hasta el momento son principalmente tres las especies que han sido
reconocidas como patégenos para el ser humano: A. hydrophila sensu stricto (GH 1),
A. caviae (GH 4) y A. veronii biovar sobria (HG 8), responsables de un amplio rango
de presentaciones clinicas, ya sea en individuos inmunocomprometidos como
también en inmunocompetentes (Janda y Abbott, 2010).

Existen pocas bacterias Gram negativas capaces de desarrollar un espectro tan
amplio de infecciones en el ser humano como Aeromonas spp. Los aeromonadales
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son responsables de un elevado numero de sindromes y enfermedades intestinales y
extraintestinales, que pueden ir desde un trastorno leve, como una gastroenteritis
aguda; hasta condiciones con riesgo de vida, tales como: septicemia, fascitis
necrotizante y mionecrosis. A su vez se han reportado trastornos por Aeromonas spp.
que incluyen problemas intraabdominales, enfermedades oculares, infecciones en
huesos y articulaciones y menos frecuentemente alteraciones del tracto respiratorio y
urogenital (Janda y Abbott, 2010).

La incidencia exacta de las acromoniasis en humanos a escala global es desconocida,
debido en gran medida a que Aeromonas no es por el momento un género reportable
en la mayoria de los paises. A pesar de esto, especulaciones realizadas en base a
reportes de prevalencia de algunos hospitales del Reino Unido y los Estados Unidos
estiman una incidencia de 1,5 casos de septicemia por Aeromonas cada millon de
habitantes en Inglaterra, Gales y Estados Unidos (Janda y Abbott, 2010). En un
estudio realizado en nuestro pais se encontr6é una prevalencia de Aeromonas spp. del
2% en aislamientos realizados a partir de heces de nifios con diarrea sanguinolenta
(Mota et al., 2010).
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2. HIPOTESIS

Los peces cultivados en nuestro pais son afectados por distintas especies de
Aeromonas moviles cuyas caracteristicas particulares determinan la variabilidad en la
virulencia causada por este patdgeno en peces.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Caracterizar las cepas de Aeromonas méviles aisladas de peces de cultivo de nuestro
pais desde el punto de vista fenotipico, genético y patologico.

3.2. Objetivos especificos

3.2.1. Caracterizar bioquimicamente las cepas aisladas.

3.2.2. Caracterizar genéticamente las cepas aisladas.

3.2.3. Comparar las variantes bioquimicas entre los distintos aislamientos.

3.2.4. Comparar el contenido en genes de virulencia entre los distintos aislamientos.

3.2.5. Establecer relaciones filogenéticas entre los distintos aislamientos.

3.2.6. Determinar la dosis letal cincuenta de aislamientos representativos de los
aeromonadales nacionales y establecer su relacion con el numero de genes de
virulencia identificados.

3.2.7. Describir los principales hallazgos histopatologicos observados en los
animales infectados experimentalmente.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Origen de las aislamientos

Las cepas bacterianas empleadas en este estudio fueron aisladas de diversas especies
de peces de agua dulce, provenientes en todos los casos de algun tipo de sistema de
acuicultura, ya sea acuarios (comerciales u ornamentales) o criaderos (de peces
ornamentales o para consumo humano).

Los aislamientos se realizaron tanto a partir casos clinicos individuales con signos de
SAM, como también casos poblacionales de epizootias con mortandades superiores
al maximo aceptable para el tipo de explotacion acuicola.

Para realizar la toma de muestras, los animales fueron sacrificados por sobredosis de
anestésico segun protocolo descrito por la Comisién Honoraria de Experimentacion
Animal (CHEA) de la UdelaR empleando una solucion alcohdlica al 10% (v/v) de
Eugenol® (Drogueria Industrial Uruguaya, codigo: 41531) en baiio a efecto (CHEA,
2006).

Dependiendo de la forma de presentacion del cuadro clinico en los peces, se tomaron

muestras de distintos 6rganos o secreciones, a saber:

- liquido ascitico, en casos de distension abdominal sospechosa

- aletas y lesiones de piel, en casos de sospechas de fin rot y forma ulcerosa de SAM
respectivamente.

- rifidn anterior, en sospechas de septicemia o de casos subclinicos.

- cerebro, en animales procedentes de mortandades inespecificas.

La siembra primaria de este material se llevo a cabo en el medio de cultivo BBL®
Trypticase® soy agar (Soybean-Casein Digest Agar) (TSA) (Becton, Dickinson and
Company Laboratories®, USA, n° catalogo: L007418). Una vez sembradas, las
placas se incubaron a 25°C durante 24 a 48 horas en aerobiosis.

En el Anexo 1 se detallan las caracteristicas de cada uno de los medios de cultivo
empleados en este estudio.

4.2. Identificacion fenoespecifica y caracterizacion bioquimica

Se consideraron aislamientos sospechosos de pertenecer al grupo Aeromonas moviles
a los bacilos Gram negativos moviles, oxidasa y catalasa positivos. Estos
aislamientos se sembraron en el kir API 20NE®de Biomerieux" (Francia) y se
incubaron en aerobiosis a 25°C durante 24 a 48 horas siguiendo las especificaciones
del fabricante.

Las bacterias identificadas como Aeromonas spp. mediante este método, con un
porcentaje de identidad igual o superior al 80% para la base de datos Apiweb®
version 1.2.1, se consideraron aislamientos adecuados para continuar con los pasos
siguientes de la identificacion.

Se empled, a su vez, el perfil bioquimico arrojado por el kit para establecer

diferencias en las caracteristicas fenotipicas de cada aislamiento. API 20NE® evalua

las siguientes variables bioquimicas:

- reduccion de nitratos a nitritos.

- formacion de indol.

- fermentacién de glucosa

- actividad de las enzimas: arginina dihidrolasa, B-galactosidasa, B-glucosidasa
(hidrdlisis de esculina), proteasa y ureasa.
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- asimilacion de: glucosa, arabinosa, manosa, manitol, N-acetil-glucosamina,
maltosa, gluconato potasico, acido caprico, acido adipico, acido malico, citrato
trisoédico y acido fenilacético.

Una vez obtenidos todos los perfiles bioquimicos, se calculd el Coeficiente de
Variacion (CV) para tener una idea de la variabilidad que presentan dichos perfiles
dentro de cada especie de Aeromonas aisladas en Uruguay. El CV se calculd del
modo siguiente (Aboubakr et al., 2014):

CV=desvio estandar de los valores numéricos del perfil bioquimico de una especie x100
media de los valores numéricos del perfil bioquimico de dicha especie

4.2.1. Actividad hemolitica
Cada aislamiento de Aeromonas spp. identificado se subcultivo, a su vez, en una
placa de TSA suplementada con 5% de sangre ovina estéril. Luego de 24 hs de

incubacion a 37°C se observd la presencia o ausencia de actividad hemolitica
(Boulanger et al., 1977).

4.2.2. Antibiograma
Se evaluo la susceptibilidad a diferentes antibidticos para cada aislamiento mediante

el método de difusion simple en agar desarrollado por Bauer y colaboradores (1966)
y empleando como medio de cultivo agar Muller Hinton I1® (MH) (Becton,
Dickinson and Company Laboratories®, USA, n° catalogo: L007393) segun
recomendacion del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (CLSI,
1997).

Para ello las bacterias se cultivaron en 3 mL de caldo LB, Miller (Luria-Bertani)®
(LB) (Amresco®, USA, n° catalogo: J106 ) a 28°C durante 24 horas y posteriormente
se centrifugaron a 8500 rpm durante 5 minutos. Una vez descartado el sobrenadante,
se resuspendio el pellet en suero fisiologico estéril hasta alcanzar una concentracion
equivalente a 0,5 en la escala McFarland y posteriormente se sembraron 100 pL de
esta suspension uniformemente con hisopo en un placa de agar MH. Una vez
realizada la siembra se depositaron sobre la placa discos conteniendo antibidticos
(sensidiscos: BBL sensidisc”; Becton, Dickinson and Company Laboratories®,
USA) a una distancia entre si de 3 cm (CLSI, 1997).

Los antibidticos evaluados y sus concentraciones en disco fueron:
- Amoxicilina + &cido clavulénico (2:1): 20ug.
- Ampicilina: 10pg.

- Ampicilina + dicloxacilina (10:1): 10pg.

- Enrofloxacina: 30pg.

- Eritromicina: 15ug.

- Nitrofurantoina: 300pg.

- Oxitetraciclina: 30pg.

- Penicilina: 10U.

- Sulfametoxazole + trimetoprim (19:1): 25ug.
- Tiamfenicol: 65ug.

Las placas se incubaron durante 24 a 48 horas a 25°C y posteriormente se midieron
los halos de inhibicion con una apreciacion de un milimetro.



La discriminacidn entre bacterias sensibles, resistentes e intermedias se baso en los
estandares especificados por CLSI en "Methods for Antimicrobial Dilution and Disk
Susceptibility Testing of Infrequently Isolated and Fastidious Bacteria; Proposed
Guideline, M45-P" (CLSI, 2006) para Aeromonas hydrophila. En los casos en los
que dicho estandar no posee informacién para el antibiotico empleado, se utilizo la
informacion existente para drogas de la misma familia o el estandar de sensibilidad
aportado por el fabricante de los sensidiscs. En la Tabla 3 se presentan los datos
referentes al antibidtico empleado (o un similar emparentado), sus correspondientes
diametros de halo de inhibicion y la referencia desde donde se tomo la informacion.

Tabla 3. Estandares de sensibilidad empleados para la determinacion de resistencia en los aislamientos de
Aeromonas spp. moviles provenientes de peces de Uruguay, mediante el método de difusion en placa
(Kirby-Bauer).

Diametro del halo en

Antibidtico milimetros Referencia
S R 1

Amoxicilina (20pg) + Acido clavulanico (10pg) ~ >18 <13 14a17  BBL; CLSI, 2006
Ampicilina (10pg) >17 <13 14al6 BBL
Ciprofloxacina (5pg) >21 <15 16a20 BBL; CLSI, 2006
Cloramfenicol (30pg) >18 <12 13al17  CLSI, 2006
Eritromicina (15pg) >23 <13 14a22 BBL
Levofloxacina (5pg) >17 <13 14alé BBL; CLSI, 2006
Nitrofurantoina (300pg) >17 <14 15al6 BBL
Penicilina (10U) >15 <14 sindato BBL
Sulfametoxazole (25ng) + Trimetoprim (1,3pg) >16 <10 1lals BBL; CLSI, 2006
Tetraciclina (30 pg) >19 <14 15a18 BBL; CLSI, 2006

I: sensibilidad intermedia, R: resistente, S: sensible

Se consideraron aislamientos susceptibles a la accion de un antibiotico determinado,
a aquellos cuyos halos de inhibicién correspondieron tanto a la categoria "sensible",
como "intermedia". La adopcion de este criterio se basa en lo expuesto por del Rio-
Rodriguez y Turnbull (2002) y toma en consideracion que la mayoria de los
estandares de resistencia existentes en la actualidad no han sido evaluados en
patogenos de organismos acudticos y a su vez no se han desarrollado modelos de
farmacocinética y farmacodinamia en peces para dichas drogas. En este sentido, cabe
destacar que las consideraciones realizadas por Smith er al. (2004) acerca de los
criterios particulares para la determinacion de sensibilidad a antibidticos en bacterias
patogenas de organismos acuaticos condicen con el criterio de susceptibilidad
adoptado del Rio-Rodriguez y Turnbull.

A su vez se calculo el "indice de multirresistencia a antibioticos" (MAR), como el
cociente entre el numero de antibidticos a los que el aislamiento fue resistente sobre
el nimero de antibidticos evaluados para ese aislamiento. Valores de MAR mayores
o iguales a 0,2 son indicativos de aislamientos con alto riesgo de proceder de
ambientes donde se hace uso habitual de antibioticos, los valores inferiores o iguales
a 0,25 indican aislamientos procedentes de ambientes donde el uso de antibioticos es
minimo o nulo (Krumperman, 1983).
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4.3. Identificacion y caracterizacion molecular

Los aislamientos identificados a nivel fenotipico como Aeromonas spp. se
sometieron a identificacion a nivel molecular mediante amplificacion y
secuenciacion de los genes que codifican para la subunidad menor del ARN
ribosomal (16S) y la subunidad B de la enzima girasa (gyrB) (Yanez et al., 2003). En
la Tabla 4 se presentan las secuencias de los primers empleados para tal fin.

Tabla 4. Caracteristicas de los primers empleados para realizar la identificacion molecular de Aeromonas spp.
aisladas de peces cultivados en Uruguay.

Gen a Nombre del L, R Tamatfio del Referencia
. . Posicion* Secuencia 5'-3
amplificar  primer producto (pb)
16S 27F 27-57 AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 1465 Lane, D.;
1492R 1492-1470 TACGGYTACCTTGTTACGACTT 1991
B gyrB3F 334-354 TCCGGCGGTCTGCACGGCGT 1110 Yanez et al.,
gy gyrB14R 1464-1444 TTGTCCGGGTTGTACTCGTC 2003

*referentes al genoma de E. coli

Para la extraccion de ADN se emple6 el kit DNEasy Blood and Tissue® de Qiagen®,
empleando una colonia pura como fuente de ADN vy siguiendo las especificaciones
del fabricante (ver Anexo 2).

El programa de PCR empleado en todos los casos consistié en un ciclo inicial de
94°C durante 3 min. y 30 ciclos de 94°C por 1 min., 50°C por 1 min. y 72°C por 1
min. 30 seg., con un ciclo final a 72°C por 10 min (Yafez et al., 2003)
(termociclador: Thermo Scientific® modelo Arktik®). Los productos obtenidos se
analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa (1 %) tefiido con GelRed”
(Biotium®, n° catalogo: 41003).

Los amplicones fueron purificados y secuenciados por Macrogen Inc.” (Seoul, Corea
del Sur). Se secuenciaron ambas hebras de cada producto empleando los mismos
primers que para la amplificacion y en el caso de la secuenciacion del gen del ARNr
16S se agreg6 a su vez un primer interno (518R: 5'-GTATTACCGCGGCTGCTGG-
3") para asegurar la calidad y la cobertura de la secuencia completa del gen.

Para andlisis posteriores se emplearon las secuencias consenso obtenidas a partir de
la alineacion de cada una de las hebras secuenciadas por producto de reaccion.

Las secuencias asi obtenidas se compararon con secuencias publicadas en la base de
datos del GenBank del National Center for Biotechnology Information (NCBI)
usando la herramienta BLASTn con el fin de determinar la afiliacion de los
aislamientos (Altschul ez al., 1997).

La identificacion definitiva de cada especie se llevd a cabo comparando los
resultados obtenidos para cada uno de los genes housekeeping secuenciados. Se tomo
como criterio para la asignacion de especies, la coincidencia en el taxén indicado por
ambos genes con un nivel de identidad igual o superior al 98%. En el Anexo 3 se
presentan los taxones mas representativos obtenidos para cada uno de los
aislamientos a partir de la comparacion de secuencias mediante BLASTn en
GenBank.

Todas las tareas de edicion, ensamblado y alineacion de secuencias se llevaron a

cabo mediante el empleo de los software:

- Bioedit Sequence Alignment Editor® version 7.2.5 (Ibis Biosciences an Abbott
Company®) (Hall, T.; 1999).
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- Chromas Lite® version 2.2.1 (Technelysium Pty Lzd.).
- Crustal X2version 2.0 (University College Dublin).

4.3.1. Busqueda de genes vinculados a factores de virulencia

Mediante PCR convencional se determind la presencia/ausencia de los siguientes
genes de virulencia en cada uno de los aislamientos: act (enterotoxina citotoxica), alt
(enterotoxina citotonica), ast (enterotoxina citotonica), ela (elastasa) y lip
(fosfolipasa).

Se empled como control positivo para todos los genes, ADN extraido de la cepa tipo
de Aeromonas hydrophila (ATCC 7966®), empleando el mismo método de
extraccion descrito en la seccion 4.3.

En la Tabla 5 se muestran las secuencias de los primers empleados y el tamafio del
producto a obtener.

Tabla 5. Secuencia de nucleotidos de los primers empleados en la identificacion de los factores de
virulencia de los aislamientos de Aeromonas spp. y tamafio en pares de base (pb) del producto de
reaccion esperado.

Nombre Tamano
. Secuencia del producto Referencia
del primer
esperado

actF 5-AGAAGGTGACCACCAAGAACA-3’ .
acR 5"-AACTGACATCGGCCTTGAACTC-3' 232pb  Kingdome et al., 1999
astF 5-TCTCCATGCTTCCCTTCCACT-3’
astR 5-GTGTAGGGATTGAAGAAGCCG-3 331pb  Seny Rodgers, 2004
altF 5-TGACCCAGTCCTGGCACGGC-3’
alfR 5-GGTGATCGATCACCACCAGC-3’ 442pb  Seny Rodgers, 2004
lipF 5-ATCTTCTCCGACTGGTTCGG-3’
lipR 5-CCGTGCCAGGACTGGGTCTT-3’ 382pb  Seny Rodgers, 2004
elaF 5-ACACGGTCAAGGAGATCAAC-3’
elaR 5-CGCTGGTGTTGGCCAGCAGG-3’ >13pb  SenyRodgers, 2004

El protocolo de amplificacion consistio en un ciclo tnico inicial de 95°C por 5 min.,
seguido de 25 ciclos de 95°C durante 25 seg., 55°C durante 30 seg., un minuto a 72°C
y finalmente un ciclo tnico a 70°C durante 5 minutos (Sen y Rodgers, 2004). Se
tomaron al azar productos de reaccion de cada gen de virulencia de aislamientos
diferentes, se secuenciaron de acuerdo a lo descrito anteriormente y mediante el
empleo de la herramienta BLASTn se determind su filiacion para asegurar la
correspondencia de los amplicones generados con los genes buscados.

Los productos obtenidos se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa (1,5
%) tefiido con GelRed” (Biotium®, n° catalogo: 41003). Se considerd la ausencia de
un gen determinado en aquellos casos en que la PCR fue negativa por triplicado para
el mismo aislamiento.

4.3.2. Tipificacion mediante técnicas de rep-PCR

Se entiende por rep-PCR a un conjunto de técnicas moleculares de tipificacion global
del genoma bacteriano. En general esta metodologia emplea primers genéricos para
amplificar segmentos de ADN ubicados entre regiones repetidas distribuidas
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aleatoriamente en el genoma de todas las eubacterias (Versalovic et al., 1991). En
particular se emplearon las técnicas: BOX, ERIC (enterobacterial repetitive
intergenic consensus) y REP (repetitive extragenic palindromic) para tipificar los
aislamientos de Aeromonas spp. obtenidos en este estudio.

En la Tabla 6 se presentan las secuencias de los primers empleados para cada técnica,
el programa de termociclado utilizado en todos los caso fue el siguiente: 5 min a 94
°C, 40 ciclos de: 1 min a 94 °C, 2 min a 40 °C, 8 min a 65 °C, extension final a 65 °C
durante 16 min. Los productos obtenidos se analizaron mediante electroforesis en gel
de agarosa (0,7 %) tefiido con GelRed” (Biotium®, n° catalogo: 41003).

Tabla 6. Caracteristicas de los primers empleados para la tipificacion genética (rep-PCR) de los
aislamientos de Aeromonas spp. realizados a partir de peces cultivados en Uruguay.

Tegnlca .d,e Secuencia de los primers (5'- 3") Referencia
tipificacion
BOX BOXAIR: CTACGGCAAGGCGACGCTGACG  Versalovic et al., 1994
ERIC ERICIR: ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC

ERIC2: AAGTAAGTGACTGGGGGT Versalovic ef al.. 1991
REP REPIR: IIGCGCCGICATCAGGCC ?

REP2-Dt: ACGTCTTATCAGGCCTA

4.3.3 Andlisis de conglomerados a partir de la tipificacion de los aislamientos

Una vez obtenidas las imagenes de las corridas electroforéticas correspondientes a la
tipificacion de los aislamientos con técnicas rep-PCR, se procedié al andlisis del
patrén de bandas generado por cada aislamiento con la finalidad de agruparlos en
funcién de sus semejanzas. Para ello se empleo el software GelCompar 11° versién
6.6.11 de Applied Maths Inc.®, con el cual se realizo un anélisis de clusters mediante
el método Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean (UPGMA) (Sneath
y Sokal, 1973), tomando un valor de bootstrap basado en 500 repeticiones y con un
nivel de confianza del 95% (Felstein, 1985). Cada carril del gel de electroforesis es
tomado por el software como una muestra diferente y a partir de esto se determina la
similitud entre carriles en funciéon del ntimero, tamafio en pb e intensidad de las
bandas existentes.

4.3.4. Andlisis filogenéticos en base a las secuencias de los genes ARNr 16S y gyrB
Con las secuencias consenso de los genes ARNr 16S y gyrB obtenidas para cada
aislamiento se procedio a analizar las relaciones filogenéticas existentes, tanto entre
ellas, como también con las secuencias de otros representantes del taxon, depositadas
en bases de datos especificas.

Para realizar las comparaciones filogenéticas con secuencias externas a este estudio
se emplearon las siguientes bases de datos:

- en el caso del gen ARNr 16S, se emplearon secuencias procedentes de la base de
datos publica: The Ribosomal Database Project (RDP)
http://rdp.cme.msu.edu/index.jsp) (Cole et al., 2014). Numero total de secuencias de
Aeromonas spp. depositadas en la base de datos: 2327 (Gltimo acceso: octubre de
2015).

- en el caso del gen gyrB, se emplearon secuencias procedentes de la base de datos
publica: Aeromonas MLST Databases, desarrollada por Keith Jolley y publicada por
la Universidad de Oxford (http://pubmlst.org/aeromonas) (Jolley y Maiden, 2010).
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Numero total de secuencias de Aeromonas spp. depositadas en la base de datos: 1722
(Gltimo acceso: octubre de 2015).

Para realizar los analisis filogenéticos se empled el sofrware MEGA® (Molecular
Evolutionary Genetic Analysis) version 6.0 desarrollado por Tamura et al. (2013).

La historia evolutiva fue inferida en todos los casos mediante el método UPGMA
(Sneath y Sokal, 1973). El arbol consenso generado en cada caso fue inferido sobre
un valor de bootstrap de 500 repeticiones y con un nivel de confianza del 95%
(Felstein, J.; 1985). Las distancias evolutivas fueron calculadas empleando el método
Maximum Composite Likelihood (Tamura et al., 2004) y estan expresadas como el
nimero de bases sustituidas por sitio. Cada dendograma fue dibujado a escala,
empleando las mismas unidades que las de la distancia evolutiva para determinar la
longitud de cada rama.

4.4. Caracterizacion patologica

El efecto de los aislamientos mas representativos de las bacterias aecromonadales
moviles obtenidas en el presente estudio, sobre la salud de los peces, se determind
mediante el calculo de dosis letal 50 en 96 horas (DL504s). Para ello se escogieron
aislamientos de las especies identificadas con mayor frecuencia y a su vez, dentro de
cada una de las especies se escogid un aislamiento con una esperada alta
patogenicidad y otro de baja patogenicidad esperada en funciéon de la actividad
hemolitica y el nimero de genes de virulencia.

4.4.1. Modelo in vivo para la evaluacién de virulencia

Para la evaluacion de la virulencia de las cepas de Aeromonas spp. se determind la
DL509gs en un modelo de infeccion de peces in vivo. Con este fin se realizaron
infecciones experimentales en el pez Australoheros facetus (familia Cichlidae)
adaptando el protocolo experimental descrito por Jovanovic y colaboradores (2015).
A grandes rasgos el calculo se basa en inocular en los peces distintas concentraciones
bacterianas por via intraperitoneal (i.p.) y a partir del registro de mortandades
observadas durante 96 horas, inferir matematicamente la concentracion de indculo
que provocaria la muerte del 50% de la poblacion de animales.

El rango de concentraciones bacterianas que se evaluaron estuvo acorde con el
promedio de los valores hallados en la bibliografia para Aeromonas moviles.

4.4.1.1. Sujetos experimentales

Australoheros facetus fue escogido como sujeto experimental debido a que es una
especie de peces autdctonos a partir de la cual se ha desarrollado una linea de
animales para experimentacion en el Instituto de Investigaciones Pesqueras (IIP) de
la Facultad de Veterinaria (UdelaR). Este modelo animal ha sido testeado
previamente en ensayos de infeccion experimental con Aeromonas spp. y otras
bacterias patogenas de organismos acudticos, corroborandose a partir de los
resultados obtenidos la aptitud del mismo para realizar ensayos de ictiopatologia
(Perretta, 2015).

Desde el punto de vista de los estudios ictiopatologicos este pez posee algunas

ventajas sobre otras especies de peces de experimentacion, a saber:

- adaptacion a la vida de bioterio y laboratorio hiimedo.

- tamafio adecuado para la realizacion de maniobras tales como inyecciones y
extraccion de sangre periférica.
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- expresion de aspectos comportamentales a través del patron de coloracion de la
piel.

- existencia de estudios previos de infeccion experimental con agentes bacterianos.

- existencia de estudios previos de hematologia y anatomia patologica para la
especie.

- suministro continuo de sujetos experimentales por parte del IIP.

Para este estudio se emplearon peces con una edad de cuatro meses, escogidos al azar
de un lote de animales procedentes de un mismo desove, con un peso promedio de
1,5 £ 0,5 gramos y talla promedio de 4,2 + 1,0 centimetros.

4.4.1.2. Confeccion del inoculo y administracion a los peces

El protocolo de trabajo empleado en esta parte de la investigacion fue adaptado a
partir de estudios previos de infeccion experimental desarrollados por el autor
(Perretta ef al., 2009a y b) y concuerdan con otras investigaciones llevadas a cabo en
condiciones similares (Janda y Abbott, 2010). Se evaluaron siete concentraciones
bacterianas diferentes para cada aislamiento, el rango de concentraciones empleado
en este estudio estuvo acorde con el empleado por otros autores en varias
investigaciones similares (Mittal er al., 1980; Ventura y Grizzle, 1988; Azad et al.,
2001; Rodriguez et al., 2008; Sahi et al., 2009; Sarkar y Rashid, 2012). Cada
concentracion fue inoculada mediante inyeccion i.p. a un grupo de cinco peces que
fue alojado en un acuario de 20 litros, con filtracion bioldgico-mecanica y
temperatura promedio de 25°C durante 96 horas. Se inyectaron 10 pL de inoculo
bacteriano por gramo de pez, determinado por pesado individual al momento de la
inoculacion. Este procedimiento se realizo por triplicado para cada una de las
concentraciones testeadas por aislamiento.

El grupo control se conformo con 10 animales alojados en las mismas condiciones e
inoculados por la misma via con igual volumen de suero fisiologico estéril.

La maniobra de pesado e inoculacion de los animales se llevo a cabo bajo sedacion.
Para ello se emple6 una solucién alcohdlica al 10% (v/v) de Eugenol® (Drogueria
Industrial Uruguaya, codigo: 41531) a una concentracion de ImL por litro de agua en
bafio de inmersion segun protocolo aprobado por la CHEA de la UdelaR (CHEA,
2006).

La confeccion del inoculo se llevd a cabo momentos antes de iniciar la experiencia.
Para ello, a partir de un cultivo puro con 24 horas de crecimiento en TSA se generd
una suspension en suero fisiologico estéril hasta alcanzar una absorbancia de 0,5 a
600nm. Luego, se realizaron diluciones seriadas 1:2 hasta alcanzar las siete
concentraciones bacterianas empleadas en la infeccion experimental.

La concentracion bacteriana de cada inoculo se infiri6 a partir de conteo total de
unidades formadoras de colonia por mililitro (ufc/mL) del inoculo mas diluido de
cada aislamiento y posterior extrapolacion a las concentraciones mas elevadas.

Previo al inicio de la infeccion experimental se sembro6 una alicuota de cada inoculo
en TSA para asegurar la viabilidad y pureza de las bacterias a inocular.

Los animales inoculados fueron observados cada ocho horas para registrar
mortandades, a medida que se hallaron peces muertos fueron retirados de los
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acuarios para no alterar la calidad del agua. Durante el tiempo que dur6 la
experiencia se tomo como criterio de punto final la observacion de alteraciones en la
salud que podrian estar implicando sufrimiento para los animales y/o un claro signo
de muerte inminente. Una vez finalizada la experiencia todos los animales fueron
sacrificados. El sacrificio en todos los casos se llevd a cabo como se describe en el
apartado 6.1.

4.4.2. Hallazgos de histopatologia

Con la finalidad de registrar el proceso patologico determinado por cada aislamiento
inoculado, se realiz6é un estudio histopatoldgico en los ejemplares procedentes de
cada grupo experimental.

Para la realizacion de preparados histologicos se tomaron muestras de un animal de
cada grupo inoculado con la concentracidon bacteriana mas elevada. Se seleccionaron
animales agonizantes dentro de las 24 horas posinoculacion, con claros signos de
muerte inminente y fueron considerados como bajas para el calculo de DL50ys. Estos
individuos se sacrificaron con la técnica descrita en el apartado 6.1 y se fijaron in
toto en solucioén de Davidson durante 24 a 48 horas (ver Anexo 2). Del mismo modo
se procedi6 con un pez procedente del grupo control.

Luego del procesamiento histologico de rutina para la tincion con hematoxilina y
eosina, los preparados se observaron a 10, 100, 400 y 1000 aumentos en un
microscopio 6ptico Olympus® BX50. La interpretacién y descripcion de lesiones
histopatologicas se basd en los criterios propuestos por Ferguson y colaboradores
(20006).

4.5. Analisis estadisticos

Tanto el tratamiento estadistico de los datos (Analisis de correlaciones, ANOVA,
Chi?, Kruskall-Wallis) como la confeccion de graficos, se llevaron a cabo mediante
el empleo del software Statgraphic Centurion XVI® version 16.1.18 (StatPoint
Technologies Inc.).
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5. Resultados

5.1. Origen e identificacion de los aislamientos

Se seleccionaron 38 aislamientos sospechosos de pertenecer al grupo Aeromonas
moviles obtenidos a partir de casos clinicos individuales o poblacionales
presumiblemente originados a partir de una infeccion por Aeromonas spp. Treinta de
estos aislamientos (81,6%) fueron identificados a nivel bioquimico como miembros
del complejo Aeromonas hydrophila/caviae y los restantes 8 aislamientos (18,4%)
fueron identificados fenotipicamente como Aeromonas sobria.

Luego de la identificacion basada en la amplificacion y secuenciacion de los genes
que codifican para el ARNr 16S y la enzima gyrB, se descartaron de este estudio
cuatro aislamientos de los anteriormente mencionados por no pertenecer al grupo de
los aeromonadales (se identificaron dos aislamientos de Pseudomonas fluorescens y
dos aislamientos de Morganella morganii).

En lo que respecta a los aislamientos restantes, fue posible identificar cinco especies
diferentes de Aeromonas spp.: dos aislamientos de A. allosaccharophila (5,9%), dos
de A. bestiarium (5,9%), un aislamiento de A. caviae (2,9%), cinco aislamientos de
A. punctata (14,7%), 11 aislamientos de A. veronii (32,4%) y 12 de A. hydrophila
(38,2%).

En la Tabla 7 se presentan los resultados obtenidos a partir de la identificacion
fenotipica y genética del total de los aislamientos, al tiempo que se detalla la
procedencia de cada uno de ellos y algunas condiciones epizootiologicas de los
hospederos. En el Anexo 3, a su vez, se presentan los resultados extendidos de la
identificacion molecular, mostrandose los taxones mads significativos obtenidos al
comparar las secuencias problema con las depositadas en la base de datos Genbank
de NCBI mediante la herramienta BLASTn.

Tabla 7. Principales caracteristicas de los aislamientos de Aeromonas spp. moviles, realizados a partir de peces
cultivados en Uruguay.

Identificacion Hospedero Datos epizootioldgicos
Ref . . . Tipo Tipo .
Molecular Bioq Especie Organo decaso  de exp Estacion
. Sabalo
Al A. allosaccharophila  H/C (Prochilodus lineatus) RA E P3 A%
A2 A.allosaccharophila S Estquon s1ber1a1?'o RA E P1 A\
(Acipenser baerii)
Bl A.bestiarium pc  Esturion siberiano RA E P2 o}
(A. baerii)
B2 A.bestiarium pc  Carasius 6 Goldfish LA cu ACI 0
(Carassius auratus)
Esturion ruso
C A. caviae H/C  (Acipenser RA E P2 (0]
gueldenstaedtii)
HI A hvdrovhila H/C Cepa tipo ATCC 7966 (aislada de una lata de leche con olor a
- yarop pescado)
. Esturion siberiano
H2  A. hydrophila H/C (A. bacrii) CE E P2 (0]
. Esturion ruso
H3  A. hydrophila H/C (A. gueldenstaedtii) RA E P2 A\
. Esturion ruso
H4  A. hydrophila H/C (A. gueldenstaediii) CE E P2 A\
H5  A. hydrophila /e Dsturion sterlet UL cuU BI 0

(Acipenser ruthenus)
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a . Esturion sterlet
Hé6 A. hydrophila H/C (A. ruthenus) UL E P1 1

Esturion sterlet

H7 A. hydrophila S (A. ruthenus) UL E P1 I
. Lebistes
H8  A. hydrophila S (Poecilia reticulata) PI E P4 v
. Esturion ruso
H9  A. hydrophila HIC O eldenstaedi RA E P2 o)
HI0  A. hydrophila g Carasius 6 Goldfish RA cu AC2 0
(C. auratus)
. Senorita
H11  A. hydrophila H/C (Gymnoto sp.) RA E B2 (0]
. Tortuga campanita
H12  A. hydrophila H/C (Phrynops hylarii) UL CU EO (6]
. Esturion siberiano
H13  A. hydrophila H/C (A. baerii) RA CU Bl P
Pl A.punctata pc  Carasius 6 Goldfish RA CcuU Bl 0
(C. auratus)
b ) Esturion siberiano
P2 A. punctata H/C (A. baerii) RA E P2 (0]
b Esturion siberiano
P3 A. punctata H/C (A. bacrii) RA E P2 (0]
¢ Esturion siberiano
P4 A. punctata H/C (A. baerii) RA E P2 (0]
¢ Esturion siberiano
P5 A. punctata H/C (A. bacrii) RA E P2 (0]
.. Esturion ruso
Vi1 A. veronii S (A. gueldenstacdtii) CE E P2 \Y
V2 A. veronii pc  Limpiafondo RA E P5 %
(Corydoras paleatus)
V3¢ A. veronii g  sturion siberiano RA E P2 0
(A. baerii)
V4 A. veronii g  Esturion siberiano RA E P2 0
(A. baerii)
V5 A. veronii pc  Carasius © Goldfish RA E P6 0
(C. auratus)
V6 A. veronii pc  Carasius 6 Goldfish LA cuU Bl 0
(C. auratus)
V7 A. veronii pyc  Hibrido: C. auratus + RA cu BI 0
Cyprinus carpio
V8 A. veronii pc  Carasius © Goldfish UL cu Bl 0
(C. auratus)
.. Esturion ruso
V9 A. veronii H/C (A. gueldenstaedtii) RA E P2 (6]
o .. Esturion ruso
V10° A. veronii S (A. gueldenstaediii) RA E P2 (6]
VII® A, veronii g  Dsturion ruso RA E P2 0

(A. gueldenstaedtii)
abcd e Jeotras iguales indican aislamientos procedentes de un mismo brote epizoo6tico
H/C: complejo Aeromonas hydrophila/caviae y S: Aeromonas sobria
CE: cerebro, LA: liquido ascitico, RA: rifién anterior y PE: piel
CU: caso unico y E: epizootia
Tipo de exp (tipo de explotacion) AC: acuario comercial, B: bioterio, EO: estanque ornamental y P: piscicultura
I: invierno, O: otofio, P: primavera y V: verano

Se puede observar que en aquellos casos en los que varios aislamientos proceden de
un mismo brote epizodtico, se aisldé una sola especie de Aeromonas como agente
etiologico asociado al proceso.

El analisis de independencia realizado entre las variables especie bacteriana, especie
de hospedero, 6rgano desde donde se realiz6 el aislamiento, tipo de caso clinico, tipo
de explotacion y época del afo, presentd una asosiacion entre: tipo de caso clinico y
tipo de explotacion por un lado y entre el tipo de explotaciéon y la especie de
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hospedero por otro (p< 0,05). En la Tabla 8 se presentan los resultados de la prueba
de independencia (Chi®) entre las variables epizootiologicas y las especies de

Aeromonas

moviles

que se aislan de peces cultivados

Tabla 8. Prueba de independencia entre las variables
epizootioldgicas y las especies de Aeromonas spp. méviles que se
aislan de peces cultivados en Uruguay.

Ftadistico Grados ¢ probabilidad
Especie de hospedero 43,279 45 0,5
Organo 17,656 20 0,6
Tipo de caso 1,989 5 0,8
Tipo de explotacion 11,269 15 0,7
Estacion 15,709 15 0,4

en Uruguay.

Se pudo determinar a su vez las relaciones existentes entre las variables "especie del
hospedero” y "tipo de explotaciéon" (Chi*: 57,157; 27 grados de libertad; p<0,01) y
"tipo de explotacion" y "tipo de caso clinico” (Chi*: 27,76; 3 grados de libertad;
p<<0,01). De modo tal que, por ejemplo, el cultivo de esturiones es la actividad mas
representativa de la acuicultura para consumo humano en nuestro pais y las
epizootias de SAM ocurren con mayor frecuencia en establecimientos de piscicultura

intensiva.

5.2. Caracterizacion bioquimica
Los resultados obtenidos a partir de la caracterizacién bioquimica de los aislamientos
se presentan en la Tabla 9.

Tabla 9. Caracteristicas bioquimicas de Aeromonas spp. aisladas de organismos acuaticos cultivados en Uruguay. Los
valores corresponden a resultados positivos expresados como porcentajes del total de aislamientos, el nimero entre

paréntesis corresponde al total de aislamientos evaluados para cada especie.

Aeromonas Aeromonas  Aeromonas Aeromonas Aeromonas  Aeromonas
allosaccharophila  bestiarium caviae hydrophila punctata veronii

@ (2 (1) (13) (5) €8))
Nitratos a nitritos 100 100 100 100 100 100
Formacién de 100 100 100 100 100 100
indol
Hidrolisis dcida 50 100 100 77 100 64
de la glucosa
Actividad de las enzimas:
Arginina
dihidrolasa 50 100 0 69 60 91
Ureasa 100 0 0 0 20 9,1
p-glucosidasa 50 100 100 85 100 55
(esculina)
Proteasas 100 100 100 100 100 91
[ -galactosidasa 100 100 100 100 100 91
Asimilacion de los carbohidratos:
Glucosa 100 100 100 100 100 100
Arabinosa 0° 0° 100* 85° 100° 45°
Manosa 100° 100°¢ 100* 100° 60° 100°
Manitol 100 100 100 100 100 100
N-acetil- 100 100 100 92 100 100
glucosamida
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Maltosa 100 100 100 100 100 100

Gluconato 100 100 100 100 100 100
Caprato 100 100 100 100 100 100
Adipato 0 0 0 15 0 0
Malato 100 100 100 92 100 100
Citrato 50 0 100 69 100 73
Fenil-Acetato 0 0 0 7,7 0 9,1
ﬁcnwfi‘?‘d of 100" 0* 100" of 55¢
emolitica

Asimilacion de Arabinosa: letras diferentes indican diferencias (%, °), estadistico Kuskal-Wallis= 13,47 p<0,01
Asimilacion de Manosa: letras diferentes indican diferencias (¢, ), estadistico Kuskal-Wallis= 11,16 p<0,05

Actividad hemolitica: letras diferentes indican diferencias (f, g h), estadistico Kuskal-Wallis= 20,6 p<<0,01

*No se tuvo en cuenta A. caviae en los analisis debido a que, por su baja representatividad, dificulta la interpretacion
de los resultados (la presencia/ausencia de A. caviae en los analisis no afecta las diferencias halladas entre los demas
aislamientos).

A continuacion se presentan los coeficientes de variacion en el perfil bioquimico,
calculados para aquellas especies con dos o mas representantes. Este coeficiente,
expresado en porcentaje, brinda una idea de la variabilidad interna en los perfiles
bioquimicos que presenta cada especie:

- Aeromonas allosaccharophila: 56,7%

- Aeromonas bestiarium: 0

- Aeromonas hydrophila: 40,1%

- Aeromonas punctata: 49,2%

- Aeromonas veronii: 45,1%

Cabe destacar la identidad en los perfiles bioquimicos presentados por ambos
aislamientos de Aeromonas bestiarium y a su vez la existencia de varios factores
bioquimicos que se mantienen invariables entre especies. Unicamente se encontraron
diferencias en los resultados correspondientes a tres de las 21 variables evaluadas
(14,3%), a saber: asimilacion de arabinosa, asimilacion de manosa y actividad
hemolitica.

5.3. Antibiograma

En la Tabla 10 se presentan los perfiles de sensibilidad desarrollados por los distintos
aislamientos ante los diferentes antibidticos evaluados. Los valores corresponden al
didmetro del halo de inhibiciéon expresado en milimetros. Los aislamientos
correspondientes a un mismo brote epizootiologico estan identificados con letras
iguales en superindice. Se destacaron en negritas, a su vez, aquellos didmetros de
halo de inhibicion correspondientes a sensibilidad intermedia o resistencia segin
estandar de CLSI y/o especificaciones del fabricante de los sensidiscos empleados
(ver Tabla 3).

Tabla 10. Resultados del antibiograma realizado sobre Aeromonas spp. moviles aisladas de peces cultivados en
Uruguay. Se empleo la técnica de difusion en placa segun protocolo de CLSI (2006). Los valores corresponden al
diametro del halo de inhibicion en milimetros.

Especie Aislamiento AMC AMD AP ENO ER NF OT P TFM SXT
A. allosaccharophila Al 20 ) ) 37 20 25 32 ) 36 36
A2 21 - - 34 24 25 33 - 34 32
A bestiarium Bl 15 - - 37 20 23 32 - 33 33
B2 18 - - 38 19 26 33 - 35 34
A. caviae Cl 12 - - 30 19 20 24 - 33 26
H1 15 - - 36 9 24 23 - 32 23
H2 15 - - 32 15 24 35 - 36 36
A. hydrophila H3 16 - - 37 15 24 34 - 36 35
H4 11 - - 31 18 24 30 - 26 32

HS 17 - - 37 20 23 32 - 33 35




He6* 14 - - 35 16 23 33 - 33 35

H7 12 . - 39 17 25 35 - 41 32
HS 14 - - 33 15 23 9 . - -
H9 13 . . 32 21 21 - - - -
H10 13 - - 33 023 21 29 - 31 30
Hil 15 - - 21 15 22 30 - 31 29
H12 15 - - 34 17 22 33 - 32 33
H13 10 - - 32 18 21 27 - 29 29
P1 13 . . 31 13 20 26 - 33 20
p2° 13 - - 32 15 20 20 - 32 20
A. punctata p3® 12 - - 32 18 21 28 - 32 25
p4° 13 - - 29 16 19 23 - 29 25
p5° 15 - - 32 16 21 23 - 32 24
i 15 - - 43 22 25 33 - 35 35
V2 14 - - 29 15 21 10 - 32 25
V34 13 - - 36 21 22 13 - - 25
v4¢ 16 - - 39 24 22 35 - 32 38
V5 16 - - 37 021 2 9 - 32 24
A. veronii V6 15 - - 21 24 19 13 - - 32
V7 14 - - 25 18 24 - . 36 26
V3 13 . . 31 12 21 26 - 32 19
V9 20 - - 26 16 23 27 - 33 22
V10° 14 - - 36 15 21 23 - 32 23
Vvi1® 16 - - 34 18 21 24 - 33 25

AMC: amoxicilina acido clavuldnico (2:1, 20ng), AMD: ampicilina dicloxacilina (10:1, 10pg), AP: ampicilina
(10png), ENO: enrofloxacina (30pg), ER: eritromicina (15pg), NF: nitrofurantoina (300pg), OT: oxitetraciclina
(30pg), P: penicilina (10U), TFM: tiamfenicol (651g), SXT: sulfametoxazole trimetropim (19:1, 25ug).

Se destacaron en negrita aquellos halos correspondientes a sensibilidad intermedia o resistencia segiin estandar de
CLSI y/o especificaciones del fabricante de los sensidiscos empleados.

(-) corresponde a aquellos casos donde no se detectdé inhibicion del crecimiento bacteriano.

abcd e etras iguales indican aislamientos procedentes de un mismo brote epizootioldgico.

A partir de estos resultados es posible apreciar que todos los aislamientos evaluados
son resistentes a las penicilinas, ya sea naturales o sintéticas y que la adiciéon de un
inhibidor de las B-lactamasas (4cido clavulanico), permite desarrollar sensibilidad
unicamente al 11,8% de los aislamientos analizados (cuatro de 34 aislamientos
resultaron sensibles a amoxicilina + acido clavulanico).

Se desataca a su vez el escaso niimero de aislamientos sensibles a los macrdlidos
(11,8%), teniendo en cuenta que también en este caso solo cuatro de 34 aislamientos
desarrollaron sensibilidad a la eritromicina.

Observando lo que ocurre con el resto de los antibioticos estudiados, es posible
apreciar variabilidad fenotipica Ginicamente en algunos aislamientos pertenecientes a
las especies A. hydrophila y A. veronii, mientras que el resto de las especies
evaluadas poseen perfiles de antibiograma similares entre si.

En la Tabla 11, se muestran los resultados obtenidos para el calculo del indice MAR.
Teniendo en cuenta que varios autores postulan que Aeromonas spp. €s por
definicion resistente a la ampicilina (Mclnnes et al., 1976; Aoki, 1999) y por ende
podria ser naturalmente resistente a otras penicilinas también, se excluyeron los
antibidticos B-lactamicos del analisis para aumentar la confiabilidad de los hallazgos.
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Tabla 11. Indices de multirresistencia a
antibidticos (MAR) calculados para Aeromonas
spp. aisladas de peces cultivados en Uruguay
sobre un total de seis antibidticos evaluados.

. Al 0,14
A. allosaccharophila A2 0
. B1 0,28
A. bestiarium B2 0.14
A. caviae Cl 0,28
H1 0,28
H2 0,28
H3 0,28
H4 0,28
H5 0,28
H6" 0,28
A. hydrophila H7* 0,28
H8 0,71
H9 0,71
H10 0,14
Hl11 0,28
H12 0,28
H13 0,28
Pl 0,5
p2° 0,5
A. punctata p3® 0,5
P4° 0,5
P5¢ 0,5
Vi 0,5
V2 0,6
V3¢ 0,7
v4! 0,4
V5 0,6
A. veronii V6 0,6
\'% 0,6
V8 0,5
V9 0,4
V10° 0,5
V11° 0,5

Valores de MAR>0,2 son indicativos de
aislamientos con alto riesgo de procedencia de
ambientes donde se hace uso habitual de

antibioticos.
a b c d ¢ letras iguales indican aislamientos

procedentes de un mismo brote epizootioldgico.

Teniendo en cuenta los resultados presentados en la Tabla 11, es posible apreciar que
el 82,3% de los aislamientos nacionales de Aeromonas spp. son multirresistentes. Se
destacan, en particular, dos aislamientos de A. hydrophila (H8 y H9) que
desarrollaron resistencia ante cinco de los siete antibidticos evaluados y los dos
aislamientos nacionales de A. allosaccharophila, dado que poseen valores de MAR
que los situarian como aislamientos que proceden de un ambiente con un uso minimo
o nulo de antibioticos (lo mismo ocurriria con los aislamientos B2 de A. bestiarium y
H10 de A. hydrophila).

5.4. Genes de virulencia

En la Tabla 12 se presentan las frecuencias de hallazgo de cada uno de los genes de
virulencia relevados. En aquellos casos en los que se encontraron distintos valores de
frecuencia dentro de una especie y con la finalidad de conocer la representatividad de
cada uno de los genes para la misma, se realiz6 el test no paramétrico de Kruskall-
Wallis para determinar la significancia de dichas diferencias con un nivel de
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confianza del 95%. Se excluy® la cepa tipo de Aeromonas hydrophila (ATCC 7966")
de estos resultados (control positivo para todos los genes evaluados).

Tabla 12. Frecuencias de deteccion (en porcentaje) de cinco genes de virulencia relevados en Aeromonas
spp. moviles aisladas de peces cultivados en Uruguay.
Genes de virulencia

Aislamientos

act alt ast ela lip
A. allosaccharophila 0 0 0 0 0
A. bestiarium 100 100 100 100 100
A. caviae 0 0 0 100 100
A. hydrophila 61,5 61,5 100° 100° 92,3°
A. punctata 0 0 0 100 100
A. veronii 81,8 72,7° 9,14 54,5 9,1¢

abcd. letras diferentes indican diferencias (A. hydrophila: estadistico Kruskal-Wallis= 14,44 p<0,05;

A.veronii: estadistico Kruskall-Wallis= 20,88 p<0,01)

Los aislamientos correspondientes a las especies A. allosaccharophila, A. bestiarium
y A. punctata presentaron estabilidad en la distribucion de sus genes de virulencia, a
diferencia de lo ocurrido con los aislamientos de A. hydrophila y A. veronii.

Seis de los aislamientos de Aeromonas hydrophila presentaron todos los genes de
virulencia buscados (53,8%), un tnico aislamiento present6 cuatro de los cinco genes
buscados (ausencia de /ip) (7,7%) y los restantes cinco presentaron solo tres genes de
virulencia (ausencia de act y alt) (38,5%). Los genes ast, ela y lip fueron los mas
frecuentemente hallados (92,3 a 100% de los aislamientos) entre los aislamientos de
A. hydrophila, seguidos por los genes act y alt (61,5%).

En lo que respecta a Aeromonas veronii, el nimero méximo de genes de virulencia
identificados fue de tres, esto corresponde a cinco (54,5%) de los 11 aislamientos
evaluados para la especie (ausencia de ast y lip en cuatro casos y ela y lip en un
caso). Cuatro aislamientos de A. veronii (36,3%) presentaron dos genes (ausencia de
ast, lip y ela en tres casos y de act, ast y alt en el caso restante) y dos aislamientos
(18,2%) presentaron un unico gen de virulencia (act 6 ela). Los genes mas frecuentes
entre los aislamientos nacionales de esta especie fueron act, alt y ela (54,5 a 81,8%),
seguidos por ast y lip con baja representatividad (9,1%).

No se encontraron diferencias en lo que respecta a la frecuencia de identificacion de
cada uno de los genes de virulencia para el conjunto de los aislamientos de
Aeromonas spp. evaluados (estadistico Kruskall-Wallis=8,7; p=0,12). El gen [lip
estuvo presente en el 79,4% de los casos, seguido por ela 61,8%; act 55,9%; alt
52,9% vy ast 47,1%. Notese que en la Tabla 12, se han identificado, con codigo de
letras diferentes en superindice, las diferencias en la prevalencia de cada uno de los
genes a la interna de cada especie (comparacion no valida entre especies).

En funcion de estos resultados, es posible discriminar diez genotipos diferentes entre
los aislamientos nacionales de Aeromonas spp. (ver Tabla 13). Es de destacar que
todos los aislamientos que se agrupan en funciéon de un mismo genotipo de
virulencia, comparten, a su vez, las mismas caracteristicas en lo que respecta a la
actividad hemolitica, tnica relacion existente entre estos genotipos y las variables
fenotipicas de los aislamientos analizados.
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Tabla 13. Genotipos de aecromonadales aislados de peces cultivados en Uruguay, obtenidos a partir de la
blsqueda de cinco genes de virulencia con primers genéricos, frecuencia de identificacion de cada uno y
relacion con la actividad hemolitica de los aislamientos.

Genotipo de virulencia Aislamientos Actividad Frecuencia de
hemolitica  identificacion (%)
act®/alt*/ast*lela*/lip*  B1, B2, H1, H2, H3, H6, HS8, H9, H13 + 26,5
act'/alf last /ela™/lip* Cl, V8, P1, P2, P3, P4, P5 - 20,6
act/alf last* lela* /lip* H4, H5, H7, H10, H11 + 14,7
act®/alt*/ast lela™ /lip” V5,V9, V10, V11 - 11,8
act™/alt* Jast Jela’ /lip” V1, V4,V7 + 8,8
act/alt last Jela’/lip” Al, A2 - 5,9
act*/alt*/ast*lela* /lip” H12 + 2,9
act*/alt*/ast*lela’ /lip” V2 + 2,9
act*/alt last /ela /lip” V3 + 2,9
act'/alt last /ela™/lip V6 - 2,9

A: Aeromonas allosaccharophila, B: A. bestiarium, C: A. caviae, H: A. hydrophila, P: A. punctata, V: A.
veronii. + 6 -: indican presencia o ausencia de actividad hemolitica respectivamente.

Teniendo en cuenta la frecuencia de identificacion de cada genotipo de virulencia,
podemos apreciar que se destacan cuatro de ellos por sobre el resto, a pesar de lo cual
no se hallaron diferencias entre dichas frecuencias (Chiz: 21,564, g.1.: 33, p=0,94).
Dichos genotipos son:

- act/alt"Jast" lela”/lip™ (26,5%), aislamientos hemoliticos.

- act'/alt Jast lela™/lip* (20,6%), aislamientos no hemoliticos.

- act/alf /ast™/ela™/lip* (14,7%), aislamientos hemoliticos.

- act/alt*/ast Jela™/lip (11,8%), aislamientos no hemoliticos.

Los resultados del ANOVA multifactorial, tomando a la actividad hemolitica como
variable dependiente y las frecuencias de identificacion de cada gen de virulencia
como factores, indican que los genes analizados no poseen una incidencia directa
sobre la actividad hemolitica (act: p=0,13; alt: p=0,34; ast: p=0,07; ela: 0,29; lip:
0,52) aunque se observa una tendencia del gen ast a estar presente en aquellos
aislamientos capaces de producir hemolisis (F=6,0; p=0,07), lo que es corroborado, a
su vez, por la asosiacion existente entre dichas variables. En la Tabla 14 se presenta
la prueba de independencia (Chi®) entre las variables gen de virulencia y la actividad
hemolitica observada en los aislamientos relacionados.

Tabla 14: Prueba de independencia entre las variables
gen de virulencia y actividad hemolitica para distintos
aislamientos de Aeromonas spp. procedentes de peces
cultivados en Uruguay.

Estadistico Grados de

Chi? libertad Probablilidad
act 2,723 1 0,1
alt 1,102 1 0,3
ast 3,6 1 <0,05
ela 1,102 1 0,3
lip 0,225 1 0,6

Por otra parte, al analizar las relaciones existentes entre variables epizootiologicas y
genotipos de virulencia, es posible observar que existe una asociacion entre el
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"genotipo de virulencia" y la "especie bacteriana" (ademés de las relaciones ya
destacadas en la Tabla 8 para estas variables).

Tabla 15. Prucba de independencia (Chi?) entre la variable
genotipos de virulencia y variables epizootiologicas en Aeromonas
spp. aisladas de peces de Uruguay con algunas variables
epizootioldgicas.

Grados de

Chi’ libertaq  Probabilidad
Especie bacteriana 81,696 36 <<0,01
Organo 36,49 36 0,4
Tipo de explotacion 8,824 9 0,4
Estacion 22,954 27 0,7

Teniendo en cuenta esta asosiacion entre variables puede decirse que los aislamientos
nacionales de Aeromonas hydrophila presentan dos perfiles de virulencia
predominantes, a saber: el 54,5% de los aislamientos posee todos los genes de
virulencia evaluados (genotipo act'/alt"/ast /ela™/lip™) y el 45,4% presenta el
genotipo act/alf/ast/ela”/lip”. Un Unico aislamiento de A. hydrophila presenta el
genotipo act'/alt"/ast"/ela/lip (no compartido con otras especies), por lo que
constituye la tinica excepcion a la predominancia de dos perfiles mencionada.

En lo que respecta a A. allosaccharophila y A. bestiarium, si bien el nimero de
representantes de cada especie es escaso, en ambos casos se observa uniformidad en
los genotipos de virulencia hallados, de modo tal que los representantes de cada una
de las especies comparten un genotipo particular. El genotipo predominante para A.
allosaccharophila carece de los genes de virulencia buscados (act/alt /ast /ela’/lip’) y
en contraposicion, ambos aislamientos de A. bestiarium poseen todos los genes
evaluados (act™/alt*/ast"/ela*/lip"), genotipo compartido, a su vez, con algunos
aislamientos de A. hydrophila.

Tomando a A. caviae y A. punctata como un mismo taxén (teniendo en cuenta lo
expresado previamente para estas especies), es posible observar, aqui también, una
elevada estabilidad en la distribucion de sus genotipos de virulencia. Todos los
representantes de este grupo presentaron el genotipo act/alt /ast/ela”/lip™, junto con
un aislamiento de A. veronii (V8), Unica excepcion dentro de esta agrupacion
especifica.

Los aislamientos nacionales de A. veronii, por su parte, presentaron la mayor
diversidad de genotipos de virulencia observada en este trabajo. En esta especie
pueden apreciarse seis genotipos diferentes, muchos de los cuales no son
compartidos con otras especies. Dos genotipos predominan por sobre el resto, dada
su elevada frecuencia de identificacién dentro de la especie, estos son: el genotipo
act”/alt"/ast /ela” /lip ,que esta representado por el 36,4% de los aislamientos y el
genotipo act’/alt"/ast /ela’/lip”, al cual corresponde el 27,3% de los aislamientos
evaluados; los restantes aislamientos nacionales de A. veronii, a excepcion de VS,
también poseen genotipos de virulencia no compartidos con otras especies y en este
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caso, a su vez, tampoco son compartidos con otros aislamientos conespecificos, V2
posee el genotipo: act™/alt*/ast™/ela’/lip’, V3: act*/alt Jast Jela/lip” y V6: act /alt /ast
Jela™/lip".

5.5. Caracterizacion genética

Se realiz6 una caracterizacion genética de los aislamientos nacionales de Aeromonas
spp. desde dos abordajes diferentes.

Por un lado, cada uno de los aislamientos fue sometido a técnicas de tipificacion
génica global (rep-PCR) empleando los primers: BOX, ERIC y REP. A partir de la
interpretacion informdtica de las imagenes correspondientes a las corridas
electroforéticas de cada técnica se llevd a cabo un analisis de conglomerados
(clusters) para determinar la diversidad de los aislamientos y la similitud existente
entre ellos.

Por otro lado, se realizaron analisis filogenéticos empleando las secuencias de los
genes ARNr 16S y gyrB procedentes de los aislamientos nacionales de Aeromonas
spp., para determinar el grado de similitud existente entre ellos. A su vez se realizd
un analisis comparativo entre las secuencias de los aislamientos procedentes de este
estudio y las depositadas en bases de datos de acceso publico (PubMLST/Aeromonas
y RDP).

5.5.1. Tipificacién con técnicas rep-PCR

A excepcion de Aeromonas punctata, todos los aislamientos de Aeromonas spp.
empleados en este estudio fueron genéticamente diversos de acuerdo con los
resultados de las técnicas de tipificacion usadas. Fue posible apreciar, en general,
patrones de bandas complejos, caracterizados por un promedio de 22 bandas por
carril con diferentes tamafios en pb ¢ intensidades variables.

A continuacion se detallan los resultados obtenidos para cada uno de los primers
utilizados.

5.5.1.1. Empleo de primers BOX

En la Figura 1 se muestra la corrida electroforética correspondiente a la tipificacion
con primers BOX para las especies A. hydrophila (H1 a H13) y A. punctata (P1, P2,
P4 y PS5). Del mismo modo, en la Figura 2 se presentan los resultados de dicha
técnica correspondientes a las especies A. allosaccharophila (Al y A2), A.
bestiarium (B1 y B2) y A. veronii (V1 a V11). Mediante esta técnica no fue posible
tipificar un aislamiento de A. punctata (P3).

Es posible apreciar en la Figura 1 la diversidad en el perfil de bandas que presentan
los distintos aislamientos de A. hydrophila, en contraposicion con la similitud en el
patron presentado por A. punctata.
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Figura 1. Corrida electroforética correspondiente a la tipificacion con
primers BOX realizada sobre Aeromonas hydrophila (H) y A. punctata
(P) aisladas de peces cultivados en Uruguay (L: ladder 10000 pb).

A diferencia de lo expresado anteriormente, en la Figura 2 puede observarse que, si
bien los aislamientos correspondientes a las especies A. allosaccharophila, A.

bestiarium y A. veronii poseen algunas bandas en comun, sus patrones no son
coincidentes.
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Figura 2. Corrida electroforética correspondiente a la tipificacion con
primers BOX de Aeromonas allosacharophila (A), A. bestiarium (B) y
A. veronii (V) aisladas de peces cultivados en Uruguay (L: ladder10000
pb).
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A continuacion se presentan los resultados obtenidos a partir del analisis de clusters
realizado sobre las corridas electroforéticas de tipificacion con primers BOX de las
especies A. hydrophila (Figura 3), A. veronii (Figura 4) y A. punctata (Figura 5).
Notese que los aislamientos emparentados epizootioldégicamente no se encuentran
asociados genéticamente, a excepcion de lo que ocurre con A. punctata cuyos cuatro
representantes poseen el mismo grado de similitud, a pesar de no estar todos
relacionados entre si.
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Figura 3. Andlisis de clusters realizado sobre la corrida electroforética correspondiente a la tipificacion
de aislamientos de Aeromonas hydrophila (H1 a HI13) con primers BOX mediante empleo del
softwareGelcompar 11°. El namero en cada nodo indica el valor de bootstrap calculado sobre 500
repeticiones (p<0,05) (*: indican aislamientos procedentes de un mismo brote epizootico).
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Figura 4. Anélisis de clusters realizado sobre la corrida electroforética correspondiente a la tipificacion
de aislamientos de Aeromonas veronii (V1 a V11) con primers BOX mediante empleo del software
Gelcompar II®. El numero en cada nodo indica el valor de bootstrap calculado sobre 500 repeticiones
(p<0,05) (*, +: simbolos iguales indican aislamientos procedentes de un mismo brote epizootico).
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Figura 5. Analisis de clusters realizado sobre la corrida electroforética correspondiente a la tipificacion
de aislamientos de Aeromonas punctata (P1, P2, P4 y P5) con primers BOX mediante empleo del
software Gelcompar 1I®. El nimero indica el valor de bootstrap calculado sobre 500 repeticiones
(p<0,05) (*: aislamientos procedentes de un mismo brote epizodtico).
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5.5.1.2. Empleo de primers ERIC

En las Figura 6 se presenta las corrida electroforética correspondiente a la
tipificacion con primers ERIC de las especies A. allosaccharophila (Al y A2), A.
hydrophila (H1 a H3 y H5 a H13) y A. punctata (P1 a P4). En la Figura 7 se
presentan los resultados correspondientes a las especies A. bestiarium (Bl y B2) y A.
veronii (V1 a V11). Mediante esta técnica no fue posible tipificar un aislamiento de
A. hydrophila (H4) y un aislamiento de A. punctata (P5).
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Figura 6. Corrida electroforética correspondiente a la tipificacion con
primers ERIC realizada sobre Aeromonas allosaccharophila (A), A.
hydrophila (H) y A. punctata (P) aisladas de peces cultivados en
Uruguay (L: ladder 10000 pb).
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Una vez mas se aprecia la similitud en los patrones de bandas que presentan los
aislamientos de A. punctata. Al ser comparados con los aislamientos de A.
hydrophila presentes en el mismo gel queda clara la diversidad genética que presenta
esta ultima especie (Figura 6).
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Figura 7. Corrida electroforética correspondiente a la tipificacion con
primers ERIC y REP realizada sobre Aeromonas bestiarium (B) y A.
veronii (V) aisladas de peces cultivados en Uruguay (L: ladder 10000
pb).

A continuacion se presentan los resultados obtenidos a partir del andlisis de clusters
realizado sobre las corridas electroforéticas de tipificacion con primers ERIC de las
especies: A. hydrophila (Figura 8), A. veronii (Figura 9) y A. punctata (Figura 10).

Aqui también puede observarse que, en general, los aislamientos procedentes de un
mismo brote epizodtico no estan relacionados genéticamente, en funcion de los
resultados obtenidos para la tipificacion con estos primers. Es destacable, a su vez,
que los aislamientos que se encuentran agrupados en un mismo cluster poseen
origenes muy distantes, ya sea por la especie de hospedero a partir de la cual fueron
obtenidos, por el tipo de sistema de cultivo del cual provienen o por la época del afo
en que fueron aislados.

Los aislamientos V10 y V11 son la unica excepcion a lo expuesto anteriormente,
Para estos primers, A. puctata también presentd un patron de bandas homogéneo, ya
sea entre aislamientos relacionados o no.
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Figura 8. Analisis de clusters realizado sobre la corrida electroforética correspondiente a la tipificacion
de aislamientos de Aeromonas hydrophila (H1 a H3 y H5 a H13) con primers ERIC mediante empleo del
software Gelcompar 1I®. El niimero en cada nodo indica el valor de bootstrap calculado sobre 500
repeticiones (p<0,05) (*: aislamientos procedentes de un mismo brote epizodtico).
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Figura 9. Analisis de clusters realizado sobre la corrida electroforética correspondiente a la tipificacion
de aislamientos de Aeromonas veronii (V1 a V11) con primers ERIC mediante empleo del software
Gelcompar I1°. El namero en cada nodo indica el valor de bootstrap calculado sobre 500 repeticiones
(p<0,05) (*, +: simbolos iguales indican aislamientos procedentes de un mismo brote epizodtico).
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Figura 10. Analisis de clusters realizado sobre la corrida electroforética correspondiente a la tipificacion
de aislamientos de Aeromonas punctata (P1 a P4) con primers ERIC mediante empleo del software
Gelcompar 1I®. El niimero indica el valor de bootstrap calculado sobre 500 repeticiones (p<0,05)
(*: aislamientos procedentes de un mismo brote epizo6tico).
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5.5.1.3. Empleo de primers REP

En la Figura 11 se presenta las corrida electroforética correspondiente a la
tipificacion con primers REP de las especies A. allosaccharophila (Al y A2), A.
hydrophila (H1, H2, H4, H6 y H8 a H12) y A. veronii (V1, V2 y V5 a V8). En la
Figura 7 se presentan los resultados de dicha técnica correspondiente a las especies
A. bestiarium (Bl y B2) y A. veronii (V1 a V11). Mediante esta técnica no fue
posible tipificar un aislamiento de A. hydrophila (H4) y un aislamiento de A.
punctata (P5). En la Figura 7 se muestran los resultados correspondientes a la
tipificacion de A. bestiarium (B1 y B2) para esta técnica. No fue posible tipificar
mediante el empleo de estos primers cuatro aislamientos de A. hydrophila (H3, HS,
H7 y H13), cuatro aislamientos de A. punctata (P2 a P5) y cinco aislamientos de A.
veronii (V3,V4yV9aVll).
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Figura 11. Corrida electroforética en la que se muestran los resultados
de la PCR empleando primers REP realizada sobre Aeromonas
allosaccharophila (A), A. hydrophila (H) y A. punctata (P) aisladas de
peces cultivados en Uruguay (L: ladder 10000 pb).

El uso de primers REP, fue el método de tipificacion menos efectivo, dado que a
partir de su empleo no se obtuvieron bandas en 10 de los aislamientos (29,4%),
mientras que en caso de ERIC, los aislamientos no tipificables fueron dos (5,9%) y
para BOX solo uno (2,9%). En la Figura 12 se presentan los resultados obtenidos a
partir del analisis de clusters realizado sobre la corrida electroforética de tipificacion
con primers REP de la especie A. hydrophila. Del mismo modo, en la Figura 13 se
presentan los resultados correspondientes a A. veronii.
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Figura 12. Analisis de clusters realizado sobre la corrida electroforética correspondiente a la tipificacion
de aislamientos de Aeromonas hydrophila (H1, H2, H4, H6 y H8 a H12) con primers REP mediante
empleo del software Gelcompar 11°. EI numero en cada nodo indica el valor de bootstrap calculado sobre

500 repeticiones (p<0,05).
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Figura 13. Analisis de clusters realizado sobre la corrida electroforética correspondiente a la tipificacion
de aislamientos de Aeromonas veronii (V1, V2 y V5 a V8) con primers REP mediante empleo del
softwareGelcompar TI®. El ntmero en cada nodo indica el valor de bootstrap calculado sobre 500

repeticiones (p<0,05).

5.5.2. Analisis filogenético a partir de las

secuencias del ARNr 16S

A continuacion se presentan los resultados del analisis filogenético realizado tanto
dentro y entre las especies identificadas en este trabajo, como también, entre dichos
aislamientos y los depositados en la base de datos RDP.

5.5.2.1. Andlisis intraespecifico para las e

species nacionales

Los dendogramas que se muestran a continuacion, fueron generados a partir de la
comparacion de las secuencias del gen ARNr 16S de aquellos aislamientos de
Aeromonas spp. identificados en el marco de esta investigacion con mas de dos

representantes.
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Figura 14. Arbol filogenético confeccionado a
partir del analisis comparativo de las secuencias del
ARNr 16S de Aeromonas hydrophila aisladas de
peces de cultivo de Uruguay. La escala indica la
distancia evolutiva calculada por el método
Maximum  Composite  Likelihood  (software
MEGA6®) (*: indica aislamientos procedentes de
un mismo brote epizootico).
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Figura 15. Arbol filogenético confeccionado a partir del
analisis comparativo de las secuencias del ARNr 16S de
Aeromonas punctata aisladas de peces de cultivo de
Uruguay. La escala indica la distancia evolutiva calculada
por el método Maximum Composite Likelihood (software
MEGAG6®) (*+: signos iguales indica aislamientos
procedentes de un mismo brote).
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Figura 16. Arbol filogenético confeccionado a
partir del analisis comparativo de las secuencias
del ARNr 16S de Aeromonas veronii aisladas de
peces de cultivo de Uruguay. La escala indica la
distancia evolutiva calculada por el método
Maximum  Composite  Likelihood  (software
MEGA6®) (*: indica aislamientos procedentes de
un mismo brote epizodtico).

En las Figuras precedentes (14 a 16) puede observarse la elevada similitud
intraespecifica en las secuencias que codifican para el ARNr 16S que presentan los

distintos aislamientos analizados.

5.5.2.2. Andlisis interespecifico de los aislamientos nacionales
El siguiente arbol representa las relaciones filogenéticas existentes entre las
secuencias del gen ARNr 16S de todas las especies de Aeromonas spp. procedentes

de este trabajo.
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Figura 17. Arbol filogenético
confeccionado a partir del analisis
comparativo entre todas las secuencias del
ARNTr 16S de Aeromonas spp. aisladas de

peces de cultivo de Uruguay. La escala

indica la distancia evolutiva calculada por
el método Maximum Composite Likelihood
(software MEGAG6®) (%, ®, ¢, 4 ¢ letras
iguales indican aislamientos procedentes de
un mismo brote epizootico).
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A partir del agrupamiento general de aislamientos en funcién de la similitud de
secuencias ARNr 16S presentado en la Figura 17, es posible apreciar el solapamiento
de especies diferentes que se produce dentro de un mismo cluster.

5.5.2.3. Analisis filogenético realizado entre los aislamientos nacionales y las
secuencias depositadas en RDP

Los arboles filogenéticos que se presentan a continuacion (Figuras 18 a 21), son
secciones del dendograma consenso confeccionado para el analisis comparativo
realizado entre las secuencias del gen ARNr 16S de los aislamientos nacionales y las
secuencias correspondientes depositadas en la base de datos RDP (el arbol
filogenético completo se puede observar en el Anexo 4).

Se emplearon un total de 183 secuencias para el andlisis. Treinta y un secuencias
correspondientes a los aislamientos de este estudio (dos secuencias de A.
allosaccharophila, dos secuencias de A. bestiarium, una de A. caviae, 12 secuencias
de A. hydrophila, cinco secuencias de A. punctata 'y 9 de A. veronii) y 152 secuencias
procedentes de la citada base de datos (29 secuencias de A. caviae, 70 secuencias de
A. hydrophila, dos de A. punctata y 51 secuencias de A. veronii). La base de datos no
posee secuencias depositadas de las especies A. allosaccharophila y A. bestiarium.
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S004445343 Asromonas wveronii CIFA-APW GR KM277749

secuencias del gen ARNr 16S de
Aeromonas spp. aisladas de peces de
cultivo de Uruguay y las depositadas
en la base de datos RDP en la que se
muestra la posiciébn que ocupan los
aislamientos: A2 de Aeromonas
allosaccharophila; B1 y B2 de A.
bestiarium; H2, H3, H5 a H13 de A.
hydrophila y V1 a V9 de A. veronii. La
escala indica la distancia evolutiva
calculada por el método Maximum
Composite  Likelihood  (software
MEGAG6®).

S 004231977 Asrom onas weronii GXAVWS 152 KM 099279
S004220167 Aercmonas veronii PM 79 KJ 729112
S004212978 Asromonas wveronii wZ-1 13441870
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La introduccion de aislamientos externos en el andlisis filogenético de las secuencias
del gen ARNr 16S permite corroborar el escaso poder discriminatorio que posee ésta
técnica para los aeromonadales, aunque, en comparaciéon con los resultados
obtenidos para el andlisis de aislamientos nacionales por separado, es posible
apreciar aqui la tendencia de las especies A. hydrophila y A. veronii a agruparse en
un mismo clado, junto con otros conespecificos procedentes de la base de datos y
también con la mayoria de los aislamientos de A. allosaccharophila y A. bestiarium
(Figura 18). En la Figura 20 se vera como los aislamientos nacionales pertenecientes
al complejo A. caviae/punctata se agrupan en un clado diferente junto con otros
conespecificos depositados en RDP y algunas cepas externas de A. hydrophila,
incluida H4.

S000585976 Aeromonas hydrophila subsp. null PHE 88 AHSS28 DQ 127823
S001612052 Aeromonas hydrophila subsp. null HROTOS10A-1 GQ47099S

Aeromonas weronii BG14 KFS988T2

]

oms oo [EYxs) [Elax ]

S001873925 Aeromonas hydrophila subsp. null ANSE1 GUZ08671

Figura 19. Seccion del arbol filogenético confeccionado a partir del andlisis comparativo entre las secuencias del
gen ARNr 16S de Aeromonas spp. aisladas de peces de cultivo de Uruguay y las depositadas en la base de datos
RDP en la que se muestra la posicion que ocupa el aislamiento Al de Aeromonas allosaccharophila. La escala
indica la distancia evolutiva calculada por el método Maximum Composite Likelihood (software MEGAG®).

404 phila subsp. null SK18 KF032712
5002410374 phila subsp. null D0S0501 HQT31685
S000147140 Aeromenas cavae ATCC 15487 80409
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5001241389 Aeromenas cavae W20080720 FJ407187

5001418432 Aeomonas caviae nA3 FJ947080
S001548457 Aeromonas caviae TM2 AB472939
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7 5002226541 Aeromonas cavae RCPS-2 HM 172488

5002305555 Aeromonas cavae T84 HQ407255

5002354882 Aeromonas punctata (T) type strain: NCIMB 13016 350408
5003260581 Aeromonas cavias JCM 1060 ABS26132

5003303048 Aeromonas cavae ZR078 JX173576

5003614389 Aeromonas cavias VITKP AN 1 JX307586

5003715815 Aeromonas cavae P 054 KC252785

5003810560 Aeromonas cavias W20 KC340846

5004045949 Aeromonas caviae W49 KFO17367

5004218382 Aeromonas cavae N25 KJE50079

5004446341 Aeromonas cavae CIFAKSGT KMZTTT47
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5000089360 Aeromonas hydrophila (T) type strain: LM G 19562 AJ508765
S000559124 Aeromenas hydrophila subsp. null 523 DQ095911
5000775568 Aeromonas hydrophila subsp. null AE 53 AY'387732
5001045272 Aeromonas hydrophila subsp. null SWCH-6 EUT00096
5001093438 Aeromonas hydrophila subsp. null AB388778

5001548420 Aeromonas hydrophila subsp. null No. 62 AB472902

Figura 20. Seccion del arbol filogenético
confeccionado a partir del analisis comparativo

entre las secuencias del gen ARNr 16S de
Aeromonas spp. aisladas de peces de cultivo de
Uruguay y las depositadas en la base de datos
RDP en la que se muestra la posicion que
ocupan los aislamientos: C1 de Aeromonas
caviae, H4 de A. hydrophila y P1 a P5 de A.
punctata.  La escala indica la distancia
evolutiva calculada por el método Maximum
Composite Likelihood (software MEGAG6®).
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5.5.3. Analisis filogenético a partir de las secuencias del gen gyrB

A continuacion se presentan los resultados del analisis filogenético realizado tanto
dentro y entre las especies identificadas en este trabajo, como también, entre dichos
aislamiento y los depositados en la base de datos Aeromonas MLST Databases.

5.5.3.1. Analisis intraespecifico para las especies nacionales

Los arboles filogenéticos que se muestran a continuacion (Figuras 21 a 23), fueron
generados a partir de la comparacion de las secuencias del gen gyrB de cada una de
las especies de Aeromonas spp. identificadas en el marco de esta investigacion.

H11
H12
H6*
H8
H9
H5
H13
1 H10
H2

H7 «
( o
H4

0.015 0.010 0.005 0.000

Figura 21. Arbol filogenético confeccionado a
partir del analisis comparativo de las secuencias del
gen gyrB de Aeromonas hydrophila (H2 a H13)
aisladas de peces de cultivo de Uruguay. La escala
indica la distancia evolutiva calculada por el
método Maximum Composite Likelihood (software
MEGAG6®) (*: indica aislamientos procedentes de
un mismo brote epizodtico).
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Figura 22. Arbol filogenético confeccionado a
partir del analisis comparativo de las secuencias del
gen gyrB de Aeromonas veronii (V1 a VI11)
aisladas de peces de cultivo de Uruguay. La escala
indica la distancia evolutiva calculada por el
método Maximum Composite Likelihood (software
MEGAG6®) (*,+: signos iguales indican aislamientos
procedentes de un mismo brote epizodtico).
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Figura 23. Arbol filogenético confeccionado a partir del
analisis comparativo de las secuencias del gen gyrB de
Aeromonas punctata (P1 a P5) aisladas de peces de cultivo
de Uruguay. La escala indica la distancia evolutiva
calculada por el método Maximum Composite Likelihood

(software MEGA6®)  (*+:

iguales indican

aislamientos procedentes de un mismo brote epizo6tico).
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5.5.3.2. Andlisis interespecifico de los aislamientos nacionales

El siguiente dendograma (Figura 24) representa las relaciones filogenéticas
existentes entre las secuencias del gyrB de todas las especies de Aeromonas spp.
aisladas de peces cultivados en nuestro pais en el marco de esta investigacion.
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Figura 24. Arbol filogenético confeccionado a
H2 partir del analisis comparativo entre todas las
H4 secuencias del gen gyrB de Aeromonas spp.
Al aisladas de peces de cultivo de Uruguay. La escala
indica la distancia evolutiva calculada por el
método Maximum Composite Likelihood (software
MEGA6®) (%, °, ¢ 9 ° letras iguales indican
aislamientos procedentes de un mismo brote
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Las relaciones filogenéticas interespecificas establecidas a partir de la comparacion
de las secuencias gyrB de los aislamientos nacionales de Aeromonas spp., permiten
crear conglomerados monoespecificos, a diferencia de lo que ocurre cuando se
emplean las secuencias de ARNr 16S con el mismo fin. Es posible apreciar en la
Figura 24, a su vez, asociaciones entre aislamientos procedentes de un mismo brote.

5.5.3.3. Analisis filogenético entre los aislamientos nacionales y las secuencias
depositadas en Aeromonas MLST Databases

A continuacidn se presentan los resultados correspondientes al analisis filogenético
realizado entre las secuencias del gen gyrB depositadas en Aeromonas MLST
Databases y las correspondientes a los aislamientos de Aeromonas spp. procedentes
de peces cultivados en nuestro pais.

Se emplearon 451 secuencias para este analisis. Veintinueve secuencias de
Aeromonas spp. procedentes de este estudio (una secuencia de A. allosaccharophila,
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una de A. bestiarium, una de A. caviae, 12 secuencias de A. hydrophila, 5 de A.
punctata y 9 secuencias de A. veronii) y 422 secuencias procedentes de la base de
datos mencionada (seis secuencias de A. allosaccharophila, 39 secuencias de A.
aquariorum, dos de A. bestiarium, 9 de A. caviae, una secuencia de A. encheleia,
cuatro de A. enteropelogenes, una de A. eucrenophila, 76 secuencias de A.
hydrophila, tres secuencias de A. jandanei, cinco de A. media, una secuencia de A.
molluscorum, una de A. popoffii, una de A. schubertii, 7 secuencias de A.
salmonicida, 165 secuencias de Aeromonas spp., 14 de A. sobria, una secuencia de
A. tecta y 86 secuencias de A. veronii)

En las Figuras 25 a 39 se presentan secciones del arbol filogenético 6ptimo obtenido
mediante el andlisis comparativo de todas las secuencias. El arbol completo se
presenta en el Anexo 4.
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Figura 25. Seccion del arbol filogenético confeccionado a partir del analisis comparativo entre las secuencias del
gen gyrB de Aeromonas spp. aisladas de peces de cultivo de Uruguay y las depositadas en la base de datos

PubMLST/Aeromonas en la que se muestra la posicion que ocupa el aislamiento B2 de Aeromonas bestiarium. La
escala indica la distancia evolutiva calculada por el método Maximum Composite Likelihood (software MEGA6®).
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Figura 26. Seccion del arbol filogenético confeccionado a partir del analisis comparativo entre las secuencias del
gen gyrB de Aeromonas spp. aisladas de peces de cultivo de Uruguay y las depositadas en la base de datos
PubMLST/Aeromonas en la que se muestra la posicidn que ocupan los aislamientos H2, H6, H11 y H12 de
Aeromonas hydrophila. La escala indica la distancia evolutiva calculada por el método Maximum Composite
Likelihood (software MEGAG®).
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Figura 27. Seccion del arbol filogenético confeccionado a partir del analisis comparativo entre las secuencias del
gen gyrB de Aeromonas spp. aisladas de peces de cultivo de Uruguay y las depositadas en la base de datos
PubMLST/Aeromonas en la que se muestra la posicion que ocupa el aislamiento H4 de Aeromonas hydrophila. La
escala indica la distancia evolutiva calculada por el método Maximum Composite Likelihood (software MEGA6®).
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Figura 28. Seccion del arbol filogenético confeccionado a partir del analisis comparativo entre las secuencias del
gen gyrB de Aeromonas spp. aisladas de peces de cultivo de Uruguay y las depositadas en la base de datos
PubMLST/Aeromonas en la que se muestra la posicidn que ocupan los aislamientos HS y H8 de Aeromonas
hydrophila y el aislamiento A2 de Aeromonas allosaccharophila. La escala indica la distancia evolutiva calculada
por el método Maximum Composite Likelihood (software MEGAG®).
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Figura 29. Seccion del arbol filogenético confeccionado a partir del analisis comparativo entre las secuencias del
gen gyrB de Aeromonas spp. aisladas de peces de cultivo de Uruguay y las depositadas en la base de datos
PubMLST/Aeromonas en la que se muestra la posicion que ocupan los aislamientos P1 a P5 de Aeromonas punctata

y el aislamiento C1 de Aeromonas caviae. La escala indica la distancia evolutiva calculada por el método Maximum
Composite Likelihood (software MEGAG6").
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Figura 30. Seccion del arbol filogenético confeccionado a partir del analisis comparativo entre las secuencias del
gen gyrB de Aeromonas spp. aisladas de peces de cultivo de Uruguay y las depositadas en la base de datos
PubMLST/Aeromonas en la que se muestra la posicion que ocupan los aislamientos H3 y H4 de Aeromonas
hydrophila. La escala indica la distancia evolutiva calculada por el método Maximum Composite Likelihood
(software MEGAG6®).
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Figura 31. Seccion del arbol filogenético confeccionado a partir del analisis comparativo entre las secuencias del
gen gyrB de Aeromonas spp. aisladas de peces de cultivo de Uruguay y las depositadas en la base de datos
PubMLST/Aeromonas en la que se muestra la posicion que ocupan los aislamientos H7, H9, H10 y H13 de

Aeromonas hydrophila. La escala indica la distancia evolutiva calculada por el método Maximum Composite
Likelihood (software MEGAG®).
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Figura 32. Seccion del arbol filogenético confeccionado a partir del analisis comparativo entre las secuencias del
gen gyrB de Aeromonas spp. aisladas de peces de cultivo de Uruguay y las depositadas en la base de datos
PubMLST/Aeromonas en la que se muestra la posicion que ocupa el aislamiento V1 de Aeromonas veronii. La escala
indica la distancia evolutiva calculada por el método Maximum Composite Likelihood (software MEGA6®).
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Figura 33. Seccion del arbol filogenético confeccionado a partir del analisis comparativo entre las secuencias del
gen gyrB de Aeromonas spp. aisladas de peces de cultivo de Uruguay y las depositadas en la base de datos
PubMLST/Aeromonas en la que se muestra la posicion que ocupa el aislamiento V2 de Aeromonas veronii. La escala
indica la distancia evolutiva calculada por el método Maximum Composite Likelihood (software MEGA6®).
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Figura 34. Seccion del arbol filogenético confeccionado a partir del analisis comparativo entre las secuencias del
gen gyrB de Aeromonas spp. aisladas de peces de cultivo de Uruguay y las depositadas en la base de datos
PubMLST/Aeromonas en la que se muestra la posicion que ocupa el aislamiento V3 de Aeromonas veronii. La escala
indica la distancia evolutiva calculada por el método Maximum Composite Likelihood (software MEGAG").
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Figura 35. Seccion del arbol filogenético confeccionado a partir del analisis comparativo entre las secuencias del
gen gyrB de Aeromonas spp. aisladas de peces de cultivo de Uruguay y las depositadas en la base de datos
PubMLST/Aeromonas en la que se muestra la posicion que ocupa el aislamiento V4 de Aeromonas veronii. La escala
indica la distancia evolutiva calculada por el método Maximum Composite Likelihood (software MEGA6®).
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Figura 36. Seccion del arbol filogenético confeccionado a partir del analisis comparativo entre las secuencias del
gen gyrB de Aeromonas spp. aisladas de peces de cultivo de Uruguay y las depositadas en la base de datos
PubMLST/Aeromonas en la que se muestra la posicion que ocupan los aislamientos V5 y V6 de Aeromonas veronii.
La escala indica la distancia evolutiva calculada por el método Maximum Composite Likelihood (software
MEGA6").
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Figura 37. Seccion del arbol filogenético confeccionado a partir del analisis comparativo entre las secuencias del
gen gyrB de Aeromonas spp. aisladas de peces de cultivo de Uruguay y las depositadas en la base de datos
PubMLST/Aeromonas en la que se muestra la posicion que ocupan los aislamientos V8 y V9 de Aeromonas veronii.
La escaloa indica la distancia evolutiva calculada por el método Maximum Composite Likelihood (software
MEGAG6").
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Figura 38. Seccion del arbol filogenético confeccionado a partir del analisis comparativo entre las secuencias del
gen gyrB de Aeromonas spp. aisladas de peces de cultivo de Uruguay y las depositadas en la base de datos
PubMLST/Aeromonas en la que se muestra la posicion que ocupa el aislamiento V7 de Aeromonas veronii. La escala
indica la distancia evolutiva calculada por el método Maximum Composite Likelihood (software MEGA6®).
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Figura 39. Seccion del arbol filogenético confeccionado a partir del analisis comparativo entre las secuencias del
gen gyrB de Aeromonas spp. aisladas de peces de cultivo de Uruguay y las depositadas en la base de datos
PubMLST/Aeromonas en la que se muestra la posicion que ocupan los aislamientos V10 y V11 de Aeromonas
veronii. La escala indica la distancia evolutiva calculada por el método Maximum Composite Likelihood (software
MEGAG").

Observando las figuras anteriores (25 a 39) se puede apreciar, a grandes rasgos, que
las secuencias gyrB de los aislamientos nacionales de A. hydrophila estan mas
relacionadas entre si, de lo que lo estdn las secuencias correspondientes a los
aislamientos nacionales de A. veronii, teniendo en cuenta el nimero de aislamientos
vecinos procedentes de Uruguay. A pesar de esto, el aislamiento H4 se aloja en un
cluster completamente aislado del resto de los aislamientos nacionales, al igual de lo
que ocurria al comparar las secuencias ARNr 16S.

Otro caso de particular interés lo constituyen los aislamientos V10 y V11, dado que
ademads de haberse agrupado juntos al ser enfrentados con 422 secuencias externas,
comparten un origen epizootioldgico comun.

También para la secuencia de este gen, los aislamientos de A. caviae y A. punctata
nacionales se encuentran altamente emparentados entre si.

5.6. Caracterizacion patologica

Se determind el efecto sobre la salud de los peces, de los aislamientos mas
representativos de las bacterias aeromonadales moviles aisladas de peces cultivados
en Uruguay, mediante el calculo DL50¢s. Para ello se escogieron aislamientos
representativos de las especies identificadas con mayor frecuencia, a saber: A.
hydrophila (38,2% de los aislamientos) y A. veronii (32,4%). A su vez dentro de
cada una de las especies se escogid un aislamiento con esperada alta patogenicidad y
otro de baja patogenicidad esperada en funcion de los criterios que se resumen a
continuacion.

5.6.1. Eleccion de aislamientos candidatos

La eleccion de los aislamientos se basd en la presencia o ausencia de aquellas
variables evaluadas que podrian indicar mayor o menor virulencia. Teniendo en
cuenta esto, se establecieron grupos de alta y baja patogenicidad esperada,
conformados por un representante de cada especie, en funcion del numero de genes
de virulencia identificados y la presencia/ausencia de actividad hemolitica.

De este modo, se escogieron como aislamientos de alta patogenicidad esperada

(APE):

- H2: aislamiento que posee todos los genes de virulencia relevados y presenta
actividad hemolitica.
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- V2: aislamiento que posee tres de los cinco genes de virulencia relevados (act, alt y
ast) (nimero maximo de genes de virulencia para la especie) y posee a su vez
actividad hemolitica.

Se escogieron como aislamientos de baja patogenicidad esperada (BPE):

- H11: aislamiento que posee tres de los cinco genes de virulencia relevados (ast, ela
y lip) (nimero minimo de genes de virulencia para la especie) y presenta actividad
hemolitica.

- V6: aislamiento que posee un unico gen de virulencia de los cinco evaluados (ela)
nimero minimo de genes de virulencia para la especie) y no posee actividad
hemolitica.

En la Tabla 16 se presentan los porcentajes de mortalidad acumulados a las 96 horas
posinfeccion para las cuatro bacterias seleccionadas.

Tabla 16. indices de mortalidad (%) observados en Australoheros facetus infectados
experimentalmente con distintos aislamientos de Aeromonas hydrophila (H2 y HI11) y
Aeromonas veronii (V2 'y V6).

Aislamiento Diluciones del inoculo (1=concentracion inicial)
(concentracion
inicial en ufc/mL) 1 12 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64
H2 (6,9x10%) 100 80 60 0 10 0 0
H11 (4,4x10%) 80 80 60 0 10 0 0
V2 (3,4x10%) 100 20 0 0 0 0 0
V6 (1,6x10%) 0 0 0 0 0 0 0
Control 0 0 0 0 0 0 0

5.6.2. Célculo de DL 50y para cada aislamiento seleccionado

A continuacion se presentan los resultados del céalculo de dosis letal para cada
aislamiento. En cada caso se muestran los distintos modelos de regresion simple
evaluados y el céalculo de la DL50¢s a partir del modelo més adecuado. No se
observaron mortandades en los animales procedentes del grupo control.

5.6.2.1. Aislamiento H2

En la Tabla 17 se presentan los porcentajes de mortalidad observados para las
distintas concentraciones de H2 inoculadas en los animales experimentales (valores
promediados a partir de tres repeticiones)

Tabla 17. Porcentajes de mortalidad observados
para las distintas  concentraciones  del
aislamiento H2 de Aeromonas hydrophila,
inoculado en Australoheros facetus.

Concentracion del indice de
inoculo (ufc/mL) mortalidad (%)

6,96 x10° 100

3,48 x10° 80

1,74 x10° 80

8,7 x108 40

4,35 x10° 10

2,18 x10% 0

1,09 x10® 0
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El indice de mortalidad inducido por H2 esté relacionado con su concentracion en el
indculo seglin los resultados obtenidos del ANOVA realizado sobre las variables
normalizadas (F; ¢=64,5; p=0,0005).

A partir de los datos presentados anteriormente se realizaron regresiones simples
testeando diferentes modelos, con la finalidad de hallar la ecuacidon que describa la
variabilidad en el indice de mortalidad con el mejor ajuste. En la Tabla 18 se
presentan los modelos de regresion simple evaluados para los resultados de DL50gg
obtenidos para el aislamiento H2, a su vez se muestra el indice de correlacion de
Pearson y el valor de R? presentado por cada uno de los modelos.

Tabla 18. Caracteristicas de los distintos modelos regresion simple
evaluados para el calculo de DL50¢s del aislamiento H2 de
Aeromonas hydrophila.

Modelo de regresion simple Correlacion de R?

Pearson
Cuadrado de Y Raiz Cuadrada de X 0,9634 92,81%
Raiz Cuadrada de Y Log de X 0,9612 92.,40%
Logaritmo de X 0,9582 91,81%
Raiz Cuadrada de X 0,9336 87,17%
Cuadrado de Y Log de X 0,9329 87,03%
Cuadradode Y 0,9235 85,29%
Raiz Cuadrada Doble 0,8879 78,83%

Teniendo en cuenta lo expresado en la Tabla 18, se escogi6 el modelo: "Cuadrado de
Y, Raiz cuadrada de X" como el mas adecuado para nuestro analisis.

En la figura 40 se muestra el grafico que describe el modelo ajustado a los datos de
H2.
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Figura 40. Grafico en el que se representa la ecuacion de regresion
simple correspondientes al modelo:  %mort,, = V(—2019,28 +
0,148485,/[H2]), utilizado para el céalculo de DL50ys del aislamiento H2
de Aeromonas hydrophila (trazo continuo: representacion grafica de la
funcion, trazo punteado: limites de confianza del modelo).

La ecuacioén de la curva correspondientes es:

%morty, = V(—2019,28 + 0,148485./[H2])
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Tomando 50 como el valor correspondiente a "%morty," en la ecuacion obtenemos
el siguiente valor de DL50q¢ para el aislamiento H2 (DL50gs H2):

DL50¢s H2=9,3x10® ufc/mL

5.6.2.2. Aislamiento HI11

Del mismo modo que en el caso anterior, en la Tabla 19 se presentan los porcentajes
de mortalidad observados para las distintas concentraciones de H11 inoculadas en los
animales experimentales (promedio de tres repeticiones).

Tabla 19. Porcentajes de mortalidad observados
para las distintas concentraciones del
aislamiento H11 de Aeromonas hydrophila,
inoculado en Australoheros facetus.

Concentracion del Indice de
inoculo (ufc/mL) mortalidad (%)
4,4x10° 90
2.2 x10° 90
1,1 x10° 0
5,5 x10° 45
2,75 x10® 10
1,38 x10® 0
6,88 x10’ 0

En este caso, el indice de mortalidad inducido por H11, también estuvo relacionado
con su concentracion en el inoculo (F; =18,84; p=0,0074).

En la Tabla 20 se presentan los modelos de regresion simple evaluados para los
resultados de DL50¢s obtenidos para el aislamiento H11, a su vez se muestra el
indice de correlacion de Pearson y el valor de R? presentado por cada uno de los
modelos.

Tabla 20. Caracteristicas de los distintos modelos regresion simple
evaluados para el calculo de DL50¢s del aislamiento H11 de
Aeromonas hydrophila.

Correlacion de

Modelo de regresion simple R?
Pearson
Cuadrado de Y 0,8890 79,03%
Cuadrado de Y Raiz Cuadrada de X 0,8887 78,97%
Raiz Cuadrada de X 0,8794 77,34%
Lineal 0,8674 75,25%
Raiz Cuadrada Doble 0,8275 68,48%
Logaritmo de X 0,8199 67,23%
Cuadrado de Y Log de X 0,8058 64,92%

Teniendo en cuenta la informacidon contenida en la tabla anterior (Tabla 20), se
escogio el modelo: "Cuadrado de Y" como el mas adecuado para nuestro analisis.

En la Figura 41 se muestra el grafico que describe el modelo ajustado a los datos de
HI11.
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Figura 41. Grafico en el que se representa la ecuacion de regresion simple
correspondientes al modelo:%morty,; = V(—279,163 + 0,00000218502 * [H11]),
utilizado para el calculo de DL50¢s del aislamiento H11 de Aeromonas
hydrophila (trazo continuo: representacion grafica de la funcion, trazo punteado:
limites de confianza del modelo).

La ecuacion de la curva correspondiente es:

%morty,, = V(—279,163 4+ 0,00000218502 * [H11])

Tomando 50 como el valor correspondiente a "%morty,," en la ecuacion
obtenemos el siguiente valor de DL50ys para el aislamiento H11 (DL50¢s H11):

DL509s_H11=1,3x10" ufc/mL

5.6.2.3. Aislamiento V2

En la Tabla 21 se presentan los porcentajes de mortalidad observados para las
distintas concentraciones de V2 inoculadas en los animales experimentales (valores
promediados a partir de tres repeticiones)

Tabla21. Porcentajes de mortalidad observados
para las distintas concentraciones del aislamiento
V2 de Aeromonas veronii, inoculado en

Australoheros facetus.
Concentracion del Indice de
inoculo (ufc/mL) mortalidad (%)
3,4x10° 90
1,7 x10° 60
8,4 x108 15
42 x10% 0
2,1 x108 0
1,05 x10® 0
5,25 x107 0

El indice de mortalidad inducido por V2 esta relacionado con su concentracion en el
inoculo seglin los resultados obtenidos del ANOVA realizado sobre las variables
normalizadas (F; ¢=113,24; p=0,0001).
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En la Tabla 22 se presentan los modelos de regresion simple evaluados para los
resultados de DL50s obtenidos para el aislamiento V2, a su vez se muestra el indice
de correlacion de Pearson y el valor de R? presentado por cada uno de los modelos.

Tabla 22. Caracteristicas de los distintos modelos regresion simple
evaluados para el calculo de DL50¢¢ del aislamiento V2 de
Aeromonas veronii.

Correlaciéon de

Modelo de regresion simple R?
Pearson
Cuadrado Doble 0,9786 95,77%
Cuadradode Y 0,9784 95,72%
Lineal 0,9738 94,82%
Raiz Cuadrada Doble 0,9621 92,56%
Raiz Cuadrada de Y 0,9505 90,35%
Raiz Cuadrada de X 0,9479 89,86%
Cuadrado de X 0,9238 85,34%

Si bien el modelo que mejor se ajusta a los datos en este caso es "Cuadrado doble",
no fue posible emplearlo para el calculo de dosis letal de V2 debido a que no posee
aplicabilidad biologica. Del tratamiento matemadtico de los datos surge que el indice
de mortalidad de V2 no depende de la dosis bacteriana a inocular, lo que no se
condice con el ANOVA realizado para el conjunto de datos normalizados, analisis
éste que indica una relacion significativa entre las variables: indice de mortalidad de
V2 y concentracion de V2 (F,=113,24; p<0,01). A continuaciéon se muestra la
ecuacion correspondiente al modelo "Doble cuadrado”: %morty, = V(101,785 +
0,0 * [V2]), como puede apreciarse, el término [V2] es nulo en todos los casos.
Teniendo en cuenta esto, se empleo el modelo "Cuadrado de Y" para el calculo de
dosis letal. En la Figura 42 se muestra el grafico que describe el modelo ajustado a
los datos de V2.
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Figura 42. Grafico en el que se representa la ecuacion de regresion simple
correspondientes al modelo: %mort,, = V(—734,483 + 0,00000254089 * [V2]),
utilizado para el calculo de DL50y4 del aislamiento V2 de Aeromonas veronii
(trazo continuo: representacion grafica de la funcion, trazo punteado: limites de
confianza del modelo).

La ecuacioén de la curva correspondiente es:

%morty, = V(—734,483 + 0,00000254089 * [V2])



Tomando 50 como el valor correspondiente a "%morty," en la ecuaciéon obtenemos
el siguiente valor de DL50gs para el aislamiento V2 (DL50ys_V2):

DL509s V2 =2,3x10"" ufc/mL

5.6.2.4. Aislamiento V6

Como puede observarse en la Tabla 23, no ocurrieron mortandades para ninguna de
las concentraciones del aislamiento V6 de Aeromonas veronii inoculado en
Australoheros facetus.

Tabla 23. Porcentajes de mortalidad observados
para las distintas concentraciones del aislamiento

V6 de Aeromonas veronii, inoculado en
Australoheros facetus.
Concentracion del Indice de
inoculo (ufc/mL) mortalidad (%)
1,6x10° 0
8,0x10° 0
4,0x10® 0
2,0x10® 0
1,0x10® 0
5,0x107 0
2,5x107 0

5.6.3. Comparacion entre aislamientos
En la Tabla 24 se resumen los resultados del calculo de DL50gs para los aislamientos
seleccionados.

Tabla 24. Dosis letal 50 en 96 horas (DL504s) para distintos aislamientos
de Aeromonas hydrophila (H2 y H11) y Aeromonas veronii (V2 'y V6)
obtenidas a partir de infeccion experimental del pez Australoheros

facetus.
Aislamiento DL50gs (ufc/mL)
H2 9,3x10°*
H1l 1,3x10° %
V2 2,3x10''"®
V6 sin mortandades °
Control negativo sin mortandades ©

a b ¢ Jetras diferentes indican diferencias (Estadistico Kruskall-

Wallis=20,46; p<<0,01)

Empleando los datos de mortandades generados para cada aislamiento, se llevo a
cabo un analisis no paramétrico (Kruskall-Wallis) para evaluar la significancia de las
diferencias observadas entre grupos, con un nivel de confianza del 95%. De este
modo se encontré que no existen diferencias entre las mortandades de peces
inducidas por la infeccion experimental con ambas especies de A. hydrophila
(aislamientos H2 y H11), siendo diferentes entre si las mortandades provocadas por
el aislamiento H2 de A. hydrophila y el aislamiento V2 de A. veronii. También se
encontraron diferencias entre todos los aislamientos que provocaron algun grado de
mortandad (H2, H11 y V2) y el conjunto formado por el aislamiento V6 de A. veronii
y el grupo control (estadistico Kruskall-Wallis=20,4604; p=0,00013625).

A partir de los resultados presentados anteriormente, es posible observar que los
aislamientos nacionales de A. hydrophila poseen una DL50¢s inferior a la
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desarrollada por los aislamientos de A. veronii, existiendo incluso un aislamiento de
A. veronii que no fue capaz de desarrollar mortandades observables durante el
periodo de estudio. Se aprecia, a su vez, que la patogenicidad desarrollada por los
aislamientos evaluados estuvo acorde a lo esperado de acuerdo a la cantidad de genes
de virulencia identificados, dado que H2 resultd6 mds patéogeno que HI1
(representantes de A. hydrophila con alta y baja patogenicidad esperada
respectivamente) y V2 lo fue mas que V6 (representantes de A. veronii alta y baja
patogenicidad esperada respectivamente).

5.6.4. Hallazgos histopatoldgicos en los peces infectados
En las imagenes siguientes se presentan los hallazgos de histopatologia mas
significativos observados en branquias (Imagen 1), higado (Imagen 2) y rifion
posterior (Imagen 3) de los peces infectados experimentalmente con los aislamientos
de A. hydrophila y A. veronii empleados en los célculos de DL50gg.

Imagen 1. Principales hallazgos histopatologicos
observados en branquias de Australoheros facetus
infectados ~ experimentalmente  con  distintos
aislamientos de A. hydrophila (H2 y HI1) y A.
veronii (V2 y V6) procedentes de peces cultivados en
Uruguay (C: animales no infectados) (400x). Los
asteriscos indican zonas de hemorragia al interior de
los filamentos branquiales y las flechas indican
edema lamelar.



Las lesiones mas significativas observadas en el tejido branquial, se caracterizan por
la presencia de edema de laminillas secundarias y hemorragias al interior de los
filamentos branquiales. Si bien no es posible realizar una comparacion objetiva entre
los hallazgos realizados para cada aislamiento, se aprecia la notoria diferencia entre
los tejidos de los animales infectados y los correspondientes al grupo control.

Imagen 2. Principales hallazgos histopatologicos
observados en higado de Australoheros facetus
infectados  experimentalmente  con  distintos
aislamientos de A. hydrophila (H2 y HI1l) y A.
veronii (V2 y V6) procedentes de peces cultivados en
Uruguay (C: animales no infectados) (200x). Las
flechas indican distintos grados de vacuolizacion del
parénquima hepatico.

En el tejido hepatico de los animales infectados es posible observar distintos grados
de alteracion, que van desde la degeneracion hidropica de algunos hepatocitos, hasta
la vacuolizacién de amplias zonas del higado. Se aprecia a su vez hemorragia y
edema en el parénquima hepatico de todos los animales infectados y necrosis difusa
del tejido hepatico.

Las alteraciones observadas en rindén posterior de los animales infectados se
caracterizan, a grandes rasgos, por hemorragia y edema intersticial. En H2 en
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particular se aprecian masas de células necroticas (flechas de trazo fino), en V2 es
posible apreciar depodsitos de material hialino en el epitelio de algunos tubulos
renales (flechas de trazo grueso). En H11 se aprecia el aumento del espacio de
Bowman provocado por el edema y la consiguiente compresion glomerular
(representado con *). Es también notorio el edema desarrollado en V6 y la
consecuente compresion de los tubulos asociados al proceso.

Imagen 3. Principales hallazgos histopatologicos
observados en rifion posterior de Australoheros
facetus infectados experimentalmente con distintos
aislamientos de A. hydrophila (H2 y HI1l) y A.
veronii (V2 y V6) procedentes de peces cultivados en
Uruguay (C: animales no infectados) (400x). Las
flechas de trazo fino muestran acumulos de células
necroticas, las flechas de trazo grueso indican
depdsitos de material hialino y los asteriscos ocupan
el espacio de Bowman aumentado.
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6. DISCUSION

Los trabajos de caracterizacion de bacterias acromonadales moviles existentes hasta
el momento se centran en la evaluacion de caracteres relacionados con la diversidad
y patogenicidad de los aislamientos, empleando técnicas que han ido variando y
haciéndose mas especificas y sensibles con el paso del tiempo (Aguilera-Arreola et
al., 2005).

Es de destacar a su vez la escasa informacion existente en relacion a este tema en lo
que refiere a los aislamientos de aeromonadales procedentes de la acuicultura
fundamentalmente, a pesar de que se trata de uno de los grupos de patdogenos mas
relevantes para la actividad.

Esta tesis constituye la primera investigacion en la que se realiza una caracterizacion,
desde el punto de vista bioquimico, genético y patoldogico, de un numero
representativo de aeromonadales moviles aislados de peces de cultivo con afecciones
clinicas.

6.1. Origen e identificacion de los aislamientos

Comparando los resultados de identificacion fenotipica y genotipica obtenidos para
un mismo aislamiento en esta investigacion, observamos que los taxones coinciden
Ginicamente en el 35,3% de los casos. Mediante el empleo del kit API 20 NE® fue
posible identificar con seguridad a diez de los 13 aislamientos de Aeromonas
hydrophila evaluados (76,9%) y el unico aislamiento de A. caviae, todos ellos como
miembros del complejo "Aeromonas hydrophila - caviae" segin la base de datos del
fabricante. A su vez, con el empleo del kit se identifico en varias oportunidades y de
manera errénea, a la especie A. sobria, 1o que no pudo ser corroborado con la
informacion genotipica.

Kozinzka et al. (2002), comparando los resultados obtenidos a partir de la
identificacion fenotipica con API 20E®™ y la genotipica a partir de RFLP del gen que
codifica para el ARNr 16S, de 34 aislamientos de Aeromonas procedentes de carpas
(Cyprinus carpio), encuentran también dos Unicas fenoespecies identificadas como
los complejos A. hydrophila y A. sobria a pesar de corresponderse con seis especies
diferentes luego de la identificacion molecular. A diferencia de lo ocurrido con
nuestros resultados, estos autores lograron identificar con seguridad unicamente el
35,1% de los aislamientos de A. sobria, siendo erréneas todas las identificaciones
fenotipicas de A. hydrophila.

Los trabajos publicados sobre microorganismos aeromonadales aislados en nuestro
pais hasta el momento, emplean en todos los casos métodos fenotipicos de
identificacion y hacen referencia, mayoritariamente, a casos clinicos procedentes de
algin tipo de piscicultura. En dichos articulos se mencionan las especies: Aeromonas
caviae, A. hydrophila, A. sobria y A. veronii (Carnevia et al., 2001 y 2003; Chéavez et
al., 2003; Carnevia et al., 2005; Letamendia et al., 2007; Perretta et al., 2007 y
Carnevia et al., 2009a,b), como agentes primarios o secundarios aislados de procesos
patologicos observados en distintas especies de peces de acuario y para consumo
humano. Existen a su vez otras dos publicaciones de origen nacional, referentes a
Aeromonas spp., no relacionadas con la piscicultura. En una de ellas los aislamientos
provienen de casos clinicos en medicina humana (nifios con diarrea sanguinolenta)
(Mota et al., 2010) y en la otra, Aeromonas sp. fue aislada de Chelonya midas
(tortuga verde) con dermatitis necrotica (Ferrando et al., 2011).
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Teniendo en cuenta lo anterior y debido a que la identificacion de especies del
género Aeromonas en nuestro pais se ha basado unicamente en el empleo de kits
comerciales (Microbact® de Ox0id® y API20NE®™ de Biomericux®), el nimero y la
identidad de las especies diagnosticadas hasta el momento puede estar siendo
subestimada. En este sentido, varios autores coinciden en que los métodos
miniaturizados comerciales de identificacion, empleados rutinariamente en los
laboratorios de ictiopatologia (Vitek®, API 20E® y 20NE®, Biolog GN,
Microplates®, BBL Crystal® o Microscan Walk/Away™) no son capaces de identificar
de modo preciso las especies de Aeromonas. Estos kits tienden a identificar todos los
aislamientos de Aeromonas como pertenecientes al complejo A. hydrophila (Joseph y
Carnahan, 1994; Kozinska et al., 2002; Park et al., 2003; Soler et al., 2003).

En lo que respecta a los paises de la region y teniendo en cuenta aquellos con los que
compartimos cuencas hidrogréaficas y entre los cuales a su vez se comercializan y
distribuyen peces vivos sin certificacion sanitaria, podemos destacar que en
Argentina se han hallado las especies A. hydrophila, A. salmonicida subsp.
pectinolytica y A. sobria (Parodi y Preso, 1983; Fracchia de Salvay, 1986; Fernandez
et al., 2000 y Pavan et al., 2000) mientras que las especies identificadas en Brasil
hasta el momento son A. allosaccharophila, A. bestiarium, A. caviae, A. encheleia, A.
eucrenophila, A. hydrophila, A. jandanei, A. media, A. trota, A. veronii biovar
veronii, A. veronii biovar sobria, A. schubertii y A. sobria (Moro et al., 1997; Mores
et al., 1998; Pereira et al., 2004; Evangelista-Barretto et al., 2006; Guerra et al.,
2007, Scoaris et al., 2008; Evangelista-Barretto et al., 2010 y Razzolini et al., 2010).

Unicamente una publicacion reciente emplea métodos moleculares para identificar a
nivel especifico bacterias acromonadales aisladas de un brote de diarrea en humanos
en Brasil (Mendez-Marquez et al., 2012).

Cabe destacar que, a diferencia de lo que ocurre en nuestro pais donde la
investigacion sobre aeromonadales ha estado enfocada principalmente en la
ictiopatologia, en los paises de la region el aislamiento e identificacion de
aeromonadales se ha llevado a cabo, fundamentalmente, en el marco de
investigaciones relacionadas con medicina humana y salud publica.

A partir del presente estudio y con base en la identificacion genotipica, se suman las
especies Aeromonas allosaccharophila, A. bestiarium y A. punctata a las ya
diagnosticadas para Uruguay. Vale la pena advertir, en este sentido, acerca de la
posible identificacion erronea de las especies de Aeromonas anteriormente
diagnosticadas para nuestro pais, teniendo en cuenta las dificultades de identificacion
fenotipica descritas ampliamente.  En particular, la identificacion fenotipica de A.
sobria podria ser debida al solapamiento de perfiles bioquimicos entre especies del
género y no a la presencia real de la genoespecie mencionada.

En referencia a las especies de Aeromonas aisladas en la region, se destaca el primer
registro de A. punctata para los paises mencionados, aunque, en este sentido debe
advertirse que, como se menciond anteriormente, para Schubert y Hegazi (1988), A.
caviae (especie ya citada en Brasil y Uruguay) es un sindnimo posterior e ilegitimo
de A. punctata, por lo que podrian existir discrepancias en la identificacion de estos
taxones.
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6.1.1 Hallazgos epizootiologicos

Las especies mas representativas de los aislamientos nacionales de aeromonadales
fueron Aeromonas hydrophila (38,2%) y A. veronii (32,4%), seguidas por A.
punctata (A. punctata: 14,7%; A. punctata + A. caviae: 17,6%). Coincidentemente,
estas tres especies son las que se reportan con mayor frecuencia en el mundo como
agentes etioldgicos aislados de organismos acudticos de cultivo, casos clinicos en
humanos y distintos cuerpos de agua (Radu et al., 2003; Hatha ez al., 2005; Martin-
Carnahan y Joseph, 2005; Figueiras et al., 2011, Carvalho et al., 2012). Aeromonas
hydrophila, a su vez, ha sido diagnosticada como la bacteria mas prevalente en
epizootias por Gram negativos en la acuicultura nacional (Carnevia et al., 2013).

A pesar de que A. hydrophila es clasicamente la especie de aecromonadales moéviles
mas citada como agente causal de SAM en peces de agua dulce (Aoki, 1999), es de
destacar que la prevalencia de aislamientos de A. veronii recuperados de peces con
SAM cultivados en nuestro pais es similar a la alcanzada por A. hydrophila. Jagoda
et al. (2014), analizando aislamientos de aeromonadales moviles obtenidos de peces
ornamentales con SAM en Sri Lanka, encuentran una prevalencia de A. veronii
cercana al 80%, argumentando que estas diferencias en la prevalencia historica con
respecto a A. hydrophila en peces de cultivo es una tendencia en los articulos mas
recientes y puede ser debida a los avances en la identificacion molecular de
aeromonadales.

La asosiacion existente entre el tipo de explotacion piscicola y la especie de pez que
se cultiva puede explicarse teniendo en cuenta que los cultivos llevados a cabo en
cada establecimiento son, en su mayoria, monoespecificos y a su vez el niimero de
especies de peces cultivadas en nuestro pais en escasa. En consecuencia, es frecuente
encontrar una asociacion entre estas variables, siendo el cultivo de esturiones la
actividad predominante en los establecimientos de piscicultura para consumo
humano en Uruguay y la cria de carasius y peces tropicales el rubro mas
representativo del acuarismo.

La asociacion hallada entre el tipo de explotacion y el tipo de caso clinico puede
deberse fundamentalmente a las condiciones de vida de los animales en cada
establecimiento. Para asegurar la rentabilidad de la piscicultura intensiva, ya sea para
consumo humano o de peces ornamentales, los animales deben ser mantenidos a la
mayor densidad posible soportada por el sistema de cultivo. En estas condiciones de
vida, se disparan una serie de factores predisponentes a la aparicion de SAM u otras
epizootias, tales como hipoxia, elevada carga de materia orgénica, excesiva
competencia por el alimento. A su vez la probabilidad de contacto entre animales se
incrementa y la contaminacién del agua con excrementos de los peces en cultivo
aumenta, lo que favorece el ingreso de los patdgenos al sistema y la dispersion de los
mismos, asi como también la posibilidad de contacto con eventuales puertas de
entrada (Noga, 1996; Aoki, 1999; Austin y Austin, 2007).

A diferencia de lo anterior, los peces mantenidos en acuarios y bioterios se
encuentran, generalmente, en mejores condiciones de vida desde el punto de
epizootioldgico. Las densidades de animales por volumen de agua que se manejan
son mas bajas que en la piscicultura intensiva, la alimentacion en general es ad
libitum y se mantienen las condiciones de temperatura, oxigenacion y calidad del
agua de modo constante y adecuado para cada especie. Todo esto conlleva a una
disminucion considerable de los factores predisponentes para el desencadenamiento
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de epizootias, por lo que la mayoria de los casos clinicos observados en este tipo de
explotaciones piscicolas son individuales.

El caso particular de los acuarios comerciales que se ubican en tiendas de mascotas y
clinicas veterinarias, podria ser una excepcion a lo anterior. En aquellos casos en los
que se hace un mal manejo (caracterizado por elevadas densidades de animales,
exceso de alimento, temperatura inadecuada para la especie, cohabitacion de especies
no compatibles, escaso recambio de agua) se observan casos de epizootias con
elevadas mortandades, al igual que en la piscicultura intensiva.

6.2. Caracterizacion bioquimica

Tal como se habia mencionado previamente, a partir de la caracterizacion bioquimica
realizada por medio del kit API 20NE® no fue posible discernir adecuadamente entre
especies de Aeromonas, debido al solapamiento de perfiles bioquimicos observado
entre los distintos aislamientos. Esta heterogeneidad fenotipica impide a su vez,
extraer del analisis caracteres que permitan relacionar a los distintos aislamientos con
algunas de las variables epizootioldgicas relevadas.

A pesar de la diversidad fenotipica que presenta el grupo de los aeromonadales,
varios autores coinciden en que existen algunos rasgos que se mantienen constantes
para todas las especies de Aeromonas méviles (Chong et al., 1980, Carnahan et al.,
1991; Abbott et al., 1992; Abbott et al., 2003). Si comparamos esta informacion con
los resultados obtenidos para los aislamientos locales de Aeromonas, se pueden
establecer las discrepancias que se resumen en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Descripcion de los rasgos fenotipicos de Aeromonas spp. moviles en los que se hallé discrepancia
entre los perfiles obtenidos de aislamientos de peces de Uruguay y la informacion publicada (Chong et al., 1980,
Carnahan et al., 1991; Abbott et al., 1992; Abbott et al., 2003).

Informacion aportada por la bibliografia Hallazgos en aislamientos nacionales

La produccion de indol es variable entre especies de  Todos los aislamientos nacionales evaluados
Aeromonas moviles. produjeron indol

Unicamente las especies Aeromonas bestiarium, A.
caviae y A. punctata realizaron hidrélisis acida de la
Todas las Aeromonas spp. son capaces de realizar glucosa. Uno de los dos aislamientos de A.
hidrdlisis acida de la glucosa. allosaccharophila present6 resultados negativos para
esta reaccion, al igual que el 33% de los aislamientos
de A. hydrophila y el 36% de A.veronii.

Ambos aislamientos de A. allosaccharophila
emplearon la enzima ureasa, al igual que uno de los
aislamientos de A. punctata y uno de A. veronii.

Las especies de Aeromonas méviles no hacen uso de
la enzima ureasa.

Todas las especies de Aeromonas méviles hacen uso  Un aislamiento de Aeromonas veronii no hizo uso de
de la enzima B-galactosidasa. esta enzima

Un aspecto a destacar de la caracterizacion bioquimica de los aeromonadales
nacionales, es el comportamiento de los aislamientos V1, V3, V4, V10 y V11, ante
las variables hidrolisis de arginina y esculina. Las pruebas bioquimicas minimas para
diferenciar las biovariedades de Aeromonas veronii son descarboxilacion de ornitina
(-: biovar. sobria), actividad arginino dihidrolasa (+: biovar. sobria) y arbutino
dihidrolasa (-: biovar. sobria) e hidrolisis de esculina (-: biovar. sobria); basandonos
en las Ginicas dos variables de estas que permite evaluar el kit API 20 NE® (hidrélisis
de arginina y esculina), los aislamientos mencionados se corresponden con la
subespecie sobria (Aeromonas veronii biovar. sobria). El resto de los aislamientos
nacionales de Aeromonas veronii no pueden ser asignados a ninguna biovariedad en
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funcion del esquema de diferenciacion que planteamos con este kir.

Es interesante resaltar a su vez, que los aislamientos identificados como Aeromonas
veronii biovar. sobria, segin el esquema citado, fueron los Unicos identificados por
el kit API 20NE® como Aeromonas sobria, el resto de los aislamientos nacionales
identificados a nivel molecular como Aeromonas veronii y a los que no se les pudo
asignar una biovariedad, fueron identificados como Aeromonas hydrophila/caviae
segun el kit. API 20NE® identifico a su vez como A. sobria a aislamientos de otras
dos especies no A. veronii segun la identificacion molecular, a saber: A2, H7 y H8.

Si bien la investigacion en variantes bioquimicas en acromonadales se ha dejado de
lado en las ultimas décadas, debido fundamentalmente al advenimiento de las
técnicas moleculares de identificacion y tipificacion, una investigacion reciente pone
de manifiesto el rol de las vias metabolicas diferenciales en la patogenicidad de
Aeromonas hydrophila (Pang et al., 2015). Estos autores demostraron, a partir de
secuenciado masivo y analisis de secuencias funcionales COG, que los genomas de
aislamientos epizodticos y altamente virulentos detectados en China y EEUU,
difieren de otros aislamientos ambientales o no virulentos, unicamente en que poseen
genes adicionales involucrados en funciones tales como el metabolismo y transporte
de carbohidratos. En particular, estos autores hallan tres vias metabdlicas
diferenciales en estas cepas epizodticas que involucran la utilizacion de myo-inositol,
acido sialico y L-fucosa. Esta diversidad de vias metabolicas le aportarian a estas
cepas una ventaja nutricional sobre el resto que favoreceria su diseminacion clonal.
Mas adelante veremos como estos aislamientos epizodticos procedentes de China y
EEUU poseen estrechas relaciones filogenéticas que hacen suponer la transmision de
clones de un continente a otro.
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6.3. Antibiograma

Todos los aislamientos nacionales de Aeromonas spp. fueron resistentes a por lo
menos tres de los diez antibidticos evaluados en esta investigacion. La elevada
resistencia que se observa en las bacterias acromonadales es un hecho destacado por
varios autores.

Sin importar el origen de los aislamientos, es posible encontrar cepas de Aeromonas
spp. resistentes a uno o mas antibidticos, ya sea que provengan de pacientes
humanos, cuerpos de agua naturales o contaminados, alimentos crudos o procesados,
animales sanos o enfermos. Existe consenso en afirmar, a su vez, que la resistencia a
antibidticos desarrollada por estos microorganismos se ha visto incrementada en los
ultimos afios, por un lado debido al desarrollo de cepas multirresistentes procedentes
de las aguas residuales de hospitales y plantas de tratamiento urbanas y por otro lado
debido al uso indiscriminado de antibidticos que ha hecho historicamente la
acuicultura (Schmidt, 2000; Janda y Abbott, 2010; Kaskhedikar y Chhabra, 2010;
Saavedra, 2012).

Varios estudios sugieren que existe un flujo bidireccional de genes de resistencia a
antibidticos, entre el medio acuatico natural y las fuentes antropogénicas, siendo la
acuicultura y sus actividades derivadas (tales como el movimiento internacional de
peces y agua de cultivo y el mal uso de antibioticos hecho por acuicultores y
acuaristas) un factor que incide de manera considerable en la aparicidon de resistencia.
Se han hallado numerosos elementos moéviles del genoma presentes en bacterias del
medio acudtico que poseen una elevada homologia con las secuencias de pldsmidos e
integrones de importancia clinica (Rhodes et al., 2000; Verner-Jefferys et al., 2009).

Martin-Carnahan y Joseph (2005), revisando una extensa bibliografia, consideran
que la mayoria de las especies de Aeromonas moviles son generalmente resistentes a
la penicilina, ampicilina, carbenicilina y tricarsilina, pero contintan siendo
susceptibles a las cefalosporinas de segunda y tercera generacion, aminoglucosidos,
carbapenems, cloramfenicol, tetraciclinas, sulfametoxazole-trimetoprim y
quinolonas. La Unica excepcion conocida hasta el momento lo constituye Aeromonas
trota, debido a que es sensible a la ampicilina, al igual que algunas cepas de
Aeromonas caviae (Carnahan et al., 1991).

Si bien existen pocas investigaciones que comparen la susceptibilidad entre especies,
algunos autores destacan que A. hydrophila es mas resistente a los antibidticos que A.
caviae y A. sobria, especialmente a las penicilinas y cefalosporinas (Motyl et al.,
1985; Chang y Bolton, 1987). En nuestro caso, no se encontraron diferencias entre
especies en lo que respecta a la susceptibilidad promedio, desarrollada para el
conjunto de los antibiodticos analizados (Chi2=104,627; g.l.: 306; p=1,0).

Para Yi et al. (2014), las discrepancias que se observan en la prevalencia de
resistencia a distintos antibidticos en aeromonadales aislados de diferentes unidades
de cultivo (ya sea peces o agua), ademas de responder a factores globales, puede ser
debida a la expresion de distintos mecanismos de resistencia en aislamientos que se
hayan expuestos a presion de seleccion inducida por el uso de diferentes antibioticos
segun cada acuicultura.

Se han descrito diversos mecanismos de resistencia a antibidticos en Aeromonas
spp., algunos de ellos derivan de la expresion de genes cromosomales y otros pueden
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ser adquiridos y transferidos horizontalmente a través de elementos moviles del
genoma (Janda y Abbott, 2010).

6.3.1. indice de Multirresistencia a Antibiéticos (MAR)

Varios autores han empleado este indice en acromonadales como una herramienta
para inferir el posible origen de los aislamientos, en relacion con la presion de
seleccion por antibidticos a la que habrian sido sometidos (Pettibone et al.,1996;
Vivekanandhan et al., 2002; Igbinosa et al., 2013; Johny y Subashkumar, 2014; Yi et
al., 2014).

Nuestros hallazgos muestran que la mayoria de los aislamientos nacionales de
Aeromonas spp. (82,3%) presentan multirresistencia y son originarios de ambientes
con alta presion de seleccion por antibioticos (MAR: 0,28 a 0,71). La historia
epizootioldgica de los aislamientos nacionales apoya esta idea, dado que los
aislamientos que poseen indices MAR superiores a 0,2 provienen de sistemas de
cultivo en los que se hace uso de antibidticos y los aislamientos con indices
inferiores a esta cifra fueron obtenidos de ambientes con escaso o nulo uso de estas
drogas.

Los aislamientos H8 y H9 de A. hydrophila se destacan con respecto al resto, debido
que son resistentes a siete de los diez antibidticos evaluados (MAR: 0,71). Estos
aislamientos proceden de una epizootia de bacteriosis cutanea en Lebistes (Poecilia
reticulata) diagnosticada en un criadero de peces ornamentales de Montevideo (H8)
y una epizootia de SAM diagnosticada en un criadero de esturiones en el
departamento de Durazno (H9), ambientes ambos, en los que se emplean antibioticos
rutinariamente, ya sea en el alimento, como en el agua de cultivo o inyectable.
Ademas de ser resistentes a los B-lactamicos (AMD, AP y P), H8 y H9 desarrollaron
también resistencia hacia los macrélidos (ER), tetraciclinas (OT), fenicoles (TFM) y
antifolatos (SXT).

El aislamiento V3 de Aeromonas veronii también posee un indice MAR (0,7) similar
al de H8 y H9. Este aislamiento, procedente de una epizootia de SAM registrada en
el mismo criadero de esturiones de donde se aisldo H9, desarrollo resistencia a los
mismos antibioticos que estas bacterias (H8 y H9) salvo hacia los antifolatos (SXT).

En contraposicion con lo anterior, los aislamientos Al y A2 (Aeromonas
allosaccharophila), B2 (A. bestiarium) y H10 (A. hydrophila) poseen indices MAR
que indican que proceden de ambientes con escaso o nulo uso de antibidticos. Todos
estos aislamientos presentan resistencia a los B-lactdmicos y dos de ellos ademas,
fueron resistentes a la eritromicina (A2 y H10). El aislamiento Al procede de una
epizootia de SAM, con elevadas mortandades, que se registr6 en un cultivo de
sdbalos ubicado en una zona rural del limite entre los departamentos de Artigas y
Salto, a los pocos meses de comenzar a funcionar; A2, por su parte también fue
aislada de un criadero con poco tiempo de funcionamiento, el mismo se dedica al
cultivo de esturiones y se situa sobre el Rio Negro (Tacuarembo), aguas arriba del
establecimiento de cria de esturiones mencionado anteriormente. Los aislamientos
B2 y H10 provienen de casos clinicos individuales (B2: ascitis infecciosa en carasius
y H10: carasius subclinico) observados en el bioterio del Instituto de Investigaciones
Pesqueras de Facultad de Veterinaria. Es de nuestro conocimiento que en todos los
sistemas de cultivo mencionados, no se hace uso de antibidticos o por lo menos no se
habia hecho uso hasta el momento de realizar los aislamientos, por lo que la
procedencia de estas bacterias estaria acorde con lo esperado segun el valor de indice
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MAR que poseen.

Los aislamientos HI a H7 y H11 a H13, por su parte, poseen valores de dicho indice
que apenas los sitiian dentro de la categoria multirresistentes (todos poseen indices
MAR=0,28), cabe destacar que estos aislamientos son originarios a su vez de
ambientes con escaso o nulo uso de antibioticos (H1, HS, H6, H7, H11, H12 y H13),
o fueron aislados de pisciculturas en momentos donde el uso regular de
antimicrobianos ain no se habia instalado (H2, H3 y H4).

6.4. Caracterizacion genética

6.4.1. Genes de virulencia

Teniendo en cuenta que la expresion de algunos factores asociados a virulencia en
aeromonadales podria estar afectada por las condiciones medioambientales (Jagoda
et al., 2014), los métodos in vitro (empleando cultivos celulares) e in vivo (modelo
animal) de evaluacion de la patogenicidad, si bien aportan informacion de utilidad,
pueden brindar resultados confusos al enmascarar el potencial genético de una cepa
enfrentada a un ambiente en particular. En este sentido, los métodos de evaluacion
basados en la informacion contenida en el genoma permiten conocer la patogenicidad
potencial de los aislamientos, mas alla de la expresion génica en un momento
determinado (Ottavini et al., 2011).

La busqueda de genes de virulencia en Aeromonas spp. ha sido empleada por varios
autores como una herramienta para evaluar la patogenicidad en funcion del nimero y
tipo de genes y su relacion con la procedencia de los aislamientos (ambientes
acuaticos naturales o contaminados, peces sanos o enfermos, alimentos, pacientes
humanos, entre otros). De este modo, se ha encontrado en varias investigaciones, una
elevada incidencia de los genes act, alt y ast, en cepas de Aeromonas spp. aisladas de
pacientes hospitalizados por afecciones intestinales, a diferencia de lo que ocurre en
aislamientos obtenidos de pacientes con sindromes extraintestinales, en cuyo
repertorio de genes de virulencia predominan aquellos que codifican para proteasas,
sideroforos, lipasas, pilis y sistemas de secrecion. Los aislamientos
medioambientales de Aeromonas spp., por su parte, poseen por lo general, genes de
virulencia que codifican para proteinas implicadas en sindromes tanto intestinales
como extraintestinales, hecho que posiciona a esta fuente de aislamientos como un
reservorio de genes de virulencia (Kingdome et al., 1999; Aguilera-Arreola et al.,
2005; Chacon et al., 2005; Janda y Abbott, 2010).

Teniendo en cuenta lo anterior, algunos autores han propuesto la existencia de
ecotipos o patotipos de Aeromonas spp. en funcion de la existencia de una marcada
correlacion entre la presencia de determinados genes de virulencia y el ambiente de
origen de cada aislamiento. Estudios de tipificacion global del genoma, han
demostrado a su vez, la tendencia de los aislamientos de aeromonadales moviles a
agruparse en clusters en funcion de la region geografica de donde proceden
(Aguilera-Arreola et al., 2005; Metz, 2015).

Debido a que los aislamientos empleados en este estudio provienen Unicamente de
peces de cultivo infectados, no fue posible inferir a partir de nuestros resultados la
relacion existente entre el nimero y tipo de genes virulencia y otras fuentes de
aislamientos, tales como fuentes de agua, alimentos, peces sanos, etc. A pesar de
ello, los andlisis realizados en funcion de las variables epizootiologicas permitieron
advertir que existe una asosiacion entre los genotipos de virulencia identificados y
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las especies de Aeromonas investigadas, hecho que puede apreciarse al observar la
Tabla 13, donde, a excepcion de lo ocurrido con tres aislamientos (B1, B2 y V8), los
distintos genotipos de virulencia no son compartidos entre especies. Existe poca
evidencia relacionada con este hallazgo. Segin la informacion publicada, la
distribucion de genotipos de virulencia en aeromonadales, en caso de poseer algin
patrdn caracteristico, responde al tipo de ambiente de origen del aislamiento y no a la
especie de Aeromonas en particular, como se menciond anteriormente. Entre los
escasos estudios que abordan este aspecto, se destaca el trabajo realizado por
Castilho et al. (2009), donde se observa una mayor frecuencia del genotipo alt*/ast”
unicamente en los aislamientos de A. hydrophila recuperados de alimentos, no
ocurriendo lo mismo con otras especies (A. caviae y A. veronii) y otras fuentes de
aislamientos (heces de pacientes con diarrea y agua, del estado de Rio de Janeiro,
Brasil). Heuzenroeder et al. (1999), por su parte, encuentran diferencias en la
frecuencia de identificacion del genotipo aerA*/hlyA* entre las especies A. caviae, A.
hydrophila y A. veronii biovar sobria. Cabe destacar que en ambas investigaciones
citadas, si bien se hallaron diferencias en la prevalencia de cada genotipo segun la
especie, dichos genotipos son compartidos entre ellas, a diferencia de lo ocurrido en
nuestro caso.

En contraposicion con lo observado por otros autores, entre los aislamientos
nacionales de Aeromonas spp. no se hallaron diferencias en la prevalencia de los
genes de virulencia evaluados, ya sea en funcion de la especie de hospedero, de la
especie bacteriana o del tipo de explotacion piscicola, entre otras variables
epizootioldgicas. Tomando en cuenta el total de las especies identificadas en nuestro
pais, puede decirse que la representatividad de cada uno de los genes relevados fue
similar entre si. Esto podria deberse a que la fuente de aislamientos en todos los
casos fue la misma (peces enfermos) e indicaria que el repertorio de genes
implicados en el desarrollo de un proceso infeccioso en peces no posee un patrén de
distribucion definido. A pesar de esto, mas adelante se discutira la posible relacion
existente entre el genotipo de virulencia act/alt/ast/ela”/lip* y el cuadro clinico
desarrollado por los peces afectados por los aislamientos nacionales que lo poseen.

Otro aspecto a destacar es la relativa homogeneidad en la distribucion de genotipos
de virulencia que presentan en general los aislamientos nacionales de aecromonadales
moviles, hecho que contrasta con la mayoria de las investigaciones publicadas que
abordan la tematica. Por ejemplo, en un reciente estudio Jagoda er al. (2014),
analizando siete genes de virulencia en aislamientos de aeromonadales moviles
obtenidos de peces ornamentales con signos de SAM, encuentran 18 genotipos
diferentes y destacan la elevada heterogeneidad que presenta la distribucion de genes
de virulencia, congruente con lo hallado por otros autores.

Como se menciond anteriormente, los aislamientos de A. allosaccharophila, A.
bestiarium, A. caviae y A. punctata presentan una elevada estabilidad en la
distribucion de sus genes de virulencia, a lo que se suma la existencia de dos tnicos
genotipos predominando entre los aislamientos nacionales de A. hydrophila.

A. veronii, por su parte, es la especie que presenta la mayor diversidad de genotipos
de virulencia para el pais, estos genotipos presentan la particularidad de no ser
compartidos con otras especies (salvo un aislamiento) y de ser aislamiento-especifico
en varias ocasiones (4 de 7 genotipos representados por un solo aislamientos de A.
veronii).
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Aguilera-Arreola et al. (2005) encontraron una elevada estabilidad en la distribucién
de genotipos de virulencia en Aeromonas spp. aisladas de muestras clinicas y
medioambientales en México. Para estos autores la distribucion de genotipos
depende de la locacion geografica y es una evidencia de la existencia de
subpoblaciones de Aeromonas capaces de emplear diferentes mecanismos para
colonizar y desarrollar un proceso infeccioso en su hospedero.

6.4.1.1. Aeromonas allosaccharophila

Si bien la carencia de genes de virulencia en aeromonadales es rara, varios autores
destacan una menor frecuencia de identificacion de estos genes en aquellos
aislamientos provenientes de individuos sanos, en contraposicion de lo que ocurre
con los aislamientos de Aeromonas spp. realizados a partir de personas o animales
enfermos, aislamientos medioambientales y de alimentos (Kiihn et al., 1997). A
pesar de no poseer los genes de virulencia buscados, los aislamientos nacionales de
A. allosaccharophila provienen de casos clinicos poblacionales en los que se
registraron mortandades superiores a las esperadas, con sintomatologia compatible
con SAM, lo que implicaria que estos aislamientos son capaces de desarrollar un
cuadro patologico en peces.

La ausencia de estos genes en aislamientos con capacidad patogénica, podria indicar
una elevada susceptibilidad de los hospederos y/o la existencia, en estos
aislamientos, de otros determinantes de patogenicidad mas alld de los evaluados en
este estudio. De hecho han sido descritos varios factores de virulencia en Aeromonas
spp. que no se han relevado en esta investigacion, entre los que se destacan sistema
de secrecion de tipo III, adhesinas, pilis, capa-S y nucleasas (Sen y Rodgers, 2004;
Senderovich et al., 2012). La realizacion de ensayos de infeccion experimental con
estos aislamientos podria brindar informacioén acerca de la virulencia de los mismos.

Cabe recordar, a su vez, que Al y A2 provienen de establecimientos de piscicultura
ubicados en zonas del pais con bajo impacto antropico (embalse para riego en zona
rural del limite Artigas - Salto y embalse del rio Negro en San Gregorio del Polanco
respectivamente) y que, al momento de realizar los aislamientos eran pisciculturas de
reciente instalacion, lo que podria haber determinado, al igual de lo que ocurre con la
resistencia a antibioticos en estos mismos aislamientos, una baja presion de seleccion
hacia los genotipos patogénicos.

6.4.1.2. Aeromonas bestiarium

Ambos aislamientos de A. bestiarium comparten uno de los genotipos de virulencia
mas frecuentemente identificados entre los aeromonadales aislados de peces en
nuestro pais (26,5%), el cual posee todos los genes relevados y es compartido, a su
vez, con otros siete aislamientos de A. hydrophila, todos ellos con capacidad
hemolitica. Esta baja diversidad de genotipos expresada por A. bestiarium concuerda
con los hallazgos realizados por Sen y Rodgers (2004), quienes encuentran un tnico
genotipo (act'/alt /ast /ela”/fla*/lip™) al analizar 17 aislamientos de A. bestirarium
procedentes de distintas fuentes naturales de agua en Estados Unidos.

6.4.1.3. Aeromonas caviae/punctata

Todos los aislamientos pertenecientes al complejo A. caviae/punctata (al igual que
V8) presentan un genotipo de virulencia caracterizado por la carencia de genes que
codifican la produccidn de enterotoxinas (act, alt y ast) y la presencia de genes que
codifican exotoxinas (ela y lip), siendo a su vez, aislamientos no hemoliticos en
todos los casos. Estos hallazgos concuerdan con los realizados por otros autores,
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quienes destacan el escaso numero de genes de virulencia que presentan los
aislamientos de Aeromonas caviae en comparacion con lo ocurrido con otras
especies, independientemente del origen de los mismos (Heuzenroeder et al., 1999;
Castilho et al., 2009; Aravena-Roman et al., 2014; Khor et al., 2016).

Si bien, como se mencioné anteriormente, es dificil determinar el rol especifico que
desempetia cada gen de virulencia en la patogenia de SAM, cabe destacar que todos
los aislamientos que presentaron el genotipo de virulencia act/alt/ast/ela*/lip*
fueron obtenidos de presentaciones atipicas de la enfermedad.

Teniendo en cuenta lo anterior, podria especularse que los aislamientos que poseen el
genotipo act/alt /ast/ela”/lip*, ademas de ser no hemoliticos, son incapaces de
desarrollar un cuadro agudo de SAM; pudiendo inducir, en su lugar una enfermedad
de tipo croénico, con caracteristicas variables segin la especie de hospedero.

Las investigaciones llevadas a cabo para poner de manifiesto el rol de estos genes en
la virulencia de los aeromonadales arrojan resultados controvertidos. A pesar de que
la produccion de lipasas es bien conocida en varias bacterias patdogenas, no esta claro
el papel que juegan las mismas en la patogenia de las aeromoniasis. En un estudio
llevado a cabo por Vipond et al. (1998), no fue posible demostrar la disminucidon en
la virulencia de cepas mutantes de Aeromonas salmonicida en el gen satA , el cual
codifica para la produccion de la enzima GCAT (glicerofosfolidil-colesterol
aciltransferasa), considerada la toxina mas letal que posee la especie. Sin embargo,
ensayos de virulencia llevados a cabo en peces y ratones con mutantes de A.
hydrophila con deleciones en los genes que codifican para las fosfolipasas Al (pla) y
C (plc), han demostrado que el fenotipo plc’ induce aumentos en la dosis letal
cincuenta de uno a dos 6rdenes logaritmicos, lo que indicaria que esta fosfolipasa
tiene efecto sobre la virulencia (Merino et al., 1999).

En lo que respecta a la produccion de elastasa, un estudio llevado a cabo por Cascén
et al. (2000), demostro que la disrupcion del gen aphB, que codifica la produccion de
AphB (la Zn metaloproteasa extracelular de Aeromonas spp. con actividad
elastolitica evaluada en nuestra investigacion), induce aumentos muy significativos
en la dosis letal cincuenta desarrollada por las cepas mutantes tras la infeccion
experimental en truchas, por lo que ha sido considerada como un factor de virulencia
importante para los aecromonadales. En un trabajo posterior, realizado por Song et al.
(2004), se comprob6d que una Zn metaloproteasa de 34 kDa, denominada Avp, es
necesaria para la activacion de la proaerolisina en aerolisina de A. veronii biovar.
sobria; las cepas mutantes que carecen del gen avp poseen escasa actividad
hemolitica y proteolitica.

6.4.1.4. Aeromonas hydrophila

La predominancia de dos unicos genotipos de virulencia que presentan los
aislamientos nacionales de Aeromonas hydrophila contrasta con la elevada
diversidad observada por otros autores para la especie. Entre otros se destacan los
estudios realizados por Li et al. (2011), quienes evaluando la frecuencia de
ocurrencia de tres genes de virulencia (aerA, ahp y alt) en aislamientos de A.
hydrophila provenientes de peces (sanos y enfermos) y cuerpos de agua, encuentran
siete genotipos diferentes, hallando una predominancia del genotipo aerA*/ahp*/alt”
en aquellos aislamientos obtenidos a partir de peces enfermos. Oliveira et al. (2012),
a su vez, encuentran 13 genotipos diferentes al evaluar la ocurrencia de los genes
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aer, ahyB, pla/lip y Lip en 114 aislamientos de A. hydrophila obtenidos de peces
enfermos cultivados en Brasil, estos autores destacan ademas la elevada prevalencia
(42,9%) de aislamientos con un minimo de tres de los cuatro genes buscado por los
autores. En una reciente investigacion, Metz (2015) encuentra 10 genotipos
diferentes, al evaluar la presencia/ausencia de 11 genes de virulencia (act, aerA,
ahhl, ahsA, ahyB, aopB, ascV, eno, lip, sery tapA) en 20 aislamientos de A.
hydrophila procedentes de casos clinicos humanos, peces, reptiles y medioambiente.

Los dos genotipos encontrados se hallan distribuidos uniformemente en la poblacion
de aislamientos nacionales de A. hydrophila, de modo tal que, es posible encontrar
representantes de la especie con uno u otro genotipo en casos clinicos provenientes
de todos los tipos de explotacion evaluados. Es interesante destacar a su vez, que los
aislamientos H6 y H7 poseen distintos genotipos de virulencia a pesar de haber sido
aislados del mismo brote epizootioldgico (enfermedad ulcerativa observada en un
numero significativo de esturiones en cultivo), lo que podria estar indicando la
presencia de mas de un clon de Aeromonas hydrophila actuando en una epizootia.

Otro aspecto a destacar es el genotipo de virulencia presentado por el aislamiento
H12, el mismo no es compartido con otros aislamientos, a pesar de la preponderancia
de dos tunicos genotipos que poseen los aislamientos nacionales de A. hydrophila.
Teniendo en cuenta que H12 fue aislada de una tortuga acuatica (proceso ulcerativo
observado en piel y carapacho) y no de peces como el resto de los aislamientos,
podria especularse que la existencia de este genotipo en particular
(act*/alt"/ast"/ela™/lip) es debida a las necesidades de adaptacion de este aislamiento
a una especie no ictica. Algunos aspectos de la caracterizacion genética que veremos
mas adelante brindan informacion en favor de esta especulacion.

En referencia a la prevalencia de los genes de virulencia identificados para la
especie, varios autores destacan la elevada frecuencia de identificacion de genes
relacionados con la hemolisina aerolisina (act/hylA/aerA) por sobre el resto de los
evaluados, ya sea en aislamientos clinicos o medioambientales y destacan a su vez la
relacion del mismo con la virulencia y capacidad hemolitica de las cepas (Sen y
Rodgers, 2004; Janda y Abbott, 2010); en nuestro trabajo, el gen act,
filogenéticamente relacionado con la hemolisina aerolisina, fue junto con alt, el
menos representado; a diferencia de lo ocurrido con los genes ast, ela y lip.

6.4.1.5. Aeromonas veronii

Aeromonas veronii es la especie que posee la mayor diversidad de genotipos de
virulencia de entre las analizadas en este estudio. En coincidencia con nuestros
hallazgos, Gashgari y Selim (2015) encontraron 12 genotipos de virulencia diferentes
al relevar la ocurrencia de seis genes (aero, ahyB, lip, fla, act y exu) en 45
aislamientos de A. veronii biovar. sobria obtenidos de filetes de pescado a la venta.

En contraste con lo que ocurre en A. hydrophila, los genes de virulencia mas
prevalentes entre los aislamientos nacionales de A. veronii son los que codifican para
las enterotoxinas act y alt y para la elastasa. Si tenemos en cuenta la asosiacion
detectada entre los genes que codifican para estas enterotoxinas y su estrecha
relacioén con los genotipos de virulencia de los aislamientos nacionales de A. veronii
(4 de 5 genotipos de virulencia exclusivos de A. veronii poseen ambos genes), podria
especularse que se trata de patotipos con capacidad enteropatogénica.
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La enterotoxina citotoxica Act se secreta a través del sistema de secrecion tipo II,
estd relacionada con la hemolisina aerolisina y posee multiples actividades
biologicas, entre las que se incluyen: la capacidad de lisar eritrocitos, destruir células
en cultivo, desarrollar una respuesta secretoria en el modelo asa intestinal ligada e
inducir mortandad en ratones. Alt y Ast poseen actividad citotonica mas que
citotoxica, causando desregulacion en la absorcion de agua en el intestino como
resultado del incremento en los niveles de cAMP en los enterocitos, similar a la
accion de la toxina colérica. Las tres enterotoxinas han sido relacionadas con el
desarrollo de diarrea en modelo murino, siendo Act la enzima mas influyente (Metz,
2015).

6.4.2. Tipificaciéon mediante técnicas de rep-PCR

Existen muy pocas investigaciones que evalien la diversidad de los aislamientos de
aeromonadales mediante el empleo de técnicas de tipificacion gendmica. En este
sentido, Korzekwa et al. (2012) afirman, en referencia a Aeromonas hydrophila, que
el esfuerzo de los investigadores en el estudio del genoma se ha centrado en aspectos
taxondmicos, andlisis de mutaciones en genes de resistencia a antibidticos,
secuencias relacionadas con virulencia y elementos transponibles, pero hay una
escasez general de informacion acerca de la diversidad del genoma de esta bacteria.

Los primeros estudios de tipificaciéon de aeromonadales datan de principios de la
década de 1990 y emplean técnicas tales como la electroforesis de campo pulsado
(PFGE), RAPD-pcr (por Random Amplified Polymorphism of the DNA PCR) y RFLP
de la region espaciadora intergénica 16S-23S (ISR 16S-23S), entre otras. Es de
destacar que en ésta década, Miyata et al. (1995) demuestran la estructura clonal de
Aeromonas salmonicida spp., al obtener idénticos patrones de tipificacion mediante
RAPD en varios aislamientos de esta bacteria procedentes de distintos paises del
mundo; hecho que contrasta con la heterogeneidad genética hallada por estos autores
para Aeromonas hydrophila empleando la misma técnica. Estudios posteriores
confirmarian la homogeneidad genética de A. salmonicida ampliando el numero y la
procedencia de los aislamientos investigados (O hlci et al., 2000).

El uso de las técnicas de rep-PCR empleadas en nuestra investigacion es limitado
entre los aeromonadales y de relativa reciente aplicacion. La mayor parte de las
investigaciones se centran en la tipificacion de aislamientos ambientales o de casos
clinicos humanos y su uso como herramienta epidemioldgica en medicina de
organismos acuaticos es aun incipiente.

Los primeros estudios que emplearon estas técnicas de tipificacion en Aeromonas
spp. desestimaron su utilidad, debido principalmente a las incongruencias halladas en
los resultados, tales como formacion de clusters entre aislamientos completamente
independientes o la no asociacion entre otras variables (antibiorresistencia y genotipo
de virulencia por ejemplo) y la agrupacion de aislamientos derivada de Ia
tipificacion.

Para Aguilera et al. (2005), las dificultades en la interpretacion de los hallazgos
obtenidos a partir de este tipo de tipificacion en Aeromonas hydrophila observados
en la literatura, son debidos al empleo de un bajo numero de aislamientos y a la
incorrecta identificacion de los mismos, mediante métodos fenotipicos. A pesar de
esto, existen algunas investigaciones que, a partir de un disefio adecuado, ponen de
manifiesto algunas asociaciones existentes entre clusters de aislamientos y ciertas
variables epidemiologicas en aeromonadales moviles. Soler et al. (2003b) por
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ejemplo, empleando las técnicas de ISR-RFLP, rep-PCR (primers ERIC y BOX),
tipifican 26 aislamientos de Aeromonas popoffii procedentes de distintas partes del
mundo y encuentran una estructura clonal en funcioén del origen geografico de los
mismos, advirtiendo a su vez el poder discriminatorio de dichas técnicas, dado que
las especies empleadas como control externo (cepas tipo de A. bestiarium, A.
hydrophila y A. salmonicida) se asocian en clusters independientes.

Szczuka y Kaznowski (2004), realizaron un completo estudio de tipificacion en un
elevado numero de aislamientos de Aeromonas spp., procedentes de fuentes clinicas
(humanos y animales, incluidos peces) y ambientales de varias partes del mundo,
mediante RAPD y rep-PCR. En este trabajo se destaca la elevada diversidad genética
que presenta el grupo y la coexistencia de varios genotipos de una misma especie en
las muestras analizadas. Sin embargo, los autores también destacan la estructura
clonal observada para algunos aislamientos de las especies A. bestiarium, A. caviae,
A. hydrophila, A. media, A. salmonicida y A. veronii procedentes de un mismo
ambiente, no ocurriendo lo mismo en relaciéon con otro tipo de variables (tipo de
patologia desarrollada por el aislamiento, origen geografico de los mismos). En
funcién de sus hallazgos, estos autores plantean la existencia de distintos patotipos de
Aeromonas spp. procedentes de varias lineas evolutivas y no de un grupo
monofilético, similar a lo ocurrido con otras especies bacterianas. Un ejemplo de esto
lo constituye E. coli, dado que la mayoria de las cepas patdogenas de esta bacteria son
capaces de desarrollar una enfermedad similar a pesar de no poseer un origen
evolutivo en comun (Pupo et al., 1997).

En relacion con la utilidad de esta técnica para la tipificacion de los acromonadales
moviles nacionales, podria decirse que el empleo de los primers BOX y ERIC arrojo
mejores resultados que la utilizacion de primers REP. Mediante el uso de primers
BOX fue posible tipificar todos los aislamientos de cada una de las especies
evaluadas, no ocurriendo lo mismo al emplear los primers ERIC, dado que no se
obtuvo patrén de bandas en uno de los aislamientos (H4). La tipificacion con primers
REP fue la menos efectiva, ya que solo fue posible tipificar a nueve de los 13
aislamientos de A. hydrophila, seis de los 11 aislamientos de A. veronii y ningun
aislamiento de A. punctata.

Estos hallazgos son coincidentes con los realizados por otros autores. Tacao et al.
(2005) a partir de la tipificacion de varios aislamientos de Aeromonas spp. con
primers BOX, concluyen en que esta es una excelente herramienta para la
caracterizacion genética de estas bacterias y puede ser empleada como un
complemento epidemioldgico de utilidad para este género. En relacion con el empleo
de primers REP, Szczuka y Kaznowski (2004) desaconsejan su empleo en
aeromonadales dado que obtienen escasos patrones de bandas al tipificar varios
aislamientos, concluyendo que las secuencias extragénicas palindromicas repetitivas
deben estar poco distribuidas en el genoma de Aeromonas spp.

6.4.2.1. Tipificacion de Aeromonas hydrophila

Teniendo en cuenta la baja diversidad de genotipos de virulencia que se identificaron
para esta especie en nuestro pais, era de esperar una cierta homogeneidad en la
distribucion de los patrones de tipificacion del genoma, derivados de la
preponderancia de algunos clones entre los peces afectados por SAM. A pesar de
esto, del andlisis de clusters realizado sobre las corridas de tipificacion de estas
bacterias surge que los aislamientos nacionales de A. hydrophila son genéticamente
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heterogéneos y no presentan un patrén de asociacion caracteristico (ver Figuras 3, 8
y 12). La elevada diversidad genética que presenta A. hydrophila frente a este tipo de
técnicas de tipificacion ha sido sefialada en numerosas investigaciones y en aquellos
casos en los que se encuentra una asociacion entre aislamientos, la misma responde
al origen geografico comun de los mismos y no a otras caracteristicas
epidemiologicas.

Aguilera-Arreola et al. (2007), en un extenso estudio en el que comparan los perfiles
de tipificacion empleando primers ERIC en varios aislamientos de A. caviae, A.
hydrophila, A. veronii procedentes de casos clinicos observados en humanos de
Espana y México, no encuentran un patrén de tipificacion claro que permita agrupar
a los aislamientos, a pesar de que hallan una correlacion entre ciertos genotipos de
virulencia y el origen geografico de los aislamientos.

En un estudio reciente realizado por Shao-wu et al. (2013) se tipificaron 59
aislamientos de A. hydrophila procedentes de pisciculturas del norte de China
mediante rep-PCR (primers ERIC), si bien fue posible agrupar a estos aislamientos
en tres clusters principales segun sus perfiles de tipificacion, no fue posible
establecer una correlacion entre dichos clusters y los perfiles de resistencia a
antibidticos obtenidos para cada aislamientos o con la piscigranja de procedencia, a
pesar de que la prevalencia de cada uno de los clusters hallados fue diferente entre
provincias.

Como se menciond anteriormente, es probable que en nuestro caso, al haber
trabajado Uinicamente con aislamientos obtenidos de peces enfermos, que a su vez
proceden de una region geografica acotada, se enmascare la posible asociacion entre
ellos, suponiendo que la misma ocurriese a una escala geografica mas amplia o entre
distintas formas de presentacion de la aeromoniasis (distintas clases de hospederos
por ejemplo). En relacion con esto, es interesante resaltar un estudio realizado por
Singh et al. (2010), en el que se tipifican mediante el empleo de primers BOX varios
aislamientos de distintas especies de Aeromonas, hallandose por un lado estructura
clonal intraespecifica para A. bestiarium, A. caviae, A. hydrophila, A. media, A.
salmonicida y A. veronii; ademas de advertir la formacion de clusters segun los
patrones de tipificacion de A. hydrophila en los que se agrupan, por un lado los
aislamientos procedentes de peces enfermos y por otro lado los aislamientos
procedentes de peces sanos, casos clinicos humanos y cuerpos de agua.

Ampliar las fuentes de aislamientos, asi como la zona de procedencia de los mismos,
aportaria informacion de relevancia para el establecimiento de asociaciones a mayor
escala entre los aeromonadales nacionales.

Recientemente Hossain et al. (2013), mediante secuenciado masivo, demostraron la
estrecha relacion filogenética existente entre los aislamientos de Aeromonas
hydrophila responsables de graves epizootias de SAM ocurridas en el cultivo de
bagre de canal (Ictalurus punctatus) del sudeste de EEUU en los ultimos afios. Por
un lado hallaron una elevada relacion clonal entre los aislamientos implicados en los
brotes, tanto en afios sucesivos, como entre los distintos estados afectados; siendo a
su vez estos clones gendémicamente diferentes a los aislados en afios previos a que
comenzaran a ocurrir los brotes de mortandad masiva de animales en el primero de
los estados afectados hasta el momento (Alabama - 2009). Posteriormente, mediante
estudios filogenéticos empleando la secuencia del gen gyrB y secuenciado del
genoma completo, se demuestra que las cepas de A. hydrophila altamente virulentas
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que afectan la piscicultura del sudeste estadounidense (AL09-71, AL09-72 y AL09-
73) proceden de aislamientos relacionados con episodios de mortandad masiva por
SAM ocurridos en China entre las décadas de 1980 y 1990, con caracteristicas
epizootioldgicas similares a las observadas en EEUU. Los autores responsabilizan de
la diseminacion de esta bacteria desde Asia hasta América del norte, tanto al
comercio de organismos acuaticos vivos y sus derivados, como a los organismos
invasores (Hossain et al., 2014).

Las asociaciones que se aprecian en los andlisis de clusters realizados con los
aislamientos nacionales de Aeromonas hydrophila no poseen una explicacion
aparente. Si bien se observan aislamientos procedentes de la misma explotacion
piscicola que se hallan relacionados entre si, tal es el caso de la tipificacion con
primers BOX de H11 y HI13 (Figura 3), también pueden verse asociaciones entre
aislamientos no relacionados, como ser H1 (cepa tipo de A. hydrophila ATCC 7966)
y H2 (aislamiento procedente de un esturion de cultivo). Puede apreciarse también,
que los clusters creados en funcion de una de las técnicas de tipificacion no se
corresponden con los creados para otras.

Una excepcion a lo anterior lo constituye el aislamiento H12, recordemos que, a
diferencia de lo ocurrido con el resto de los aislamientos, éste fue obtenido de un
proceso ulceroso ocurrido en una tortuga acudtica y no de un pez de cultivo, lo que
podria explicar estos hallazgos. En dos de los tres patrones de tipificacion obtenidos
para la especie (tipificacion con primers BOX y REP, Figuras 3 y 12
respectivamente), H12 tiende a ubicarse en una rama independiente del resto de los
aislamientos (mds notorio para REP), lo que indicaria que el genoma de este
aislamiento diverge del resto, probablemente como respuesta adaptativa a un
hospedero distinto del pez. La posesion de un genotipo de virulencia exclusivo en
este aislamiento (act*/alt"/ast"/ela™/lip’) apoya la idea antes mencionada.

6.4.2.2. Tipificacion de Aeromonas caviae/punctata

Los aislamientos pertenecientes al complejo Aeromonas caviae/punctata presentan
un patréon de tipificacion que corresponde claramente con el desarrollo de una
poblacién clonal altamente emparentada (ver Figuras 5 y 10). No solo el grado de
similitud entre aislamientos es del 100% para todas las técnicas empleadas, sino que
también, el genotipo de virulencia identificado para todos los aislamientos de esta
especie es idéntico entre si (act/alt /ast /ela”/lip") y compartido unicamente con otro
aislamiento de Aeromonas veronii (V8). La mayoria de estos aislamientos (C1 y P2 a
P5) proceden, como se menciond anteriormente, de episodios de mortandad en
esturiones relacionados epidemioldgicamente (en tiempo y espacio), lo que podria
indicar el reclutamiento de este clon en particular durante dicha epizootia. El
aislamiento P1, de idéntico patrén de tipificacion y genotipo de virulencia, no posee
relacion epidemiologica aparente con el resto de los aislamientos, ya que procede de
un caso clinico individual observado en un bioterio de Montevideo. Mas adelante se
vera, a su vez, que P1 posee algunas diferencias en la secuencia del gen gyrB que lo
posicionan a cierta distancia evolutiva del cluster que agrupa al resto de los
aislamientos de A. caviae/punctata.

Pablos et al. (2010) también encuentran relaciones clonales entre aislamientos de A.
caviae procedentes de pacientes con diarrea y entre muestras ambientales. Dichos
aislamientos poseen a su vez una baja carga de genes de virulencia y fueron
obtenidos a lo largo de un periodo prolongado de tiempo en varias ocaciones. La
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persistencia de estos clones en el ambiente seria debida fundamentalmente a la
formacion de biofilm seglin estos autores.

6.4.2.3. Tipificacion de Aeromonas veronii

Al igual de lo ocurrido con A. hydrophila, la tipificacion de los aislamientos
nacionales de A. veronii no arroja un patrdn particular de agrupamiento (ver Figuras
4, 9 y 13). Si observamos los aislamientos relacionados epizootioldégicamente (V3-
V4 y V10-V11) podemos apreciar que no tienden a agruparse en conjunto, salvo en
una ocasion (V10-V11 para primers ERIC), lo que pone de manifiesto la existencia
de diversos clones de A. veronii actuando en un mismo brote epizodtico. Lo que
estaria en concordancia con la diversidad de genotipos de virulencia identificados
para la especie.

A pesar de esto, Martinez-Murcia et al. (2000), analizando patrones de tipificacion
(ISR-RFLP) de distintos aislamientos clinicos y medioambientales, concluyen que A.
veronii procede de una linea filogenética relativamente homogénea, teniendo en
cuenta que varios aislamientos de A. veronii de diversos origenes comparten
idénticos perfiles de tipificacion.

Es interesante resaltar, aqui también, la existencia de un aislamiento que tiende a la
no agrupacion con sus conespecificos en dos de las tres técnicas empleadas. Dicho
aislamiento es V8 y posee la particularidad de que su genotipo de virulencia es tnico
entre los aislamientos nacionales de A. veronii y es compartido, a su vez, con todos
los aislamientos nacionales de A. caviae/punctata. Cabe destacar que la patologia
desarrollada por V8 posee algunas caracteristicas epizootiologicas que se asemejan a
las observadas en los animales infectados por miembros del complejo A.
caviae/punctata, a saber: este aislamiento fue realizado también en épocas del afio
con baja temperatura ambiente y el unico signo que presentaba el carasius desde
donde se aislo V8 era letargia, forma de presentacion atipica o subclinica de una
aeromoniasis.

6.4.3. Andlisis filogenéticos

Los estudios filogenéticos en aeromonadales han tenido como objetivo principal el
esclarecimiento de sus relaciones taxondmicas, tanto al interior del género, como
también con otros taxones allegados. Una vez reconocidas las dificultades de
identificacion impuestas por la heterogeneidad fenotipica de los aislamientos, el
esfuerzo de la comunidad cientifica se enfoc6o en la busqueda de marcadores
genéticos que permitieran establecer relaciones filogenéticas acordes con los
resultados obtenidos de la hibridacion ADN-ADN. En uno de los trabajos pioneros
en el tema, Martinez-Murcia et al. (1992) advierten las incongruencias existentes
entre los arboles filogenéticos creados en funcion de la secuencias del ARNr 16S de
los representantes del género Aeromonas y las genoespecies determinadas hasta el
momento con base en los estudios de reasociacion de ADN. Estos autores
encontraron, por ejemplo, que la diferencia en las secuencias del ARNr 16S entre A.
caviae y A. trota es de apenas 3 nucleotidos, a pesar de que ambas especies se ubican
en GH diferentes y poseen un valor de hibridacion ADN-ADN bajo (30%); en
contraposicion, las secuencias que codifican para la subunidad ribosomal 16S de A.
sobria y A. veronii, a pesar de diferir en 12 nucleétidos, poseen un valor de
hibridacion de 60 a 65%, indicando que ambas especies estin muy emparentadas.
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Estas discrepancias en la agrupacion filogenética de los acromonadales moviles en
funcién de la secuencia del gen ARNr 16S, son debidas al mosaico evolutivo de los
operones de ARN ribosomal de Aeromonas spp. La heterogeneidad intragendmica
manifestada por el polimorfismo nucleotidico del ARN ribosomal detectado en la
mayoria de las especies va desde 0,06% (en A. veronii) hasta 1,5%
(microheterogenicidades); esta amplia divergencia en las secuencias impide, ademas,
su uso como método definitivo para la identificacion de especies de estas bacterias
(Martin-Carnahan y Joseph, 2005).

6.4.3.1. Empleo de la secuencia del gen que codifica para el ARNr 16S

Mediante el analisis de esta secuencia génica no fue posible obtener un patron de
agrupamiento de los aislamientos nacionales de Aeromonas spp. que tuviese relacion
con los hallazgos realizados en las otras etapas de la caracterizacion. Si observamos
los analisis intraespecificos de aislamientos nacionales (Figuras 14 a 16) podemos
advertir, en el caso de A. hydrophila, que si bien dos aislamientos de un mismo brote
se ubican en un mismo clado (H6 - H7), a su vez ocupan el mismo nivel otros
aislamientos sin relacion epidemioldgica conocida; por otra parte, la mayoria de los
aislamientos que comparten un mismo genotipo de virulencia se ubican en grupos
diferentes. Las diferencias para el caso de A. veronii son aiin mayores, dado que,
incluso los aislamientos epizootiologicamente relacionados (V3 - V4) se ubican en
clados diferentes.

Estos hallazgos, al igual que los realizados mediante las técnicas de rep-PCR, dan
cuenta de la elevada diversidad genética que poseen la mayoria de los aislamientos
nacionales de Aeromonas spp. Teniendo en cuenta que hemos detectado la
coexistencia de distintos clones de una misma especie en un mismo brote en nuestro
pais y que a su vez se ha demostrado la capacidad de dispersion a gran escala que
poseen estos agentes, es de destacar la potencialidad de estos microorganismos para
el desarrollo de epizootias, ya sea en peces u otros organismos susceptibles.

Las relaciones filogenéticas de Aeromonas punctata en funcion de la secuencia de
este gen, mantienen el patron de similitud que se observd en otros aspectos de la
caracterizacion. Todos los aislamientos se ubican en un mismo cluster y poseen una
similitud del 100% en sus secuencias ARNr 16S. La baja diversidad observada en
este caso, es coincidente a su vez, con los hallazgos realizados para otras técnicas ya
sea genotipicas como fenotipicas y refuerza la hipotesis de existencia de un bajo
numero de clones de A. caviae/punctata circulando entre los peces de cultivo de
nuestro pais.

6.4.3.2. Empleo de la secuencia del gen gyrB

Es notorio el poder discriminatorio que posee la secuenciacion y analisis filogenético
del gen gyrB en acromonadales en comparacion con el gen ARNr 16S. Mientras que
la similitud interespecifica en las secuencias del ARNr 16S va del 98,7 al 100% para
Aeromonas spp., en el caso de la secuencia del gen gyrB estos valores alcanzan
apenas el 89 a 92%. La mayor diversidad en la secuencia de este y otros genes
housekeeping, en contraposicion con la estabilidad que presenta el ARNr 16S, le
aporta a ésta técnica mayor poder de discernimiento entre especies de Aeromonas
altamente emparentadas e incluso entre cepas de una misma especie (Janda y Abbott,
2010). A modo de ejemplo, A. caviae y A. trota son distinguibles solo por un
nucleotido cuando se emplea el ARNr 16S como crondémetro molecular, mientras el
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analisis de la secuencia del gen gyrB revela diferencias que van de las 57 a 69 pb,
dependiendo de la cepa particular que se secuencie (Yanez et al., 2003).

Con respecto a las relaciones intraespecificas establecidas entre los aislamientos
identificados en nuestro pais, una vez mas queda de manifiesto la diversidad genética
que presentan los aislamientos de Aeromonas hydrophila y A. veronii., en
contraposicion con la elevada similaridad en las secuencias del gen gyrB que
presentan los aislamientos de la especie A. punctata. En la Figura 23, por ejemplo,
puede observarse que, incluso en el Unico caso en el que dos aislamientos
procedentes de un mismo brote se ubican en un mismo cluster (V3 - V4), la distancia
evolutiva que los separa es ain mayor a la existente entre aislamientos no
relacionados (V8 - V9 por ejemplo), lo que estaria poniendo de manifiesto, aqui
también, la existencia de distintas variantes genéticas de una misma especie actuando
en conjunto en un mismo brote epizootico.

Es interesante resaltar a su vez, que el aislamiento P1 de A. punctata no tiende a
agruparse en el mismo cluster que el resto de los aislamientos nacionales de la
especie. Teniendo en cuenta que este es el unico aislamiento de A. punctata no
relacionado epizootiolégicamente con el resto, podria considerarse esta leve
discrepancia en la secuencia gyrB como un marcador entre aislamientos altamente
emparentados.

En lo que respecta a las relaciones interespecificas establecidas entre los aislamientos
nacionales mediante el empleo de la secuencia de este gen, en la Figura 25 puede
observarse que la capacidad de discernimiento entre especies es superior a la
observada para la secuencia del gen ARNr 16S, presentada previamente en la Figura
17.

Yanez et al. (2003), resaltando su extremada utilidad, reconstruyeron la filogenia del
género Aeromonas mediante el empleo de la secuencias del gen gyrB de las cepas
tipo representantes de los 17 GH conocidos hasta el momento, obteniendo un arreglo
de especies coincidente con los esperado en funcion de la reasociacion de ADN.
Dichos autores estiman que la exactitud de este gen como crondmetro evolutivo es
debida a que su tasa media de sustitucion en Aeromonas spp. €s seis veces superior a
la esperada para el ARNr 16S, ademas de la probable existencia de una tnica copia
del gen gyrB en cada aislamiento, lo que aportaria menos variabilidad intraespecifica
que las cinco copias del operon ribosomal que posee Aeromonas veronii, con una
heterogeneidad interna del 1,5% o las seis copias de A. media, con 1,4% de
microheterogenicidades (Alperi et al., 2008).

Del analisis de las relaciones filogenéticas interespecificas establecidas con las
secuencias gyrB depositadas en PubMLST/Aeromonas puede inferirse que los
aislamientos nacionales de A. hydrophila estain més emparentados entre si que los
aislamientos de A. veronii. Téngase presente que fue necesaria la confeccion de ocho
arboles diferentes (derivados del dendograma original presentado en el Anexo 4)
para establecer las relaciones filogenéticas que incluyeran a todos los aislamientos
nacionales de A. veronii (Figuras 32 a 39), mientras que para el caso de A.
hydrophila bastd con la confeccion de cuatro arboles para ver incluidos a todos los
aislamientos nacionales (Figuras 26, 28, 30 y 31). Este hallazgo est4 en concordancia
con la diversidad de genotipos de virulencia encontrados para estos aislamientos; en
este sentido, era de esperar una menor diversidad genética en A. hydrophila en
funcion de que fueron identificados dos Unicos genotipos de virulencia con clara
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predominancia entre estos aislamientos; a su vez, y teniendo en cuenta que A. veronii
fue la especie que presentd la mayor diversidad de genotipos de virulencia, era
esperable que fuese una especie diversa desde otros abordajes de la caracterizacion
génica.

El comportamiento del aislamiento H4 de Aeromonas hydrophila en el analisis
filogenetico empleando ambos genes, es de remarcar. Notese que en todos los casos
(Figuras 20, 21, 24, 27 y 30) H4 tiende a ubicarse por separado del resto de sus
conespecificos, ya sea en un mismo cluster o incluso en agrupaciones con otras
especies, tal es el caso del cluster formado con aislamientos de Aeromonas
aquariorum. Estas discrepancias en la asignacion taxonémica de H4 podrian deberse
a que se trate de una especie distinta de A. hydrophila pero que no puede ser
discriminada mediante las técnicas de identificacion empleadas en ésta invetigacion.
Cabe destacar, que A. aquariorum es una especie de reciente descripcion y de la cual
existen muy pocas secuencias depositadas en las bases de datos publicas, por lo que
su representatividad puede verse subestimada.
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6.5. Caracterizacion patologica

Existe amplio consenso en afirmar que la patogenia de las diferentes presentaciones
clinicas de la infeccion por Aeromonas spp. es multifactorial y no puede ser
explicada en funcién de la evaluacion de algunos determinantes de virulencia (Janda
y Abbott, 2010). A pesar de esto, se ha demostrado la existencia de algunos factores
fundamentales para la instalacion y el desarrollo de un proceso patologico.
En el caso de Aeromonas salmonicida, por ejemplo, de ha demostrado que la capa-S
y el sistema de secrecion del tipo III son indispensables en la patogenia de la
forunculosis en salmonidos (Tanaka et al., 2013). Sin embargo, para los
aeromonadales moviles no se han hallado, hasta el momento, determinantes de
patogenicidad per se, aunque, el grupo de toxinas conocido como
aerolisina/hemolisina podria ser el factor mas importante en la patogenicidad de estas
bacterias (Martin-Carnahan y Joseph, 2005). Un estudio realizado por Li et al. (2011)
apoya esta teoria, dado que los aislamientos de A. hydrophila cuyos genotipos
incluyen genes de este grupo de toxinas, son mas letales para zebrafish (Danio rerio)
infectados experimentalmente.

Como se mencion6 anteriormente, en distintas investigaciones se ha determinado la
actividad biologica de los productos de transcripcion de los genes de virulencia
relevados en este estudio, ya sea mediante la infeccion experimental con cepas
mutantes de Aeromonas spp. (knock-out para el gen de interés) o mediante el empleo
de la proteina purificada (ya sea en cultivo celular o modelo animal). En todos los
casos se ha demostrado que los factores de virulencia producidos provocan
mortandades y/o efectos citotoxicos en distintas especies de animales (peces, ratones,
nematodos) y lineas celulares (Metz, 2015).

La induccion experimental de SAM es una herramienta 0til para relevar la virulencia
de distintos aislamientos, evaluar factores predisponentes y desarrollar métodos de
prevencion de la enfermedad (Zhang et al., 2016). En la actualidad, la inyeccion
intraperitoneal de bacterias vivas es el método mas cominmente empleado en el
laboratorio para comparar la virulencia relativa de distintos aislamientos y la eficacia
de los métodos profilacticos. Varios autores mencionan la efectividad y
reproducibilidad de este método, aunque destacan a su vez, que es incongruente con
el proceso natural de infeccion, el cual se da, por lo general por via acuatica (Hossain
etal., 2014; Zhang et al., 2014)

Tres de los cuatro aislamientos nacionales de Aeromonas spp. empleados en la
evaluacion de virulencia fueron capaces de desarrollar un proceso patologico en los
peces (H2, H11 y V2), apreciable no solo desde el punto de vista clinico e
histopatologico, sino también en funcion de las mortandades registradas en
comparacion con el grupo control. En contraposicion, un aislamiento de Aeromonas
veronii (V6) no fue capaz de inducir mortandades, a pesar de que al andlisis
histopatologico de los peces infectados experimentalmente es posible apreciar
algunas lesiones, a diferencia de lo observado en los animales no infectados.

En funcion de los valores de DL50 podriamos especular que los aislamientos de
Aeromonas hydrophila fueron mas virulentos que los de A. veronii, aunque debemos
recordar que no se hallaron diferencias entre las DL50qs calculadas para H11 y V2
(ver Tabla 24), por lo que cabe esperar que la dosis letal desarrollada por los
aeromonadales esté en relacion con el numero de genes de virulencia que poseen y
no con la especie de la que se trate.
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En coincidencia con lo expresado anteriormente, Li et al. (2011), a partir de la
caracterizacion patologica de 26 cepas de Aeromonas hydrophila con siete genotipos
de virulencia diferentes, concluyen que la actividad citotdxica, proteolitica y
patogenicidad animal (modelo zebrafish) esta correlacionada con el numero de genes
de virulencia que poseen los aislamientos y no con el tipo de gen de que se trate,
debido al efecto sinergético sobre la virulencia que poseen las proteinas expresadas.

La comparacion de DL50 entre distintas investigaciones puede arrojar resultados
controvertidos, debido a que las diferencias en el disefio experimental (temperatura,
especie de hospedero y via de administracion, entre otros) pueden alterar de manera
considerable los resultados. A pesar de esto, Pridgeon y Klesius (2011) por ejemplo,
catalogan a los aislamientos Alabama 2009 de Aeromonas hydrophila mencionados
previamente (AL09-71, AL09-72 y AL09-73) como extremadamente virulentos,
teniendo en cuenta que la DL50 calculada para los mismos ronda las 2,1x10° ufc/mL
por via IP en bagre de canal y es varias veces menor a las dosis letales obtenidas por
otro autor en tilapia nilética.

Li et al. (2011) por su parte, emplea el esquema presentado por Pu y colaboradores
(2007), para establecer los rangos de virulencia expresados por los 26 aislamientos
de A. hydrophila mencionados en parrafos anteriores. Segin esta clasificacion, se
consideran virulentos aquellos aislamientos que poseen una DL50 entre las 10° y 10°
ufc/mL y avirulentos aquellos aislamientos con dosis superiores a 10° ufe/mL.

Basados en los esquemas descritos anteriormente, los aislamientos nacionales
deberian considerarse como no virulentos, aunque deben tenerse en cuenta las
salvedades de interpretacion hechas previamente.

Los hallazgos de histopatologia que se observan en los animales infectados
experimentalmente, dan cuenta de la extension de un proceso infeccioso sistémico
con caracteristicas generales compatibles con SAM, lo que permite corroborar la
efectividad de la técnica de infeccion experimental empleada.

Entre las lesiones mas significativas del tejido branquial se destaca la separacion del
epitelio de las laminillas de las células pilares debido al edema, hallazgo que
concuerda con el realizado por Ventura y Grizzle (1988) en bagres de canal
infectados experimentalmente con A. hydrophila. La congestion observada al
interior del filamento branquial responde al proceso hemodindmico generalizado
descrito por varios autores en peces con SAM (Aoki, 1999; Austin y Austin, 2007;
Rey et al., 2009) y fue hallada a su vez por Grizzle y Kiryu (1993) en bagre de canal
infectado experimentalmente.

La necrosis difusa observada en el tejido hepatico, asi como la congestion y
dilatacion de espacios portales, junto con la perdida de arquitectura general ha sido
observada en tilapias niloticas (Oreochromis niloticus) infectadas naturalmente con
Aeromonas hydrophila (Noor El Deen et al., 2014). La vacuolizacion de hepatocitos
que presentan los peces infectados no ha sido descrita previamente en relacion con la
infecciobn por Aeromonas spp. en peces, dicho hallazgo corresponde con una
degeneracion grasa, en este caso de tipo aguda y entre sus posibles causas se citan los
procesos inflamatorios agudos, trastornos alimentarios, enfermedades carenciales e
intoxicaciones (Roberts, R.; 2012).
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Las alteraciones observadas en el tejido renal también son coincidentes con los
hallazgos realizados por otros autores; hemorragia, edema y necrosis intersticial han
sido descritas como hallazgos frecuentes en peces infectados experimentalmente con
A. hydrophila (Miyazaki y Kaige, 1985; Azad et al., 2001). Los depdsitos hialinos en
el citoplasma de las células tubulares pueden presentarse como consecuencia del
proceso inflamatorio derivado de la infeccion (Roberts, R.; 2012) y fueron
observados por Miyazaki y Kaige (1985) en carasius como consecuencia de la
infeccion experimental con Aeromonas moviles.

A pesar de que el disefio experimental empleado en la caracterizacidon patologica no
permite cuantificar las lesiones histopatoldgicas observadas tras la infeccion
experimental con cada uno de los aislamientos, es posible apreciar en las imagenes
que la extension y severidad de las lesiones inducidas por el aislamiento V6 (A.
veronii), son de menor gravedad que las desarrolladas por el resto de los
aislamientos. De hecho, la patologia desarrollada en Australoheros facetus por el
aislamiento V6 fue compatible con la vida de los sujetos experimentales mas alla del
tiempo que dur6 la experiencia. En el tejido branquial se aprecia un nimero reducido
de laminillas edematizadas y un flujo sanguineo normal al interior del filamento
branquial, en contraposicion con lo observado para los otros aislamientos; el tejido
renal, por su parte, si bien presenta notorias zonas edematizadas, no posee signos de
lesion que permitan deducir compromiso futuro del 6rgano (necrosis, alteraciones del
glomérulo, depositos en tibulos) lo que hace sospechar la instalacién de un proceso
reversible. El higado aparenta ser el 6rgano mas afectado por este aislamiento,
presentando lesiones similares a las observadas en el resto de los animales infectados
experimentalmente, lo que podria deberse al efecto directo del indculo sobre los
organos ubicados en la cavidad abdominal, mas que a la alteracion desarrollada por
la bacteria o sus productos por via sistémica.
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7. CONCLUSIONES

- El empleo del kir API 20NE® para la identificacion especifica de acromonadales
moviles conduce a resultados erréneos al ser comparados con los obtenidos de la
identificacion molecular mediante secuenciacion de los genes ARNr 16S y gyrB.

- Se han identificado tres nuevas especies de Aeromonas para nuestro pais, a saber:
Aeromonas allosaccharophila, Aeromonas bestiarium y Aeromonas punctata.

- La prevalencia por especie de los aecromonadales aislados de peces cultivados en
nuestro pais es:

. Aeromonas allosaccharophila: 5,9%

. Aeromonas bestiarium: 5,9%

. Aeromonas caviae/punctata: 17,6%

. Aeromonas hydrophila: 38,2%

. Aeromonas veronii: 32,4%

- Todos los aislamientos nacionales de Aeromonas spp. presentan resistencia a por lo
menos tres de los diez antibioticos evaluados. Ampicilina (con y sin Dicloxacilina) y
Penicilina son los antibioticos ante los cuales se identifican la mayor cantidad de
aislamientos resistentes; mientras que no se encontraron aislamientos resistentes a los
antibioticos Enrofloxacina y Nitrofurantoina.

- E1 82,3% de los aislamientos nacionales de Aeromonas spp. poseen algiin grado de
multirresistencia y son originarios de ambientes con alta presion de seleccion por
antibioticos (indice MAR: 0,28 a 0,71).

- Se identificaron diez genotipos de virulencia diferentes entre los aeromonadales
nacionales. Dichos genotipos estan correlacionados, por un lado con la especie de
Aeromonas que lo posee y por otro lado con la actividad hemolitica que presentan los
aislamientos relacionados.

- Los genotipos de virulencia mas frecuentemente hallados entre los aeromonadales
aislados de peces de cultivo en nuestro pais son:
.act/alt"last" lela” /lip* (26,5%), aislamientos hemoliticos.
.act’/alt /ast /ela” /lip™ (20,6%), aislamientos no hemoliticos.
.act/alt last*lela™/lip* (14,7%), aislamientos hemoliticos.
.act*/alt"/ast /ela”*/lip” (11,8%), aislamientos no hemoliticos.

- Las técnicas de tipificacion rep-PCR son una herramienta 1til para conocer la
diversidad global del genoma de los aeromonadales moviles, permitiendo determinar
la existencia de aislamientos con alta y baja diversidad genética. El empleo de
primers BOX fue el método de tipificacion mas efectivo, mientras que el mayor
numero de especies no tipificables se obtuvo a partir del empleo de primers REP.

- Los aislamientos de Aeromonas caviae/punctata poseen relaciones clonales entre si,
a diferencia de la elevada diversidad genética observada para el resto de los
aislamientos para las técnicas de rep-PCR.

- Australoheros facetus es un modelo animal adecuado para la realizacion de ensayos
de dosis letal con aeromonadales moviles, desarrollando una respuesta ante la
infeccion experimental detectable mediante técnicas histologicas convencionales.
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- La virulencia de los aislamientos de aeromonadales moéviles es proporcional a la
cantidad de genes de virulencia que poseen.
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Anexo 1

1. Composicion del medio de cultivo: "BBL" " Trypticase  soyagar (Soybean-Casein

Digest Agar)". Becton, Dickinson and Company Laboratories,n® catalogo:
L007418

Formula aproximada para un litro de agua purificada:
- digerido pancreatico de caseina: 15,0 g.

- digerido papainico de soja: 5,0 g.

- cloruro de sodio: 5,0 g.

- agar: 15,0 g.

2. Composicion del medio de cultivo:"Muller-Hinton II". Becton, Dickinson and
Company Laboratories,n® catalogo: L007393.

Formula aproximada para un litro de agua purificada:
- extracto de carne: 2,0 g.

- hidrolizado acido de caseina: 17,5 g.

- almidén: 1,5 g.

-agar: 17,0 g.

3. Composicion del medio de cultivo:"LB Broth, Miller (Luria-Bertani)".
Amresco”, n° catalogo: J106.

Formula aproximada para un litro de agua purificada:
- Bacto triptona: 10,0 g.

- Extracto de levadura: 5,0 g.

- Cloruro de sodio: 10,0 g.
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Anexo 2

- "DNEasy Blood and Tissue" de Qiagen®

Protocolo de extraccion de ADN para cultivos celulares:

1- centrifuge un maximo de 5 x 10° células por 5 minutos a 190 rpm. Resuspender in
200 pL de PBS. Adicionar 20 pl de proteinasa K.

2- Adicionar 200 pL de buffer AL. Mezclar en vortex. Incubar 10 min a 56°C.
3- Agregar 200 puL de etanol. Mezclar en vortex.

4- Pasar la mezcla a una columna "DNeasy Mini spin" introducida en un tubo
colector de 2 mL. Centrifugar a 8000 rpm por 1 min. Descartar el liquido eludido y el
tubo colector.
5- Colocar la columna en un nuevo tubo colector de 2 mL. Agregar 500 uL de buffer
AWI1. Centrifugar por 1 minuto a 8000 rpm. Descartar el liquido eludido y el tubo
colector.

6- Colocar la columna en un nuevo tubo colector de 2 mL. Agregar 500 uL de buffer
AW?2. Centrifugar por 3 minutos a 13000 rpm. Descartar el liquido eludido y el tubo
colector.

7- Colocar la columna en un nuevo tubo colector de 2 mL.

8- Eludir el ADN agregando 200 pL de buffer AE en el centro de la membrana de la
columna. Incubar 1 minuto a temperatura ambiente. Centrifugar 1 minuto a 8000

rpm.

- Solucion fijadora de Davidson (formula OIE para organismos acuaticos)
. 330 mL de alcohol 95°
. 220 mL de formalina 100%
. 115 mL de acido acético glacial

. 335 mL de agua corriente
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Anexo 3

A continuacion se presentan los perfiles de identificacion molecular de los aislamientos de
Aeromonas spp. empleados en este estudio. Los mismos fueron obtenidos a partir de la
comparacion de las secuencias de los genes que codifican para la subunidad 16S del ARNry
la subunidad B de la ADN girasa (gyrB) de los aislamientos nacionales, con las depositadas
en la base de datos de GenBank, para lo cual se empled la herramienta BLASTn. Se
presentan los primeros diez resultados de alineacion significativa arrojados por el algoritmo.
La identificacion definitiva de cada especie se llevo a cabo comparando los resultados
obtenidos para cada uno de los genes housekeeping secuenciados. Se tomo como criterio
para la asignacion de especies, la coincidencia en el tax6n indicado por ambos genes con un
nivel de identidad igual o superior al 98%.

Aislamiento Al: Aeromonas allosaccarophila

ARNr 16S_Al
Descripcion Max  Total - Query E Ident Accession
score  score  cover  value
Uncultured Aeromonas sp. clone OTU-9-
ABB 168 ribosomal RNA gene, partial 2586 2586 99% 0.0 99% JQ624317.1

sequence

Aeromonas allosaccharophila strain CECT
4199 16S ribosomal RNA gene, complete 2586 2586 99% 0.0 99%  NR_025945.2
sequence

Aeromonas allosaccharophila strain
CPT207 168 ribosomal RNA gene, partial 2586 2586 99% 0.0 99% FJ940841.1
sequence

Aeromonas allosaccharophila strain QLO1

0, 0,
16S ribosomal RNA gene, partial sequence 2538 2538 99% 0.0 99% KC130967.1

Aeromonas allosaccharophila strain
JNC912 16S ribosomal RNA gene, partial 2558 2558 99% 0.0 99% GU205192.1
sequence

Aeromonas allosaccharophila strain PIC2

0, 0,
16S ribosomal RNA gene, partial sequence 2538 2538 99% 0.0 99% GQ359956.1

Uncultured bacterium clone MC1_16S_87

0, 0,
16S ribosomal RNA gene, partial sequence 2538 2538 95% 0.0 99% EU662656.1

Uncultured bacterium clone MC1_16S 14

0 0,
16S ribosomal RNA gene, partial sequence 2558 2558 99% 0.0 99% EU662584.1

Uncultured bacterium clone Niul2 16S

0 0,
ribosomal RNA gene, partial sequence 2558 2558 98% 0.0 99% EU862312.1

Aeromonas sp. 'CDC 715-84' 16S ribosomal

0, 0,
RNA gene, partial sequence 2558 2558 98% 0.0 99% U88658.1

gyrB_Al

Max  Total Query E

Ident Accession
score score cover value

Descripcion

Aeromonas allosaccharophila strain
CPT207 DNA gyrase subunit B (gyrB) 699 699 40% 0.0 95%  FJ940790.1
gene, partial cds

Aeromonas sp. MM.2.10 DNA gyrase

subunit beta-like (gyrB) gene, partial 693 693 40% 0.0 95% GQ471026.1
sequence

Aeromonas allosaccharophila strain

MDC561 DNA gyrase subunit B (gyrB) 691 691 40% 0.0 95% DQ411471.1

gene, partial cds

Aeromonas allosaccharophila strain

0, 0,
MDC2276 GyrB (gyrB) gene, partial cds 688 688 40% 0.0 94% HQ701898.1

Aeromonas allosaccharophila strain

0, 0,
MDC2126 GyrB (gyrB) gene, partial cds 688 688 40% 0.0 94% HQ701884.1

Aeromonas allosaccharophila strain

0, 0,
MDC2124 GyrB (gyrB) gene, partial cds 688 688 40% 0.0 94% HQ701883.1

Aeromonas sp. MM.2.5 DNA gyrase 688 688 40% 0.0 94% GQ471022.1
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subunit beta (gyrB) gene, partial cds
Aeromonas sp. KC9 gyrB gene for DNA
gyrase subunit beta, partial cds

Aeromonas allosaccharophila strain ER.1.4
GyrB (gyrB) gene, partial cds

Aeromonas sobria strain S§ DNA
gyrasesubunit B (gyrB) gene, partial cds

688 688 40% 0.0 94%  AB473132.1

688 688 40% 0.0 94%  FJ238491.1

682 682 40% 0.0 94%  KT036667.1

Aislamiento A2: Aeromonas allosaccarophila

ARNr 16S_A2

Max Total Query E
score  score  cover  value

2612 2612 100% 0.0 99%  KC130967.1

Descripcion Ident Accession

Aeromonas allosaccharophila strain QLO1
16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Aeromonas allosaccharophila strain
JNC912 16S ribosomal RNA gene, partial 2612 2612 100% 0.0 99% GU205192.1
sequence

Aeromonas allosaccharophila strain PIC2
16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Uncultured bacterium clone MC1_16S_87
16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Uncultured bacterium clone MC1_16S_14
16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Aeromonas allosaccharophila strain
JNC612 16S ribosomal RNA gene, partial 2606 2606  100% 0.0 99% GU722154.1
sequence

Aeromonas allosaccharophila strain JAO7
16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Aeromonas veronii strain K_G_AN-1 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence
Aeromonas allosaccharophila strain
MHK10 168 ribosomal RNA gene, partial 2601 2601  99% 0.0 99%  KC884670.1
sequence

Aeromonas allosaccharophila strain S5-31
16S ribosomal RNA gene, partial sequence

2612 2612 100% 0.0 99% GQ359956.1

2612 2612 100% 0.0 99%  EU662656.1

2612 2612 100% 0.0 99%  EU662584.1

2606 2606  100% 0.0 99% GU205199.1

2601 2601  99% 0.0 99%  KIJ186908.1

2597 2597  99% 0.0 99%  KC202275.1

gyrB_A2

Max Total Query E
score score  cover  value

1805 1805 100% 0.0 99%  KT036667.1

Descripcion Ident Accession

Aeromonas sobria strain S8 DNA gyrase
subunit B (gyrB) gene, partial cds
Aeromonas sobria gyrB gene for DNA
gyrase subunit beta, partial cds, strain: 14 H 1805 1805 100% 0.0 99% AB473155.1
26

Aeromonas allosaccharophila strain

CPT207 DNA gyrase subunit B (gyrB) 1805 1805 100% 0.0 99%  FJ940790.1
gene, partial cds

Aeromonas allosaccharophila strain

MDC561 DNA gyrase subunit B (gyrB) 1796 1796  99% 0.0 99%  DQ411471.1
gene, partial cds

Aeromonas hydrophila gyrB gene for DNA

gyrase subunit beta, partial cds, strain: 14 H =~ 1794 1794 100% 0.0 99% AB473153.1
24

Aeromonas allosaccharophila strain

JNC902 DNA gyrase subunit B (gyrB) 1788 1788  100% 0.0 99%  GU205204.1
gene, partial cds

Aeromonas allosaccharophila strain

INC612 DNA gyrase subunit B (gyrB) 1788 1788  100% 0.0 99%  GU205203.1
gene, partial cds

Aeromonas sobria gyrB gene for DNA

gyrase subunit beta, partial cds, strain: JCM 1788 1788 100% 0.0 99% AB473088.1
2145
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Aeromonas allosaccharophila strain

JNC912 DNA gyrase subunit B (gyrB) 1783 1783 100% 0.0 99% GU205205.1
gene, partial cds

Aeromonas sp. KC9 gyrB gene for DNA
gyrase subunit beta, partial cds

1783 1783  100% 0.0 99%  AB473132.1

Aislamiento B1: Aeromonas bestiarium

ARNr 16S_B1

Max  Total Query E
score score  cover _ value

2567 2567  100% 0.0 100%  JX872320.1

Descripcion Ident Accession

Uncultured bacterium clone X178 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence
Aeromonas sp. M_S_TSA 2-14 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence
Aeromonas salmonicida strain NY-9 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence
Aeromonas salmonicida strain w-3 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence
Aeromonas sp. IW-211 16S ribosomal RNA
gene, partial sequence

Aeromonas salmonicida subsp.
achromogenes strain FP 168 ribosomal 2562 2562  100% 0.0 99% KF413426.1
RNA gene, partial sequence

Aeromonas salmonicida subsp.

achromogenes strain HL-8 16S ribosomal 2562 2562  100% 0.0 99% KF413416.1
RNA gene, partial sequence

Aeromonas salmonicida strain ZD3 16S

ribosomal RNA gene, partial sequence

Aeromonas salmonicida strain 8C41-L 16S

ribosomal RNA gene, partial sequence

Aeromonas salmonicida strain 8C31-L 16S

ribosomal RNA gene, partial sequence

2562 2562  100% 0.0 99% KP967508.1

2562 2562 100% 0.0 99% KT215606.1

2562 2562  100% 0.0 99% KM117161.1

2562 2562  100% 0.0 99% KF556692.1

2562 2562 99% 0.0 100% KC884674.1

2562 2562  100% 0.0 99% KC884668.1

2562 2562 100% 0.0 99% KC884667.1

gyrB_B1

Max  Total Query E
score  score  cover _ value

1133 1133 89% 0.0 96% IN711753.1

Descripcién Ident Accession

Aeromonas bestiarum strainHE73 DNA
gyrase subunit beta (gyrB) gene, partial cds
Aeromonas bestiarum strain LMG 13663

DNA gyrase subunit beta (gyrB) gene, 1116 1116 89% 0.0 96% IN711757.1
partial cds

Aeromonas bestiarum strain LMG 13666

DNA gyrase subunit beta (gyrB) gene, 1099 1099  89% 0.0 96% IN711760.1
partial cds

Aeromonas bestiarum strain ATCC 23213

GyrB (gyrB) gene, partial cds

Aeromonas bestiarum strain LMG 13667

DNA gyrase subunit beta (gyrB) gene, 1088 1088  89% 0.0 95% IN711761.1
partial cds

Aeromonas bestiarum strain CECT 4227

DNA gyrase subunit beta (gyrB) gene, 1085 1085 84% 0.0 97% IN711732.1
partial cds

Aeromonas bestiarum partial gyrB gene for

DNA gyrase subunit B, strain CDC9533- 1085 1085 84% 0.0 97% AJ868362.1
76T

Aeromonas bestiarum strain AE145 DNA

gyrase subunit beta (gyrB) gene, partial cds

Aeromonas bestiarum strain 112A DNA

gyrase subunit beta (gyrB) gene, partial cds

Aeromonas bestiarum clone DK-A .besti-3

DNA gyrase subunit B (gyrB) gene, partial 1079 1079  84% 0.0 97% KJ747111.1
cds

1090 1090  84% 0.0 97%  AY987523.1

1083 1083  89% 0.0 95% IN711740.1

1083 1083  89% 0.0 95% IN711733.1
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Aislamiento B2: Aeromonas bestiarium

ARNr 16S_B2

Descripcion

score

Total
score

Query
cover

E
value

Ident

Accession

Aeromonas sp. UG1-MRL 16S ribosomal
RNA gene, partial sequence

2477

2477

100%

0.0

99%

KC128843.1

Aeromonas sp. SXHSY1 168 ribosomal
RNA gene, partial sequence

2475

2475

100%

0.0

99%

JX110711.1

Aeromonas salmonicida subsp.
achromogenes partial 16S rRNA gene,
isolate KK-18

2475

2475

100%

0.0

99%

HE979861.1

Aeromonas salmonicida subsp.
achromogenes partial 16S rRNA gene,
isolate KK-20

2475

2475

100%

0.0

99%

HE979860.1

Aeromonas salmonicida subsp.
achromogenes partial 16S rRNA gene,
isolate KA-22

2475

2475

100%

0.0

99%

HE979859.1

Aeromonas salmonicida subsp. masoucida
strain NBRC 13784 16S ribosomal RNA
gene, partial sequence

2475

2475

100%

0.0

99%

NR_113635.1

Aeromonas salmonicida subsp.
achromogenes strain NY4 16S ribosomal
RNA gene, partial sequence

2475

2475

100%

0.0

99%

HQ283362.1

[Haemophilus] piscium strain CIP 106116
16S ribosomal RNA gene, complete
sequence

2475

2475

100%

0.0

99%

NR_104935.1

Aeromonas salmonicida strain W2Aug13
16S ribosomal RNA gene, partial sequence

2475

2475

100%

0.0

99%

IN106432.1

Uncultured bacterium partial 16S rRNA
gene, clone 872

2475

2475

100%

0.0

99%

FR853718.1

gyrB_B2

Descripcion

score

Total
score

Query
cover

value

Ident

Accession

Aeromonas bestiarum strain HE73 DNA
gyrase subunit beta (gyrB) gene, partial cds

1860

1860

100%

0.0

100%

IN711753.1

Aeromonas bestiarum strain LMG 13663
DNA gyrase subunit beta (gyrB) gene,
partial cds

1844

1844

100%

0.0

99%

IN711757.1

Aeromonas bestiarum strain LMG 13666
DNA gyrase subunit beta (gyrB) gene,
partial cds

1799

1799

100%

0.0

99%

IN711760.1

Aeromonas bestiarum strain CECT 4227
DNA gyrase subunit beta (gyrB) gene,
partial cds

1777

1777

100%

0.0

99%

IN711732.1

Aeromonas bestiarum partial gyrB gene for
DNA gyrase subunit B, strain CDC9533-
76T

1777

1777

100%

0.0

99%

AJ868362.1

Aeromonas bestiarum clone DK-A .besti-3
DNA gyrase subunit B (gyrB) gene, partial
cds

1772

1772

100%

0.0

98%

KJ747111.1

Aeromonas bestiarum strain 559A DNA
gyrase subunit beta (gyrB) gene, partial cds

1772

1772

100%

0.0

98%

IN711736.1

Aeromonas bestiarum strain ATCC 23213
GyrB (gyrB) gene, partial cds

1772

1772

100%

0.0

98%

AY987523.1

Aeromonas bestiarum strain CECT 7451
DNA gyrase subunit beta (gyrB) gene,
partial cds

1766

1766

100%

0.0

98%

IN711751.1

Aeromonas bestiarum strain CECT 5226
DNA gyrase subunit beta (gyrB) gene,
partial cds

1766

1766

100%

0.0

98%

IN711748.1
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Aislamiento C1: Aeromonas caviae

ARNr 16S_C1

Max  Total Query E
score  score  cover  value

2556 2556  100% 0.0 99% KP262417.1

Descripcion Ident Accession

Aeromonas caviae strain J5 16S ribosomal
RNA gene, partial sequence

Aeromonas caviae strain J3 16S ribosomal
RNA gene, partial sequence

Aeromonas caviae strain J2 16S ribosomal
RNA gene, partial sequence

Aeromonas caviae strain J1 168 ribosomal
RNA gene, partial sequence

Aeromonas caviae partial 16S rRNA gene,
strain TWW3

Aeromonas caviae strain MSSRF QS61 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence
Aeromonas caviae strain N25 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence
Aeromonas hydrophila strain S-X14A 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence
Aeromonas hydrophila strain A-X6A 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence
Aeromonas caviae strain 2129 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence

2556 2556  100% 0.0 99% KP262415.1

2556 2556 100% 0.0 99% KP262414.1

2556 2556  100% 0.0 99% KP262413.1

2556 2556  100% 0.0 99% LN624814.2

2556 2556  100% 0.0 99% KJ877655.1

2556 2556  100% 0.0 99% KJ650079.1

2556 2556  100% 0.0 99% KJ806517.1

2556 2556  100% 0.0 99% KJ806368.1

2556 2556  100% 0.0 99% KF835804.1

gyrB_C1

Max Total Query E

Ident Accession
score score cover value

Descripcién

Aeromonas caviae clone DK-A.caviae-66

DNA gyrase subunit B (gyrB) gene, partial 1796 1796  100% 0.0 99% KJ747156.1
cds

Aeromonas caviae clone DK-A.caviae-19

DNA gyrase subunit B (gyrB) gene, partial 1790 1790 100% 0.0 98% KJ747124.1
cds

Aeromonas punctata strain AE-23
GyrB(gyrB)gene, partial cds

Aeromonas sp. No. 34 gyrB gene for DNA
gyrase subunit beta, partial cds
Aeromonas caviae clone DK-A.caviae-30
DNA gyrase subunit B (gyrB) gene, partial 1779 1779 100% 0.0 98% KJ747132.1
cds

Aeromonas caviae clone DK-A.caviae-18

DNA gyrase subunit B (gyrB) gene, partial 1779 1779  100% 0.0 98% KJ747123.1
cds

Aeromonas punctata strain RK 27611 GyrB
(gyrB) gene, partial cds

Aeromonas caviae clone DK-A.caviae-14
DNA gyrase subunit B (gyrB) gene, partial 1773 1773 100% 0.0 98% KJ747119.1
cds

Aeromonas punctata strain RK 65541 GyrB
(gyrB) gene, partial cds

Aeromonas caviae clone DK-A.caviae-58
DNA gyrase subunit B (gyrB) gene, partial 1768 1768 100% 0.0 98% KJ747151.1
cds

1790 1790  100% 0.0 98% AY987491.1

1783 1783 99% 0.0 99% AB473051.1

1779 1779 100% 0.0 98% AY987526.1

1773 1773 100% 0.0 98% AY987527.1
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Aislamiento H2: Aeromonas hydrophila

ARNr 16S_H2

Max  Total Query E
score  score  cover  value

2579 2579 100% 0.0 99% KP822822.1

Descripcion Ident Accession

Aeromonas hydrophila strain UTMC 2268
16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Aeromonas hydrophila strain AH10,
complete genome

Aeromonas hydrophila strain AL06-06,
complete genome

Aeromonas hydrophila strain N27 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence
Aeromonas sp. T9 16S ribosomal RNA,
partial sequence

Aeromonas hydrophila strain SGC55 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence
Aeromonas hydrophila strain ATCC 7966
16S ribosomal RNA gene, complete 2579 2579 100% 0.0 99% NR_074841.1
sequence

Aeromonas sp. DH-6 16S ribosomal RNA
gene, partial sequence

Aeromonas hydrophila strain JCM 1027
16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Uncultured bacterium clone QHYB-130
16S ribosomal RNA gene, partial sequence

2579 28256 100% 0.0 99% CP011100.1

2579 25790 100% 0.0 99% CP010947.1

2579 2579 100% 0.0 99% KJ650078.1

2579 2579 100% 0.0 99% KJ210843.1

2579 2579 100% 0.0 99% KF358435.1

2579 2579 100% 0.0 99% JX839764.1

2579 2579 100% 0.0 99%  NR_113342.1

2579 2579 100% 0.0 99% JF741928.1

gyrB_H2

Max Total Query E

Ident Accession
score score cover value

Descripcién

Aeromonas hydrophila strain AL06-06,
complete genome
Aeromonas hydrophila strain CECT 4330

1808 1808  83% 0.0 98% CP010947.1

DNA gyrase subunit beta (gyrB) gene, 1808 1808  83% 0.0 98% IN711787.1
partial cds

Aeromonas hydrophila strain AL06-06

DNA gyrase subunit B (gyrB) gene, 1808 1808 83% 0.0 98% JX275840.1

complete cds

Aeromonas hydrophila strain CECT 5236

DNA gyrase subunit beta (gyrB) gene, 1797 1797  83% 0.0 98% IN711791.1
partial cds

Aeromonas hydrophila strain JCM 3976

DNA gyrase subunit beta (gyrB) gene, 1792 1792 83% 0.0 97% IN711796.1
partial cds

Aeromonas hydrophila strain CECT 5738

DNA gyrase subunit beta (gyrB) gene, 1792 1792 83% 0.0 97% IN711793.1
partial cds

Aeromonas hydrophila strain CECT 5174

DNA gyrase subunit beta (gyrB) gene, 1792 1792 83% 0.0 97% IN711788.1
partial cds

Aeromonas hydrophila strain AE215 DNA
gyrase subunit beta (gyrB) gene, partial cds
Aeromonas hydrophila strain AL97-91
DNA gyrase subunit B (gyrB) gene, 1792 1792 83% 0.0 97% JX275837.1
complete cds

Aeromonas hydrophila strain wp3 DNA
gyrase subunit B (gyrB) gene, partial cds

1792 1792 83% 0.0 97% IN711785.1

1792 1792 83% 0.0 97% FJ608552.1
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Aislamiento H3: Aeromonas hydrophila

ARNr 16S_H3

Max Total  Query E
score  score cover value

2604 25749 100% 0.0 99%  CP013178.1

Descripcion Ident Accession

Aeromonas hydrophila strain JBN2301,
complete genome

Aeromonas hydrophila strain AH10,
complete genome

Bacterium enrichment culture clone

S 2011 0.5 m_3 16S ribosomal RNA 2604 2604 100% 0.0 99%  KMO091654.1
gene, partial sequence

Aeromonas hydrophila gene for 16S

ribosomal RNA, partial sequence, strain: 2604 2604 100% 0.0 99% AB698740.1
z83¢c

Aeromonas hydrophila partial 16S rRNA
gene, isolate SG11

Aeromonas hydrophila partial 16S rRNA
gene, isolate SG04

Aeromonas hydrophila strain HD16 1A
16S ribosomal RNA gene, partial 2604 2604 100% 0.0 99%  JIN644601.1
sequence

Aeromonas hydrophila strain ZA-01 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence
Aeromonas hydrophila partial 16S rRNA
gene, isolate Pa014

Aeromonas hydrophila strain 322A 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence

2604 28574 100% 0.0 99%  CP011100.1

2604 2604 100% 0.0 99%  HE681732.1

2604 2604 100% 0.0 99%  HE681727.1

2604 2604 100% 0.0 99%  JN391411.1

2604 2604 100% 0.0 99%  FR687003.1

2604 2604 100% 0.0 99%  GQ352498.1

gyrB_H3
Descripcion Max  Total  Query E Ident Accession
score score cover value
Aeromonas hydrophila clone DK-A.hydrop-
28 DNA gyrase subunit B (gyrB) gene, 1386 1386  86% 0.0 95% KJ747131.1
partial cds
Aeromonas hydrophila subsp. decolorationis
DNA gyrase subunit beta (gyrB) gene, 1386 1386 86% 0.0 95% AY968042.1
partial cds
Aeromonas hydrophila strain LMG 18245
DNA gyrase subunit beta (gyrB) gene, 1380 1380  86% 0.0 95% IJN711801.1
partial cds

Aeromonas hydrophila strain FZMH2 DNA
gyrase subunit B (gyrB) gene, partial cds
Aeromonas hydrophila strain D4, complete
genome

Aeromonas hydrophila strain JBN2301,
complete genome

Aeromonas hydrophila NJ-35, complete
genome

Aeromonas hydrophila J-1, complete
genome

Aeromonas hydrophila pc104A, complete
genome

Aeromonas hydrophila AL09-71, complete
genome

1376~ 1376  83% 0.0 96%  KC812118.1

1375 1375 86% 0.0 95% CP013965.1

1375 1375 86% 0.0 95% CP013178.1

1375 1375 86% 0.0 95% CP006870.1

1375 1375 86% 0.0 95% CP006883.1

1375 1375 86% 0.0 95% CP007576.1

1375 1375 86% 0.0 95% CP007566.1

114



Aislamiento H4: Aeromonas hydrophila

ARNr 16S_H4
Descripcion Max Total - Query E Ident Accession
score  score cover value
Aeromonas eucrenophila strain MD2F 12
16S ribosomal RNA gene, partial 2338 2970 88% 0.0 97% KP196822.1
sequence
Uncultured bacterium clone A254 CAI
16S ribosomal RNA gene, complete 1877 2057 99% 0.0 88% FJ456353.1
sequence
Aeromonas hydrophila strain W-R-3-1-1
16S ribosomal RNA gene, partial 1642 2884 99% 0.0 100%  KUS570380.1
sequence

Aeromonas hydrophila strain INF-80 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence
Aeromonas hydrophila YL17, complete
genome

Aeromonas caviae strain J5 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence
Aeromonas caviae strain J3 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence
Aeromonas caviae strain J2 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence
Aeromonas caviae strain J1 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence
Aeromonas dhakensis strain B86 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence

1642 2105 73% 0.0 100%  KP813747.1

1642 28837  99% 0.0 100%  CP007518.2

1642 2881 100% 0.0 100%  KP262417.1

1642 2881 100% 0.0 100%  KP262415.1

1642 2881 100% 0.0 100%  KP262414.1

1642 2881 100% 0.0 100%  KP262413.1

1642 2884 99% 0.0 100%  KU041795.1

gyrB_H4

Max Total Query E

Ident Accession
score score cover value

Descripcion

Aeromonas hydrophila strain B11 DNA

gyrase subunit B (gyrB) gene, partial cds
Aeromonas hydrophila subsp. dhakensis
strain LMG 3769 DNA gyrase subunit beta ~ 1218 1218 76% 0.0 95% IN711806.1
(gyrB) gene, partial cds

Aeromonas hydrophila gyrB gene for DNA

1234 1234 76% 0.0 96%  JQ234885.1

gyrase subunit beta, partial cds, strain: 1218 1218  76% 0.0 95%  AB473178.1
KAE16

Aeromonas aquariorum strain MDC 310

DNA gyrase subunit beta (gyrB) gene, 1212 1212 76% 0.0 95%  IN711817.1
partial cds

Aeromonas sp. KC5 gyrB gene for DNA
gyrase subunit beta, partial cds

Aeromonas hydrophila gyrB gene for DNA
gyrase subunit beta, partial cds, strain: 1212 1212 76% 0.0 95%  AB473112.1
AOK2

Aeromonas hydrophila gyrB gene for DNA

gyrase subunit beta, partial cds, strain: 1212 1212 76% 0.0 95% AB473076.1
YA04

Aeromonas hydrophila subsp. dhakensis

strain LMG 19559 DNA gyrase subunit 1206 1206  76% 0.0 95%  JIN711809.1
beta (gyrB) gene, partial cds

Aeromonas hydrophila strain B32 DNA
gyrase subunit B (gyrB) gene, partial cds
Aeromonas hydrophila strain B31 DNA
gyrase subunit B (gyrB) gene, partial cds

1212 1212 76% 0.0 95% AB473124.1

1206 1206  76% 0.0 95%  1Q234900.1

1206 1206  76% 0.0 95%  1Q234899.1
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Aislamiento H5: Aeromonas hydrophila

ARNr 16S_HS5

Max Total  Query E

Ident Accession
score score cover  value

Descripcion

Aeromonas hydrophila strain JBN2301,
complete genome

Aeromonas hydrophila strain AH10,
complete genome

Bacterium enrichment culture clone

S 2011 0.5 m_3 16S ribosomal RNA 2612 2612 100% 0.0 100%  KMO091654.1
gene, partial sequence

Aeromonas hydrophila gene for 16S

ribosomal RNA, partial sequence, strain: 2612 2612 100% 0.0 100%  AB698740.1
z83¢c

Aeromonas hydrophila partial 16S rRNA
gene, isolate SG11

Aeromonas hydrophila partial 16S rRNA
gene, isolate SG04

Aeromonas hydrophila strain HD16 1A
16S ribosomal RNA gene, partial 2612 2612 100% 0.0 100%  IN644601.1
sequence

Aeromonas hydrophila strain ZA-01 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence
Aeromonas hydrophila partial 16S rRNA
gene, isolate Pa014

Aeromonas hydrophila strain 322A 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence

2612 25823 100% 0.0 100%  CP013178.1

2612 28650 100% 0.0 100%  CP011100.1

2612 2612 100% 0.0 100%  HE681732.1

2612 2612 100% 0.0 100%  HE681727.1

2612 2612 100% 0.0 100%  IN391411.1

2612 2612 100% 0.0 100%  FR687003.1

2612 2612 100% 0.0 100%  GQ352498.1

gyrB_HS

Max  Total Query E
score score cover value

1923 1923 84% 0.0 99%  CP011100.1

Descripcion Ident Accession

Aeromonas hydrophila strain AH10,
complete genome

Aeromonas sp. JH121 DNA gyrase subunit
B (gyrB) gene, partial cds

Aeromonas hydrophila strain LMG 18245

1860 1860  84% 0.0 98%  FJ159403.1

DNA gyrase subunit beta (gyrB) gene, 1849 1849  84% 0.0 98% JN711801.1
partial cds

Aeromonas hydrophila strain JCM 3968

DNA gyrase subunit beta (gyrB) gene, 1849 1849  84% 0.0 98% IN711795.1
partial cds

Aeromonas hydrophila strain IB102 DNA
gyrase subunit B (gyrB) gene, partial cds
Aeromonas hydrophila strain AH83 DNA
gyrase subunit beta (gyrB) gene, partial cds
Aeromonas hydrophila strain 322A DNA
gyrase subunit beta gene, partial cds
Aeromonas hydrophila strain D4, complete
genome

Aeromonas hydrophila strain JBN2301,
complete genome

Aeromonas hydrophila strain DJ141209
DNA gyrase subunit B gene, partial cds

1849 1849  84% 0.0 98%  JQ085433.1

1849 1849  84% 0.0 98%  AF208259.1

1845 1845  84% 0.0 98%  GQ352499.1

1844 1844  84% 0.0 98%  CP013965.1

1844 1844  84% 0.0 98%  CP013178.1

1844 1844  84% 0.0 98%  KR149458.1
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Aislamiento H6: Aeromonas hydrophila

ARNr 16S_H6
Descripcion Max Total - Query E Ident Accession
score score cover value

Aeromonas hydrophila strain UTMC

2268 168 ribosomal RNA gene, partial 2595 2595 100% 0.0 100%  KP822822.1
sequence
fj;fg;’;‘geﬁz ‘f;gph’l“ strain AHI0, 2595 28434  100% 0.0 100%  CP011100.1
fj;fgl’:t’;“;eﬁﬁﬁg”h’m strain ALO6-06, 595 55056 100% 0.0 100%  CP010947.1
Aeromonas hydrophila strain N2716S 595 5594 100% 0.0 100%  KJ650078.1
ribosomal RNA gene, partial sequence
;‘;;?;ﬁ;‘gﬁ;&? 168 ribosomal RNA, = 55 5595 100% 0.0 100%  KJ210843.1
Aeromonas hydrophila strain SGC55

16S ribosomal RNA gene, partial 2595 2595 100% 0.0 100%  KF358435.1
sequence

Aeromonas hydrophila strain ATCC

7966 168 ribosomal RNA gene, 2595 2595 100% 0.0 100% NR_074841.1
complete sequence

Aeromonas sp. DH-6 168 ribosomal 2595 2595 100% 0.0  100%  JX839764.1
RNA gene, partial sequence

Aeromonas hydrophila strain JCM 1027

16S ribosomal RNA gene, partial 2595 2595 100% 0.0 100%  NR_113342.1
sequence

Uncultured bacterium clone QHYB-130

16S ribosomal RNA gene, partial 2595 2595 100% 0.0 100%  JF741928.1
sequence

gyrB_H6
Descripcion Max  Total  Query E Ident Accession
score score cover value

Aeromonas hydrophila strain ;‘322A DNA 1871 1871 87% 00 98% GQ352499.1
gyrase subunit beta gene, partial cds

gsggﬁgnas hydrophila strain D4, complete a0 1950 g7, 00  98%  CP013965.1
fjgg’;’;ﬁ;eﬁ(y)ﬁgph”a strain JBN2301, 1860 1860  87% 0.0 98%  CP013178.1
gjggﬁznas hydrophila NJ-35, complete 1860 1860  87% 0.0 98%  CP006870.1
gsggﬁgnas hydrophila J-1, complete 1860 1860 87% 0.0  98%  CP006883.1
gjggﬁznas hydrophila pel04A, complete g0 1950 8704 0.0 98%  CP007576.1
gjggﬁznas hydrophila ALO9-71, complete a0 1950 8704 0.0 98%  CP007566.1
fj;fg;’;‘geﬁﬁdnzgph’l“ ML09-119, 1860 1860  87% 0.0 98%  CP005966.1
Aeromonas hydrophila strain ML09-119

DNA gyrase subunit B (gyrB) gene, 1860 1860  87% 0.0 98% JX275836.1
complete cds

Aeromonas hydrophila strain ML09-139

DNA gyrase subunit B (gyrB) gene, partial 1860 1860  87% 0.0 98% JX275834.1

cds
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Aislamiento H7: Aeromonas hydrophila

ARNr 16S_H7
Descripcion Max Total - Query E Ident Accession
score  score cover value
Aeromonas hydrophila strain UTMC
2268 16S ribosomal RNA gene, partial 2652 2652 100% 0.0 99% KP822822.1
sequence
Aeromonas hydrophila strain AHI10, 2652 29069  100% 0.0  99%  CP011100.1
complete genome
Aeromonas hydrophila strain ALO6-06, 557 56579 1009 0.0 99%  CPO10947.1
complete genome
Aeromonas sp. T9 16S ribosomal RNA, 55, 657 1909, 0.0 99%  KJ210843.1
partial sequence
Aeromonas hydrophila strain SGC55
16S ribosomal RNA gene, partial 2652 2652 100% 0.0 99% KF358435.1
sequence
Aeromonas hydrophila strain ATCC
7966 16S ribosomal RNA gene, 2652 2652 100% 0.0 99% NR _074841.1
complete sequence
Aeromonas sp. DH-6 168 ribosomal 2652 2652 99% 0.0  100%  JX839764.1
RNA gene, partial sequence
Uncultured bacterium clone QHYB-130
16S ribosomal RNA gene, partial 2652 2652 100% 0.0 99% JF741928.1
sequence
Aeromonas hydrophila strain ATCC
7966 16S ribosomal RNA gene, 2652 2652 100% 0.0 99% NR 118944.1
complete sequence
Aeromonas hydrophila strain B23 16S o o
ribosomal RNA gene, partial sequence 2652 2652 100% 0.0 99% HQ259695.1
gyrB_H7
Descripcion Max  Total  Query E Ident Accession
score score cover value
Aeromonas hydrophila strain LMG 13660
DNA gyrase subunit beta (gyrB) gene, 1783 1783 85% 0.0 97% JN711800.1
partial cds
Aeromonas hydrophila strain LMG 13658
DNA gyrase subunit beta (gyrB) gene, 1760 1760  85% 0.0 96% IN711799.1
partial cds
Aeromonas hydrophila strain CECT 4330
DNA gyrase subunit beta (gyrB) gene, 1744 1744 85% 0.0 96% IN711787.1
partial cds
Aeromonas sp. JHI21 DNA gyrase subunit 1111917 gse0 00 95%  FJ159403.1
B (gyrB) gene, partial cds
Aeromonas hydrophila strain MDC261
DNA gyrase subunit beta (gyrB) gene, 1709 1709  79% 0.0 97% DQ665888.1
partial cds
Aeromonas hydrophila strain 1054148
DNA gyrase subunit beta (gyrB) gene, 1705 1705 85% 0.0 95% IN711777.1
partial cds
geeggﬁznas hydrophila strain D4, complete 1500 1700 859, 00 95%  CP013965.1
Aeromonas hydrophila strain JBN2301, 1700 1700 85% 0.0 05% CPO13178.1
complete genome
gjggﬁfe’"“s hydrophila NJ-35, complete 1700 1700  85% 0.0  95%  CP006870.1
Aeromonas hydrophila J-1, complete 1700 1700  85% 0.0  95%  CP006883.1

genome
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Aislamiento H8: Aeromonas hydrophila

ARNr 16S_H8
Descripcion Max Total - Query E Ident Accession
score  score cover value
Aeromonas hydrophila strain JBN2301, 2636 26063 100% 0.0 99% CPO13178.1
complete genome
Aeromonas hydrophila strain AH10, 2636 28914  100% 0.0 99%  CPO11100.1
complete genome
Bacterium enrichment culture clone
S 2011 0.5 m_3 16S ribosomal RNA 2636 2636 100% 0.0 99%  KM091654.1
gene, partial sequence
Aeromonas hydrophila gene for 16S
ribosomal RNA, partial sequence, strain: 2636 2636 100% 0.0 99%  AB698740.1
z83¢c
Aeromonas hydrophila partial I6STRNA ) (3¢ 5636 1000, 0.0 99%  HE681732.1
gene, isolate SG11
Aeromonas hydrophila partial IS IRNA 636 636 1900, 00 99%  HE681727.1
gene, isolate SG04
Aeromonas hydrophila strain HD16 1A
16S ribosomal RNA gene, partial 2636 2636 100% 0.0 99%  JN644601.1
sequence
Aeromonas hydrophila strain ZA-OL 168y c3c he3g o0, 00 99%  IN391411.1
ribosomal RNA gene, partial sequence
Aeromonas hydrophila partial IS IRNA 636 636 0%, 00 99%  FR687003.1
gene, isolate Pa014
Aeromonas hydrophila strain 322A 168 o o
ribosomal RNA gene, partial sequence 2636 2636 100% 0.0 99% GQ352498.1
gyrB_H8
Descripcion Max  Total  Query E Ident Accession
score score cover value
Aeromonas hydrophila strain LMG 18245
DNA gyrase subunit beta (gyrB) gene, 1786 1786  100% 0.0 99%  IN711801.1
partial cds
Aeromonas hydrophila strain DJ141209 o o
DNA gyrase subunit B gene, partial cds 1781 1781 100% 0.0 99%  KR149458.1
Aeromonas hydrophila strain AhS633
DNA gyrase subunit B (gyrB) gene, partial 1781 1781 100% 0.0 99%  HQ326180.1
cds
Aeromonas hydrophila strain CECT 5233
DNA gyrase subunit beta (gyrB) gene, 1775 1775 100% 0.0 99% IN711790.1
partial cds
Aeromonas hydrophila strain 1073633
DNA gyrase subunit beta (gyrB) gene, 1775 1775 100% 0.0 99% IN711778.1
partial cds
Aeromonas hydrophila truncated DNA 1773 1773 99% 0.0  99%  FI917137.1
gyrase subunit B (gyrB) gene, partial cds
Aeromonas hydrophila strain LMG 12665
DNA gyrase subunit beta (gyrB) gene, 1770 1770 100% 0.0 99% IN711798.1
partial cds
Aeromonas hydrophila strain CECT 5236
DNA gyrase subunit beta (gyrB) gene, 1764 1764 100% 0.0 99% IN711791.1
partial cds
Aeromonas hydrophila isolate NI-28 DNA 1,00 1960 10000 00 99%  JX025787.1
gyrase subunit B (gyrB) gene, partial cds
Aeromonas hydrophila strain D4, complete 1759 1759 100% 0.0 99% CP013965.1

genome
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Aislamiento H9: Aeromonas hydrophila

ARNr 16S_H9

Descripcion Max Total - Query E Ident Accession
score  score cover value

Aeromonas sp. DH-6 168 ribosomal 2610 2610 100% 0.0  99%  JX839764.1
RNA gene, partial sequence
Aeromonas hydrophila strain UTMC
2268 16S ribosomal RNA gene, partial 2604 2604 100% 0.0 99% KP822822.1
sequence
Aeromonas hydrophila strain AHI10, 2604 28541  100% 0.0  99%  CP011100.1
complete genome
Aeromonas hydrophila strain ALO6-06, 004 26048 100% 0.0 99%  CPOI0947.1
complete genome
Aeromonas hydrophila strain N27168 00, 5664 1009 0.0 99%  KJ650078.1
ribosomal RNA gene, partial sequence
Aeromonas sp. T9 16S ribosomal RNA, 04 5604 100% 00 99%  KJ210843.1
partial sequence
Aeromonas hydrophila strain SGC55
16S ribosomal RNA gene, partial 2604 2604 100% 0.0 99% KF358435.1
sequence
Aeromonas hydrophila strain ATCC
7966 16S ribosomal RNA gene, 2604 2604 100% 0.0 99%  NR _074841.1
complete sequence
Aeromonas hydrophila strain JCM 1027
16S ribosomal RNA gene, partial 2604 2604 100% 0.0 99%  NR_113342.1
sequence
Uncultured bacterium clone QHYB-130
16S ribosomal RNA gene, partial 2604 2604 100% 0.0 99%  JF741928.1
sequence

gyrB_H9
Descripcion Max  Total  Query E Ident Accession

score score cover value

Aeromonas sp. JHI21 DNA gyrase subunit yg53 1803 100% 0.0  99%  FJ159403.1
B (gyrB) gene, partial cds
Aeromonas hydrophila strain CECT 5233
DNA gyrase subunit beta (gyrB) gene, 1792 1792 100% 0.0 99%  JN711790.1
partial cds
Aeromonas hydrophila strain D4, complete 1786 1786 100% 0.0 99% CP013965.1
genome
Aeromonas hydrophila strain JBN2301, 1786 1786 100% 00 99% CP013178.1
complete genome
Aeromonas hydrophila NJ-35, complete 1786 1786 100% 0.0  99%  CP006870.1
genome
Aeromonas hydrophila -1, complete 1786 1786  100% 0.0  99%  CP006883.1
genome
Aeromonas hydrophila pc104A, complete 1786 1786 100% 0.0 99% CP007576.1
genome
Aeromonas hydrophila AL09-71, complete 1786 1786 100% 00 99% CP007566.1
genome
Aeromonas hydrophila MLO9-119, 1786 1786  100% 0.0  99%  CP005966.1
complete genome
Aeromonas hydrophila strain JNC302
DNA gyrase subunit B (gyrB) gene, partial 1786 1786 100% 0.0 99%  JX469467.1

cds
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Aislamiento H10: Aeromonas hydrophila

ARNr 16S_H10

Descripcion Max Total - Query E Ident Accession
score  score  cover value

Aeromonas hydrophila strain UTMC
2268 16S ribosomal RNA gene, partial 2651 2651 74% 0.0 99%  KP822822.1
sequence
Aeromonas hydrophila strain AHI10, 2651 29043  74% 0.0  99%  CP011100.1
complete genome
Aeromonas hydrophila strain AL06-06, 2651 26510 74% 0.0 99% CP010947 1
complete genome
Aeromonas sp. T9 16S ribosomal RNA, 551 2651 740, 00 99%  KJ210843.1
partial sequence
Aeromonas hydrophila strain SGC55
16S ribosomal RNA gene, partial 2651 2651 74% 0.0 99%  KF358435.1
sequence
Aeromonas hydrophila strain ATCC
7966 168 ribosomal RNA gene, 2651 2651 74% 0.0 99%  NR 074841.1
complete sequence
Uncultured bacterium clone QHYB-130
16S ribosomal RNA gene, partial 2651 2651 74% 0.0 99%  JF741928.1
sequence
Aeromonas hydrophila strain ATCC
7966 168 ribosomal RNA gene, 2651 2651 74% 0.0 99%  NR _118944.1
complete sequence
Aeromonas hydrophila strain B23 16S N o
ribosomal RNA gene, partial sequence 2651 2651 74% 0.0 99%  HQ259695.1
Aeromonas sp. GD4(2010) 16S 2651 2651 74% 0.0  99%  GU566305.1
ribosomal RNA gene, partial sequence

gyrB_H10
Descripcion Max  Total  Query E Ident Accession

score score cover value

Aeromonas hydrophila strain LMG 18245
DNA gyrase subunit beta (gyrB) gene, 1820 1820 100% 0.0 99%  JN711801.1
partial cds
Aeromonas hydrophila strain CECT 5233
DNA gyrase subunit beta (gyrB) gene, 1820 1820 100% 0.0 99%  JN711790.1
partial cds
Aeromonas hydrophlla strain AES3 ]?NA 1820 1820 100% 0.0 99% IN711780.1
gyrase subunit beta (gyrB) gene, partial cds
Aeromonas hydrophila strain TN97-08
DNA gyrase subunit B (gyrB) gene, 1820 1820 100% 0.0 99%  JX275842.1
complete cds
Aeromonas sp. JHl?l DNA gyrase subunit 1820 1820 100% 0.0 99% F1159403.1
B (gyrB) gene, partial cds
g‘fggﬁznas hydrophila strain D4, complete 014 o4 100% 00  99%  CP013965.1
Aeromonas hydrophila strain JBN2301, 1814 1814 100% 00 99% CP013178.1
complete genome
Aeromonas hydrophila strain DJ141209 o o
DNA gyrase subunit B gene, partial cds 1814 1814  100% 0.0 99%  KR149458.1
Q:Sg;”qznas hydrophila NJ-35, complete 1814 1814 100% 0.0  99%  CP006870.1
Aeromonas hydrophila -1, complete 1814 1814 100% 0.0  99%  CP006883.1

genome
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Aislamiento H11: Aeromonas hydrophila

ARNr 16S_H11

Max Total  Query E
score  score cover value

1917 1917 100% 0.0 99%  KU188291.1

Descripcion Ident Accession

Aeromonas hydrophila strain B146 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence
Aeromonas hydrophila strain JBN2301,
complete genome

Aeromonas hydrophila strain ATCC
7966 16S ribosomal RNA gene, partial 1917 1917 100% 0.0 99%  KU041788.1
sequence

Aeromonas hydrophila strain P11 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence
Aeromonas sobria strain BX0815 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence
Aeromonas hydrophila strain WXX-01
16S ribosomal RNA gene, partial 1917 1917 100% 0.0 99%  KT425065.1
sequence

Aeromonas hydrophila strain GPG-01

16S ribosomal RNA gene, partial 1917 1917 100% 0.0 99%  KT425066.1
sequence

Aeromonas hydrophila strain HZN198

16S ribosomal RNA gene, partial 1917 1917 100% 0.0 99%  KT364220.1
sequence

Aeromonas sp. Sh 12 16S ribosomal
RNA gene, partial sequence

Aeromonas hydrophila strain NY-12 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence

1917 19035 100% 0.0 99%  CP013178.1

1917 1917 100% 0.0 99%  KU041787.1

1917 1917 100% 0.0 99%  KR010958.1

1917 1917 100% 0.0 99%  KT427918.1

1917 1917 100% 0.0 99%  KT215607.1

gyrB_H11

Max  Total Query E
score score cover value

1941 1941  86% 0.0 99% GQ352499.1

Descripcion Ident Accession

Aeromonas hydrophila strain 322A DNA
gyrase subunit beta gene, partial cds
Aeromonas hydrophila isolate NJ-28 DNA
gyrase subunit B (gyrB) gene, partial cds
Aeromonas hydrophila strain DJ141209
DNA gyrase subunit B gene, partial cds
Aeromonas hydrophila strain AhS633 DNA
gyrase subunit B (gyrB) gene, partial cds
Aeromonas hydrophila strain AL06-06,
complete genome

Aeromonas hydrophila strain AE150 DNA
gyrase subunit beta (gyrB) gene, partial cds
Aeromonas hydrophila strain 1073633 DNA
gyrase subunit beta (gyrB) gene, partial cds
Aeromonas hydrophila strain AL06-06
DNA gyrase subunit B (gyrB) gene, 1884 1884  86% 0.0 99% JX275840.1
complete cds

Aeromonas hydrophila strain CECT 4330

1916 1916  85% 0.0 99%  JX025787.1

1890 1890  86% 0.0 99%  KR149458.1

1890 1890  86% 0.0 99%  HQ326180.1

1884 1884  86% 0.0 99% CP010947.1

1884 1884  86% 0.0 99%  JN711781.1

1884 1884  86% 0.0 99%  JN711778.1

DNA gyrase subunit beta (gyrB) gene, 1879 1879  86% 0.0 99% IN711787.1
partial cds

Aeromonas hydrophila strain JCM 3995

DNA gyrase subunit beta (gyrB) gene, 1873 1873 86% 0.0 98% JN711797.1
partial cds
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Aislamiento H12: Aeromonas hydrophila

ARNr 16S_H12

Max Total  Query E
score  score cover value

2621 25916 100% 0.0 99% CP013178.1

Descripcion Ident Accession

Aeromonas hydrophila strain JBN2301,
complete genome

Aeromonas hydrophila strain AH10, 2621 28751  100% 0.0 99%  CP011100.1
complete genome

Bacterium enrichment culture clone

S 2011 0.5 m_3 16S ribosomal RNA 2621 2621 100% 0.0 99%  KMO091654.1
gene, partial sequence

Aeromonas hydrophila gene for 16S

ribosomal RNA, partial sequence, strain: 2621 2621 100% 0.0 99% AB698740.1
z83¢c

Aeromonas hydrophila partial ISSIRNA =56y 9631 100% 00  99%  HE681732.1
gene, isolate SG11

Aeromonas hydrophila partial 16S rRNA
gene, isolate SG04

Aeromonas hydrophila strain HD16 1A
16S ribosomal RNA gene, partial sequence

2621 2621 100% 0.0 99% HE681727.1

2621 2621 100% 0.0 99% IN644601.1

Aeromonas hydrophila strain ZA-0116S 001 501 o000 00 99%  IN391411.1
ribosomal RNA gene, partial sequence

Aerompnas hydrophila partial 16S rRNA 2621 2621 100% 0.0 99% FR687003.1
gene, isolate Pa014

Aeromonas hydrophila strain 322A 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence

2621 2621 100% 0.0 99% GQ352498.1

gyrB_H12

Max Total Query E

Ident Accession
score score cover value

Descripcion

Aeromonas hydrophlla strain :"‘322A DNA 1871 1871 100% 0.0 999 GQ352499.1
gyrase subunit beta gene, partial cds

Aeromonas hydrophlla isolate NJ-?S DNA 1860 1860 99% 0.0 99% 1X025787.1
gyrase subunit B (gyrB) gene, partial cds
Aeromonas sp. MU2 gyrB gene for DNA
gyrase subunit beta, partial cds

1860 1860  97% 0.0 99%  AB473139.1

Aeromonas hydrophila strain DJ141209 o o
DNA gyrase subunit B gene, partial cds 1832 1832  100% 0.0 98% KR149458.1

Aeromonas hydrophila subsp. hydrophila
strain CECT 839 DNA gyrase subunit beta 1832 1832  100% 0.0 98%  IN711776.1
(gyrB) gene, partial cds

Aeromonas hydrophila strain AhS633 DNA
gyrase subunit B (gyrB) gene, partial cds

Aeromonas hydrophila subsp. hydrophila o o
ATCC 7966, complete genome 1832 1832  100% 0.0 98% CP000462.1

Aeromonas hydrophila strain AHB3 DNA 1057 1035 o000 00 98%  AF208259.1
gyrase subunit beta (gyrB) gene, partial cds

1832 1832 100% 0.0 98%  HQ326180.1

Aeromonas sp. Klanj 4.1 DNA gyrase 1831 1831  99% 00  99%  KF929379.1
subunit B (gyrB) gene, partial cds

Aeromonas hydrophila strain IB102 DNA o o
ayrase subunit B (gyrB) gene, partial cds 1831 1831  99% 0.0 99% JQ085433.1
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Aislamiento H13: Aeromonas hydrophila

ARNr 16S_H13

Max Total Query E

Ident Accession
score score cover value

Descripcién

Aeromonas hydrophila strain UTMC

2268 16S ribosomal RNA gene, partial 2649 2649 100% 0.0 99% KP822822.1
sequence

Aeromonas hydrophila strain AH10,
complete genome

Aeromonas hydrophila strain AL06-06,
complete genome

Aeromonas sp. T9 16S ribosomal RNA,
partial sequence

Aeromonas hydrophila strain SGC55 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence
Aeromonas hydrophila strain ATCC 7966
16S ribosomal RNA gene, complete 2649 2649 100% 0.0 99% NR_074841.1
sequence

Uncultured bacterium clone QHYB-130

16S ribosomal RNA gene, partial 2649 2649 100% 0.0 99%  JF741928.1
sequence

Aeromonas hydrophila strain ATCC 7966

16S ribosomal RNA gene, complete 2649 2649 100% 0.0 99% NR_118944.1
sequence

Aeromonas hydrophila strain B23 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence
Aeromonas sp. GD4(2010) 16S ribosomal
RNA gene, partial sequence

2649 29023 100% 0.0 99% CP011100.1

2649 26492 100% 0.0 99% CP010947.1

2649 2649 100% 0.0 99%  KJ210843.1

2649 2649 100% 0.0 99%  KF358435.1

2649 2649 100% 0.0 99%  HQ259695.1

2649 2649 100% 0.0 99% GU566305.1

gyrB_H13

Max  Total Query E

Ident Accession
score score cover value

Descripcion

Aeromonas hydrophila clone DK-

A.hydrop-46 DNA gyrase subunit B (gyrB) 1406 1406  100% 0.0 99%  KJ747144.1
gene, partial cds

Aeromonas hydrophila strain JCM 3967

DNA gyrase subunit beta (gyrB) gene, 1406 1406 100% 0.0 99% IN711794.1
partial cds

Aeromonas sp. 67P24 gyrB gene for DNA
gyrase beta subunit, partial cds

Aeromonas hydrophila gyrB gene for DNA
gyrase subunit beta, partial cds, strain: 14 H 1406 1406 100% 0.0 99% AB473150.1
20

Aeromonas hydrophila gyrB gene for DNA

gyrase subunit beta, partial cds, strain: 1406 1406 100% 0.0 99% AB473068.1
KR652

Aeromonas sp. Klanj 4.1 DNA gyrase
subunit B (gyrB) gene, partial cds
Aeromonas hydrophila strain LMG 21080
DNA gyrase subunit beta (gyrB) gene, 1400 1400 100% 0.0 99% IN711802.1
partial cds

Aeromonas hydrophila strain CECT 5233

DNA gyrase subunit beta (gyrB) gene, 1400 1400 100% 0.0 99% IN711790.1
partial cds

Aeromonas hydrophila strain MDC 27

DNA gyrase subunit beta (gyrB) gene, 1400 1400 100% 0.0 99% HQA442745.1
partial cds

Aeromonas hydrophila gyrB gene for DNA

gyrase subunit beta, partial cds, strain: 1400 1400 100% 0.0 99%  AB473165.1
KAE3

1406 1406  100% 0.0 99%  AB436654.1

1400 1400 100% 0.0 99%  KF929379.1
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Aislamiento P1: Aeromonas punctata

ARNr 16S_P1

Descrincién Max  Total Query E Ident  Accession
p score  score  cover value

Aeromonas punciata strain 694¢ 165 53 5453 1000, 00 97%  FII68772.1
ribosomal RNA gene, partial sequence
Aeromonas caviae strain N25 165 2451 2451 100% 00  97%  KJ650079.1
ribosomal RNA gene, partial sequence
Aeromonas caviae strain T84 16S N o
ribosomal RNA gene, partial sequence 2451 2451 100% 0.0 97% HQ407259.1
Aeromonas caviae strain VIT-SHRJ
16S ribosomal RNA gene, partial 2451 2451 100% 0.0 97% KJ716457.1
sequence
Aeromonas punctata strain AE-23 16S
ribosomal RNA gene, complete 2451 2451 100% 0.0 97% AY987725.1
sequence
Aeromonas punctata partial 16S rRNA o o
sene, strain WAB1953 2451 2451 100% 0.0 97% AM184292.1
Bacterium G3_GreenLake 165 2451 2451 100% 0.0  97%  AY345394.1
ribosomal RNA gene, partial sequence
Uncultured bacterium clone G3DCM-
159 168 ribosomal RNA gene, partial 2449 2449 100% 0.0 97% EU037343.2
sequence
Aeromonas dhakensis strain LBA2
16S ribosomal RNA gene, partial 2447 2447 100% 0.0 97% KF938660.1
sequence
Aeromonas enteropelogenes strain
AN-35 16S ribosomal RNA gene, 2447 2447 100% 0.0 97% AY987742.1

complete sequence

gyrB_P1

Max Total Query E

Ident Accession
score  score cover value

Descripcién

Aeromonas punctata strain AE-23
GyrB (gyrB) gene, partial cds
Aeromonas caviae clone DK-A.caviae-
19 DNA gyrase subunit B (gyrB) gene, 1836 1836 88% 0.0 97% KJ747124.1
partial cds

Aeromonas caviae clone DK-A.caviae-

66 DNA gyrase subunit B (gyrB) gene, 1836 1836 88% 0.0 97% KJ747156.1
partial cds

Aeromonas caviae clone DK-A.caviae-

18 DNA gyrase subunit B (gyrB) gene, 1832 1832 89% 0.0 97% KJ747123.1
partial cds

Aeromonas punctata strain RK 27611
GyrB (gyrB) gene, partial cds
Aeromonas caviae clone DK-A.caviae-
14 DNA gyrase subunit B (gyrB) gene, 1820 1820 88% 0.0 97% KJ747119.1
partial cds

Aeromonas punctata strain RK 65541
GyrB (gyrB) gene, partial cds
Aeromonas caviae clone DK-A.caviae-
30 DNA gyrase subunit B (gyrB) gene, 1818 1818 88% 0.0 97% KJ747132.1
partial cds

Aeromonas caviae clone DK-A.caviae-

53 DNA gyrase subunit B (gyrB) gene, 1816 1816 89% 0.0 97% KJ747148.1
partial cds

Aeromonas punctata strain RK 25447
GyrB (gyrB) gene, partial cds

1842 1842 88% 0.0 97% AY987491.1

1831 1831 88% 0.0 97% AY987526.1

1820 1820 88% 0.0 97% AY987527.1

1816 1816 89% 0.0 97% AY987525.1
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Aislamiento P2: Aeromonas punctata

ARNr 16S_P2

Descripcion Max Total Query E Ident  Accession
score  score  cover value

Aeromonas punctata strain 694 165 5601 5551 1000, 0,0 99%  FI168772.1
ribosomal RNA gene, partial sequence
Aeromonas caviae strain T84 16S o o
ribosomal RNA gene, partial sequence 2621 2621 100% 0.0 99% HQ407259.1
Aeromonas caviae strain N25 165 2621 2621 100% 00  99%  KJ650079.1
ribosomal RNA gene, partial sequence
Aeromonas punctata strain tud 165 5601 55511000, 00 99%  FI544391.1
ribosomal RNA gene, partial sequence
Aeromonas punctata strain AE-23 16S
ribosomal RNA gene, complete 2621 2621 100% 0.0 99% AY987725.1
sequence
Aeromonas punctata partial 16S o o
rRNA gene, strain WAB1953 2621 2621 100% 0.0 99% AM184292.1
Bacterium G3_GreenLake 165 2621 2621 100% 0.0  99%  AY345394.1

ribosomal RNA gene, partial sequence
Aeromonas aquariorum Antonio
Martinez-Murcia:MDC310 16S 2619 2619 100% 0.0 99% JQ034591.1
ribosomal RNA gene, partial sequence
Aeromonas sp. FD41 168 ribosomal
RNA gene, partial sequence
Aeromonas hydrophila YL17,
complete genome

2619 2619 100% 0.0 99% HM587254.1

2615 26148  100% 0.0 99% CP007518.2

gyrB_P2

Max Total  Query E

Ident Accession
score  score cover value

Descripcién

Aeromonas punctata strain AE-23
GyrB (gyrB) gene, partial cds
Aeromonas caviae clone DK-A.caviae-
19 DNA gyrase subunit B (gyrB) gene, 1801 1801 100% 0.0 98% KJ747124.1
partial cds

Aeromonas caviae clone DK-A.caviae-

66 DNA gyrase subunit B (gyrB) gene, 1801 1801 100% 0.0 98% KJ747156.1
partial cds

Aeromonas caviae clone DK-A.caviae-

18 DNA gyrase subunit B (gyrB) gene, 1796 1796 100% 0.0 98% KJ747123.1
partial cds

Aeromonas punctata strain RK 27611
GyrB (gyrB) gene, partial cds
Aeromonas caviae clone DK-A.caviae-
30 DNA gyrase subunit B (gyrB) gene, 1790 1790 100% 0.0 98% KJ747132.1
partial cds

Aeromonas caviae clone DK-A.caviae-

14 DNA gyrase subunit B (gyrB) gene, 1784 1784 100% 0.0 98% KJ747119.1
partial cds

Aeromonas sp. 2P1F9 partial gyrB

gene for subunit B of DNA gyrase, 1784 1784 100% 0.0 98% HG799679.1
strain 2P1F9

Aeromonas punctata strain RK 65541
GyrB (gyrB) gene, partial cds
Aeromonas caviae clone DK-A.caviae-
58 DNA gyrase subunit B (gyrB) gene, 1779 1779 100% 0.0 98% KJ747151.1
partial cds

1807 1807 100% 0.0 98% AY987491.1

1796 1796 100% 0.0 98% AY987526.1

1784 1784 100% 0.0 98% AY987527.1
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Aislamiento P3: Aeromonas punctata

ARNr 16S_P3

Descripcion

Max
score

Total
score

Query
cover

E
value

Ident

Accession

Aeromonas punctata strain 694c¢ 16S

2638

ribosomal RNA gene, partial sequence

2638

100%

0.0

99%

FJ168772.1

Aeromonas punctata strain AE-23 16S

ribosomal RNA gene, complete
sequence

2636

2636

100%

0.0

99%

AY987725.1

Aeromonas punctata partial 16S
rRNA gene, strain WAB1953

2636

2636

100%

0.0

99%

AM184292.1

Aeromonas caviae strain N25 16S

2636

ribosomal RNA gene, partial sequence

2636

100%

0.0

99%

KJ650079.1

Aeromonas aquariorum Antonio
Martinez-Murcia:MDC310 16S

2636

ribosomal RNA gene, partial sequence

2636

100%

0.0

99%

JQ034591.1

Aeromonas caviae strain T84 16S

2636

ribosomal RNA gene, partial sequence

2636

100%

0.0

99%

HQ407259.1

Aeromonas caviae strain VIT-SHRJ

16S ribosomal RNA gene, partial
sequence

2636

2636

100%

0.0

99%

KJ716457.1

Bacterium G3_GreenLake 16S

2636

ribosomal RNA gene, partial sequence

2636

100%

0.0

99%

AY345394.1

Aeromonas dhakensis strain LBA2
16S ribosomal RNA gene, partial
sequence

2632

2632

100%

0.0

99%

KF938660.1

Aeromonas enteropelogenes strain
AN-35 16S ribosomal RNA gene,
complete sequence

2632

2632

100%

0.0

99%

AY987742.1

gyrB_P3

Descripcion

Max score

Total
score

Query
cover

E
value

Ident

Accession

Aeromonas punctata strain AE-23
GyrB (gyrB) gene, partial cds

1764

1764

100%

0.0

99%

AY987491.1

Aeromonas sp. No. 34 gyrB gene
for DNA gyrase subunit beta,
partial cds

1764

1764

100%

0.0

99%

AB473051.1

Aeromonas punctata gyrB gene for
DNA gyrase subunit beta, partial
cds, strain: 12 H 338

1759

1759

100%

0.0

98%

AB473141.1

Aeromonas caviae clone DK-
A.caviae-66 DNA gyrase subunit
B (gyrB) gene, partial cds

1759

1759

100%

0.0

98%

KJ747156.1

Aeromonas caviae clone DK-
A.caviae-30 DNA gyrase subunit
B (gyrB) gene, partial cds

1748

1748

100%

0.0

98%

KJ747132.1

Aeromonas caviae clone DK-
A.caviae-18 DNA gyrase subunit
B (gyrB) gene, partial cds

1748

1748

100%

0.0

98%

KJ747123.1

Aeromonas caviae clone DK-
A.caviae-19 DNA gyrase subunit
B (gyrB) gene, partial cds

1748

1748

100%

0.0

98%

KJ747124.1

Aeromonas punctata strain RK
27611 GyrB (gyrB) gene, partial
cds

1748

1748

100%

0.0

98%

AY987526.1

Aeromonas caviae clone DK-
A.caviae-14 DNA gyrase subunit
B (gyrB) gene, partial cds

1742

1742

100%

0.0

98%

KJ747119.1
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Aislamiento P4: Aeromonas punctata

ARNr 16S_P4
Descripcion Max Total Query E Ident  Accession
score  score  cover value
Uncultured bacterium clone 3.13 16S 2327 2327 100% 0.0 999% EF179844.1

ribosomal RNA gene, partial sequence
Aeromonas punctata strain
VITSCAO1 16S ribosomal RNA gene, 2326 2326 100% 0.0 99% GQ401237.1
partial sequence

Aeromonas sp. KC7 gene for 16S

YRNA, partial sequence 2326 2326 100% 0.0 99% AB472988.1
Aeromonas caviae strain J5 168 2326 2326 100% 0.0  99%  KP262417.1
ribosomal RNA gene, partial sequence

Aeromonas caviae strain J3 165 2326 2326 100% 0.0  99%  KP262415.1
ribosomal RNA gene, partial sequence

Aeromonas caviae strain J2 165 2326 2326 100% 0.0  99%  KP262414.1
ribosomal RNA gene, partial sequence

Aeromonas punctata strain 694¢ 165 53,6 5356 o905 0.0 99%  FI168772.1
ribosomal RNA gene, partial sequence

Uncultured bacterium clone X380 165 )¢ p306 1090, 00 99%  JX872321.1
ribosomal RNA gene, partial sequence

Aeromonas hydrophila strain CH13

16S ribosomal RNA gene, partial 2326 2326 100% 0.0 99% KC252600.1
sequence

Aeromonas caviae strain T84 16S 2326 2326 100% 00 99% HQ407259.1

ribosomal RNA gene, partial sequence

gyrB_P4
Descripcion Max score Total  Query — E Ident  Accession
score  cover value
Aeromonas punctata strain AE- o o
23 GyrB (2yrB) gene, partial cds 1589 1589 96% 0.0 95% AY987491.1
Aeromonas sp. No. 34 gyrB gene
for DNA gyrase subunit beta, 1589 1589 93% 0.0 96% AB473051.1
partial cds
Aeromonas caviae gyrB gene for
DNA gyrase B subunit, partial 1585 1585 95% 0.0 96% LC003064.1

cds, strain: WL4-655

Aeromonas caviae clone DK-

A.caviae-19 DNA gyrase subunit 1583 1583 96% 0.0 95% KJ747124.1
B (gyrB) gene, partial cds

Aeromonas caviae clone DK-

A.caviae-66 DNA gyrase subunit 1583 1583 96% 0.0 95% KJ747156.1
B (gyrB) gene, partial cds

Aeromonas sp. 2P1F9 partial

gyrB gene for subunit B of DNA 1574 1574 95% 0.0 95% HG799679.1
gyrase, strain 2P1F9

Aeromonas sp. KYO548 gyrB

gene for DNA gyrase subunit 1574 1574 95% 0.0 95% AB473099.1
beta, partial cds

Aeromonas caviae clone DK-

A.caviae-58 DNA gyrase subunit 1572 1572 96% 0.0 95% KJ747151.1
B (gyrB) gene, partial cds

Aeromonas caviae clone DK-

A.caviae-30 DNA gyrase subunit 1572 1572 96% 0.0 95% KJ747132.1
B (gyrB) gene, partial cds

Aeromonas caviae clone DK-

A.caviae-23 DNA gyrase subunit 1572 1572 96% 0.0 95% KJ747127.1
B (gyrB) gene, partial cds
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Aislamiento P5: Aeromonas punctata

ARNr 16S_P5

Descripcion

Max
score

Total
score

Query
cover

value

Ident

Accession

Aeromonas punctata strain 694c 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence

2621

2621

100%

0.0

99%

FJ168772.1

Aeromonas punctata strain AE-23 16S

ribosomal RNA gene, complete
sequence

2621

2621

100%

0.0

99%

AY987725.1

Aeromonas punctata partial 16S rRNA

gene, strain WAB1953

2621

2621

100%

0.0

99%

AM184292.1

Bacterium G3_GreenLake 16S

2621

ribosomal RNA gene, partial sequence

2621

100%

0.0

99%

AY345394.1

Aeromonas aquariorum Antonio
Martinez-Murcia:MDC310 16S

2619

ribosomal RNA gene, partial sequence

2619

100%

0.0

99%

JQO034591.1

Aeromonas hydrophila YL17, complete

genome

2615

26148

100%

0.0

99%

CP007518.2

Aeromonas caviae strain VIT-SHRJ
16S ribosomal RNA gene, partial
sequence

2615

2615

99%

0.0

99%

KJ716457.1

Uncultured bacterium clone T0O-An-
20C-21 168 ribosomal RNA gene,
complete sequence

2615

2615

100%

0.0

99%

JX105534.1

Aeromonas hydrophila subsp.
dhakensis Consuelo Esteve:MA131
16S ribosomal RNA gene, partial
sequence

2615

2615

100%

0.0

99%

JQ034596.1

Aeromonas hydrophila subsp.

dhakensis Consuelo Esteve:MA17 16S

2615

ribosomal RNA gene, partial sequence

2615

100%

0.0

99%

JQ034595.1

gyrB_P5

Descripcién

Max score

Total
score

Query
cover

E
value

Ident

Accession

Aeromonas punctata strain AE-23
GyrB (gyrB) gene, partial cds

1784

1784

99%

0.0

98%

AY987491.1

Aeromonas sp. No. 34 gyrB gene
for DNA gyrase subunit beta,
partial cds

1783

1783

99%

0.0

98%

AB473051.1

Aeromonas caviae clone DK-
A.caviae-19 DNA gyrase subunit
B (gyrB) gene, partial cds

1779

1779

99%

0.0

98%

KJ747124.1

Aeromonas caviae clone DK-
A.caviae-66 DNA gyrase subunit
B (gyrB) gene, partial cds

1779

1779

99%

0.0

98%

KJ747156.1

Aeromonas caviae clone DK-
A.caviae-30 DNA gyrase subunit
B (gyrB) gene, partial cds

1768

1768

99%

0.0

98%

KJ747132.1

Aeromonas caviae clone DK-
A.caviae-18 DNA gyrase subunit
B (gyrB) gene, partial cds

1768

1768

99%

0.0

98%

KJ747123.1

Aeromonas punctata strain RK
27611 GyrB (gyrB) gene, partial
cds

1768

1768

99%

0.0

98%

AY987526.1

Aeromonas punctata gyrB gene
for DNA gyrase subunit beta,
partial cds, strain: 12 H 338

1766

1766

99%

0.0

98%

AB473141.1

Aeromonas caviae clone DK-
A.caviae-14 DNA gyrase subunit
B (gyrB) gene, partial cds

1762

1762

99%

0.0

98%

KJ747119.1

Aeromonas punctata strain RK

1762

1762

99%

0.0

98%

AY987527.1
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65541 GyrB (gyrB) gene, partial
cds

Aislamiento V1: Aeromonas veronii

ARNr 16S_V1

Descripcion Max score

Total
score

Query
cover

E
value

Ident

Accession

Aeromonas veronii strain CICR-
EDI 16S ribosomal RNA gene, 2638
partial sequence

2638

100%

0.0

100%

KUS554699.1

Aeromonas veronii strain CICR-
EB3 168 ribosomal RNA gene, 2638
partial sequence

2638

100%

0.0

100%

KUS507540.1

Aeromonas diversa strain
VITKKAIJI 16S ribosomal RNA 2638
gene, partial sequence

2638

100%

0.0

100%

KU560509.1

Aeromonas veronii strain PO_5
16S ribosomal RNA gene, partial 2638
sequence

2638

100%

100%

KT371350.1

Aeromonas veronii strain NMP1
16S ribosomal RNA gene, partial 2638
sequence

2638

100%

100%

KP938309.1

Aeromonas veronii strain B7 16S
ribosomal RNA gene, partial 2638
sequence

2638

100%

100%

KF661548.1

Aeromonas veronii strain SMC24
16S ribosomal RNA gene, partial 2638
sequence

2638

100%

100%

KF358431.1

Aeromonas veronii B565 strain
B565 16S ribosomal RNA, 2638
complete sequence

2638

100%

0.0

100%

NR_102789.1

Aeromonas hydrophila subsp.
hydrophila gene for 16S rRNA,
partial sequence, strain: NBRC
12658

2638

2638

100%

0.0

100%

AB680307.1

Aeromonas veronii strain G10_2A
16S ribosomal RNA gene, partial 2638
sequence

2638

100%

0.0

100%

IN644562.1

gyrB_V1

Descripciéon

Max
score

Total
score

Query
cover

E
value

Ident

Accession

Aeromonas veronii strain LT-1 gyrase B
subunit (gyrB) gene, partial cds

645

645

27%

0.0

97%

KR297112.1

Aeromonas veronii isolate XX-2 DNA
gyrase subunit B (gyrB) gene, partial cds

636

636

27%

4e-178

97%

JX025911.1

Aeromonas veronii strain 453 gyrase B
subunit (gyrB) gene, partial cds

634

634

27%

le-177

97%

EF064801.1

Aeromonas veronii strain TH0426,
complete genome

628

628

27%

7e-176

97%

CP012504.1

Aeromonas veronii strain HNZZ-3 gyrase B

subunit (gyrB) gene, partial cds

628

628

27%

Te-176

97%

KR537458.1

Aeromonas veronii strain HNZZ-2 gyrase B

subunit (gyrB) gene, partial cds

628

628

27%

7e-176

97%

KR537457.1

Aeromonas veronii strain HNZZ-1 gyrase B

subunit (gyrB) gene, partial cds

628

628

27%

7e-176

97%

KR537456.1

Aeromonas veronii isolate XX-44 DNA
gyrase subunit B (gyrB) gene, partial cds

628

628

27%

Te-176

97%

JX025941.1

Aeromonas veronii isolate GY-54 DNA
gyrase subunit B (gyrB) gene, partial cds

628

628

27%

7e-176

97%

JX025881.1

Aeromonas sp. JH111 DNA gyrase subunit

628

628

27%

7e-176

97%

FJ159422.1
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B (gyrB) gene, partial cds

Aislamiento V2: Aeromonas veronii

ARNr 16S_v2

Max  Total Query E
score score cover value

1759 1759  100% 0.0 99%  JX872318.1

Descripcion Ident Accession

Uncultured bacterium clone X381 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence
Aeromonas veronii strain w-s-01 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence
Aeromonas dhakensis strain P13 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence
Aeromonas veronii strain K31 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence
Aeromonas veronii strain B33 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence
Aeromonas veronii strain B23 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence
Aeromonas veronii strain B16 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence
Aeromonas veronii strain V3 16S ribosomal
RNA gene, partial sequence

A.eromonas salmonicida stlrain N-2-2-1 16S 1753 1753 100% 0.0 99% KU601307.1
ribosomal RNA gene, partial sequence

Aeromonas salmonicida strain I-M-3-1 16S

ribosomal RNA gene, partial sequence

1759 1759  99% 0.0 99%  JF490061.1

1753 1753 100% 0.0 99%  KU188299.1

1753 1753 100% 0.0 99%  KU188296.1

1753 1753 100% 0.0 99%  KU188295.1

1753 1753 100% 0.0 99%  KU188294.1

1753 1753 100% 0.0 99%  KU188293.1

1753 1753 100% 0.0 99%  KU058435.1

1753 1753 100% 0.0 99%  KUS570316.1

gyrB_V2

Max  Total Query E
score score cover value

1882 1882  92% 0.0 99%  KR869635.1

Descripcion Ident Accession

Aeromonas sp. JF1214 DNA gyrase subunit
B gene, partial cds

Aeromonas veronii isolate XY-17 DNA
gyrase subunit B (gyrB) gene, partial cds
Aeromonas veronii isolate NJ-40 DNA
gyrase subunit B (gyrB) gene, partial cds
Aeromonas veronii isolate CS-30 DNA
gyrase subunit B (gyrB) gene, partial cds
Aeromonas veronii isolate JH-3 DNA
gyrase subunit B (gyrB) gene, partial cds
Aeromonas veronii bv. sobria strain PDB
gyrase B gene, partial cds

Aeromonas sp. JH117 DNA gyrase subunit
B (gyrB) gene, partial cds

Aeromonas sp. JH112 DNA gyrase subunit
B (gyrB) gene, partial cds

Aeromonas veronii strain MRM0908 DNA
gyrase subunit B (gyrB) gene, partial cds
Aeromonas veronii strain CECT 4246 GyrB
(gyrB) gene, partial cds

1879 1879  91% 0.0 99%  JX025953.1

1860 1860  92% 0.0 99%  1X025902.1

1860 1860  92% 0.0 99%  1X025847.1

1855 1855  92% 0.0 99%  JX025889.1

1853 1853 94% 0.0 98%  KR049227.1

1847 1847  94% 0.0 98% FJ159391.1

1847 1847  94% 0.0 98%  FJ159390.1

1845 1845  93% 0.0 98% GU001910.1

1844 1844  93% 0.0 98%  AY987514.1
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Aislamiento V3: Aeromonas veronii

ARNr 16S_v3

Max Total  Query E
score  score  cover value

1714 1714 100% 0.0 99%  KU058435.1

Descripcion Ident Accession

Aeromonas veronii strain V3 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence
Aeromonas veronii strain CICR-EB1 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence
Aeromonas hydrophila strain JBN2301,
complete genome

Aeromonas cavernicola strain MDC

1714 1714 100% 0.0 99%  KUS507539.1

1714 17048 100% 0.0 99%  CP013178.1

2508 16S ribosomal RNA, partial 1714 1714 100% 0.0 99%  NR_132718.1
sequence

Aeromonas hydrophila strain YC-RL3

16S ribosomal RNA gene, partial 1714 1714 100% 0.0 99% KR819398.1
sequence

Aeromonas hydrophila strain AH10,
complete genome

Uncultured Aeromonas sp. clone n27 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence
Bacterium enrichment culture clone

S 2011 0.5 m_3 16S ribosomal RNA 1714 1714 100% 0.0 99%  KM091654.1
gene, partial sequence

Aeromonas hydrophila strain WPD1 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence
Aeromonas veronii strain BS 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence

1714 18811 100% 0.0 99%  CP011100.1

1714 1714 100% 0.0 99%  KP231771.1

1714 1714 100% 0.0 99%  KMO013811.1

1714 1714 100% 0.0 99%  KF661547.1

gyrB_V3
Descripcion Max score Total  Query E Ident Accession
score cover  value
Aeromonas veronii strain 1Q309
DNA gyrase subunit B gene, 1868 1868 100% 0.0 99% GU573721.1
partial cds
Aeromonas veronii strain CHS108
DNA gyrase subunit B (gyrB) 1845 1845 100% 0.0 98%  GU174509.1

gene, partial cds

Aeromonas veronii isolate XY-35

DNA gyrase subunit B (gyrB) 1844 1844  98% 0.0 99% JX025963.1
gene, partial cds

Aeromonas veronii isolate CS-46

DNA gyrase subunit B (gyrB) 1844 1844  98% 0.0 99% JX025866.1
gene, partial cds

Aeromonas veronii clone DK-

A.veronii-51 DNA gyrase subunit 1840 1840 100% 0.0 98%  KI747146.1
B (gyrB) gene, partial cds

Aeromonas veronii strain IH118

DNA gyrase subunit B gene, 1834 1834 100% 0.0 98% GUS573718.1
partial cds

Aeromonas veronii clone DK-

A.veronii-39 DNA gyrase subunit 1829 1829 100% 0.0 98%  KIJ747139.1

B (gyrB) gene, partial cds

Aeromonas veronii bv. sobria

strain HS120920 gyrase B subunit 1829 1829 100% 0.0 98%  KF543780.1
(gyrB) gene, partial cds

Aeromonas veronii strain MS12

DNA gyrase subunit B gene, 1823 1823 100% 0.0 98%  GUS573725.1
partial cds

Aeromonas veronii clone DK-

A.veronii-32 DNA gyrase subunit 1818 1818 100% 0.0 98%  KJ747134.1

B (gyrB) gene, partial cds
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Aislamiento V4: Aeromonas veronii

ARNr 16S_v4

Descripcion

Max score

Total
score

Query
cover

value

Ident

Accession

Aeromonas veronii strain CICR-
EDI 16S ribosomal RNA gene,
partial sequence

2652

2652

100%

0.0

99%

KUS554699.1

Aeromonas veronii strain CICR-
EB3 168 ribosomal RNA gene,
partial sequence

2652

2652

100%

0.0

99%

KU507540.1

Aeromonas diversa strain
VITKKAIJI 16S ribosomal RNA
gene, partial sequence

2652

2652

100%

0.0

99%

KUS560509.1

Aeromonas veronii strain PO_5
16S ribosomal RNA gene, partial
sequence

2652

2652

100%

0.0

99%

KT371350.1

Aeromonas veronii strain NMP1
16S ribosomal RNA gene, partial
sequence

2652

2652

100%

0.0

99%

KP938309.1

Aeromonas veronii strain B7 16S
ribosomal RNA gene, partial
sequence

2652

2652

100%

0.0

99%

KF661548.1

Aeromonas veronii strain SMC24
16S ribosomal RNA gene, partial
sequence

2652

2652

100%

0.0

99%

KF358431.1

Aeromonas veronii B565 strain
B565 16S ribosomal RNA,
complete sequence

2652

2652

100%

0.0

99%

NR_102789.1

Aeromonas sp. REm-amp 42 16S
ribosomal RNA gene, partial
sequence

2652

2652

100%

0.0

99%

JX899598.1

Aeromonas hydrophila subsp.
hydrophila gene for 16S rRNA,
partial sequence, strain: NBRC
12658

2652

2652

100%

0.0

99%

AB680307.1

gyrB_V4

Descripcién

Max score

Total
score

Query
cover

value

Ident

Accession

Aeromonas sp. JF1342 DNA
gyrase subunit B gene, partial cds

1808

1808

100%

0.0

99%

KR869633.1

Aeromonas sp. MCCB 140 gyrase
B (gyrB) gene, partial cds

1797

1797

100%

99%

IN602734.1

Aeromonas veronii isolate GY-54
DNA gyrase subunit B (gyrB)
gene, partial cds

1792

1792

100%

99%

JX025881.1

Aeromonas veronii strain LT-1
gyrase B subunit (gyrB) gene,
partial cds

1786

1786

100%

99%

KR297112.1

Aeromonas veronii isolate XX-2
DNA gyrase subunit B (gyrB)
gene, partial cds

1786

1786

100%

99%

JX025911.1

Aeromonas veronii isolate GY-37
DNA gyrase subunit B (gyrB)
gene, partial cds

1786

1786

100%

99%

JX025880.1

Aeromonas veronii isolate GY-32
DNA gyrase subunit B (gyrB)
gene, partial cds

1786

1786

100%

99%

JX025870.1

Aeromonas veronii isolate XY-25
DNA gyrase subunit B (gyrB)
gene, partial cds

1786

1786

100%

99%

JX025808.1

Aeromonas veronii strain CYJ209
DNA gyrase subunit B (gyrB)

1786

1786

100%

99%

FJ940792.1
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gene, partial cds

Aeromonas sp. JH111 DNA

gyrase subunit B (gyrB) gene, 1786 1786  100% 0.0 99%  FJ159422.1
partial cds

Aislamiento V5: Aeromonas veronii

ARNr 16S_V5
Descripcion Max score Total  Query E Ident Accession
score cover  value
Aeromonas caviae strain wl 16S
ribosomal RNA gene, partial 1764 1764  100% 0.0 100%  KJ157321.1
sequence
Aeromonas hydrophila strain
N17 16S ribosomal RNA gene, 1764 1764  100% 0.0 100%  KU188292.1

partial sequence

Aeromonas hydrophila strain

B146 168 ribosomal RNA gene, 1764 1764  100% 0.0 100%  KU188291.1
partial sequence

Aeromonas hydrophila strain

B54 16S ribosomal RNA gene, 1764 1764  100% 0.0 100%  KU188290.1
partial sequence

Aeromonas veronii strain CICR-

ED1 16S ribosomal RNA gene, 1764 1764  100% 0.0 100%  KUS554699.1
partial sequence

Aeromonas veronii strain CICR-

EB3 168 ribosomal RNA gene, 1764 1764  100% 0.0 100%  KUS507540.1
partial sequence

Aeromonas salmonicida strain

G-R-1-2 16S ribosomal RNA 1764 1764  100% 0.0 100%  KUS570340.1
gene, partial sequence

Aeromonas salmonicida strain

W-T-3-1-1 16S ribosomal RNA 1764 1764  100% 0.0 100%  KU570376.1
gene, partial sequence

Aeromonas sp. HBW2 16S

ribosomal RNA gene, partial 1764 1764 100% 0.0 100%  KU686689.1
sequence

Aeromonas diversa strain

VITKKAIJI 16S ribosomal RNA 1764 1764 100% 0.0 100%  KU560509.1

gene, partial sequence

gyrB_V5

Descripciéon Max score Total  Query E Ident Accession
score cover value

Aeromonas veronii isolate XX-32
DNA gyrase subunit B (gyrB) gene, 1860 1860  87% 0.0 99%  JX025926.1
partial cds
Aeromonas sp. MCCB 142 gyrase 454 1855  88% 0.0  98%  JN602733.1
B (gyrB) gene, partial cds
Aeromonas veronii strain [H317
DNA gyrase subunit B gene, partial 1855 1855  88% 0.0 98%  GU573720.1
cds
Aeromonas veronii isolate XX-7
DNA gyrase subunit B (gyrB) gene, 1840 1840  85% 0.0 99%  JX025924.1
partial cds
Aeromonas veronii isolate XH-32
DNA gyrase subunit B (gyrB) gene, 1832 1832 87% 0.0 98%  JX025803.1
partial cds
Aeromonas culicicola strain MTCC 1827 1827 88% 0.0 98% AY130993.1

3249 substrain SH DNA gyrase
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subunit beta (gyrB) gene, partial

cds

Aeromonas sobria gyrB gene for

DNA gyrase subunit beta, partial 1821 1821 88% 0.0 98%  LC012334.1
cds, strain: fay1209

Aeromonas culicicola DNA gyrase
subunit beta gene, partial cds
Aeromonas sobria strain
NQ090701 gyrase subunit B-like 1816 1816 88% 0.0 97%  HM358837.1
(gyrB) gene, complete sequence
Aeromonas sp. JH115 DNA gyrase
subunit B (gyrB) gene, partial cds

1821 1821 88% 0.0 98%  AF488548.1

1816 1816  88% 0.0 97%  FJ159423.1

Aislamiento V6: Aeromonas veronii

ARNr 16S_Vé6

Total Query E

Ident Accession
score cover value

Descripcion Max score

Aeromonas veronii strain NK05

16S ribosomal RNA gene, 2645 2645 99% 0.0 100%  KP899502.1
partial sequence

Aeromonas veronii strain NK02

16S ribosomal RNA gene, 2645 2645 99% 0.0 100%  KP899500.1
partial sequence

Aeromonas veronii strain V3

16S ribosomal RNA gene, 2641 2641 100% 0.0 99% KU058435.1
partial sequence

Aeromonas veronii strain B5

16S ribosomal RNA gene, 2641 2641 100% 0.0 99% KF661547.1
partial sequence

Aeromonas veronii strain

SCMC(C23 16S ribosomal RNA 2641 2641 100% 0.0 99% KF358430.1
gene, partial sequence

Uncultured bacterium clone C6

16S ribosomal RNA gene, 2641 2641 100% 0.0 99% JX262562.1
partial sequence

Uncultured bacterium clone

ELU0005-T44-S-

NIPCRAMgANa 000200 16S 2641 2641 100% 0.0 99% HQ739473.1
ribosomal RNA gene, partial

sequence

Uncultured bacterium clone 1-

42015 16S ribosomal RNA 2641 2641 100% 0.0 99% IN032816.1

gene, partial sequence

Uncultured bacterium clone 1-

41035 16S ribosomal RNA 2641 2641 100% 0.0 99% JN032815.1
gene, partial sequence
Aeromonas veronii B565,
complete genome

2641 26379  100% 0.0 99% CP002607.1

gyrB_Vé6

Total Query E

Ident Accession
score cover value

Descripciéon Max score

Aeromonas veronii isolate XX-29

DNA gyrase subunit B (gyrB) 1877 1877 100% 0.0 100%  JX025927.1
gene, partial cds

Aeromonas veronii isolate CS-23

DNA gyrase subunit B (gyrB) 1877 1877 100% 0.0 100%  JX025851.1
gene, partial cds
Aeromonas veronii isolate XY-31 1866 1866 100% 0.0 99% JX025965.1

DNA gyrase subunit B (gyrB)
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gene, partial cds

Aeromonas veronii isolate GY-40

DNA gyrase subunit B (gyrB) 1864 1864  99% 0.0 99% JX025878.1
gene, partial cds

Aeromonas veronii isolate XX-11

DNA gyrase subunit B (gyrB) 1849 1849  100% 0.0 99% JX025922.1
gene, partial cds

Aeromonas sobria gyrB gene for

DNA gyrase subunit beta, partial 1805 1805 100% 0.0 99% LC012334.1
cds, strain: fay1209

Aeromonas veronii isolate XX-43

DNA gyrase subunit B (gyrB) 1799 1799 100% 0.0 99% JX025942.1
gene, partial cds

Aeromonas veronii clone DK-

A.veronii-49 DNA gyrase subunit 1794 1794 100% 0.0 99% KJ747145.1
B (gyrB) gene, partial cds

Aeromonas veronii isolate XX-42

DNA gyrase subunit B (gyrB) 1794 1794 100% 0.0 99% JX025943.1
gene, partial cds

Aeromonas sp. JH115 DNA

gyrase subunit B (gyrB) gene, 1794 1794 100% 0.0 99% FJ159423.1
partial cds

Aislamiento V7: Aeromonas veronii

ARNr 16S_V7

Total Query E

Ident Accession
score cover value

Descripcion Max score

Aeromonas veronii strain K31

16S ribosomal RNA gene, 1375 1375 100% 0.0 99%  KU188296.1
partial sequence

Aeromonas veronii strain B33

16S ribosomal RNA gene, 1375 1375 100% 0.0 99%  KU188295.1
partial sequence

Aeromonas veronii strain B23

16S ribosomal RNA gene, 1375 1375 100% 0.0 99%  KU188294.1
partial sequence

Aeromonas veronii strain B16

16S ribosomal RNA gene, 1375 1375 100% 0.0 99%  KU188293.1
partial sequence

Aeromonas veronii strain

THO0426, complete genome

Aeromonas veronii strain V3

16S ribosomal RNA gene, 1375 1375 100% 0.0 99%  KU058435.1
partial sequence

Aeromonas veronii strain

CICR-EBI1 168 ribosomal RNA 1375 1375 100% 0.0 99%  KU507539.1
gene, partial sequence

Aeromonas hydrophila strain

N-3-3-1 16S ribosomal RNA 1375 1375 100% 0.0 99%  KU601315.1
gene, partial sequence

Aeromonas salmonicida strain

N-2-2-1 16S ribosomal RNA 1375 1375 100% 0.0 99%  KU601307.1
gene, partial sequence

Aeromonas salmonicida strain

[-M-3-1 16S ribosomal RNA 1375 1375 100% 0.0 99%  KU570316.1
gene, partial sequence

1375 13717 100% 0.0 99%  CP012504.1
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gyrB_V7

Total Query E

Ident Accession
score cover value

Descripcién Max score

Aeromonas veronii isolate CS-44

DNA gyrase subunit B (gyrB) 1875 1875  98% 0.0 99%  JX025867.1
gene, partial cds

Aeromonas sp. JH89 DNA gyrase
subunit B (gyrB) gene, partial cds
Aeromonas sp. MCCB 140 gyrase
B (gyrB) gene, partial cds
Aeromonas sp. JF2689 partial
gyrB gene for DNA gyrase subunit 1832 1832 100% 0.0 98%  AJB68389.1
B, strain JF2689

Aeromonas veronii strain TH0426,
complete genome

Aeromonas veronii strain HNZZ-3
gyrase B subunit (gyrB) gene, 1827 1827 100% 0.0 98%  KR537458.1
partial cds

Aeromonas veronii strain HNZZ-2

gyrase B subunit (gyrB) gene, 1827 1827  100% 0.0 98%  KR537457.1
partial cds

Aeromonas veronii strain HNZZ-1

gyrase B subunit (gyrB) gene, 1827 1827 100% 0.0 98%  KR537456.1
partial cds

Aeromonas sobria strain

NQO090701 gyrase subunit B-like 1827 1827  100% 0.0 98%  HM358837.1
(gyrB) gene, complete sequence

Aeromonas sp. JH118 DNA

gyrase subunit B (gyrB) gene, 1827 1827 100% 0.0 98%  FJ159394.1
partial cds

1838 1838  100% 0.0 98%  FJ159393.1

1832 1832 100% 0.0 98%  JN602734.1

1827 1827  100% 0.0 98%  CP012504.1

Aislamiento V8: Aeromonas veronii

ARNr 16S_Vv8
Descripcion Max score Total - Query E Ident Accession
score cover value
Aeromonas sp. REm-amp 63 16S
ribosomal RNA gene, partial 2627 2627 100% 0.0 99%  JX899604.1
sequence
Aeromonas veronii strain CICR-
EDI 16S ribosomal RNA gene, 2625 2625 100% 0.0 99%  KU554699.1

partial sequence

Aeromonas veronii strain CICR-
EB3 168 ribosomal RNA gene, 2625 2625 100% 0.0 99%  KUS507540.1
partial sequence

Aeromonas diversa strain

VITKKAIJ1 16S ribosomal RNA 2625 2625 100% 0.0 99%  KUS560509.1
gene, partial sequence

Aeromonas veronii strain PO_5

16S ribosomal RNA gene, partial 2625 2625 100% 0.0 99%  KT371350.1
sequence

Aeromonas veronii strain NMP1

16S ribosomal RNA gene, partial 2625 2625 100% 0.0 99%  KP938309.1
sequence

Aeromonas veronii strain B7 16S

ribosomal RNA gene, partial 2625 2625  100% 0.0 99%  KF661548.1
sequence

Aeromonas veronii strain SMC24

16S ribosomal RNA gene, partial 2625 2625 100% 0.0 99%  KF358431.1
sequence

Aeromonas veronii B565 strain
B565 16S ribosomal RNA,

2625 2625 100% 0.0 99%  NR_102789.1
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complete sequence

Aeromonas hydrophila subsp.
hydrophila gene for 16S rRNA,
partial sequence, strain: NBRC
12658

2625 2625 100% 0.0 99%  AB680307.1

gyrB_V8

Total Query E

Ident Accession
score cover value

Descripciéon Max score

Aeromonas veronii strain B09 DNA

gyrase subunit B (gyrB) gene, 1315 1315 61% 0.0 94%  JQ234883.1
partial cds

Aeromonas sp. Kumr 3.5 DNA

gyrase subunit B (gyrB) gene, 1280 1280  60% 0.0 94% KF929382.1
partial cds

Aeromonas veronii gyrB gene for

DNA gyrase B subunit, partial cds, 1271 1271 58% 0.0 95%  LC003070.1
strain: BT1-701

Aeromonas veronii isolate NJ-36

DNA gyrase subunit B (gyrB) gene, 1269 1269  60% 0.0 94%  JX025968.1
partial cds

Aeromonas veronii isolate XY-15

DNA gyrase subunit B (gyrB) gene, 1269 1269  60% 0.0 94%  JX025954.1
partial cds

Aeromonas veronii isolate XY-22

DNA gyrase subunit B (gyrB) gene, 1269 1269 60% 0.0 94%  JX025950.1
partial cds

Aeromonas veronii isolate XX-60

DNA gyrase subunit B (gyrB) gene, 1269 1269  60% 0.0 94%  JX025938.1
partial cds

Aeromonas veronii isolate XH-28

DNA gyrase subunit B (gyrB) gene, 1269 1269 60% 0.0 94%  JX025898.1
partial cds

Aeromonas veronii isolate GY-58

DNA gyrase subunit B (gyrB) gene, 1269 1269  60% 0.0 94%  JX025891.1
partial cds

Aeromonas veronii isolate JH-8

DNA gyrase subunit B (gyrB) gene, 1269 1269  60% 0.0 94%  JX025886.1
partial cds

Aislamiento V9: Aeromonas veronii

ARNr 16S_V9

Total Query E

Ident Accession
score cover value

Descripcion Max score

Aeromonas veronii strain CICR-

ED1 16S ribosomal RNA gene, 2555 2555 100% 0.0 100%  KUS554699.1
partial sequence

Aeromonas veronii strain CICR-

EB3 168 ribosomal RNA gene, 2555 2555 100% 0.0 100%  KUS507540.1
partial sequence

Aeromonas salmonicida strain G-

R-1-2 16S ribosomal RNA gene, 2555 2555 100% 0.0 100%  KUS570340.1
partial sequence

Aeromonas salmonicida strain

W-T-3-1-1 168 ribosomal RNA 2555 2555 100% 0.0 100%  KU570376.1
gene, partial sequence

Aeromonas sp. HBW2 16S

ribosomal RNA gene, partial 2555 2555 100% 0.0 100%  KU686689.1
sequence
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Aeromonas diversa strain
VITKKAIJ1 168 ribosomal RNA
gene, partial sequence

2555

2555

100%

0.0

100%

KUS560509.1

Aeromonas veronii strain PO_5
16S ribosomal RNA gene, partial
sequence

2555

2555

100%

0.0

100%

KT371350.1

Aeromonas veronii strain K11
16S ribosomal RNA gene, partial
sequence

2555

2555

100%

0.0

100%

KU041801.1

Aeromonas veronii strain S4-5
16S ribosomal RNA gene, partial
sequence

2555

2555

100%

0.0

100%

KP716691.1

Aeromonas veronii strain NY-8
16S ribosomal RNA gene, partial
sequence

2555

2555

100%

0.0

100%

KT215605.1

gyrB_V9

Descripcion

Max score

Total
score

Query
cover

value

Ident

Accession

Aeromonas veronii strain B9
DNA gyrase subunit B (gyrB)
gene, partial cds

1842

1842

100%

0.0

99%

JQ234883.1

Aeromonas sp. Kumr 3.5 DNA
gyrase subunit B (gyrB) gene,
partial cds

1786

1786

99%

0.0

99%

KF929382.1

Aeromonas veronii isolate NJ-36
DNA gyrase subunit B (gyrB)
gene, partial cds

1770

1770

100%

0.0

99%

JX025968.1

Aeromonas veronii isolate XY-15
DNA gyrase subunit B (gyrB)
gene, partial cds

1770

1770

100%

0.0

99%

JX025954.1

Aeromonas veronii isolate XY-22
DNA gyrase subunit B (gyrB)
gene, partial cds

1770

1770

100%

0.0

99%

JX025950.1

Aeromonas veronii isolate XX-73
DNA gyrase subunit B (gyrB)
gene, partial cds

1770

1770

100%

0.0

99%

JX025948.1

Aeromonas veronii isolate XH-28
DNA gyrase subunit B (gyrB)
gene, partial cds

1770

1770

100%

0.0

99%

JX025898.1

Aeromonas veronii isolate GY-58
DNA gyrase subunit B (gyrB)
gene, partial cds

1770

1770

100%

0.0

99%

JX025891.1

Aeromonas veronii isolate JH-8
DNA gyrase subunit B (gyrB)
gene, partial cds

1770

1770

100%

0.0

99%

JX025886.1

Aeromonas veronii isolate GY-26
DNA gyrase subunit B (gyrB)
gene, partial cds

1770

1770

100%

0.0

99%

JX025873.1
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Aislamiento V10: Aeromonas veronii

ARNr 16S_V10

Total Query E

Ident Accession
score cover value

Descripcion Max score

Aeromonas veronii partial 16S
rRNA gene, strain 1305-2-H11
Aeromonas veronii strain HT13
16S ribosomal RNA gene, partial 1544 1544 93% 0.0 95%  KF285586.1
sequence

Aeromonas veronii strain LD-02

16S ribosomal RNA gene, partial 1541 1541 93% 0.0 95%  KF761318.1
sequence

Aeromonas veronii strain CPO

4.003 16S ribosomal RNA gene, 1535 1535 93% 0.0 95%  K(C902426.1
partial sequence

Aeromonas veronii strain DCH-1

16S ribosomal RNA gene, partial 1535 1535 93% 0.0 95%  KC166864.1
sequence

Aeromonas veronii strain M-T-TSA

91 16S ribosomal RNA gene, 1535 1535 93% 0.0 95%  JQ795740.1
partial sequence

Uncultured bacterium clone

JFRO0502 aaal4el2 168 ribosomal 1535 1535 93% 0.0 95%  HM779086.1
RNA gene, partial sequence

Uncultured bacterium clone HO068

16S ribosomal RNA gene, partial 1535 1535 93% 0.0 95%  FJ820364.1
sequence

Aeromonas sp. 08003 16S

ribosomal RNA gene, partial 1535 1535 93% 0.0 95%  FJ494904.1
sequence

Uncultured bacterium clone

nbw881gllcl 16S ribosomal RNA 1535 1535 93% 0.0 95%  GQO030714.1
gene, partial sequence

1550 1550  92% 0.0 95%  LT160816.1

gyrB_V10

Total Query E

Ident Accession
score cover value

Descripcién Max score

Aeromonas veronii strain CECT

4257 DNA gyrase subunit beta 1376 1376 99% 0.0 99%  HQ442728.1
(gyrB) gene, partial cds

Aeromonas hydrophila gyrB gene

for DNA gyrase subunit beta, 1376 1376 99% 0.0 99%  AB473079.1
partial cds, strain: YAQ7

Aeromonas veronii strain CECT

4257 DNA gyrase subunit beta 1376 1376 99% 0.0 99%  AY101795.1
(gyrB) gene, partial cds

Aeromonas veronii gyrB gene for

DNA gyrase B subunit, partial cds, 1371 1371 99% 0.0 99%  LC003119.1
strain: BT5-828

Aeromonas veronii gyrB gene for

DNA gyrase B subunit, partial cds, 1371 1371 99% 0.0 99%  LC003048.1
strain: WL1-515

Aeromonas veronii isolate GY-6

DNA gyrase subunit B (gyrB) 1371 1371 99% 0.0 99%  JX025876.1
gene, partial cds

Aeromonas sp. MCCB 140 gyrase
B (gyrB) gene, partial cds
Aeromonas veronii gyrB gene for
DNA gyrase B subunit, partial cds, 1365 1365  99% 0.0 99%  LC003094.1
strain: WL81-3367

Aeromonas veronii gyrB gene for

DNA gyrase B subunit, partial cds, 1365 1365 99% 0.0 99% LC003065.1
strain: WL4-656

1371 1371 99% 0.0 99%  JN602734.1
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Aeromonas veronii isolate XX-60
DNA gyrase subunit B (gyrB) 1365 1365 99% 0.0 99% JX025938.1
gene, partial cds

Aislamiento V11: Aeromonas veronii

ARNr 16S_v11

Total Query E

Descripcion Max score Ident Accession
score cover value

Aeromonas veronii strain HT13

16S ribosomal RNA gene, partial 1448 1448  88% 0.0 97% KF285586.1

sequence

Aeromonas veronii strain CIFA-

APWGR 168 ribosomal RNA 1447 1447 89% 0.0 97% KM277749.1

gene, partial sequence

Uncultured bacterium clone

aab17h03 168 ribosomal RNA 1447 1447  88% 0.0 97% DQ816423.1
gene, partial sequence

Aeromonas veronii strain JY66

35624 16S ribosomal RNA gene, 1445 1445 88% 0.0 97% KR094133.1
partial sequence

Aeromonas veronii strain CPO

4.003 168 ribosomal RNA gene, 1445 1445 88% 0.0 97% K(C902426.1
partial sequence

Aeromonas veronii strain JY-1 16S

ribosomal RNA gene, partial 1445 1445 88% 0.0 97% JX164207.1
sequence

Aeromonas veronii strain M-T-

TSA 91 16S ribosomal RNA gene, 1445 1445 88% 0.0 97% JQ795740.1

partial sequence

Uncultured bacterium clone

JFRO0502 aaal4el2 16S ribosomal 1445 1445  88% 0.0 97%  HM779086.1
RNA gene, partial sequence

Uncultured bacterium clone

JFRO501 aaa05g10 16S ribosomal 1445 1445  88% 0.0 97%  HM778499.1
RNA gene, partial sequence

Uncultured bacterium clone

nbw881gllcl 16S ribosomal RNA 1445 1445  88% 0.0 97%  GQO030714.1
gene, partial sequence

gyrB_V11

Total Query E

Ident Accession
score cover value

Descripciéon Max score

Aeromonas veronii gyrB gene for

DNA gyrase B subunit, partial cds, 1445 1445 99% 0.0 97%  LC003119.1
strain: BT5-828

Aeromonas veronii isolate GY-6

DNA gyrase subunit B (gyrB) gene, 1445 1445 99% 0.0 97%  JX025876.1
partial cds

Aeromonas sobria strain XY 18

DNA gyrase subunit B (gyrB) gene, 1445 1445 99% 0.0 97%  JQ815379.1
partial cds

Aeromonas sp. MCCB 137 gyrase B
(gyrB) gene, partial cds

Aeromonas veronii strain CECT
4257 DNA gyrase subunit beta 1445 1445  99% 0.0 97%  HQ442728.1
(gyrB) gene, partial cds

Aeromonas hydrophila gyrB gene

for DNA gyrase subunit beta, partial 1445 1445 99% 0.0 97%  AB473079.1
cds, strain: YAQ7

1445 1445  99% 0.0 97%  JN602735.1
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Aeromonas sp. JH118 DNA gyrase
subunit B (gyrB) gene, partial cds

1445

1445

99%

0.0

97%

FJ159394.1

Aeromonas veronii strain CECT
4257 DNA gyrase subunit beta
(gyrB) gene, partial cds

1445

1445

99%

0.0

97%

AY101795.1

Aeromonas veronii clone DK-
A.veronii-11 DNA gyrase subunit B
(gyrB) gene, partial cds

1439

1439

99%

0.0

97%

KJ747117.1

Aeromonas veronii gyrB gene for
DNA gyrase B subunit, partial cds,
strain: WL81-3367

1439

1439

99%

0.0

97%

LC003094.1
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Anexo 4

Arbol filogenético concenso
confeccionado a partir de las secuencias
del gen gyrB de los aislamientos
nacionales de Aeromonas spp. y las
depositadas en la  base datos
PubMLST/Aeromonas.
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Arbol filogenético concenso
confeccionado a partir de las secuencias
del gen ARN 16S de los aislamientos
nacionales de Aeromonas spp. y las
depositadas en la base datos Ribosomal
Data Project
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