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El génere Aeromonas Stanier 1943 (EUZEBY 1998), “monada productora de
gas”, va ser reconegut en 1986 com a Unic génere de la nova familia
Aeromonadaceae, escindint-se de la familia Vibrionaceae en base a les
evidéncies acumulades en diferents estudis filogenétics (COLWELL i al. 1986).
Actualment (BOONE i CASTENHOLZ 2001) també s’inclou en la familia
Aeromonadaceae al génere Tolumonas, format per una unica espécie
(Tolumonas auensis) i una Unica soca (FISCHER-ROMERO i al. 1996). Altres
fonts d’informacio acreditades on s’incorporen les novetats taxonomiques es
poden trobar en la xarxa (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/tax.html i

www.bacterio.cict.fr/).

Figura 1. Relacions filogenétiques entre diferents taxa de Bacteria i Archaea basades en
catalegs de 16S rRNA. [Font: Figura 2A modificada, COLWELL i al. 1986].
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1.1. El génere Aeromonas: caracteristiques generals.

La classificacio taxonomica del genere Aeromonas és la seglent (Figura
1):  Domini  Bacteria, @ Phylum  BXIl  Proteobacteria,  Classe III
“Gammaproteobacteria”, Ordre XI “Aeromonadales”, Familia I

Aeromonadaceae, Génere I Aeromonas (BOONE i CASTENHOLZ 2001).

Les Aeromonas son bacteris amb forma de bacils rectes amb extrems
arrodonits que poden arribar a tindre una forma proxima a la coccoide.
Diametre d’entre 0,3-1,0 pm i longitud d’entre 1,0-3,5 pm. Es presenten sols,

en parelles o en cadenes curtes. No formen endospores. Gramnegatius (Figura

Figura 2. Tincié de Gram d’Aeromonas bestiarum.

2). Habitualment mobils per l’existéncia d’un unic flagel polar, pero flagels
peritrics poden formar-se en cultius joves sobre medis solids.
Quimioorganotrofs anaerobis facultatius amb metabolisme respiratori i
fermentatiu. Utilitzen oxigen com a acceptor d’electrons. Oxidasa i catalasa
positius. Redueixen nitrats pero no desnitrifiquen. Catabolitzen D-glucosa i
altres carbohidrats formant acids i, sovint, gas. Utilitzen diversos sucres i
acids organics com a font de carboni. Temperatura optima de creixement entre

22-28°C, poden créixer a baixes temperatures (5°C), la temperatura maxima

de creixement en les soques mesofiles és de 44°C mentre les psicrofiles no
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creixen a 36°C. Creixen a pHs elevats (pH 9) perd no a pHs baixos (< 5). No
requereixen NaCl per al seu creixement i elevades concentracions (6-7 %) so6n
inhibitories. Resistents a l'agent vibriostatic O/129. Habitat principalment
aquatic d’aiglies dolces i d’animals aquatics. Algunes espécies son patogenes
d’animals invertebrats i vertebrats, incloent-hi I’home. Contingut de G+C entre
57-63 mol%. (POPOFF 1984, COLWELL i al. 1986, HOLT i al. 1994,

HANNINEN i al. 1995, JANDA 1998).

1.2. Habitat i patogenicitat.

Les Aeromonas ocupen una enorme diversitat d’habitats, encara que el
medi aquatic, principalment aiglies dolces i interfase aigua dolca - aigua
marina, s’ha descrit com el seu habitat natural. Aixi s’han aillat Aeromonas en
nombrosos ambients aquatics com aiglies potables clorades i sense clorar,
pous, piscifactories, piscines, rius, llacs, tolls, aiglies residuals, platges,
estuaris, etc. (POPOFF 1984, POPOFF i LALLIER 1984, KHARDORI i
FAINSTEIN 1988, ARAUJO i al. 1990, FARMER IIl i al. 1992, FIORENTINI i al.
1998). També és frequent el seu aillament en llots activats, sols i sediments

(FARMER III i al. 1992).

Aeromonas també forma part de la microbiota de mol-luscs, peixos
d’aigua dolca i altres animals poiquiloterms (POPOFF i LALLIER 1984, KUEH i
CHAN 1985, SAKATA 1989, CAHILL 1990, MAKI i al. 1998, GRAF 1999).

Els aliments també constitueixen una font d’aillament d’Aeromonas spp.,
aixi se’n poden trobar en vegetals, peix, carn, llet i derivats, gelats, etc.

(FARMER III i al. 1992, MERINO i al. 1995).

Per una altra banda, algunes espécies del génere Aeromonas, si no totes,
poden ocasionar un gran ventall de malalties en animals. Les soques
psicrofiles i immobils de l'espécie A. salmonicida (A. salmonicida subsp.
achromogenes, A. salmonicida subsp. masoucida, A. salmonicida subsp.

salmonicida i A. salmonicida subsp. smithia) representen 1Unic cas de
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parasitisme estricte dins del génere Aeromonas (POPOFF 1984, FARMER III i
al. 1992, HOLT i al. 1994). Aquestes soques son patogenes de peixos d’aigua
dolca, principalment dels salmonids (salmo, truita), als quals causen
furunculosi que sol presentar-se com a epizootia (FARMER III i al. 1992).
Altres espeécies (principalment A. hydrophila i A. caviae) son patogenes
oportunistes i poden causar malalties en mol-luscs, peixos, amfibis, réptils i

vertebrats (BAYNE 1983, POPOFF i LALLIER 1984, FARMER IIl i al. 1992).

En humans, cinc espécies son considerades patdogenes oportunistes (A.
hydrophila, A.caviae, A. veronii bv. sobria, A. jandaei, A. veronii bv. veronii, A.
schubertii), representant A. hydrophila, A.caviae i A. veronii bv. sobria 2 85 %
del total de soques cliniques aillades (JANDA i ABBOTT 1998). Aquestes
espécies poden causar diverses infeccions extraintestinals: infeccions en
ferides, septicémia, sindrome urémica hemolitica, meningitis, endocarditis,
peritonitis, infeccions oculars, malalties del tracte respiratori, etc. La principal
diana de les Aeromonas en algunes infeccions extraintestinals (septicémia,
meningitis, peritonitis, endocarditis) s6n adults immunocompromesos i
xiquets menors de dos anys amb complicacions cliniques (KHARDORI i
FAINSTEIN 1988, JANDA i ABBOTT 1998). En les infeccions gastrointestinals
encara no s’ha pogut demostrar que cap brot haja estat causat per
Aeromonas, ja que sembla que les condicions necessaries per a associar
Aeromonas a un brot de malaltia gastrointestinal son improbables: preséncia
d’una soca especifica virulenta a una elevada concentracio (dosi infectiva) i de
persones susceptibles de ser infectades (JANDA i ABBOTT 1998). A més, s’han
aillat Aeromonas en femtes de persones sanes encara que, en general, no es
considera que formen part de la microbiota normal del tracte gastrointestinal
per la baixa prevaléncia (< 1 %) en el seu aillament (ARAUJO i al. 1991,
JANDA 1998). Les principals fonts d’infeccions cliniques son l'aigua, el sol i els
aliments contaminats, amb la pell lesionada i l'aparell digestiu com a vies
d’entrada (KHARDORI i FAINSTEIN 1988, FARMER IIl i al. 1992, MERINO i al.
1995, JANDA i ABBOTT 1998). Per una altra banda, la majoria d’Aeromonas
son sensibles a les tetraciclines, aminoglicosids, trimetoprim-sulfametoxazole,
cefalosporines de tercera generacio i quinolones; encara que l'existéncia de (-
lactamases i plasmidis conjugatius amb gens que confereixen resisténcia a

antibiotics, tant en soques ambientals com en soques cliniques, pot
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incrementar-ne la resisténcia (POPOFF 1984, JANDA 1991, PEMBERTON i al.
1997, JANDA i ABBOTT 1998).

1.3. Factors de viruléncia.

Taula 1. Principals factors de viruléncia en el génere Aeromonas.

Estructurals Exotoxines

Antigen O (O:11, O:34). B-hemolisina enterotoxica.
Capa S. B-hemolisina no enterotoxica.
Capsula. a-hemolisina no enterotoxica.
Endotoxina (lipid A). Enterotoxina citotonica.
Fimbries i/o pili. Altres: elastasa, fosfolipasa C ...

1.3.1. Lipopolisacarid (LPS).

El lipid A del LPS o endotoxina és un factor de viruléncia dels
bacteris gramnegatius (Taula 1, Figura 3, Figura 4). Per una altra banda,
el polisacarid antigen O del LPS esta implicat en la resisténcia al sérum i
a la fagocitosi. A més, s’ha observat que la produccio d’algunes

exotoxines és dependent de la preséncia d’antigen O i que algunes soques

Figura 3. Envoltes de bacteris gramnegatius. [Font: Figura 3.34.a, MADIGAN i al.
1999].
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d’Aeromonas spp. produeixen més antigen O a baixes temperatures
(20°C). Els serogrups d’Aeromonas meés freqiientment aillats de mostres

cliniques sén 0O:11 i1 0:34. (MERINO i al. 1995, ROTGER 1997).

Figura 4. Estructura i model molecular d’'un LPS. [Font: Figura 3.29, PRESCOTT i al. 1999].
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Abe: abequosa, Gal: galactosa, Glc: glucosa, GIcN: glucosamina, Hep: heptulosa, KDO: 2-ceto-3-
desoxioctonat, Man: manosa, NAG: N-acetil glucosamina, P: fosfat, Ra: ramnosa.

1.3.2. Capa S.

La capacitat de formar capa S, associada a l'antigen O, es considera
una caracteristica patogénica en bacteris, ja qué actua com a barrera de
permeabilitat i de proteccié davant els mecanismes de defensa de ’hoste
(Taula 1, Figura 5). En el génere Aeromonas també se I'anomena capa A i
unicament les soques pertanyents al serogrup O:11 tenen la capacitat de
formar-la. Aquesta caracteristica €s el principal factor de viruléncia en la
infeccio d’A. salmonicida en peixos. També s’ha descrit l'existéncia de
capa S en soques A. hydrophila i A. veronii bv. sobria procedents de
diverses infeccions en animals i en persones. En aquestes dues espeécies

les capes S son idéntiques pero difereixen genéticament i fenotipicament
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de la d’A. salmonicida. (JANDA 1991, KOKKA i al. 1991, MERINO i al.
1995, MADIGAN i al. 1999).

Figura 5. Capa S (a) en una céllula de Campylobacter rectus i (b) d’A.
hydrophila. [Fonts: (a) Figura 2.29.a, HOLT i LEADBETTER 1998, (b) Figura 1,
NOONAN i TRUST 1997].

CM: membrana citoplasmatica,
OM: membrana externa,
S: capa S.

1.3.3. Adhesines.

La capacitat d’adhesio constitueix la primera etapa en la
colonitzacié de les mucoses. En Aeromonas s’han descrit dos tipus
morfologics diferents de fimbries o pili (Taula 1), tant en soques cliniques
com en ambientals. Els pili, rigids i curts (S/R), son nombrosos, tenen
una subunitat de 17-18 kDa i no tenen capacitat d’hemoaglutinacio. Les
fimbries, flexibles i llarges (L/W), amb una subunitat de només 4 kDa,
son hemoaglutinines i se’n presenten poques per cél-lula. En general,
sembla que a temperatures baixes s’afavoreix 1’expressié del dos tipus de
pili. Les principals adhesines no filamentoses descrites son la proteina
SAP (proteina formada en la superficie), monomer de la capa S, i les
lectines. (JANDA 1991, RAMBOARINA i al. 1993, MERINO i al. 1995,
THORNLEY i al. 1996).
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1.3.4. Capsula.

Les capsules (Taula 1) tenen capacitat antigénica i d’adheréncia,
formen una barrera davant agents externs (bacteriofags, anticossos,
detergents) i confereixen resisténcia al sérum, a la fagocitosi i a la
dessecaci6. La producci6é de polisacarid capsular (exopolisacarid o
glicocalix) és un important factor patogénic en les soques virulentes d’A.
salmonicida, que pot ser estimulada per la utilitzacio de medis rics amb
glucosa. Aquesta caracteristica també s’ha demostrat en A. hydrophila i
A. veronii bv. sobria. (MERINO i al. 1995, GARCIA-RODRIGUEZ i PICAZO
1996).

1.3.5. Hemolisines i enterotoxines.

Diverses hemolisines (Taula 1) s’han purificat i detectat,
principalment, en A. hydrophila i A. veronii biovar sobria. Les f-
hemolisines, també anomenades aerolisines, son citotoxiques,
termolabils (a 56°C), tenen un pes molecular d’entre 49-54 kDa, la
majoria d’elles son també enterotoxiques i algunes presenten reactivitat
creuada amb la toxina colérica. També s’ha purificat una a-hemolisina
citotoxica de 65 kDa, no enterotoxica, termolabil i que no s’expressa a
una temperatura superior als 30°C. L’activitat citolitica s’origina amb la
formaci6 de porus en la membrana cel-lular que resulta en un augment
de la pressido osmotica i en la conseglient lisi cel-lular. En canvi, el
mecanisme enterotoxicogénic és lactivaci6 en la cel-lula hoste de
l'adenilat ciclasa que indueix l'augment del nivell de I'’AMPc que
incrementara la secrecio cel-lular, resultant en una pérdua de liquids o
diarrea. (ROSE i al. 1989a, ROSE i al. 1989b, JANDA 1991, FERGUSON i
al. 1997, FUJI i al. 1999).

A més de les enterotoxines hemolitiques, també s’han descrit
enterotoxines citotoniques no hemolitiques (Taula 1), alguna de les quals
presenta reactivitat creuada amb la toxina colérica. La toxicitat citotonica
no implica mort cel-lular sindé una alteracié de la funcio cel-lular o del

citoesquelet. (HOUSTON i al. 1991, JANDA 1991, ROTGER 1997).
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1.4.

1.3.6. Proteases.

Les proteases poden causar dany tissular, augmentar la capacitat
invasiva i proporcionar nutrients. Aeromonas produeix principalment
metal-loproteases i serinproteases. Recentment, s’ha descrit una
metal-loproteasa elastolitica (Taula 1) essencial en la patogenicitat d’A.
hydrophila. (JANDA 1991, PEMBERTON i al. 1997, VIPOND i al. 1998,
CASCON i al. 2000).

1.3.7. Lipases.

La fosfolipasa C és un important factor de patogenicitat en molts
bacteris gramnegatius. Diverses lipases, una d’elles amb activitat
fosfolipasa C (Taula 1), s’han obtingut a partir d’A. hydrophila i A.
salmonicida. (PEMBERTON i al. 1997, VIPOND i al. 1998).

1.3.8. Siderofors.

Es postula que la captacio de ferro és important per a 1’establiment
d’'una infecci6. La majoria d’Aeromonas spp. produeixen el siderofor
amonabactina, encara que algunes espécies també produeixen
enterobactina. (JANDA 1991, PEMBERTON i al. 1997).

Aillament.

Les soques del génere Aeromonas creixen en medis nutritius

convencionals (TSA, TSB, aigua de peptona, etc.) ja qué no requereixen cap

nutrient especial ni factors de creixement. Per a l’aillament d’Aeromonas a

partir de mostres cliniques s’han emprat diversos medis de cultiu selectius per

a enterobacteris per la resisténcia d’Aeromonas als agents selectius utilitzats

en aquests medis com l’agar sang (BA), I’agar McConkey, eosina-blau de metilé

(EMB), l'agar SS (Salmonella-Shigella), el medi CIN (cefsulodina-irgasan-

novobiocina) i I'agar de Butzler.

11
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S’han descrit nombrosos medis de cultiu selectius per a l’aillament
d’Aeromonas: agar inositol-verd brillant-sals biliars (IBB), medi dextrina-
fucsina-sulfit o agar diferencial Aeromonas (DFS), medi de Rimler-Shotts (RS),
agar sang-ampicil-lina (BAA), agar DNAsa-blau de toluidina-ampicil-lina
(DNTA), agar Pril-xilosa-ampicil-lina (PXA), agar xilosa-desoxicolat-citrat
(XDC), agar mido6-ampicil-lina (SAA), filtracio en agar mA, agar dextrina-
ampicil-lina (ADA), agar glutamat-mido-penicil-lina (GSP), agar mido-glutamat-
ampicil-lina-penicil-lina (SGAP), APW i TSB amb ampicil-lina, etc. L’addicio
d’ampicil-lina (10-30 mg/]l) als medis s’ha generalitzat, ja qué permet el
creixement de la majoria d’Aeromonas alhora que inhibeix la microbiota
acompanyant. (HAVELAAR i al. 1987, FARMER III i al. 1992, RAMBOARINA i
al. 1993, GAVRIEL i LAMB 1995).

A banda dels articles on es descriuen els nous medis de cultiu especifics
per a Aeromonas, hi ha pocs estudis comparatius dels medis utilitzats per a la
detecci6 i aillament d’Aeromonas, on molt pocs medis s6n comparats i on no
son comparats els mateixos medis, fent molt dificil I’analisi critica d’aquests
estudis (MOYER 1987, CAHILL i MACRAE 1992, PIN i al. 1994, GAVRIEL i
LAMB 1995, TSAI i CHEN 1996). Aixi i tot, s’han recomanat diferents medis de
cultiu per a l'aillament d’Aeromonas depenent del tipus de mostra. Per a una
optima recuperacié6 d’Aeromonas en femtes, 1"as del medi de transport Cary-
Blair, I'enriquiment amb APW (25°C, 24 h) i la posterior sembra en BAA a
37°C durant 24 h sembla ser la millor opci6 (MOYER 1987, MOYER i al.
1991). Abans de la descripcio del medi ADA (HAVELAAR i al. 1987), el medi
més emprat per a la deteccio d’Aeromonas en aliments era l'agar SAA
(PALUMBO i al. 1985), mentre en aiglies el medi d’eleccié era el mA prévia
filtraci6 en membrana (RIPPEY i CABELLI 1979). Aquests medis s’incuben a
28-30°C durant 24 h.

A partir de la descripcié6 del medi ADA, medi inicialment ideat per a
mostres d’aigua, s’ha anat fent extensiu 1"as d’aquest medi, utilitzant-se també
en aliments (HANNINEN i SIITONEN 1995, BORRELL i al. 1998, NEYTS i al.
2000). Després de 24 h a 30°C, les Aeromonas creixen formant colonies
grogues per la fermentacio de dextrina (Figura 6). A més, en mostres d’aigua

de mar i de mol-luscs es recomana l’addicié d’O/129 (50 mg/1) al medi per a

12
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inhibir el creixement de Vibrio spp. (HAVELAAR i al. 1987, BORRELL i al.
1998).

Figura 6. Medi ADA abans i després del creixement d’A. bestiarum.

En els diferents medis de cultiu, alguns autors també han utilitzat
enriquiments previs amb TSB o APW amb o sense ampicil-lina (MOYER i al.
1992a, HANNINEN i SIITONEN 1995, BORRELL i al. 1998, KAZNOWSKI 1998,
MELAS i al. 1999, NEYTS i al. 2000, MASSA i al. 2001).

LXaltima descripciéo d'un medi de cultiu selectiu per a Aeromonas trobada
en la literatura és la de ’'agar PADE (Pril-ampicil-lina-dextrina-etanol) (IMZILN
ial. 1997). En aquest estudi, els medis ADA i PADE foren millors que els altres
medis assajats (DFS, PXA, SAA). Ara bé, el medi PADE va ser més selectiu que
’ADA a partir de mostres d’aigua molt contaminades perqué conté Pril que
inhibeix el swarming de Proteus, etanol que inhibeix Klebsiella i una major
concentracio d’ampicil-lina (30 mg/l en front dels 10 mg/l de I’ADA), encara
que aquesta concentracio podria resultar massa elevada per a determinades
soques d’Aeromonas (HAVELAAR i al. 1987, CARNAHAN i al. 1991b, SINGH i
SANYAL 1994).

13
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1.5. Situacio taxonomica.

En el Bergey’s Manual® of Systematic Bacteriology (POPOFF 1984), es van
descriure quatre espécies en el génere Aeromonas: l'espécie psicrofila, immobil
i patogena de salmonids A. salmonicida, amb tres subespécies (A. salmonicida
subsp. salmonicida, A. salmonicida subsp. achromogenes, A. salmonicida
subsp. masoucida), i les espécies mesofiles i mobils A. hydrophila, A. caviae i

A. sobria (Taula 2).

En un estudi previ, POPOFF i al. (1981) van distingir diversos grups
d’hibridacio DNA (HG) en les espécies mesofiles, perd que eren fenotipicament
indistingibles (Taula 2): tres en A. hydrophila, que posteriorment s’han
anomenat A. hydrophila (HG1), A. bestiarum (HG2) i A. salmonicida (HG3); dos
en A. caviae i una soca intermedia, A. caviae (HG4), A. media (HGS5) i A.
eucrenophila (HG6); i dos en A. sobria, A. sobria (HG7) i A. veronii bv. sobria
(HG8) (KUIJPER i al. 1989, CARNAHAN i al. 1991a, ALI i al. 1996). Diversos
estudis han aconseguit la separacio fenotipica d’aquests grups d’hibridacio
(ALTWEGG i al. 1990, ALTWEGG i LUTHY-HOTTENSTEIN 1991, ABBOTT i al.
1992, KAMPFER i ALTWEGG 1992, HANNINEN 1994, HANNINEN i SIITONEN
1995, HANNINEN i al. 1995, JANDA i al. 1996, KAZNOWSKI 1997,
KAZNOWSKI 1998).

A meés d’aquestes huit especies (HG 1-8), se n’han anat descrivint moltes
altres fins arribar a les 16 actuals, algunes de les quals sense nom d’espécie
(Taula 2): A. jandaei (HG9), A. veronii bv. veronii (HG10), HG11 (sense nom), A.
schubertii (HG12), HG13 (sense nom), A. trota (HG14), A. allosaccharophila (HG
per numerar), A. encheleia (HG per numerar) i A. popoffii (HG per numerar)
(KUIJPER i al. 1989, CARNAHAN i al. 1991¢, MARTINEZ-MURCIA i al. 1992b,
ESTEVE i al. 1995¢, HUYS i al. 1997b).

14
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Taula 2. Classificacié del génere Aeromonas.

HG ESPECIES COMPLEX FENOTIPIC  PATOGENICITAT
1  A. hydrophila A. hydrophila Oportunista
2  A. bestiarum A. hydrophila No
3 A salmonicida mesofila A. hydrophila No
3 A. salmonicida psicrofila A. salmonicida Estricta
4 A. caviae A. caviae Oportunista

5A A. media A. caviae Oportunista

5B A. media A. media No
6 A. eucrenophila A. caviae No
7 A. sobria A. sobria No
8 A. veronii bv. sobria A. sobria Oportunista
9 A. jandaei A. sobria Oportunista
10  A. veronii bv. veronii A. veronii Oportunista
11 Aeromonas sp. ODC+ A. veronii
12 A. schubertii A. schubertii Oportunista
13  Group 501 A. schubertii
14  A. trota A. sobria No
15 A. allosaccharophila A. allosaccharophila No
16  A. encheleia A. encheleia No
17 A. popoffii A. popoffii No
1.5.1. A. hydrophila (HG1).

L’espécie A. hydrophila presenta les seglents caracteristiques
(Taula 5): mobil, no pigmentada, produeix indole i sulfhidric (de cisteina),
Voges-Proskauer (VP) positiva, arginina deshidrolasa (ADH) positiva,
lisina descarboxilasa (LDC) variable, ornitina descarboxilasa (ODC)
negativa, fermenta glucosa amb produccié de gas, fermenta sacarosa i
manitol, i hidrolitza esculina (POPOFF 1984, HOLT i al. 1994). La soca

tipus d’A. hydrophila és la CECT 839T (= ATCC 7966T).

El complex fenotipic A. hydrophila esta format per A. hydrophila
(HG1), A. bestiarum (HG2) i les soques mesofiles d’A. salmonicida (HG3)
(Taula 2); a causa de la semblanca fenotipica d’aquestes tres espécies
(KUIJPER i al. 1989, ALI i al. 1996). Molts estudis no discriminen
aquestes especies i utilitzen el nom d’A. hydrophila en compte de complex
fenotipic A. hydrophila, cosa que genera confusio al ja complex génere

Aeromonas.
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De totes les proves bioquimiques proposades per a la separacio de
les espécies que conformen aquest complex, la fermentacio de ramnosa i
sorbitol, l’assimilacié de lactat, n-acetil glucosamina (NAGA) i acid
urocanic, i el creixement a 40,5°C son les proves que han mostrat un
major poder de discriminacié (ALTWEGG i al. 1990, ALTWEGG i LUTHY-
HOTTENSTEIN 1991, ABBOTT i al. 1992, KAMPFER i ALTWEGG 1992,
HANNINEN 1994, HANNINEN i SIITONEN 1995, HANNINEN i al. 1995,
JANDA i al. 1996, KAZNOWSKI 1997, KAZNOWSKI 1998). A. hydrophila
és "inica espeécie que creix a 40,5°C i que assimila lactat, A. bestiarum és
I"anica que fermenta ramnosa i A. salmonicida 1"inica que fermenta
sorbitol. NAGA és utilitzat per A. hydrophila i A. bestiarum mentre ’acid

urocanic és assimilat per A. bestiarum i A. salmonicida (Taula 3).

Taula 3. Diferenciacié fenotipica de les espécies del complex fenotipic A.

hydrophila.
A. hydrophila A. bestiarum A. salmonicida
Assimilacié Lactat + - -
NAGA + + V-
Urocanic - + +
Creixement 40,5°C + - -
Fermentacio Ramnosa - + -
Sorbitol - - +

1.5.2. A. bestiarum (HG2).

L’'any 1996 va ser descrita i validada com a nova espeécie (ALI i al.
1996, IJSB 1996), encara que l'any 1981 ja podia ser discriminada en
base a l’analisi d’hibridacio de DNA (POPOFF i al. 1981).

Les caracteristiques comunes i diferencials amb A. hydrophila i A.
salmonicida estan descrites més amunt (Taula 3). La soca tipus d’A.

bestiarum és la CECT 42277 (= ATCC 51108T).
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1.5.3. A. salmonicida (HG3).

En principi l'especie A. salmonicida va ser descrita com a psicrofila,
immobil i parasita estricta de peixos (POPOFF 1984). Estudis d’hibridacio
de DNA van demostrar que les soques d'un dels grups d’hibridacié que
formaven l'espécie A. hydrophila eren genéticament similars a les soques

A. salmonicida, constituint-se el HG3 (Taula 2) (ALTWEGG i al. 1990).

D’aquesta manera A. salmonicida esta formada per dos grups
fenotipics facilment diferenciables: les soques psicrofiles, immobils i
patogenes i les soques mesofiles i mobils (Taula 2). Al mateix temps, en el
primer grup s’han diferenciat quatre subespécies (Taula 4): A.
salmonicida subsp. salmonicida, A. salmonicida subsp. achromogenes, A.
salmonicida subsp. masoucida (POPOFF 1984) i A. salmonicida subsp.
smithia (AUSTIN i al. 1989, IJSB 1989b). LMnica subespécie que
produeix pigment marré soluble en aigua és A. salmonicida subsp.
salmonicida, en canvi, 1"anica VP positiva és A. salmonicida subsp.
masoucida. Altres caracteristiques fenotipiques com la produccié
d’indole, positiva en A. salmonicida subsp. achromogenes i A. salmonicida
subsp. masoucida, la hidroélisi d’esculina i la fermentaci6 de manitol,
positives en A. salmonicida subsp. salmonicida i A. salmonicida subsp.
masoucida, son utils en la diferenciacié d’aquestes subespecies (Taula 4)
(HOLT i al. 1994). La soca tipus d’A. salmonicida és la CECT 894T (=
ATCC 33658T7).

Figura 7. Producci6 de pigment marré en TSA per A. salmonicida subsp.
salmonicida.
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Taula 4. Caracteristiques diferencials de les subespécies psicrofiles dA.

salmonicida.
.. . Fermentacio Hidrolisi
A. salmonicida subsp. Pigment VP Indole . .
Manitol Esculina
achromogenes - - + - -
masoucida - + + + +
salmonicida + - -
smithia - - - - -

Recentment s’ha descrit una nova subespécie, A. salmonicida
subsp. pectinolytica, a partir de tres soques aillades de l’aigua d’un riu
contaminat de Buenos Aires (PAVAN i al. 2000). Aquesta subespécie és
una A. salmonicida mesofila, perd6 amb els seglients trets diferencials:

immobil, productora de pigment marré i LDC negativa.
Les caracteristiques comunes i diferencials entre el grup de soques
mesofiles i mobils d’A. salmonicida i les espécies A. hydrophila i A.

bestiarum s’han descrit anteriorment (Taula 3).

1.5.4. A. caviae (HG4).

L’especie A. caviae presenta les seglients caracteristiques (Taula 5):
mobil, no pigmentada, produeix indole pero no sulfhidric (de cisteina), VP
negativa, ADH positiva, LDC i ODC negativa, fermenta glucosa sense
produccié de gas, fermenta sacarosa i manitol, i hidrolitza esculina
(POPOFF 1984, HOLT i al. 1994). La soca tipus d’A. caviae és la CECT
838T (= ATCC 154687).

El complex fenotipic A. caviae esta format per A. caviae (HG4), A.
media (HGS) i A. eucrenophila (HG6) (Taula 2) (SCHUBERT i HEGAZI
1988, KUIJPER i al. 1989). En un principi la diferenciacié entre les tres
especies resultava senzilla ja qué A. eucrenophila produeix gas en la
fermentacio de glucosa i A. media va ser descrita com immobil i
productora de pigment marré (ALLEN i al. 1983, HOLT i al. 1994).

Posteriorment, es va descobrir que soques d’un dels grups d’hibridacié
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que formaven l'espécie A. caviae (POPOFF i al. 1981, POPOFF 1984) eren
genéticament similars a les soques A. media, constituint-se el HG5 amb
dos subgrups, HGSA per a les soques mobils i no pigmentades i HGSB
per a l'altre grup de soques (Taula 2 i Taula 5) (ALTWEGG i al. 1990).
Seguidament diversos autors van intentar la discriminacio de les
espécies d’aquest complex, especialment HG4 i HG5A, amb noves proves
bioquimiques, de les quals Unicament l’assimilacio de lactat i la
temperatura maxima de creixement aconseguien el seu proposit: A.
caviae HG4 i A. media HGSB utilitzen lactat i A. caviae HG4 és 1"anica
que pot créixer a 40,5°C mentre A. eucrenophila HG6 presenta la menor
temperatura maxima de creixement (ALTWEGG i al. 1990, ALTWEGG i
LUTHY-HOTTENSTEIN 1991, KAMPFER i ALTWEGG 1992, HANNINEN i
SIITONEN 1995, HANNINEN i al. 1995).

1.5.5. A. media (HGS).

Inicialment 1’espécie A. media va ser descrita a partir de 15 soques,
aillades d'un riu i duna piscifactoria del mateix riu a Anglaterra,
immobils i productores de pigment marrd soluble en aigua (ALLEN i al.
1983), caracteristiques diferencials respecte d’A. caviae. Com s’ha
esmentat abans, estudis d’hibridaci6 de DNA van demostrar que les
soques d’un dels grups d’hibridacié que formaven l'espécie A. caviae eren
genéticament similars a les soques A. media, constituint-se el HG5 amb
dos subgrups, HG5A (A. media mobil i no pigmentada) i HG5B (A. media
immobil i pigmentada) (Taula 2 i Taula 5). La soca tipus d’A. media és la
CECT 4232T (= ATCC 339077).

1.5.6. A. eucrenophila (HG6).

L’any 1988 va ser descrita i validada com a nova espécie
(SCHUBERT i HEGAZI 1988, 1JSB 1988b), encara que l'any 1981 ja
podia ser discriminada en base a ’analisi d’hibridaci6 de DNA (POPOFF i
al. 1981). Com s’ha comentat abans, la produccio de gas per A.
eucrenophila és la diferéncia principal amb A. caviae (Taula 5). La soca

tipus d’A. eucrenophila és la CECT 4224T (= ATCC 233097).
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1.5.7. A. sobria (HG7Y).

L’especie A. sobria presenta les seglients caracteristiques (Taula 5):
mobil, no pigmentada, produeix indole i sulfhidric (de cisteina), VP
variable, ADH i LDC positiva, ODC negativa, fermenta glucosa amb
produccié de gas, fermenta sacarosa i manitol, i no hidrolitza esculina
(POPOFF 1984, HOLT i al. 1994). La soca tipus d’A. sobria és la CECT
42457 (= ATCC 439797).

El complex fenotipic A. sobria esta format per A. sobria (HG7), A.
veronii bv. sobria (HGS8), A. jandaei (HG9) i A. trota (HG14) (Taula 2)
(JANDA 1991). En l'estudi dels grups d’hibridaci6 DNA de les espécies
mesofiles del génere Aeromonas POPOFF i al. (1981) va distingir-ne dos
fenotipicament identics en lespecie A. sobria (POPOFF 1984).
Posteriorment, KUIJPER i al. (1989) i ALTWEGG i al. (1990) van observar
que unicament la soca de referéncia de l'espécie, d’origen ambiental,
formava el HG7, prenent aquest grup el nom original de l’espécie (A.
sobria). En canvi, les soques cliniques formaven l’altre grup d’hibridacio
(HG8), que alhora eren genéticament similars pero fenotipicament
diferents a l’especie A. veronii (HG10). Aixi, CARNAHAN i al. (1991q) van
proposar, amb éxit, anomenar A. veronii bv. sobria al HG8 i A. veronii bv.
veronii al HG10 (Taula 2). Alguns autors han diferenciat els dos grups
d’hibridacio en base a ’ADH, negativa en A. sobria i positiva en A. veronii
bv. sobria (ABBOTT i al. 1992, OAKEY i al. 1996a), pero aquests resultats
estan en contradiccid6 amb la descripciéo d’A. sobria (POPOFF 1984) i
altres estudis (CARSON i al. 2001) on A. sobria també és ADH positiva;
de fet s’ha demostrat que el medi i la temperatura d’incubacio influeixen
en el resultat de les proves de descarboxilaciéo d’aminoacids (ALTWEGG i
al. 1987). Actualment, I1Mnica diferéncia fenotipica que permet
discriminar aquests grups d’hibridaciéo és la temperatura maxima de
creixement: les soques del HG8 poden créixer a 40°C, a diferéncia de les

del HG7 (HANNIEN i SIITONEN 1995, HANNINEN i al. 1995).

Per una altra banda, A. jandaei i A. trota no fermenten sacarosa

(Taula 5) i A. trota és sensible a l’ampicil-lina, caracteristiques que
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diferencien aquestes espécies d’A. sobria (CARNAHAN i al. 1991aq,
CARNAHAN i al. 1991b).

1.5.8. A. veronii bv. sobria (HGS8).

Aquesta variant fenotipica de l'espécie A. veronii esta perfectament
detallada en les descripcions d’A. sobria i A. veronii. La soca de referéncia

d’A. veronii bv. sobria és la CECT 4246 (= ATCC 9071).

1.5.9. A. jandaei (HG9).

A partir de huit soques cliniques i una soca ambiental aillades als
EUA, CARNAHAN i al. (1991qa) va descriure l’especie A. jandaei (HG9)
(Taula 2), validada a l'any segiient (IJSB 1992q). Com s’ha esmentat
anteriorment, A. jandaei no fermenta sacarosa, principal caracteristica
diferencial amb A. sobria i A. veronii bv. sobria (Taula 5). La soca tipus

d’A. jandaei és la CECT 4228T (= ATCC 495687).

1.5.10. A. veronii bv. veronii (HG10).

HICKMAN-BRENNER i al. (1987) van analitzar fenotipicament i
geneticament 11 soques cliniques ODC positives semblants
bioquimicament a V. cholerae i anomenades Enteric group 77. Aquests
autors van demostrar que totes aquestes soques pertanyien al génere
Aeromonas i definiren dos nous grups d’hibridaci6, nou soques que
formaven la nova espécie A. veronii (validada a 'lJSB 1988aq) i les altres
dues classificades com a Aeromonas sp. ODC positives i que es
diferenciaven de les primeres per no ser B-hemolitiques. Posteriorment es
va dessignar la numeracié d’aquests grups d’hibridacio, HG10 per a A.
veronii i HG11 per a les soques classificades com a Aeromonas sp. ODC
positives (KUIJPER i al. 1989). Actualment, el HG10 s’anomena A. veronii
bv. veronii perqué és genotipicament semblant i fenotipicament diferent
d’A. veronii bv. sobria HG8 (CARNAHAN i al. 1991q), mentre el HG11

continua sense ser anomenat (Taula 2).
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Les caracteristiques bioquimiques d’A. veronii bv. veronii son les
seglients (Taula 5): mobil, no pigmentada, produeix indole perd no
sulfthidric, VP positiva, ADH negativa, LDC i ODC positiva, fermenta
glucosa amb producci6 de gas, fermenta sacarosa i manitol, i hidrolitza
esculina (HOLT i al. 1994). La soca tipus d’A. veronii bv. veronii és la
CECT 42577 (= ATCC 356247).

Per una altra banda, s’ha demostrat que l’espécie A. ichthiosmia
(SCHUBERT i al. 1990b, IJSB 1991) és idéntica a A. veronii en base a

I’'analisi de les sequencies del 16S rRNA (COLLINS i al. 1993).

1.5.11. A. schubertii (HG12).

L’any 1988 HICKMAN-BRENNER i al. van descriure dos nous grups
d’hibridacié a partir de huit soques cliniques semblants a V. damsela
anomenades Enteric Group 501. Set d’aquestes soques van definir la nova
espécie A. schubertii (validada a 'lJSB 1989q), mentre ’altra soca, que
també va resultar ser membre del genere Aeromonas, es va anomenar
Aeromonas Group 501. Actualment, A. schubertii és el HG12 i Aeromonas
Group 501 el HG13 (Taula 2) (ALTWEGG i al. 1990, CARNAHAN i al.
1991¢.

Les caracteristiques bioquimiques d’A. schubertii son les seglients
(Taula 5): mobil, no pigmentada, no produeix ni indole ni sulfhidric, VP
variable, ADH i LDC positiva, ODC negativa, fermenta glucosa sense
producciéo de gas, no fermenta ni sacarosa ni manitol, i no hidrolitza
esculina (HICKMAN-BRENNER i al. 1988, HOLT i al. 1994). E1 HG13 es
diferencia d’A. schubertii per produir indole i ser LDC negativa. La soca

tipus d’A. schubertii és la CECT 4240T (= ATCC 43700T).

1.5.12. A. trota (HG14).

L’especie A. trota va ser descrita per CARNAHAN i al. (1991b) a
partir de 13 soques cliniques de diferent origen geografic, representa el
HG14 (CARNAHAN i al. 1991¢) i fou validada a I'IJSB 1992a. Com s’ha

exposat anteriorment, A. trota forma part del complex fenotipic A. sobria
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(Taula 5) i té com trets diferencials la incapacitat de fermentar sacarosa
(Taula 2) i la sensibilitat a l'ampicil-lina. La soca tipus d’A. trota és la

CECT 4255T (= ATCC 496577).
Per una altra banda, s’ha demostrat que ’espécie A. enteropelogenes
(SCHUBERT i al. 1990a, IJSB 1991) és idéntica a A. trota en base a

I’'analisi de les sequencies del 16S rRNA (COLLINS i al. 1993).

1.5.13. A. allosaccharophila.

MARTINEZ-MURCIA i al. (1992b) van descriure lespécie A.
allosaccharophila en base a l'analisi filogenética i a la caracteritzacio
fenotipica de tres soques, dues aillades d’angules malaltes a Valéncia i
una de les dues soques del HG11 (Aeromonas sp. ODC positives).
Aquesta espeécie fou validada a 'IlJSB 1992b. Posteriorment, els resultats
obtinguts per ESTEVE i al. (1995b) en l'analisi d’hibridaci6 de DNA
d’aquesta espeécie van mostrar que A. allosaccharophila constitueix un
grup genotipicament homogeni i alhora diferenciat de la resta
d’Aeromonas spp., formant un nou grup d’hibridaci6 que

cronologicament hauria de ser el HG15 (Taula 2).

La descripcio fenotipica d’aquesta espeécie és la segient (Taula 5):
mobil, no pigmentada, produeix indole perd no sulfhidric, VP negativa,
LDC positiva, ADH i ODC variables, fermenta glucosa amb produccié de
gas, fermenta sacarosa i manitol, hidrolisi d’esculina variable i hidrolisi
d’arbutina negativa (MARTINEZ-MURCIA i al. 1992b). La soca tipus d’A.
allosaccharophila és la CECT 4199T (= ATCC 51208T7).

1.5.14. A. encheleia.

L’espécie A. encheleia va ser descrita per ESTEVE i al. (1995¢) en
base a l’'analisi d’hibridacié6 de DNA i a la caracteritzacié fenotipica de
quatre soques aillades d’anguiles sanes a Valéncia, constituint una nova
espécie i un nou grup d’hibridacié que cronologicament hauria de ser el

HG16 (Taula 2).
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Les seues caracteristiques fenotipiques son (Taula 5): mobil, no
pigmentada, produeix indole perd no sulfthidric, VP variable, ADH
positiva, LDC i ODC negativa, fermenta glucosa amb produccié de gas
variable, fermentacio de sacarosa variable i de manitol positiva, i hidrolisi
d’esculina i d’arbutina positiva (ESTEVE i al. 1995¢). La soca tipus d’A.
encheleia és la CECT 4342T (= ATCC 519297).

1.5.15. A. popoffii.

Els estudis d’hibridaci6 de DNA, de caracteritzacié fenotipica, de
ribotipificacio i del perfil d’acids grassos van portar a HUYS i al. (1997b) a
descriure l'espécie A. popoffii (nou grup d’hibridacié que cronologicament
li correspon el HG17) (Taula 2), a partir de set soques aillades de l’aigua

de plantes potabilitzadores de Bélgica i Escocia.

Les seues caracteristiques fenotipiques son (Taula 5): mobil, no
pigmentada, producciéo d’indole i sulfhidric variable, VP positiva, ADH
positiva, LDC i ODC negativa, fermenta glucosa amb produccio de gas,
no fermenta sacarosa perdo si manitol, i hidrolisi d’esculina negativa
(HUYS i al. 1997b). La soca tipus d’A. popoffii és la CECT 4995T (= LMG
175417).
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1.6. Técniques d’estudi taxonomiques.

La seqiienciacio del 16S rRNA o rDNA permet l'elaboraci6 d’arbres
filogenétics i, encara que és possible l'existéncia de sequéncies idéntiques o
amb molt poques diferéncies nucleotidiques (com per exemple entre A.
bestiarum i A. salmonicida o entre A. caviae i A. trota, Figura 8), pot servir com
una primera aproximaciéo en la definici6 d'una nova espécie, que ha de ser
confirmada per ’'analisi d’hibridaci6 DNA-DNA i la composicio de G+C (mol %)
i acompanyada de caracteristiques fenotipiques que la diferencien de les
espécies més proximes perqué puga ser anomenada (WAYNE i al. 1987,

MARTINEZ-MURCIA i al. 1992a, MARTINEZ-MURCIA 1999).

Figura 8. Relacions filogenétiques de les espécies descrites en el génere Aeromonas
determinades comparant les seqiiéncies del 16S rDNA. [Font: Figura 1, MARTINEZ-
MURCIA 1999].

A.salmonicida subsp. salmonicida
{ A.bestiarum
A.eucrenophila
E A.encheleia

A popoffii
Aeromonas sp. DHG11

A.sobria

A.hydrophila
L A.media

[ A.caviae
L Atrota
A.allosaccharophila
A.jandaei
A.veronii
_| — A.schubertii
Knue x 1000 L_ Aeromonas sp. 6501

Actualment es considera que una espeécie bacteriana esta constituida per
soques amb valors, en general, > 70 % d’hibridaci6 DNA-DNA i < 5°C de ATx
(temperatura de fusio), amb un determinat interval en el contingut de G+C

(WAYNE i al. 1987, ROSSELLO-MORA 1999). En el génere Aeromonas s’han
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emprat diversos meétodes per als estudis d’hibridaci6 DNA-DNA (HICKMAN-
BRENNER i al. 1988, AUSTIN i al. 1989, SUGITA i al. 1994, ESTEVE i al.
1995¢, HUYS i al. 1997a, KAZNOWSKI 1997), cosa que pot haver ocasionat la
polémica, encara no resolta, sobre els resultats contradictoris en els
percentatges d’hibridacio entre soques de les espeécies A. eucrenophila, A.
encheleia i el HG11 que podrien portar a una redefinicié d’aquestes espécies
(SCHUBERT i HEGAZI 1988, ESTEVE i al. 1995¢, HUYS i al. 1997aq,
MARTINEZ-MURCIA 1999). Una possible solucié al conflicte féora la definicié
d’'un unic métode per a la realitzacié6 d’aquest tipus d’analisi (MARTINEZ-

MURCIA 1999).

En els ultims anys s’han utilitzat diverses técniques per a identificar les
especies sense necessitat d’haver de recorrer a la hibridaci6 de DNA, ja que
aquesta técnica requereix aillar gran quantitat de DNA aixi com també molt de
temps. Una de les aproximacions més emprades és l’analisi del perfil dels
eésters metilats dels acids grassos (FAME), encara que no ha donat resultats
gaire satisfactoris en el génere Aeromonas: HUYS i al. (1994) van obtindre un
55 % de correlaci6 amb els grups d’hibridacio, percentatge que va arribar al
73,5 % en l'estudi de HUYS i al. (1995).

El perfil de bandes polimorfiques en lelectroforesi de camp polsant en
gels d’agarosa de fragments llargs de DNA genomic generats per un enzim de
restriccio de tall poc freqient (PFGE) és d’utilitat en els estudis epidemiologics
pero no ha aconseguit ser una técnica util en la discriminacié dels grups
d’hibridacié en Aeromonas (TALON i al. 1996, HANNINEN i HIRVELA-KOSKI
1997, HANNINEN i HIRVELA-KOSKI 1999).

En la ribotipificacié s’utilitza una endonucleasa de restriccioé que talla el
DNA genomic en nombrosos fragments que son separats en gels d’agarosa i
transferits a una membrana de nilo, on els fragments s’hibriden amb una
sonda universal per al 16S rDNA. Aquesta técnica també és util en estudis
epidemiologics (MOYER i al. 1992a, MOYER i al. 1992b, PEDERSEN i al.
1996) pero, a diferéncia de la PFGE, si que ha demostrat ser util en la
identificacié de les Aeromonas spp (Figura 9). La ribotipificacié distingeix la
majoria dels grups d’hibridacio, inclosos els HGS5A i HGSB; en canvi, no

discrimina ni entre HG8 i HG10 ni entre A. eucrenophila, A. encheleia i el
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HG11 (MARTINETTI-LUCCHINI i ALTWEGG 1992, HANNINEN i SIITONEN
1995, HUYS i al. 1996a, HANNINEN i al. 1997, DEMARTA i al. 1999).

Figura 9. Dendrograma i perfil de bandes generats per I'aplicacié de la ribotipificacié a
set soques A. popoffii i les soques tipus o de referencia d’A. hydrophila (HG1), A.
bestiarum (HG2) i A. salmonicida (HG3). [Font: Figura 1, HUYS i al. 1997b].
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El polimorfisme de fragments llargs amplificats (AFLP) requereix dues
endonucleases per a la digestio del DNA genomic i oligonucleotids curts que
s’'uneixen als fragments finals de restriccio i serveixen de motlle per a
l'amplificacio dels fragments que so6n separats electroforéticament en gels de
poliacrilamida. La técnica AFLP s’ha utilitzat en la construcci6 de mapes
genetics, en la deteccio de clons genomics, en estudis evolutius i en la
tipificaci6é epidemiologica (VOS i al. 1995, JANSSEN i al. 1996). Ara bé, també
s’ha emprat amb eéxit en la identificacio de soques pertanyents al génere
Aeromonas (Figura 10) (JANSSEN i al. 1996, HUYS i al. 1996b); de fet les
soques que posteriorment definirien ’espécie A. popoffii (HUYS i al. 1997b) van
ser primerament diferenciades de la resta d’espécies del géenere mitjancant la
técnica AFLP (HUYS i al. 1996¢). A més, les analisis d’AFLP estan d’acord amb
els resultats filogenétics sobre ’equivaléncia entre A. enteropelogenes — A. trota
i A. ichthiosmia — A. veronii (COLLINS i al. 1993, HUYS i al. 1996b). Per contra,
aquesta teécnica no aconsegueix la diferenciaci6 ni entre les espeécies A.

eucrenophila, A. encheleia i HG11 ni entre A. allosaccharophila i els dos grups
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d’hibridaci6 d’A. wveronii (HG8 i HG10), resultats similars als de la
ribotipificacié (HUYS i al. 1996a, HUYS i al. 1996D).

Figura 10. Dendrograma de I'analisi numérica del perfil de bandes AFLP de diferents
especies del genere Aeromonas. [Font: Figura 4, JANSSEN i al. 1996].
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HG4 (11)
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Sp, coeficient de Dice. HG13, A. trota.

Una altra técnica que pot ser utilitzada en la identificacio de
determinades espeécies és la deteccio de sequéncies especifiques de gens o
fragments de gens com els que codifiquen el 16S rDNA, enzims, etc.,
mitjancant la reacciéo en cadena de la polimerasa (PCR) (DORSCH i al. 1994,
CASCON i al. 1996, KHAN i CERNIGLIA 1997, DEMARTA i al. 1999, HGIE i al.
1999, SANTOS i al. 1999).

L’amplificaci6 a l'atzar de DNA mitjancant oligonucleotids de 10 pb.
(RAPD) és una técnica de genotipificacié rapida i economica que s’ha utilitzat
per a proposits epidemiologics i identificatius (LOUIE i al. 1996, BANDO i al.
1998). Ara bé, pocs estudis han aplicat aquesta técnica al génere Aeromonas
(MIYATA i al. 1995, OAKEY i al. 1996b, O’HICI i al. 2000) encara que pot ser
d’utilitat en la diferenciaciéo dels diferents grups d’hibridacié (OAKEY i al.
1996D).
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El polimorfisme de fragments llargs de restriccié (RFLP) consisteix en la
digestié i posterior electroforesi en gels d’agarosa de DNA amplificat amb
oligonucleotids d’unié al 16S rDNA. Aquesta técnica, descrita recentment, ha
mostrat uns excel-lents resultats en la discriminacio de les Aeromonas spp.

(Taula 6) (BORRELL i al. 1997, FIGUERAS i al. 2000).

Taula 6. Perfils dels fragments de DNA de diferents Aeromonas spp. obtinguts aplicant la
técnica RFLP. [Font: Taula 1, BORRELL i al. 1997].

Presence of 165 rRNA gene RFLP fragments of the following size (bp):

Snecis Reference
Apecies et

SR 346 242 228 211 207 204 195 188 180 174 172 165 158 157 138 118 78 69 66 54 47 42 40 33
A. hydrophila (DHG 1) CECT839"  «x X X X XX XX X X X
A. salmonicida (DHG 3y CECTY94"  x b b ¥ X X X X X X X
A. cavige (DHG 4) CECTS38! X XX X XXX XX X X
A. media (DHG 3) CECT4232" X X X X X XX X X X X X
A. eucrenophila (DHG 6) CECT4224" XX X XX XX XX XX X
A. sobria (DHG 7) CECTR3T! X X X X X X X X X X X X X
A. veronii biogroup sobria (DHG 8)" CECT4247" X X X X% X XXX X X X ox X
A. jandaet (DHG 9) CECT4228" X XX XXX XXX X X X XX
A. sehubertit (DHG 12) CECT4241" X X % % X X XX X X XX
A. trota (DHG 13) CECT42557 X X X X XX X XX X
A. allosaccharophila (DHG 14) CECT4199" X X X XX X X X X X X X

“ Identical profiles for A. bestianim CECT4247" (DHG 2), Aeromonas sp. CECT4253" (DHG 11), and A. encheleia CECT43427,
" Identical profile for A. veronii biogroup veronii CECT4257" (DHG 10).

La identificacio classica de les espécies mitjancant determinades proves
fenotipiques continua sent la més emprada avui en dia pel seu caracter
practic i perqué no tots els laboratoris clinics, veterinaris i d’analisi d’aigiies i
d’aliments disposen de suficients recursos com per a poder implantar
téecniques moleculars en la rutina diaria. En el cas de la identificacio dels
membres del génere Aeromonas, molts laboratoris no discriminen ni les
espeécies descrites recentment ni les actualment establertes dins de les
especies classiques o complexos fenotipics A. hydrophila, A. caviae i A. sobria,
ja queé es necessiten proves addicionals a les que presenten els diferents
sistemes miniaturitzats comercials. Tot i aixi, hi ha estudis que han identificat
fenotipicament les diferents espécies del geénere, la majoria d’ells amb
percentatges d’entre 80-99 % en la identificaci6 de soques mitjancant la
utilitzacio d’entre 25 a 40 proves fenotipiques (ABBOTT i al. 1992, JANDA i al.
1996, OAKEY i al. 1996a, BORRELL i al. 1998, CARSON i al. 2001).
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Altres estudis classics sén els de taxonomia numeérica de
caracteristiques fenotipiques. Malgrat la continua descripcié de noves espécies
en el génere Aeromonas, Unicament cinc estudis taxondémics s’han dut a terme
en els ultims 10 anys i cap dells en els ultims tres anys (KAMPFER i
ALTWEGG 1992, CARNAHAN i JOSEPH 1993, ESTEVE 1995, NOTERDAEME i
al. 1996, KAZNOWSKI 1997). Els resultats d’aquests estudis no estan en total
concordanca amb els estudis d’hibridaci6 DNA-DNA, aixi A. hydrophila, A.
bestiarum i A. salmonicida no sempre estan en phena diferents, a ligual que
ocorre amb les espécies A. caviae, A. media i A. eucrenophila. A més, les
soques A. sobria solen distribuir-se en diferents phena i A. veronii bv. veronii

no s’agrupa mai amb A. veronii bv. sobria.

L’electroforesi d’enzims multilocus (MLEE) permet analitzar el nivell de
variacio geneética dins de les poblacions i el grau de relaci6 genética entre
soques, poblacions i espécies, i és util en epidemiologia, evolucio i filogénia.
Aquesta técnica requereix de l'obtencié prévia d’extractes de proteines
cel'lulars (normalment per sonicacid), on estaran els enzims cel-lulars
hidrosolubles. Aquests enzims son separats electroforéticament en gels de
poliacrilamida o de midé en condicions no desnaturalitzants i posteriorment
visualitzats en forma de bandes mitjancant tincions enzimatiques
especifiques. La carrega neta electrostatica permet igualar les diferents
mobilitats electroforétiques o electromorfs a les variacions al-léliques o
al-loenzims d’un determinat locus enzimatic. En haver-se analitzat tots els
enzims (entre 15 i 25 normalment), s’obté un perfil electroforétic o al-lelic per a
cada soca anomenat tipus electroforetics (ETs) o genotipus multilocus.
L’analisi de les dades permet conéixer la diversitat genética i l’estructura
poblacional del conjunt de soques estudiat. La MLEE detecta el 80-90 % de
substitucions aminoacidiques ja qué n’hi ha que no tenen efecte en la
mobilitat electroforética. Per tant, a nivell de seqiiéncia encara hi pot haver
major heterogeneitat. Per una altra banda, les modificacions
posttranscripcionals poden ser una font derrada. (SELANDER i al. 1986,
FARFAN i al. 2000, RIUS i al. 2001).

La técnica MLEE també s’ha emprat en la identificacio de les espécies del
génere Aeromonas (ALTWEGG i al. 1991, TONOLLA i al. 1991). ALTWEGG i al.

(1991) van obtindre una bona correlacié amb els grups d’hibridacié mitjancant
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les freqiiéncies al-léliques de tres loci enzimatics, encara que els agrupaments
formats en el dendrograma no mostraren tan bona correlacié. Diversos autors
han mostrat un especial interés en la utilitzaci6 d’aquesta técnica per a la
identificaci6 de les espécies del génere Aeromonas com a alternativa als
métodes d’hibridaci6 de DNA (ALTWEGG i LUTHY-HOTTENSTEIN 1991,
JANDA 1991, KAMPFER i ALTWEGG 1992).

Per ultim, la taxonomia polifasica intenta integrar informacié
genotipica, fenotipica i filogenética. Els estudis polifasics haurien d’utilitzar
determinades técniques complementaries depenent del nivell de discriminacio
taxonomica que es vulga assolir (Figura 11) (VANDAMME i al. 1996, GILLIS i
al. 2001). D’aquesta manera alguns autors han realitzat estudis polifasics
d’algunes especies d’Aeromonas com en la descripciéo d’A. popoffii on es van fer
analisis fenotipiques, de FAMEs, de ribotipificacio, de contingut en G+C i
d’hibridacio DNA-DNA (HUYS i al. 1997b); o en l’estudi de HUYS i al. (1996q)
sobre les espécies A. eucrenophila, A. encheleia i el HG11, on van utilitzar les

téecniques d’AFLP, ribotipificacio, FAMEs i perfil de proteines totals.

Figura 11. Resolucié taxondmica de les principals técniques utilitzades en taxonomia
bacteriana. [Font: Figura 2, VANDAMME i al. 1996].
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Objectius

Aillament de soques del génere Aeromonas, especialment a partir de
mostres de mol-luscs bivalves de consum huma, ja qué Aeromonas pot
suposar un risc per a la salut publica alhora que s’han realitzat molt

pocs estudis a partir d’aquest tipus de mostra.

Obtenciéo d'una col-lecci6 propia de soques del génere Aeromonas i

identificacié d’aquestes soques a nivell d’espécie.

Estudi de taxonomia numerica, incorporant-hi les soques tipus de totes

les espécies d’Aeromonas descrites.

Aplicaci6 de la técnica de l’electroforesi d’enzims multilocus (MLEE) al
génere Aeromonas. Aquest estudi representara el primer treball que

aplique la técnica MLEE en Aeromonas emprant gels de poliacrilamida.

Estudi de la diversitat genética i de la relacio genética de les soques
d’Aeromonas incloses en aquest estudi. L’espécie amb major nombre de

soques aillades sera la seleccionada.

Analisi del desequilibri de lligament, a partir dels resultats obtinguts en
la MLEE, per a conéixer l’estructura de la poblacié del génere Aeromonas
estudiada. Aquest estudi significara el primer treball sobre l'estructura

poblacional d’Aeromonas.
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Material i Métodes

3.1. Mostratges.

Entre febrer de 1997 i juliol de 1998 es van realitzar una seérie d’11
mostratges amb l'objectiu d’aillar soques del génere Aeromonas a partir de
mostres d’aigua de mar, d’aigua dolgca potable i no potable i dels seglients
mol-luscs bivalves: cloisses (Tapes decussatus), escopinyes (Cardium sp.),
musclos (Mytilus sp.), musclos de roca (Mytilus sp.), navaixes o navalles (Ensis
sp.), ostres (Ostrea edulis), ostres portugueses (Crassostrea gigas), rossellones
(Venus gallina) i tellines o tallarines (Donax trunculus). Per a la
correspondéncia entre el nom comu i el nom de l’espécie o geénere dels
diferents mol-luscs bivalves es va consultar al Dr. Ferran Pereira (Dpt. Biologia
Animal, Universitat de Barcelona), a la Dra. Silvia Crespo (Universitat
Autonoma de Barcelona) i diverses fonts bibliografiques (BOUCHET i al. 1979,
CAHNER 1986, ALTABA i al. 1994, IEC 1995).

3.1.1. Mostratge 1.

Data: 27/02/97.

Mostres: cloisses (Tapes decussatus) i musclos (Mytilus sp.) del

mercat de St. [ldefons (Cornella, Barcelona).

Dilucions: 1:101 1:100.

Medis de cultiu solid: AD (agar dextrina), ADA (agar dextrina-
ampicil-lina), TCBS (agar tiosulfat-citrat-bilis-sacarosa), TSA (agar

triptona de soja).

Medis d’enriquiment: APW (aigua de peptona alcalina), TSB (caldo

triptona de soja).

3.1.2. Mostratge 2.

Data: 03/04/97.
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Mostres: cloisses (Tapes decussatus) i musclos (Mytilus sp.) del

mercat de St. [ldefons (Cornella, Barcelona).

Dilucions: 1:101 1:100.

Medis de cultiu solid: AD, ADA, TCBS, TSA.

Medis d’enriquiment: APW, TSB.

3.1.3. Mostratge 3.

Data: 05/05/97.

Mostres: aigua d’'una font no potable d’El Preventori de Mariola
(Alcoi) i cloisses (Tapes decussatus), musclos i musclos de roca
(Mytilus sp.) del mercat de Les Corts (Barcelona).

Dilucions: directa, 1:101 1:100.

Medis de cultiu solid: AD, ADA, TCBS.

Medis d’enriquiment: APW, TSB.

3.1.4. Mostratge 4.

Data: 04/06/97.

Mostres: cloisses (Tapes decussatus), escopinyes (Cardium sp.),
musclos i musclos de roca (Mytilus sp.), rossellones (Venus gallina) i
tellines (Donax trunculus) del mercat de Les Corts (Barcelona).
Dilucions: 1:101 1:100.

Medis de cultiu solid: AD, ADA, TCBS.

Medis d’enriquiment: APW, TSB.
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3.1.5. Mostratge 5.

Data: 15/07/97.

Mostres: aigua potable de dues fonts del Montseny (Barcelona).

Dilucions: directa, 1:10.

Medis de cultiu solid: AD, ADA, TCBS.

Medis d’enriquiment: APW, TSB.

3.1.6. Mostratge 6.

Data: 21/07/97.

Mostres: aigua potable i aigua d'una bassa d’Hostalets de Balenya

(Barcelona).

Dilucions: directa, 1:10.

Medis de cultiu solid: AD, ADA, TCBS.

Medis d’enriquiment: APW, TSB.

3.1.7. Mostratge 7.

Data: 16/09/97.

Mostres: escopinyes (Cardium sp.), navaixes (Ensis sp.) i ostres

portugueses (Crassostrea gigas).

Dilucions: 1:101 1:100.

Medis de cultiu solid: AD, ADA, TCBS.
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Medis d’enriquiment: APW, TSB.

3.1.8. Mostratge 8.

Data: 01/10/97.

Mostres: escopinyes (Cardium sp.), navaixes (Ensis sp.) i tellines

(Donax trunculus) del supermercat d’ “El Corte Inglés Diagonal”

(Barcelona).

Dilucions: 1:101 1:100.

Medis de cultiu solid: AD, ADA, TCBS.

Medis d’enriquiment: APW, TSB.

3.1.9. Mostratge 9.

Data: 07/07/98.

Mostres: ostres (Ostrea edulis), ostres portugueses (Crassostrea

gigas) i tellines (Donax trunculus) del mercat de La Boqueria

(Barcelona).

Dilucions: 1:101 1:100.

Medis de cultiu solid: AD, ADA, TCBS.

Medis d’enriquiment: APW, TSB.

3.1.10. Mostratge 10.

Data: 14/07/98.
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Mostres: navaixes (Ensis sp.) del mercat de La Boqueria i ostres
(Ostrea edulis) i ostres portugueses (Crassostrea gigas) del
supermercat d’ “El Corte Inglés Diagonal” (Barcelona).
Dilucions: 1:10, 1:100, 1:200, 1:1000, 1:10000. La primera dilucio
no es va sembrar en medi AD i el TCBS només es va emprar en les
dues primeres dilucions.
Medis de cultiu solid: AD, TCBS.
Medis d’enriquiment: APW, TSB.

3.1.11. Mostratge 11.

Data: 20/07/98.

Mostres: aigua de la platja de Cunit (Tarragona) i de la platja i de la

zona rocosa de la platja de Sant Adria del Besos (Barcelona).

Dilucions: directa, 1:101i 1:100.

Medis de cultiu solid: AD, TCBS.

Medis d’enriquiment: APW, TSB.

3.2. Processament de les mostres.

3.2.1. Mol-luscs bivalves.

Primerament, es van seleccionar els individus amb la closca intacta
i tancada. Seguidament, es van netejar les closques i es van eixugar. Els
mol-luscs es van obrir amb un ganivet d’ostres desinfectat amb etanol i
es van dipositar 25 g de mostra (molla i liquid) en una bossa esteéril. La
mostra es va diluir amb Ringer esteril fins a un pes total de 250 g (diluci6

1:10) i es va ftriturar en un homogeneitzador (“Masticator, IUL
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instruments”) (HUNT i al. 1984). Després, es va fer un banc de dilucions

amb Ringer esteéril.

Les diferents dilucions de la mostra es van sembrar per duplicat en
medis de cultiu solid (TSA, AD, ADA, TCBS), incubant-los durant 24-48 h
a 25°C. També es van fer dos cultius d’enriquiment amb APW i TSB, a
partir de 10 ml de la mostra homogeneitzada i 90 ml de medi de cultiu i
posterior incubaci6 durant 24 h a 25°C. A partir dels medis
d’enriquiment es van sembrar, per esgotament en placa, els mateixos

medis de cultiu esmentats.

3.2.2. Aigues.

Totes les aiglies analitzades, tant d’aigua dolca com marina, van
seguir el mateix procediment. A partir d’1 1 de cadascuna de les mostres
d’aigua, es va fer un banc de dilucions i es van sembrar per duplicat,
directament i a partir de les dilucions, els medis de cultiu solid abans
esmentats. També es van fer dos cultius d’enriquiment, perdo amb 100 ml

de mostra i 100 ml d’APW o TSB doble concentrats.

Els periodes i temps d’incubacio van ser els mateixos que a l'apartat

anterior.

3.2.3. Medis i temperatura.

Es va seleccionar el medi ADA per la seua eficacia en l'aillament
d’Aeromonas respecte d’altres medis (HAVELAAR i al. 1987, GAVRIEL i
LAMB 19935) i per ser un dels medis d’eleccié en estudis previs d’altres
autors (HANNINEN 1994, HANNINEN i SIITONEN 1995). Paral-lelament
es va emprar el medi AD ja qué s’han descrites soques d’Aeromonas
sensibles a l'ampicil-lina (CARNAHAN i al. 1991bh, SINGH i SANYAL
1994).

També es va emprar el medi TCBS per ser comu en laillament i
deteccidé de Vibrionaceae (ORTIGOSA i al. 1994, MONTILLA i al. 19995),

amb espécies proximes fenotipicament al génere Aeromonas, i per haver-
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3.3.

se utilitzat en altres estudis per a la deteccio i aillament d’Aeromonas a

partir de mostres d’aigua de mar i de mol-luscs (RIQUELME i al. 1996).

Paral-lelament es van realitzar enriquiments previs amb TSB

(HANNINEN i SIITONEN 1995) i APW (MOYER i al. 1991).

La temperatura escollida en aquest estudi va ser de 25°C per
tractar-se de mostres ambientals (KUEH i CHAN 1985, ORTIGOSA i al.
1994), per la possibilitat d’aillar soques psicrofiles (FARMER III i al.
1992) i estar en linterval de temperatura optima per a les mesofiles
(HOLT i al. 1994), i per haver-se utilitzat aquesta temperatura en altres
estudis fenotipics d’Aeromonas (NOTERDAEME i al. 1996, OAKEY i al.
19964q).

Els medis d’enriquiment i el TSA van ser preparats a 1’1 % NaCl, ja
queé esta descrit en la literatura que en aquesta concentracio de NaCl hi
ha soques de totes les espécies d’Aeromonas que s6n metabolicament
més actives (HOLT i al. 1994).

Purificacio, seleccid i conservacio de les soques aillades.

De les colonies crescudes en els medis AD i ADA només es van

seleccionar les grogues (fermentadores de dextrina), mentre que no va haver-hi

cap seleccio preévia pel tipus colonial en el medi TCBS. A cada soca

seleccionada se li va assignar un numero, per ordre d’aillament, seguit d'una o

dues lletres, que corresponien a les inicials del tipus de mostra (A: aigua

dolca, AM: aigua de mar, C: cloissa, Cl: clinica, E: escopinya, M: musclo, MR:

musclo de roca, N: navaixa, O: ostra, OP: ostra portuguesa, R: rossellona, T:

tellina).

Un primer pas de purificacio va consistir en ressembrar, en TSA 1 %

NaCl, 10 soques per placa fent una estria curta mitjancant escuradents

estérils. A les 24 h d’incubaci6 a 25°C es va fer una réplica de cada placa.
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A partir del creixement en TSA, les diferents soques aillades foren
assajades per a les proves del Gram, oxidasa i O/F. Van ser descartades totes
aquelles soques que no foren bacils Gram -, oxidasa + i O/F +/+. Dels
mostratges 9, 10 i 11, també van ser descartades la majoria de colonies que
produien swarming, a causa de l'enorme quantitat de soques amb aquesta
caracteristica, de les dificultats que comporten quan creixen amb altres aillats
en la mateixa placa i perque no esta descrita cap soca d’Aeromonas productora

de swarming en TSA.

Les soques no descartades van ser ressembrades en TSA per esgotament
en placa. A partir d'una colonia ben aillada es va repetir la ressembra. Després

d’aquestes dues ultimes purificacions, les soques van ser conservades.

Les soques finalment seleccionades van ser conservades, en un primer

moment, de dues maneres diferents:

a) Medi TSA inclinat en tub, sembrat per estria simple en superficie i

mantingut a temperatura ambient.

b) Medi TSB amb un 20 % de glicerol. Cultius de TSA, sembrats per
superficie amb nansa de Kolle, van ser recollits, resuspesos en el medi

i immediatament congelats a —-40°C.

3.4. Identificacid i caracteritzacio fenotipiques.

Les soques van ser considerades com a Aeromonas en base als resultats
de 9 proves fenotipiques: bacils, Gram -, oxidasa +, O/F +/+, swarming -,
creixement al 0 % NaCl, manca de creixement al 9 % NaCl i resisténcia a
I'0/129.

La identificacio de les diferents especies del génere Aeromonas es va fer
en funcio dels resultats obtinguts a partir de soques tipus i de referéncia
(Taula 7), ja qué no es troba a la bibliografia unanimitat de criteris en la
seleccio de les proves fenotipiques per a la identificacio a nivell d’espécie dels

membres del génere Aeromonas.
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Totes les soques d’Aeromonas aillades i proporcionades (Taula 7, Taula
8) van ser caracteritzades fenotipicament amb un total de 64 proves, incloses
les proves identificatives a nivell de génere i espécie. A partir d’aquesta

caracteritzacio es va realitzar ’estudi taxonomic de les soques.

Taula 7. Soques tipus i de referéncia incloses en I'estudi taxonomic.

ESPECIES SOQUES FONT D’AILLAMENT

A. allosaccharophila CECT 4199" Angula (Anguilla anguilla) malalta
A. bestiarum CECT 42277 Peix

A. caviae CECT 838" Epizootia de porc de Guinea

A. encheleia CECT 43427 Anguila sana

A. enteropelogenes CECT 4487" Femtes humanes

A. eucrenophila CECT 4224 Peix d’aigua dolca

A. hydrophila CECT 839" Llet en mal estat

A. jandaei CECT 4228" | Femtes humanes

A. media CECT 42327 Efluent de piscifactoria

A. salmonicida subsp. salmonicida | CECT 894" Salmé (Salmo salar)

A. schubertii CECT 4240" | Abscés huma

A. sobria CECT 42457 Carpa (Cyprinus carpio)

A. trota CECT 4255" | Femtes humanes

A. veronii biovar sobria CECT 4246 “(i;amn:tjeram::a"la malaltiade la
A. veronii biovar veronii CECT 42577 Esput de persona ofegada
Escherichia coli CECT 405

Vibrio cholerae CECT 5147 Femtes humanes

Vibrio furnissii CECT 4203" Femtes humanes

CECT: Col‘leccio Espanyola de Cultius-Tipus, Universitat de Valéncia, Burjassot, Valéncia.

T: Soca tipus.
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Taula 8. Altres soques proporcionades i incloses en I'estudi taxondmic.

SOQUES TIPUS DE MOSTRA | SOQUES TIPUS DE MOSTRA
A10CI A Femtes A20CI* Sang

A13CIA Ferida A22CIA Sang

A14CI? Bilis A23CI* Pus

A15CIA Sang A24CIA Ferida

A17CI* Femtes CT812736A° | Aigua dolca

A18CIA Liquid ascitic D2CI° Drenatge

A19CIA Sang D3CI¢ Ferida

A: soques cliniques cedides pel Dr. Guillem Prats, Hospital de Sant Pau i la Santa Creu,
Barcelona; ®: soca provinent de la xarxa de distribuci6 d’aigua potable de Barcelona, cedida
pel Llic. Xavier Lizana; ¢ soques cliniques cedides per la Dra. Conxa Segura, Hospital Duran i

Reynals, L’Hospitalet de Llobregat, Barcelona.

Tots els medis de cultiu se sembraren a partir d'un creixement de les
diferents soques en TSA. Els medis de cultiu solid en placa van ser sembrats
fent una estria amb la nansa de Kolle o amb escuradents estérils, i els medis
solids en tub (agar inclinat) per estria simple amb la nansa de Kolle. Els medis
semisolids se sembraren per picadura. Per a la sembra dels medis de cultiu
liquid es van afegir 50 pl d’inocul (108-10° ufc/ml) a 5 ml del medi
corresponent. El 10 % de les soques assajades van ser duplicades com a
mesura de control dels resultats. Aquest control també s’assegurava per la
preséncia de soques control en determinades proves i per la introduccié de
soques tipus i de referéncia del génere Aeromonas (Taula 7) en l’estudi
taxonomic. També es va utilitzar un blanc en la inoculaciéo dels medis de

cultiu liquid, que va consistir en la inoculacio de Ringer estéril.

Tots els medis de cultiu van ser preparats a 1’1 % NaCl, excepte en el cas
dels medis selectius. Si no s’indica altra cosa, la temperatura d’incubacié fou

de 25°C pels motius esmentats a I'apartat 3.2.3.

En els annexos 8.1. i 8.2. es detallen la composicié i preparacio dels

medis de cultiu, solucions salines, reactius i colorants.
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3.4.1. Activitat catalasa (meétodes 1 i 2, GERHARDT i al. 1994).

Medi: es van aprofitar cultius nutritius (TSA o Mueller-Hinton) de
24-48 h.

Lectura i interpretacio: s’afegeix directament, al creixement bacteria,
unes gotes d'aigua oxigenada (H20,). També es pot fer de manera
indirecta, agafant i dipositant creixement en un portaobjectes i
després posant-hi l'aigua oxigenada. La formacié de bombolles (H2O2

— H20 + 1/20,), indica la preséncia de I'enzim catalasa.

Controls: Escherichia coli CECT 405 (+), Enterococcus hirae CECT
4081 (-).

3.4.2. Activitat oxidasa (GERHARDT i al. 1994).

Medi: es van aprofitar cultius en TSA de 24-48 h.

Lectura i interpretacio: s’agafa creixement amb escuradents esteérils,
se’n posa sobre paper de filtre i es deixa caure una gota del reactiu de
l'oxidasa. L’activitat citocrom C oxidasa es manifesta per la formacio
dun color blavos. La lectura és immediata, ja qué el reactiu s’oxida

rapidament i pot donar falsos positius.

Controls: Pseudomonas aeruginosa CECT 111 (+), Escherichia coli
CECT 405 (-).

3.4.3. Creixement en AD.

Medi: AD (agar dextrina o agar base selectiu m-Aeromonas de

Havelaar sense ampicil-lina).

Temps d’incubaci6: 24-48 h.

Lectura i interpretacio: la prova és positiva si s’observa creixement.

49



Material i Métodes

3.4.4. Creixement en agar McConkey.

Medi: agar McConkey.

Temps d’incubaci6: 24-48 h.

Lectura i interpretacio: la prova és positiva si s’'observa creixement. La
coloracio del creixement indica si la soca és fermentadora (color rosat)

o no (sense color) de la lactosa.

Controls: Escherichia coli CECT 405 (+, rosa), Salmonella enteritidis

Choleraesuis CECT 4594 (+, sense color).

3.4.5. Creixement en TCBS.

Medi: TCBS.

Temps d’incubacié: 48 h.

Lectura i interpretacio: la prova és positiva si s’'observa creixement. La
coloracio del creixement indica si la soca és fermentadora (color groc)

o no (verd) de la sacarosa.

Controls: Vibrio cholerae CECT 514T (+, groc), Escherichia coli CECT

405 (-, no creixement).

3.4.6. Creixement a diferents temperatures d’incubacio (ESTEVE 1995).

Medi: TSB.

Temperatures d’incubacio: 4°C, 25°C, 36°C o 45°C.

Temps d’incubacio: 15 dies per als 4°C i 24 h per a la resta de

temperatures.
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3.4.7.

3.4.8.

Lectura i interpretacio: la terbolesa indica creixement.

Descarboxilacié d’arginina (ADH), lisina (LDC) i ornitina (ODC)
(MAC FADDIN 1981).

Medi: caldo base de descarboxilacions de Falkow amb un 0,5 % de

l’aminoacid a assajar.

Temps d’incubacio: 4 dies.

Lectura i interpretacio: el medi preparat és d’'un color violaci a causa
del seu indicador del pH (purpura de bromocresol). En un primer
moment (en les primeres 10-12 h d’incubacio), els bacteris
fermentaran la dextrosa, acidificant el medi i tornant-lo groc. En
resposta a l'acidesa, hi ha soques que produeixen descarboxilacions
d’aminoacids, formant amines o diamines i COj; per tant,
alcalinitzaran el medi, que tornara a ser de color violaci, perd meés
intens i térbol. Per una altra banda, és recomanable la preparacio
d'un medi control (@), és a dir, sense l'addici6 de cap aminoacid.
Aquest medi control sera igualment inoculat, perd com no conté
aminoacids, el medi romandra groc (només hi haura fermentacio de la

dextrosa).

Controls ADH/LDC/ODC: Serratia marcescens CECT 159 (-/+/+), @ (-
/-/-)-

Fermentacio acidomixta, prova del roig de metil (GERHARDT i al.
1994).

Medi: caldo VPRM (Voges-Proskauer i roig de metil).

Temps d’incubacio: 72 h.

Lectura i interpretacio: la fermentacio acidomixta a partir de la

glucosa fosfat baixa el pH del medi. Aquesta acidificacio es pot
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comprovar mitjancant ’addiciéo del reactiu del roig de metil, que li

donara una coloracio rogenca al medi.

Controls: Escherichia coli CECT 405 (+), Serratia marcescens CECT
159 ().

3.4.9. Fermentacio butanodiodlica, prova del  Voges-Proskauer

(GERHARDT i al. 1994).

Medi: caldo VPRM.

Temps d’incubacio: 72 h.

Lectura i interpretacio: el 2,3-butanodiol i 'acetoina s’oxiden, en medi
alcali, a diacetil. Aquesta ultima substancia és la que reacciona amb
el reactiu de Barrit (solucions A i B), donant una coloracié rogenca en
la part superior del medi als 15 min aproximadament. Per cada 1 ml
de cultiu s’afegeixen primer 0,6 ml d’a-naftol (solucio A), després 0,2

ml de KOH (soluci6 B) i finalment es remena enérgicament.

Controls: Escherichia coli CECT 405 (-), Serratia marcescens CECT
159 (+).

3.4.10. Fermentacié d’arabinosa, lactosa, manitol, manosa, sacarosa,

salicina i sorbitol (TWEDT 1984, MONTILLA 1992).

Medi: caldo base de fermentacions amb un 1 % del sucre a assajar.
Temps d’incubacio: 24 h - 7 dies.
Lectura i interpretacio: la fermentacié dels sucres acidifica el medi,

que es tornara groc per la preséncia de purpura de bromocresol

com a indicador del pH.
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3.4.11. Fermentaci6 de dextrina.

Medi: AD.

Temps d’incubacio: 24-48 h.

Lectura i interpretacio: el creixement de colonies de color groc és
indicatiu de la fermentacio de la dextrina del medi. El medi, que és de
color blau per la preséncia del blau de bromotimol com a indicador

del pH, es torna groc quan s’acidifica.

Controls: Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida CECT 894T (+),

Escherichia coli CECT 405 (-).

3.4.12. Gas de glucosa (métode 1, GERHARDT i al. 1994; ORTIGOSA
1995).

Medi: caldo glucosat.

Temps d’incubaci6: 48 h.

Lectura i interpretacié: és positiva quan hi ha terbolesa i gas a
l'interior de la campana de Durham. Abans d’inocular el medi, s’ha de

comprovar ’abséncia de bombolles a linterior de la campana per a

evitar falsos positius.

Controls: Escherichia coli CECT 405 (+).

3.4.13. Gram (FLUHARTY i PACKARD 1967; métode Hucker, GERHARDT i
al. 1994).

Medi: es van aprofitar cultius en TSA de 24-48 h.
Lectura i interpretacio: es diposita cultiu bacteria en un porta amb la
nansa de Kolle, es deixa caure damunt una gota de solucié aquosa de

KOH al 3 % i amb la mateixa nansa es fa una emulsio. La formacio de
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viscositat és indicativa de la lisi de la paret Gram negativa. En cas de

resultat dubtos, es va realitzar la tincié de Gram.

Controls: Enterococcus hirae CECT 4081 (+), Escherichia coli CECT
405 (-).

3.4.14. B-hemodlisi (meétode 1, GERHARDT i al. 1994).

Medi: agar sang Columbia.
Temps d’incubacio: 48 h - 4 dies.
Lectura i interpretacio: la f-hemolisi produeix una lisi completa de les

hematies, de manera que hi ha una zona d’aclariment del medi al

voltant de les colonies.

3.4.15. Hidrolisi d’arbutina (JANDA i al. 1984).

Medi: agar arbutina inclinat.
Temps d’incubacio: 72 h.
Lectura i interpretacio: després d’afegir-hi unes gotes de KOH al 40 %,

la prova és positiva si es torna el medi marronés. Aquesta coloracio6 és

produida per la preséncia d’hidroquinona oxidada.

3.4.16. Hidrolisi de DNA (métode 1, GERHARDT i al. 1994).

Medi: agar DNA.

Temps d’incubacio: 4 dies.

Lectura i interpretacio: s'inunda la placa amb HCl 0,1 N, que precipita
els acids nucleics adquirint un aspecte blanquinés. Les soques amb
activitat DNAsa es posaran de manifest perqué es formara un halo

transparent al voltant de la zona de creixement.
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Controls: Serratia marcescens CECT 159 (+), Escherichia coli CECT
405 (-).

3.4.17. Hidrolisi d’elastina (POPOFF i LALLIER 1984).

Medi: agar elastina.

Temps d’incubacié: 15 dies.

Lectura i interpretacio: l'aclariment del medi al voltant del creixement

és indicatiu d’activitat elastasa.

3.4.18. Hidrolisi d’esculina (SANCHO i al. 1989; modificat, GERHARDT i
al. 1994).

Medi: agar esculina.

Temps d’incubacio: 72 h.

Lectura i interpretacio: la hidrolisi d'esculina allibera glucosa i
esculetina. Aquesta ultima reacciona amb ['i6 férric formant

precipitats de color negre.

Controls: Enterococcus hirae CECT 4081 (+), Salmonella enteritidis

Choleraesuis CECT 4594 (-).

3.4.19. Hidrolisi de mido (GERHARDT i al. 1994).

Medi: agar mido.

Temps d’incubacio: 72 h.

Lectura i interpretacio: en inundar les plaques amb solucié de

Lugol, el medi es torna blau excepte al voltant de l'estria de
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creixement de les soques que hidrolitzen el mido, on hi haura un

halo transparent.

Controls: Bacillus subtilis CECT 356 (+), Escherihia coli CECT 405 (-).

3.4.20. Hidrolisi d'urea (MAC FADDIN 1981).

Medi: caldo urea de Rustigian i Stuart.

Temps d’incubaci6: 48 h.

Lectura i interpretacio: l’alcalinitzacié del medi per l'activitat ureasa
es pot observar per un canvi de color del roig de fenol del vi rosat al

facesia.

Controls: Escherichia coli CECT 405 (+), Serratia marcescens CECT
159 (-).

3.4.21. Hidrolisi de xantina (PHILIPS i NASH 1985).

Medi: agar xantina.

Temps d’incubacio: 15 dies.

Lectura i interpretacio: la hidrolisi de la xantina s’observa per un

aclariment del medi al voltant del creixement

3.4.22. Mobilitat (MERCK 1994, GERHARDT i al. 1994).
Medi: SIM (agar sulfhidric-indole-mobilitat) i AP (aigua de peptona).
Temps d’incubacio: 72 h i 24 h, respectivament.
Lectura i interpretacio: la mobilitat es manifesta per una terbolesa
difosa pels voltants del canal de picadura. En canvi, el creixement

unicament al llarg de la picadura mostra immobilitat. En els casos de
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resultat dubtos, es van examinar microscopicament cultius de 24 h
en AP pel métode de la gota pendent. En aquest meétode es posen
unes gotes del cultiu liquid en un cobreobjectes, se li posa una mica
de silicona als cantons, es col-loca damunt un portaobjectes excavat
cara cap avall, es fa una mica de pressid perqué s’enganxen
cobreobjectes i portaobjectes, amb molta cura es dona la volta perqué
tot quede cara cap amunt, es posa oli dimmersié i rapidament
s’observa al microscopi optic a 100x augments. Per a considerar que
les cél-lules son mobils, el moviment ha de ser caotic i individualitzat,
de manera que no hi ha un moviment lleu cap una mateixa direccio

ni un moviment de tremolor.

Controls: Salmonella enteritidis Choleraesuis CECT 4594 (+),
Enterococcus hirae CECT 4081 (-).

3.4.23. Mobilitat colonial swarming (GERHARDT i al. 1994).

Medi: TSA.
Temps d’incubacio: 7 dies.
Lectura i interpretacio: es parla de swarming quan el creixement de
les colonies s’estén més enlla del lloc on s’ha sembrat, en un medi
relativament sec i com a consequiiéncia de l'expressio de la mobilitat
colonial.

3.4.24. Morfologia (GERHARDT i al. 1994).
Medi: TSB.
Temps d’incubaci6: 24 h.
Lectura i interpretacio: després de fer un frotis bacteria, es deixa la

preparaci6 durant 1 min amb safranina i s’'observa al microscopi optic

a 100x augments amb oli d'immersio. Les Aeromonas tenen forma de
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filament, bacil o bacil curt. En les ocasions en qué es va fer la tincio

de Gram, aquesta fou aprofitada per a observar la morfologia cel-lular.

3.4.25. ONPG, test de la B-galactosidasa (BRIDSON 1990).

Medi: 200 pl de Ringer. S’hi afegeix un disquet d’'ONPG després de la

inoculacio.

Temps d’incubaci6: 6-24 h.

Lectura i interpretacio: la [-galactosidasa hidrolitza 'ONPG (orto-
nitrofenil-B-D-galacto-piranosa), produint lorto-nitrofenol que és

cromogenic i li dona una coloracié groguenca a la solucio.

Controls: Escherichia coli CECT 405 (+), Salmonella enteritidis
Choleraesuis CECT 4594 (-).

3.4.26. Oxidacio i fermentaciéo de glucosa (HUGH i LEIFSON 1953, MAC

FADDIN 1981).

Medi: O/F (medi basal per a loxidacié i la fermentacié de

carbohidrats) amb un 1 % de glucosa.

Temps d’incubaci6: 24 h - 7 dies.

Lectura i interpretacio: les soques fermentadores de la glucosa
presentaran els dos tubs grocs (+/+); la fermentacio de la glucosa

baixara el pH del medi i el blau de bromotimol virara de verd a groc.

Controls: Escherichia coli CECT 405 (+/+, fermentatiu), Pseudomonas

aeruginosa CECT 111 (+/-, oxidatiu).

3.4.27. Produccio d’indole (métode 2, GERHARDT i al. 1994).

Medi: medi indole.
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Temps d’incubacio: 72 h.
Lectura i interpretacio: la produccio d’indole a partir del triptofan es
posa de manifest per la formacié d'un anell roig intens després

d’afegir-hi unes gotes del reactiu de Kovacs.

Controls: Escherichia coli CECT 405 (+), Salmonella enteritidis
Choleraesuis CECT 4594 (-).

3.4.28. Producci6 de pigment marro difusible (ESTEVE 1995).

Medi: TSA.

Temps d’incubacio: 7 dies.

Control: Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida CECT 894T (+).

3.4.29. Produccio de sulfhidric de la cisteina (POPOFF i LALLIER 1984).

Medi: sulfhidric de L-Cys.
Temps d’incubacio: 4 dies.
Lectura i interpretacio: la produccio de sulfhidric a partir de la
cisteina formara un precipitat negre de sulfur ferros al voltant de la

zona de picadura.

3.4.30. Producci6é de sulfthidric del tiosulfat (MERCK 1994, GERHARDT i
al. 1994).

Medi: SIM.

Temps d’incubacié: 72 h.
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Lectura i interpretacio: la produccio de sulthidric a partir del tiosulfat
formara un precipitat negre de sulfur ferrés al voltant de la zona de

picadura.

Controls: Salmonella enteritidis Choleraesuis CECT 4594 (+),
Enterococcus hirae CECT 4081 (-).

3.4.31. Reduccié de nitrats a nitrits (MAC FADDIN 1981).

Medi: caldo de nitrats.

Temps d’incubacié: 48 h.

Lectura i interpretacio: afegir-hi dues gotes dels reactius Griess I i

Griess II. La prova és positiva si el medi es torna roig. La lectura és

immediata.

3.4.32. Resisténcia a l’ampicil-lina, cefalotina, colistina, estreptomicina,

polimixina B i tetraciclina (JORGENSEN i al. 1999).

Medi: caldo i agar de Mueller-Hinton i disquets d’antibiotics.

Temps d’incubacié: 24 h.

Lectura i interpretacio: el métode emprat per a la realitzacio de
lantibiograma fou el de la difusi6 en placa. Les soques van ser
inoculades en caldo Mueller-Hinton i incubades durant 2-3 h, fins
que assolien el nam. 0,5 de l’escala de McFarland. A partir d’aquests
cultius es van sembrar, per superficie i mitjancant hisops estérils,
plaques de Mueller-Hinton, per a després col-locar els sis disquets
dels diferents antibiotics equidistantment, amb unes pinces
metal-liques desinfectades amb etanol. La lectura es va fer en funcio
del diametre d'inhibici6 del creixement (en mm), manifestat per un

halo transparent (Taula 9).
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Taula 9. Concentracions d’antibiotics i diametres (mm) de la zona d’inhibicié.

ANTIBIOTIC RESISTENT INTERMEDI SENSIBLE
Ampicil-lina (10 pg) <M1 12-13 214
Cefalotina (30 ug) <14 1517 >18
Colistina (50 pg) <15 - >15
Estreptomicina (10 pg) <M1 12-14 =15
Polimixina B (300 U) <8 9-11 212
Tetraciclina (30 ug) <14 15-18 =19

3.4.33. Resisténcia a ’'agent vibriostatic O/129.

Medi: caldo i agar de Mueller-Hinton i disquets d’O/129 (150 ng).
Temps d’incubaci6: 24 h.

Lectura i interpretacio: el métode emprat per a la realitzacio de
I’antibiograma fou el de la difusié en placa (JORGENSEN i al. 1999).
Les soques amb un diametre d’inhibicié < 10 mm foren considerades

resistents a ’'0O/129.

3.4.34. Tolerancia a pHs 4,51 9,0 (ESTEVE 1995).

Medi: TSB.

Temps d’incubacié: 48 h.

Lectura i interpretacio: la terbolesa és indicativa de creixement i, per

tant, de tolerancia a un determinat pH.

3.4.35. Tolerancia salina, a diferents concentracions de NaCl (0-1-3-6-9 %

p/v) (TWEDT 1978, ORTIGOSA 1995).

Medi: STB (caldo de tolerancia salina).
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Temps d’incubacio: 72 h.

Lectura i interpretacio: la terbolesa és indicativa de creixement i, per

tant, de tolerancia a una determinada salinitat.

3.4.36. Utilitzacié d’acetat, arabinosa, arginina, histidina, lactat i manitol

com a unica font de carboni i energia (VERON 1975, POPOFF i
LALLIER 1984, RIUS 1993).

Medi: solucié M-70 amb un 0,1 % si es tracta d’'un sucre o amb un

0,2 % si es tracta d’un altre tipus de compost organic.

Temps d’incubacio: 14 dies.

Lectura i interpretacio: la terbolesa indicara creixement i, per tant, la

utilitzacio del compost organic assajat.

3.4.37. Utilitzacio del citrat com a unica font de carboni i energia (métode

1, GERHARDT i al. 1994).
Medi: agar citrat de Simmons inclinat.
Temps d’incubacio: 24 h — 7 dies.
Lectura i interpretacio: és positiu quan s’observa creixement. A més,
la utilitzacio del citrat alcalinitza el medi, produint-se un viratge del
color del medi, de verd a blau; ja que el medi porta blau de

bromotimol com a indicador del pH.

Controls: Salmonella enteritidis Choleraesuis CECT 4594 (+),
Escherichia coli CECT 405 (-).
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3.5. Estudi de taxonomia numeéerica.

3.5.1. Processament de les dades i analisi numeérica.

Els resultats de les proves fenotipiques es codifiquen com dades
binaries de la seglient manera: 1 per als resultats positius, O per als
negatius, i 9 per als no determinats o no comparables. D’aquesta manera

es crea una matriu de dades.

L’analisi numeérica es va realitzar utilitzant el programa NTSYS®
(Numerical taxonomy and multivariance analysis system), versio 1.8
(ROHLF 1993). La matriu de similituts fou calculada mitjancant el
coeficient de concordanca simple de Sokal-Michener (Ssm, simple
matching coefficient). L’analisi de 'agrupament a partir de la matriu de
similituts es realitza pel métode d’associacio UPGMA (Unweighted pair

group method with arithmetic mean analysis).

Per a la validaci6 de l'agrupament de les soques es va crear la
matriu de valors cofeneétics a partir de la matriu UPGMA. El coeficient de
correlacio (r) s'obté a partir de la matriu de valors cofenétics i la matriu
de similituts. Aixi, el valor de r ens donara la bondat de la concordanca

entre totes dues matrius (SNEATH i SOKAL 1973, ORTIGOSA 1995):

r>0,9 excel-lent
0,9>r>0,8 bona
0,8>r>0,7 pobra
r<0,7 molt pobra

3.5.2. Reproductibilitat de les proves i avaluacié de l’errada (SNEATH i
JOHNSON 1972, ORTIGOSA 1995).

En els caracters amb resposta binaria, l’estimacio de l’errada es
realitza duplicant un determinat nombre de soques, que normalment és

del 10 %.
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L’estimacio en una prova determinada per a una parella de

répliques es calcula en base a la segiient formula:
Si2 =d / 2t
d: nombre de discrepancies en una prova determinada
t: nombre de soques duplicades.

Es recomanable descartar aquelles proves amb una S;2 > 0,10.

Per a estimar la probabilitat mitjana de l'errada comesa en els

resultats de totes les proves s’utilitza la seglient expressio:

S2=(1/n) (Si2 + ... + Sa?)

n: nombre total de proves.

Els valors de S2 < 10 % es consideren acceptables.

3.6. Estudi de diversitat genética i estructura poblacional d’Aeromonas

spp. mitjancant la técnica MLEE.

3.6.1. Soques incloses en ’estudi.

Un total de 122 soques van ser incloses en l’estudi de diversitat
geneética i estructura poblacional d’Aeromonas spp. mitjancant la técnica

MLEE (electroforesi d’enzims multilocus):

74 soques A. bestiarum: totes les soques identificades com a A.

bestiarum (apartat 4.2.), excepte 567A i 608A.

22 soques A. salmonicida: totes les soques identificades com a A.

salmonicida (apartat 4.2.), excepte 83C, 640A i 946N.

6 soques A. hydrophila: totes les soques identificades com a A.

hydrophila (apartat 4.2.).
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5 soques A. hydrophila complex: 556A, 569A, 582A, 619A i
623A (apartat 4.2.).

7 soques A. popoffii (proporcionades pel Dr. Antonio Martinez
Murcia, Universitat Miguel Hernandez): LMG 175417, LMG
17542, LMG 17543, LMG 17544, LMG 17545, LMG 17546 i
LMG 17547.

8 soques tipus i de referéncia (proporcionades per la CECT,
Col'leccio Espanyola de Cultius-Tipus): A. bestiarum CECT
42277, A. enteropelogenes CECT 44877, A. hydrophila CECT
839T, A. salmonicida subsp. masoucida CECT 896T, A.
salmonicida subsp. salmonicida CECT 8947, A. trota CECT
42557, Listonella anguillarum CECT 5227 i Vibrio furnissii CECT
4203T.

3.6.2. Obtenci6 d’extractes cel-lulars.

Cadascuna de les 122 soques esmentades a ’apartat anterior es va
sembrar en plaques de TSA (1 % NaCl) a 25°C durant 24 h. Els cultius,
en fase estacionaria, es van resuspendre en una solucié amortidora de
fosfats (annex 8.4.). Els extractes cel-lulars es van obtindre per sonicacio
(“Branson Sonifier 250, Ultrasonics Co.”) de les resuspensions
mantingudes en un bany de gel, mitjancant 4 cicles de 30 s amb
intervals d’l min. Després de la sonicacio, les mostres van ser
centrifugades (“201M, Sigma”), dues o tres voltes, a 135.000 rpm durant
15 min. Els sobrenedants o extractes cel'lulars van ser conservats a

—40°C.

Durant aquest procés, es van realitzar dos punts de control, un que
controlava la densitat poblacional inicial mesurant la terbolesa dels
cultius resuspesos a 600 nm (“Uvikron® 810, Kontron”), i un altre per a
determinar la concentracio proteica total de cada extracte (LOWRY i al.
1951).
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3.6.3. Electroforesi en gels de poliacrilamida.

Es van utilitzar gels de poliacrilamida verticals, discontinus, en
condicions no desnaturalitzants. Les condicions no desnaturalitzants
permeten detectar l’activitat dels enzims que contenen els extractes. Els
enzims foren assajats, en primera instancia, en gels al 10 % / 8 % de
poliacrilamida (gel separador / gel iniciador). Aquestes concentracions
permeten una més facil manipulacio dels gels (son més compactes),
respecte de les concentracions 8 % / 5 %. Ara bé, els enzims que
migraren molt poc en el gel (es quedaven en el gel iniciador o en el
comencament del separador), foren assajats en gels al 8 % / 5 %. Una
altra combinaciéo en la preparacio dels gels fou la seua grossaria, que
depén del volum de mostra; aixi els gels prims admeten aproximadament

80 pliels grossos 150 pl.

Per a la preparacio dels gels de poliacrilamida es va partir d'una
solucio de poliacrilamida al 30 %, protegida de la llum i en refrigeracio.
Aquesta solucio s’obté amb 29,2 g d’acrilamida PAGE (“Pharmacia 17-
1302-02”) i 0,8 g de metilé-bis-acrilamida (“Pharmacia 17-1304-01") per
cada 100 ml de volum total, en les condicions de treball adients (guants,
mascareta, campana de fums) per la neurotoxicitat dels seus

components.

A la Taula 10 s’exposa la composicio dels gels separadors i

iniciadors conforme al percentatge de poliacrilamida i a la seua grossaria.

Per a la polimeritzacié dels gels separadors s’hi van afegir 360 pl
d’APS i 90 pl de TEMED, i 140 pl d’APS i 20 pl de TEMED en el cas dels

gels iniciadors.

L’electroforesi es va realitzar a un voltatge constant de 50 V
(“Electrophoresis Power Supply EPS 600, Pharmacia Biotech”) i en
refrigeracio, 7°C (“MultiTemp III, Pharmacia Biotech”), després dun
prerecorregut a 200 V durant un minim de 30 min per a l’eliminacio dels

components del gel no polimeritzats que podrien interferir en l’activitat
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enzimatica. L’electroforesi es va aturar quan el front marcador de

l'electroforesi (BBF o blau de bromofenol) va arribar a la fi del gel.

Taula 10. Composicié dels gels de poliacrilamida.

Gels separadors al 10 % . .
de poliacrilamida 2 prims 1 prim 1 gros 2 grossos
H20 destil-lada 10 ml 12 ml 14 mi
Tris-HCI 0,4 M pH 8,8 30ml 36 ml 42 ml
Poliacrilamida al 30 % 20 ml 24 mi 28 ml
Gels separadors al 8 % . .
de poliacrilamida 2 prims 1 prim 1 gros 2 grossos
H20 destil-lada 14 ml 16,8 mi 19,6 mi
Tris-HCI1 0,4 M pH 8,8 30ml 36 ml 42 ml
Poliacrilamida al 30 % 16 ml 19,2 ml 22,4 mi
Gels iniciadors al 8 % . .
de poliacrilamida 2 prims 1 prim 1 gros 2 grossos
H,0 destil-lada 4,7 ml 55ml 6,6 ml
Tris-HCI 0,125 M pH 6,8 10 mi 12 ml 14 ml
Poliacrilamida al 30 % 53ml 6,4 ml 7,5ml
Gels iniciadors al 5 % . .
de poliacrilamida 2 prims 1 prim 1 gros 2 grossos
H20 destil-lada 6,7 ml 8 ml 9,4 ml
Tris-HCI 0,125 M pH 6,8 10 mi 12 ml 14 ml
Poliacrilamida al 30 % 3,3ml 4 ml 4,7 ml

El material d’electroforesi emprat (vidres, suports, pintes, cubetes
d’electroforesi) fou el “Protean II xi Cell electrophoresis instrument” de
“Bio-Rad”. A 'annex 8.4. (SELANDER i al. 1986, GERHARDT i al. 1994,
BIO-RAD 1995) es detallen la preparacio i composicio de les diferents

solucions amortidores i reactius emprats.

3.6.4. Enzims analitzats.

Una volta finalitzada lelectroforesi, els gels son sotmesos a una
tincio especifica per a revetlar l’activitat de 'enzim que es vol estudiar.
Un total de 22 enzims van ser analitzats. Tots ells estan descrits més

endavant en quant a la seua funcio i a 1'analisi emprada per a la seua
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visualitzacié. Majoritariament van ser utilitzats dos sistemes per a la

deteccid de les diferents activitats enzimatiques.

El sistema NAD(P) — PMS (N-metildibenzopirazina metil sulfat) —
MTT (bromur 3-[4,5-dimetil-tiazolil-2]-2,5-difeniltetrazole) fou el meés
utilitzat (Figura 12), bé directament bé indirectament. Breument, el
substrat és oxidat per ’enzim, mentre el coenzim NAD(P) actua com a
acceptor d’hidrogen i d’electrons, transformant-se en NAD(P)H. E1 PMS
actua com a molécula de transferéncia d’hidrogen i d’electrons del
NAD(P)H a la molécula final (MTT) d’aquesta cascada de reaccions redox.
D’aquesta manera, la forma oxidada de la sal de monotetrazole MTT,
soluble en aigua i incolora, es redueix a formazan, insoluble en aigua i de
color blau (ROTHE 1994). Aquesta coloraci6 apareixera en el gel com una

banda en el lloc on ha quedat situat l'enzim analitzat.

Figura 12. Sistema NAD(P) - PMS - MTT per a la deteccié d’activitat enzimatica.
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El segon sistema més utilitzat fou el de les sals de diazoni (Figura
13). L’enzim allibera un producte que s’acobla a una sal diazoica,
formant-se un producte final (diazo-cromofor) que precipita donant un

color determinat (ROTHE 1994).

Figura 13. Sistema de les sals de diazoni per a la deteccié d’activitat enzimatica.

-H
N~H
G=0
H /CH3 H(I:'NHE
H-%-C-CHE-C\H OH  CH,
\ CHjy +
O Nig g HaC~ 5~ CHg
L-Leu-B-naftilamida B-naftol + leucinamida
N=N-R
OH 4 OH
RN ¢ ¢
B-naftol + sal diazoica cromofor diazoic

(Fast Black K)

Els protocols de totes les tincions enzimatiques assajades estan
detallades a l'annex 8.3. (SELANDER i al. 1986, RIUS i al. 2001) i la
composicio de les diferents solucions amortidores i reactius emprats es
poden consultar a 'annex 8.4. (SELANDER i al. 1986, GERHARDT i al.
1994, BIO-RAD 1995). Més endavant es descriuen els 22 enzims
analitzats, indicant-se també el codi recomanat per la “Enzyme
Comission” que classifica cada enzim en base a la reaccid6 quimica
especifica catalitzada (GIBSON 1971, IUB 1984, SELANDER i al. 1986,
HENRY 1988, STRYER 1988, ROTHE 1994, DEVLIN 1999, PURICH i
ALLISON 2000, RIUS i al. 2001).

3.6.4.1. ADH (alcohol deshidrogenasa, EC 1.1.1.1).

Funcié: redueix acetaldehid en Iultima etapa de la
fermentaci6o alcoholica. Aquesta reaccid6 bioquimica és

reversible.
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3.6.4.2.

3.6.4.3.

3.6.4.4.

Reaccions:

Etanol + NAD (+ ADH) — acetaldehid + NADH.
NADH + PMS — NAD + PMS reduit.

PMS reduit + MTT — PMS + formazan (color blau).
L’isopropanol també pot ser substrat de ’ADH.

ALD (alanina deshidrogenasa, EC 1.4.1.1).

Funci6: desaminaci6 oxidativa d’alanina. Participa en el

metabolisme dels aminoacids.

Reaccions:

L-Ala + H,0 + NAD (+ ALD) — pyr + NHs + NADH.
NADH + PMS — NAD + PMS reduit.

PMS reduit + MTT — PMS + formazan (color blau).

C120 (catecol 1,2-dioxigenasa o pirocatecasa, EC

1.13.11.1).

Funcié: participa en el metabolisme de compostos aromatics.

Reaccions:
Pirocatecol + Oz (+C120) — cis,cis-muconat (color
marronogs).

Enzim labil al tractament térmic de 55°C durant 10 min.

C230 (catecol 2,3-dioxigenasa o metapirocatecasa, EC

1.13.11.2).

Funci6: participa en el metabolisme de compostos aromatics.

Reaccions:

Pirocatecol + Oz (+C120) — semialdehid 2-hidroximuconat

(color marronoés).
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3.6.4.5.

3.6.4.6.

3.6.4.7.

Enzim resistent al tractament térmic de 55°C durant 10

min.

EST (esterasa o a-nalftil acetat esterasa, EC 3.1.1.1).

Funcio: hidrolisi d’ésters. Participa en el metabolisme

lipidic.

Reaccions:
a-naftil acetat (+ EST) — a-naftol + acid aceétic.
a-naftol + sal diazoica (Fast Blue RR) — cromofor diazoic

(color marrd).

FUM (fumarasa o fumarat hidratasa, EC 4.2.1.2).

Funcio: C-0O liasa que elimina H>O (EC 4.2.1.x). Forma part

del cicle de l’acid citric.

Reaccions:

Fumarat + H>O (+ FUM) — malat.

Malat + NAD + MDH — OAA + NADH.

NADH + PMS — NAD + PMS reduit.

PMS reduit + MTT — PMS + formazan (color blau).

GO6P (glucosa-6-fosfat deshidrogenasa, EC 1.1.1.49).

Funcio: catalitza la primera etapa del cicle de les pentoses. Es

l'etapa limitant d’aquesta ruta metabolica.

Reaccions:

D-glucosa-6-fosfat + NADP (+ G6P) — 6-fosfoglucono-6-
lactona + NADPH.

NADPH + PMS — NADP + PMS reduit.

PMS reduit + MTT — PMS + formazan (color blau).
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3.6.4.8.

3.6.4.9.

GD1 (glutamat deshidrogenasa depenent de NAD, EC
1.4.1.2).

Funcio: desaminacié oxidativa de glutamat. Participa en el

metabolisme dels aminoacids.

Reaccions:

L-Glu + H2O + NAD (+ GD1) — a-cetoglutarat + NH3 +
NADH.

NADH + PMS — NAD + PMS reduit.

PMS reduit + MTT — PMS + formazan (color blau).

GOT (glutamat-oxalacetat transaminasa o ASAT, aspartat

aminotransferasa, EC 2.6.1.1).

Funci6: participa en el cicle de l’acid citric. Necessita

piridoxal-5-fosfat com a grup prosteétic.

Reaccions:

L-Asp + a-cetoglutarat + piridoxal-5-fosfat (+ GOT) — Glu +
OAA.

OAA + sal diazoica (Fast Blue B) — cromofor diazoic (color

blau).

3.6.4.10. GP1 (gliceraldehid-3-fosfat deshidrogenasa depenent de

NAD, EC 1.2.1.12).

Funcio: oxida i fosforila gliceraldehid-3-fosfat. Participa en la

glucolisi.

Reaccions:

D-fructosa-1,6-bifosfat + aldolasa — gliceraldehid-3-fosfat.

Gliceraldehid-3-fosfat + NAD + arseniat (+ GP1) - NADH +
1-arseno-3-fosfo-glicerat.

NADH + PMS — NAD + PMS reduit.

PMS reduit + MTT — PMS + formazan (color blau).
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S’hi utilitza arseniat en compte de fosfat.

3.6.4.11. GP2 (gliceraldehid-3-fosfat deshidrogenasa depenent de
NADP, EC 1.2.1.13).

Com en GP1, pero a l'analisi s’utilitza NADP en compte de

NAD.

3.6.4.12. HEX (hexoquinasa, EC 2.7.1.1).

Funcio: fosforila la glucosa en la primera etapa de la

glucolisi. Requereix Mg2* per a la seua activitat.

Reaccions:

D-glucosa + ATP + Mg?+ (+ HEX) — glucosa-6-fosfat + ADP.

Glucosa-6-fosfat + NADP + G6P — 6-fosfoglucono-6-lactona
+ NADPH.

NADPH + PMS — NADP + PMS reduit.

PMS reduit + MTT — PMS + formazan (color blau).

3.6.4.13. IDH (isocitrat deshidrogenasa, EC 1.1.1.42).

Funcio: descarboxilacio i oxidacidé d’isocitrat en el cicle de

I’acid citric. Requereix Mg2* per a la seua activitat.

Reaccions:

DL-isocitrat + NADP + Mg2* (+ IDH) — a-cetoglutarat + CO-
+ NADPH.

NADPH + PMS — NADP + PMS reduit.

PMS reduit + MTT — PMS + formazan (color blau).

3.6.4.14. IPO (indofenol oxidasa o superoxid dismutasa, EC

1.15.1.1).

Funci6: elimina anions superoxid (O2).
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Reaccions:

PMS + MTT + llum — PMS + formazan (color blau) + O
Formazan (color blau) + Oz (+ [PO) — MTT.

En aquesta analisi s’utilitza agar-agar, que quedara blavos,
mentre les zones d’activitat enzimatica es veuran blanques

(tincid negativa).

3.6.4.15. LAP (leucina aminopeptidasa o naftilamidasa, EC

3.4.1.1).

Funcio: peptidasa. Requereix Mg2* per a la seua activitat.

Reaccions:

L-Leu-B-naftilamida + Mg2?* (+ LAP) — leucinamida + -
naftol.

B-naftol + sal diazoica (Fast Black K) — cromofor diazoic

(color gris-marro).

3.6.4.16. LDH (lactat deshidrogenasa, EC 1.1.1.27).

Funcio: reduccié del piruvat. Aquesta reaccio bioquimica és

reversible.

Reaccions:

L-lactat + NAD (+ LDH) — pyr + NADH.

NADH + PMS — NAD + PMS reduit.

PMS reduit + MTT — PMS + formazan (color blau).

3.6.4.17. MDH (malat deshidrogenasa, EC 1.1.1.37).
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Funcio: oxidacié del malat en els cicles de 1’acid citric i del

glioxilat.

Reaccions:
L-malat + NAD (+ MDH) — OAA + NADH.
NADH + PMS — NAD + PMS reduit.
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PMS reduit + MTT — PMS + formazan (color blau).

3.6.4.18. ME (enzim malic o malat deshidrogenasa-oxalacetat
descarboxilasa depenent de NADP o piruvat-malat

carboxilasa, EC 1.1.1.40).

Funcio: catalitza la carboxilacié reductora del pyr per a
donar malat. Es una ruta anaplerdtica, de reposici6

d’intermediaris del cicle de 1’acid citric.

Reaccions:

L-malat + NADP + Mg2?* (+ ME) — pyr + CO, + NADPH.
NADPH + PMS — NADP + PMS reduit.

PMS reduit + MTT — PMS + formazan (color blau).

3.6.4.19. NSP (nucleosid fosforilasa o purina-nucleosid fosforilasa,

EC 2.4.2.1).

Funcio6: participa en la degradacio de nucleotids.

Reaccions:

Inosina + fosfat (+ NSP) — ribosa-1-fosfat + hipoxantina.

Hipoxantina + PMS + xantina oxidasa — xantina + PMS
reduit.

PMS reduit + MTT — PMS + formazan (color blau).

3.6.4.20. PGI (fosfoglucoisomerasa o glucosa-6-fosfat isomerasa,
EC 5.3.1.9).

Funcio: catalitza la conversié duna aldosa a una cetosa
(isomeritzacio) en la segona etapa de la glucolisi. Aquesta
reaccido bioquimica és reversible. Requereix Mg2* per a la

seua activitat.

Reaccions:

D-fructosa-6-fosfat + Mg2+ (+ PGI) — glucosa-6-fosfat.
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Glucosa-6-fosfat + NADP + G6P — 6-fosfoglucono-6-lactona
+ NADPH.

NADPH + PMS — NADP + PMS reduit.

PMS reduit + MTT — PMS + formazan (color blau).

3.6.4.21. PGM (fosfoglucomutasa, EC 2.7.5.1).

Funcio: catalitza la transferéncia del fosfat de la glucosa-1-
fosfat. Activa la glucosa provinent de la hidrolisi del
glucogen, per a l'entrada en la glucdlisi. Requereix Mg2+ per

a la seua activitat.

Reaccions:

D-glucosa-1-fosfat + Mg2+ (+ PGM) — glucosa-6-fosfat.

Glucosa-6-fosfat + NADP + G6P — 6-fosfoglucono-6-lactona
+ NADPH.

NADPH + PMS — NADP + PMS reduit.

PMS reduit + MTT — PMS + formazan (color blau).

3.6.4.22. THD (treonina deshidrogenasa, EC 1.1.1.103).

Funcio: deshidratacio i desaminacié de Thr. Participa en el
metabolisme dels aminoacids. Aquesta reaccié bioquimica

és reversible.

Reaccions:

2-amino-3-cetobutirat + NAD (+ THD) — L-Thr + NADH.
NADH + PMS — NAD + PMS reduit.

PMS reduit + MTT — PMS + formazan (color blau).

3.6.5. Lectura dels gels.

Després de la tincié enzimatica especifica, s’observen bandes
tenyides alla on hi ha activitat enzimatica. Per a un mateix enzim, poden
aparéixer bandes amb migracié diferent en el gel, depenent de l’extracte

utilitzat. Aquestes bandes amb diferent mobilitat, electromorfs o
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productes al-lélics del locus enzimatic analitzat, son numerades en ordre
decreixent a llur migraciéo anodica o, dit d'una altra manera, numerades

en ordre creixent de major a menor migracio (Figura 14).

Perdo també un electromorf pot presentar més d'una banda; en
aquest cas se segueix el mateix criteri que l'esmentat perd6 comencant a
ordenar pels electromorfs que tenen una banda, després pels que en

tenen dues, etc. (Figura 15).

L’abséncia d’activitat enzimatica es considera com a al:lel nul i es
codifica com O. Els punts de control en la preparaciéo d’extractes
cel'lulars (apartat 3.6.2.) verifiquen aquesta abséncia d’activitat
enzimatica. Per una altra banda, tots els extractes van ser analitzats per
duplicat, com a minim, amb la finalitat de confirmar el seu genotipus. A
la practica, molts extractes van ser assajats en diverses ocasions per a
cada enzim estudiat, per a poder obtindre una intensitat de banda de
facil lectura i similar en tots els extractes (ajustant el volum de mostra);
ja queé ni tots els extractes tenen la mateixa concentracié dun enzim
determinat, ni un mateix extracte té la mateixa concentraci6 per als

diferents enzims.

Figura 14. Lectura de gels amb una banda d’activitat enzimatica.

Uuuuduy

4 3 4 2 3 3 1 4 2 1 3 2 3 0 2 — ALLELS
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Figura 15. Lectura de gels amb varies bandes d’activitat enzimatica.

Uududuy

7 3 6 2 3 5 1 7 2 4 3 8 5 9 2 — ALLELS

En haver analitzat tots els loci enzimatics, s’obté un perfil al-lélic
per a cada soca. Els diferents perfils al-lélics o ETs (tipus electroforétics)
obtinguts son etiquetats (numerats). A partir d’aquest moment ja es

podran analitzar totes les dades obtingudes.

Per a facilitar la lectura, els gels es poden aclarir amb una solucio
de rentat (annex 8.4.). Per una altra banda, la primera lectura dels gels
va ser visual, mentre la comprovacido es va fer mitjancant uns regles
col-locats entre la base d'una carmanyola transparent on estaven els gels i
un transil-luminador, de manera que es podien mesurar les distancies amb
exactitud. A més, una volta feta la lectura dels gels, aquests es poden
conservar entre papers de cel-lofana assecant-los en un forn d’aire calent

(“GelAir Drying System, Bio Rad”).

3.6.6. Analisi de dades en la técnica MLEE.

La diversitat geneética (hj en els diferents ETs per a un locus
enzimatic (j), o probabilitat que dues soques diferisquen en el locus j, es
calcula a partir de les frequiéncies al-leéliques (NEI 1978, MAYNARD-
SMITH i al. 1993):
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n-1

j=1,2,..m.
p;: freqiiéncia de l’al-lel i en el locus j.
n: nombre de soques o ETs.

m: nombre de loci analitzats.

La diversitat geneética mitjana (H) es calcula com la mitjana
aritmetica dels valors h; per a tots els loci analitzats. A partir del perfil
d’al-lels obtingut en els diferents ETs, es va obtenir una matriu de
distancies geneétiques mitjancant el meétode UPGMA amb el programa
PHYLIP (FELSENSTEIN 1993). Les distancies genetiques entre parelles
d’ETs fou calculat com els percentatges de loci amb electromorfs
diferents. El coeficient de correlacié cofenética es va calcular mitjancant

el programa NTSYS-pc, versio 1.80 (ROHLF 1993).

El desequilibri de lligament multilocus, basat en la distribuci6 de no
coincidéncies al-léliques entre parelles d’ETs, es va determinar a partir
del valor de l'index d’associaci6 (I,) (BROWN i al. 1980, MAYNARD-SMITH
i al. 1993). La proporci6 de la variancia observada en la distribucié de no

coincideéncies (Vo) respecte de ’esperada en un equilibri de lligament [Vg =

>hi (1 — h))], proporciona una mesura del desequilibri de lligament
multilocus:
IA=£—
Ve
IM4 - (M2)?
sp=4__ 1 expressio utilitzada per T.S. WHITTAM

M2 ’
(SELANDER i al. 1986).

SD: desviacioé estandard d’l,.
M2: moment de 2n ordre respecte de la mitjana.
M4: moment de 4t ordre respecte de la mitjana.

n: nombre d’ETs o soques.
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En poblacions en equilibri de lligament, Vo és igual a Vg i, per tant,
I4 tindra un valor de zero (BROWN i al. 1980, MAYNARD-SMITH i al.
1993). Mitjancant un test de Monte Carlo amb 10.000 remostratges a
l'atzar, es va comprovar si I diferia significativament del seu valor
esperat de zero (o si Vo / Vg diferia significativament d’1). Es van generar
mostres a 'atzar, amb reemplacament i de la mateixa grandaria que la de
les dades originals, d’acord amb les freqtiéncies al-léliques de cada locus
(GORDON 1997, FARFAN i al. 2000).

Per als calculs de la diversitat genética, de les variancies, de l'index
d’associaci6 i del test de Monte Carlo es van fer servir programes escrits
per T.S. WHITTAM (SELANDER i al. 1986) i J.G. LOREN (FUSTE i al.
1996).



4. RESULTATS







Resultats

4.1. Soques seleccionades i Aeromonas aillades.

Un total de 1597 soques van ser seleccionades, de les quals 199 (12 %)
pertanyen al génere Aeromonas. A la Taula 11 es pot observar la distribucio
de les soques seleccionades per medi de cultiu i tipus de mostra. A partir de
les diferents mostres de mol-luscs es van seleccionar 1221 soques, mentre 127
procedeixen de les mostres d’aigua dolca i 249 de les d’aigua de mar. El
nombre de soques seleccionades en els medis AD i TCBS va ser similar (602 i
646 respectivament), pero menor en el medi ADA (335 soques) i ocasional en el
TSA (Gnicament 14 soques). La majoria de les colonies escollides a partir dels
medis AD i ADA provenen de la mateixa dilucio, fet que va decidir el no emprar

el medi ADA en els ultims dos mostratges.

A la Taula 12 es detallen totes les soques d’Aeromonas aillades, també
distribuides per medi de cultiu i tipus de mostra. De les 199 soques aillades,
111 provenen de les mostres d’aigua dolca i 88 de les mostres de mol-luscs.
Cap Aeromonas no es va poder aillar a partir de les mostres de musclos de
roca, rossellones i aigua de mar. Per una altra banda, la majoria de les
Aeromonas van ser aillades en els medis AD i ADA (190 soques), i Unicament
I't % (8/646) de les soques seleccionades en TCBS pertanyen al génere
Aeromonas, sis de 13 (46 %) a partir de mostres d’aigua dolca i dues de 512
(0,4 %) a partir dels diferents molluscs (Taula 11, Taula 12). A més, totes

aquestes soques aillades en TCBS provenen d’un enriquiment previ (Taula 12).
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Resultats

Taula 12 (1/2). Aeromonas aillades per medi de cultiu i tipus de mostra.

MOSTRES MEDIS Enriquiment SOQUES
AD (8) NO (7) 110A,111A,112A,113A,115A,116A,118A
/Eg:l TSB (1) 107A
(15) ADA (7) NO (5) 105A,133A,134A,147A,148A
APW (2) 106A,130A
AD (5) NO (2) 639A,640A
HS:tSaSI:ts APW (3) 648A,649A,650A
(13) ADA (8) NO (5) 634A,635A,636A,637A,638A
APW (3) 651A,652A,653A
AD (1) NO (1) 641A
Font ADA (3) APW (2) 645A,646A
Hostalets
7 TSB (1) 647A
TCBS (3) TSB(3) 654A,655A,656A
A AD (3) NO (1) 555A
| APW (2) 623A,624A
G Font 1 ADA(3)  NO(1) 556A
- Montseny
: ©) APW (2) 621A,622A
s TCBS (3) APW (1) 630A
TSB (2) 631A,633A
AD (27) NO (22) 560A,561A,562A,563A,598A,599A,600A,601A,
602A,603A,604A,605A,606A,607A,608A,609A,
610A,611A,612A,613A,614A,615A
APW (2) 625A,626A
TSB (3) 618A,619A,620A
M(F)z;‘;ezny ADA (40)  NO (36) 557A,558A,559A,564A,565A,566A,567A,568A,
(67) 569A,570A,571A,572A,573A,574A,575A,576A,
577A,578A,579A,581A,582A,583A,584A,585A,
586A,587A,588A,589A,590A,591A,592A,593A,
594A,595A,596A,597A
APW (2) 627A,628A
TSB (2) 616A,617A
AD (4) APW (2) 86C?,292C*
M TSB (2) 84c?311¢c*
o Cloisses | ADA (3) APW (1) 44¢!
L (10) TSB (2) 45C",89C?
I'_ TCBS (2) APW (2) 35C",83C?
U TSA (1) APW (1) 51C"
S AD (4) NO (2) 435E* 684E’
C | Escopinyes APW (2) 431E* 868E®
S (14) ADA (10)  NO (10) 418E* 419E* 420E* 442E* 444E* 739E7 818E?,
819E® 820E® 821E®

Entre paréntesi, el nombre de soques.

Els nimeros en superindex indiquen el mostratge de procedéencia de les soques.
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Taula 12 (2/2). Aeromonas aillades per medi de cultiu i tipus de mostra.

Entre paréntesi, el nombre de soques.

MOSTRES MEDIS Enriquiment SOQUES
AD (4) APW (2) 92M?2,93M?
'\"“(35‘;'03 TSB (2) 87N, 88M?
ADA (1) TSB (1) 95M?
AD (27) NO (27) 946N 947N 948N 949N"° 950N 951N,
952N 953N 954N 955N"° 956N 958N,
_ 962N"°,963N"°,964N"°,965N"°,966N"°,967N"°,
M Nagz'))(es 968N 970N, 971N 972N"° 991N"°,
f_’ 1020N"°,1021N"°,1022N" 1023N"°
) ADA (5) NO (4) 664N’,665N’,668N” 670N’
L APW (1) 869N°®
g Ostres | AD(1) NO (1) 9240°
c (2) ADA (1) NO (1) 8960°
s AD (1) NO (1) 7230P7
por(t)jg[]eeies ADA (11)  NO (10) 7050P7,7060P7,7070P7, 7090P7,7100P’,
(12) 7110P7,7120P",7130P’,7140P",7150P"
APW (1) 7330P7
_ AD (2) NO (2) 290T*912T1°
Te(|1|'§)e ® [ AbA@1)  NO(7) 276T* 278T* 284T* 848T® 849T® 852T% 856T®
APW (4) 899T°,9007°,9017°,9027°
AD (87) NO (66)
APW (13)
TSB (8)
ADA (103)  NO (79)
TOTAL
(199) APW (18)
TSB (6)
TCBS (8) APW (3)
TSB (5)
TSA (1) APW (1)

Els nimeros en superindex indiquen el mostratge de procedéencia de les soques.
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Els percentatges d’Aeromonas aillades respecte de les soques
seleccionades no va ser gens uniforme en considerar-se la procedéncia
d’aquestes soques (Taula 13). Aixi, les Aeromonas aillades a partir de mostres
d’aigua dolgca van representar un elevat percentatge de les soques
seleccionades (87 %), en canvi aquest percentatge va ser baix en els mol-luscs
bivalves (7 %) i nul en les mostres d’aigua de mar. Els percentatges més
elevats van correspondre a la font 2 del Montseny (94 %) en les mostres
d’aigua dolca i a les navaixes (16 %), escopinyes (11 %) i musclos (11 %) en les

mostres de mol-luscs bivalves (Taula 13, Figura 16).

El medi de cultiu amb major eficacia en l’aillament d’Aeromonas va ser
el medi ADA, tant a partir de les mostres d’aigua dolca (97 %) com de les
mostres de mol-luscs (15 %), seguit del medi AD (86 % en aiglies dolces i 10 %
en mol-luscs). L’eficacia de ’ADA va ser similar quan es feren enriquiments
previs amb APW i TSB de les aiglies dolces, en canvi, mentre 'enriquiment
previ amb TSB disminuia leficacia (9 %), '’APW augmentava clarament
leficacia del medi ADA en els mol-luscs (23 %) encara que no en totes les

espécies analitzades (Taula 13).

Figura 16. Percentatges d'Aeromonas aillades en mol-luscs bivalves.

20% - mmm e e e e e e e e e a e e
B Cloisses
15% A B Escopinyes
E Musclos
10% - B Navaixes
B Ostres
5% -
O Ostres portugueses
B Tellines
0% -

Mol-luscs bivalves
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4.2. Prevaléncia, detecci6o i identificacio a nivell d’espécie de les

Aeromonas aillades.

Totes les soques d’Aeromonas aillades van créixer a 36°C, per tant, totes
elles son Aeromonas mesofiles. A partir dels resultats de les 64 proves
fenotipiques obtinguts en les soques tipus i de referéncia d’Aeromonas
mesofiles proporcionades per la CECT, es van seleccionar 16 proves
fenotipiques (Taula 14), suficients per a la discriminacié6 de totes les
Aeromonas spp. descrites. A causa de no disposar de cap soca de referéncia
d’A. popoffii ni de cap A. salmonicida mesofila, van ser considerats els resultats
obtinguts per altres autors (HANNINEN i SIITONEN 1995, HUYS i al. 1997b,
KAZNOWSKI 1998).

La majoria de les espécies van ser diferenciades per tres o més tests
(Taula 14). Les espécies que pertanyen al complex A. hydrophila (A. hydrophila
HG1, A. bestiarum HG2 i A. salmonicida HG3) van ser diferenciades en base a
la fermentacié de sorbitol i a la utilitzacié de lactat com a Unica font de
carboni i energia. A. eucrenophila (HG6) es distingia d’A. caviae (HG4) per la
produccio de gas a partir de glucosa i d’A. encheleia per les proves de la LDC i
la fermentaci6 d’arabinosa. Ara bé, la fermentacioé de lactosa (no inclosa a la
Taula 14) també pot ser 1util en la diferenciaci6 d’aquestes dues especies (A.
eucrenophila en fermenta perdo no A. encheleia). La fermentacié de sacarosa
permetia diferenciar A. sobria (HG7) d’A. jandaei (HG9), encara que els tests de
resisténcia a la colistina i a la polimixina, no inclosos a la Taula 14, també
permeten aquesta discriminacié (A. sobria sensible als dos antibidtics i A.
jandaei resistent). Per una altra banda, A. jandaei (HG9) va diferenciar-se d’A.
popoffii (HG17) en base a la LDC i a l’assimilaci6 de lactat. Per ultim, la
fermentaci6 d’arabinosa i la hidrolisi de midé permetien la discriminacié entre
A. sobria (HG7) i A. veronii bv. sobria (HG8), encara que la utilitzacio de citrat
(no inclosa a la Taula 14) també pot diferenciar aquestes dues espécies (A.

sobria assimila citrat perd no A. veronii bv. sobriq).
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La distribuci6 i identificaciéo de les soques d'Aeromonas aillades va ser
diferent segons el tipus de mostra (Taula 15). En totes les mostres d’aigua
dolca analitzades es van aillar Aeromonas que van ser identificades en un
elevat percentatge (98 %). Aquestes soques es van distribuir entre les espécies
A. bestiarum (68 %), A. caviae (18 %), A. hydrophila complex (8 %) i A.
salmonicida (5 %), i Unicament dues soques (2 %) no van poder ser
identificades perqué van deixar de ser viables (650A i 651A) (Figura 17 i Taula
15). L’espécie predominant variava depenent de la mostra analitzada, aixi A.
bestiarum va ser l'espécie predominant en tres de les mostres, mentre A.

caviae ho va ser en les altres dues (Taula 15).

Figura 17. Distribucié de les espécies d'Aeromonas aillades en aigles dolces.

5% 2%

B A. bestiarum
B A. caviae

18% .
O A. hydrophila complex

O A. salmonicida

O Aeromonas sp.

En el 60 % de les mostres de mol-luscs bivalves es van aillar
Aeromonas, encara que aquest nivell de deteccidé va arribar a ser molt diferent
en funcio de l'espécie de mol-lusc. Aixi, mentre en tots els mostratges
d’escopinyes, navaixes i tellines es van aillar Aeromonas, no se’n van detectar
en cap dels mostratges de musclos de roca i rossellones. Un menor
percentatge de soques identificades (81 %) i una distribuci6 més amplia
(soques A. encheleia, A. hydrophila i A. sobria també s’hi van aillar) es van
trobar a partir de mol-luscs bivalves respecte de les mostres d’aigua dolca
(Taula 15). L’especie predominant va ser A. caviae (46 %), seguida d’A.
salmonicida (23 %) i A. sobria (7 %) (Figura 18), encara que aquesta

distribucié d’espécies d’Aeromonas no va ser uniforme entre les diferents
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espécies de mol-luscs bivalves analitzades: A. caviae va ser predominant en
escopinyes, navaixes i ostres; A. salmonicida en cloisses, musclos i tellines; i

A. sobria en ostres portugueses, d’on van ser aillades totes les soques A. sobria
(Taula 15).

Figura 18. Distribuci6 de les espécies d'Aeromonas aillades en bivalves.

1%

B A. bestiarum
B A. caviae
1% O A. hydrophila complex
7% 46% O A. salmonicida
1% OA. hydrophila
B A. sobria

B A. encheleia

O Aeromonas sp.
2%

De les 13 soques cliniques subministrades, es van identificar quatre A.
caviae, quatre A. hydrophila i quatre A. sobria, mentre la soca A20Cl no va
poder ser identificada (Figura 19). La soca d’aigua dol¢ca proporcionada
(CT812736A) va ser identificada com a A. hydrophila.

Figura 19. Distribuci6 de les espécies d'Aeromonas en mostres cliniques.
8%

B A. caviae

31% OA. hydrophila

EA. sobria

O Aeromonas sp.

31%
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Per tant, van ser identificades el 90,6% (193/213) de les soques

d’Aeromonas aillades en aquest estudi (199 soques) i proporcionades (14

soques, Taula 8).

A continuacio s’exposa la llista de soques aillades en funcio de la seua

identificacié (Taula 14):

A. bestiarum (n=76):

35C
560A
S566A
S574A
S581AE
S588AE
594A
600A
606A
612A
618A
627AE
638A

112A
561A
S567A
S75AE
583A
589A
595A
601AE
607AE
613A
620A
630A
641A

555A
562A
S68A
S76A
S584A
S590AE
S596A
602A
608A
614A
622A
631A
645A

S557A
S563A
S71A
STTA
S585A
S591AE
S597A
603A
609A
615A
624AVP
633A
654A

558A
564A
S72A
S78AE
S586A
592A
S598A
604AE
610AE
616A
625A
634AE

559A
S565A
S573A
S79AE
S87AE
593A
599A
605AE
611A
617A
626A
637AE

59 soques coincideixen amb tots els resultats de les proves clau

per a la identificacio d’A. bestiarum.

E: 16 soques no hidrolitzen elastina.

VP: 1 soca va resultar negativa per a la prova Voges-Proskauer.

A. caviae (n=64):

84C
113A
134A
418E
639A*
664N

94

105A
115ACys
147A
419E
646A
668N

106ACys
116ACys
148A

420EArb
648AArd
684 ECys

107A
118ACys
276T
435E
649 AArD
7060P

110A
130A
292CAra
442E
652A
7070P

111ACys
133A
311C
444E
653A
7230P



Resultats

819E 820EEsc  8960Ara  901T 902T 947N
950N 951N 952N 954N 956N 958Nsor
962N 964Nser  965NSer 966N 967N 968N
970Nser 971N 972N 991N 1020N 1021 NSer
A10C1 A15Cl1 A19Cl D2Cl

Ara; D soques no fermentaren arabinosa.

Arb: 3 soques no van hidrolitzar arbutina.

Cys: la soca tipus CECT 838T i 6 soques més van produir H>S de
cisteina.

Esc: 1 soca no va hidrolitzar esculina.

Sor: 5 soques fermentaren sorbitol.

*: 1 soca no inclosa en l'estudi taxonomic perqueé va deixar de ser

viable.

El 59 % (38/64) utilitzava el lactat com a Unica font de carboni i

energia.

. encheleia (n=1): 7050PVP

VP: 1 soca va resultar positiva per a la prova Voges-Proskauer.

Tant la soca tipus CECT 4342T com la soca aillada descarboxilaren
lisina.

. hydrophila (n=6):

900TAra  A13Claa A17C1 A23Cl CT812736AE D3CI

Ara; 2 soques no van fermentar arabinosa.

E: 1 soca no demostra activitat elastasa.

. hydrophila complex (n=11):

S556A* S569A S70A* S582A* 619A* 623A*
647A* 655A* 656A* 1022N 1023N
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*: 8 soques no incloses en l'estudi taxonomic perque van deixar de
ser viables.

Aquestes 11 soques pertanyen al complex A. hydrophila (A. bestiarum,
A. hydrophila o A. salmonicida), encara que no se’n va poder conéixer
la seua identificacio especifica per dos motius: la fermentacio del
sorbitol i l'assimilacié del lactat alhora (Taula 14) per part de dues
soques (1022N i 1023N) i la pérdua de viabilitat de la resta de les

soques abans d’acabar l’estudi.

A. salmonicida (n=25):

44C 45CE 83C 86C 87ME
89C 92MVP  278T 284T 621ACys
628A 635A 636A 640AY* 670N
7150P 818E 821E 852T 856T
946N 948N 949N 953N 955NE

E: 3 soques no van hidrolitzar elastina.
VP: la soca 640A va mostrar un resultat dubtés en la prova de Voges-
Proskauer, mentre la soca 92M fou negativa.

Cys: 1 soca no va produir H»S de cisteina.

A. sobria (n=10):

7100P 7110P 7120P 7130P 7140P
7330Para A14C1 A18Cl A22Clara - A24Cl

Ara; 2 soques van fermentar arabinosa.
Aeromonas sp. (n=20):
51C 88M 93M 95M 290T
431E 650A* 651A* 665N 7090P

739E 848T 849T 868E 869N
899T 912T 9240 963N A20Cl
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*: 2 soques no incloses en l'estudi taxonomic perqué van deixar de

ser viables, tampoc no van poder ser identificades pel mateix

motiu.

4.3. Estudi taxonomic.

4.3.1. Caracteristiques fenotipiques de les soques incloses en l'estudi

taxonomic.

220 soques van ser incloses en l'estudi taxonomic:
188 soques d’Aeromonas aillades (veure 'apartat anterior).
13 soques cliniques proporcionades (Taula 8).
1 soca ambiental proporcionada (Taula 8).
18 soques tipus o de referéncia proporcionades per la CECT

(Taula 7).

64 caracteristiques fenotipiques van ser assajades en cadascuna

de les 220 soques (apartat 3.4.).

Totes les soques d’Aeromonas tenien forma de bacil o coc-bacil i
foren positives per a les seglients proves: oxidasa; creixement en agar
AD; creixement a 25°C i a 36°C (excepte A. salmonicida subsp.
salmonicida CECT 8947); fermentacié de manitol (excepte A. schubertii
CECT 42407); O/F; reduccio de nitrats; resisténcia a 1’'O/129 i tolerancia
alpH9ial 0%, 1 % i3 % de NaCl. Per contra, totes foren negatives a
les seglients proves: Gram; hidrolisi d’'urea i de xantina; mobilitat
swarming i tolerancia al 9 % de NaCl. Els resultats de les altres proves es

presenten a la Taula 16.

Els resultats van ser codificats en sistema binari per a poder treballar

a continuacié amb el programa NTSYS®.
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Taula 16 (1/2). Caracteristiques dels phena i de les soques no agrupades.

Phena o soques | la Ib Ic Id Il ]| v IVa IVb \'
Num. soques 113 80 17 11 5 2 13 65 40 25 2
Mobilitat + + + 89 83 + +
Pigment marro - - - - -
Catalasa 99 + + 91 + + + + +
Gas-glucosa 99 + 94 + + + + 2 - 4 +
ONPG + + + 97 95 + +
Roig Metil 68 81 41 36 20 50 31 + +
Voges-Proskauer 96 + 82 91 + 50 + - +
ADH + + + 65 70 56 +
LDC + + + 2 - 4 +
OoDC - - - - -
Produccié:
Indole 99 + 94 + + + + 98 98 + +
H,S-Tiosulfat 93 99 76 73 + + + 42 15 84 50
H,S-Cisteina 99 + 94 + + + + 15 3 36 -
Creixement:
6 % NaCl 1 1 - - - - - 5 8 - -
4°C 96 + + + 20 + + 95 95 96 +
45°C 7 9 - - 20 + - 5 5 4 -
Mc Conkey 99 99 + + + + + + +
TCBS 99 99 + + + + 92 68 53 92 +
pH 4,5 1 1 - - - - - - -
Hidrolisi:
Arbutina + + - 95 98 92 +
DNA + + + 98 98 + +
Elastina 82 79 88 91 + - - - -
Eritrocits 93 99 65 91 + 50 92 17 20 12 -
Esculina + + 8 98 98 + +
Midd + + + + +
Fermentacio:
Arabinosa 98 + + + 60 - 23 98 98 + +
Dextrina 99 + + 91 + + + + +
Lactosa 9 - 18 64 - - 15 75 80 68 +
Manosa + + + 91 85 + +
Sacarosa + + 92 + +
Salicina 88 89 82 82 + + 8 94 95 92 +
Sorbitol 25 8 71 91 - - - 8 13 - -
Assimilacio:
Acetat 98 + 94 + 80 50 85 95 98 92 +
Arabinosa 97 + + + 40 - 15 97 95 + +
Arginina 99 + 94 + + + + + +
Citrat 73 70 82 82 80 - 85 66 83 40 +
Histidina + + + + +
Lactat 8 1 - 27 + - 8 58 95 - 50
Manitol + + + 98 98 + +
Resisténcia:
Ampicil-lina + + 92 98 98 + +
Cefalotina + 50 15 92 88 + +
Colistina 58 79 - 18 20 - 8 2 - 4 -
Estreptomicina 50 48 82 - 80 - 46 43 33 60 -
Polimixina B 48 64 - 18 20 - 8 - -
Tetraciclina 1 - 6 - - - - 3 5 - -

+: totes les soques positives, -: totes les soques negatives; els numeros indiquen percentatge de soques positives.
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Taula 16 (2/2). Caracteristiques dels phena i de les soques no agrupades.

Phena o soques Vi \l VIII | 95M 290T 292C 899T 912T 9240 A15CI
Num. soques 5 2 2 1 1 1 1 1 1 1
Mobilitat + 50 + + + + + + + _
Pigment marré 20 - - - - - - - - -
Catalasa + + + + + - + + + +
Gas-glucosa - - + - + - - - - -
ONPG + + + + + + + + + +
Roig Metil + + + + + + - + - -
Voges-Proskauer - - - - - - + - + _
ADH 60 + + - - + + - + +
LDC - + + + - - - + - _
OoDC - - - - - - - + - -
Produccié:
Indole - + + + + + + R + £
H,S-Tiosulfat - - + - - - - + - _
H,S-Cisteina - + - - - - + - _
Creixement:
6 % NaCl - + 50 + + + - + -
4°C + + + + + + + - + -
45°C - 50 + + - - - - - -
Mac Conkey + + + + + + + + + +
TCBS 80 + + - - + + + + +
pH 4,5 - - - - - - - - - -
Hidrolisi:
Arbutina + + 50 + + + + . . +
DNA + + + + + - + - + +
Elastina - - - - - - - - + -
Eritrocits 40 - + - - - - - _ _
Esculina + + - + + + + + - +
Midé 40 + - + + + + + +
Fermentacio:
Arabinosa + + - + + - - - + +
Dextrina 40 + + - + + + + + +
Lactosa - - - - - + - - - +
Manosa + - + + + - + + + +
Sacarosa + + + + + + + + +
Salicina 20 + - + - + + + _ _
Sorbitol - - - - - - - - + -
Assimilacio:
Acetat 80 + + + + + - + + -
Arabinosa + + - + + + - + +
Arginina + + + + + + + + - -
Citrat + + + + + + - + + -
Histidina + + + + + + + + - +
Lactat 40 + + - + + - + + .
Manitol + + + + + + + + + +
Resisténcia:
Ampicil-lina 80 + - + + - + + + -
Cefalotina 60 50 + + + + + + - -
Colistina - - - - - - - + _ _
Estreptomicina - - + - - - + - _ .
Polimixina B - - - - - - - + _ _
Tetraciclina - - - + - - - - _ _

+: totes les soques positives, -: totes les soques negatives; els nimeros indiquen percentatge de soques positives.
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4.3.2. Estructura del dendrograma.

El dendrograma obtingut amb el programa NTSYS® es presenta en
la Figura 201 el dendrograma simplificat amb el programa Power Point

de Microsoft® en la Figura 21.

Al 89 % Ssu van ser definides huit agrupacions (I-VIII) amb dues o
meés soques cadascuna, mentre 16 soques van romandre sense agrupar

(Figura 21).

El phenon I, definit al 89 % Ssu, contenia 113 soques, incloent-hi
les soques tipus A. hydrophila CECT839T i A. bestiarum CECT 4227T.
Totes les soques pertanyien al complex A. hydrophila, excepte la soca
Aeromonas sp. 51C (Figura 20, Figura 21). Les caracteristiques
fenotipiques del phenon 1 foren consistents amb la descripcié d’A.
hydrophila feta per POPOFF (1984), excepte la fermentacié de salicina

(el 12 % de les soques no en va fermentar) (Taula 16).

Aquest phenon es va dividir en quatre subgrups (Figura 21), amb la
fermentaci6 de sorbitol i l’assimilaci6 de lactat com a principals
diferéncies entre ells (Taula 16). Aquesta diferenciacié fenotipica va
permetre associar el subgrup Ia amb l’espécie A. bestiarum (HG2), els
subgrups Ib i Ic amb A. salmonicida (HG3) i el subgrup Id amb A.
hydrophila (HG1). A més, el 94 % de les soques A. bestiarum es va
agrupar en la, el 76 % de les A. salmonicida mesofiles en Ibilc,iel 71%

de les A. hydrophila en Id (Figura 21).

El subgrup majoritari del phenon I fou I'la amb 80 soques: 72 A.
bestiarum (CECT 4227T inclosa), sis A. salmonicida (44C, 278T, 284T,
628A, 818E i 821E), una A. hydrophila (CT812736A) i una A. hydrophila
complex (569A). El subgrup Ib, amb 17 soques, estava format per 11 A.
salmonicida, cinc A. bestiarum (555A, 583A, 611A, 622A i 624A) i una
Aeromonas sp (51C). El subgrup Ic incloia 11 soques, amb huit A.
salmonicida, dues A. hydrophila complex (1022N i 1023N) i una A.
hydrophila (A17Cl). Per ultim, el subgrup Id agrupava cinc soques A.
hydrophila (CECT 839T inclosa) (Figura 20, Figura 21, Taula 16).



Figura 20. Dendrograma de la taxonomia numérica del génere Aeromonas obtingut amb el programa NTSYS®.
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A.a.: A. allosaccharophila, A.b.: A. bestiarum, A.c.: A. caviae, A.e.: A. encheleia, A.ent.: A. enteropelogenes, A.eu.: A. eucrenophila, A.h.: A. hydrophila, A.h.c.: A.
hydrophila complex, A.j.: A. jandaei, Am.: A. media, A.s.: A. salmonicida, A.sch.: A. schubertii, A.so.: A. sobria, A.sp.: Aeromonas sp., A.s.s.: A. salmonicida subsp.
salmonicida, A.t.: A. trota, A.v.s.: A. veronii bv. sobria, A.v.v.: A. veronii bv. veronii, E.c.: Escherichia coli, V.c.: Vibrio cholerae, V f.: Vibrio furnissii.
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Figura 21. Dendrograma simplificat amb els huit phena obtinguts al 89 % Ssy,.

Phenon Identificacié
(num. soques)

A. bestiarum (72)

A. salmonicida (6)

A. hydrophila (1)

A. hydrophila complex (1)

A. salmonicida (11)
A. bestiarum (5)
Aeromonas sp. (1)

. salmonicida (8)

. hydrophila complex (2)
. hydrophila (1)

. hydrophila (5)

. encheleia (2)

. sobria (11)

A. jandaei (1)
Aeromonas sp. (1)

>>> >>>

— ¥} — =

A. caviae (39)
Aeromonas sp. (1)

IVa

A. caviae (23)
IVb A. eucrenophila (1)
Aeromonas sp. (1)

L  ———m V —> Aeromonas sp. (2)

VI —> Aeromonas sp. (5)
1 —mmm \/|| —> Aeromonas sp. (2)
]

|

—mtl V||| —> A. trota (2)
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1
70 80 9 100 % S,
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El phenon II, definit al 92 % Ssu, incloia dues soques, la 7050P i la
soca tipus CECT 43427, totes dues amb les caracteristiques descrites per
a l'espécie A. encheleia (ESTEVE i al. 1995(¢), excepte en la resposta
positiva en la LDC i en l’assimilacié d’arginina (Figura 20, Figura 21,

Taula 16).

El phenon III, definit al 89 % Ssu, contenia 13 soques, 11 A. sobria
(CECT 42457 inclosa), una Aeromonas sp (A20Cl) i I’A. jandaei CECT
4228T (Figura 20, Figura 21). Aquest phenon es va associar amb l’espécie
A. sobria, ja qué les soques A. sobria foren majoritaries i mostraren les
caracteristiques descrites per a aquesta especie (POPOFF 1984), excepte
per l’'assimilacié d’arginina i d’histidina i la utilitzacié d’arabinosa pel 18
% d’aquestes soques (inclosa l’espécie tipus) (Taula 16). Totes les soques
A. sobria hidrolitzaren midoé i la majoria van utilitzar citrat (10/11) perod
no fermentaren arabinosa (9/11) (Taula 16). La soca tipus CECT 4228T
va coincidir amb la descripcié d’A. jandaei (CARNAHAN i al. 1991aq).

La soca 899T, la soca de referéncia A. veronii bv. sobria (CECT
42406) i les soques tipus A. allosaccharophila CECT 41997 i A. veronii
bv. veronii CECT 4257T van quedar situades entre els phena III i IV
(Figura 20, Figura 21). El perfil fenotipic de la 899T no va permetre la
seua identificacio dins del génere Aeromonas (Taula 14, Taula 16). La
CECT 4246, soca de referéncia d’A. veronii bv. sobria, va fermentar
arabinosa, pero ni hidrolitza mid6é ni assimila citrat. La CECT 41997
presenta les caracteristiques descrites per a A. allosaccharophila
(MARTINEZ-MURCIA i al. 1992b), excepte en la prova d’hidrolisi de mid6
(Taula 14). La CECT 42577 seguia fidelment la descripcié d’A. veronii bv.
veronii (HICKMAN-BRENNER i al. 1987).

El phenon IV, definit al 89 % Ssu, estava format per 65 soques,
amb les soques tipus A. caviae CECT 838T i A. eucrenophila CECT 42247
entre elles (Figura 20, Figura 21). La soca CECT 4224T va coincidir amb
la descripcié d’A. eucrenophila (SCHUBERT i HEGAZI 1988), excepte amb
la hidrolisi d’arbutina i elastina (Taula 14). Dues soques (963N i 739E) no

van poder ser identificades a nivell d’espécie. La resta de soques
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s’identificaren com a A. caviae (Taula 14) (POPOFF 1984), encara que el
65 % fou ADH positiu, 1’11 % produi H»>S de cisteina (també la CECT
8387) i el 40 % no assimila lactat (inclosa la soca tipus). Aixi, el phenon

IV es va associar amb l'espécie A. caviae.

Aquest phenon es va dividir en dos subgrups (Figura 21), el IVa
amb 40 soques i el IVb amb 25 soques (incloses les dues soques tipus).
La principal diferéncia entre els dos subgrups fou la utilitzacio de lactat
(Taula 16). A més, les soques del phenon IV aillades de mol-luscs (41
soques) es van agrupar principalment en el subgrup IVa (36 soques),
mentre 18 de les 19 soques d’aigua dolca s’agruparen en el subgrup IVb

(Taula 17).

El phenon V, definit al 97 % Ssu, incloia GUnicament dues soques
(88M i 7090P) (Figura 20, Figura 21), cap d’elles no va poder ser
identificada a nivell d’espécie (Taula 14). Les -caracteristiques

fenotipiques d’aquest phenon es mostren a la Taula 16.

El phenon VI, definit al 90 % Ssu, estava format per cinc soques
Aeromonas sp. (93M, 431E, 848T, 849T i 869N) (Figura 20, Figura 21),
amb resultat negatiu en la prova de lindole com a principal caracteristica

(Taula 14, Taula 16).

La soca 95M, localitzada entre els phena VI i VII (Figura 20, Figura
21), no va poder ser identificada a nivell despécie per presentar
caracteristiques bioquimiques atipiques com foren el creixement al 6 %
NaCl, la resisténcia a la tetraciclina i els resultats negatius en les proves

de fermentacio de dextrina i d’hidrolisi de midoé (Taula 14, Taula 16).

El phenon VII, definit al 95 % Ssu, presentava dues Aeromonas sp.
(665N i 868E) (Figura 20, Figura 21) que cresqueren al 6 % NaCl perd no

fermentaren manosa (Taula 14, Taula 16).

Les set soques no agrupades que es van distribuir entre els phena
VII i VIII foren (Figura 20, Figura 21): les soques tipus A. media CECT
42327, A. schubertii CECT 42407 i V. furnissii CECT 42037, tres
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Aeromonas sp. (290T, 912T i 9240) i una A. caviae (292C). En general, la
soca CECT 4232T estava d’acord amb la descripcio d’A. media (ALLEN i
al. 1983), perd va presentar mobilitat i resultats negatius en I’ADH i
’'ONPG. En canvi, la CECT 4240T presentava totes les caracteristiques
tipiques d’ A. schubertii (HICKMAN-BRENNER i al. 1988). Les
caracteristiques fenotipiques de les soques Aeromonas sp. i A. caviae es

poden consultar a la Taula 16.

El phenon VIII, definit al 97 % Ssu, estava format per les soques
tipus A. trota CECT 42557 i A. enteropelogenes CECT 44877 (Figura 20,
Figura 21), totes dues coincidents amb la descripcio d’A. trota
(CARNAHAN i al. 1991b). Aquestes soques tipus només es van diferenciar
en dues caracteristiques: A. trota CECT 4255T va créixer al 6 % NaCl i va

hidrolitzar arbutina, al contrari que A. enteropelogenes CECT 4487T.

Meés enlla del phenon VIII es van situar les quatre soques seglients
(Figura 20, Figura 21): la soca A15Cl sensible a 'ampicil:lina (Taula 16) i
identificada com a A. caviae (Taula 14); la soca tipus A. salmonicida
subsp. salmonicida CECT 8947, d’acord amb la descripci6o d’aquesta
subespecie (POPOFF 1984) excepte pel resultat positiu en la utilitzacio
d’histidina i pels resultats negatius de la $3-hemolisi i de l’assimilaci6
d’arabinosa; la soca tipus V. cholerae CECT 5147 i la soca de referéncia E.

coli CECT 405.

En considerar-se la font d’aillament de les soques en l'estructura
del dendrograma (Taula 17) es pot observar que totes les soques aillades
d’aigua dolgca (101) es van distribuir en els phena I (82) i IV (19). En el
phenon I, la majoria es trobaven en el subgrup Ia (73), principalment
aillades de la font 2 del Montseny (62), i cap en 1'ld. En el phenon 1V, la
majoria es trobaven en el subgrup IVb (18), les quals foren aillades

principalment del Preventori d’Alcoi (13) (Taula 17).

Les 88 soques aillades de mol-luscs bivalves es van distribuir per
tots els phena, excepte el phenon VIII (Taula 17). Ara bé, la majoria
d’aquestes soques es van localitzar en els phena IV (41, 36 en el IVa) i I

(25). Finalment, cal remarcar també que els phena (V, VI i VII) que no
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van poder associar-se amb cap espeécie d’Aeromonas, estaven formats
unicament per soques aillades de mol-luscs bivalves (Taula 17, Figura

21).

4.3.3. Coeficient de correlacio cofenética (n).

El valor del coeficient de correlacio cofenética (r), entre la matriu de
similitud i la matriu cofenética derivada del dendrograma, fou 0,88.
Aquest valor indica una bona correlacié6 entre totes dues matrius

(SNEATH i SOKAL 1973).

4.3.4. Test de reproductibilitat.

La probabilitat mitjana (p) d’un resultat erroni fou 0,67%, calculat a
partir de la variancia acumulada (S2 = 0.0067) de les estimacions de
resultat erroni per a cada prova en les soques duplicades. Tots els valors
de la 8;2 foren menors de 0,1. Aquests valors s6n acceptables, d’acord

amb el criteri d’SNEATH i JOHNSON (1972).
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4.4. Marcadors fenotipics de patogenicitat.

De les 64 caracteristiques fenotipiques, dues d’elles so6n marcadors
fenotipics de patogenicitat: la producci6 de 8-hemaolisi i d’elastasa. De les 217
soques d’Aeromonas assajades, 135 foren hemolitiques (62 %), 95 foren

elastolitiques (44 %) i 86 van presentar totes dues activitats (40 %) (Taula 18).

L’activitat 8-hemolitica es va demostrar en la majoria de les soques de
les espécies que pertanyen als complexos A. hydrophila (A. hydrophila, A.
bestiarum i A. salmonicida) i A. sobria (A. sobria, A. veronii bv. sobria i A.
jandaei, A. trota), en les soques tipus d’A. eucrenophila i A. veronii bv.
veronii, en una soca A. encheleia i en algunes soques A. caviae (14 %) i

Aeromonas sp. (28 %) (Taula 18).

En canvi, 'activitat elastolitica només es va demostrar en la majoria de
soques pertanyents al complex A. hydrophila i en dues soques Aeromonas
sp. Resultats similars es van obtenir quan es van considerar les dues

activitats conjuntament (Taula 18).

Taula 18. Marcadors fenotipics de patogenicitat.

Aeromonas spp. Soques R-hemolisi Elastasa R-hemolisi + Elastasa
A. allosaccharophila 1 0 0% 0 0% 0 0%
A. bestiarum 77 72 94% 61 79% 56 73%
A. caviae 64 9 14% 0 0% 0 0%
A. encheleia 2 1 50% 0 0% 0 0%
A. eucrenophila 1 1 100% 0 0% 0 0%
A. hydrophila 7 7 100% 6 86% 6 86%
A. hydrophila complex 3 3 100% 3 100% 3 100%
A. jandaei 1 1 100% 0 0% 0 0%
A. media 1 0 0% 0 0% 0 0%
A. salmonicida 26 22 85% 23 88% 20 77%
A. schubertii 1 0 0% 0 0% 0 0%
A. sobria 11 10 91% 0 0% 0 0%
A. trota 2 2 100% 0 0% 0 0%
A. veronii bv. sobria 1 1 100% 0 0% 0 0%
A. veronii bv. veronii 1 1 100% 0 0% 0 0%
Aeromonas sp. 18 5 28% 2 11% 1 6%
TOTAL 217 135 62% 95 44% 86 40%
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4.5. Estudi de diversitat genética i estructura poblacional.

110

4.5.1. Extractes cel-lulars i enzims.

A partir dels extractes celllulars es van obtindre unes
concentracions de proteina total d’entre 4 i 32 mg/ml, excepte en els

extractes de les soques 949N (1,8 mg/ml) i 953N (2,9 mg/ml).

En nou (ADH, FUM, G6P, GD1, GP1, GP2, PGI, PGM i THD) dels 22
enzims analitzats no es van poder optimitzar les condicions per a la
visualitzacio correcta de les seues activitats i, per tant, van ser descartats
de l’estudi. Per una altra banda, en les tincions corresponents als enzims
LDH i EST es va posar de manifest l'existéncia de dos enzims en
cadascuna de les tincions, ja qué presentaven bandes amb migracié molt
diferent, atribuint-se les bandes de menor migracio a un enzim (LDH1 i
EST1) i les de major recorregut electroforétic a un segon enzim (LDH2 i
EST2). En definitiva, 15 enzims (Figures 22, 23a, 23b, 24, 25, 26, 27,
28, 29a, 29b, 30, 31a, 31b, 32, 33, 34a, 34b i 35) van ser inclosos en
l'estudi de la diversitat geneética i ’estructura poblacional de la poblacio

d’Aeromonas spp.

Els enzims analitzats en gels al 10 % / 8 % de poliacrilamida foren
els seglients: EST1, EST2, GOT, HEX, IDH, IPO, LAP, MDH, ME i NSP.
En canvi, la resta d’enzims (ALD, C120, C230, LDH1 i LDH2) va requerir

gels al 8 % / 5 % de poliacrilamida per a la seua analisi.

La majoria dels enzims van presentar una banda per al-lel en totes
les soques estudiades, en canvi, els enzims EST2 i IPO podien arribar a
tindre dues bandes, ’ALD fins a tres i I'enzim ME fins a quatre bandes

per al-lel.
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Figura 22. Alanina deshidrogenasa.

SOQUES

284T 7150P 278T 636A 852T 565A D3CI 900T A23Cl 556A 634A 624A 605A

——
- -

-

— ‘--' :
g ke LTV LT, - o

3 2 14 13 12 7 N 6 5 19 18 16 17
AL-LELS

Figura 23a. Catecol 1,2-dioxigenasa.

SOQUES

955N 87M 621A 284T 278T 818E 636A 856T 949N ngg;r 278T 35C 852T 670N

e asm-‘w - -

s

9 7 7 8 8 7 7 10 8 7 8 6 6 7
AL-LELS
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Figura 23b. Catecol 1,2-dioxigenasa.

SOQUES
CECT CECT CECT
852T 42557 5227 A13CI A23ClI 42037

6 5 4 3 2 1
AL-LELS

Figura 24. Catecol 2,3-dioxigenasa.

SOQUES

LMG g54A LMG 602A 587A 616A LMG 604A 633A 637A 587A
17544 17547 17545

AL-LELS
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Figura 25. Esterasa 1.

SOQUES
C"EQT Ab. Ah  Ab. Ahc. ﬁquc'; As. As. Ab. Ah Ab. Ab.
397 D8BA D3Cl 564A 623A ,-oT 92M  87M  588A 900T 584A 597A

AL-LELS

A.b., A. bestiarum; A.h., A. hydrophila; A.h.c., A. hydrophila complex; A.p., A. popoffii; A.s., A. salmonicida.

Figura 26. GOT.

SOQUES
CECT CECT LMG
818E 615A 821E 622A 49277 42037 641A 818E 615A 17543 821E 627A 637A

6 5 4 3 2 1 3 6 5 4 4 5 0

AL-LELS
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Figura 27. Esterases 1i 2.

V.f. A.h.

Ab. Ab.  Ab. As. Ahc. Ab. As. Ab. Ah.

588A CECT 6a1a 654a CECT 50T 623 588A 636A 584A A23CI SOQUES
4203 839

7 o 5 6 8 2 4 7 2 71 5 AL-LELS

EST1

EST2
12 10 9 9 8 7 6 12 4 2 1 AL-LELS
588A sz&I 641A 654A %E’STT 852T 623A 588A 636A 584A A23CI SOQUES

A.b., A. bestiarum; A.h., A. hydrophila; A.h.c., A. hydrophila complex; A.s., A. salmonicida; V.f., Vibrio furnissii.

Figura 28. Leucina aminopeptidasa.

22'55? A13CI 87M 625A D3CI  SOQUES

5 4 3 2 1 AL-LELS
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Figura 29a. Hexoquinasa.

A.b. A.h. A.h. A.p. A.s. A.s. A.s. A.s. V.f.
627A CECT D3CI LMG 955N 92M  45C 948N CECT  SOQUES
839" 17547 4203"

» e mm————— _— = e— —— e el —e — —

6 6 6 5 4 4 3 2 1 AL-LELS

A.b., A. bestiarum; A.h., A. hydrophila; A.p., A. popoffii; A.s., A. salmonicida; V.f., Vibrio furnissii.

Figura 29b. Hexoquinasa.

A.p. A.p. A.p. Ah A.p. A.p. Ap. Ap.
LMG LMG_ LMG h MG MG MG LMG SOQUES
17543 175417 17544 D3Cl 47542 17546 17545 17547

5 5 5 6 5 5 5 5 AL-LELS

A.h., A. hydrophila; A.p., A. popoffii.
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Figura 30. Indofenol oxidasa.

627A A17CI %ESTT oasN CECT CECT  g0OQUES

5227 4203"

1 2 6 5 4 3 AL-LELS

Figura 31a. Isocitrat deshidrogenasa.

La. an ab  As V' As AP As

CECT CECT LMG SOQUES
o) A13ClI 626A 821E 4203" 44C 17546 670N
5 4 3 2 1 2 3 4 AL-LELS

A.b., A. bestiarum; A.h., A. hydrophila; A.p., A. popoffii; A.s., A. salmonicida; L.a., Listonella
anguillarum; V.f., Vibrio furnisii.
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Figura 31b. Isocitrat deshidrogenasa.

SOQUES

A.h. Ap. Asm. Ab.
Ah. Ab.  Ah  Ah.  Ab.  Ah As. cgct Ab. Ab. MG CECT CECT

A13CI 627A A17CI A23Cl 568A D3Cl 821E g3qT 627A 561A 17545 gop’ 4227"

AL-LELS

A.b., A. bestiarum; A.h., A. hydrophila; A.p., A. popoffii; A.s., A. salmonicida; A.s.m., A. s. masoucida.

Figura 32. Lactat deshidrogenasa 1.

SOQUES

At L.a. V£

A.s. A.s. A.s. A.b. A.s. A.h. ~
CECT CECT CECT
278T  621A 948N  605A 670N  D3Cl  4oss' 593" 42087

10 8 7 6 5 4 3 1 2

AL-LELS

A.b., A. bestiarum; A.h., A. hydrophila; A.s., A. salmonicida; A.t., A. trota; L.a., Listonella anguillarum,;
V.f., Vibrio furnissii.
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Figura 33. Lactat deshidrogenases 1 2.

At A.p. A.p.
A.b. A.s. As.  As. Ab. Ah.
CECT LMG LMG SOQUES
624A 49557 278T 17547 621A 948N 17545 607A D3Cl
6 3 10 9 8 7 7 6 4 AL-LELS
LDH1
LDH2
3 3 1 4 2 0 5 4 5 AL-LELS

A.b., A. bestiarum; A.h., A. hydrophila; A.p., A. popoffii; A.s., A. salmonicida; A.t., A. trota.

Figura 34a. Malat deshidrogenasa.

At At L.a. V.f.
As. Ab. Ab. As. A.h. A.b.

CECT CECT CECT CECT SOQUES
7150P 581A 592A 635A A17CI 44877 4255" 581A 5227 4203"

| i

6 5 5 4 3 3 3 5 2 1 AL-LELS

A.b., A. bestiarum; A.h., A. hydrophila; A.s., A. salmonicida; A.t., A. trota; L.a., Listonella anguillarum,
V.f., Vibrio furnissii.
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Figura 34b. Malat deshidrogenasa.

SOQUES

Ahc. Ab. Ab. Ab. Ab. Ab. Ab. Ab. Ab. Ab. A-p. Ab. Ab. As. As

623A 624A 625A 626A 627A 631A 638A 654A 581A 599A 1"7hg4G2 613A 617A 635A 636A

AL-LELS

A.b., A. bestiarum; A.h.c., A. hydrophila complex; A.p., A. popoffii; A.s., A. salmonicida.

Figura 35. Enzim malic.

SOQUES

CECT

896" 900T 948N 641A A13Cl 7150P 45C 852T D3Cl 818E

'.._--n

-“--."

12 22 6 13 7 18 8 9 9 10

AL-LELS
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4.5.2. ETs i diversitat genética.

A partir de les 122 soques analitzades per MLEE, es van identificar
un total de 79 ETs (tipus electroforétics), 69 dels quals estaven
representats per una Unica soca, mentre la resta d’ETs (18, 33, 56, 57,
65, 66, 68, 69, 71 i 75) foren compartits per varies soques (entre dues i
13 soques per ET). Totes les soques que compartien un mateix ET foren
aillades d’aigua dolca i identificades com a A. bestiarum o A. hydrophila
complex, a excepci6 de les dues soques A. popoffii de ’'ET 33 (LMG
175417 i LMG 17542). Aquestes dades son mostrades a la Taula 19

conjuntament amb el perfil al-lélic de cada ET.

Tots els loci enzimatics foren polimorfics, des dels tres al-lels del
locus NSP fins als 23 del ME, amb una mitjana de 9,4 al-lels per locus.
La mostra completa presenta major polimorfisme en tots els loci respecte
de les subpoblacions estudiades (soques aillades d’aiglies dolces, de
mol-luscs o de mostres cliniques, i soques identificades com a A.
bestiarum, A. hydrophila, A. popoffii o A. salmonicida), excepte en el locus

NSP (Taula 20).

La majoria de soques (89,3 %) va presentar activitat per a 12-14
enzims, en set soques (ETs 2, 3, 5, 6, 8, 41 i 44) (5,7 %) es va detectar
l’activitat de 9-10 enzims i, inicament, sis soques (ETs 30, 35, 36, 42, 47
i 48) (4,9 %) tenien els 15 enzims (Taula 19). Per una altra banda, tots els
loci van presentar una baixa freqtiéncia d’al-lels nuls (0-0,057), excepte
els enzims C230 (0,139), EST2 (0,508) i C120 (0,730). Aixi, els loci ALD i
IDH van ser detectats en totes les soques, mentre els loci C120 i EST2
van aglutinar la majoria d’al-lels nuls (72 %), el locus C120 no es va

detectar en 89 soques ni el locus EST2 en 62 soques (Taula 19).
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La diversitat genética mitjana (H) de la mostra completa fou
0,642 + 0,179 quan va ser estudiada per ETs i 0,523 + 0,188 quan va
ser estudiada per soques. La H de les subpoblacions de soques cliniques,
de soques aillades de mol-luscs i de soques A. hydrophilai A. salmonicida
fou major que la dels subgrups de soques aillades d’aiglies i de soques A.

bestiarum i A. popoffii (Taula 20).

Taula 20 (1/2). Diversitat genética dels 15 loci.

Total Aigiies Cliniques Mol-luscs

Locus g —————— N0
Allels ETs Soques ETs Soques Al-lels ETs* Al-lels ETs*

(79) (122) (47) (90) (6) (20)
ALD 19 0,861 0,714 9 0,726 0,517 5 0,933 9 0,895
C120 12 0,629 0,460 5 0,341 0,208 4 0,867 7 0,847
C230 6 0,767 0,716 5 0,650 0,590 4 0,867 3 0,563
EST1 9 0,838 0,787 6 0,777 0,676 5 0,933 3 0,468
EST2 13 0,685 0,704 8 0,774 0,747 3 0,733 3 0,195
GOT 7 0,640 0,477 4 0,507 0,298 3 0,733 6 0,747
HEX 7 0,669 0,511 5 0,458 0,280 3 0,733 5 0,626
IDH 5 0,401 0,278 2 0,043 0,022 2 0,333 3 0,626
IPO 7 0,299 0,201 2 0,043 0,022 3 0,600 4 0,537
LAP 6 0,612 0,474 5 0,585 0,376 5 0,933 3 0,574
LDH1 11 0,642 0,472 5 0,401 0,245 2 0,533 6 0,768
LDH2 6 0,765 0,601 5 0,543 0,344 3 0,733 5 0,795
MDH 7 0,591 0,456 3 0,198 0,107 2 0,600 4 0,284
ME 23 0,889 0,749 10 0,736 0,561 4 0,867 11 0,926
NSP 3 0,347 0,238 3 0,124 0,066 3 0,600 3 0,426
Mitjana 94 0,642 0,523 51 0,460 0,337 3,4 0,733 5,0 0,618
SD 55 0,179 0,188 24 0,261 0,237 1,1 0,175 2,4 0,216

* Els valors h calculats per ETs foren idéntics als calculats per soques.
En el nombre d'al-lels estan inclosos els al-lels nuls.
Entre paréntesi el nombre d'ETs i / 0 soques.
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Taula 20 (2/2). Diversitat genética dels 15 loci.

A. bestiarum A. hydrophila A. popoffii A. salmonicida

LOCUS  nym. " Nam. _ Nam. S R Nam. i
Allels ETs Soques 5o ETS™  ppgs ETs  Soques g  ETS
(36)  (79) (7) (6) (7) (24)

ALD 6 0622 0,403 4 0810 3 0,733 0,762 9 0873
C120 2 0,056 0,027 3 0667 3 0,600 0,524 6 0,786
€230 3 0,589 0,542 3 0714 4 0,800 0,810 4 0598
EST1 5 0,687 0,600 3 0762 3 0,600 0,524 3 0,409
EST2 7 0,757 0,730 6 0,952 2 0,533 0,476 4 0,239
GOT 4 0459 0,245 2 0,476 2 0,600 0,571 6 0,728
HEX 5 0,260 0,129 2 0,286 1 0,000 0,000 5 0,594
IDH 1 0,000 0,000 2 0,286 1 0,000 0,000 3 0,598
IPO 2 0,056 0,027 3 0714 1 0,000 0,000 3 0,409
LAP 5 0551 0,308 4 0810 3 0,733 0,667 4 0,587
LDH1 2 0,056 0,027 2 0,286 4 0,800 0,714 7 0,790
LDH2 5 0459 0,245 3 0667 2 0,333 0,286 5 0,772
MDH 3 0,160 0,079 3 0667 1 0,000 0,000 4 0,239
ME 7 0651 0,485 6 0,952 2 0,533 0,571 13 0,924
NSP 2 0,108 0,053 2 0,286 1 0,000 0,000 3 0,366
Mitana 3,9 0,365 0,260 32 0622 22 0418 0394 53 0,59
SD 1,9 0273 0,241 1,3 0,240 1,1 0,327 0314 27 0,221

* Els valors h calculats per ETs foren idéntics als calculats per soques.
En el nombre d'al-lels estan inclosos els al-lels nuls.
Entre parentesi el nombre d'ETs i / 0 soques.

4.5.3. Relacio geneética entre ETs.

La Figura 36 mostra el dendrograma de la relaci6 genética entre
els 79 ETs. El coeficient de correlacioé cofenética (r) fou 0,92. Tots els ETs
obtinguts a partir de les 120 soques del génere Aeromonas analitzades es
van agrupar en quatre grups (I, II, III i IV) que divergien a una distancia
genética de 0,7. Unicament dos ETs, representats per les soques tipus

de V. furnissiii L. anguillarum, van romandre sense agrupar.

A continuaci6o es descriuen es diferents grups formats en el

dendrograma (Figura 36 i Taula 19):
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Figura 36. Dendrograma de la relacié genética entre els 79 ETs.
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Primera columna: ETs. Segona columna: font d’aillament de les soques (A: aigua, C: clinica, M: mol-lusc) o soques de

referencia. Entre paréntesi, el nombre de soques quan un ET representa més d’una soca. L'escala indica distancia

genética. A.b.: A. bestiarum, A.h.: A. hydrophila, A.p.: A.popoffii, A.s.: A. salmonicida, A.t.: A. trota.
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Grup I. Inclou 89 soques o 46 ETs. A una distancia genética de
0,6 es distingeixen tres subgrups (Ia, Ib i Ic). El subgrup Ia inclou
dos dels ETs que presentaren sis al-lels nuls (ET 8 i ET 3). Ib,
format per 80 soques o 38 ETs, esta format majoritariament per
soques A. bestiarum (73 soques), i totes les soques d’aquest
subgrup foren aillades d’aiglies, excepte la soca tipus d’A. bestiarum
(CECT 42277). El subgrup Ic (sis ETs) comprén les set soques A.
popoffii analitzades, totes elles procedents de mostres d’aigua

dolca.

Grup II. Presenta 23 soques o ETs, de les quals la majoria son A.
salmonicida (22 soques, incloses les soques tipus CECT 894T i

CECT 8967), i/o aillades a partir de mol-luscs (18 soques).

Grup III. Agrupa les soques tipus d’A. trota (CECT 42557T) i d’A.

enteropelogenes (CECT 4487T), aillades de mostres cliniques.
Grup IV. Inclou sis soques A. hydrophila (quatre aillades de
mostres cliniques, una de mol-luscs i la soca tipus CECT 839T) amb

ETs diferents.

A meés, el dendrograma obtingut mostra una molt bona correlacié de

les soques respecte del seu origen d’aillament (Figura 36, Taula 21): el

97 % de les soques aillades de mostres d’aigua dolga s’agrupen en el

grup I, el 90 % de les soques provinents de mol-luscs en el grup II i el

100 % de les soques cliniques en els grups III i IV.
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Taula 21. Distribucié de les soques per font d'aillament en els grups formats en el

dendrograma de la relacié genética entre ETs.

Grups MLEE Font d'aillament
(soques) Aigues Clinica Mol-luscs Altres
1(89) 87 (97%) - 1 1
Il (23) 3 - 18 (90%) 2
I (2) - 2 - -
IV (6) - 4 1 1

Els nimeros indiquen el nombre de soques, entre paréntesi el percentatge relatiu al total de
soques d'una mateixa font d'aillament.

4.5.4. Analisi del desequilibri de lligament.

La poblaci6o estudiada (mostra completa) presenta una mitjana de
9,6 al'lels diferents o no coincidéncies entre parelles d’ETs, aixi com

una ampla distribuci6 en el nombre de no coincidéncies (Figura 37).

Per una altra banda, es va analitzar el desequilibri de lligament
multilocus en la mostra completa i en les subpoblacions amb un nombre
suficient de soques per a la realitzacio d’aquest tipus d’analisi (aigles,
mol-luscs, A. bestiarum i A. salmonicida) (Taula 22). L'index d’associaci6
(Ia) per a la mostra completa fou 2,38 + 0,16 quan va ser analitzada per
ETs i 4,23 £ 0,12 quan va ser analitzada per soques, aquests valors
diferien significativament de zero (P < 0,0001). Els valors d’Is per a les
diferents subpoblacions de soques també van ser significativament
diferents de zero, excepte en A. salmonicida. A més, tots els valors de la
variancia observada (Vo) superaren els de la variancia esperada (Vg) en la
corresponent poblacié en equilibri de lligament (Taula 22). L’analisi del
desequilibri de lligament també va ser aplicada a un grup de soques A.
bestiarum que procedien del mateix origen (font 2 del Montseny) i,

novament, 'I4 va ser significativament major que zero (Taula 22).
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Figura 37. Distribuci6 del nombre de no coincidéncies entre els 79 ETs estudiats.
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4.6. Correlacio MLEE - identificacio fenotipica.

Es va observar una correlaciéo del 96 % (100/115) entre els resultats

obtinguts per la MLEE (Figura 36) i la identificaci6 fenotipica de les soques

incloses en tots dos estudis (Taula 23): el 97 % de les soques A. bestiarum

estaven localitzades en el subgrup Ib, totes les A. popoffii en l'lc, el 92 % de

les A. salmonicida en el grup II, les A. trota en el III, i el 86 % de les A.

hydrophila en el IV.

Taula 23. MLEE versus identificacié fenotipica.

Grups Identificacio fenotipica

MLEE A. hydrophila  A. bestiarum  A. salmonicida A. trota A. popoffii
(soques / ETs) (HG1) (HG2) (HG3) (HG14) (HG17)
la(2/2) - 1(1 %) 1(4 %) - -
Ib (80 / 38) 1 (14 %) 73 (97 %) 1(4 %) - -
Ic (7 /6) - - - - 7 (100 %)
11 (23 /23) - 1(1%) 22 (92 %) - -
m2/2) - - - 2 (100 %) -
IV (6/6) 6 (86 %) - - - -

Els nimeros indiquen el nombre de soques, entre parentesi el percentatge relatiu al total de soques d'una mateixa

especie.
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També es van estudiar les freqiiéncies al-léliques de les subpoblacions
de soques agrupades conforme a la seua identificacié fenotipica. A la Taula
24 es presenten les freqliéncies més representatives de les espécies A.
hydrophila, A. bestiarum, A. salmonicida i A. popoffii. A partir d’aquesta taula,

es van buscar els al-lels suficients per a diferenciar les soques per espécie.

El 96 % de les soques A. bestiarum (72 soques en 33 ETs) tenien els
al-lels LDH1-6 i MDH-5, i iinicament tres soques o ETs A. bestiarum no els
tenien (ET 3, ET 40 i ET 55). Altres soques també presentaven aquests al-lels:
les tres soques A. hydrophila complex que compartien ET amb soques A.
bestiarum, la soca A. hydrophila de I’ET 58 i la soca A. salmonicida de I'ET 54
(Taula 19).

El 88 % de les soques A. salmonicida (21 de 24 soques) tenien els al-lels
EST1-1, EST1-2 i MDH-4, i només tres soques o ETs A. salmonicida no els
tenien (ET 4, ET 8 i ET 54). L"anica soca que no era A. salmonicida pero que

presentava els al-lels esmentats fou la soca A. bestiarum de 'ET 40 (Taula 19).

El 86 % de les soques A. hydrophila (sis de set soques) tenien els al-lels
IDH-4 i LDH1-4, mentre la soca A. hydrophila de ’ET 58 fou "inica que no els

tenia. Cap soca més tenia aquesta combinacio6 al-1¢lica.

Dos al‘lels, HEX-5 i IDH-3 o MDH-5, permetien diferenciar totes les
soques A. popoffii de la resta, excepte de la soca A. bestiarum de TET 52
(Taula 19).

Un dels al‘lels que permetia diferenciar les dues soques tipus A. trota

(ET 101 ET 36) de la resta de soques estudiades, fou el LDH1-3 (Taula 19).
Per tant, cinc loci (EST1, HEX, IDH, LDH1 i MDH) han permés

identificar el 94 % de les soques (108/115) (Taula 24 i Figures 25, 27, 29a,
29b, 31a, 31b, 32, 33, 34a, 34b).
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4.7. Resum dels resultats obtinguts.

Taula 25 (1/3). Taula resum dels estudis taxonomic i de MLEE.

PHENA . PHENA
SOQUES ESPECIE ET SOQUES ESPECIE - ET
Taxonomia MLEE Taxonomia MLEE
35C' A. b. la I 40 555A>" A.b. Ib Ib 75
44C" A la Il 7 556A%"  A.h. c. Ib 79
45¢C" A s Ib I 15 557A%2 A.b. la Ib 18
51C" A. sp. Ib 558A%% A. b. la Ib 68
83Cc> A Ib 559A°2 A.b. la Ib 68
84C? A c IVa 560A%2 A.b. la Ib 18
86C2 A Ic la 8 561A%2 A.b. la Ib 57
87M? A. s. Ic Il 51 562A%2 A.b. la Ib 56
8sM?>  A. sp. \% 563A%% A b. la Ib 23
89C? A. s Ib Il 44 564A%2 A.b. la Ib 17
92M?  A.s Ic Il 28 565A°2 A.b. la Ib 19
93M?>  A. sp. Vi 566A%2 A. b. la Ib 68
95M? A. sp NO 567A%% A.b. la
105A° A.c. IVb 568A°2 A.b. la Ib 71
106A° A.c IVb 569A%% A.h.c la Ib 68
107A° A.c. IVa 570A%? A.h. c.
110A° A.c. IVb 571A%2 A.b. la Ib 71
111A3 A c IVb 572A%% A b. la Ib 69
112A3 A.b. la Ib 21 573A%2 A.b. la Ib 71
113A2 A.c IVb 574A%% A b. la Ib 69
115A%  A.c. IVb 575A%% A b. la Ib 71
116A° A.c. IVb 576A%% A. b. la Ib 71
118A° A.c IVb 577A%% A b. la Ib 68
130A® A.c IVb 578A%2 A.b. la Ib 71
133A°  A.c IVb 579A%2 A.b. la Ib 57
134A° A.c IVb 581A%2 A.b. la Ib 69
1477 A.c IVb 582A%2 A.h. c. Ib 71
1487 A.c IVb 583A%2 A.b. Ib Ib 63
276T* A. c. IVb 584A%2 A.b. la Ib 65
278T* A s la Il 50 585A%2 A. b. la Ib 66
284T* A. s. la Il 9 586A%2 A.b. la Ib 68
200T* A sp NO 587A%2 A.b. la Ib 65
202C¢* A.c NO 588A%2% A. b. la Ib 71
311¢* A.c IVa 589A%2 A. b. la Ib 67
418E* A.c IVa 590A%2 A.b. la Ib 71
419E* A.c IVa 591A%2 A.b. la Ib 68
420E* A.c IVa 592A%2 A. b. la Ib 25
431E* A sp. Vi 593A%2 A.b. la Ib 22
435E* A.c IVa 594A%2% A. b. la Ib 24
442E* A.c IVa 595A52 A b. la Ib 64
444E* A.c. IVa 506A%2 A.b. la Ib 71
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Taula 25 (2/3). Taula resum dels estudis taxonomic i de MLEE.

. PHENA . PHENA
SOQUES ESPECIE ET SOQUES ESPECIE ET
Taxonomia MLEE Taxonomia MLEE
597A%2 A b. la Ib 66 646A%"T A c. IVb
598A%2 A.b. la Ib 57 647A%T A h. c
599A%2 A.b. la Ib 56 648A°° A.c. IVb
600A%2 A. b. la Ib 57 649A%° A.c. IVb
601A%2 A b. la Ib 56 650A%° A. sp.
602A%2 A b. la Ib 72 651A%° A sp.
603A%2 A b. la Ib 57 652A%° A.c. IVb
604A%2 A. b. la Ib 57 653A%° A.c. IVb
605A%2 A. b. la Ib 57 654A%" A b. la Ib 74
606A%2 A. b. la Ib 57 655A%T A h. c.
607A%2 A b. la Ib 57 656A°%T A . h. c.
608A%2 A. b. la 664N’ A.c. IVa
609A%2 A. b. la Ib 68 665N A. sp VIl
610A%2 A. b. la Ib 71 668N’ A.c. IVa
611A%2 A b. Ib la 3 670N’ A.s. Ic Il 26
612A%2 A b. la Ib 57 684E’ A.c. IVb
613A%2 A b. la Ib 56 7050P" A. e I
614A%2 A. b. la Ib 70 7060P7 A.c. IVa
615A%2 A b. la Ib 59 7070P" A.c. IVa
616A%2 A.b. la Ib 73 7090P" A. sp. \Y
617A%2 A. b. la Ib 56 7100P7 A. so. Il
618A%2 A. b. la Ib 57 7110P7 A. so. M
619A%2 A h. Ib 57 7120P7 A. so. 11
620A%2 A. b. la Ib 68 7130P7 A. so. Il
621A%>" A s Ib I 46 7140P7 A. so. Il
622A%" A.b. Ib Ib 60 7150P" A lc I 4
623A%" A h. Ib 78 7230P7 A IVa
624A%" A b. Ib Ib 52 7330P7 A. so. I
625A%2 A. b. la Ib 57 739E7 A sp. IVb
626A%2  A. b. la Ib 71 818E® A la I 27
627A%2  A. b. la Ib 71 819E® A.c. IVb
628A%2% A.s. la Ib 54 820E® A. c. IVa
630A%" A b. la Ib 61 821E® A.s la I 12
631A%" A b la Ib 75 848T%  A. sp. Y
633A%" A b. la Ib 16 849T%  A. sp. Y
634A%° A b. la Ib 77 852T¢ A Ic I 42
635A%° A s. Ib Il 48 856T¢ A Ic I 43
636A%° A s. Ic Il 47 868E®  A. sp. VIl
637A%® A b. la Ib 20 869N®  A. sp. VI
638A%° A b. la Ib 76 8960° A.c. IVa
639A°° A.c. 899T°  A. sp. NO
640A%° A.s. Ib 900T® A. h. Id v 14
641A%"  A.b. la Ib 62 201T°? A.c IVa
645A%F  A. b. la Ib 55 902T° A.c. IVa
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Taula 25 (3/3). Taula resum dels estudis taxondmic i de MLEE.

. PHENA . PHENA

SOQUES ESPECIE ET SOQUES ESPECIE ET
Taxonomia MLEE Taxonomia MLEE

912T° A sp. NO A19CI A c. IVa
9240° A. sp. NO A20CI A. sp. I
946N A. s. Ib A22CI A. so. I
947N  A.c. IVa A23Cl A. h. Id v 11
948N™ A.s. Ib [ 49 A24CI A. so. 1]
949N™ A.s. Ib [ 6 CT812736A A. h. la b 58
950N A.c. IVa D2Cl A. c IVa
951N A.c IVa D3CI A h. Id v 37
952N A.c IVa CECT 405 E.c. NO
953N A.s. Ib I 5 CECT 514" V.c. NO
954N' A.c. IVa CECT 522" L. a. NO 2
955N A.s. Ib I 29 CECT 838" A.c. IVb
956N™ A.c. IVb CECT 839" A.h. Id v 38
958N A.c. IVa CECT 894" A.s.s. NO Il 41
962N A.c IVa CECT 896" A.s.m. Il 45
963N"°  A. sp IVa CECT 4199" A. a. NO
964N' A.c. IVa CECT 4203" V.f NO NO 1
965N A.c. IVa CECT 42247 A.eu Vb
966N™ A.c. IVa CECT 42277 A.b la Ib 53
967N A.c. IVa CECT 4228" A.j i
968N A.c. IVa CECT 42327 A.m. NO
970N A.c. IVa CECT 42407 A. sch. NO
971N A.c. IVa CECT 4245" A. so. I
972N A.c. IVa CECT 4246 A. v. so. NO
991N'"® A.c. IVa CECT 4255" A.t. Vil 1] 36
1020N™ A.c. IVa CECT 42577 A.v.v. NO
1021N"  A. c. IVa CECT 43427 A.e. Il
1022N" A. h. c. Ic CECT 4487" A. L VI 11} 10
1023N"°  A. h. c. Ic LMG 175417 A. p. lc 33
A10CI  A.c. IVa LMG 17542 A. p. lc 33
A13CI  A.h Id v 13 LMG 17543  A. p. lc 35
A14Cl  A. so. I LMG 17544  A. p. lc 30
A15CI  A.c. NO LMG 17545 A. p. lc 32
A17CI  A.h. Ic vV 39 LMG 17546  A. p. lc 31
A18ClI  A. so. I LMG 17547  A. p. lc 34

A. a.. Aeromonas allosaccharophila, A. b.: A. bestiarum, A. c.: A.caviae, A. e.. A. encheleia, A. eu.. A.
eucrenophila, A. h.: A. hydrophila, A. h. c.: A. hydrophila complex, A. j.: A. jandaei, A. m..: A. media, A. p.: A.
popoffii, A. s.: A. salmonicida, A. s. m.. A. salmonicida subsp. masoucida, A. s. s.: A. salmonicida subsp.
salmonicida, A. sch.. A. schubertii, A. so.: A. sobria, A. sp.: Aeromonas sp., A. t.: A. trota, A. v. so.: A. veronii
biovar sobria, A. v. v.: A. veronii biovar veronii, E. ¢.: Escherichia coli, L. a.: Listonella anguillarum, V. c.: Vibrio
cholerae, V. f.: Vibrio furnissii .

! Mostratge 1, 2 Mostratge 2, s Mostratge 3, 4 Mostratge 4, ' Font 1 del Mostratge 5, %2 Font 2 del Mostratge 5, &b

Bassa del Mostratge 6, & Font del Mostratge 6, Mostratge 7, 8 Mostratge 8, o Mostratge 9, 10 Mostratge 10.
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El génere Aeromonas ha despertat un gran interés en la comunitat cientifica,
com es demostra per la gran quantitat de publicacions que apareixen any rere
any (147 citacions 'any 2001 en la base de dades MEDLINE). Aquest interés
esta motivat per diversos factors com son el seu caracter cosmopolita,
laugment de la complexitat taxonomica amb la continua incorporacié de
noves especies, la patogenicitat de les soques psicrofiles d’A. salmonicida i la
patogenicitat oportunista d’altres espécies amb un controvertit paper en
infeccions gastrointestinals humanes, entre altres aspectes. Les qUestions
esmentades justifiquen la realitzacio de nous estudis taxonomics (MINANA-
GALBIS i al. 2002), aixi com d’altres estudis com lelectroforesi d’enzims

multilocus.

5.1. Medis d’aillament.

De les soques aillades en medi ADA, a partir de mostres d’aigua dolca, el
97 % es va identificar com a Aeromonas (Taula 13). Aquest excel-lent resultat
confirma la idoneitat d’aquest medi de cultiu per a la deteccio i enumeracio
d’Aeromonas en aiglies dolces (HAVELAAR i al. 1987, GAVRIEL i LAMB 1995),
sent el medi de cultiu més emprat en els ultims anys tant en mostres d’aigua
dolca com en aliments (HANNINEN i al. 1997, BORRELL i al. 1998,
FIORENTINI i al. 1998, GAVRIEL i al. 1998, NEYTS i al. 2000). E1 medi ADA
també va ser el medi amb major eficacia en l'aillament d’Aeromonas a partir de

mol-luscs bivalves encara que el percentatge va ser molt baix (15 %).

El medi AD va permetre l’aillament de soques sensibles a 'ampicil-lina (A.
caviae 292C, Aeromonas sp. 431E i A. caviae 964N). Encara que aquestes
soques nomeés representen el 3 % de les soques aillades en AD, aquest
percentatge és major al descrit per alguns autors (< 1 % a HAVELAAR i al.
1987). Per una altra banda, altres soques incloses en l'estudi taxondémic van
mostrar sensibilitat a 'ampicil-lina (A. caviae A15Cl, A. salmonicida CECT
89471, A. media CECT 42327, A. sobria CECT 42457, A. trota CECT 42557 i A.
enteropelogenes CECT 44877). Altres estudis han detectat soques sensibles a
l'ampicil-lina amb una major freqiiéncia en determinades espécies, com A.

sobria i A. trota (CARNAHAN i al. 1991b, PIN i al. 1994, SINGH i SANYAL
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1994). Aquests resultats permeten recomanar AD en compte d’ADA per a

estudis de la distribucio de les diferents espécies del génere Aeromonas.

En general, els enriquiments previs amb TSB i APW van proporcionar
resultats similars als de la sembra sense enriquiment tant en el medi AD com
en I’ADA (Taula 13). Per tant, en aquest treball 1"as de TSB i APW no va

representar cap avantatge alhora d’aillar Aeromonas spp.

Encara que en altres estudis el medi TCBS s’ha utilitzat per a l'aillament
i deteccio d’Aeromonas en mostres d’aigua dolca (IVANOVA i al. 2001), d’aigua
de mar i de mol-luscs (RIQUELME i al. 1996, CROCI i al. 2001); els resultats
obtinguts en el present estudi (I’ % de les soques seleccionades foren
Aeromonas spp. i totes elles provenien dun enriquiment previ) no fan
recomanable el seu Us. Aix0 no és d’estranyar ja queé es tracta dun medi

selectiu recomanat per a l'aillament de Vibrio spp.

5.2. Deteccio i distribucié d’Aeromonas spp. en les mostres analitzades.

Les Aeromonas spp. poden ser detectades i aillades d'una enorme varietat
de tipus de mostra: aigiies dolces, carns i productes lactis, mol-luscs i aigles
marines, mostres cliniques, peixos, vegetals, etc (HOOD i al. 1983, KUEH i
CHAN 1985, MOYER 1987, KUIJPER i al. 1989, RODRIGUEZ i ANTILLON
1989, ALTWEGG i al. 1990, ARAUJO i al. 1990, ARAUJO i al. 1991, OLAFSEN
i al. 1993, HANNINEN i SIITONEN 1995, HUYS i al. 1995, TSAI i CHEN 1996,
HANNINEN i al. 1997, KUHN i al. 1997b, BORRELL i al. 1998, FIORENTINI i
al. 1998, GAVRIEL i al. 1998, LEGNANI i al. 1998, MELAS i al. 1999, WANG i
SILVA 1999, NEYTS i al. 2000, CROCI i al. 2001, MASSA i al. 2001). Les
espécies més freqientment aillades pertanyen als complexos fenotipics A.
caviae (A. caviae HG4 i A. media HGS), A. hydrophila (A. hydrophila HG1, A.
bestiarum HG2 i A. salmonicida HG3) i A. sobria (A. veronii bv. sobria HGS).
Cal remarcar pero, que en molts estudis (ARAUJO i al. 1991, HAVELAAR i al.
1992, RAMBOARINA i al. 1993, NOTERDAEME i al. 1996, MELAS i al. 1999,
WANG i SILVA 1999, CROCI i al. 2001, MASSA i al. 2001) només es
diferencien les espeécies descrites per POPOFF en 1984, la qual cosa dificulta

enormement la comparacio de les dades entre diferents treballs.
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En totes les mostres d’aigua dolca estudiades s’han detectat Aeromonas
(Taula 15), resultats similars també es poden trobar a la literatura (HANNINEN
i al. 1997, BORRELL i al. 1998). A més, un elevat percentatge de les soques
aillades (98 %) va poder ser identificat a nivell d’espécie i, en general, A.
bestiarum va ser la principal espécie aillada (68 %) (Figura 17). A. caviae va ser
predominant en les aiglies no potables (d'una font d’aigua del Preventori
d’Alcoi i d'una bassa d’Hostalets), en canvi, A. bestiarum predomina en les
altres tres aiglies analitzades que, encara que son aiglies no tractades, son
consumides al no haver-hi cap indicaci6 que recomane el contrari. Aquests
resultats concorden amb l'augment en la prevaléncia d’A. caviae en aiglies
amb un elevat grau de contaminacio fecal i la millor adaptacio d’A. hydrophila
a aiglies nétes o poc contaminades (ARAUJO i al. 1991, FIORENTINI i al.
1998). A més, en molts estudis s’ha observat també una major prevaléncia d’A.
caviae en aiglies no potables (RAMBOARINA i al. 1993, BORRELL i al. 1998,
FIORENTINI i al. 1998, KAZNOWSKI 1998) i d’A. bestiarum en aiglies potables
(HANNINEN i SIITONEN 1995, BORRELL i al. 1998).

En mol-luscs bivalves, la preséncia d’Aeromonas es va demostrar en set
de les nou espeécies estudiades i en el 60 % dels mostratges de mol-luscs
realitzats (Taula 15), percentatge superior a I'observat en altres estudis (del 50
% en TSAI i CHEN, 1996, i del 31 % en BORRELL i al., 1998). El 81 % de les
soques d’Aeromonas aillades va poder ser assignada a alguna de les espécies
descrites. En general, A. caviae va ser l’espécie predominant, seguida d’A.
salmonicida (Taula 15, Figura 18). Un fet sorprenent és que totes les soques A.
sobria van ser aillades d’ostres portugueses, on aquesta espécie fou
predominant. A partir de mol-luscs, BORRELL i al. (1998) també van aillar
majoritariament membres del complex fenotipic A. caviae, mentre en
RODRIGUEZ i ANTILLON (1989) va predominar la fenoespécie A. hydrophila
(POPOFF 1984). Ara bé, hi ha molt pocs estudis sobre la distribuci6é de les
diferents espécies del génere Aeromonas en mol-luscs bivalves, de fet no esta
descrit l’aillament d’Aeromonas en navaixes i escopinyes; bivalves on s’han
detectat Aeromonas en tots els mostratges i on més soques d’Aeromonas s’han

aillat a partir de mol-luscs en aquest estudi.
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A partir de diferents mostres d’aigua del litoral no es va aconseguir aillar
cap Aeromonas malgrat haver analitzat un total de 249 soques. A la literatura
els resultats respecte a laillament d’Aeromonas d’aigua de mar son
contradictoris. KUEH i CHAN (1985) i ORTIGOSA i al. (1994) no en van aillar,
en canvi, BORRELL i al. (1998) en van aillar en el 83 % de les mostres. Altres
autors han obtingut, a partir de mostres d’aigua de mar, recomptes
importants d’Aeromonas de fins a 104 ufc/100 ml (NAKANO i al. 1990,
BORRELL i al. 1998) i 106 ufc/100 ml (ARAUJO i al. 1990).

Les soques d’origen clinic obtingudes, A. caviae, A. hydrophila i A. sobria,
es van identificar en proporcions idéntiques (Figura 19). Aquestes tres espécies
coincideixen en ser les més freqiientment aillades per altres autors a partir de

mostres cliniques (JANDA i ABBOTT 1998).

5.3. Identificacid i taxonomia numeérica del génere Aeromonas.

Es va fer una extensa recerca bibliografica perd6 no es va trobar
unanimitat de criteris en la identificacio fenotipica de les diferents espécies del
génere Aeromonas (ALLEN i al. 1983, JANDA i al. 1984, POPOFF 1984,
HICKMAN-BRENNER 1987, HICKMAN-BRENNER 1988, KUIJPER i al. 1989,
ALTWEGG 1i al. 1990, CARNAHAN i al. 1991a, CARNAHAN i al. 1991b,
CARNAHAN i al. 1991¢, ABBOTT i al. 1992, FARMER Il i al. 1992, KAMPFER i
ALTWEGG 1992, MARTINEZ-MURCIA i al. 1992b, CARNAHAN i JOSEPH
1993, RAMBOARINA i al. 1993, HOLT i al. 1994, OGDEN i al. 1994, SUGITA i
al. 1994, ESTEVE 1995, ESTEVE i al. 1995¢, HANNINEN i SIITONEN 1995,
JANDA i al. 1996, NOTERDAEME i al. 1996, OAKEY i al. 1996a, HANNINEN i
al. 1997, HUYS i al. 1997a, HUYS i al. 1997b, KAZNOWSKI 1997,
KAZNOWSKI 1998).

En aquest estudi, 16 proves fenotipiques (Taula 14) van ser suficients per
a la identificacio del 91 % de les soques mesofiles del génere Aeromonas
estudiades, elevat percentatge comparable amb altres estudis que han utilitzat
entre 25 i 40 proves fenotipiques en la identificacio d’Aeromonas (ABBOTT i al.
1992, JANDA i al. 1996, OAKEY i al. 1996a, BORRELL i al. 1998, CARSON i

al. 2001). Totes aquestes proves fenotipiques, excepte la de la hidrolisi de
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mido, s’han emprat amb proposits identificatius en la bibliografia consultada.
Es possible que la no inclusi6 de la hidrdlisi de midé en les taules
identificatives consultades obeisca a dues raons principals: 1) POPOFF (1984)
va descriure al Bergey’s Manual® of Systematic Bacteriology que el génere
Aeromonas hidrolitza mido, i 2) la majoria d’estudis fan servir bateries de
proves fenotipiques comercials on no s’inclou aquesta prova. Els resultats de
la LDC en A. encheleia, de la fermentacié d’arabinosa en A. veronii biovar
sobria, i de la hidrodlisi de midé en A. allosaccharophila i A. veronii biovar
sobria (Taula 14), son discrepants amb els dels estudis consultats. Els medis
emprats i la temperatura i el temps d’incubacio podrien explicar les diferéncies

observades (ALTWEGG i al. 1987, HOLT i al. 1994).

Diversos autors han demostrat que la fermentacié de ramnosa i sorbitol,
I’'assimilacié d’acid urocanic, lactat i n-acetil glucosamina, i el creixement a
40,5°C son utils per a la diferenciacio fenotipica de les espécies del complex A.
hydrophila (Taula 3) (ALTWEGG i al. 1990, ALTWEGG i LUTHY-HOTTENSTEIN
1991, ABBOTT i al. 1992, KAMPFER i ALTWEGG 1992, HANNINEN 1994,
HANNINEN i SIITONEN 1995, HANNINEN i al. 1995, JANDA i al. 1996,
KAZNOWSKI 1997, KAZNOWSKI 1998). En aquest estudi es van emprar la
fermentaciéo de sorbitol i ’assimilacio de lactat per a la discriminacio d’A.

hydrophila (HG1), A. bestiarum (HG2) i A. salmonicida (HG3).

L’estudi de taxonomia numeérica va agrupar totes les soques mesofiles
que pertanyen al complex A. hydrophila en el phenon I i, en general, va
permetre separar les tres espeécies del complex en diferents subgrups, aixi
s’observa el 94 % de les soques A. bestiarum en el subgrup Ia, el 76 % de les
A. salmonicida mesofiles en els subgrups Ibilc,iel 71 % de les A. hydrophila
en el subgrup Id (Figura 21). Linica soca del complex A. hydrophila que no va
quedar agrupada en el phenon I va ser la soca tipus A. salmonicida subsp.
salmonicida CECT 8947T (Figura 20), resultat similar a l'obtingut en altres
estudis taxonomics (ESTEVE 1995, NOTERDAEME i al. 1996).

En el complex A. caviae resulta molt dificil la diferenciacié fenotipica
entre A. caviae (HG4) i les soques mobils i no pigmentades de l’espécie A.
media (HGS5A). De tots els estudis que s’han realitzat fins ara, Unicament

l'assimilaciéo de lactat i el creixement a 40,5°C semblen poder diferenciar
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aquestes soques (ALTWEGG i al. 1990, ALTWEGG i LUTHY-HOTTENSTEIN
1991, KAMPFER i ALTWEGG 1992, HANNINEN i SIITONEN 1995, HANNINEN
i al. 1995). Pero en aquest estudi, la soca tipus d’A. caviae no va créixer amb
lactat com a unica font de carboni i energia, contrariament al que s’esperava.
Per aquest motiu, totes les soques amb el perfil fenotipic d’A. caviae (Taula 14)
van ser identificades com a A. caviae (HG4), independentment del resultat
obtingut en l’assimilacioé de lactat. A més, els percentatges obtinguts en la
produccio de sulfhidric de cisteina (11 %) i en ’ADH (65 %), son el més alt i el
més baix, respectivament, dels descrits fins ara en la literatura. Per una altra
banda, l'estudi de taxonomia numeérica (Figura 21) va agrupar el 98 % de les
soques A. caviae en el phenon IV, perd no va aconseguir separar A.
eucrenophila d’A.caviae a causa de la semblanca fenotipica entre totes dues
espécies (AUSTIN i al. 1989). En canvi, la soca tipus A. media CECT 42327
(HG5B) va quedar distant del phenon IV (Figura 20), resultat similar a
l'obtingut per NOTERDAEME i al. (1996).

A. sobria (HG7) i A. veronii bv. sobria (HG8) estan descrites com a
especies no diferenciables fenotipicament excepte per la temperatura maxima
de creixement (HANNINEN i SIITONEN 1995, HANNINEN i al. 1995, HUYS i al.
1996¢. En aquest estudi, tres proves (hidrolisi de mido, fermentacio
d’arabinosa i assimilacié de citrat) han permés separar fenotipicament les
soques identificades com a A. sobria (phenon III) de la soca A. veronii bv. sobria
CECT 4246 (no agrupada, pero proxima al phenon III) (Figura 20). Malgrat
aquests resultats, el fet d’haver identificat quatre soques aillades de mostres
cliniques com a A. sobria posa en dubte la validesa de la separacio fenotipica
entre A. sobria i A. veronii bv. sobria abans esmentada, ja qué mai no s’ha
aillat cap soca A. sobria d’origen clinic (HANNINEN i SIITONEN 1995, HUYS i
al. 1996¢). A més, dues de les proves que permeten la diferenciacié entre les
dues espécies en aquest estudi (Taula 14), mostren resultats contradictoris
amb la bibliografia consultada per a A. veronii bv. sobria. Per una altra banda,
la soca tipus A. jandaei CECT 4228T va quedar agrupada en el phenon III
(Figura 21), de manera similar als resultats obtinguts per NOTERDAEME i al.
(1996) i d’acord amb l’estreta relacio fenotipica entre A. jandaei i A. sobria
(JANDA 1991).
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Les soques A. enteropelogenes CECT 44877 i A. trota CECT 42557 s’han
agrupat en un mateix phenon (VIII) (Figura 21), en concordanca amb estudis

filogenétics (COLLINS i al. 1993).

D’acord amb estudis taxonomics previs, els resultats obtinguts per
taxonomia numerica no van estar en total consonancia amb la identificacié de
les espécies estudiades (KAMPFER i ALTWEGG 1992, CARNAHAN i JOSEPH
1993, ESTEVE 1995, NOTERDAEME i al. 1996, KAZNOWSKI 1997). La
identificacié basada en una o dues caracteristiques fenotipiques no mostra la
diversitat ambiental real i dificulta la comparacié de resultats entre laboratoris
diferents. En aquest estudi, es fa palesa la necessitat de trobar altres proves
fenotipiques per a separar amb major eficiéncia espécies semblants
fenotipicament perd no genéticament, principalment A. caviae HG4 - A. media
HGS5A - A. eucrenophila HG6 i A. sobria HG7 - A. veronii bv. sobria HG8 - A.
jandaei HG9. A més, l'actual designacio d’espécies en el génere Aeromonas
necessita d’'una uniformitat de criteris (Taula 2): en algunes ocasions un unic
grup d’hibridacio inclou soques fenotipicament diferents (per exemple, soques
psicrofiles i mesofiles en A. salmonicida HG3 i soques mobils no pigmentades i
immobils i pigmentades en A. media HGS), en altres, soques idéntiques
genotipicament tenen grups d’hibridaci6 diferents perqué son diferents
fenotipicament (A. veronii bv. sobria HG8 i A. veronii bv. veronii HG10) i, per
ultim, algunes soques no diferenciables fenotipicament pertanyen a grups
d’hibridacio diferents (A. sobria HG7 i A. veronii bv. sobria HG8) (JANDA 1991,
JANDA i ABBOTT 1998).

Per una altra banda, fora desitjable la realitzaci6 d’estudis
complementaris en les soques no identificades, sobretot en aquelles que estan
agrupades en els phena V, VI i VII, per a determinar si realment sén espeécies
noves del génere Aeromonas. A més, totes les soques d’aquests phena van ser
aillades a partir de diferents espeécies de mol-luscs, tipus de mostra on hi ha
un major percentatge de soques d’Aeromonas no identificades a nivell
d’espécie (19 %). Aquests resultats i el fet d’haver-hi pocs estudis sobre la
distribucié d’Aeromonas spp. en mol-luscs bivalves suggereixen que aquest

tipus de mostra podria ser una font de noves espécies del génere Aeromonas.
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5.4. Aeromonas com a possible patogen.

Diversos factors de viruléncia (exotoxines, LPS, fimbries, capa S, capsula,
resisténcia al seérum, plasmidis de resisténcia a antibidtics, etc) s’han
relacionat amb la patogenicitat i la capacitat d’adaptacio al medi del génere
Aeromonas (JANDA 1991, MERINO i al. 1995, PEMBERTON i al. 1997).
D’entre les exotoxines, s’han descrit diverses P-hemolisines citotoxiques i
enterotoxiques (ASAO i al. 1984, ASAO i al. 1986, ROSE i al. 1989b,
FERGUSON i al. 1997) i ’activitat elastasa s’ha correlacionat amb la viruléncia
d’Aeromonas en peixos (ESTEVE i al. 1995a, CASCON i al. 2000). A més,
diversos autors han demostrat que la producciéo d’hemolisines i citotoxines és
independent de l'origen de les soques (NAKANO i al. 1990, SINGH i SANYAL
1992, HANDFIELD i al. 1996, KUHN i al. 1997q) i possible a temperatures de
refrigeraciéo (MERINO i al. 1995, TSAI i CHEN 1996, TSAI i al. 1997).

De totes les Aeromonas spp. descrites, Unicament la fenoespécie A.
salmonicida psicrofila i immobil es considera parasita estricta (POPOFF 1984).
Altres fenoespécies (A. hydrophila, A.caviae, A. sobria, A. jandaei soOn
patogenes oportunistes de peixos, mol-luscs i vertebrats (MCGAREY i al. 1991,
FARMER III i al. 1992, ESTEVE i al. 1995a, RIQUELME i al. 1996), i cinc
especies son considerades patogenes oportunistes en humans (A. hydrophila,
A.caviae, A. veronii bv. sobria, A. jandaei, A. veronii bv. veronii, A. schubertii)
(Taula 2), representant A. hydrophila, A.caviae i A. veronii bv. sobria =2 85 % de
totes les soques cliniques aillades (JANDA i ABBOTT 1998). Per una altra
banda, i en base als resultats obtinguts de LDso en ratolins, JANDA i KOKKA
(1991) van classificar les espécies conforme al seu grau de patogenicitat,
mostrant que les espécies més virulentes son les abans esmentades excepte A.
caviae, especie habitualment descrita com poc virulenta (FARMER III i al.
1992, JANDA 1998), encara que altres estudis han demostrat la seua
capacitat d’adheréncia i de produccié d’enterotoxines i citotoxines,
influenciada per diversos factors ambientals (temps i temperatura d’incubacio,
medi de cultiu i altres factors), fet que explicaria els resultats obtinguts en
aquests altres estudis i que estaria en consonancia amb l'adaptacio a un
particular ambient (NAMDARI i BOTTONE 1990, SINGH i SANYAL 1992,
THORNLEY i al. 1996, SANTOS i al. 1999).
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En aquest estudi s’ha demostrat que la majoria de soques de les espécies
A. hydrophila, A. bestiarum i A. salmonicida presenten activitat per als dos
factors de patogenicitat estudiats (B-hemolisi i produccio d’elastasa) (Taula
18). D’aquestes tres espeécies, A. bestiarum i A. salmonicida (soques mesofiles)
son considerades espécies ambientals amb escassa importancia clinica i
patogénica (Taula 2) (JANDA i KOKKA 1991, KIROV i al. 1994, JANDA i
ABBOTT 1998). En canvi, i d’acord amb els resultats presentats, en molts
estudis s’han detectat diversos factors de viruléncia (f-hemolisi, produccio
d’elastasa, citotoxina) en la majoria de les soques d’aquestes dues espécies
(KUIJPER i al. 1989, RAMBOARINA i al. 1993, NOTERDAEME i al. 1996,
KAZNOWSKI 1997, KAZNOWSKI 1998) i en altres estudis, on no es
diferenciaven les tres espécies del complex A. hydrophila, també es va mostrar
que la majoria de soques A. hydrophila produien enterotoxines, hemolisines i
citotoxines (TURNBULL i al. 1984, POTOMSKI i al. 1987, NAKANO i al. 1990,
SINGH i SANYAL 1992, TSAI i CHEN 1996). D’aquesta manera, tot indica que
A. bestiarum i les soques mesofiles d’A. salmonicida també haurien de ser

considerades patogenes oportunistes.

Altres espeécies no patogéniques també presenten activitat hemolitica (A.
eucrenophila i A. trota), en canvi, no manifesten aquesta activitat ni A.
schubertii ni la majoria de soques A. caviae analitzades. Altres estudis també
indiquen que espeécies com A. eucrenophila, A. media i A. trota podrien ser

potencialment patogéniques (MAKI i al. 1998, SANTOS i al. 1999).

Es possible que totes les Aeromonas spp. siguen patogenes oportunistes
encara que amb diferent grau de viruléncia. De tota manera, els factors de
viruléncia que actualment es consideren son insuficients per a explicar la
patogenicitat d’Aeromonas, entre altres coses perque s’ha de tenir present que
la patogenicitat és un fenomen complex on intervenen i interaccionen
multiples factors tant ambientals com bacterians i immunologics (NAKANO i
al. 1990, JANDA 1991, FARMER III i al. 1992, SINGH i SANYAL 1992,
THORNLEY i al. 1996, JANDA i ABBOTT 1998).

En la literatura es poden trobar diversos fets que fan recomanable la
introduccio de l'analisi d’Aeromonas en les reglamentacions tecnicosanitaries

de mol-luscs i d’aiglies potables, recreatives i de piscifactories:
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a) Les infeccions humanes per Aeromonas estan causades pel contacte
de ferides i cremades amb aigua o so0l contaminats o pel consum
d’aigua o aliments contaminats (FARMER IIl i al. 1992, MERINO i al.
1995, JANDA i ABBOTT 1998).

b) S’ha demostrat que no hi ha correlaci6 entre el recompte
d’Aeromonas i els indicadors fecals d’aiglies potables i recreatives,
recomanant diversos autors la monitoritzacio d’Aeromonas en aiglies
potables, recreatives i dYs en aquicultura (BURKE i al. 1984,
ARAUJO i al. 1989, ARAUJO i al. 1990, FIORENTINI i al. 1998,
LEGNANI i al. 1998, MASSA i al. 2001). Aixi, s’ha incorporat el
recompte d’Aeromonas en l'index de qualitat bacteriologica de l'aigua
potable en alguns paisos com Holanda i Italia (LEGNANI i al. 1998,
MASSA i al. 2001).

c) Encara que la cloraci6 disminueix rapidament la poblacio
d’Aeromonas, després pot haver-hi un revifament, probablement
afavorit per l'existéncia de biofilms (GRAVIEL i al. 1998, SISTI i al.
1998). Aquest problema en la potabilitzacié de l'aigua pot agreujar-se
en els mesos calids, ja qué normalment 'augment en el recompte
d’Aeromonas es correlaciona amb l'augment de la temperatura

(BURKE i al. 1984, GAVRIEL i al. 1998, SISTI i al. 1998).

d) La densitat elevada d’Aeromonas en 'ambient aquatic és indicativa
del nivell trofic de l'aigua (correlaciona amb el contingut de materia
organica) i, per tant, podria emprar-se com a indicador biologic del
grau de qualitat de l'aigua (RIPPEY i CABELLI 1989, ARAUJO i al.
1991, FIORENTINI i al. 1998). A més, el material particulat en l'aigua
pot proporcionar proteccié davant protozous, als quals Aeromonas és

molt susceptible de ser depredat (PETTIBONE 1998).

e) L’increment de matéria organica i l'augment de la temperatura
contribueixen a una significativa proliferaci6 = d’Aeromonas,
predisposant els animals aquatics a laparici6 d’epizooties

(RIQUELME i al. 1996).
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f) Les Aeromonas spp. poden suposar un risc per a la salut publica en
la refrigeraci6 continuada d’aliments ja qué poden créixer a baixes
temperatures (POPOFF 1984) i produir toxines a 5°C (OLAFSEN i al.
1993, TSAI i al. 1997).

g) Diversos autors han demostrat la capacitat patogénica d’Aeromonas

en mol-luscs (BAYNE 1984, RIQUELME i al. 1996, MAKI i al. 1998).

h) Tampoc no hi ha correlacio amb els indicadors fecals ni amb
patogens potencials (per ex., Vibrio cholerae) en mol-luscs (HACKNEY
i al. 1980, HOOD i al. 1983), que podrien actuar com a reservori
d’Aeromonas (MAKI i al. 1998). A més, el consum de mol-luscs crus o
poc cuits, com en el cas de les ostres, suposa un risc de salut publica
(KUEH i CHAN 1985, TSAI i CHEN 1996).

En aquest estudi, l'aillament d'una espécie patdégena oportunista en
humans (A. caviae) i de dues espécies (A. bestiarum, A. salmonicida) amb
factors de viruléncia (B-hemolisi i produccio d’elastasa) en les mostres d’aigua
dolca i de mol-luscs confirmen la necessitat de la monitoritzacié d’Aeromonas
en aiglies (potables, recreatives, de piscifactories) i en aliments que van a ser

consumits crus o poc cuits.

5.5. Loci analitzats i diversitat genética.

Hi ha pocs treballs que hagen aplicat la técnica MLEE al geénere
Aeromonas (ALTWEGG i al. 1991, TONOLLA i al. 1991). En aquests treballs es
va aplicar aquesta técnica per a la determinacié de la diversitat genética i la
diferenciacié de les espeécies del génere Aeromonas. En canvi, en l’estudi que
es presenta l’aplicacio de la MLEE s’ha enfocat fonamentalment en la
determinacié de l’estructura geneética de les poblacions d’Aeromonas tot i que
alguns loci s’lhan mostrat com a bons marcadors per a la separacio de les

espécies d’aquest génere bacteria.
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En aquest estudi s’han analitzat, en gels de poliacrilamida, 15 enzims en
una poblacio de 122 soques (principalment A. hydrophila, A. bestiarum, A.
salmonicida i A. popoffi). TONOLLA i al. (1991) van estudiar la variacio
al-loenzimatica de 16 enzims en una poblacio de 127 soques d’Aeromonas
(principalment A. hydrophila, A. sobria i A. caviae), mentre ALTWEGG i al.
(1991) analitzaren 11 loci enzimatics en una poblacié de 153 Aeromonas spp.
(HGs 1 a 12), utilitzant-se en tots dos casos gels de midé (Taula 26). En
comparar els enzims seleccionats en els tres treballs, es pot observar que
aquest estudi coincideix amb set enzims (ALD, EST, GOT, IDH, IPO, LAP i
MDH) amb TONOLLA i al. (1991) i amb cinc enzims (IDH, [PO, MDH, ME i
NSP) amb ALTWEGG i al. (1991). En general, els gels de poliacrilamida han
resultat en un major nombre d’al-lels per locus, la qual cosa és consistent amb

l'obtencié de major polimorfisme en gels de poliacrilamida que en gels de midoé.

Taula 26. Comparacio dels estudis de la técnica MLEE aplicada al génere Aeromonas.

ALTWEGG i al. TONOLLA i al.
TESI
(1991) (1991)
Tipus de gels Midé Midd Poliacrilamida
Poblacié d’Aeromonas 153 soques 127 soques 120 soques
Num. loci 11 16 15
Diversitat genética (H) 0,65 0,65 0,64
A.h. (15), A.b. (7), A.h. (39), A.c. (35), A.h. (7), A.b. (75),
Principals espécies
. A.s. (9), A.c. (43), A.so. (40) A.s. (24), A.p. (7)
(num. soques)
A.m. (26), A.v.s. (30)

A.b.: A. bestiarum, A.c.: A. caviae, A.h.: A. hydrophila, A.m.. A. media, A.p.: A. popoffii, A.s.: A.

salmonicida, A.so.: A. sobria, A.v.s.: A. veronii biovar sobria.

La frequéncia d’al-lels nuls en els diferents loci va ser baixa (entre O i
0,057), exceptuant els loci C120, C230 i EST2, i similar a l'obtinguda per
TONOLLA i al. (1991) (0 - 0,039) i ALTWEGG i al. (1991) (0 — 0,065). L’elevada
freqiéncia d’allels nuls en els loci C120 (0,730) i EST2 (0,508) podria
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explicar-se per la preséncia de dos loci amb una funci6é enzimatica equivalent
(C1201 C230, EST1 i EST2). El fet que en la majoria de soques analitzades no
es detecte algun dels enzims, també ha sigut descrit préviament en altres
espécies bacterianes com Pseudomonas stutzeri (RIUS i al. 2001) i Helicobacter

pylori (GO i al. 1996).

La diversitat genetica (H) obtinguda en tots els treballs és practicament
idéntica (Taula 26), dada sorprenent ja qué hi ha diferéncies en quant al tipus
de gel emprat, enzims analitzats i poblacido estudiada (espécies i nombre i
origen de les soques). Aquests resultats coincidents posen en entredit la critica
que alguns autors fan sobre la técnica MLEE en el sentit de la seua manca de
reproductibilitat (MAIDEN i al. 1998). Per una altra banda, la diversitat
genetica d’Aeromonas se situa en un valor intermedi respecte d’altres géneres i

especies bacterians i similar a la de Salmonella i Bradyrhizobium (Taula 27).

Taula 27. Diversitat genética mitjana (H) d’alguns géneres i espécies bacterians.

ESPECIES H REFERENCIES
Aeromonas 0,64 Tesi

Bordetella bronchiseptica 0,25 MUSSER i al. 1987
Bradyrhizobium 0,69 BOTTOMLEY i al. 1994
Escherichia coli 0,34-0,54 | SELANDERI al. 1987
Helicobacter pylori 0,74 GO al. 1996

Neisseria gonorrhoeae 0,41 O’ROURKE i STEVENS 1993
Pseudomonas stutzeri 0,88 RIUS i al. 2001
Salmonella 0,63 BOYD i al. 1996

Serratia marcescens 0,34 GARGALLO-VIOLA 1989
Vibrio cholerae 0,50 FARFAN i al. 2000

En considerar les diversos subpoblacions de la poblacié d’Aeromonas
spp. analitzada, es pot observar que A. bestiarum i A.popoffii presenten menor
diversitat genética que A. salmonicida i A. hydrophila (Taula 20, Figura 38).
Aquestes diferéncies bé podrien explicar-se per lorigen més divers de les

soques A. hydrophilai A. salmonicida.
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Figura 38. Diversitat genética mitjana (H) de les espécies d’Aeromonas estudiades.
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5.6. Relacio genética entre ETs.

Les principals agrupacions formades en el dendrograma de la relacio
genetica entre ETs s’han definit a una distancia geneética < 0,7 (Figura 36) i
s’han pogut associar clarament amb les espécies A. bestiarum | A. popoffii
(grup I), A. salmonicida (grup II), A. trota (grup III) i A. hydrophila (grup IV)
(Taula 23). Alhora, les agrupacions formades en el grup I a una distancia
genética < 0,6 permeten associar A. bestiarum amb el subgrup Ib i A. popoffii

amb el subgrup Ic.

La diferenciacio entre les espécies A. hydrophila (HG1), A. bestiarum
(HG2) i A. salmonicida (HG3) va ser primerament descrita mitjancant la
técnica d’hibridaci6 DNA-DNA (POPOFF i al. 1981) i posteriorment per altres
técniques com la MLEE (ALTWEGG i al. 1991), la ribotipificacié (MARTINETTI-
LUCCHINI i ALTWEGG 1992, HANNINEN i SIITONEN 1995, DEMARTA i al.
1999), el AFLP (HUYS i al. 1996b, HUYS i al. 1996¢, JANSSEN i al. 1996) i el
RFLP (FIGUERAS i al. 2000), encara que A. bestiarum i A. salmonicida estan
estretament relacionades tant genéticament (HANNINEN 1994, KAZNOWSKI
1998) com filogenéticament (Figura 8) (MARTINEZ-MURCIA i al. 1992q). La

técnica MLEE ha agrupat conjuntament les soques psicrofiles i immobils i les
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soques mesofiles i mobils de ’espécie A. salmonicida, d’acord amb el fet de
pertanyer al mateix grup d’hibridacié (Taula 2) (ALTWEGG i al. 1990) i
contrariament als resultats obtinguts en l'estudi taxonomic. A més, aquesta
técnica ha mostrat una clara separacio entre A. hydrophila (HG1), A. bestiarum
(HG2) i A. salmonicida (HG3), en concordanca amb l’existéncia diferenciada

d’aquestes tres espeécies.

L’espécie A. popoffii va ser inicialment descrita com a “A. bestiarum-like” i
va ser considerada com a nova espécie d’Aeromonas en base a analisis
d’hibridaci6 DNA-DNA, proposant-se el nom d’A.popoffii (HUYS i al. 1997b).
L’estudi que ens ocupa posa de manifest ’estreta relacié entre les soques A.
popoffiii A. bestiarum, de manera molt similar a I’analisi de AFLP (HUYS i al.
1996¢) i d’acord amb els resultats d’homologia DNA-DNA entre aquestes
espécies (HUYS i al. 1997D).

D’acord amb la idéntica seqiiéncia del rRNA 16S (COLLINS i al. 1993) i
amb altres estudis moleculars (HUYS i al. 1996b, BORRELL i al. 1997), les
soques tipus d’A. trota i A. enteropelogenes formen un grup diferenciat en el

dendrograma (Figura 36).

En estudis anteriors on s’ha aplicat la técnica MLEE al geénere
Aeromonas, algunes espécies no van formar grups diferenciats en els
dendrogrames respectius (Taula 28). En l'estudi de TONOLLA i al. (1991), on
A. hydrophila, A. caviae i A. sobria foren considerades conforme a la descripcio
de POPOFF (1984), les soques A. hydrophila i A. sobria estaven disperses en
diversos grups en el dendrograma i coexistien en la majoria d’aquests grups,
la soca de referéncia d’A. eucrenophila s’agrupava amb soques A. hydrophila i
A. sobria i la soca de referéncia d’A. media va quedar inclosa en el grup d’A.
caviae. Per una altra banda, en ALTWEGG i al. (1991) les soques A. media
HGS5A i A. veronii bv. sobria HG8 van distribuir-se en diversos grups, alguns
dels quals compartits amb altres espécies com A. sobria HG7, A. jandaei HG9 i

soques HG11.
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Taula 28. Distribucié de les espécies del génere Aeromonas en el dendrograma dels

diferents estudis on s’ha aplicat la técnica MLEE.

. ALTWEGG i al. TONOLLA i al.
ESPECIES TESI
(1991) (1991)

VI (1), XI (1), XIL{1(15), 1l (2), 1l (12), |1b (1), IV (6)
A. hydrophila

(2),n (1) V (4), VII (6)
A. bestiarum XIV (7) - la (1), Ib (73), 11 (1)
A. salmonicida V (7),n (2) - la (1), Ib (1), 11 (22)
A. caviae VI (43) IV (35) -
A. media (HG5A) H (. (12), VIL(2). - .

IX (1), n (2)
A. media (HG5B) VI (7),n (1) IV (1) -
A. eucrenophila X (2) (1) -
A. sobria 1(2) (). (@), v (26). -

VIl (9)

A. veronii bv. sobria ' @) G), IV (17), - -

X (1), n (4)
A. jandaei IV (2) - -
A. veronii bv. veronii - VI (1) -
HG11 IX (2) - R
A. schubertii XV (2) VIIL(1) -
A. trota - - 1 (2)
A. popoffii - - Ic (7)

Els grups formats en els dendrogrames de les relacions genetiques entre ETs s’indiquen en numeros

romans, el nombre de soques s’indica entre paréntesi, n: soques no agrupades.

En aquest estudi, el dendrograma permet, a més, una molt bona
associacio de les soques respecte de la seua font d’aillament (Taula 21): soques
aillades d’aigiies dolces (97 % en el grup I), soques aillades de mol-luscs
bivalves (90 % en el grup II) i soques cliniques (totes en els grups Il i IV). En
l'estudi de TONOLLA i al. (1991), la majoria de les soques també es van
agrupar d’acord amb llur origen encara que amb percentatges més baixos (el

88 % de les soques cliniques i el 72 % de les ambientals).
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5.7. Analisi del desequilibri de lligament.

L'estudi que es presenta és el primer que analitza lestructura
poblacional d’Aeromonas spp. Per a determinar l’estructura genética de la
poblacié d’Aeromonas es va aplicar un estadistic, I'index d’associacio (1), que
permet calcular el grau d’associaci6 que hi ha entre els loci estudiats i
analitzar si algunes combinacions d’al-lels es repeteixen amb una freqiiéncia

major de la que caldria esperar com a consequéncia de ’atzar.

Els valors d’Ix obtinguts van ser sempre significativament diferents de
zero, tant en considerar la poblacidé estudiada globalment com en diferents
subgrups (a excepcié d’A. salmonicida) (Taula 22), la qual cosa permet suggerir
que aquesta poblacié d’Aeromonas esta en desequilibri de lligament o, dit
d’una altra manera, que es tracta d'una poblacio clonal. De fet, els valors de la
variancia obtinguts experimentalment (Vo) cauen fora de l'interval de valors de
la variancia teorics (Vg que caldria esperar en una poblaci6 on la
recombinacié permetera una lliure associacié d’al-lels (poblacié6 panmictica o

en equilibri de lligament).

Encara que l'estructura poblacional d’Aeromonas sembla ser clonal, pot
existir recombinacido, perd aquesta no seria suficient com per trencar
l'estructura clonal de la poblacié. No obstant aixd, l'existéncia dun fort
desequilibri de lligament podria explicar-se si es té en consideraciéo que, com
en altres grups bacterians, Aeromonas forma una metapoblacié integrada per
multiples poblacions. Aquestes poblacions ocuparien diferents ninxos
ecologics on la recombinacio, encara que possible en una mateixa poblacio,
seria absent o poc comu entre poblacions diferents (YOUNG 1989, MAYNARD-
SMITH i al. 1991, REEVES 1992). Aixi i tot, quan es va calcular 'l d'un grup
de soques A. bestiarum que provenia d'una mateixa font d’aillament (60
soques en 22 ETs, Taula 22), aquesta poblaci6 també mantenia una
estructura clonal. Aquesta dada suggereix que la recombinaci6o té una
influéncia escassa en lestructura poblacional de l’especie A. bestiarum i

probablement en la del génere Aeromonas.
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5.8. Correlacio MLEE - identificacio fenotipica.

Alguns autors han utilitzat la técnica MLEE per a la diferenciacio
d’Aeromonas spp. TONOLLA i al. (1991) van discriminar les tres espécies
classiques d’Aeromonas (A. hydrophila, A. caviae i A. sobria) amb tres enzims
(ADK -adenilat quinasa-, GP1 i MDH), mentre ALTWEGG i al. (1991) van
separar 12 grups d’hibridacié mitjancant uns altres tres enzims (GP1, MDH i

NSP).

En aquest estudi, cinc loci (EST1, HEX, IDH, LDH1 i MDH) permeten una
excel-lent discriminacié de les espécies A. hydrophila (HG1), A. bestiarum
(HG2), A. salmonicida (HG3), A. trota (HG14) i A. popoffii (HG17), amb una

correlacio del 94 % (108 de 115 soques) amb la identificacié fenotipica.

Aquests resultats demostren la valua de la técnica MLEE no només per a
I’'analisi de I’estructura genética de poblacions bacterianes sin6 també per a la
identificaci6 de soques d’Aeromonas mitjancant un limitat nombre de
marcadors enzimatics. Per tant, aquesta técnica pot servir de complement a
les proves bioquimiques en la identificaci6 de les espécies del génere
Aeromonas, a ligual que s’han emprat altres técniques com la ribotipificacio,
el AFLP i el RFLP amb el mateix proposit (ALTWEGG i LUTHY-HOTTENSTEIN
1991, MARTINETTI-LUCCHINI i ALTWEGG 1992, JANSSEN i al. 1996, HUYS
i al. 1996b, HANNINEN i al. 1997, FIGUERAS i al. 2000).
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S’han aillat un total de 199 soques del génere Aeromonas, identificant-se

a nivell d’espécie el 91 % de les soques del genere Aeromonas estudiades.

El medi ADA (agar dextrina ampicil-lina) és el més eficient dels utilitzats
en Dlaillament d’Aeromonas. En totes les mostres d’aigua dolga,
escopinyes, navaixes i tellines s’han detectat Aeromonas, aixi com en

algunes mostres de musclos, ostres i ostres portugueses.

La separaci6 fenotipica de les espécies A. caviae (HG4) — A. media (HGS5A)
i A. sobria (HG7) — A. veronii biovar sobria (HG8) no va ser suficientment
satisfactoria i probablement es requereixen estudis genotipics per a la

separacio d’aquestes espécies.

La formaci6é de diferents phena (V, VI i VII) en el dendrograma de
taxonomia numeérica que agrupen soques aillades de mol-luscs bivalves
no identificades a nivell d’espécie, suggereix l'existéncia de noves

espécies del génere Aeromonas.

El 86 % de les soques A. hydrophila, el 77 % de les soques A. salmonicida
iel 73 % de les soques A. bestiarum mostraren activitat f-hemolitica i
elastolitica. També mostraren activitat f-hemolitica el 91 % de les soques
A. sobria i les soques tipus d’A. eucrenophila, A. jandaei, A. trota i A.
veronii. Aquests resultats suggereixen que altres espécies de les
considerades patogenes oportunistes d’humans poden ser potencialment

patogéniques.

La diversitat genética de la poblacié del génere Aeromonas estudiada és
de 0,64. Les subpoblacions A. hydrophila (H = 0,62) i A. salmonicida (H =
0,59) analitzades presenten major diversitat genética que les

subpoblacions A. popoffii (H = 0,42) i A. bestiarum (H = 0,37).

A una distancia genética < 0,7, el dendrograma de la relacié6 genética
entre tipus electroforétics (ETs) ha separat clarament les espécies A.
salmonicida (grup II), A. trota (grup III) i A. hydrophila (grup IV), excepte
les espécies A. bestiarum (subgrup Ib) i A. popoffii (subgrup Ic) que s’han
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separat a una distancia geneética < 0,6. Per tant, la técnica MLEE mostra
una bona correlacio amb la identificacio fenotipica de les soques
d’Aeromonas incloses en tots dos estudis. El dendrograma de la relacio
genetica entre ETs també mostra una bona correlaciéo amb l'origen de les

soques.

L’analisi del desequilibri de lligament suggereix que lestructura

poblacional d’Aeromonas és clonal (Ia = 2,38, P< 0,0001).

Els cinc loci EST1 (esterasa 1), HEX (hexoquinasa), IDH (isocitrat
deshidrogenasa), LDH1 (lactat deshidrogenasa 1) i MDH (malat

deshidrogenasa) identifiquen correctament el 94 % de les soques.

La detecci6 d’espécies d’Aeromonas  patogenes  oportunistes
(principalment A. caviae) i d’altres espécies amb factors de viruléncia en
aiglies dolces i mol-luscs bivalves, fa aconsellable la monitoritzacio
d’Aeromonas en aiglies (potables, recreatives i de piscifactories) i en

aliments que es consumeixen crus o poc cuits com els mol-luscs bivalves.
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8.1. Medis de cultiu i solucions salines.

AD (agar dextrina o agar base selectiu m-Aeromonas de Havelaar, Biolife 401019):

11,4
5

2

2
0,10
0,10
0,06
0,08
3

13

1

g/l Dextrina.

g/l Triptosa.

g/l Extracte de llevat.
g/l KCI.

g/l Sulfat de magnesi.
g/l Desoxicolat de sodi.
g/l Clorur férric.

g/l Blau de bromotimol.
g/l NaCl.

g/l Agar-agar Bios LL.

| Aigua destil-lada.

pH 8,25.

Bulliu-ho.

Afegiu-ho a una ampolla de vidre adient.
Esterilitzeu-ho a l'autoclau (20 min a 121°C).

Distribuiu-ho en plaques de Petri (Deltalab Eurotubo 200200).

ADA (AD amb ampicil-lina):

Dissoleu un vial de 5 mg dampicillina (Biolife 421840052) en 5 ml d’aigua
destil-lada estéril.

Afegiu-ho a 500 ml d’agar AD esteéril, a 50°C.

Antibiotics, disquets:

10
30
50
10
300
30

Mg Ampicil-lina (AM10, Biomerieux 54 002).
Mg Cefalotina (CF30, Biomerieux 54 062).

Mg Colistina (CL50, Biomerieux 54 102).

Mg Estreptomicina (S10, Biomerieux 54 642).
U Polimixina B (PB300, Biomerieux 54 522).
Mg Tetraciclina (TE30, Biomerieux 54 882).

AP (aigua de peptona, Cultimed 413794):
10 g/l Peptona.
5 g/l NaCl.

1

| Aigua destil-lada.

+5 g/l NaCl.

pH 7,2.

Afegiu-ho a una ampolla de vidre adient.
Esterilitzeu-ho a 'autoclau (20 min a 121°C).

APW (aigua de peptona alcalina):
AP (aigua de peptona).
pH 9,0.
Afegiu-ho a una ampolla o matras de vidre adient.
Esterilitzeu-ho a l'autoclau (20 min a 121°C).

Arbutina, agar:
2 g/l Triptona (Adsa 7-119).

5 g/l

0,3 g/l Fosfat dipotassic (Fluka 60355).

Arbutina (hidroquinona R-D-glucopiranosida, Fluka 10960).
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10 g/l NaCl (Panreac 141659).
15 g/l Agar-agar (Adsa 7-004).

1 1 Aigua destil-lada.
Bulliu-ho.
Distribuiu-ho en tubs de vidre.
Esterilitzeu-ho a 'autoclau (20 min a 121°C).
Inclineu els tubs.

Citrat de Simmons, agar (Merck 2501):

2 g/l Citrat sodic.
1 g/l Fosfat monoamonic.
1 g/l Fosfat dipotassic.

0,2 g/l Sulfat de magnesi.

0,08 g/l Blau de bromotimol.

5 g/ NaCl.

15 g/l Agar-agar.

+5 g/l NaCl (Panreac 141659).
1 I Aigua destil-lada.

pH 6,8.

Bulliu-ho.

Distribuiu-ho en tubs de vidre.

Esterilitzeu-ho a l'autoclau (20 min a 121°C).

Inclineu els tubs.

Columbia, agar sang (Merck Bactokit 4054316):
15 g/l Triptona.
5 g/l Peptona de soja.
5 g/l NaCl.
15 g/l Agar-agar.
1 | Aigua destil-lada.
50 ml Sang de xai.
pH 6,8.
El medi ja ve distribuit en plaques de Petri.

DNA, agar (Difco 0632-17-7):
20 g/l Triptosa.
2 g/l DNA.
5 g/ NaCl.
15 g/l Agar-agar.
1 I Aigua destil-lada.
+5 g/l NaCl (Panreac 141659).
pH 7,3.
Bulliu-ho.
Afegiu-ho a una ampolla de vidre adient.
Esterilitzeu-ho a l'autoclau (20 min a 121°C).
Distribuiu-ho en plaques de Petri (Deltalab Eurotubo 200200).

Elastina, agar:
10 g/l Peptona (Difco 0118-01).
10 g/l Elastina (Sigma E1625).
11,6 g/l CaCl; (Panreac 141219).
7,2 g/l Tris (ICN 103133).
10 g/l NaCl (Panreac 141659).
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20 g/l Agar-agar (ADSA 7-004).
1 1 Aigua destil-lada.
pH 7,8.
Bulliu-ho.
Afegiu-ho a una ampolla de vidre adient.
Esterilitzeu-ho a 'autoclau (20 min a 121°C).
Distribuiu-ho en plaques de Petri (Deltalab Eurotubo 200200).

Esculina, agar:
10 g/l Peptona (Difco 0118-01).
1 g/l Esculina (Merck 842).
1 g/l Citrat ferric amonic (ICN 158040).
10 g/l NaCl (Panreac 141659).
20 g/l Agar-agar (Adsa 7-004).
1 I Aigua destil-lada.
pH 7.,4.
Bulliu-ho.
Afegiu-ho a una ampolla de vidre adient.
Esterilitzeu-ho a l'autoclau (20 min a 121°C).
Distribuiu-ho en plaques de Petri (Deltalab Eurotubo 200200).

Falkow, caldo base de descarboxilacions de (Difco 0872-02):
5 g/l Peptona.
1 g/l Dextrosa.
3 g/l Extracte de llevat.
0,02 g/l Purpura de bromocresol.
1 1 Aigua destil-lada.
+10 g/l NaCl.
+5 g/l L-Arginina (Merck 1543), L-Lisina (Fluka 62840), L-Ornitina (Merck 6906)
0 sense aminoacid.
pH 6,8.
Afegiu-ho a una ampolla de vidre adient.
Esterilitzeu-ho a 'autoclau (20 min a 121°C).
Distribuiu-ho en tubs aséptics de poliestiré (Deltalab Eurotubo 300903).
Afegiu-hi oli de vaselina (Panreac 141003) estéril, després d’inocular.

Fermentacions, caldo base de:
10 g/l Peptona (Difco 0118-01).
3 g/l Extracte de carn (Pronadisa 1700).
0,04 g/l Purpura de bromocresol (Panreac 171546).
10 g/l NaCl (Panreac 141659).
1 I Aigua destil-lada.
+10 g/l Arabinosa (Difco 0159-1), Lactosa (Panreac 141375), Manitol (Difco
0170-17/15), Manosa (Fluka 63580), Sacarosa (Panreac 131621),
Salicina (Sigma S-0625) o Sorbitol (Farmitalia 484705).
pH 6,8.
Afegiu-ho a una ampolla de vidre adient.
Esterilitzeu-ho a l'autoclau (20 min a 121°C).
Distribuiu-ho en tubs aséptics de poliestiré (Deltalab Eurotubo 300903).

Glucosat, caldo:

10 g/l Glucosa (Panreac 141341).
10 g/l Peptona (Difco 0118-01).
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3 g/l Extracte de carn (Pronadisa 1700).
10 g/l NaCl (Panreac 141659).
1 1 Aigua destil-lada.
pH 7,2.
Bulliu-ho.
Distribuiu-ho en tubs de vidre amb campana de Durham.
Esterilitzeu-ho a 'autoclau (20 min a 121°C).

Indole, medi:
10 g/l Triptona (Adsa 7-119).
1 g/l Triptofan (Merck 8374).
10 g/l NaCl (Panreac 141659).
1 I Aigua destil-lada.
pH 7,5.
Afegiu-ho a una ampolla de vidre adient.
Esterilitzeu-ho a l'autoclau (20 min a 121°C).
Distribuiu-ho en tubs aséptics de poliestiré (Deltalab Eurotubo 300903).

M-70, solucio:
Solucié A1:

1960 mg HiPO, (Fluka 79622).
29 mg ZnS047H,0 (Fluka 96500).
22 mg MnSO44H,0 (Panreac 131413).
6 mg H3;BO; (Panreac 131015).
3 mg Co(NOs3),:6H,0 (Merck 2536).
2,5 mg CuSO45H,0 (Probys 26199).
800 ml Aigua destil-lada.
Afegiu-ho a una ampolla de vidre adient.
Esterilitzeu-ho a 'autoclau (20 min a 121°C).

Solucié A2:

56 mg FeSO47H,0 (Merck 3965)
200 ml Aigua destil-lada.
Afegiu-ho a una ampolla de vidre adient.
Esterilitzeu-ho a I'autoclau (20 min a 121°C).

Solucié A = A1 + A2.
Solucié B1:

123 mg MgSO47H,0 (Merck 5886).

15 mg CaCl,-2H,0 (Panreac 141232).
250 ml Aigua destil-lada.
Afegiu-ho a una ampolla de vidre adient.
Esterilitzeu-ho a I'autoclau (20 min a 121°C).

Solucié B2:

2610 mg K;HPO, (Fluka 60355).

680 mg KH,PO, (Fluka 60230).

240 ml Aigua destil-lada.

Afegiu-ho a una ampolla de vidre adient.
Esterilitzeu-ho a I'autoclau (20 min a 121°C).
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Solucié B3:

10 g NaCl (Panreac 141659).
1 g (NH4)2:SO4 (Panreac 131140)
500 ml Aigua destil-lada.
Afegiu-ho a una ampolla de vidre adient.
Esterilitzeu-ho a I'autoclau (20 min a 121°C).

Solucié B = B1 + B2 + B3.
Solucié M-70 (pH 7,2) = solucié B + 10 ml solucio A.

Esterilitzeu per filtracié (filtre de xeringa de 0,2um, Nalgene 190-2520) les
solucions de compostos organics (a I'1 %, excepte els sucres que sera del 2
%): Acetat Na (Panreac 141633), L-Arabinosa (Difco 0159-1), L-Arginina (Merck
4351), D-Glucosa (Panreac 141341), L-Histidina (Merck 1543), L-Lactat Na
(Fluka 71718) o D-Manitol (Difco 0170-17).

Mescleu la solucid6 M-70 amb Ila solucié del compost organic en una proporcio
10:1, de manera que la concentracio final del compost organic sera del 0,1 %,
excepte en els sucres que sera del 0,2 %.

Distribuiu-ho en tubs aséptics de poliestiré (Deltalab Eurotubo 300903).

McConkey, agar (Adsa 1-118):

20 g/l Peptona.
10 g/l Lactosa.
2,5 g/l Sals biliars.
0,001 g/l Violeta cristall.
0,050 g/l Roig neutre.
5 g/ NaCl.
15 g/l Agar-agar.
1 I Aigua destil-lada.
pH 7,2.
Bulliu-ho.
Afegiu-ho a una ampolla de vidre adient.
Esterilitzeu-ho a l'autoclau (20 min a 121°C).
Distribuiu-ho en plaques de Petri (Deltalab Eurotubo 200200).

Mido, agar (Adsa 1-283):

5 g/l Peptona.
3 g/l Extracte de carn.
2 g/l Midé soluble.
15 g/l Agar-agar.
1 1 Aigua destil-lada.
+10 g/l NaCl.
pH 7,2.
Bulliu-ho.
Afegiu-ho a una ampolla de vidre adient.
Esterilitzeu-ho a 'autoclau (20 min a 121°C).
Distribuiu-ho en plaques de Petri (Deltalab Eurotubo 200200).

Mueller-Hinton, agar:

Mueller-Hinton, caldo.

+15 g/l Agar-agar (Adsa 7-004).
Bulliu-ho.
Afegiu-ho a una ampolla de vidre adient.
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Esterilitzeu-ho a 'autoclau (20 min a 121°C).
Distribuiu-ho en plaques de Petri (Deltalab Eurotubo 200200).

Mueller-Hinton, caldo (Adsa 2-136):
17,5 g/l Hidrolitzat de caseina.
4 g/l Extracte de carn.
1,5 g/l Mido.
1 I Aigua destil-lada.
+10 g/l NaCl.
pH 7,4.
Afegiu-ho a una ampolla de vidre adient.
Esterilitzeu-ho a l'autoclau (20 min a 121°C).
Distribuiu-ho en tubs aséptics de poliestiré (Deltalab Eurotubo 300903).

Nitrats, caldo de:
5 g/l Peptona (Difco 0118-01).
3 g/l Extracte de carn (Pronadisa 1700).
1 g/l KNOj; (Panreac 131524).
10 g/l NaCl (Panreac 141659).
1 1 Aigua destil-lada.
pH 7,0.
Afegir-ho a una ampolla de vidre adient.
Esterilitzeu-ho a 'autoclau (20 min a 121°C).
Distribuiu-ho en tubs aséptics de poliestiré (Deltalab Eurotubo 300903).

0/129 (2,4-diamino-6,7-di-iso-propilpteridina fosfat), disquets de 150 pg (Oxoid DD15).

O/F (medi basal per a I'oxidacié i la fermentacié de carbohidrats, Difco 0688-01-8):
2 g/l Triptona
0,3 g/l Fosfat dipotassic.
0,08 g/l Blau de bromotimol.
5 g/l NaCl.
2 g/l Agar-agar.
1 | Aigua destil-lada.
+5 g/l NaCl (Panreac 141659).
+10 g/l Glucosa (Panreac 141341).
pH 6,8.
Bulliu-ho.
Distribuiu-ho en tubs de vidre adients.
Esterilitzeu-ho a 'autoclau (20 min a 121°C).
Afegiu-hi oli de vaselina (Panreac 141003) estéeril a la meitat dels tubs.

ONPG, disquets (orto-nitrofenil-B-D-galacto-piranosa, Oxoid DD13).

Ringer (Scharlau 6-073):
2,250 g/l NaCl
0,105 g/l KCI
0,120 g/l KCl;,
0,050 g/l Bicarbonat sodic.
1 | Aigua destil-lada.
pH 7,2.
Afegiu-ho a una ampolla de vidre adient.
Esterilitzeu-ho a 'autoclau (20 min a 121°C).
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SIM (agar sulfhidric-indole-mobilitat):

20 g/l Peptona de caseina (Adsa 7-154).
6,6 g/l Peptona de carn (Adsa 7-152).
0,2 g/l Citrat amonicoferric (ICN 158040).
0,2 g/l Tiosulfat sodic (Probus).
10 g/l NaCl (Panreac 141659).

3 g/l Agar-agar (Adsa 7-004).

1 I Aigua destil-lada.
pH 7,3.
Bulliu-ho.
Distribuiu-ho en tubs de vidre.
Esterilitzeu-ho a l'autoclau (20 min a 121°C).

STB (caldo de tolerancia salina):
10 g/l Triptona (Adsa 7-119).
3 g/l Extracte de llevat (Difco 0127-01).
1 1 Aigua destil-lada.
+0,1,3,609 % NaCl (Panreac 141659).
pH 7,2.
Afegiu-ho a una ampolla de vidre adient.
Esterilitzeu-ho a 'autoclau (20 min a 121°C).
Distribuiu-ho en tubs aséptics de poliestiré (Deltalab Eurotubo 300903).

Sulfhidric de L-Cys:
Medi A:

10 g/l Peptona (Difco 0118-01).
4 g/l KCI (Panreac 141494).
10 g/l NaCl (Panreac 141659).
5 g/l Agar-agar (Adsa 7-004).
1 | Aigua destil-lada.
pH 7,2.
Bulliu-ho.
Distribuiu-ho en tubs de vidre.
Esterilitzeu-ho a l'autoclau (20 min a 121°C).
Mantingueu-ho a 45-50°C.

Medi B:

1 g/l L-cisteina-HCI (Fluka 30120).
1 g/l Citrat amonicofeérric (ICN 158040).
Esterilitzeu-ho per filtracio (filtre de xeringa de 0,2um, Nalgene 190-2520) en
una ampolla de vidre estéril.
Afegiu medi B als tubs amb medi A (1 B : 10 A) i remeneu suaument.

TCBS (agar tiosulfat-citrat-bilis-sacarosa, Adsa 1-190):
20 g/l Sacarosa.
5 g/l Peptona de caseina.
5 g/l Peptona de carn.
5 g/l Extracte de llevat.
10 g/l Citrat de sodi.
10 g/l Tiosulfat sodic.
5 g/l Bilis bovina.
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3 g/l Colat sodic.
1 g/l Citrat ferric.
0,04 g/l Blau de timol.
0,04 g/l Blau de bromotimol.
10 g/l NaCl.
14 g/l Agar-agar.
1 | Aigua destil-lada.
pH 8,6.
Bulliu-ho.
Afegiu-ho a una ampolla de vidre adient.
Esterilitzeu-ho a 'autoclau (20 min a 121°C).
Distribuiu-ho en plaques de Petri (Deltalab Eurotubo 200200).

Tolerancia a pHs extrems:
TSB.
pH 4,50 9,0.
Afegiu-ho a una ampolla de vidre adient.
Esterilitzeu-ho a l'autoclau (20 min a 121°C).
Distribuiu-ho en tubs aséptics de poliestiré (Deltalab Eurotubo 300903).

TSA (agar triptona de soja, Adsa 1-200):

15 g/l Peptona de caseina.
5 g/l Peptona de soja.
5 g/l NaCl.

15 g/l Agar-agar.
1 | Aigua destil-lada.

+5 g/l NaCl (Panreac 141659).

pH 7,3.

Bulliu-ho.

Afegiu-ho a una ampolla de vidre adient o distribuiu-ho en tubs de vidre (per a
cultius purs).

Esterilitzeu-ho a I'autoclau (20 min a 121°C).

Distribuiu-ho en plaques de Petri (Deltalab Eurotubo 200200) o inclineu els tubs
(per a cultius purs).

TSB (caldo triptona de soja, Adsa 2-200):
17 g/l Peptona de caseina.
3 g/l Peptona de soja.
2,5 g/l Dextrosa.
2,5 g/l Fosfat monopotassic.
5 g/l NaCl.
1 I Aigua destil-lada.
+5 g/l NaCl (Panreac 141659).
pH 7,3.
Afegiu-ho a una ampolla de vidre adient.
Esterilitzeu-ho a l'autoclau (20 min a 121°C).
Distribuiu-ho en tubs aséptics de poliestiré (Deltalab Eurotubo 300903).

Urea de Rustigian i Stuart, caldo (Difco 0272-02):
20 g/l Urea.
0,1 g/l Extracte de llevat.
9,5 g/l Fosfat disodic.
9,1 g/l Fosfat monopotassic.
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0,01 g/l Roig fenol.
+10 g/l NaCl (Panreac 141659).
pH 6,8.

Esterilitzeu-ho per filtracio (filtre de xeringa de 0,2um, Nalgene 190-2520) en

una ampolla de vidre estéril.
Distribuiu-ho en tubs aséptics de poliestiré (Deltalab Eurotubo 300903).

VPRM, caldo (Voges-Proskauer i roig de metil, Adsa 2-207):
7 g/l Peptona.
5 g/l Glucosa.
5 g/l Fosfat monopotassic.
1 | Aigua destil-lada.
+10 g/ NaCl (Panreac 141659).

pH 7,0.

Afegiu-ho a una ampolla de vidre adient.

Esterilitzeu-ho a l'autoclau (20 min a 121°C).

Distribuiu-ho en tubs aséptics de poliestiré (Deltalab Eurotubo 300903).

Xantina, agar:
5 g/l Peptona (Difco 0118-01).
3 g/l Extracte de carn (Pronadisa 1700).
5 g/l Xantina (Fluka 95490).
10 g/l NaCl (Panreac 141659).
15 g/l Agar-agar (Adsa 7-004).
1 | Aigua destil-lada.
Bulliu-ho.
Afegiu-ho a una ampolla de vidre adient.
Esterilitzeu-ho a 'autoclau (20 min a 121°C).
Distribuiu-ho en plaques de Petri (Deltalab Eurotubo 200200).

+: addicioneu al medi de cultiu comercial la substancia a la concentracié indicada.
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8.2. Reactius i colorants (MARQUES i al. 1996).

Barrit, reactiu de:
Solucié A: g-naftol (Merck 6223) al 6 % en etanol absolut (Panreac 141086).
Solucié B: KOH (Panreac 211514) al 40 % en aigua destil-lada.
Reactiu per a la prova del Voges-Proskauer.

Catalasa, reactiu de la:
H20, 10 vol. (Hansmed 76030).

Griess, reactiu de:
Griess I: acid sulfanilic (Fluka 86090) al 0,8 % en acid acétic (Panreac 121556) 5 N.
Griess II: dimetil-g-naftilamina (Fluka 70731) al 0,5 % en acid acétic 5 N.
Reactiu per a la prova de la reducci6 de nitrats.

Kovacs, reactiu de:
5 g Paradimetil-amino-benzaldehid (Panreac 161293).
75 ml Alcohol amilic (Panreac 131884).
Escalfeu-ho a 60°C, al bany Maria.
+25 ml HCI pur (Panreac 141020), gota a gota i en campana de gasos.
Reactiu per a la prova de la produccié d’indole.

Lugol, solucio de:
2 g Kl (Panreac 131542).
2 ml Aigua destil-lada
1 g lode resublimat (Panreac 141771).
Aforeu a 300 ml amb aigua destil-lada.
Solucié emprada en la tincié de Gram i en la prova de la hidrolisi de mido.

Oxidasa, reactiu de I’:
Tetrametil-p-fenilendiamoni (Fluka 878905) a I'1 % en aigua destil-lada.

Prepareu-ho a l'instant.

Roig de metil, reactiu del:
Roig de metil (Panreac 171617) al 0,04 % en etanol absolut (Panreac 141086).
Reactiu per a la prova del roig de metil.

Safranina:
10 ml Solucié alcohdlica de safranina (Panreac 251622) al 2,5 %.
100 ml Aigua destil-lada.
Solucié emprada en la tincié de Gram i en la determinacié de la morfologia cel-lular.

Violeta cristall:
Solucié A:
2 g Violeta cristall.

20 ml Alcohol etilic (Panreac 141086).
Solucié B:

0,8 g Oxalat amonic (Panreac 131136).

80 ml Aigua destil-lada.
Mescleu les solucions A i B.
Es recomanable filtrar el colorant abans d'utilitzar-lo.
Solucié emprada en la tincié de Gram.
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8.3. Tincions enzimatiques.

ADH (alcohol deshidrogenasa, EC 1.1.1.1):

Remeneu en un vas de precipitats i després aboqueu a una carmanyola:
100 ml Tris-HCI 0,2 M pH 8.
6 ml Etanol (Panreac 141086).
4 ml Isopropanol (Panreac 141090).
Poseu-hi el gel.
Prepareu en un vas de precipitats i després aboqueu a la carmanyola:

0,5 m PMS.
1 ml MTT.
2 ml NAD.

t= 3 h, a 37°C, a la foscor i en agitacio.
Atureu la reaccié amb aigua.
Lectura del gel.

ALD (alanina deshidrogenasa, EC 1.4.1.1):

Remeneu en un vas de precipitats i després aboqueu a una carmanyola:
100 ml Fosfats Na 0,2 M pH 7.
150 mg L-Ala (Merck 1007).

Poseu-hi el gel.

Prepareu en un vas de precipitats i després aboqueu a la carmanyola:

0,5 ml PMS.
1 ml MTT.
2 ml NAD.

t=1-2 h, a 37°C, a la foscor i en agitacio.
Atureu la reaccié amb aigua.
Lectura del gel.

C120 (catecol 1,2-dioxigenasa, EC 1.13.11.1):

Només es lleva el vidre xicotet, de manera que el gel quede en el vidre gran.
Seguidament es posa en una carmanyola, es posa damunt del gel paper de filtre
i després s’afegeix la soluci6 de tincio seguent:

100 ml Tris-HCI 0,02 M pH 7.
330 mg Pirocatecol (Fluka 15880).

t = 2-3 h, a 37°C, sense agitacio.

Traieu el paper de filtre i decanteu la solucié. Deixeu-ho aixi perqué s’acabe
d’oxidar 1-2 h més a temperatura ambient, a la llum.

Renteu amb aigua.

Lectura. Les bandes que apareixen poden ser causades per I'activitat tant de la
C210 com de la C230. Per a fer la lectura unicament de la C120, s’han de fer
en paral-lel gels amb extractes cel-lulars amb i sense tractament térmic (55°C, 10
min). Les bandes dels gels corresponents a les mostres tractades correspondran
a l'activitat C230 (resistent al tractament térmic), mentre que les bandes que no
apareixen en aquests gels perd si en aquells corresponents a les mostres sense
tractar, seran causades per I'activitat C120 (labil al tractament).

C230 (catecol 2,3-dioxigenasa, EC 1.13.11.2): veure C120.
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EST (esterasa, EC 3.1.1.1):

Prepareu en un vas de precipitats i protegiu de la llum:
100 ml Fosfats Na 0,2 M pH 7.
2 ml o—naftil acetat (Sigma N-8505) a I'1 % en acetona (Panreac 141007).
100 mg Fast Blue RR Salt (Sigma F-0500).
Filtreu-ho, protegit de la llum.
Aboqueu-ho a una carmanyola i poseu-hi el gel, rapidament.
t= 20 min, a 37°C, a la foscor i en agitacio.
Atureu la reaccié amb aigua.
Lectura del gel.

FUM (fumarasa, EC 4.2.1.2):

Remeneu en un vas de precipitats i després aboqueu a una carmanyola:
100 ml Tris-HCI 0,2 M pH 8.
100 U MDH (Sigma M-7508).
100 mg Acid fumaric (Sigma F-4633).

Poseu-hi el gel.

Prepareu en un vas de precipitats i després aboqueu a la carmanyola:

0,5 ml PMS.
1 ml MTT.
2 ml NAD.

t=2 h, a 37°C, a la foscor i en agitacio.
Atureu la reaccié amb aigua.
Lectura del gel.

G6P (glucosa-6-fosfat deshidrogenasa, EC 1.1.1.49):

Remeneu en un vas de precipitats i després aboqueu a una carmanyola:
90 ml HyOd.
10 ml Tris-HCI 0,5 M pH 7,1.
100 mg D-glucosa-6-fosfat (Sigma G-7250).
Poseu-hi el gel.
Prepareu en un vas de precipitats i després aboqueu a la carmanyola:

0,5 ml PMS.
1 ml MTT.
1 ml NADP.

t= 3 h, a 37°C, a la foscor i en agitacio.
Atureu la reaccié amb aigua.
Lectura del gel.

GD1 (glutamat deshidrogenasa depenent de NAD, EC 1.4.1.2):

Remeneu en un vas de precipitats i després aboqueu a una carmanyola:
100 ml Tris-HCI 0,2 M pH 8.
400 mg L-Glu (Panreac 142042).

Poseu-hi el gel.
Prepareu en un vas de precipitats i després aboqueu a la carmanyola:

0,5 ml PMS.
1 ml MTT.
2 ml NAD.

t= 4 h 40 min, a 37°C, a la foscor i en agitacio.
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Atureu la reaccié amb aigua.
Lectura del gel.

GOT (glutamat-oxalacetat transaminasa, EC 2.6.1.1):

Prepareu en un vas de precipitats i protegiu de la llum:

100 ml Tris-HCI 0,2 M pH 8.

200 mg L-Asp (Panreac 142034).

200 mg Acid o-cetoglutaric (Sigma K-1750).

2 mg Piridoxal-5-fosfat (Sigma P-9255).

200 mg Fast-blue-BB salt (Sigma F-0250).
Filtreu-ho, protegit de la llum.
Aboqueu-ho a una carmanyola i poseu-hi el gel, rapidament.
t=1h, a 37°C, a la foscor i en agitacio.
Atureu la reaccié amb aigua.

GP1 (gliceraldehid-3-fosfat deshidrogenasa depenent de NAD, EC 1.2.1.12):

Remeneu en un vas de precipitats i després aboqueu a una carmanyola:
80 ml Tris-HCI 0,2 M pH 8.
100 mg D-Fructosa-1,6-difosfat (Sigma F-0752).
50 mg NayHAsO47H,0 (Sigma A-6756).
10 U Aldolasa (Sigma A-1893).
Poseu-hi el gel.
Prepareu en un vas de precipitats i després aboqueu a la carmanyola:

0,5 ml PMS.
1 ml MTT.
2 ml NAD.

t=1 h 30 min, a 37°C, a la foscor i en agitacio.
Atureu la reaccié amb aigua.
Lectura del gel.

GP2 (gliceraldehid-3-fosfat deshidrogenasa depenent de NADP, EC 1.2.1.13):
Com GP1 perd amb 1 ml NADP en compte de NAD.
HEX (hexoquinasa, EC 2.7.1.1):

Remeneu en un vas de precipitats i després aboqueu a una carmanyola:
100 ml Gilicil-glicina 0,1 M pH 7,5.
2 ml MgCl, 0,1 M.
200 mg D-Glucosa (Panreac 141341).
50 mg ATP (Sigma A-2383).
10 U G6P (Sigma G-8878).
Poseu-hi el gel.
Prepareu en un vas de precipitats i després aboqueu a la carmanyola:

0,5 ml PMS.
1 ml MTT.
1 ml NADP.

t= 45 min, a 37°C, a la foscor i en agitacio.
Atureu la reaccié amb aigua.
Lectura del gel.
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IDH (isocitrat deshidrogenasa, EC 1.1.1.42):

Remeneu en un vas de precipitats i després aboqueu a una carmanyola:
100 ml Tris-HCI 0,2 M pH 8.
4 ml MgCl,0,1 M.
60 mg DL-Isocitrat trisodic (Sigma 1-1252).
Poseu-hi el gel.
Prepareu en un vas de precipitats i després aboqueu a la carmanyola:

0,5 m PMS.
1 ml MTT.
1 ml NADP.

t= 15-45 min, a 37°C, a la foscor i en agitacio.
Atureu la reaccié amb aigua.
Lectura del gel.

IPO (indofenol oxidasa, EC 1.15.1.1):

Remeneu en un vas de precipitats i després aboqueu a una carmanyola:
80 ml Tris-HCI 0,2 M pH 8.
4 ml MgCl; 0,1 M.
Poseu-hi el gel.
Prepareu en un vas de precipitats i després aboqueu a la carmanyola:
1 m MTT.
0,5 ml PMS.
2 ml NAD (se’n pot prescindir).
t=1 h -1 h 30 min, a temperatura ambient, llum de flexo a prop.
Lectura del gel.

LAP (leucina aminopeptidasa, EC 3.4.1.1):

Prepareu en un vas de precipitats i protegiu de la llum:
100 ml Fosfat K 0,1 M pH 5,5.
2 m MgCl, 0,1 M.

60 mg L-Leu B-naftilamida (Sigma L-0376).

40 mg Fast Black K Salt (Sigma F-7253).
Filtreu-ho, protegit de la llum.
Aboqueu-ho a una carmanyola i poseu-hi el gel, rapidament.
t= 1 h, a 37°C, a la foscor i en agitacio.
Atureu la reaccié amb aigua.
Lectura del gel.

LDH (lactat deshidrogenasa, EC 1.1.1.27):

Remeneu en un vas de precipitats i després aboqueu a una carmanyola:
100 ml Gilicil-glicina 0,1 M pH 7,5.
500 mg L-Lactat Na (Fluka 71718).
20 mg Fructosa-1,6-difosfat (Sigma F-0752).
Poseu-hi el gel.
Prepareu en un vas de precipitats i després aboqueu a la carmanyola:

0,5 ml PMS.
1 ml MTT.
2 ml NAD.

t=1-2 h, a 37°C, a la foscor i en agitacio.
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Atureu la reaccié amb aigua.
Lectura del gel.

MDH (malat deshidrogenasa, EC 1.1.1.37):

Remeneu en un vas de precipitats i després aboqueu a una carmanyola:
90 ml Tris-HCI 0,2 M pH 8.
4 ml Acid malic 2 M.
Poseu-hi el gel.
Prepareu en un vas de precipitats i després aboqueu a la carmanyola:

0,5 m PMS.
1 ml MTT.
2 ml NAD.

t= 15-20 min, a 37°C, a la foscor i en agitacio.
Atureu la reaccié amb aigua.
Lectura del gel

ME (enzim malic, EC 1.1.1.40):

Remeneu en un vas de precipitats i després aboqueu a una carmanyola:
80 ml Tris-HCI 0,2 M pH 8.
6 ml Acid malic 2 M.
4 ml MgCl; 0,1 M.
Poseu-hi el gel.
Prepareu en un vas de precipitats i després aboqueu a la carmanyola:

0,5 ml PMS.
1 ml MTT.
1 ml NADP.

t=1h-1h 30 min, a 37°C, a la foscor i en agitacio.
Atureu la reaccié amb aigua.
Lectura del gel.

NSP (nucleosid fosforilasa, EC 2.4.2.1):

Col-loqueu primer el gel a la cubeta.
Aneu remenant en un vas de precipitats i protegiu de la llum:
80 ml Fosfats Na 0,2 MpH 7.
40 mg Inosina (Sigma I-4125).
300 Ml Xantina oxidasa (Sigma X-4875).
1 ml MTT.
0,5 ml PMS.
Mentrestant, bulliu:
25 ml Tris-HCI 0,2 M pH 8.
500 mg Agar-agar (Adsa 7-004).
Aboqueu-ho al vas, remeneu-ho rapidament i aboqueu-ho tot damunt del gel.
t= 15-30 min, a temperatura ambient i exposat a una llum directa.
Lectura del gel.
No es pot conservar, ja que la reaccio té lloc a 'agar-agar per difusio.

PGl (fosfoglucoisomerasa, EC 5.3.1.9):

Remeneu en un vas de precipitats i després aboqueu a una carmanyola:
50 ml Tris-HCI 0,2 M pH 8.
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0,6 ml MgCl, 0,1 M.
20 mg D-Fructosa-6-fosfat (Sigma F-3627).
6 U G6P (Sigma G-8878).
Poseu-hi el gel.
Prepareu en un vas de precipitats i després aboqueu a la carmanyola:

0,5 m PMS.
1 ml MTT.
600 wl NADP.

t=1 h 30 min, a 37°C, a la foscor i en agitacio.
Atureu la reaccié amb aigua.
Lectura del gel.

PGM (fosfoglucomutasa, EC 2.7.5.1):

Remeneu en un vas de precipitats i després aboqueu a una carmanyola:
75 ml HOd.
15 ml Tris-HCI 0,2 M pH 8.
5 ml MgCl; 0,1 M.
10 mg o-D-Glucosa-1-fosfat (Sigma G-1259).
50 U G6P (Sigma G-8878).
Poseu-hi el gel.
Prepareu en un vas de precipitats i després aboqueu a la carmanyola:

0,5 ml PMS.
1 ml MTT.
50 ul NADP.

t= 2 h, a 37°C, a la foscor i en agitacio.
Atureu la reaccié amb aigua.
Lectura del gel.

THD (treonina deshidrogenasa, EC 1.1.1.103):

Remeneu en un vas de precipitats i després aboqueu a una carmanyola:
100 ml Fosfats Na 0,2 M pH 7.
200 mg L-Thr (Merck 8411).

Poseu-hi el gel.

Prepareu en un vas de precipitats i després aboqueu a la carmanyola:

0,5 ml PMS.
1 ml MTT.
2 ml NAD.

t= 3 h, a 37°C, a la foscor i en agitacio.
Atureu la reaccié amb aigua.
Lectura del gel.

194



Annexos

8.4. Solucions amortidores i reactius de tincio.

Acid malic 2 M:
160 g NaOH (Panreac 141686).
268 g Acid malic (Merck 1.00381.0025).
— 1 1 Aigua destil-lada (H.Od.).

Observacions: dissoldre primer la sosa en una botella de vidre en un bany amb gel
perqué augmenta moltissim la T2 i una volta refredat afegir 'acid a poc a poc i
anar remenant. Utilitzeu ulleres de seguretat i guants.

Conserveu-la a temperatura ambient.

Emprada en els seglents enzims: MDH i ME.

APS 10 %:
1 g APS (persulfat amonic, Pharmacia 17-1311-01).
— 10 ml HOd.

Distribuiu-la en aliquotes de 500ul i conserveu-les a —20°C.

BBF 0,05 % (solucid blau de bromofenol):
2 ml Tris-HCI 0,2 M pH 8.
8 ml Glicerol (Merck 40914).
0,005 g Blau de bromofenol (Ferosa 170382).
Conserveu-la en refrigeracio.

Fosfat K 0,1 M pH 5,5:
13,61 g KH.PO, (PM= 136,09) (Fluka 60230).
-1 1 HOd.
Ajusteu el pH amb NaOH 1 N.
Conserveu-la en refrigeracio.
Emprada en els seglents enzims: LAP.

Fosfats Na 0,2 M pH 7,0:
195 ml NaH,PO4 0,2 M:
15,6 g NaH;PO42H,0 (PM= 156,01) (Panreac 141677).
— 500 ml H.Od.
305 ml Na;HPO4 0,2 M:
14,2 g NaHPO4 (PM= 141,96) (Fluka 71642).
— 500 ml H.Od.
—1 1 HOd.
Conserveu-la en refrigeracio.
Emprada en els seglents enzims: ALD, EST, NSP, THD.

Fosfats Na 50 mM pH 7,5:
50 ml NaH,PO4 50 mM:
3,9 g NaH2P04'2H20.
— 500 ml H.Od.
175 ml NayHPO4 50 mM:
3,5 g NazHPO4.
— 500 ml H.Od.
Esterilitzeu-la a I'autoclau (20 min a 121°C).
Conserveu-la en refrigeracio.
Emprada en I'obtencié d’extractes cel-lulars.
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Glicil-Glicina 0,1 M pH 7,5:
11,3 g Glicina (Panreac 141340).
-1 1 HOd.
Ajusteu el pH amb KOH 1M.
Conserveu-la en refrigeracio.
Emprada en els seglents enzims: HEX, LDH.

HCI 1 N:
104 ml HCI 35 % (PM= 36,47) (Panreac 141019).
—1 1 H)Od.
Observacions: prepareu-ho en una campana de fums amb guants, mascareta i
ulleres.
Conserveu-la a temperatura ambient.

KOH 1 M:
6,23 g KOH 90 % (PM=56,11) (Panreac 211514).
— 100 ml HOd.
Conserveu-la a temperatura ambient.

MgCl20,1 M:
2,03 g MgCl; - 6H,0 (PM= 203,31) (Chemika 63065).
— 100 ml HyOd.
Conserveu-la a temperatura ambient.

MTT 1,25 %:
125 mg MTT (bromur 3-[4,5-dimetil-tiazolil-2]-2,5-difeniltetrazole, Sigma M-
2128).
— 10 ml HxOd.
Conserveu-la tapada i en refrigeracio.
PMS 1 %:
100 mg PMS (fenazina metasulfat o N-metildibenzopirazina metil sulfat, Sigma
P-9625).
— 10 ml HxOd.

Conserveu-la tapada i en refrigeracio.

NAD 1 %:
100 mg NAD (B-nicotinamida adenina dinucleotid, Boehringer Mannheim 127981).
— 10 ml HxOd.
Conserveu-la tapada i en refrigeracio.

NADP 1 %:
100 mg NADP (B-nicotinamida adenina dinucleotid fosfat, Sigma N-3886).
— 10 ml HxOd.
Distribuiu-la en aliquotes d’1 ml i conserveu-les a —20°C.

NaOH 1 N:
4,17 g NaOH 96 % (PM= 40) (Panreac 141686).
— 100 ml HOd.
Conserveu-la a temperatura ambient.
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Solucié de rentat:
60 ml Etanol absolut (Panreac 141086).
10 ml Gilicerol (Panreac 141339).
— 500 ml HyOd.
Conserveu-la en refrigeracio.

TEMED (N,N,N,N’.N’-tetrametiletilendiamina, Pharmacia-Biotech 17-1312-01).

Tris-HCI:
Tris-hidroximetil-aminoeta (PM= 121,14) (Fluka 93352).
Per a baixar el pH es necessita molt HCI:
Peseu el Tris.
Remeneu amb H,Od. perd deixant un cert volum per completar.
Ajusteu el pH amb HCI1 N o 5 N.
Enraseu al volum desitjat.
Torneu a ajustar el pH.
Concentracions de Tris-HCI utilitzades:
0,02M pHT: 0,61g Tris en 250 ml. Emprada en els seglents enzims:
C120, C230.
0,125M pH6,8: 7,57g Tris en 500 ml. Emprada en la solucié del gel
iniciador.
0,2M pH8: 24,23g Tris en 1 1. Emprada en els seguents enzims: ADH,
FUM, GD1, GOT, GP1, GP2, IDH, IPO, MDH, ME, NSP, PGl i

PGM.

04M pH8,8: 48,46g Tris en 1 |. Emprada en la soluci6 del gel
separador.

0,5M pH7,1: 30,299 Tris en 500ml. Emprada en els seguents enzims:
G6P.

Conserveu-les en refrigeracio.

Tris-Glicina 0,19 M pH 8,3:
15,1 g Tris-hidroximetil-aminoeta 0,025 M (PM= 121,14) (Fluka 93352).
71,3 g Gilicina 0,19 M (PM= 75,07) (Panreac 141340).
— 1 | HyOd. (solucié x5)
Conserveu-la en refrigeracio.
A I'hora d'utilitzar-la, diluiu-la amb H>Od., enrasanta 5 I.
Es la solucié d’electroforesi.

—: aforeu al volum final indicat.
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8.6. Abreviacions.

AD: agar dextrina.
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AP: aigua de peptona.

APS: persulfat amonic.

APW: aigua de peptona alcalina.

Asp: aspartat.

ATCC: Col-leccié Americana de Cultius-Tipus.
ATP: adenosina trifosfat.

BBF: soluci6 blau de bromofenol.

bv.: biovar.

C120: catecol 1,2-dioxigenasa.

C230: catecol 2,3-dioxigenasa.

CECT: Col‘leccié Espanyola de Cultius-Tipus.
Cys: cisteina.

DNA: acid desoxiribonucleic.

EST: esterasa.

ET: tipus electroforétic.

FAME: ésters metilats dels acids grassos.

FUM: fumarasa.

G+C: guanina i citosina.

G6P: glucosa-6-fosfat deshidrogenasa.

GD1: glutamat deshidrogenasa depenent de NAD.
Glu: glutamat.

GOT: glutamat-oxalacetat transaminasa.

GP1: gliceraldehid-3-fosfat deshidrogenasa depenent de NAD.
GP2: gliceraldehid-3-fosfat deshidrogenasa depenent de NADP.
h: diversitat genética.

H: diversitat genética mitjana.

HEX: hexoquinasa.
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HG: grup d’hibridacié DNA-DNA.

la: index d’associacio.

IDH: isocitrat deshidrogenasa.

IPO: indofenol oxidasa.

LAP: leucina aminopeptidasa.

LDC: lisina descarboxilasa.

LDH: lactat deshidrogenasa.

LMG: Col-leccié Belga de Cultius-Tipus

LPS: lipopolisacarid.

MDH: malat deshidrogenasa.
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Sp.: espéecie.

Spp.: espécies.

Sswm: coeficient de concordanca simple de Sokal-Michener.
STB: caldo de tolerancia salina.

subsp.: subespécie.

TCBS: agar tiosulfat - citrat - bilis - sacarosa.
TEMED: N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina.
THD: treonina deshidrogenasa.

Thr: treonina.

Tm: temperatura de fusio.

TSA: agar triptona de soja.

TSB: caldo triptona de soja.

UPGMA: analisi de dades binaries per la mitjana aritmética.

Ve: variancia esperada.
Vo: variancia observada.
VP: Voges-Proskauer.

VPRM: caldo Voges-Proskauer i roig de metil.
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Aims: To study the phenotypic characteristics of Aeromonas spp. from environmental and
clinical samples in Spain and to cluster these strains by numerical taxonomy.

Methods and Results: A collection of 202 Aeromonas strains isolated from bivalve molluscs,
water and clinical samples was tested for 64 phenotypic properties; 91% of these isolates were
identified at species level. Aeromonas caviae was predominant in bivalve molluscs and Aerom.
bestiarum in freshwater samples. Cluster analyses revealed eight different phena: three
containing more than one DNA-DNA hybridization group but including strains that belong to
the same phenospecies complex (Aerom. hydrophila, Aerom. sobria and Aerom. caviae), Aerom.
encheleia, Aerom. trota and three containing unidentified Aeromonas strains isolated from bivalve
molluscs.

Conclusions: Aeromonas spp. are widely distributed in environmental and clinical sources. A

selection of 16 of the phenotypical tests chosen allowed the identification of most isolates

(91%), although some strains remain unidentified, mainly isolates from bivalve molluscs,

suggesting the presence of new Aeromonas species. Numerical taxonomy was not in total

concordance with the identification of the studied strains.

Significance and Impact of the Study: Numerical taxonomy of Aeromonas strains isolated

from different sources revealed the presence of potentially pathogenic Aeromonas spp.,

especially in bivalve molluscs, and phena with unidentified strains that suggest new Aeromonas

species.

INTRODUCTION

The genus Aeromonas consists of ubiquitous, oxidase-
positive, facultatively anaerobic, Gram-negative Y-proteo-
bacteria autochthonous to aquatic environments. These
bacteria are usual microbiota as well as primary or secondary
pathogens of fish, amphibians and other exothermic animals
and some motile species (mainly Aeromonas caviae, Aerom.
hydrophila and Aerom. veronii bv. sobria) are opportunistic
pathogens of humans (Janda and Abbott 1998).

Since the first DNA-DNA hybridization study performed
in Aeromonas (Popoff et al. 1981) and the description of
the genus with four phenospecies (Aerom. caviae, Aerom.

Correspondence to: Dr M.C. Fuste’ Munne, Departament Microbiologia i Parasito-
logia Samitaries, Facultat de Farmacia, Divisio’ IV, Universitat de Barcelona, Av.
FJoan XXIII, s/n 08028 Barcelona, Spain (e-mail: mcfuste@farmacia.far.ub.es).

hydrophila, Aerom. salmonicida and Aerom. sobria) in Bergey’s
Manual of Systematic Bacteriology (Popoff 1984), 17 hybrid-
ization groups (HGs) have been assigned: Aerom. hydrophila
HGI1, Aerom. bestiarum HG2, Aerom. salmonicida HG3,
Aerom. caviae HG4, Aerom. media HGS5, Aerom. eucrenophila
HG®6, Aerom. sobria HG7, Aerom. veronii bv. sobria HGS,
Aerom. jandaei HGY, Aerom. veronii bv. veronii HGI0,
unnamed HG11, Aerom. schuberrii HG12, unnamed HG13
(enteric group 501), Aerom. trota HG14, Aerom. allosacch-
arophila HG15, Aerom. encheleia HG16 and Aerom. popoffii
HG17 (Allen et al. 1983; Farmer et al. 1986; Hickman-
Brenner et al. 1987; Hickman-Brenner ez al. 1988; Schubert
and Hegazi 1988; Kuijper et al. 1989; Altwegg et al. 1990;
Carnahan er a/. 1991a; Carnahan er a/. 1991b; Carnahan
et al. 1991c; Martinez-Murcia et al. 1992; Esteve et al. 1995;
Ali et al. 1996; Huys et al. 1997).
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The sudden description of such a high number of geno-
species in Aeromonas has meant that most laboratories (e.g.
clinical) have not discriminated among the species that
belong to the Aerom. hydrophila, Aerom. caviae and Aerom.
sobria complex (Janda and Abbott 1998) because of the large
number of phenotypic tests required for an accurate
biochemical identification of all genospecies (Altwegg et al.
1990; Abbott er al. 1992; Kimpfer and Altwegg 1992; Janda
et al. 1996; Oakey et al. 1996, Carson et al. 2001).

Although several numerical studies of Aeromonas strains
have been performed (Kimpfer and Altwegg 1992; Carna-
han and Joseph 1993; Esteve 1995; Noterdaeme ¢ al. 1996;
Kaznowski 1997), none of them included isolates from
bivalve molluscs.

The present study was undertaken to identify Aeromonas
strains isolated from different sources and to cluster them by
numerical taxonomy.

MATERIALS AND METHODS
Bacterial strains

A total of 220 strains was analysed. These included 101
Aeromonas isolated from six fresh water samples in Spain: 75
from drinking water springs (Montseny 1, Montseny 2 and
Hostalets de Balenya, Barcelona), 15 from a non-drinking
water spring (El Preventori, Alcoi, Alacant), 10 from a pond
pool (Hostalets de Balenya, Barcelona) and an isolate from a

Table 1 Type or reference strains used in this study

drinking water distribution system (kindly provided by Dr
X. Lizana).

Eighty-eight Aeromonas strains were isolated from marine
bivalve molluscs from different retail markets in Barcelona
(Spain).

Thirteen Aeromonas strains were kindly donated from a
variety of clinical sources: 11 by Dr G. Prats (Hospital de
Sant Pau i la Santa Creu, Barcelona) and two by Dra C.
Segura (Hospital Duran i Reynals, Barcelona). Finally, 18
type and reference strains from CECT (Spanish Type
Culture Collection) were also included (Table 1).

Phenotypic characterization

Each strain was tested for 64 phenotypic properties. Unless
otherwise stated, incubations were performed at 25°C
(Oakey er al. 1996) and all media contained 1% (w/v)
NaCl, provided as such or supplemented at the laboratory
(Holt et al. 1994).

Oxidase-positive, glucose-fermentative, Gram-negative
rods with non-swarming production, no sodium require-
ments, absence of growth at 9% NaCl and resistance to
vibriostatic agent O/129 were presumptively identified as
Aeromonadaceae and stored in tryptone soy broth (TSB)
with 20% (v/v) glycerol at —40°C until further analyses
were carried out.

The KOH method (Fluharty and Packard 1967) was used
to determine the Gram reaction, although Gram staining

Phenon Taxon Type or reference strains Source of isolation

Ia Aerom. bestiarum CECT 42277 = ATCC 51108  Fish

Id Aerom. hydrophila CECT 8397 = ATCC 7966" Tin of milk with fishy odour

II Aerom. encheleia CECT 43427 = ATCC 51929"  Healthy European eel

111 Aerom. jandaei CECT 42287 = ATCC 495687 Human stool of patient with diarrhoea
111 Aerom. sobria CECT 42457 = ATCC 43979 Cyprinus carpio (carp)

IVb Aerom. caviae CECT 838" = ATCC 15468" Epizootic of young guinea pig

IVb Aerom. eucrenophila CECT 42247 = ATCC 233097 Fresh water fish

VIII Aerom. trota CECT 42557 = ATCC 496577  Human stool

VIII Aerom. enteropelogenes CECT 44877 = ATCC 49803" Human faeces

Unclustered strains:
Aerom. allosaccharophila
Aerom. media

CECT 41997 = ATCC 51208"
CECT 42327 = ATCC 33907"

Diseased elver of Anguilla anguilla (eel)
Fish farm effluent

Aerom. salmonicida subsp. salmonicida
Aerom. schubertii

Aerom. veronii biovar sobria

Aerom. veronii biovar veronii

Vibrio cholerae

V. furnissii

Escherichia coli

CECT 894T = ATCC 336587
CECT 42407 = ATCC 43700"
CECT 4246 = ATCC 9071

CECT 42577 = ATCC 356247
CECT 5147 = ATCC 140357
CECT 42037 = ATCC 35016"
CECT 405 = ATCC 10536

Salmo salar (Atlantic salmon)

Forehead abscess

Infected frog suffering from red-leg disease
Sputum of drowning victim

Human faeces

Human faeces

CECT, Spanish Type Culture Collection; ATCC, American Type Culture Collection; *, type strain.
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(Hucker staining method) was performed when results were
doubtful. The oxidation—fermentation test was performed in
O/F basal medium (Difco) supplemented with 1% (w/v)
glucose following Hugh and ILeifson (1953).

The following tests were carried out as described
elsewhere (Gerhardt es al. 1994): cell shape; cytochrome
oxidase; catalase activity (methods 1 and 2); swarming
motility on tryptone soy agar (T'SA) and citrate utilization
(Simmons’ citrate agar, method 1) after 7 d; gas produc-
tion from D-glucose (method 1) and f-haemolysis of
sheep blood (method 1) after 48 h; indole production
(method 2), methyl red and Voges—Proskauer reactions,
esculin (but with 0-1% esculin and 0-1% ferric ammoni-
um citrate) and starch hydrolyses after 72 h and DNAse
test (method 1) after 4 d.

Motility and hydrogen sulphide production from thiosul-
phate were tested on hydrogen sulphide indol motility
(SIM) medium after 72 h. Motility was verified in overnight
cultures in peptone water by microscopic examination when
there were doubts. ff-galactosidase activity was assessed
following the manufacturer’s instructions (o-nitrophenyl-f-
d-galacto-pyranoside [ONPG] discs; Oxoid).

The production of a brown diffusible pigment was
visually determined after 7 d on TSA medium; growth at
different temperatures was determined on TSB after 15 d at
4°C and after 24 h at 25, 36 and 45°C; growth at pH 4-5 and
9-0 was tested on TSB after 48 h; growth on MacConkey,
aeromonas dextrin agar (AD) (m-Aeromonas selective agar
base of Havelaar; Havelaar ez al. 1987) and thiosulphate
citrate bile salts sucrose agar (TCBS) media was examined
after 48 h. Yellow colonies on AD medium were indicative
of acid production from dextrin after 48 h.

The following tests were performed as described else-
where (MacFaddin 1981): the nitrate reduction test was
carried out in nitrate broth after 48 h, the urease test
(Rustigian and Stuart’s urea broth) after 48 h and the lysine
(LDC) and ornithine (ODC) decarboxylases and arginine
dehydrolase (ADH) tests in Falkow decarboxylase broth
after 4 d. Arbutin hydrolysis was carried out as reported
elsewhere (Janda et al. 1984).

The salt tolerance test [0, 1, 3, 6 and 9% (w/v) NaCl] was
carried out following Twedt (1978) after 72 h. Acid
production from 1% (w/v) of the following substrates
(Twedt 1984), 1.-arabinose, D-lactose, D-mannose, D-mann-
itol, salicin, D-sorbitol and sucrose, was determined after
7 d.

The utilization of substrates as sole carbon sources was
studied on M70 medium (Véron 1975; Popoff and Lallier
1984). The following substrates [0-2% (w/v) sugars, 0-1%
(w/v) others] were filter sterilized: acetate, I-arabinose,
L-arginine, L-histidine, L-lactate and D-mannitol. Bacterial
growth was examined for 14 d. Hydrogen sulphide from
cysteine after 4 d and elastase production after 15 d were

according to Popoff and Lallier (1984). Hydrolysis of
xanthine after 15 d was determined following Phillips and
Nash (1985).

Susceptibility to the vibriostatic agent O/129 (150 ug;
Oxoid) and the following antibiotics (Biomerieux, Marcy
I’Etoile, France): ampicillin (10 ug), cephalothin (30 ug),
colistin (50 ug), polymyxin B (300 U), streptomycin
(10 ug) and tetracyclin (30 ug) was tested by the disc
diffusion method (Jorgensen et al. 1999).

Coding of data and computer analysis

Test results were classified as 1 for positive and 0 for
negative. Data were analysed using the NTSYS® (Numer-
ical Taxonomy and Multivariance Analysis System, version
1.8; Rohlf 1993) program. Similarities were calculated using
the Sgy (simple matching coefficient) and clustered by
UPGMA (unweighted pair group method with arithmetic
mean analysis). Results are expressed in a dendrogram
(Fig. 1) and the co-phenetic correlation coefficient (r) was
calculated to validate the clustering of strains (Sneath and

Sokal 1973).

Test reproducibility

The test error was evaluated by examining 22 strains in
duplicate (10% of the total strains) according to the method
suggested by Sneath and Johnson (1972).

RESULTS

Identification and distribution of Aeromonas
species

All Aeromonas strains were positive for rod morphology,
glucose oxidation—fermentation, oxidase, O/129 resistance,
nitrate reduction, growth at 0, 1 and 3% NaCl, growth at
pH 9, 25 and 36°C (except Aerom. salmonicida subsp.
salmonicida CECT 894"), growth on AD agar and acid
production from mannitol (except Aerom. schubertii CECT
4240") and negative for Gram reaction, growth at 9% NaCl,
swarming motility, urea and xanthin hydrolysis. The results
of the remaining tests are shown in Table 2.

A selection of 16 phenotypic tests (marked with an asterisk
in Table 2) allowed the identification of HGs described in
the genus Aeromonas. Most species were differentiated by
three or more tests, although there were some exceptions.
The species belonging to the Aerom. hydrophila complex
(Aerom. hydrophila HG1, Aerom. bestiarum HG2 and Aerom.
salmonicida HG3) were differentiated on the basis of sorbitol
fermentation and lactate assimilation. Aeromonas eucreno-
phila (HG6) could be discriminated from Aerom. caviae
(HG4) by gas production from glucose and from Aerom.

© 2002 The Society for Applied Microbiology, Journal of Applied Microbiology, 93, 420-430
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Phenon Identification (no. of strains)

Aerom. bestiarum (72)

Aerom. salmonicida (6)
Aerom. hydrophila (1)

Aerom. hydrophila complex (1)

Aerom. salmonicida (11)
o Aerom. bestiarum (5)
Aeromonas sp. (1)

Aerom. salmonicida (8)
Ic Aerom. hydrophila complex (2)
Aerom. hydrophila (1)

ld — Aerom. hydrophila (5)

I —» Aerom. encheleia (2)
Aerom. sobria (11)

n Aerom. jandaei (1)
Aeromonas sp. (1)

Yo

N Aerom. caviae (39)
a
Aeromonas sp. (1)

Aerom. caviae (23)
Wb < Aerom. eucrenophila (1)
Aeromonas sp. (1)

v —» Aeromonas sp. (2)
vi —» Aeromonas sp. (5)
Vil == Aeromonas sp. (2)

IAAL

] _

viil—» Aerom. trota (2)

Fig. 1 Simplified dendrogram at 89% Sgy \ .
using UPGMA 60 70

encheleia (HG16) by LDC and arabinose fermentation.
Sucrose fermentation allowed differentiation between Aerom.
sobria (HG7) and Aerom. jandaei (HGY). Aeromonas jandaer
was differentiated from Aerom. popoffii (HG17) on the basis
of LDC and growth on lactate. Finally, arabinose fermen-
tation and starch hydrolysis results were opposite in Aerom.
sobria (HG7) and Aerom. veronii bv. sobria (HGS).

A high percentage (91:1%) of Aeromonas isolates was
identified at species level. The distribution of Aeromonas
species varied depending on the sample. In fresh water, all
isolates were identified and the predominant species was
Aerom.  bestiarum (74:3%), followed by Aerom. caviae
(18:8%) and Aerom. salmonicida (5%). In bivalve molluscs,
the predominant species was Aerom. caviae (45-5%),
followed by Aerom. salmonicida (22-7%) and Aerom. sobria

80 920 100% Sgm

(6:8%). In this case, 19:3% of isolates remained unidenti-
fied. Clinical isolates were identified as Aerom. caviae
(30-8%), Aerom. hydrophila (30-8%) and Aerom. sobria
(30-89%) and an isolate could not be identified.

Structure of the dendrogram

Eight clusters, comprising at least two strains each, were
defined at 89% Sqgn while 16 strains remained unclustered
(Fig. 1).

Phenon I, defined at 89% Sgn;, contained 113 strains,
including two type strains (Aerom. hydrophila CECT 839"
and Aerom. bestiarum CECT 42277). All strains belonged
to the Aerom. hydrophila complex (Aerom. hydrophila,
Aerom. bestiarum and Aerom. salmonicida species), except an
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Table 2 Phenotypic characteristics of phena and unclustered strains analysed in this study

Phena

I Ia Tb Ic Id 11 III v IVa IVb A% VI

HGTY

2 3 3 1 16 7 4 4 - -

No. of strains

113 80 17 11 5 2 13 65 40 25 2 5
Motility + + + 89 83 + + +
Brown soluble pigment* - - - - - 20
Catalase 99 + + 91 + + + + + +
Gas from glucose* 99 + 94 + + + + 2 - 4 + -
ONPG + + + 97 95 + + +
Methyl red 68 81 41 36 20 50 31 + + +
Voges—Proskauer® 96 + 82 91 + 50 + - + -
Arginine dihydrolase + + + 65 70 56 + 60
Lysine decarboxylase* + + + 2 - 4 + -
Ornithine decarboxylase* — — - - - - -
Production of:
Indole* 99 + 94 + + + + 98 98 + + -
H,S from thiosulphate 93 99 76 73 + + + 42 15 84 50 -
H,S from L-cysteine® 99 + 94 + + + + 15 3 36 - -
Growth:
6% NaCl 1 1 - - - - - 5 8 - - -
4°C 96 + + + 20 + + 95 95 96 + +
45 °C 7 9 - - 20 + - 5 5 4 - -
MacConkey 99 99 + + + + + + + +
TCBS 99 99 + + + + 92 68 53 92 + 80
pH = 45 1 1 - - - - - - - -
Hydrolysis of:
Arbutin® + + - 95 98 92 + +
DNA + + + 98 98 + + +
Elastin* 82 79 88 91 + - - — -
Erythrocytes 93 99 65 91 + 50 92 17 20 12 - 40
Esculin® + + 8 98 98 + + +
Starch* + + + + + 40
Acid from:
Arabinose*® 98 + + + 60 - 23 98 98 + + +
Dextrin 99 + + 91 + + + + + 40
Lactose 9 - 18 64 - - 15 75 80 68 + -
Mannitol* + + + + + +
Mannose + + + 91 85 + + +
Salicin 88 89 82 82 + + 8 94 95 92 + 20
Sorbitol* 25 8 71 91 - - - 8 13 - - -
Sucrose* + + 92 + + +
Utilization of:
Acetate 98 + 94 + 80 50 85 95 98 92 + 80
Arabinose 97 + + + 40 — 15 97 95 + + +
Arginine 99 + 94 + + + + + + +
Citrate 73 70 82 82 80 - 85 66 83 40 + +
Histidine + + + + + +
L-lactate® 8 1 - 27 + - 8 58 95 - 50 40
Mannitol + + + 98 98 + + +
Resistance to:
Ampicillin + + 92 98 98 + + 80
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Table 2 Continued

Phena
1 Ia Ib Ic Id II III v IVa IVb \ VI
HGT
2 3 3 1 16 7 4 4 - _
No. of strains
113 80 17 11 5 2 13 65 40 25 2 5
Cephalothin + 50 15 92 88 + + 60
Colistin 58 79 - 18 20 - 8 2 - 4 - -
Polymyxin B 48 64 - 18 20 - 8 - - -
Streptomycin 50 48 82 - 80 - 46 43 33 60 - -
Tetracyclin - 6 - - - - 3 5 — _ _
Phena
viI VIII 95M 290T 292C 899T 912T 9240 A15CL
HGYt
- 14 - - - - - - 4
No. of strains
2 2 1 1 1 1 1 1 1
Motility 50 + + + + + + + —
Brown soluble pigment* - - - - - - — — _
Catalase + + + + _ + + + +
Gas from glucose* — + - + - — — _ _
ONPG + + + + + + + + +
Methyl red + + + + + - + - _
Voges—Proskauer* - - — _ _ + _ + _
Arginine dihydrolase + + - — + + _ + +
Lysine decarboxylase* + + + — — _ + _ _
Ornithine decarboxylase*® - - - - - - + _ _
Production of:
Indole* + + + + + + _ + n
H,S from thiosulphate - + - — - — + _ _
H,S from 1L-cysteine* — + - _ _ _ + _ _
Growth:
6% NaCl + 50 + + + - + - —
4°C + + + + + + - + _
45 °C 50 + + - - — _ _
MacConkey + + + + + + + + +
TCBS + + - _ + + + + +
pH = 45 - - - - _ — _ _ _
Hydrolysis of:
Arbutin® + 50 + + + + _ — +
DNA + + + + - + — + +
Elastin* - - - — _ _ _ + _
Erythrocytes — + - - - - - _ _
Esculin® + - + + + + + — +
Starch* + - — + + + + + +
Acid from:
Arabinose* + - + + - — — + +
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Table 2 Continued

Phena

VII VIII 95M 290T 292C 899T 912T 9240 A15CL

HGT

- 14 - - - - - - 4

No. of strains

2 2 1 1 1 1 1 1 1
Dextrin + + - + + + + + +
Lactose — - - - + _ _ _ +
Mannitol* + + + + + + + + +
Mannose — + + + _ + + + +
Salicin + — + _ + + + _ _
Sorbitol* — - - - _ _ _ + _
Sucrose® + - + + + + + + +
Utilization of:
Acetate + + + + + — + + _
Arabinose + — + + + _ + + _
Arginine + + + + + + + — _
Citrate + + + + + _ + + B
Histidine + + + + + + + - +
L-lactate® + + - + + _ + + _
Mannitol + + + + + + + + +
Resistance to:
Ampicillin + - + + _ + + + _
Cephalothin 50 + + + + + + _ _
Colistin — - — _ _ _ + _ _
Polymyxin B — - - - - _ + _ _
Streptomycin — + - - _ + _ _ _
Tetracyclin - - + — - - - _ _

*The 16 basic tests used to identify mesophilic Aeromonas species.
1The most representative hybridization group (HG) of each phenon.

+, All strains positive; —, all strains negative; numbers indicate percentage of positive strains; ONPG, o-nitrophenyl-f3-d-galacto-pyranoside; TCBS,

thiosulphate citrate bile salts sucrose agar.

Aeromonas sp. isolate (strain 51C from carpet-shells). This
phenon was divided into four subgroups (Fig. 1) and the
principal differences among them were sorbitol fermentation
and growth on lactate (Table 2). This differentiation
allowed us to assign subgroup Ia to Aerom. bestiarum, Ib
and Ic to Aerom. salmonicida and 1d to Aerom. hydrophila.
The main subgroup, Ia (80 strains), clustered 72 Aerom.
bestiarum strains (including CECT 4227%), six Aerom.
salmonicida strains, an Aerom. hydrophila isolate and an
isolate belonging to the Aerom. hydrophila complex that
could not be ascribed to any genospecies. Subgroup Ib (17
strains) consisted of 11 Aerom. salmonicida, five Aerom.
bestiarum and an Aeromonas sp. strain. Subgroup Ic included
11 strains, mainly Aerom. salmonicida strains (eight), but also
Aerom. hydrophila (one) and two isolates belonging to the
Aerom. hydrophila complex but which could not be ascribed

to any genospecies. Finally, subgroup Id clustered five
Aerom. hydrophila strains, including CECT 839" strain.

Phenon II, defined at 92% Sqyy, included a large oyster
isolate and the type strain CECT 4342", both in agreement
with the current description of Aerom. encheleia (Esteve
et al. 1995), except for the positive response in the lysine
decarboxylase test and the use of arginine as sole carbon
source.

Phenon III, defined at 89% Sgy\;, contained 13 strains, 11
identified as Aerom. sobria (including the type strain CECT
4245™), an Aeromonas sp. isolate (strain A20CL from clinical
sample) and the type strain Aerom. jandaei CECT 4228%
(Carnahan et al. 1991a). The profile of the Aerom. sobria
strains corresponded to the description of this species
(Popoft 1984), except for their assimilation of arginine and
histidine, so this phenon was assigned to the Aerom. sobria
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species. All of these strains hydrolysed starch and most of
them grew on citrate (10 of 11) but did not produce acid
from arabinose (nine of 11).

Between phena III and IV there were strain 899T, isolated
from wedge-shells, and the type or reference strains Aerom.
veronii bv. sobria CECT 4246, Aerom. allosaccharophila
CECT 4199" and Aerom. veronii bv. veronii CECT 42577
The phenotypic profile of 899T hindered its identification
(Table 2). CECT 4246, identified as Aerom. veromii bv.
sobria, was positive for the arabinose fermentation test and
negative for starch hydrolysis and citrate assimilation.
CECT 4199" (Aerom. allosaccharophila) was in agreement
with its description (Martinez-Murcia e al. 1992), except
for starch hydrolysis, and CECT 4257 (Aerom. veronii by.
veronit) with the description of Aerom. veronii bv. veronii
(Hickman-Brenner et al. 1987).

Phenon IV, defined at 89% Sgy;, contained 65 strains,
including the type strains Aerom. caviae CECT 838" and
Aerom. eucrenophila CECT 4224". The latter was consistent
with the description of Aerom. eucrenophila (Schubert and
Hegazi 1988), except for arbutin hydrolysis. Two strains
(963N from razor-shells and 739E from cockles) could not
be identified at species level. The remaining strains were
identified as Aerom. caviae, although 40% did not grow on
lactate, 11% produced H,S from cysteine (including the
type strains) and 65% were positive for the ADH test. This
phenon was assigned to the Aerom. caviae species and was
divided into two subgroups (Fig. 1), IVa (40 strains) and
IVb (25 strains, including both type strains). The main
difference between both subgroups was growth on lactate
(Table 2). Moreover, strains of phenon IV isolated from
molluscs (41 isolates) were placed mainly in subgroup IVa
(36) and strains isolated from freshwater (19 isolates) in
subgroup IVDb (18).

Phenon V, defined at 97% Sgy, included two strains, 88 M
isolated from mussels and 7090P from large oysters. These
isolates could not be identified at species level. Phenotypic
characteristics of this phenon are shown in Table 2.

Phenon VI, defined at 90% Sgp, contained five strains
isolated from molluscs (848T and 849T from wedge-shells,
93M from mussels, 431E from cockles and 869N from
razor-shells), none of which could be identified at species
level. All five strains were negative for indole production
(Table 2).

A strain isolated from mussels, 95M, was placed between
phena VI and VII. It was not identified and showed atypical
biochemical reactions such as growth at 6% NaCl, resistance
to tetracyclin and negative results for dextrin fermentation
and starch hydrolysis (Table 2).

Phenon VII, defined at 95% Sgp, contained two Aero-
monas sp. strains, 665N and 868E, isolated from razor-shells
and cockles, respectively. These strains grew at 6% NaCl
and did not produce acid from mannose (Table 2).

Between phena VII and VIII were seven single strains,
three type strains (V. furnissii CECT 4203, Aerom. media
CECT 4232" and Aerom. schubertii CECT 4240") and four
isolates from molluscs (290T and 912T from wedge-shells,
9240 from oysters and 292C from carpet-shells). These
isolates were aeromonads of uncertain taxonomic affiliation,
except 292C identified as Aerom. caviae (Table 2). CECT
42327 was in agreement with the description of Aerom.
media (Allen et al. 1983) but it was motile and negative for
the ONPG and arginine dehydrolase tests. CECT 4240"
matched the description of Aerom. schubertii (Hickman-
Brenner ez al. 1988).

Phenon VIII, defined at 97% Sgy;, included the type
strains Aerom. trota CECT 4255 and Aerom. enteropelogenes
CECT 4487". These strains were identified as Aerom. trota
and were consistent with Carnahan ez al. (1991b).

Finally, four strains were placed below phenon VIII,
A15CL (Aerom. caviae strain ampicillin sensitive, isolated
from a clinical sample), V. cholerae CECT 514, Aerom.
salmonicida subsp. salmonicida CECT 894" and Escherichia
coli CECT 405. CECT 894" was in agreement with the
current description of Aerom. salmonicida subsp. salmonicida
(Popoft 1984), except for arabinose and histidine assimila-
tion.

Clustering of strains by numerical taxonomy

The co-phenetic correlation coefficient (r) between the
similarity matrix and the corresponding dendrogram derived
from Sgy; was 0-88. It falls in the range 0-74-0-90 of the most
frequently occurring co-phenetic correlators reported by
Sneath and Sokal (1973).

Test reproducibility

The average probability (P) of an erroneous result was
0-67%, calculated from the pooled variance (87 = 0-0067)
of all of the unit characters scored for the duplicate strains.
All values of Sl2 scored below 0-1. These values were
acceptable according to the criteria of Sneath and Johnson
(1972).

DISCUSSION
Distribution of Aeromonas species

Aeromonads are detected in a wide range of samples such as
fresh waters (Araujo er a/. 1991; Hinninen and Siitonen
1995; Huys et al. 1995; Huys et al. 1996; Hinninen et al.
1997, Borrell et al. 1998; Fiorentini et al. 1998), vegetables
(Neyts et al. 2000), meats and milk products (Borrell ez al.
1998; Melas et al. 1999), fish (Hinninen et al. 1997, Wang
and Silva 1999; Neyts er al. 2000), shellfish, seawater
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(Borrell ez al. 1998; Croci et al. 2001) and clinical (Moyer
1987; Kuijper er al. 1989; Altwegg et al. 1990; Hinninen
and Siitonen 1995; Borrell et al. 1998). The Aeromonas
species most frequently isolated from these sources belong
to the Aerom. caviae (Aerom. caviae HG4 and Aerom. media
HGYS), Aerom. hydrophila (Aerom. hydrophila HG1, Aerom.
bestiarum HG2 and Aerom. salmonicida HG3) and Aerom.
sobria (Aerom. sobria HG7 and Aerom. veronii bv. sobria
HGS) complexes.

In this study, a high percentage (91%) of Aeromonas
isolates were identified at species level. In fresh water,
Aerom. bestiarum was the predominant species. Aeromonas
bestiarum has also been reported as the most predominant
Aeromonas species in water samples by Hinninen and
Siitonen (1995) and Borrell ez al. (1998), together with
Aerom. salmonicida by Huys et al. (1995) and Hianninen ez al.
(1997). However, Aerom. caviae was predominant in bivalve
molluscs followed by Aerom. salmonicida, in concordance
with Borrell et al. (1998). Aeromonas caviae has also been
described as the most frequent Aeromonas species in clinical
samples (Moyer 1987; Kuijper et al. 1989; Altwegg et al.
1990) and has been associated with sewage and polluted
waters (Araujo e al. 1991; Fiorentini et al. 1998). In this
study, the same percentage of Aerom. caviae, Aerom.
hydrophila and Aerom. sobria was obtained from clinical
samples.

The highest percentage of unidentified Aeromonas isolates
was found in bivalve samples (19-3%), where few studies
have been performed, suggesting that bivalve molluscs could
be a source of new Aeromonas species.

Aeromonas classification

The mesophilic Aeromonas species were identified with 16
phenotypic tests (Table 2). All of these tests, except starch
hydrolysis, have also been used for the purpose of identi-
fication in other studies (Abbott es al. 1992; Martinez-
Murcia et al. 1992; Esteve et al. 1995; Huys et al. 1997).
Starch hydrolysis was useful in the differentiation of Aerom.
sobria and Aerom. veronii bv. sobria.

Rhamnose and sorbitol fermentation, lactate and urocanic
acid assimilation and growth at 40-5°C were useful for the
phenotypic differentiation of mesophilic Aerom. hydrophila
complex members (Altwegg et al. 1990; Hinninen 1994;
Hinninen and Siitonen 1995; Kaznowski 1997; Kaznowski
1998). We used sorbitol fermentation and growth on lactate
for the differentiation of strains belonging to this complex.
All members of the Aerom. hydrophila complex were
included in phenon I. Within this phenon, we established
four subgroups in which the different species that constitute
this group were clearly separate: 94% of Aerom. bestiarum
strains in phenon Ia, 76% of Aerom. salmonicida in phena Ib
and Ic and 71% of Aerom. hydrophila isolates in phenon Id

(Fig. 1). The only strain of this complex not included in
phenon I was Aerom. salmonicida subsp. salmonicida CECT
894" but similar results have also been reported in other
taxonomic studies (Esteve 1995; Noterdaeme ez al. 1996).

It has been described that Aerom. sobria and Aerom. veronii
bv. sobria are phenotypically indistinguishable except for the
maximal growth temperature (Hinninen and Siitonen 1995;
Huys et al. 1996). In our study, two tests, starch hydrolysis
and arabinose fermentation, allowed us to separate Aerom.
sobria strains and the Aerom. veronii bv. sobria type strain. In
spite of these results, we believe that our isolates should be
considered as Aerom. veronii bv. sobria, because Aerom. sobria
has never been described from a clinical origin (Hinninen
and Siitonen 1995; Huys et al. 1996). In this group,
hybridization analyses are probably the only reliable way
to ascribe isolates to a concrete species. Together with
Aerom. sobria, phenon III included Aerom. jandaei CECT
4228" a similar result to that described by Noterdaeme
et al. (1996), showing the close phenotypic relationship
between both species (Janda 1991).

The Aerom. caviae complex includes Aerom. caviae
(HG4), Aerom. media (HG5) and Aerom. eucrenophila
(HG®6). In addition, some authors (Altwegg et al. 1990;
Altwegg and Liithy-Hottenstein 1991; Kimpfer and Altw-
egg 1992; Hinninen and Siitonen 1995) separate Aerom.
media into two phenotypic subgroups, the clinical motile
(HGS5A) and the environmental non-motile (HG5B) isolates,
although only the growth on lactate differentiated HG5A
from HG4. However, growth on lactate is not always a
useful test. In our study, Aerom. caviae isolates clustered in
phenon IV, which was divided into two subgroups: IVa,
which includes the lactate-positive strains, and IVb, which
clusters the lactate-negative, but the last subgroup also
includes the type strain Aerom. caviae CECT 838"
However, Aerom. media CECT 42327 was unclustered
and distant from phenon IV, a similar result to that reported
by Noterdaeme ez al. (1996).

Further studies are needed on unidentified isolates,
especially these from phena V-VII, to determine whether
they are new Aeromonas species.

In agreement with previous taxonomic studies (Kdmpfer
and Altwegg 1992; Carnahan and Joseph 1993; Esteve 1995,
Noterdaeme er al. 1996; Kaznowski 1997), the results
obtained with numerical taxonomy were not in total
concordance with the identification of the species studied.
Identification based on differences in one or two phenotypic
characteristics does not reveal the real environmental
diversity and allows mistaken identification when results
obtained in different laboratories are compared. The present
Aeromonas species designation needs reorganizing from a
practical point of view because, in some cases, an HG
includes strains phenotypically different (i.e. Aerom. sal-
monicida HG3 or Aerom. media HGS), in others genotyp-
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ically identical strains were considered in two HGs because
they are phenotypically different (i.e. Aerom. veronii bv.
sobria HG8 and Aerom. veronii bv. veronii HG10) and,
finally, some strains phenotypically indistinguishable were
genotypically ascribed to different HG (i.e. Aerom. sobria
HG?7 and Aerom. veronii bv. sobria HG8) (Janda 1991; Janda
and Abbott 1998).
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