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1. Resumen

El género Aeromonas pertenece a la familia Aeromonadeceae. Los
microorganismos incluidos en este género se caracterizan por ser bacilos Gram-
negativos ampliamente distribuidos en ambientes acuéticos e igualmente aislables en
diversos alimentos, algunos animales y en procesos infecciosos en humanos. Algunas
especies de Aeromonas son consideradas patdégenas oportunistas emergentes, debido
a que son aisladas como agentes etiolégicos en varios procesos infecciosos,
principalmente gastroenteritis, septicemia e infeccion de heridas. El principal objetivo de
este trabajo es contribuir al conocimiento de la epidemiologia y la patogenicidad de este
género. Las colaboraciones con varios hospitales espafioles han demostrado que,
debido a las carencias en sus bases de datos, el uso de la espectrometria de masas
MALDI-TOF es un método poco preciso para la identificacion de Aeromonas
procedentes de muestras clinicas. Sin embargo, el uso de la secuenciacion del gen rpoD
si ha demostrado su utilidad para la identificacion bacteriana a nivel de especie. Las
cepas identificadas como Aeromonas fueron en su mayoria recuperadas a partir de
muestras de heces (68%). El resto provino de muestras de sangre y heridas,
principalmente. De las cepas reidentificadas, la especie mas abundante resulté ser
Aeromonas caviae, lo cual era esperable dado que es la mas prevalente en heces. En
este estudio también se han caracterizado dos especies nuevas: Aeromonas enterica y
Aeromonas intestinalis. Ambas generaron resultados in vitro similares a los obtenidos
por especies poco prevalentes en clinica, lo que podria explicar su bajo nivel de
prevalencia. Ademas, las especies mas prevalentes demostraron sobreactivar el
sistema inmunitario, causando lo que se conoce como “tormenta de citoquinas”,
mientras que estas dos nhuevas especies no sobreexpresaron la citoquina
proinflamatoria TNF-a, lo que indica una posible baja virulencia por su parte. No
obstante, serian necesarios mas estudios para clarificar esta afirmacién. Podemos
concluir que Aeromonas es un género cada vez mas estudiado en clinica y, por tanto,
se necesitan métodos de identificacion fiables para conocer la prevalencia real de sus
distintas especies. Asi mismo, es necesario realizar mas estudios in vitro e in vivo para
evaluar la interaccion de estas nuevas especies con el huésped. Por dltimo y
considerando todos los casos analizados, resulta evidente que el género Aeromonas

deberia ser reconocido como un patdgeno verdadero.

Palabras clave: Aeromonas, ambientes acuaticos, taxonomia, nuevas especies,

respuesta inmune.
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2. Datos del centro

Este Trabajo de Fin de Grado se basa en las practicas curriculares que he
realizado en el grupo de Micologia y Microbiologia Ambiental en el Institut d’Investigacié
Sanitaria Pere Virgili (IISPV) situado en la Facultad de Medicina y Ciencias de la Salud
de la Universidad Rovira i Virgili en Reus. El instituto fue creado en el marco de un
convenio de colaboracion cientifica interinstitucional entre el Instituto Catalan de la Salud
(Hospital Universitario de Tarragona Joan XXIll y Hospital de Tortosa Verge de la Cinta),
el Hospital Universitario Sant Joan de Reus, el Instituto Pere Mata y la Universidad
Rovira i Virgili. La mision del ISPV es gestionar de forma eficiente los recursos propios
y ajenos y dar el mejor servicio a los profesionales de la Salud, para que, mediante la
promocion, la consolidacion y la traslacion de la investigacion en el &mbito biomédico y
sanitario puedan mejorar la salud y el bienestar de la poblacion del Camp de Tarragona

y las Terres de I'Ebre.

Las areas de investigacion a las que se dedican en el ISPV estan divididas en
cuatro grupos principales: Nutricion y Metabolismo, Neurociencias y Salud Mental, Salud
y Medio Ambiente y Otras actividades. En mi caso, trabajé en el area de Salud y Medio
Ambiente, la cual acoge a diversos grupos que trabajan en el impacto de diversos
componentes del medio ambiente sobre la salud de las personas. A su vez, en este
ambito encontramos un total de seis unidades, siendo en la Unidad de Micologia y
Microbiologia Ambiental en la cual fui aceptado como alumno en practicas. En esta
unidad predominan tres lineas de investigacion: micologia médica, biodiversidad fungica
y microbiologia ambiental. La mayoria de los doctorandos y doctores se dedican al area
de la micologia, pero la Dra. Ana Fernandez Bravo (mi tutora) y yo nos centramos en el
género bacteriano Aeromonas. Cabe destacar que este es el género en el que esta

especializada la anterior jefa de grupo y actual rectora universitaria Maria José Figueras.

Durante la realizacion de este estudio, he tenido a mi disposicién todos los
medios disponibles en los laboratorios de Microbiologia, Biologia Molecular y Cultivos
Celulares del ISPV, gracias a lo cual he tenido la oportunidad de conocer de primera
mano su instrumentacion, su funcionamiento, lo que tienen en comuin y también lo que

los diferencia.
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3. Introduccioén

3.1 Género Aeromonas

El género Aeromonas pertenece a la Clase Gammaproteobacteria, Orden
Aeromonadales y Familia Aeromonadaceae, que actualmente incluye tres géneros:
Aeromonas, Oceanimonas y Tolumonas (Martin-Carnahan y Jospeh, 2005). Estos
microorganismos se caracterizan por ser bacilos Gram-negativo, oxidasa y catalasa
positivos, ser capaces de degradar nitratos a nitritos, ser fermentadores de glucosa y
resistentes al factor vibriostatico O/129. Este género comprende 36 especies, cuatro de
las cuales se encuentran en proceso de descripcion (Figura 1). A pesar de que son
microorganismos autoctonos de ambientes acuéticos, también se aislan con frecuencia
en alimentos para humanos, peces y otros procesos infecciosos en humanos (Janda y
Abbott, 2010).

3.2. Historia del género

Los primeros aislamientos de Aeromonas fueron reportados en 1871 por
Sanarelli, quien nombré a la bacteria como Bacillus hydrophilus fuscus (ahora conocida
como Aeromonas hydrophila). Sin embargo, el Comité Internacional de Bacteriologia
Sistémica le otorgd la autoria del género a Stanier en 1943. Este género fue incluido
originalmente en la familia Vibrionaceae en 1965, junto a los géneros Vibrio y
Plesiomonas. A mediados de la década de 1970, las especies del género se dividieron
en dos grupos en funcién de diferentes caracteristicas: grupo mesofilico (crecimiento
optimo a 35-37 °C) con aislados mdviles, responsables de varias infecciones en
humanos y definidas como “Aeromonas hydrophila” y un grupo psicroéfilo (crecimiento
Optimo a 22-28 °C) con cepas no moviles, relacionadas con enfermedades de peces e
identificadas como “Aeromonas salmonicida”. Sin embargo, en los ultimos afios, muchos
estudios sugieren que una temperatura de crecimiento superior a 22 °C induce cambios
importantes en A. salmonicida, como la pérdida del sistema de secrecién tipo tres
(T3SS), que es un factor de virulencia importante para la bacteria. Esto es consistente
con el hecho de que esta especie infecta Unicamente a peces de agua fria, como los
salmadnidos, que no sobreviven a temperaturas superiores a 25 °C (Fernandez-Bravo y
Figueras, 2020). Finalmente, no fue hasta 1986 cuando Colwell et al. llevaron a cabo un
analisis de la secuencia de los genes 16S rRNA y 5S rRNA y estudios de hibridacién

ADN-ADN, demostrando que el género Aeromonas pertenece a una rama filogenética
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diferente y creando asi la familia Aeromonadaceae. El género estd actualmente
compuesto por 36 especies que se han descrito desde 1943: Aeromonas
allosaccharophila, Aeromonas aquatica, Aeromonas aquatilis, Aeromonas australiensis,
Aeromonas bestiarum, Aeromonas bivalvium, Aeromonas cavernicola, Aeromonas
caviae, Aeromonas crassostreae, Aeromonas dhakensis, Aeromonas diversa,
Aeromonas encheleia, Aeromonas enterica, Aeromonas eucrenophila, Aeromonas
finlandiensis, Aeromonas fluvialis, A. hydrophila, Aeromonas intestinalis, Aeromonas
jandaei, Aeromonas media, Aeromonas molluscorum, Aeromonas lacus, Aeromonas
lusitana, Aeromonas piscicola, Aeromonas popoffii, Aeromonas rivipollensis,
Aeromonas rivuli, A. salmonicida, Aeromonas sanarelli, Aeromonas schubertii,
Aeromonas simiae, Aeromonas sobria, Aeromonas taiwanensis, Aeromonas tecta,

Aeromonas trota y Aeromonas veronii (Ferndndez-Bravo y Figueras, 2020).

3.3. Taxonomia del género Aeromonas

La taxonomia del género Aeromonas ha ido cambiado durante los ultimos afios,
con 22 nuevas especies agregadas desde 1992 (Fernandez-Bravo,
2019). Anteriormente, la diferenciacion taxonémica estaba basada en las
caracteristicas fenotipicas de la bacteria, como la morfologia o el analisis del perfil de
proteinas y acidos grasos. Estos criterios fueron revisados, concluyendo que la
diferenciacién fenotipica no era lo suficientemente resolutiva a la hora de caracterizar
una especie. Actualmente, los métodos moleculares proporcionan una mayor
informacién para la diferenciacion filogenética (Beaz-Hidalgo et al., 2010; Fernandez-
Bravo, 2019).

3.3.1. Gen 16S rRNA

El gen 16S rRNA se considera un marcador molecular estable para identificar
géneros bacterianos, ya que su distribucion es universal y permite la comparacién de
microorganismos. Ademas, su estructura presenta un mosaico de regiones variables,
adecuadas para la diferenciacién de organismos estrechamente relacionados, y sus
regiones conservadas son Utiles para la comparacidbn de organismos distantes
(Marchadin et al., 2003; Latif-Eugenin, 2015). En la Figura 1 (obtenida de Fernandez-
Bravo y Figueras, 2020) podemos observar el arbol filogenético basado en las
secuencias del gen 16S rRNA de las 36 especies de Aeromonas. Sin embargo, la
presencia de microheterogeneidades (es decir, mutaciones en posiciones especificas

del gen 16S rRNA) en combinacion con la excesiva similitud entre especies del género
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Aeromonas (entre 96,7-100%) hacen que este gen no sea adecuado para la
identificacion de Aeromonas spp (Marchadin et al., 2003; Alperi et al., 2008).

90/ A. bestiarum CECT 42277 (X60406)
A. piscicolaCECT 74437 (HQ832417)
A. salmonicida CECT 8947 (X60405)
A. sobrig CECT 42457 (X60412)
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Figura 1. Arbol filogenético basado en las secuencias del gen 16S rRNA de las 36 especies del género
Aeromonas (1503 pb).

Por ello, durante los ultimos aflos muchos laboratorios clinicos introdujeron la
espectrometria de masas MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization con
el detector de iones Time-Of-Flight acoplado) para la identificacion y comparacion de
aislados microbianos. EI MALDI-TOF MS es una técnica muy potente que detecta

principalmente proteinas asociadas con el gen 16S rRNA 'y, por tanto, la baja resolucién
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de este gen para la identificacion de especies de Aeromonas estrechamente
relacionadas también afecta a la resolucion de este método (Latif-Eugenin, 2015; Pérez-
Sancho et al., 2018). De cualquier manera, varios estudios demuestran que MALDI-TOF
MS es una herramienta util, ya que el error de identificacion de especie es <10%,
mientras que con los métodos de identificacidn fenotipica el error puede ser muy elevado
(Latif-Eugenin, 2015; Shin et al., 2015). La principal limitacion de este método es la
necesidad de actualizar la base de datos para incluir muchas de las especies faltantes
de Aeromonas como A. enterica o A. intestinalis (Fernandez-Bravo y Figueras, 2020).

3.3.2. Genes de mantenimiento o housekeeping

Actualmente, el método de identificacion molecular mas resolutivo para el género
Aeromonas es la secuenciacion de genes de mantenimiento o housekeeping (HKG).
Los HKG codifican proteinas con funciones esenciales para la supervivencia de las
bacterias. Para el andlisis taxonomico, los HKG deben tener las siguientes
caracteristicas: no debe verse influenciado por la transferencia horizontal de genes,
debe estar presente en todas las bacterias, debe ser un gen Unico en el genoma
bacteriano y, finalmente, debe presentar al menos dos regiones conservadas para el
disefio de cebadores (Latif-Eugenin, 2015; Ferndndez-Bravo y Figueras, 2020). Los
primeros HKG estudiados en Aeromonas fueron gyrB (que codifica para la subunidad B
de la ADN girasa) y rpoD (que codifica para el factor ¢’° de la RNA polimerasa) (Yafez
etal., 2003; Soler et al., 2004). Estos genes han ayudado a reconocer y describir muchas
especies en los dltimos afios. En la Figura 2 (modificada de Fernandez-Bravo y
Figueras, 2020) podemos observar el arbol filogenético basado en las secuencias
concatenadas de los genes rpoD y gyrB, de las especies mas similares del género
Aeromonas. Durante su tesis doctoral, la doctora Latif-Eugenin reidentific6 422
aislamientos de hospitales espafioles utilizando las secuencias del gen rpoD. Los
resultados mostraron que sélo el 41,6% habian sido identificados correctamente a nivel
de especie. Sin embargo, la filogenia basada en la secuenciacién de un Unico HGK
puede no mostrar suficiente resolucién para la construccion de un arbol filogenético
preciso. Debido a esta limitacion, actualmente se utiliza el Multilocus Phylogenetic
Analysis (MLPA) descrito por Martinez-Murcia et al. (2011), en el que se utilizan las
secuencias concatenadas de 7 HKG (rpoD, gyrB, gyrA, atpD, dnaJ, dnaX y recA). El
analisis MLPA proporciona una mayor resolucién y diferenciacioén filogenética al superar
la limitacién de la alta similitud del gen 16S rRNA que existe entre algunas especies

estrechamente relacionadas (Fernandez-Bravo, 2019).
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Figura 2. Arbol filogenético basado en el concatenado de las secuencias de los genes rpoD y gyrB.

3.3.3. Genomas

El desarrollo de nuevas herramientas para la comparacion y caracterizacion del
genoma ha permitido a los analistas la descripcion de nuevas especies con una Unica
cepa. En mayo de 2020, existian un total de 413 entradas de genomas disponibles para
el publico en la base de datos de GenBank (disponibles en linea:

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term=%20Aeromonas). El tamafo de los

genomas de Aeromonas varia entre 3,90 Mbp (A. fluvialis) y 5,18 Mbp (A. piscicola) con
un tamafio promedio de 4,51 Mbp. Ademas, el porcentaje de G+C es del 60,2%,
variando entre 58,1% (A. australiensis) y 62,8% (A. taiwanensis) (Fernandez-Bravo y
Figueras, 2020). Los avances en los métodos de obtencidn de genomas completos han
aumentado el nimero de genomas disponibles en los Ultimos afios. De hecho,
Unicamente seis genomas estaban disponibles en 2012y, s6lo dos afios después, esta

cifra aumenté a 56 genomas (Colston et al., 2014).

Durante 2015, Beaz-Hidalgo et al. (2015) reidentificaron 44 genomas
depositados en GenBank, mediante el uso del andlisis MLPA y nuevas técnicas
bioinformaticas como el Average Nucleotide Identity (ANI) y demostraron que 14 de
estos genomas también fueron etiguetados incorrectamente. Los datos obtenidos en

estos estudios mostraron la importancia de verificar la posicion taxonémica de un


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term=%20Aeromonas
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genoma, utilizando herramientas mas resolutivas, antes de incluirlos en las bases de
datos del NCBI.

Las técnicas de tipado molecular son esenciales para rastrear si dos aislados de
Aeromonas pertenecen o no al mismo clon y, por lo tanto, comparten una relacién
epidemiolégica. Uno de los métodos mas populares para genotipar Aeromonas es la
Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus (ERIC-PCR) (Figueras et al., 2011;
Fernandez-Bravo, 2019). Esto se debe a que es una técnica facil de llevar a cabo, no
requiere equipos costosos y es altamente reproducible. En un estudio reciente, una cepa
de A. caviae aislada de una muestra de lechuga mostré el mismo patron de genotipado
ERIC que una cepa recuperada de una muestra de agua de riego (Latif-Eugenin et al.,
2016). Ademas, en ese mismo estudio, se observd que cepas de A. sanarellii
recuperadas de muestras de perejil y tomate, regadas con la misma agua, tenian el
mismo patrén de ERIC, lo que confirmaba el potencial riesgo del agua de riego para la

salud humana.

3.4. Ecologiay epidemiologia del género Aeromonas

En relacion con la ecologia y epidemiologia, el género Aeromonas esta
ampliamente distribuido en numerosos ecosistemas, aunque se encuentra mas
comunmente en diversos ambientes acuaticos (Figura 3). Las especies de este género
son autéctonas de estos ambientes y se han aislado en aguas superficiales,
subterrdneas, potables, embotelladas, residuales, agua de mar y de riego (Figueras y
Beaz-Hidalgo, 2015; Ferndndez-Bravo y Figueras, 2020). Estudios metagenémicos de
las aguas residuales revelaron que Aeromonas es una de las bacterias predominantes,
probablemente debido a su capacidad de regeneracion en el sistema de alcantarillado.
Los tratamientos primarios y secundarios o bioldgicos de estas aguas no reducen en
gran medida la concentracion microbiana de este género (McLellan et al., 2010). Sin
embargo, si se llevan a cabo tratamientos terciarios adicionales, como procesos
guimicos (ozono, cloracién) y fisicos (radiacion ultravioleta), si pueden eliminarse por
completo (Latif-Eugenin et al., 2016). Dependiendo de la calidad microbiol6gica del agua
recuperada, esta puede usarse para riego. Las aguas de riego que contienen
Aeromonas pueden contaminar frutas y verduras y, por lo tanto, causar una infeccién en
humanos (Latif-Eugenin et al., 2016, Fernandez-Bravo y Figueras, 2020). Ademas, cabe
destacar que las bacterias de este género también son consideradas patdgenas para
los animales desde su aislamiento en septicemias de ranas y peces enfermos. Las

especies patdégenas importantes de peces son A. salmonicida y A. hydrophila, que
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afectan particularmente a los salmonidos, causando importantes pérdidas econémicas
en la industria acuicola (Beaz-Hidalgo et al., 2010).
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Figura 3. Distribucion del género Aeromonas en el medio ambiente. Recuperado de Janda y Abbott (2010).

Actualmente, algunas especies de Aeromonas son consideradas como
patdgenas oportunistas emergentes, debido a que son aisladas como agentes
etiologicos en varios procesos infecciosos, principalmente gastroenteritis,
bacteremia/septicemia e infeccion de heridas. Las Aeromonas son generalmente
patégenos entéricos que afectan en mayor medida a las poblaciones de riesgo, como
los nifios, los ancianos y los individuos inmunocomprometidos (Janda y Abbott, 2010).
Hasta el momento, los estudios han sefialado que el 95,4% de las cepas asociadas a
casos clinicos pertenecen a cuatro especies Unicas: A. caviae (37,26%), A. dhakensis
(23,49%), A. veronii (21,54%) y A. hydrophila (13,07%) (Fernandez-Bravo et al., 2020).
Por otro lado, otras especies menos prevalentes en casos clinicos, como A. media o A.
salmonicida, asi como las que se encuentran en periodo de descripcion (A. intestinalis
y A. enterica,) han sido reportadas. Sin embargo, estos porcentajes varian segun la
ubicacién geografica y pueden estar relacionados con malos habitos de higiene y otras
carencias propias de regiones subdesarrolladas. Es el caso de A. dhakensis, descrita
como la especie mas prevalente en paises como Malasia, Taiwan y Australia debido a
sus climas tropical. Debido a las técnicas fenotipicas, hasta el momento han existido
confusiones a la hora de identificar especies del género, identificando erroneamente

cepas como A. hydrophila, lo que conlleva a reportar una prevalencia errébnea. Un
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estudio previo, ha reportado la posible confusion entre A. hydrophila y A. dhakensis,
pudiendo tener consecuencias, ya que esta Ultima es méas virulenta y muestra una mayor
actividad citotoxica (Chen et al., 2014).

En los ultimos afios se ha observado que las infecciones humanas por
Aeromonas, a menudo, involucran a mas de un tipo de bacteria en la misma muestra
clinica, lo que se define como una infeccion polimicrobiana o mixta (Fernandez-Bravo y
Figueras, 2020). La bacteria dominante en estos casos depende del tipo de infeccion.
Previos estudios han demostrado que, en casos de diarrea, Aeromonas coinfecta en
combinacion con Campylobacter y Salmonella, mientras que en infecciones de herida

prevalece Staphylococcus aureus (Janda y Abbott, 2010).

Segun la informacién actual sobre la ecologia, la epidemiologia y la
patogenicidad del género Aeromonas, debemos suponer que las infecciones que
producen estas bacterias seguiran siendo un gran problema de salud en el futuro. La
distribucion ubicua de estas bacterias y la creciente poblacion de ancianos, para quienes
son un patdégeno oportunista, facilitaran este problema (Fernandez-Bravo y Figueras,
2020).

En resumen, el género Aeromonas se compone de importantes microorganismos
ampliamente distribuidos en el medio ambiente, capaces de colonizar e infectar a
humanos y animales. Como sefalan Fernandez-Bravo y Figueras (2020) en su
actualizacién sobre el género, poseemos un extenso conocimiento sobre él, pero es
importante continuar los estudios para proporcionar respuestas precisas a preguntas

relacionadas con la ecologia y la epidemiologia.

3.5. Virulencia del género Aeromonas

La virulencia de Aeromonas ha sido descrita como multifactorial y esta
relacionada con la expresibn de genes que codifican para diferentes toxinas,
componentes estructurales, sistemas de secrecién y proteinas asociadas a metales
(Tomas, 2012; Beaz-Hidalgo y Figueras, 2013). La adhesion de las bacterias a los
tejidos del huésped es un paso critico en la fase inicial de las infecciones por
microorganismos. Las bacterias se adhieren a los tejidos y las células del huésped y
alteran sus mecanismos de defensa, iniciando asi la colonizacién (Fernandez-Bravo y
Figueras, 2020). Los componentes estructurales mas estudiados en Aeromonas

involucrados en el proceso de colonizacion son: el flagelo, el pili, la capsula, la capa Sy
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los lipopolisacéridos (LPS). La interaccion entre la bacteria patdgena y las células
huésped se produce, ademas de por sus componentes extracelulares, a través de
toxinas secretadas al espacio extracelular. En el género Aeromonas se han identificado
enterotoxinas, proteasas, lipasas, hemolisinas y toxina Shiga, entre muchas otras
(Tomés, 2012; Beaz-Hidalgo y Figueras, 2013). Para que las bacterias puedan
transportar estos factores de virulencia al medio extracelular o directamente a la célula
huésped son necesarios los sistemas de secrecion. Hoy en dia, se han descrito seis
sistemas de secrecién en bacterias Gram-negativas, siendo el de tipo VI (T6SS) el tltimo
reconocido en 2006 (Bingle et al., 2008). Cada uno de estos sistemas esta especializado
en transportar ciertos tipos de biomoléculas y son de especial utilidad en bacterias
Gram-negativas, ya que su doble membrana dificulta este proceso. Por ultimo, las
proteinas asociadas a metales son importantes debido a que, durante el transcurso de
una infeccién, las células huésped restringen la accesibilidad de metales cruciales. Los
iones metalicos son esenciales para el correcto funcionamiento del proceso biolégico de
los microorganismos y, gracias a este tipo de proteinas, las Aeromonas pueden hacer
frente a esta adversidad (Fernandez-Bravo y Figueras, 2020). La presencia de estos
factores de virulencia permite a la bacteria colonizar, invadir y superar la respuesta
inmune del organismo huésped, dando lugar a la infeccion que genera la enfermedad
(Janda y Abbott, 2010).

3.6. Sistema inmunitario

Diversos estudios han demostrado la expresibn de diferentes genes
relacionados con el sistema inmune en el huésped después de una infeccion por
Aeromonas. La interaccion huésped-patdégeno activa una respuesta inmune como
resultado de la exposicién al antigeno. Se han descritos dos tipos: la respuesta inmune
innata y la adaptativa. La respuesta inmune innata se activa después del reconocimiento
de patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPSs) a través de receptores de
reconocimiento de patrones (PRR). Estos receptores se expresan en una amplia
variedad de células del sistema inmune como neutréfilos, monocitos 0 macréfagos
(Kumar et al., 2011). A su vez, los PRR se clasifican en cuatro familias: los receptores
tipo Toll (TLR), tipo NOD (NLR), lectina tipo C (CLR) y tipo RIG-1 (RLR). Los TLR son
PRR de membrana que reducen la fagocitosis y activan la expresion de citocinas en
células huésped, dando lugar a una respuesta inflamatoria. También se ha demostrado
gue el reconocimiento de TLR puede resultar en la induccién de la apoptosis (Shrestha
et al., 2012, Ferndndez-Bravo y Figueras, 2020). Recientemente, se ha reportado un

aumento en la expresion de varios genes TLR (TLR1, TLR2, TLRS3, etc.) como respuesta
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a la infeccion de Aeromonas (Zhang et al., 2017). Otros estudios investigaron
especificamente las vias de sefializacién del TLR4 y TLR22 en respuesta a la infeccién
de A. hydrophila en peces Gobiocypris rarus y Megalobrama amblycephala,
respectivamente, indicando la importancia de estos receptores en concreto (Su et al.,
2009; Lai et al.,, 2017). Los datos obtenidos en estos estudios demostraron que la
respuesta inmune presentaba patrones especificos de tejido (Fernandez-Bravo y
Figueras, 2020). También se ha reportado la expresion génica inducida por TLRs de
citocinas como el factor de necrosis tumoral alfa y beta (TNF-a, TNF-B), interferén
gamma (IFN- y), quimiocinas e interleucinas 6, 8 y 10 (IL-6, IL-8, IL-10) como respuesta
a la infeccién de bacterias de este género (Mulder et al., 2007). Un estudio reciente
destacable seria el realizado por Kong et al. (2017) en el que establecieron que A.
hydrophila podria inducir una sobreexpresion del gen de la citocina proinflamatoria TNF-

a en el intestino de los peces, deteriorando la integridad de la barrera mucosa.

3.7. Resistencia a antibioticos

Actualmente, existe un aumento de la resistencia a los agentes antimicrobianos,
siendo esta una respuesta genético-evolutiva mediada por la presencia de genes,
algunos de los cuales se encuentran en plasmidos, integrones o en el genoma de la
bacteria (Ferndndez-Bravo y Figueras, 2020). Los antibiéticos actuales se orientan
contra actividades celulares vitales para la bacteria como la expansion de su pared
externa (crecimiento), la sintesis de proteinas y el despliegue del ADN (reproduccion).
Las bacterias, a su vez, cuentan con varios medios para destruir los farmacos o eludir
su accidn. Algunas de estas tacticas de resistencia son la destruccion del farmaco, su
excrecion o la sustitucion de la diana a la que va dirigido (Walsh y Fischbach, 2009).
Excepto por algunas cepas concretas y la especie A. trota, Aeromonas se describe como
resistente a la ampicilina. Este género también es resistente a otras penicilinas y
cefalosporinas de primera generaciéon (Janda y Abbott, 2010). Sin embargo, las
Aeromonas son susceptibles a farmacos monobactdmicos, carbapenémicos,
cefalosporinas de tercera y cuarta generacion, aminoglucésidos y fluoroquinolonas
(Ferndndez-Bravo y Figueras, 2020). Ndi y Barton (2011) informaron de un aumento en
la resistencia a los antimicrobianos betalactdmicos (penicilinas y derivados,
cefalosporinas, carbapenémicos y monobactamicos) por la presencia de genes que
codifican la produccion de betalactamasas. Afios mas tarde, Dias et al. (2014)
describieron tres B-lactamasas principales en Aeromonas: clase B metalo-B-lactamasa,
clase C cefalosporinasa y clase D penicilinasa. En 2017, Piotrowska et al. estudiaron la

variedad de genes de betalactamasas presentes en Aeromonas spp. aisladas de aguas
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residuales, encontrando una gran cantidad de genes codificados por plasmidos.
Sugieren que las cepas de Aeromonas resistentes a antibidticos podrian diseminarse
desde las aguas residuales a otros ambientes. Los tratamientos antibiéticos previos
podrian ser la causa principal de esta evolucion genético-evolutiva. Varios estudios que
compararon aislamientos clinicos demostraron que los genes de resistencia dependian
de las especies y del sitio de aislamiento. Por ejemplo, Wimalasena et al. (2017)
sugirieron que, respecto a los animales, las tortugas domésticas podrian ser un riesgo
para la salud humana, debido a las cepas de Aeromonas resistentes que se encuentran
en estos animales. De la misma forma, Zhou et al. (2019) demostraron que las cepas
clinicas aisladas de infecciones extraintestinales eran resistentes a varios antibi6ticos,
aunque estas infecciones podian tratarse con otros de tercera generacion. Y, por ultimo,
Hossain et al. (2019) observaron una mayor incidencia de diferentes genes de
resistencia y casetes de genes integrones en aislamientos resistentes de Aeromonas
(Fernandez-Bravo y Figueras 2020). La resistencia a antibiéticos es un problema
importante que aumenta cada afio. Como podemos observar en los ultimos estudios, el
género Aeromonas también forma parte de este amplio grupo de microorganismos
bacterianos cuya respuesta genético-evolutiva supone un riesgo que debe ser tratado

en el menor periodo de tiempo posible.
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4. Interés y objetivos

Aeromonas es un patégeno emergente, distribuido en diferentes ambientes y
considerado autdctono del medio acuatico. Esta bacteria causa un amplio espectro de
enfermedades, principalmente gastroenteritis, septicemia e infecciones de herida.
Aparte de su relevancia en la salud humana, poco se sabe acerca de la interaccion de
este patdgeno con el huésped y su sistema inmune. Por otro lado, muchos hospitales
utilizan para la identificacion rdpida métodos como el MALDI-TOF, sin embargo, esto
puede llevar a errores en su identificacion a nivel de especie. Por ultimo, la aparicion de
nuevas especies aisladas de muestras humanas conlleva la necesidad de su estudio

para dilucidar las diferencias entre la prevalencia de las especies.
El objetivo principal del trabajo es el estudio de la epidemiologia del género
Aeromonas en hospitales espafioles, asi como la caracterizacion patogénica de dos

nuevas especies del género.

Para contribuir a solventar el objetivo principal, distintos objetivos especificos han
sido planteados:

1. Contribuir con la Unidad de Micologia y Microbiologia ambiental en la identificacion

de cepas obtenidas de diferentes hospitales, mediante la secuenciacion del gen rpoD.

1.1. Estudiar la prevalencia de las distintas especies del género Aeromonas en

muestras clinicas, asi como los diferentes origenes.
1.2. Comparar si existen diferencias entre los métodos de identificacion.

2. Caracterizar el rol en la virulencia, de dos nuevas especies aisladas de muestras

clinicas: Aeromonas enterica y Aeromonas intestinalis.
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5. Materiales y Métodos

5.1 Identificacién molecular
5.1.1 Cepas bacterianas, conservaciéon y cultivo

Las cepas utilizadas durante este estudio se encuentran listadas en el Anexo 1.
Todas las cepas con las que se trabajé fueron aisladas de muestras clinicas o bien

obtenidas a partir de la coleccion de cultivo, incluyendo cepas tipo.

Durante el estudio se trabajo con diversos medios de cultivo para la
conservacion, recuperacion y crecimiento de las cepas. Para la conservacion de las
cepas, estas se mantuvieron en “Tryptic Soy Broth” (TSB, Difco, Francia) mas glicerol al
15% a -80 °C. Antes de los experimentos, las bacterias fueron rutinariamente crecidas
en “Tryptone Soya Agar” (TSA, Difco, Francia) y en Ampicillin Dextrine Agar Base (ADA)
suplementado con ampicilina, a 30 °C durante 24 horas. Aquellas cepas no recuperadas
mediante este método fueron crecidas en “Luria Bertani Agar” (LB, Difco, Francia)

enriquecido con agua peptonada (APA) e incubadas a 37 °C durante 24 horas.
5.1.2. Extraccion de ADN

El ADN gendmico para la identificacion molecular se extrajo de cultivos puros de
TSA, utilizando la matriz de purificacion de ADN InstaGene™ (Bio-Rad Hercules CA,

EE. UU.) y siguiendo las instrucciones del fabricante (Fernandez-Bravo, 2019).
5.1.3. Identificacién molecular en base al gen rpoD

Todas las cepas analizadas en este estudio se identificaron a nivel de especie
mediante la secuenciacion del gen rpoD, utilizando los cebadores listados en la Tabla 1
y las condiciones descritas por Soler et al. (2004). Las secuencias resultantes fueron
alineadas con otras especies descritas previamente, utilizando el algoritmo ClustalW en
MEGA 6.0 (Larkin et al., 2007). El analisis filogenético se realizé6 con el método
Neighbor-joining (NJ) con MEGA 6.0 (Tamura et al., 2013).
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Tabla 1. Cebadores utilizados para la amplificacion por PCR y secuenciacion del gen rpoD (Fernandez-
Bravo, 2019).

Cebador Secuencia 5'-3'
rpoD-Fs (forward) GTCAATTCCGCCTGATGC

rpoD-Rs (reverse) ATCATCTCGCGCATGTTGT

5.2 Estudios de infeccidén in vitro

5.2.1. Linea celular y condiciones de crecimiento

Para realizar este estudio se seleccion6 la linea celular J744A.1
(monocito/macréfago de raton BALB/c) (Rama et al., 2011). Las células se mantuvieron
como células adheridas en medio “Dublecco's Modified Eagle's Medium” (DMEM, PAA
Laboratories) suplementado con un 10% de suero fetal bovino (SFB, PAA Laboratories)
junto con un 1% de solucién de penicilina-estreptomicina (P/S, PAA Laboratories) a 37
°C y 5% de CO..

5.2.2. Infeccion

Previo a la infeccion, las células fueron cultivadas en placas con pocillos (1 x 10°
células/ml) que contenian medio DMEM libre de suero y antibiéticos (condiciones de
inanicién sérica) durante 18 horas, tal y como describieron Murciano et al. (2015). Las
células se infectaron con cepas de Aeromonas cultivadas durante la noche a una
multiplicidad de infeccion (MOI) de 5, calculada a través de diluciones en serie,

espectrofotometria (450 nm) y la recta patrén descrita por Fernandez-Bravo (2019).
5.2.3. Ensayo fagocitico

Tras la infeccion (1 hora), se llevé a cabo un tratamiento para matar las bacterias
extracelulares (no fagocitadas) con gentamicina (50 pg/ml) durante 45 minutos. El
numero de bacterias dentro de los macrofagos se conté después del tratamiento con
gentamicina (punto temporal 0), mediante una dilucién en serie y cultivo en placas de
TSA. El porcentaje de fagocitosis se calculé con el nimero de unidades formadoras de
colonias (ufc) en el punto temporal 0 en relaciébn con la dosis inicial de infeccién
(Fernandez-Bravo, 2019).
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5.2.4. Supervivencia intracelular

Tras 1 hora de infeccién, se llevo a cabo un tratamiento para matar las bacterias
extracelulares (no fagocitadas) con gentamicina durante 45 minutos (punto temporal 0).
El porcentaje de supervivencia intracelular se calcul6 utilizando el numero de ufc
medidas a través de dilucion en serie y el cultivo en placas de TSA, después de 4y 6
horas en relacion con el punto temporal de 0 horas (Fernandez-Bravo, 2019).

5.3. Extraccion de ARNy RT-qPCR

El ARN fue obtenido de las células J744A.1 tras 4 horas utilizando el kit
“GenElute™ Mammalian Total RNA Miniprep” (Sigma-Aldrich) para eliminar el ADN
gendmico. El ARN fue transcrito a ADNc utilizando “iScript cDNA Synthesis Kit” (Bio-
Rad Laboratories, Hercules, USA). La RT-gPCR fue realizada mediante el uso de “SYBR
green PCR mastermix” (Applied Biosystems) en la “StepOnePlus Real Time PCR
System”, para establecer la expresién del TNF-a, utilizando el GAPDH como gen

housekeeping. Los cebadores utilizados se encuentran listados en la Tabla 2.

Tabla 2. Cebadores utilizados para la RT-qPCR en macréfagos de la linea celular J744A.1 (Fernandez-

Bravo, 2019).
Gen Secuencia 5'-3'

Forward CATGAGAAGTATGACAACAGCCT

GAPDH Reverse AGTCCTTCCACGATACCAAAGT

Forward GAGGCCAAGCCCTGGTATG

TNF-a Reverse CGGGCCGATTGATCTCAGC

5.4. Estadistica

Todos los experimentos se han realizado con réplicas y las diferencias
significativas se han determinado con el uso del modelo t-test en GraphPad Prism 6.0
(Graphpad Software, CA, USA). *p<0,05.
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6. Resultados

6.1. Diversidad y origen de las Aeromonas aisladas en diversos hospitales

Tras realizar la PCR y la electroforesis, se descubrié que los cebadores rpoD
producian un amplicén de tamafio esperado para todas las cepas estudiadas en este
trabajo (Anexo 1). Especificamente, las cepas amplificadas para su
secuenciacion durante la realizacion de este estudio (1R, 2R, 3R, 4R, 5R, 1A, 2A, 3A,
4A y 5A) se muestran en el gel de la Figura 4.

1R 2R 3R 4R 5R 1A 2A 3A 4A 5A

N TN Y Y Y Y Y Y Y e

830 pb

Figura 4. Resultado de PCR del genrpoD (34234kb) de diferentes cepas bacterianas del
género Aeromonas revelado en gel de agarosa al 0,7%. Las cepas aparecen listadas en el Anexo 1.

Mediante la secuenciacion del gen rpoD y su posterior analisis filogenético, se
determind que las 10 (100%) cepas secuenciadas en este trabajo pertenecian al género
Aeromonas (Figura 5). Lo mismo ocurrié con las cepas previamente identificadas en el
laboratorio, como se observa en la Figura 5, las 18 (100%) pertenecian al género

Aeromonas. El arbol filogenético mostré que las 28 cepas listadas en el Anexo 1 e
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identificadas como Aeromonas pertenecian a estas especies: A. caviae, A. dhakensis,
A. veronii, A. hydrophila, A. enterica y A. intestinalis.

4R
3B
3R
3C

s 40

A. sanarelli CECT 7402T
A. tawanensis CECT 7403T

A. media CECT 4232T
A. rivipollensis LMG 26323T
- A. eucrenophila CECT 42241
A. aquatica CECT 8025
A. lusitana CECT 2473T
A tecta CECT 7082T
A. intestinalis CECT 8980T/113634*
A. encheleia CECT 4342T

1 A. rivuli CECT 7518T

A. molluscorum CECT 5864T

r —r A. bivalvium CECT 7113T
- A. crassostreae CECT 8982T

A. simiae IBS S6874T

[
1 I—|:— A. diversa CECT 4254T
@

A. schuberti CECT 4240T
A. trota CECT 4255T

8 A. popoffi CECT 5176T
= A. piscicola CECT 7443T
- A. bestiarum CECT 4227T

l A. enterica CECT8981T/11781C"*
A. salmonicida CECT 894 T

a1

A. cavemicola CECT 7862T
A. jandaei CECT 4228T
A. lacus CECT 8024
A. sobria CECT 4245T
A. fluviales CECT 7401T
A. australiensis CECT 8023T
A aquatilis CECT 8026T
A. allosacharophila CECT 4199T
A finlandiensis CECT 8028T
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A. veronii CECT 4257T
3M
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Figura 5. Arbol filogenético del género bacteriano Aeromonas basado en la secuencia del gen rpoD (457
pb). Los nimeros de los nodos indican los valores Bootstrap (porcentaje de 1000 repeticiones). Fueron
eliminados los Bootstrap menores del 50%. Barra de 0,01 sustituciones de nucledtidos estimados por sitio.
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Como se muestra en la Figura 5, las cepas 1R y 2R resultaron ser clones entre
ellas, del mismo modo que la cepa 1C es clon de la 2C y la 3C de la 4C. Las cepas 3R,
4R y 5R provienen del mismo paciente, pero fueron catalogadas como infeccién mixta
tras analizar los resultados. Se trata de una infeccion mixta entre dos cepas
de A. caviae (3R y 4R) y una cepa de A. dhakensis (5R). Por otro lado, las cepas 5C y
6C también provenian del mismo paciente, pero resultaron ser la causa de una infeccion

mixta entre las especies A. caviae (5C) y A. veronii (6C).

Tabla 3. Concordancia de la identificacion entre el MALDI-TOF y la identificacion molecular (secuenciacion
del gen rpoD).

Identificacion correcta

Método A nivel de género A nivel de especie

MALDI-TOF 28 (100%) 16 (57,1%)

Secuenciacion

del gen rpoD 28 (100%) 28 (100%)

Por otro lado, la reidentificacion de las 28 cepas mediante secuenciacidén del gen
rpoD puso de manifiesto que las 28 (100%) cepas fueron correctamente identificadas a
nivel de género con el método MALDI-TOF, sin embargo, solo 16 (57,1%) fueron
correctamente identificadas a nivel de especie en los hospitales, como se muestra en la
Tabla 3y en el Anexo 1.

Los resultados de identificaciébn preliminar de las 28 cepas del género
Aeromonas con MALDI-TOF mostraron que 8 (28,6%) cepas fueron identificadas solo a
nivel de género, mientras que 4 (14,3%) fueron identificadas como otras especies del
género (Figura 5 y Anexo 1). Por ejemplo, las cepas 5R y 1A fueron catalogadas
errébneamente, ya que habian sido anteriormente identificadas como A. hydrophila, y
ambas fueron reidentificadas mediante la secuenciacion del rpoD como A. dhakensis en
este estudio.
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6.1.1. Diversidad de especies

De las 28 cepas identificadas como Aeromonas, 11 (39,3%) correspondieron
a A. caviae, 7 (25%) a A. veronii, 4 (14,3%) a A. dhakensis, 4 (14,3%) a A. hydrophila,
1 (3,5%) a A. entericay 1 (3,5%) a A. intestinalis (Figura 6). Estas dos ultimas son las
Unicas cepas de A. enterica y A. intestinalis, y actualmente estan en proceso de
descripcion (Anexo 1).

A. enterica
4%

A intestinalis
4%

A hydrophil

14% & caviae

39%

A wveronii
25%

A dhakensis
j_i_...

Figura 6. Prevalencia de las especies bacterianas del género Aeromonas utilizadas en este estudio
expresada en tanto por ciento (%). La tabla a partir de la cual se realiz6 el gréfico se encuentra en el Anexo
1.

6.1.2. Origenes

En lo que respecta al origen, 19 (67,9%) de las cepas fueron aisladas de heces,
4 (14,3%) de heridas, 3 (10,8%) de sangre, 1 (3,5%) de orina y 1 (3,5%) de liquido
ascitico, como se puede apreciar en la Figura 7. La especie A. caviae destaca por su
prevalencia en heces, aunque también se aislé frecuentemente a partir de sangre, lo
gue coincide con la literatura. Por ultimo, tanto la cepa tipo de A. enterica como la

de A. intestinalis fueron aisladas de heces.
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Figura 7. Origen de las cepas bacterianas del género Aeromonas utilizadas en este estudio expresado en
tanto por ciento (%). La tabla a partir de la cual se realiz6 el grafico se encuentra en el Anexo 1.

6.2. Caracterizaciéon patogénica de Aeromonas entericay Aeromonas

intestinalis

Los experimentos con lineas celulares se realizaron para caracterizar las nuevas
especies (A. enterica y A. intestinalis). Para los analisis se incluyeron diferentes

especies con prevalencia variable (Anexo 2).

6.2.1. Ensayo de fagocitosis

Como se observa en la Figura 5, después de la infeccién de macréfagos murinos
(J744A.1) infectados a MOI 5 con las cepas tipo de Aeromonas, los resultados
mostraron que las especies menos prevalentes en clinica (A. salmonicida, A.
enterica y A. intestinalis) tenian un porcentaje de fagocitosis significativamente mayor
(p<0,05) que las especies mas prevalentes en clinica
(A. caviae, A. dhakensis y A.veronii) (Figura 8). Respecto a las tres especies meneos
prevalentes, se observéd Unicamente diferencias significativas entre A. salmonicida y A.
intestinalis (p<0,05). En cambio, entre las tres especies mas prevalentes, no se
observaron diferencias significativas. Cabe destacar, el resultado de las dos especies

en proceso de caracterizacion (A. enterica y A. intestinalis),
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con porcentajes mas de tres veces superiores al de la especie mas prevalente (A.
caviae) (Figura 8).
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Figura 8. Promedio del porcentaje de fagocitosis de las cepas tipo de Aeromonas estudiadas tras 1 h de
infeccion a MOl 5 en la linea celular de macréfagos murinos  J744A.1.

Diferencias significativas (p<0,05) indicadas con un asterisco (*).

6.2.2. Supervivencia intracelular

En la Figura 9 se muestra el porcentaje de supervivencia intracelular que
mostraron las cepas tipo de Aeromonas después de 4 y 6 horas en relacion con el punto
temporal de 0 horas con las que se infecté a MOI 5 los macréfagos murinos (linea celular
J744A.1). Como se puede observar, es evidente que la supervivencia intracelular de las
bacterias a las 6 horas es menor que a las 4 horas debido a la accién intracelular de los
macrofagos. Al contrario que en el ensayo de fagocitosis, los resultados de las tres
especies mas prevalentes fueron mayores que los de las menos prevalentes. Ademas,
cabe destacar que los resultados de A. enterica, A. intestinalis y A. salmonicida son
similares. A las 4 horas, la supervivencia intracelular de las cepas mas prevalentes
(A. caviae, A. dhakensis y A. veronii) fue significativamente mayor (p<0,05) que la de
las cepas menos prevalentes en clinica (A.salmonicida, A. entericay A.

intestinalis). De cualquier forma, no se observaron diferencias significativas entre
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ninguna especie, exceptuando el porcentaje de supervivencia de A. dhakensis,
gue resulté ser significativamente mayor (p<0,05) que el de A. intestinalis.
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Figura 9. Promedio del porcentaje de supervivencia intracelular de las cepas tipo de Aeromonas estudiadas
después de 4 y 6 horas de infeccién a MOI 5 (respecto al punto temporal de 0) en la linea celular de
macréfagos murinos J744A.1. Diferencias significativas (p<0,05) indicadas con un asterisco (*).

A las 6 h, la supervivencia de las cepas mas prevalente también fue mayor, pero
la diferencia respecto a las menos prevalente fue menos destacable.
Las diferencias significativas (p<0,05) que se observaron en este punto
temporal fueron el resultado de A. enterica respecto a A. caviae y A. dhakensis, asi

como el resultado de A. caviae respecto al de A. salmonicida.
6.2.3. Expresion de TNF-a

La infeccidn de la linea celular de macréfagos murinos J744A.1 con todas las
cepas, independientemente de la especie estudiada, indujo la expresion génica de TNF-

a con una diferencia significativa (p<0,05) en el patron de transcripcion en relacion con
las células no infectadas (AAct=1).
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Como se muestra en la Figura 10, los mayores niveles transcripcionales del gen
de la citocina proinflamatoria TNF-a fueron inducidos por las especies mas prevalentes
(A. caviae, A. veroniiy A. dhakensis, respectivamente), mientras que los menores fueron
inducidos por las especies menos prevalentes (A. intestinalis, A. enterica y A.
salmonicida, respectivamente). El nivel de induccion de la expresion de esta citocina fue
significativamente mayor (p<0,05) en las tres especies mas prevalentes respecto a las
tres menos prevalentes. Entre las mas prevalentes no se observan diferencias
significativas. Sin embargo, el resultado de A. salmonicida difiere significativamente
(p<0,05) de los de A. enterica y A. intestinalis, las dos especies en proceso de

caracterizacion.
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Figura 10. Perfil de expresién génica de TNF-a en la linea celular de macréfagos murinos J744A.1 (valores
medios de qPCR) inducida a MOI 5 por las diferentes cepas tipo de Aeromonas estudiadas en relacion con

las células sin infectar (AAct=1). Diferencias significativas (p<0,05) indicadas con un asterisco (*).
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7. Discusion

Tal y como se menciond en la introduccion, el género Aeromonas esta formado
por microorganismos asociados a ambientes acuaticos. Sin embargo, estas bacterias
estan distribuidas por todo el mundo y han sido aisladas de varias muestras clinicas y
ambientales (Janda y Abbott et al., 2010; Figueras y Beaz-Hidalgo, 2015; Fernandez-
Bravo y Figueras, 2020). Esta bacteria tiene una especial importancia en salud humana
ya que puede provocar infecciones tanto a nivel intestinal como extraintestinal y en salud
animal ya que puede provocar grandes pérdidas econémicas en acuicultura (Latif-
Eugenin, 2015).

Como resultado de la colaboracion del laboratorio con hospitales universitarios
de nuestra area, nosotros reidentificamos molecularmente, a nivel de especie, diez
cepas clinicas provenientes de hospitales espafioles mediante la secuenciaciéon del gen
rpoD. Las cepas para identificar se incluyeron en un grupo de cepas identificadas
previamente, con el objetivo de realizar un andlisis competente de la prevalencia de las
especies y sus origenes, obteniendo un total de 28 cepas para analizar. La identificacion
a nivel de especie de las diez cepas demostro que la identificacion molecular basada en
HGK (en concreto, basada en el gen rpoD) era mas resolutiva que los métodos clasicos
utilizados en hospitales como el MALDI-TOF. Literatura previa demostrd que un 98,3%
de cepas de Aeromonas eran correctamente identificadas a nivel de género y un 91,1%
a nivel de especie, siendo el MALDI-TOF un método interesante para la identificacion
de Aeromonas (Figueras y Beaz-Hidalgo, 2015). Sin embargo, este método posee
limitaciones, debido a que la taxonomia se encuentra en constante cambio con la
descripcion de nuevas especies y las reclasificaciones (Fernandez-Bravo, 2019). Por
ejemplo, en este trabajo encontramos cepas previamente identificadas como A.
hydrophila por los hospitales, pero tras analizar las secuencias de sus genes rpoD
resultaron pertenecer a A. dhakensis. Esta confusion concuerda con la literatura descrita
por Chen et al. (2014). Ademas, otras cepas fueron previamente identificadas por
MALDI-TOF como Aeromonas sp. Esto seria debido a la falta de A. dhakensis, A.
enterica y A. intestinalis en la base de datos de MALDI-TOF (Latif-Eugenin, 2015;
Fernandez-Bravo, 2019). Por ello, seria importante alertar a los hospitales sobre la
necesidad de actualizar la base de datos de MALDI-TOF o de realizar la secuenciacion

de genes housekeeping para la identificacion de especies.

Algunas especies del género son consideradas patbgenos emergentes

oportunistas que causan diarrea, bacteriemia e infecciones de heridas que afectan en
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mayor medida a las poblaciones de riesgo, como los nifios, los ancianos y los individuos
inmunocomprometidos (Janda y Abbott et al., 2010; Fernandez-Bravo, 2019). Como
resultado del analisis de las 28 cepas clinicas, se encontr6 que A. caviae (39%), A.
veronii (25%) A. dhakensis (14%) y A. hydrophila (14%) fueron las especies mas
prevalentes. Estos resultados fueron similares a los descritos en estudios previos (Latif-
Eugenin, 2015; Fernandez-Bravo y Figueras, 2020). Segun Fernandez-Bravo y Figueras
(2020), el 95.4% de las cepas de Aeromonas asociadas con casos clinicos humanos
corresponden a: A. caviae (37,26%), A. dhakensis (23,49%), A. veronii (21,54%) y A.
hydrophila (13,07%). Sin embargo, estos resultados podrian variar dependiendo las
zonas de aislamiento, como ocurre con A. dhakensis, menos aislada en hospitales
espafioles, pero de gran prevalencia en zonas tropicales como Australia (Fernandez-
Bravo y Figueras, 2020). Por otro lado, la identificacion a nivel de especie de las
bacterias de este género por parte de los hospitales espafioles no es siempre del todo
correcta (Latif-Eugenin, 2015). Esto se debe a que, como se ha comentado
anteriormente, durante los ultimos afios, muchos laboratorios clinicos utilizan como
método de identificacion el MALDI-TOF. Respecto al origen de las cepas, en este trabajo
destaca la prevalencia de este género en heces (68%), seguido de heridas (14%) y
sangre (11%). En la tesis doctoral de Fernandez-Bravo (2019), las heces (86,8%)
también son el origen mas comudn, aunque la prevalencia en sangre (4,4%) es superior
a la de heridas (1,7%). Ademas, en este trabajo previo se encuentran origenes mas
variados como bilis, esputo o secrecion de faringe. La diferencia en los resultados en

los tipos de origenes se debe al tamafio muestral de este estudio.

Analizando la diversidad del género Aeromonas con las 28 cepas identificadas
previamente en el laboratorio y en este trabajo, es importante destacar la utilidad del
gen rpoD, que permitié identificar varios escenarios. Por un lado, distintas cepas del
mismo paciente fueron aisladas para su estudio. Los resultados concluyeron que
existian distintas cepas e incluso distintas especies de Aeromonas en el mismo
paciente. Este resultado es interesante, ya que recientemente, infecciones mixtas con
diferentes especies o0 cepas de Aeromonas han sido reportadas en un 5-10% de los
casos clinicos (Mosser et al., 2015; Ponnusamy et al., 2016; Fernandez-Bravo et al.,
2019) y esto podria ayudar a entender la complejidad de las infecciones por Aeromonas.
Por otro lado, durante el estudio de la prevalencia se encontraron dos cepas,
provenientes de pacientes con diarrea en dos hospitales espafioles, que no pertenecian
a ninguna especie de Aeromonas, por lo que fueron denominadas A. enterica y A.
intestinalis. Estas fueron anunciadas en 2017 por Figueras et al. Sin embargo,

actualmente se encuentran en proceso de descripcion.
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Debido al interés de conocer la complejidad del género, se procedid a
caracterizar la patogenicidad de estas nuevas especies, A. enterica y A. intestinalis, a
través de experimentos de infeccion in vitro. Previos estudios caracterizaron otras
especies del género (Fernandez-Bravo, 2019), por lo que estas se afiadieron a los
experimentos. Nuestros resultados mostraron que las especies A. enterica y A.
intestinalis resultaron ser las que inducian una mayor fagocitosis por parte de los
macréfagos murinos, llegando a triplicar el resultado de la especie mas prevalente A.
caviae. La causa de que los macréfagos murinos fagociten con tanta eficacia a estas
especies puede residir en que ellas mismas carecen de factores de virulencia que les
permitan ocultarse o evadir la accién de estas células del sistema inmune, como
previamente se ha descrito en otras especies (Fernandez-Bravo et al., 2019). Por otro
lado, el porcentaje de supervivencia intracelular de las especies estudiadas (A. enterica
y A. intestinalis) es menor que el de las mas prevalentes (A. caviae, A. dhakensis y A.
veronii) en ambos puntos temporales (4 y 6 horas). Esto indica que, ademas de que A.
enterica y A. intestinalis son fagocitadas en mayor nimero por los macréfagos murinos,
muestran una supervivencia menor en su interior. Estas podrian ser las razones
principales por las que su prevalencia en clinica es minima, a diferencia de las otras
especies cuyos resultados fueron previamente reportados (Fernandez-Bravo, 2019). En
este punto, destaca especialmente el descenso de la supervivencia intracelular de A.
enterica a lo largo del experimento. Parece ser que, de las dos especies en proceso de
caracterizacion, esta es mas vulnerable a la accidon del fagolisosoma, pero con solo
estos resultados no se pueden sacar conclusiones definitivas. En ambos experimentos
los resultados de A. salmonicida fueron similares a los de las especies en proceso de
caracterizacion. Esto puede parecer extrafio si consideramos que la especie psicrofila
A. salmonicida resulta patégena para salmonidos y otros peces, aunque un estudio
previo realizado por Fernandez- Bravo (2019) demostré que existen cepas mesofilas
capaces de infectar mamiferos con diferentes niveles de patogenicidad. En base a estos
resultados similares, se podria decir que estas especies (A. salmonicida, A. enterica y
A. intestinalis) podrian comportarse de la misma forma en humanos, aunque se

requieren mas experimentos para clarificar esta afirmacion.

La evaluacién de la expresion inducida de la citocina proinflamatoria TNF-a
demostrd que las nuevas especies descritas apenas estimulan el sistema inmune. En
cambio, las mas prevalentes (A. caviae, A. dhakensis y A. veronii) estimulan fuertemente
el sistema a inmune. En teoria, esta fuerte activacion deberia ser positiva ya que
facilitaria la eliminacion del patégeno, pero una sobreactivacién del sistema inmune

genera la denominada tormenta de citocinas que resultan perjudiciales para el huésped
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(Tisoncik et al., 2012; Murciano et al., 2015). Las tormentas de citocinas son reacciones
inmunitarias  defensivas potencialmente mortales que consisten en una
retroalimentacion positiva entre las citocinas y las células inmunitarias provocando fiebre
elevada, nauseas y fatiga extrema, entre otros sintomas (Tisoncik et al., 2012; Murciano
et al., 2015). En este experimento, A. salmonicida es la especie que menaos induce la
expresion de TNF-a, pero los resultados son similares a los de A. enterica y A.
intestinalis. Que una especie poco prevalente y, generalmente, no patdégena para
mamiferos como lo es A. salmonicida, dé lugar a resultados similares en los tres
experimentos de infeccion in vitro, explicaria el motivo por el que A. enterica y A.
intestinalis son poco prevalentes a pesar de provenir del intestino humano. El hecho de
gue las nuevas especies apenas estimulen el sistema inmune puede deberse a la
ausencia de la expresion de citocinas proinflamatorias que estimulen el sistema inmune
para que estas especies no perjudiquen al huésped, debido por un lado a la gran
capacidad de los macréfagos para fagocitar estas especies y, por otro, a su limitada
supervivencia intracelular. Esta seria otra razon por la cual su prevalencia en clinica es
minima. Para corroborarlo seria necesario estudiar la expresion inducida por estas
especies de otras citocinas proinflamatorias como la IL-6, la IL-8, la IL-12 o0 el IFN-y.
Aparte de a nivel de ARN, se podria estudiar la induccion a nivel proteico mediante la
técnica analitica Western blot. Cabe destacar que las tres especies menos prevalentes
(A. salmonicida, A. enterica y A. intestinalis) si que activan el sistema inmune, pero no
inducirian la tormenta de citocinas que provocan las especies mas prevalentes (A.

caviae, A. dhakensis y A. veronii).
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8. Conclusiones

1. El método de identificacion molecular a nivel de especie basado en el andlisis
filogenético de la secuencia de genes housekeeping es mas resolutivo que la
espectrometria de masas MALDI-TOF.

2. El rendimiento limitado de MALDI-TOF MS para la identificaciéon de especies de
Aeromonas ha sido demostrado. Este se puede mejorar actualizando regularmente las

bases de datos de los hospitales.

3. Las cepas estudiadas corresponden a 6 especies, 4 de las cuales: A. caviae (39%),
A. veronii (25%), A. dhakensis (14%) y A. hydrophila (14%) englobaron el 92% de las

cepas.

4. Las dos nuevas especies en proceso de descripcion, A. enterica y A. intestinalis, son

muy poco prevalentes en clinica.

5. Se comprob6 que en hospitales espafioles existe una mayor probabilidad de aislar

Aeromonas en heces.

6. Las nuevas especies A. intestinalis y A. entérica poseen un mayor porcentaje de
fagocitosis y menor supervivencia intracelular tras la infeccion en lineas celulares de

macrofagos murinos, en comparacion con las especies mas prevalentes en clinica.

7. Los niveles transcripcionales del TNF-a fueron menores en las infecciones producidas
por las nuevas especies, A. entérica y A. intestinalis, en comparacién con las producidas
por especies mas prevalentes en clinica. Esto se debe a que estas nuevas especies no

provocan una tormenta de citoquinas y explica su baja prevalencia en clinica.
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10. Autoevaluacioén

Este Trabajo de Fin de Grado se ha realizado durante mi periodo de practicas
curriculares correspondiente a la asignatura “Practicas extermas”. Después de valorar
distintas posibilidades tanto en hospitales del sistema publico de salud como en otros
centros de investigacion me decanté por la Unidad de Micologia y Microbiologia
Ambiental del ISPV que estudia el género Aeromonas. Este género me ha resultado
muy interesante por su singularidad y sus implicaciones clinicas. A ello ha contribuido
gue se trata de un género bacteriano poco estudiado respecto a otros, lo que resulta

mas motivante y alentador para el principiante, como es mi caso.

La realidad ha superado con creces las expectativas que tenia y, pese al poco
tiempo que he permanecido en el grupo debido a las circunstancias sanitarias vividas,
considero que mi aprendizaje ha sido muy satisfactorio y me ha brindado la oportunidad
de realizar técnicas muy variadas como queda de manifiesto en este estudio. Desde el
primer dia, me senti respaldado por mi tutora, los doctorandos y las técnicas de
laboratorio, quienes confiaron en mi permitiéndome participar activamente en la
realizacion de diversos experimentos (tanto de caracter bacteriano como relacionados

con la micologia).

La realizacion de este Trabajo de Fin De Grado me ha permitido aplicar los
conocimientos teéricos y practicos aprendidos durante el grado de Biotecnologia y
obtener asi una vision completa del trabajo que se lleva a cabo en un laboratorio de
microbiologia. Debido a la variedad de este estudio, he aprendido y reforzado técnicas
de microbiologia clasica y biologia molecular, incluyendo técnicas de cultivo bacteriano,

cultivo celular, PCRs, PCRs a tiempo real (QPCR) y secuenciacién de genes, entre otras.

En mi opinion, mi desarrollo personal ha dado un paso mas hacia mi carrera
investigadora y laboral como miembro de la comunidad cientifica. Durante la
investigacion y redaccion de este trabajo he tenido la oportunidad de enfrentarme a
problemas reales y dificultades técnicas que, con la ayuda de mi tutora, he conseguido
solventar. Mi experiencia ha sido muy positiva también en cuanto al trabajo en grupo se
refiere, compartiendo datos, técnicas instrumentacién y experiencias profesionales y

personales.
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11. Anexos

Anexo 1: Cepas obtenidas de los hospitales para su identificacion.

C(’)digo Caodigo Origen Identific_acién Identificacion
Hospital URV preliminar URV

8199246502 (1) 1R Heces Aeromonas caviae Aeromonas caviae
8199246502 (2) 2R Sangre Aeromonas sp. Aeromonas caviae
8044407685 (1) 3R Heces Aeromonas sp. Aeromonas caviae
8044407685 (2) 4R Heces Aeromonas sp. Aeromonas caviae
8044407685 (3) 5R Heces Aeromonas hydrophila Aeromonas dhakensis
8110525172 6R Herida Aeromonas hydrophila Aeromonas hydrophila
8163132027 7R Herida Aeromonas hydrophila Aeromonas dhakensis
8318318560 8R Heces Aeromonas veronii Aeromonas veronii
1760506 9R Orina Aeromonas caviae Aeromonas caviae
1726761 M Heces Aeromonas sp. Aeromonas dhakensis
1731745 2M Herida Aeromonas sp. Aeromonas veronii
8455984937 3M Fluido ascitico Aeromonas veronii Aeromonas veronii
2486224 1A Herida Aeromonas hydrophila Aeromonas dhakensis
2971299 2A Heces Aeromonas hydrophila Aeromonas hydrophila
2879117 3A Heces Aeromonas caviae Aeromonas caviae
2894752 4A Heces Aeromonas caviae Aeromonas caviae
2796214 5A Heces Aeromonas veronii Aeromonas veronii
41589241 (1) 1C Heces Aeromonas sobria Aeromonas veronii
41589241 (2) 2C Sangre Aeromonas sp. Aeromonas veronii
58218250 (1) 3C Heces Aeromonas caviae Aeromonas caviae
58218250 (2) 4C Sangre Aeromonas caviae Aeromonas caviae
52896160 (1) 5C Heces Aeromonas caviae Aeromonas caviae
52896160 (2) 6C Heces Aeromonas caviae Aeromonas veronii
58941885 1B Heces Aeromonas hydrophila Aeromonas hydrophila
54789276 2B Heces Aeromonas hydrophila Aeromonas hydrophila
32117899 3B Heces Aeromonas caviae Aeromonas caviae
113634 113634 Heces Aeromonas sp. ;:;:ZZ',::I?SS*

1459510 1178C Heces Aeromonas sp. Aeromonas enterica*

Color rojo: cepas identificadas durante la realizacion de este estudio.

Color azul: cepas previamente identificadas por el grupo, pero igualmente utilizadas en este estudio.

*: inicas cepas encontradas en muestras clinicas correspondientes a estas especies.
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Anexo 2: Cepas tipo utilizadas para los experimentos in vitro.

Cepa Especie Origen
CECT 838T | 4 cavige Cerdo
CECT 5744T | , dhakensis Heces
CECT 4257T A veronii Esputo
CECT 894T | 4 salmonicida | Salmon
CECT 8981T | , enterica Heces
CECT 8980T | 4 intestinalis | Heces
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