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RESUMO 
 
 

Aeromonas são bacilos gram-negativos de habitat aquático, mas podem ser 
encontradas em outros ambientes. São oportunistas e podem causar infeções em 
humanos que variam de diarreia a septicemia. As espécies mais frequentemente 
recuperadas de amostras clínicas são A. veronii, A. caviae, A. hydrophyla. Aeromonas 
também estão relacionadas diretamente com graves infeções em peixes, gerando perdas 
financeiras na indústria pesqueira. Ilhas genômicas (GIs) são “clusters” que se encontram 
no genoma bacteriano de determinadas cepas, mas ausentes em outras cepas da mesma 
espécie. GIs podem contribuir para a evolução e adaptação de bactérias a diferentes 
ambientes; dependendo dos genes que se encontram nestas regiões, pode-se classificar 
as GIs, como ilhas de virulência, patogenicidade, metabolismo, resistência à antibiótico 
ou simbiose. No primeiro artigo, foi realizada a predição in silico de GIs, em isolados de 
A. hydrophila com genoma completo. O número de GIs preditas e suas características 
variaram entre as 17 cepas de A. hydrophila que foram classificadas em dois grupos 
filogenéticos. Poucas GIs foram compartilhadas entre os dois grupos, e contém 
principalmente genes do “core genoma”. O grupo 1 contém 9 cepas, majoritariamente 
patógenos de peixes; estas apresentaram maior número de GIs preditas e e com 
características semelhantes incluindo diversos genes relacionados ao metabolismo do 
mio-inositol, ácido siálico e L-fucose, que podem estar associados à adaptação e 
virulência no hospedeiro, e um “cluster” recentemente associado com o metabolismo de 
DNA. Estas GIs também apresentam “clusters” para biossíntese do antígeno somático 
OX1 ou OX6. O grupo 2, é constituído por 8 cepas isoladas de diferentes origens, 
incluindo isolados clínicos e ambientais; estas cepas apresentam GIs únicas e nenhuma 
característica distintiva do grupo foi identificada. Em resumo, os resultados sugerem que 
há diversidade entre as GIs presentes em Aeromonas, que codificam diversas 
características associadas ao metabolismo, virulência, resistência aos antibióticos, entre 
outras, que podem contribuir para a adaptação a hospedeiros e competitividade no 
ambiente. No segundo artigo a classificação taxonômica de Aeromonas com genomas 
completos foi determinada utilizando os genes housekeeping gyrB-rpoD-rpoB, proteoma 
e Average Nucleotide Identity (ANI). O método Sweep foi utilizada para gerar as árvores 
filogenéticas. Um total de 177 genomas de Aeromonas, depositados no GenBank como 
membros de 15 espécies ou identificados apenas ao nível de gênero, foram analisados. 
Algumas divergências foram observadas entre os resultados da análise baseada em 
genes housekeeping e aqueles do proteoma e ANI, que foram mais consistentes. Os 
resultados mostram que 11 cepas estão erroneamente identificadas ao nível de espécie. 
As cepas erroneamente identificadas estão classificadas no NCBI como A. media (2 
cepas), A. hydrophila (4 cepas) e A. veronii (5 cepas). Destas, 4 provavelmente são A. 
rivipollensis e 3 A. allosaccharophila, uma vez que apresentam respectivamente, valores 
de ANI superiores a 95% com o único representante dessas espécies; 2 pertencem à 
espécie A. dhakensis; 1 A. jandaei e 1 cepa permanece como espécie não identificada. 
Entre as 27 cepas previamente identificadas apenas ao nível de gênero, 22 puderam ser 
classificadas ao nível de espécie, sendo 3 A. hydrophila, 9 A. caviae, 5 A. veronii, 2 A. 
dhakensis; A. enteropelogenes, A. jandaei e A. sanarellii 1 cepa cada. Três cepas não 
foram incluídas em nenhum grupo, sugerindo que possam pertencer a espécies distintas 
das que já tem genoma completo sequenciado, ou até mesmo representar novas espécies 
de Aeromonas. 



Palavras-chave: Aeromonas; ilha genômica; taxonomia; árvore filogenética; Identidade 
Nucleotídica Média (ANI). 



ABSTRACT 
 

Aeromonas are gram-negative bacilli of aquatic habitat, but can be found in other 
environments. They are opportunistic and can cause infections in humans ranging from 
diarrhea to septicemia. The species most frequently recovered from clinical samples are 
A. veronii, A. caviae, A. hydrophyla. Aeromonas are also directly related to serious 
infections in fish, generating financial losses in the fishing industry. Genomic islands (GIs) 
are “clusters” that are found in the bacterial genome of certain strains, but absent in other 
strains of the same species. GIs can contribute to the evolution and adaptation of bacteria 
to different environments; depending on the genes found in these regions, GIs can be 
classified as islands of virulence, pathogenicity, metabolism, antibiotic resistance or 
symbiosis. In the first article, the in silico prediction of GIs was performed in A. hydrophila 
isolates with complete genome. The number of predicted GIs and their characteristics 
varied among the 17 A. hydrophila strains that were classified into two phylogenetic 
groups. Few GIs were shared between the two groups, and they mostly contain core 
genome genes. Group 1 contains 9 strains, mostly fish pathogens; these showed a greater 
number of predicted GIs and with similar characteristics including several genes related to 
the metabolism of myo-inositol, sialic acid and L-fucose, which may be associated with 
adaptation and virulence in the host, and a cluster recently associated with metabolism. of 
DNA. These GIs also present “clusters” for the biosynthesis of the somatic antigen OX1 or 
OX6. Group 2 consists of 8 strains isolated from different origins, including clinical and 
environmental isolates; these strains have unique GIs and no distinctive features of the 
group have been identified. In summary, the results suggest that there is diversity among 
the GIs present in Aeromonas, which encode several characteristics associated with 
metabolism, virulence, antibiotic resistance, among others, which may contribute to host 
adaptation and competitiveness in the environment. In the second article, the taxonomic 
classification of Aeromonas with complete genomes was determined using the 
housekeeping genes gyrB-rpoD-rpoB, proteome and Average Nucleotide Identity (ANI). 
The Sweep method was used to generate the phylogenetic trees. A total of 177 
Aeromonas genomes, deposited in GenBank as members of 15 species or identified only 
at the genus level, were analyzed. Some divergences were observed between the results 
of the analysis based on housekeeping genes and those of the proteome and ANI, which 
were more consistent. The results show that 11 strains are misidentified at the species 
level. The wrongly identified strains are classified in the NCBI as A. media (2 strains), A. 
hydrophila (4 strains) and A. veronii (5 strains). Of these, 4 are probably A. rivipollensis 
and 3 A. allosaccharophila, since they present respectively, ANI values higher than 95% 
with the only representative of these species; 2 belong to the species A. dhakensis; 1 A. 
jandaei and 1 strain remains as an unidentified species. Among the 27 strains previously 
identified only at the genus level, 22 could be classified at the species level, being 3 A. 
hydrophila, 9 A. caviae, 5 A. veronii, 2 A. dhakensis; A. enteropelogenes, A. jandaei and 
A. sanarellii 1 strain each. Three strains were not included in any group, suggesting that 
they may belong to different species from those that already have a complete genome 
sequenced, or even represent new species of Aeromonas. 

 
Keywords: Aeromonas; genomic island; taxonomy; phylogenetic tree; Average Nucleotide 

Identity (ANI). 
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CAPÍTULO I: INTRODUÇÃO 
 
 

1 CONSIDERAÇÕES INICIAIS 
 

Com um maior número de genomas sequenciados foi possível obter diversas 

informações genéticas dos organismos em grande escala, demonstrando que, além da 

presença dos genes do “core” genoma, que codificam as funções metabólicas essenciais, 

estão presentes também uma grande quantidade de genes acessórios adquiridos por 

transferência horizontal (Schmidt; Hensel, 2004); (Bello-Lópes et al., 2019). 

Genomas bacterianos possuem característica de fluxo constante de perda e ganho 

de material genético (Soucy; Huang; Gogarten; 2015). Estes eventos estão relacionados 

a diversos fatores, como por exemplo, a presença de elementos genéticos móveis auto 

transmissíveis (MGEs), profagos e elementos conjugativos, que demonstraram ser um 

recurso muito importante (Frost et al., 2005); (Tekedar et al., 2019). Com isso, as bactérias 

podem adquirir características adaptativas benéficas sob certas condições ambientais ou 

de crescimento (Koonin, 2016); (Liu et al., 2018). 

A evolução e transformação dos genomas bacterianos está relacionado 

diretamente com a transferência de genes entre as diferentes espécies bacterianas. Isso 

ocorre principalmente devido as Ilhas Genômicas, conhecidas também como “GIs”. Estas 

GIs, são caracterizados como blocos de genes que podem atribuir determinadas funções 

acessórias para a bactéria. As GIs podem estar presentes em genomas procarióticos 

patogênicos e não patogênicos (Hacker; Kaper, 2000); (Selvaraj et al., 2022). 

As GIs foram descritas pela primeira vez no ano de 1990, por Hacker e 

colaboradores. Eles identificaram clusters de genes virais que (codificam genes de 

hemolisina) estavam presentes em genomas de várias cepas de Escherichia coli, e 

ausentes em outras cepas. Estes clusters foram denominados como Ilhas de 

Patogenicidade (PAIs) (Hacker et al; 1990). Desde então, outras GIs foram caracterizadas 

e de acordo com o seu conteúdo genético identificadas como GIs de Resistência a 

Antibióticos, Metabólicas, de Simbiose (Hacker; Kaper, 2000); (Fu et al., 2022). 

Como exemplo de funções codificadas em GIs e relacionadas com a capacidade 

de sobrevivência de patógenos no corpo do hospedeiro, levando a doenças, estão o 

sistema de secreção do tipo III, a capacidade de absorção de ferro, a produção e secreção 

de toxinas e as adesinas (Dobrindt et al, 2004); (Gal-Mor; Finlay, 2006); (Pang et al., 

2015). Existem estudos que sugerem que a patogenicidade pode ser regulada pela perda 
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seletiva ou recuperação de GIs específicas (Lawrence, 2005); (Manson; Gilmore, 2006); 

(Gonçalves et al., 2020) e que as PAIs, podem ser transferidas ou deslocadas dos 

cromossomos a uma taxa detectável, ocasionando diferentes fenótipos patogênicos. A 

detecção de diversas GIs, com suas características distintas e diferentes funções 

codificadas, tornou-se um fator importante no estudo da evolução microbiana (Finlay; 

Falkow, 1997); (Middendorf et al., 2004); (Bertelli; Tilley; Brinkman, 2019). 

O gênero Aeromonas consiste de bacilos gram-negativos, anaeróbios facultativos 

que pertencem à família Aeromonadaceae. São compostos por organismos mesófilos, 

capazes de desenvolver-se melhor em condições de temperatura moderada, e psicrófilos, 

que se reproduzem em baixas temperaturas. Algumas espécies podem causar uma série 

de doenças em animais de sangue quente e frio (Igbinosa et al., 2012); (Guz et al., 2021). 

Nos últimos anos, Aeromonas mesófilas tem chamado atenção por serem associadas 

com doenças transmitidas por alimentos (Pablos; Remacha; Rodriguez-Calleja, 2010); 

(Hoel; Vadstein; Jakobsen, 2019). As gastroenterites e infecções de feridas são as 

doenças mais frequentemente associadas com Aeromonas em humanos. No entanto 

outras infecções tais como septicemia, infecções do trato urinário, infecções de feridas, 

infecções do trato hepatobiliar, pneumonia, infecções oculares, fasciíte necrosante entre 

outras também podem ser causadas por essas bactérias (Janda; Abbott, 2010). As quatro 

espécies mais frequentemente relacionadas com infecção em humanos são: A. 

hydrophila, A. cavie, A. veronii biovar sobria, A. dhakensis (Janda; Abbott, 2010), 

(Fernandez-Bravo; Figueras, 2020) 

Aeromonas são descritas como resistentes a ampicilina e a cefalosporinas de 1ª 

geração, exceto a espécie A. trota (Fernandez-Bravo; Figueras, 2020). Os antibióticos 

fluoroquinolona e aminoglicosídeos geralmente apresentaram boa atividade 

antimicrobiana para espécies de Aeromonas isoladas de fontes clínicas. No entanto foi 

observado resistência para cefalosporina de 3ª geração. O aumento do uso inapropriado 

dos antibióticos na aquicultura e no tratamento humano, ocasionou um aumento 

significativo da resistência das bactérias aos antimicrobianos (Tena et al., 2007); (Li et al., 

2015); (Ghenghesh et al., 2015). 

Com o uso indevido e generalizado dos antimicrobianos, patógenos bacterianos 

resistentes estão surgindo rapidamente (Andersson; Hughes, 2014); (Lamy; Baron; 

Barraud, 2022). O impacto no meio ambiente devido à pressão seletiva exercida pelos 

antibióticos, torna-se muito preocupante, e não apenas em ambientes restritos, como 

hospitais por exemplo. A presença destes compostos pode-se acumular e estar presente 
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em diferentes comunidades, levando ao crescimento do resistoma ambiental e gerando 

diversos depósitos de novos genes de resistência (Tyrrell et al., 2019). Por exemplo, uma 

pratica tradicional na área da agricultura é a utilização de esterco para devolver os 

nutrientes ao solo. Entretanto, não é possível mensurar o impacto do uso contínuo de 

estrume para microbioma ambiental e no resistoma. A pressão seletiva exercida pelos 

antibióticos, utilizados como fator de crescimento em animais, em doses terapêuticas e 

subterapêuticas, no microbioma intestinal do animal, excretado nas fezes. Com isso, a 

aplicação de esterco em terras agrícolas pode se tornar um grande problema devido a 

possível transmissão de bactérias resistentes a antibióticos do gado para as plantações, 

animais e humanos (Tyrrell et al., 2019). Diante disso, as Aeromonas que se encontram 

em grandes proporções, distribuídas no solo e presentes também em ecossistemas 

aquáticos, possuem uma atribuição relevante como reservatório de genes de resistência 

antimicrobiana (Kümmerer, 2009); (Chen et al., 2016). 

A virulência em Aeromonas é multifatorial e está relacionada a expressão de genes 

como exoA, alt, act, entre outros que codificam diferentes toxinas, componentes 

estruturais como flagelos e adesinas, sistemas de secreção (T3SS, T6SS, etc), e 

metaloproteases (Tomás, 2012); (Beaz-Hidalgo; Figueras, 2013); (Kim et al., 2019). Estes 

fatores de virulência permitem que a bactéria seja capaz de colonizar, invadir e superar 

os mecanismos de resposta imune do hospedeiro, ocasionando a infecção e doenças 

(Janda; Abbott, 2010); (Tomás, 2012) (Fernández-Bravo et al., 2020). 

 
2. DESCRICÃO DO PROBLEMA 

 

Aeromonas é um bacilo gram-negativo de habitat aquático. Se encontra 

amplamente distribuído no ambiente e algumas espécies, entre elas A. hydrophila, podem 

causar infecções em humanos e animais. Este gênero de bactérias possui uma grande 

diversidade de fatores de virulência, tornando-se um organismo muito versátil. Aeromonas 

podem causar gastroenterites e infecções em diversos órgãos e são consideradas um 

patógeno emergente. Entretanto, existem dificuldades na taxonomia do gênero, na 

identificação laboratorial errônea dessas bactérias como membros de outras espécies, e 

mais estudos são necessários para esclarecer a patogênese de Aeromonas. 

Ilhas Genômicas (GIs), são clusters de genes que estão presentes em algumas 

estirpes do mesmo gênero, mas ausentes em outras. O interesse em ilhas genômicas 

cresceu exponencialmente nos últimos anos devido a capacidade de sequenciamento e 
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análise de genoma microbianos em larga escala. As predições das ilhas genômicas se 

tornaram essenciais para conduzir investigações de populações microbianas e estudos 

detalhados sobre genômica comparativa. Na área da microbiologia clínica e epidemiologia 

por exemplo, identificar regiões genômicas adquiridas se torna cada vez mais necessário. 

A descobertas destas regiões pode ajudar a identificar ilhas genômicas associadas a um 

uma cepa patogênica, relacionada a um surto de doença, ou que tenha um fenótipo 

particular de interesse, como maior virulência, transmissibilidade ou resistência aos 

antibióticos. 

 
3 OBJETIVOS 

 
 

3.1 Objetivo geral 
 
 

 Definir a taxonomia do gênero Aeromonas e realizar a predição de ilhas genômicas 

na espécie A. hydrophila, caracterizando sua diversidade genética em relação as 

propriedades de virulência, metabolismo e resistência a antibióticos. 

 
3.2 Objetivos específicos 

 
 

 Analisar a classificação taxonômica do gênero Aeromonas, através de genomas 

completos. 

 Identificar possíveis classificações errôneas das espécies depositadas no NCBI. 

 Realizar a predição de ilhas genômicas in sílico em genomas completos da espécie 

A. hydrophila. 

 Identificar as possíveis funções biológicas codificadas nas ilhas genômicas 

relacionando as informações com bancos de dados de referência em virulência, 

metabolismo e resistência a antibióticos. 

 Analisar e determinar a relação das ilhas genômicas entre as cepas e seus 

possíveis impactos na área clínica e aquicultura. 
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4 ORGANIZAÇÃO DA TESE 
 
 

 O capítulo 1, apresenta as considerações iniciais, descrição do problema e os 

objetivos. 

 O capítulo 2, descreve a revisão da literatura das Aeromonas, sua taxonomia e 

contexto geral sobre Ilhas Genômicas. 

 O capítulo 3, refere-se ao artigo publicado na Frontiers in Microbiology (Qualis A1 

– Fator de impacto 5.6). 

 O capítulo 4, corresponde ao segundo artigo, estudos taxonômicos do gênero 

Aeromonas. O artigo inclui: resumo, introdução, revisão bibliográfica, materiais e 

métodos, resultados, discussão e conclusão. 

 
Pelo desenvolvimento de muitos materiais suplementares de grande extensão dos 

artigos, os arquivos foram disponibilizados em plataformas digitais de compartilhamento, 

com o objetivo de reduzir o tamanho do documento da tese sem omitir informações que 

fazem parte do trabalho. Os arquivos consistem em Supplementary_Tables_artigo_1, 

Supplementary_figures_artigo_1, Tabelas_Suplementares_artigo_2 depositados no 

Google Drive com link público (https://drive.google.com/drive/folders/1td4wfckp9H65- 

nydjLLy7PqbVNO3e-k7?usp=sharing). 
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CAPÍTULO II: REVISAO DA LITERATURA 
 
 

1 Aeromonas 
 

Os primeiros isolados de Aeromonas foram reportados em 1891, por Sanarelli e 

colaboradores que descreveram a bactéria então designada como Bacillus hydrophilus 

fuscus. Entretanto, o Comitê Internacional de Bacteriologia Sistemática estabeleceu a 

autoria do gênero para Stanier em 1943. Em 1965, Aeromonas foram incluídas na família 

Vibrionaceae. Somente após os estudos de Colwell e colaboradores em 1986, sobre 

sequência dos genes 16S rRNA ,5S rRNA e hibridização DNA-DNA, mostrando que 

Aeromonas formavam um grupo filogenético distinto, foi criada a família Aeromonadaceae 

(Colwell et al., 1986; citado por Fernandez-Bravo e Figueras, 2020). 

Com base em suas características, as espécies do gênero Aeromonas foram 

divididas em dois grupos: crescimento ótimo a 35-37 °C, com isolados móveis, 

responsáveis por várias infecções em humanos e definido como “A. hydrophila” nomeado 

como “mesofílico”; crescimento ótimo 22–28 °C, com cepas não móveis, ligadas a 

doenças de peixes e identificadas em “A. salmonicida”, sendo nomeado como 

“psicrofílico”. As Aeromonas são ubíquas no ambiente aquático e amplamente distribuídas 

no solo e alimentos. São bacilos gram-negativos aeróbias facultativos, não ácido- 

resistentes, crescem em 0 a 4% de NaCl (Abott, 2010); (Hoel; Vadstein; Jakobsen, 2019). 

Quando estes patógenos entéricos emergentes entram em contato com o sistema de 

distribuição de água formam biofilmes (Igbinosa et al., 2012); (Thomas et al., 2020). Esta 

bactéria pode causar várias complicações, como, a doença da perna vermelha em rãs e 

ascite em carpas, tendo impacto direto na economia (Slevin et al., 1988); (Liu et al., 2020). 

Aeromonas podem ser encontradas e isoladas em vários ambientes aquáticos, tais 

como águas de superfície, subterrâneas, água potável, engarrafada, residual, água do 

mar e de irrigação (Janda; Abbott, 2010); (Guz et al., 2021). Diversos estudos relataram 

que a incidência de Aeromonas em águas residuais é alta (Kampfer et al., 1996); 

(McLellan et al., 2010); (Al-Jassim et al., 2015); (Varela; Nunes; Manaia, 2016); (Gomes 

et al., 2021). A utilização de tratamento primário, secundário ou biológico para 

recuperação de água em estações de tratamento de efluentes, não reduzem muito a 

concentração de Aeromonas (Salvat; Ashbolt, 2019). Procedimentos adicionais, como 

tratamento químicos (ozônio, cloração) e físicos (radiação ultravioleta), podem resultar na 

eliminação por completo das Aeromonas (Latif-Eugenín; Beaz-Hidalgo; Figueras, 2016a), 
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(Latif-Eugenín; Beaz-Hidalgo; Figueras, 2016b); (Fernandez-Cassi et al., 2016); (Latif- 

Eugenín et al., 2017). 

Em relação a tratamentos naturais, o procedimento é realizado através do 

armazenando temporário de águas residuais em lagoas ou lagoas rasas, com objetivo de 

purificação para reduzir os níveis de Aeromonas e dependendo da qualidade 

microbiológica da água recuperada, ela pode ser usada para irrigação (Jjemba et al., 

2010); (Aravena-Román et al., 2013); (Cui; Liang, 2019). Por outro lado, a utilização da 

água da irrigação contaminada por Aeromonas pode afetar frutas e vegetais, causando 

infecções em humanos (Pianetti et al. 2004); (Latif-Eugenín; Beaz-Hidalgo; Figueras, 

2016a). Resultados epidemiológicos confirmam que o veículo de disseminação dessa 

bactéria é a água. Os dados mostraram que foi possível identificar as mesmas cepas de 

Aeromonas em amostras de água potável e nas fezes de indivíduos com diarreia 

(Khajanchi et al., 2010); (Pablos et al., 2011); (Liu et al., 2022). Cepas isoladas de alface 

e tomate foram recuperadas da água de irrigação (Latif-Eugenín et al., 2017). 

Aeromonas também foram identificas em água potável. A quantidade de nutrientes 

disponíveis, temperatura e concentração de cloro residual influência as concentrações 

desta bactéria (Borrel; Figueras; Guarro, 1998); (Figueras et al., 2005); (Salvat; Ashbolt, 

2019). Latif-Eugenín e colaboradores também mostraram a importância das condições de 

cultivo para a detecção de Aeromonas em água (Latif-Eugenín; Beaz-Hidalgo; Figueras, 

2016a). Devido à sua capacidade de crescer no sistema de esgoto, estudos 

metagenômicos de águas residuais revelaram que Aeromonas é uma das bactérias mais 

predominantes (McLellan et al., 2010); (Mclellan; Roguet, 2019). 

Diversas cepas de Aeromonas foram isoladas de diferentes alimentos, como, 

frutas, vegetais, laticínios, carnes e salsichas, peixes e mariscos (Abbott et al., 2003); 

(Chang et al., 2008); (Hoel; Vadstein; Jakobsen, 2017); (Hammad et al., 2018); (Hoel; 

Vadstein; Jakobsen, 2019). Os fatores que determinam o número de Aeromonas nestes 

alimentos são a temperatura, salinidade ou pH (Martin-Carnahan; Joseph, 2005); (John 

et al., 2019). Em relação a temperatura, diversos estudos mostram que as Aeromonas 

conseguem sobreviver em temperaturas mais baixas (2–10 °C). Conservante comum para 

produtos como carnes e peixes é o sal ou o cloreto de sódio (NaCI). Entretanto, as 

Aeromonas são capazes de crescer em concentrações de NaCl de até 4%. Um critério 

para o crescimento bacteriano é o pH, que foi demonstrado a capacidade das Aeromonas 

sobreviver em pH = 5 (John; Vidyalakshmi; Hatha, 2019). 
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As espécies mais prevalentes em carnes são A. veronii, A. salmonicida, A. jandaei 

A. simiae, A. hydrophila e A. caviae com base no sequenciamento dos genes “rpoD” e 

“gyrB” (Fontes et al., 2010); (Nagar; Shashidhar; Bandekar, 2013); (Elbehiry et al., 2019). 

A tilápia e os salmonídeos, peixes destinados ao consumo humano, apresentam 

Aeromonas spp. que após identificação molecular correspondiam a A. bivalvium, A. 

bestiarum, A. encheleia, A. veronii, A. allosaccharophila, A. salmonicida e A. hydrophila 

(Castro-Escarpulli et al., 2003); (Figueras; Beaz-Hidalgo, 2014). Com base em métodos 

de identificação molecular, a diversidade de espécies de Aeromonas isoladas de 

mexilhões, ostras, camarões e berbigões é semelhante às espécies encontradas em 

peixes (Figueras; Beaz-Hidalgo, 2014); (Woodring et al., 2012); (Yano et al., 2015). 

A identificação de Aeromonas em frutas e vegetais, como tomate, alface, pepino, 

batata, cebola, cenoura, foram descritas em diversos estudos (Chang et al., 2008); 

(Nagar; Shashidhar; Bandekar, 2011); (Nagar; Shashidhar; Bandekar, 2013); (Balali et al., 

2020). A água contaminada, em conjunto com estes alimentos, se torna a principal fonte 

de infecção por Aeromonas em casos de diarreia (Figueras; Borrego, 2010); (Figueras; 

Beaz-Hidalgo, 2014). As espécies clínicas mais prevalentes detectadas foram, A. 

hydrophila e A. caviae (Chang et al., 2008); (Nagar; Shashidhar; Bandekar, 2011); (Nagar; 

Shashidhar; Bandekar, 2013) (Surek et al., 2010); (Prediger et al., 2012); (Assis et al., 

2014); (Rossato et al., 2015). 

Com estudos descrevendo septicemias em rãs e peixes doentes, o gênero 

Aeromonas tem sido considerado um patógeno animal. As espécies A. salmonicida e A. 

hydrophila são espécies patogênicas que afetam principalmente os salmonídeos. Podem 

causar diversas complicações, como úlceras, hemorragias, furunculose e septicemias 

(Farmer; Arduino; Hickman-Brenner, 2006); (Beaz-Hidalgo et al., 2009); (Beaz-Hidalgo et 

al., 2010); (Hayatgheib et al., 2020). Surtos mundiais em peixes de águas quentes 

começaram a aparecer, sendo o agente responsável uma cepa hipervirulenta de A. 

hydrophila de acordo com os estudos de (Rasmussen-Ivey et al., 2016). Devido a estas 

causas, as indústrias da aquicultura sofreram grandes perdas financeiras Rasmussen- 

Ivey et al. (2016); (Vincent et al., 2019). 

Existem vários estudos que determinaram a incidência de Aeromonas em 

infecções humanas ao redor do mundo. Um estudo na California de 1988, identificou que 

cerca de 10,5 casos por milhão de pessoas tiveram infecções por Aeromonas anualmente 

(King; Werner; Kizer, 1992). Em 2004 na Inglaterra, os casos de bacteremia por 

Aeromonas chegaram a 1,5 casos por milhão de pessoas de acordo com (Jand; Abbott, 
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2010). Na França, no ano de 2006, foi estimado 0,66 casos por milhão de pessoas (Lamy; 

Kodjo; Laurent, 2009). Durante os anos de 2008 e 2010 em Taiwan, um estudo 

demonstrou que a incidência de bacteremia por Aeromonas foi de 76 casos por milhão de 

pessoas (Wu et al., 2014). A incidência de doenças causadas por Aeromonas varia, e 

pode estar relacionada a localização geográfica e hábitos de higiene em regiões de baixo 

desenvolvimento (Wu et al., 2014); (Tsai et al., 2015); (Baltra; Mathur; Misra, 2016); 

Somente quatro espécies de Aeromonas são responsáveis por 96,5% das infeções 

humanas causadas por bactérias dessa espécie. Entre elas, Aeromonas caviae (29,9%), 

Aeromonas dhakensis (26,3%), Aeromonas veronii (24,8%) e Aeromonas hydrophila 

(15,5 %) (Figueras; Beaz-Hidalgo, 2015). A espécie Aeromonas salmonicida, geralmente 

associadas a doenças de peixes, também foram relatadas em infecções humanas 

(Vincent et al., 2019). 
 

1.1 Fatores de virulência 
 

A patogênese de Aeromonas é multifatorial (Tomás, 2012); (Beaz-Hidalgo; 

Figueras, 2013) (Grim et al., 2013); (Reyes-Rodriguez et al., 2019). Diversos fatores de 

virulência participam na patogênese, facilitando a colonização bacteriana e superando a 

resposta imune do hospedeiro (Figueras; Beaz-Hidalgo, 2015). Na fase inicial de 

infecções, a etapa critica ocorre na adesão de bactérias aos tecidos do hospedeiro. A 

colonização ocorre quando as bactérias começam a aderir nas células e tecidos de seu 

hospedeiro, afetando assim os seus meios de defesa. A camada S, pili, 

lipopolissacarídeos (LPS), cápsula e os flagelos são os componentes estruturais mais 

estudados em Aeromonas envolvidos no processo de colonização (Tomás, 2012); 

(Pessoa et al., 2019). 

A camada S é composta por subunidades de uma única proteína ou glicoproteína, 

e forma o envelope celular mais externo sendo produzida por uma ampla gama de 

bactérias. Devido a sua exposição na superfície celular, a camada S está relacionada a 

várias funções de patogenicidade tais como adesão, proteção contra o complemento e 

ataque por fagócitos, entre outras (Tomás, 2012; Beaz-Hidalgo; Figueras, 2013; 

Fernández-Bravo; Figueras, 2020). Em Aeromonas mesofílicas a camada S foi descrita 

em cepas pertencentes ao sorotipo O:11, e em A. hydrophila patogênicas sorotipos O:14 

e O:81 (Tomás, 2012); (Rasmussen-Ivey, 2019). 

Pili são estruturas proteicas filamentosas relacionadas com adesão encontradas 

na superfície bacteriana. Podem apresentar diferentes funções, incluindo invasão de 
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células hospedeiras, agregação celular, transferência de DNA, formação de biofilme 

(Beaz-Hidalgo; Figueras, 2013). 

Os lipopolissacarídeos são constituídos por três subunidades: o polissacarídeo O 

(antígeno O), o núcleo do LPS (polissacarídeo central) e o lipídio A, que compõe a 

membrana externa das bactérias gram-negativas (Heiss et al., 2019). Antígeno O tem a 

função de proteger as bactérias infectantes da morte do complemento sérico e da 

fagocitose, mediando a sua patogenicidade. Se encontra na parte mais exposta à 

superfície do lipopolissacarídeo, um componente da membrana externa das bactérias 

gram-negativas. Integra repetição de subunidades de oligossacarídeos, fornecendo 

especificidade imunológica devido a sua variabilidade (Tomás, 2012). Existem vários tipos 

de agrupamentos de genes do antígeno O descritos em Aeromonas hydrophila (Hossain 

et al., 2013; Pang et al., 2015; Cao et al., 2018) e previamente associadas a GIs (Hossain 

et al., 2013; Pang et al. al., 2015). 

As cápsulas revestem a membrana externa das bactérias, são estruturas 

polissacarídicas que tem a capacidade de interagir com o meio ambiente. Sua 

característica mais importante é a capacidade de resistir à fagocitose e ao sistema 

complemento, sendo um importante fator de virulência (Merino; Tómas, 2010); (Heiss et 

al., 2019). 

Aeromonas mesofílicas possuem flagelo polar e muitas cepas também expressam 

múltiplos flagelos laterais, de modo induzível. Estes flagelos são organelas que tem como 

função a mobilidade bacteriana. A sua estrutura é composta por um filamento, gancho e 

corpo basal (Beaz-Hidalgo; Figueras, 2013); (Mendoza-Barberá; Merino; Tomás, 2021). 

As funções dos flagelos polar e lateral são distintas, o primeiro está associado com a 

motilidade da bactéria em meios líquidos, enquanto a capacidade das bactérias se 

moverem por superfícies sólidas ou viscosas é devido ao flagelo lateral (Tomás 2012); 

(Lowry et al., 2014). Ambos participam na formação de biofilme e estão associados com 

adesão em enterócitos humanos (Kirov et al., 2004) (Janda e Abbott, 2010); (Prediger et 

al., 2020) e na adesão e invasão de linhagens de células de peixes (Beaz-Hidalgo, 

Figueras, 2013). 

Em bactérias gram-negativas foram descritos seis sistemas de secreção 

designados como Sistema de Secreção tipo I a VI. Estes sistemas diferem quanto a sua 

estrutura, substratos secretados e modo de secreção, no meio extracelular ou diretamente 

nas células hospedeiras (Tseng; Tyler; Setubal, 2009); (Moriel et al., 2021). Três deles 

foram associados com virulência em Aeromonas (Tomás, 2012); (Marcoux et al., 2020). 
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O Sistema de Secreção Tipo II (SSTII), considerado como via geral de secreção, 

desempenha funções importantes em organismos ambientais e patógenos oportunistas. 

A função do SSTII e seus efetores na patogenicidade e virulência foi estudado em A, 

hydrophila ML09-119, um patógeno de peixes. Foi mostrado que um mutante deficiente 

na produção de SSTII teve a virulência completamente atenuada em ensaios in vivo em 

catfish. Além disso, verificou-se, no mutante, a ausência de grande parte das proteínas 

secretadas no meio de cultura incluindo proteínas de virulência degradativas como 

elastases. A atividade hemolítica foi eliminada, sugerindo que a vasta maioria das 

hemolisinas são secretadas via SSTII. Portanto, o SSTII e seus efetores desempenham 

uma função essencial na patogenicidade da ML09-119 (Barger; Liles; Newton, 2020). 

Diferentemente do SSTII, que secreta proteínas no ambiente, os sistemas de 

secreção tipo III (SSTIII) e VI (SSTVI), secretam seus efetores (proteínas tóxicas) 

diretamente no citoplasma das células alvo (Tomás, 2012). 

Cepas de A. hydrophila e A. salmonicida mutantes para SSTIII apresentaram 

virulência reduzida em relação às cepas selvagens (Yu et al., 2004), (Fernández-Bravo, 

Figueras, 2020). Distintos modos de ação foram identificados para estes efetores SSTIII; 

AexT é uma toxina bifuncional com atividade de ADP ribosiltransferase e GTPase; AopP 

interfere com as vias de sinalização das proteínas quinases mitógeno-ativadas (MAPK) 

e/ou do fator nuclear kappaB (NF-kB); AopH tem atividade de tirosina fosfatase; AopO 

serina/treonina quinase e AexU similar à toxina AexT (Tomás, 2019) (Fernández-Bravo, 

Figueras, 2020). Estudo recente utilizando ferramentas de bioinformática e citotoxidade 

em levedura, identificou 23 possíveis efetores do SSTIII em Aeromonas dos quais apenas 

8 (AexT, AextU, AopP, AopH, AopO, Ati2 e AopX e AopS inicialmente identificados como 

pseudogenes em A. salmonicida) eram conhecidos (Rangel et al., 2019). Estudos sobre 

estes efetores poderão esclarecer os seus mecanismos de ação e ampliar o 

conhecimento sobre a participação do SSTIII na virulência de Aeromonas. 

O SSTVI pode translocar proteínas efetoras diretamente nas células alvo 

bacterianas (SSTVI antibacteriano) ou eucarióticas (SSTVI anti-eucariótico). A 

translocação dos efetores é realizada através de uma estrutura tubular, formada por 

hexâmetros da proteína Hcp, em cuja extremidade se encontra o dispositivo perfurante, 

formado pelas proteínas VgrG e PAAR, responsável pela perfuração da membrana da 

célula alvo (Cianfanelli, Monlezun, Coulthurst, 2016). Além da função como componentes 

estruturais do SSTVI, Hcp e VgrG também apresentam atividade como efetores (Suarez 

et al., 2008, 2010) (Sha et al., 2013). Diferentes proteínas efetoras podem ser 
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translocadas fundidas ou por interação não covalente com um dos componentes do tubo 

expelido (Cianfanelli, Monlezun, Coulthurst, 2016). 

A participação na virulência, induzindo apoptose em células Hela, foi demonstrada 

para Hcp e VgrG-1 (apresenta uma extensão C-terminal com atividade de actina ADP- 

ribosilase); Hcp inibe a fagocitose por macrófagos, desempenhando um papel na 

modulação da resposta imune; mutantes para Hcp e VgrG tiveram sua virulência em 

camundongos reduzida (Suarez et al., 2008, 2010 a,b) (Sha et al., 2013). 

Posteriormente foi observado que o SSTVI pode apresentar atividade anti- 

bacteriana, eliminando bactérias competidoras nas infecções ou no meio ambiente 

(Cianfanelli, Monlezun, Coulthurst, 2016) (Fernández-Bravo, 2020). Estudo recente, 

baseado em análise genômica, mostrou que a presença de SSTVI é comum entre 

Aeromonas e foi encontrado em 22 espécies do gênero incluindo isolados clínicos e 

ambientais (Moriel et al., 2020). Possíveis efetores foram localizados, entre eles genes 

codificando proteínas contendo domínios DUF1910 e DUF 1911 que podem representar 

um par toxina/antitoxina, e o domínio lisozima (Moriel et al., 2020). 
 

1.2 Resistência aos antibióticos 
 

A resistência aos antibióticos é uma decorrência da resposta genética evolutiva 

das bactérias, mediada pela existência de genes que podem ser encontrados em 

plasmídeos, integrons ou no genoma da bactéria (Fernadez-Bravo; Figueras, 2020). 

Aeromonas são descritas como resistentes à ampicilina com exceção de algumas cepas 

e da espécie A. trota (Carnahan et al., 1991); (Janda; Abbott, 2010). Estas bactérias 

também podem apresentar resistência a cefalosporinas de primeira geração e outras 

penicilinas (Aravena-Romnán et al., 2012). Porém, são suscetíveis a aminoglicosídeos, 

fluoroquinolonas, monobactâmicos, carbapenêmicos, fenicóis, tetraciclinas, macrolídeos, 

penicilinas de espectro estendido, e cefalosporinas de terceira e quarta geração (Janda, 

Abbott, 2010) (Codjoe; Donkor, 2017). 

O aumento da resistência aos antimicrobianos beta-lactâmicos (cefalosporinas, 

carbapenêmicos, monobactâmicos, penicilinas e derivados) foi ocasionado devido a 

presença de genes que codificam a produção de beta-lactamases (Janda; Abbott, 2010); 

(Ndi; Barton, 2011). As metalo-β-lactamase de classe B, cefalosporinase de classe C e 

penicilinase de classe D, foram descritas como as três principais β-lactamases em 

Aeromonas (Dias et al., 2014). Estudos caracterizaram as β-lactamases relacionadas às 

diferentes espécies de Aeromonas em cinco grupos (I-V): (I) A. trota com β-lactamases 
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de classe C; (II) A. veronii contendo lactamases de classe B e D; (III) A. schubertii 

contendo lactamases de classe D; (IV) A. caviae expressando β-lactamases de classe C 

e D; (V) A. hydrophila expressando β-lactamases de classe B, C e D (Fosse; Giraud- 

Morin; Madinier, 2003; Fosse, 2010). No entanto, há relatos de A. veronii bv. sobria 

produtora de cefalosporinase de classe C (Janda; Abbott, 2010) e resistente ao imipenem 

(Sánchez-Céspedes et al., 2009). 

A disseminação e aumento da resistência aos antibióticos, podem estar 

relacionadas com diversos fatores, como, elementos genéticos móveis, plasmídeos, 

elementos de inserção, cassetes associados a integrons e ilhas de patogenicidade 

(Piotrowska; Popowska, 2015). Isolados de Aeromonas de truta arco-íris, mostraram a 

presença de β-lactamases e integron de classe 1 (Vega-Sánchez et al., 2014). Estudo de 

(Pitowska et al., 2017) sugerem que cepas de Aeromonas resistentes a antibióticos 

podem se disseminar de águas residuais para outros ambientes. Encontraram uma 

grande variedade de genes de beta-lactamases presentes em plasmídeos. Hossain e 

colaboradores identificaram a ocorrência de vários genes de resistência antimicrobiana 

em integrons classe 1 em isolados resistentes de Aeromonas (Hossain et al., 2019). 
 

2 TAXONOMIA 
 

Na microbiologia clínica, uma das responsabilidades é atribuir nomes científicos 

para os isolados microbianos. Com esta identificação, é possível obter informações sobre 

o agente etiológico, suas relações patológicas como causador de uma doença infecciosa 

e possível terapia eficaz antimicrobiana (Zhou et al., 2019). Um dos primeiros métodos 

para realizar a identificação do isolado dependia da comparação de uma descrição 

morfológica e fenótipo. A partir do Manual de Bacteriologia Sistemática de Bergey ou o 

Manual de Microbiologia Clínica, os pesquisadores criam referencias padrões para estes 

isolados (Galusko; Kuever, 2020). Podem ainda compilar os resultados das 

características de cada espécie de bactéria a partir do Centro de Controle e Prevenção 

de Doenças ou “American Type Culture Collection”. (Krieg; Holt, 1984); (Murray et al., 

1999). Entretanto, não haveria correspondência perfeita quando comparado o isolado 

clínico, deixando para o microbiologista o julgamento para a identificação. Programas de 

computadores ajudam nestes processos, mas isso pode variar entre os laboratórios 

(Sussman et al., 1986); (Simon et al., 2019). 

Um novo padrão para identificação de bactérias começou a ser desenvolvido na 

década de 1980. Este método foi baseado na demonstração das relações filogenéticas 
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das bactérias. Relacionaram uma parte estável do código genético para identificação 

taxonômica. Para isto, os genes utilizados foram os que codificam para o 5S, 16S e rRNA 

23S. Para fins taxonômicos bacterianos, o gene 16S rRNA é o mais utilizado (Böttger, 

1989); (Bukin et al., 2019). 

É muito difícil atribuir valores numéricos para essa proporção, devido que a 

ocorrência desta mudança na sequência do gene 16 rRNA pode não ocorrer da mesma 

forma para todos os organismos (grupos taxonômicos distintos podem ter proporções de 

mudanças diferentes) (Murali et al., 2018). Além disso, em alguns momentos durante a 

evolução, esta proporção pode ser diferente entre várias posições ao longo do gene. As 

regiões chamadas de “hot spot” apresentam um maior número de mutações, porém, estas 

regiões não são as mesmas para todas as espécies (Ueda et al., 1999); (Bukin et al., 

2019). Vários agentes antimicrobianos também tem como alvo o gene 16S rRNA. Por 

consequência, as mutações presentes neste gene podem chegar a interferir na 

suscetibilidade dos organismos a estes agentes (Pfister et al., 2003); (Belete, 2019). As 

sequências do gene 16S rRNA no gênero Aeromonas demonstram que estes organismos 

são compostos por um grupo muito restrito de espécies, a diferença entre algumas delas 

é de poucos nucleotídeos com a similaridade variando entre 96,7 a 100% (Martinez- 

Murcia; Benlloch; Collins, 1992), (Alperi et al., 2008); (Pessoa et al., 2019). 

Foram descobertas algumas diferenças na comparação entre o sequenciamento 

do gene 16S rRNA e os resultados de hibridização DNA-DNA, (Sneath, 1993); (Martinez- 

Murcia, 1999); (Awan et al, 2018). Foi relatado a presença de polimorfismo deste gene 

especialmente em cepas de Aeromonas media e Aeromonas veronii. Com estes indícios, 

outros genes foram utilizados como ferramentas para analise taxonômica e filogenética 

deste gênero (Morandi; Zhaxybayeva; Gogartenj, 2005); (El-Bahar et al., 2019). 

Genes “housekeeping” são classificados como um dos melhores marcadores 

moleculares, em conjunto com o gene 16S rRNA, para análises filogenéticas e 

taxonômicas em nível de espécie. A utilização destes genes melhorou os resultados das 

filogenias, sendo mais confiáveis e ao mesmo tempo ajudando na compreensão da 

estrutura populacional bacteriana e também da epidemiologia (Stackebrandt; 

Frederiksen; Garrity, 2002); (Navarro; Martínez-Murcia, 2018). 

Em 1995 Yamamoto & Harayama construíram um conjunto de “primers” que 

possibilitou a amplificação e também o sequenciamento dos nucleotídeos do gene gyrB 

(responsável pela codificação da subunidade B da DNA girase) de múltiplas bactérias. Os 

resultados evidenciaram que as análises filogenéticas da sequência desse gene 
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retratavam as relações evolutivas das espécies estreitamente relacionadas (Yamamoto; 

Harayama, 1996); (Yamamoto; Bouvet; Harayama, 1999). As análises do gene gyrB já 

foram utilizadas para responder questões filogenéticas das espécies de Aeromonas 

(Yáñez et al., 2003); (Soler et al., 2004) e também para identificar novas espécies (Pidiyar 

et al., 2004). Outro gene housekeeping, gene rpoD, que codifica a subunidade beta da 

RNA polimerase, também foi aplicada ao estudo taxonômico das Aeromonas (Soler et al., 

2004), a inclusão destes genes na análise de Aeromonas ajudou a aperfeiçoar a 

taxonomia do gênero (Navarro; Martínez-Murcia, 2018). 

O sequenciamento do gene 16S rRNA se tornou a técnica molecular mais utilizada 

no laboratório clínico para identificação de gênero e espécie das bactérias (Janda; Abbott, 

2007); (Church et al., 2020). Entretanto, para o gênero Aeromonas, esta técnica molecular 

possui suas limitações (Fernández-Bravo et al., 2020). Em alguns relatos, o 

sequenciamento deste gene pode ser usado para identificar de forma definitiva a espécie 

(Hua et al., 2004) mas em outros casos não (Al-Benwan et al., 2007); (Fernández-Bravo 

et al., 2020). As causas dessas diferenças podem estar associadas pela aparente 

evolução em mosaico dos operons rrn das Aeromonas (Morandi et al., 2005); (Navarro; 

Martínez-Murcia, 2018). 

A diversidade intragenômica devido a polimorfismos de nucleotídeos rrn foi 

identificada em grande parte das espécies de Aeromonas, com uma variação do mínimo 

de 0,06% a um máximo de 1,5% (Morandi et al., 2005); (Alperi et al., 2008). Um exemplo 

está em Aeromonas veronii, contendo cerca de 6 cópias do gene 16S rRNA. Estas cópias 

são diferentes entre si, o que impossibilita o seu uso para identificação de espécie no 

gênero Aeromonas. De acordo com Alperi e colaboradores (2008) a existência de 

microheterogeneidade nos genes 16S rRNA de Aeromonas interfere com a correta 

identificação dessas bactérias, e sugerem que outros genes sejam utilizados para este 

fim (Alperi et al., 2008); (Navarro; Martínez-Murcia, 2018). 

Os valores de hibridização DNA-DNA, que foi por muito tempo o padrão ouro 

utilizado para validação das espécies bacterianas, podem não ser muito úteis para 

correlacionar as semelhanças da sequência do gene 16S rRNA no gênero Aeromonas 

(Christensen; Olsen, 2018). Tendo como exemplo Aeromonas caviae e Aeromonas trota, 

possuem apenas 30% de parentesco a nível de DNA, enquanto suas sequências de 16S 

rRNA diferem em apenas 3 nucleotídeos (Morandi et al., 2005). Aeromonas sobria junto 

com Aeromonas veronii possui cerca de 60% a 65% de relação em análises de 

pareamento de DNA. Suas diferenças de nucleotídeos chegam a 14 bases em sua 
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sequência do gene 16S rRNA (Martinez-Murcia; Benlloch; Collins, 1992). No estudo de 

Martínez-Murcia e colaboradores, Aeromonas salmocicida e Aeromonas bestiarum não 

puderam ser diferenciadas pelo sequenciamento do gene 16S rRNA com uma variação 

de apenas 2 nucleotídeos (Martínez-Murcia et al., 2005). O uso do sequenciamento do 

gene 16S rRNA para identificação taxonômica para o gênero Aeromonas possui várias 

restrições, não sendo uma técnica muito útil para uso. Os genes “housekeeping” tem se 

mostrado uma opção para ajudar a solucionar essa problemática, incluindo os genes 

gyrB, rpoD, rpoB (Morandi et al., 2005); (Al-Benwan et al., 2007); (Alperi et al., 2008); 

(Fernández-Bravo; Figueras, 2020). 

 
3 ILHAS GENÔMICAS 

 
 

3.1 História, características e funções 
 

Com o avanço computacional e das tecnologias de sequenciamento, é possível 

sequenciar genomas completos em larga escala. Isso proporciona aos pesquisadores 

realizar estudos genômicos comparativos (Chen et al., 2019). Devido ao aumento dos 

depósitos de genomas completos e com a capacidade dos métodos de bioinformática, é 

possível estudar e analisar as características associadas as bactérias e suas relações 

entre gêneros e espécies. Estas análises se tornam os primeiros passos para decifrar a 

genômica microbiana, e ajudam a decifrar as relações evolutivas (Bentley; Parkhill, 2004); 

(Dobrindt et al., 2004); (Zhu et al., 2019) 

Um dos mecanismos que proporciona a diversidade de genes bacterianos entre as 

espécies é chamado de transferência horizontal de genes, conhecido também como 

(HGT) (Niehus et al., 2015). Esse processo evolutivo tem a capacidade de fornecer e 

distribuir genes entre linhagens bacterianas próximas ou distantes, sendo recurso 

significativo de variabilidade genética (Treangen; Rocha, 2011). Os clusters de genes 

adquiridos por estes processos, são comumente descritos como ilhas genômicas (GIs) 

(Hacker; Kaper, 2000); (Bertelli; Tilley; Brinkman, 2019). 

GIs são clusters/conjunto de genes que se encontram no genoma bacteriano de 

determinadas cepas, mas ausentes em outras cepas da mesma espécie. O conceito de 

GIs foi originalmente criado em 1990, por Hacker e colaboradores. Eles estudavam 

isolados uropatogênicos de Escherichia coli (UPEC), analisando a sua base genética da 

virulência. Descobriram clusters de genes (codificam hemolisina), contendo fatores de 
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virulência, que estavam presentes em determinadas cepas e ausentes em outras. Assim, 

designaram esse cluster como Ilhas de Patogenicidade (PAIs) (Hacker et al., 1990). 

Depois dessa descoberta, as GIs representam agora um grupo muito mais extenso e 

variado do que somente as PAIs, presentes em vários genomas bacterianos (Dobrindt et 

al., 2004); (Banerjee, 2021). 

A classificação das GIs pode ser feita de acordo com os seus genes funcionais. As 

ilhas de patogenicidade (PAIs), codificam genes importantes para 

patogenicidade/virulência bacteriana; ilhas de resistência (Rls), genes que codificam 

proteínas de resistência a antibióticos; ilhas metabólicas (MIs), possuem genes 

relacionados ao metabolismo; ilhas de simbiose (SIs), genes capazes de sustentar uma 

relação simbiótica hospedeiro-bactéria (Hacker et al., 1990); (Barcellos et al., 2007); 

(Bertelli; Tilley; Brinkman, 2019). Suas características principais são: 

 
 GIs são segmentos de DNA relativamente grandes possuindo cerca de 10 a 

200 mil pares de bases. Existem também regiões contendo menos que 10 

kb que são denominadas de Ilhotas genômicas (Hacker; Kaper, 2000); 

(Juhas, 2019). 

 
 Possui vários padrões que se diferenciam do restante do genoma. Estas 

regiões possuem sua porcentagem GC% menor do que a do genoma, 

diferenças nas frequências de tetranucleotídeos ou uso de códons (Hacker; 

Kaper, 2000); (Lu; Leong, 2018). 

 
 Estão geralmente localizadas adjacentes a genes de tRNA, e são 

flanqueadas por repetições diretas (DRs), com 16 a 20 pares de bases. As 

DRs podem ser originarias devido a integração das GIs no genoma e podem 

ser utilizadas como sequências de reconhecimento para sua excisão 

(Schmidt; Hensel, 2004); (Bertelli; Tilley; Brinkman, 2019). 

 
 Algumas GIs podem possuir genes funcionais, no quais estão relacionados 

a sistemas de conjugação de plasmídeos ou fagos (Schmidt; Hensel, 2004). 

Elementos de inserção e mobilização também podem estar presentes, como 

as integrases e transposons, responsáveis pela integração/mobilização do 

material genético das GIs (Gal-Mor; Finlay, 2006); (Juhas, 2019). 
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 Dependendo das funções relacionadas às GIs, ilhas de patogenicidade, 

simbiose, metabólica, fitness ou resistência, elas possuem genes que 

podem oferecer vantagem seletiva para as bactérias hospedeiras (Dobrindt 

et al., 2004; Schmidt; Hensel, 2004); (Lu; Leong, 2018).. 

 
 

Muitas das GIs descritas na literatura seguem esta definição de classificação e 

características. Entretanto, um número significativo não possui uma ou mais das 

particularidades citadas acima. Isso pode ocorrer devido a várias GIs estarem em um 

estado evolutivo de regressão, como foi sugerido anteriormente por Dobrindt et al. (2004). 

Alguns estudos propõem que as GIs tiveram múltiplas origens evolutivas, devido algumas 

delas possuírem fagos e outros genes relacionados a plasmídeos conjugativos 

(Toussaint; Merlin 2002); (Frost et al., 2005); (Leplae, Lima-Mendez; Toussaint, 2006); 

(Juhas, 2019). As GIs podem apresentar alguns padrões em suas características e 

elementos, mas não é possível afirmar um mecanismo único para o estilo de vida, ou seja, 

as funções necessárias para manutenção, excisão, transferência ou integração nos 

genomas bacterianos (Burrus; Waldor, 2004); (Carraro et al., 2017). 

Diversas GIs foram estudadas e analisadas, buscando compreender melhor os 

seus estilos de vida (Ravatn et al., 1998); (Larbig et al., 2002); (Williams, 2002); (Lu; 

Leong, 2018). As integrases tem a função de realizar a inserção, catalisada por 

recombinases do tipo fago específicas e frequentemente são codificadas pela própria GI. 

Além disso, estas integrases não são conservadas em todas as GIs (Williams, 2002); (Al- 

Jabri et al., 2018). Algumas integrases que são codificadas pelas GIs, estão associadas 

as famílias lambda, P4 ou XerD (Burrus et al., 2002); (He et al., 2015). Além disso, as 

integrases estão relacionadas também com a excisão das GIs. Isto ocorre devido ao 

auxílio das excisionase, uma proteína de bacteriófago codificada pelo gene Xis (Lesic et 

al., 2004); (Ramsay et al., 2006); (Novick; Ram, 2016). 

De acordo com um estudo sobre ilhas de patogenicidade, descritas como GIs de 

fagos, evidenciaram a capacidade de existirem em um estado semelhante a um 

plasmídeo auto-replicante (Ubeda et al., 2007). Como comentado anteriormente, as GIs 

estão relacionadas aos fagos e também plasmídeos conjugativos, devido suas origens 

evolutivas. Devido a isso, além da transformação, sua transferência geralmente ocorre 

via conjugação e transdução (Chen; Christie; Dubnau, 2005); (Brow-Jaque; Calero- 
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Cáceres; Muniesa, 2015). 
 

3.2 Métodos e ferramenta de predição de ilhas genômicas 
 

Devido a várias características já conhecidas e analisadas em diversos estudos, 

parece fácil realizar a predição dessas GIs nos genomas bacterianos. Entretanto, estas 

regiões candidatas a GIs tem se mostrado cada vez mais como um mosaico, aumentando 

assim a complexidade para realizar as suas predições (Vernikos, 2008); (Lu; Leong, 

2016a). Todos os elementos que constituem uma GI podem ter sido adquiridos por 

eventos de HGT, passando por evoluções subsequentes, como perda de genes e 

rearranjo genômico (Dobrindt, 2004); (Bertelli; Tilley; Brinkman, 2019). Devido a isso, a 

variedade das GIs dificulta em achar uma maneira eficaz de integrar vários métodos para 

predição das regiões candidatas. Optar por apenas um método pode ocasionar perda de 

muita informação, consequentemente, na perda do número de GIs preditas (Ravenhall et 

al., 2015). Apesar das adversidades, os métodos de predição já existentes estão 

contribuindo para o entendimento do comportamento das GIs, esses métodos se dividem 

em dois principais grupos. Os métodos de composição de sequência, analisam 

gene/DNA/Estrutura da GI, baseado em um único genoma. Métodos baseados em análise 

comparativa, utilizam múltiplos genomas para suas análises, realizando principalmente 

alinhamentos de regiões candidatas com organismos estreitamente relacionados 

(Langille; Hsiao; Brinkman, 2010); (Lu; Leong, 2016a). 

3.3 Métodos de predição baseados em composição de sequência – Genes 
 

A composição de uma região transferida por HGT pode ser diferente da média do 

genoma receptor. As ferramentas de predição, atuam relacionando essas composições e 

características, medindo suas diferenças em relação ao genoma e determinando critérios 

para buscas. Estes critérios podem incluir a variação do conteúdo de guanina e citosina 

(GC%), uso de códons, uso de aminoácidos e frequências de oligonucleotídeos (Bertelli; 

Tilley; Brinkman, 2019). Após identificar estas características, é realizado então, uma 

medida de pontuação. Esta medida vai ser realizada a partir dos genes ou regiões 

genômicas com os critérios citados anteriormente, em comparação com o genoma 

completo. Pontuações abaixo ou acima de um determinado limite de corte (predefinido ou 

calculado dinamicamente) são considerados atípicos. Os genes ou regiões genômicas 

são então mesclados, obtendo assim as GIs candidatas (Lu; Leong, 2016a). 
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Algumas ferramentas de predição utilizam um ou múltiplos critérios para obter seus 

resultados. O método de Karlin (Azad; Lawrence, 2011) e o PAI-IDA (Tu; Ding, 2003) 

detectam GIs e PAIs buscando vários critérios, como conteúdo de GC%, frequências de 

dinucleotídeos, uso de códons e uso de aminoácidos. Para isso, os dois preditores 

utilizam “janela deslizante” em todo o genoma. Esta janela funciona como se fosse um 

“scanner”, calculando a média dos critérios, preservando a subsequência de maior 

qualidade ao longo do genoma (Lu; Leong, 2016a). Entretanto, ferramentas como 

IslandPath-DINUC (Hsiao et al., 2003) e SIGI-HMM (Waack et al., 2006), utilizam apenas 

um critério para predição. O IslandPath-DINUC identifica somente o viés de dinucleotídeo, 

analisando vários genes consecutivos. Por outro lado, SIGI-HMM reconhece possíveis 

genes adquiridos por HGT, com base apenas no viés de uso de códons de cada gene. 

Este método substituiu o modelo heurístico utilizado pelo Hidden Markov Model (HMM) 

(Hsiao et al., 2005). 

Em geral, os métodos baseados na composição da sequência de genes não são 

difíceis de serem utilizados. Entretanto, ocorre muitos falsos positivos e falsos negativos 

em seus resultados. As regiões que contem genes altamente expressos por exemplo, 

devido a sua composição podem ser detectados como falsos positivos (Merkl, 2004). GIs 

derivadas de outros genomas, contendo composição similar podem não ser identificadas, 

levando a um falso negativo (Lee et al., 2013). Estes métodos de análise em nível de 

composição de gene, requerem também anotações confiáveis. Sendo assim, não podem 

ser aplicados a genomas incompletos ou recém-sequenciados. Para isso, os métodos de 

composição de sequência de DNA são utilizados. (Lu; Leong, 2016a). 
 

3.4 Métodos de predição baseados em composição de sequência – DNA 
 

Com o aumento de genomas recém-sequenciados, não contendo anotações 

completas, as bases para predições de GIs são realizadas apenas com análises das 

sequências de DNA, em vez de analisar genes e regiões individuais. Para realizar as 

predições, as ferramentas segmentam todo o genoma. Isto ocorre através de dois 

métodos principais: baseados em janelas deslizantes e sem janelas deslizantes (Bertelli; 

Tilley; Brinkman, 2019). 

As predições a partir dos métodos em janelas deslizantes são muito utilizados para 

predição de GIs. Toda a sequência do genoma é segmentada em conjuntos de regiões 

menores, com um limite de corte único. Vários programas são utilizados para este 

propósito, como, Alien Hunter (Vernikos; Parkhill, 2006), Centroid (Rajan et al., 2007), 
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Design-Island (Chatterjee et al., 2008), INDeGenIUS (Shrivastava et al., 2010), e GI-SVM 

(Lu; Leong, 2016b). Entre as diferenças entre estas ferramentas, as principais estão no 

tamanho da janela deslizante utilizada, medida de similaridade e na determinação do 

limite de corte (Lu; Leong, 2016a). 

Alien Hunter foi a primeira ferramenta para predição de GIs em sequências 

genômicas com dados brutos. Suas análises buscam segmentos por meio de entropia 

relativa, com base em motivos de ordem variável interpolados (IVOM). O limite de corte 

pode ser determinado através dos clusters de k-mers ou desvio padrão (Vernikos; Parkhill, 

2006). 

Centroid funciona a partir das análises de janela não sobreposta e de tamanho fixo. 

Estas análises identificam a média dos vetores de frequência k-mer para todas as janelas, 

e com base nas distâncias de Manhattan, as janelas de outlier são selecionadas por um 

limite de corte derivado do desvio padrão (Rajan et al., 2007). 

Design-Island faz uso de duas fases para suas análises de predições. Durante a 

primeira fase, uma janela de tamanho variável é usada para obter GIs iniciais. Enquanto 

na segunda fase, uma janela menor de tamanho fixo é usada para refinamento para obter 

as regiões finais candidatas a GIs (Chatterjee et al., 2008). 

INDeGenIUS possui o seu método de predição muito semelhante ao Centroid. 

Entretanto, esta ferramenta utiliza janelas sobrepostas de tamanho fixo, que são 

calculados por agrupamento hierárquico (Shrivastava et al., 2010). 

GI-SVM utiliza método mais recente. Faz uso de frequências k-mer de ordem fixa 

ou variável. O limite de corte pode ser atribuído de acordo com agrupamento k-means 

unidimensional (Lu; Leong, 2016b). 

Poucas ferramentas utilizam métodos sem janelas para realizar as suas predições, 

os principias são GC Profile (Elhai; Taton, 2012) e MJSD (Arvey et al., 2009). 

O GC Profile é um método para analisar a distribuição e a variação global do 

conteúdo GC do genoma. As regiões candidatas a GIs possuem uma porcentagem menor 

de GC% quando comparadas com a do genoma total (Elhai; Taton, 2012) 

MJSD é um método de segmentação recursiva baseado na medida de divergência 

de Markov Jensen-Shannon (MJSD). Para realizar as suas análises, esta ferramenta 

separa o genoma em dois segmentos (esquerda e direita) quando encontra uma região 

que possui diferenças estatisticamente significativas. Após isso, cada segmento 

identificado é comparado com o genoma total com um limite de corte predefinido, 

identificando assim, as regiões candidatas a GIs (Arvey et al., 2009). 
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Vantagens e desvantagens estão presentes em relação aos dois métodos, 

predição por sequência de DNA e composição de sequência (Lu; Leong, 2016a). Os 

métodos baseados em janela são altamente sensíveis em sua identificação e regiões 

candidatas. A ferramenta Alien Hunter por exemplo, possui o maior recall, demonstrado 

no estudo de (Langille; Hsiao; Brinkman, 2008). GI-SVM constatou uma sensibilidade 

maior em um estudo mais recente (Lu; Leong, 2016b). Contudo, a precisão das duas 

ferramentas é baixa. Isto pode ocorrer devido a limitação das informações de entradas 

para análise (Lu; Leong, 2016a) 

Entretanto, os métodos que não utilizam janelas podem identificar regiões 

candidatas a GIs e não GIs com mais precisão (Zhang et al., 2014). A ferramenta GC 

Profile, identificou várias GIs positivas em diversos genomas. Mas possui limitações de 

apenas identificar regiões com porcentagem GC muito abaixo do genoma (Elhai; Taton, 

2012). O preditor MJSD apresentou resultados melhores em GIs com tamanho maior que 

10kb, mas não obteve resultados significativos em regiões menores (Arvey et al., 2009). 

 
3.5 Métodos de predição baseados em estrutura – Ilha genômica 

 
 

Os métodos baseados na estrutura da GI são construídos a partir das variadas 

características presentes na região candidata (tRNAs, integrases, repetições diretas, 

transposases, fagos, etc). Dependendo da abordagem para realizar a predição, esses 

métodos podem ser divididos em integração direta e aprendizado de máquina (Lu; Leong, 

2016a). 

Na integração direta, as ferramentas utilizam vários filtros para identificar GIs com 

mais exatidão. Alguns desses recursos integrados funcionam somente para validação. 

Isso é devido a grande variação na estrutura da GI. Os dois principais preditores que 

entram nessa categoria são IslandPath (Hsiao et al., 2003) e Islander (Mantri; Williams, 

2004). 

IslandPath foi o primeiro programa desenvolvido para identificar várias 

características relacionadas as GIs ao longo do genoma (viés de GC, viés de 

dinucleotídeos, genes relacionados à mobilidade). Entretanto, esta ferramenta somente 

localiza esses elementos, deixando para o pesquisador tomar a decisão se aquela região 

é uma GI ou não (Hsiao et al., 2003). 

Islander identifica GIs principalmente pela presença de tRNAs, buscando a 

presença deste gene nas regiões candidatas. Vários critérios são usados para tentar 
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excluir resultados falsos positivos. Principal filtro são as regiões que não possuem 

integrases (Mantri; Williams, 2004). 

Nos métodos de aprendizado de máquina, várias ferramentas para predição de GIs 

foram construídas. As principais são: Relevance Vector Machine (RVM), Alien Hunter 

(Vernikos; Parkhill, 2008), GI-Detector (Che et al., 2010) e GI-Hunter (Che et al., 2014). 

As principais distinções entre os métodos destas ferramentas são a escolha dos conjuntos 

de dados de treinamento e os algoritmos de aprendizado (Lu; Leong, 2016a). 

O RVM foi o primeiro aprendizado de máquina a ser construído para realizar 

predição de GIs. Os seus conjuntos de dados para treinamento se baseiam em 

características presentes nas regiões candidatas a GIs, como por exemplo, ponto de 

inserção (tRNA), tamanhão da GI, expressão genica, repetições diretas, proteínas 

relacionadas a fagos, integrases (Vernikos; Parkhill, 2008). 

GI-Detector é muito semelhante a ferramenta RVM. Utiliza os mesmos recursos 

para montar o seu conjunto de treinamento, entretanto, também implementa o algoritmo 

de aprendizado baseado em árvore de decisão (Lu; Leong, 2016a). 

GI-Hunter é parecido com o algoritmo do GI-Detector, mas possui algumas 

mudanças principalmente na utilização do seu conjunto de dados que é proveniente do 

IslandPick (Langille; Hsiao; Brinkman, 2008). Suas diferenças também estão relacionadas 

ao modo como analisam o tamanho e as repetições do GI, sendo substituídas por genes 

altamente expressos e distância intergênica média (Che et al., 2014). 

Os métodos de integração direta que utilizam a estrutura das GIs para realizar as 

suas predições, podem gerar resultados robustos. Por exemplo, a presença de genes de 

tRNAs e integrases nas regiões candidatas é um forte indício de uma GI positiva. 

Entretanto, dependem muito de vários recursos relacionados interligados, fazendo com 

que as GIs mais “antigas”, que não possuam estes genes, sejam descartadas (Lu; Leong, 

2016a). 

Por outro lado, os métodos baseados em aprendizado de máquina têm a 

capacidade de integrar e sistematizar vários recursos para suas análises, melhorando a 

capacidade de predição das GIs. Porém, o desempenho da ferramenta é muito 

dependente da qualidade do seu conjunto de treinamento (Lu; Leong, 2016a). 

 
3.6 Métodos de predição baseados em análise comparativa – múltiplos genomas 

 

Os métodos de análise comparativa utilizam múltiplos genomas para realizar as 
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suas predições. Este método compara vários genomas de espécies estreitamente 

relacionadas, um contra o outro, para identificar regiões candidatas a GIs. Os resultados 

esperados são regiões presentes em um ou mais genomas que não são encontradas no 

restante do conjunto. Esta comparação é realizada através de ferramentas de 

alinhamento de sequências, como BLAST (Altschul et al., 1997) para alinhamento local, 

MAUVE (Darling et al., 2004) alinhamento de genoma completo. Estas duas ferramentas 

dependem de análise manual. Os principais preditores com capacidade de análises semi- 

automáticas (escolha do genoma para comparação pelo pesquisador) são tRNAcc (Ou et 

al., 2006), MobilomeFINDER (Ou; He, 2007). IslandPick (Langille; Hsiao; Brinkman, 2008) 

automatizado. 

BLAST e MAUVE são capazes de identificar regiões especificas em cepas únicas, 

sendo estas candidatas a GIs, além disso, MAUVE ainda pode ser usado para localizar 

regiões conservadas. Vernikos e Parkhill em um estudo, realizaram comparações de todo 

o genoma através da ferramenta BLAST. Após isso, uma curadoria manual foi feita para 

encontrar as GIs “confiáveis”, utilizando então, estas regiões para treinar o modelo de 

estruturas. Com o MAUVE, eles foram capazes de identificar o ganho e perda de gene 

por um modelo de máxima parcimônia obtido a partir de alinhamentos (Vernikos; Parkhill, 

2008). 

tRNAcc faz uso dos alinhamentos do MAUVE para realizar a predição das GIs. Isso 

ocorre pela identificação dos genes tRNAs conservados juntos com uma região 

flanqueadora a jusante nos genomas selecionados. Algum tempo depois, este método foi 

integrado no MobilomeFINDER, ferramenta de predição web. Analises complementares 

também foram integradas, como, conteúdo GC%, sequências de codificação específicas 

da cepa derivadas da análise por BLAST e diferenças de dinucleotídeos. Entretanto, os 

genomas para comparação devem ser selecionados manualmente (Ou et al., 2006); (Ou; 

He, 2007). 

IslandPick consegue realizar a seleção do genoma para comparação 

automaticamente. Para fazer isto, o método constrói uma matriz de distância utilizando a 

comparação dos genomas todos contra todos. Construindo vários pontos de corte para 

identificar o genoma mais adequado. O MAUVE é utilizado para se obter os alinhamentos 

dos genomas completos, resultando em grandes regiões únicas no genoma de consulta. 

Após essa etapa, o BLAST é aplicado como um filtro, para retirar as duplicações do 

genoma, resultando nas GIs candidatas (Langille; Hsiao; Brinkman, 2008). 

Os métodos baseados em análise comparativa trazem algumas vantagens quando 
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comparamos com os métodos de composição de sequência. Mas ainda assim, existem 

incertezas em suas predições (Langille; Hsiao; Brinkman, 2008); (Lu; Leong, 2016a). Isto 

ocorre devido à dificuldade de conseguir separar os genes adquiridos por HGT ou pela 

perda de genes (Ravenhall et al., 2015). Além disso, os rearranjos genômicos podem 

influenciar nos alinhamentos das sequências. As aplicações de métodos baseados em 

diversos genomas são limitadas. Devido a necessidade de utilizar um genoma de 

referência para comparação, muitas vezes estes organismos relacionados podem não 

estar disponíveis (Darling et al., 2004); (Bertelli; Tilley; Brinkman, 2019). 

 
3.7 Métodos de predição Baseados em métodos híbridos 

 
Alguns métodos compostos, ou chamados também de híbridos, foram 

desenvolvidos para tentar melhorar as predições das GIs nos genomas bacterianos. Estas 

ferramentas trabalham com várias metodologias integradas para a tomada de decisão 

(Bertelli; Tilley; Brinkman, 2019). Algumas das principais ferramentas são, EGID (Che et 

al, 2011), GIST (Hasan et al., 2012), PIPs (Soares et al., 2012), GIPSY (Soares et al., 

2016), IslandViewer4 (Bertelli et al., 2017). 

O preditor EGID foi primeira versão da ferramenta GIST, sendo ela uma 

atualização. Utiliza cinco abordagens/métodos para realizar as suas predições: 

INDeGenIUS, IslandPath, PAI-IDA, AlienHunter, COLOMBO SIGI-HMM. Para delimitar os 

resultados de cada método é agregado valores sobre um limite de corte. Resultados 

individuais são separados para não formarem regiões sobrepostas uma nas outras. 

Então, é gerado um consenso das regiões candidatas, mesclando as GIs com as 

melhores pontuações EGID (Che et al, 2011), GIST (Hasan et al., 2012). 

IslandViewer 4 possui métodos baseados em composição (IslandPath-DIMOB, 

SIGI-HMM e Islander) e também método de genômica comparativa IslandPick. Esta 

ferramenta tambem atua como um banco de dados de GIs. Para escolha do genoma de 

referência, o método seleciona o organismo disponível no banco de dados. Entretanto, os 

usuários podem selecionar manualmente um genoma de interesse para comparação, 

realizando novamente a análise. Se este não estiver disponível, somente outros métodos 

iram ser computados no organismo de interesse (Bertelli et al., 2017). 

PIPs foi o primeiro preditor a identificar e classificar funções das GIs, sendo GIPSY 

sua atualização mais recente. Para suas predições utiliza scripts personalizados, SIGI- 

HMM, presença de genes de transposase e tRNA. As GIs são classificadas em quatro 
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subtipos com base na presença de fatores de virulência, metabolismo, resistência a 

antibióticos ou simbiose utilizando bancos de dados integrados para comparação. Os 

usuários são responsáveis pelos genomas de referência para comparação, estes não 

podem ser determinados automaticamente (Soares et al., 2012), GIPSY (Soares et al., 

2016). 

Com uma ampla diversidade de preditores de GIs e seus diversos métodos e 

características, a escolha de uma ferramenta para uso dependerá do genoma a ser 

estudado. Os métodos baseados em genômica comparativa propõem definições mais 

robustas para definir os limites das GIs, mas dependem exclusivamente de genomas de 

referência para suas análises. Para estudos em um único genoma, os preditores 

baseados na composição de sequências são comumente usados. Possuem uma grande 

variedade de metodologias utilizadas, mas possuem baixa precisão para regiões que não 

possuam um ou mais critérios envolvidos para realizar a predição. Combinar métodos e 

ferramentas ainda é a melhor forma de diminuir os riscos de perder GIs chaves para obter 

resultados significativos nas análises e pesquisas (Bertelli; Tilley; Brinkman, 2019) 

As GIs podem proporcionar adaptações para as bactérias em novos ambientes, 

principalmente em locais adversos. Com a aquisição destas GIs, as bactérias podem 

adquirir novas capacidades e funções, de acordo com o seu material genético presente. 

Em microrganismos patogênicos e ambientais as GIs estão amplamente distribuídas. Isso 

faz com que ocorra um aumento na relevância para os pesquisadores em tentar entender 

o papel destas GIs na evolução, e o impacto funcional dentro das populações bacterianas 

(Hacker; Carniel, 2001); (Lu; Leong, 2016a); (Juhas, 2019); (Bertelli; Tilley; Brinkman, 

2019). 
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ABSTRACT 
 
 

Aeromonas are Gram-negative rods widely distributed in the environment. They can cause 

severe infections in fish related to financial losses in the fish industry, and are considered 

opportunistic pathogens of humans causing infections ranging from diarrhea to septicemia. 

The objective of this study was to determine in silico the contribution of genomic islands 

to A. hydrophila. The complete genomes of 17 A. hydrophila isolates, which were 

separated into two phylogenetic groups, were analyzed using a genomic island (GI) 

predictor. The number of predicted GIs and their characteristics varied among strains. 

Strains from group 1, which contains mainly fish pathogens, generally have a higher 

number of predicted GIs, and with larger size, than strains from group 2 constituted by 

strains recovered from distinct sources. Only a few predicted GIs were shared among them 

and contained mostly genes from the core genome. Features related to virulence, 

metabolism, and resistance were found in the predicted GIs, but strains varied in relation 

to their gene content. In strains from group 1, O Ag biosynthesis clusters OX1 and OX6 

were identified, while strains from group 2 each had unique clusters. Metabolic pathways 

for myo-inositol, L-fucose, sialic acid, and a cluster encoding QueDEC, tgtA5, and proteins 

related to DNA metabolism were identified in strains of group 1, which share a high number 

of predicted GIs. No distinctive features of group 2 strains were identified in their predicted 

GIs, which are more diverse and possibly better represent GIs in this species. However, 

some strains have several resistance attributes encoded by their predicted GIs. Several 

predicted GIs encode hypothetical proteins and phage proteins whose functions have not 

been identified but may contribute to Aeromonas fitness. In summary, features with 

functions identified on predicted GIs may confer advantages to host colonization and 

competitiveness in the environment. 
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1 INTRODUCTION 
 
 

The bacterial genome is composed of a core genome containing the genetic 

information required for essential functions, and a flexible gene pool, which encodes 

additional traits that can be beneficial under certain circumstances. The flexible gene pool 

represents variable chromosomal regions and includes mobile and accessory genetic 

elements, such as bacteriophages, plasmids, insertion sequences, and genomic islands 

(GIs) (Dobrindt et al., 2004). 

GIs are syntenic blocks of accessory genes acquired by horizontal gene transfer 

(HGT) which contribute to the diversification and adaptation of microorganisms and offer 

a selective advantage for host bacteria. According to their gene content, GIs are described 

as pathogenicity, resistance, symbiosis, metabolic or fitness islands (Weinstock et al., 

2000; Juhas et al., 2009; Rao et al., 2020). Most GIs are relatively large segments of DNA, 

usually between 10 and 200 kb, detected by comparisons among closely related strains; 

however, regions with sizes < 10 kb have also been identified and named genomic islets 

(Hacker et al., 1990; Juhas et al., 2009; Li and Wang, 2021). GIs usually differ from 

chromosomes in terms of GC content, tetranucleotide frequency, and codon usage. They 

are often flanked by small directly repeated (DR) sequences and are often inserted into 

tRNA genes. They can carry functional or cryptic genes encoding integrases, factors 

related to plasmid conjugation, phages involved in GI transfer, and transposons or 

insertion sequence (IS) elements, which may be implicated in mobilizing genetic material 

onto or deleting DNA from GI (Buchrieser et al., 1998; Juhas et al., 2009; Partridge et al., 

2018). Currently, bioinformatics tools developed for GI prediction (Vernikos et al., 2006; 

Pundhir et al., 2008; Che et al., 2014; Soares et al., 2016; Wei et al., 2016; Bertelli et al., 

2017) are available for the study of these mobile elements. 

Aeromonas are Gram-negative bacteria ubiquitous in aquatic environments and 

can be isolated from virtually every environmental niche where bacterial ecosystems exist 

(Janda and Abbott, 2010). There are 36 species recognized of Aeromonas (Fernández- 

Bravo and Figueras, 2020), of which A. hydrophila is the most studied and the first species 

of the genus to have a sequenced genome (Seshadri et al., 2006; Grim et al., 2014; 

Rasmussen-Ivey et al., 2016a). A. hydrophila has been isolated from fresh and marine 

waters, diseased fish, poikilothermic aquatic animals, and warm-blooded animals (Martin- 

Carnahan and Joseph, 2005). In fish, A. hydrophila can cause a variety of diseases, 

including septicemia, red sore disease, and ulcerative infections, and has been linked to 
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fish death worldwide, resulting in great economic losses (Janda and Abbott, 2010; Hossain 

et al., 2013, 2014; Rasmussen-Ivey et al., 2016b). In humans, A. hydrophila is associated 

with both intestinal and extraintestinal diseases (Martin-Carnahan and Joseph, 2005), 

such as gastroenteritis, wound infection, septicemia, pneumonia, soft tissue infections, 

peritonitis, hepatobiliary tract infections, and necrotizing fasciitis (Janda and Abbott, 1998, 

2010; Grim et al., 2014). 

Genome sequencing and comparative genomic analysis have allowed major 

advances in the study of Aeromonas virulence. Highly virulent strains recovered from 

humans or fish have been identified, several genes have been associated with 

pathogenicity and some are related to GIs in some strains (Seshadri et al., 2006; Hossain 

et al., 2013, Grim et al., 2014; Pang et al., 2015; Rasmussen-Ivey et al., 2016b). The 

objective of this study was to analyze A. hydrophila genomes using a GI predictor, 

determine the distribution of predicted GIs, their characteristics, functions encoded, core 

genome content, and sharing among strains. 

 
2 MATERIALS AND METHODS 

 
 

2.1 A. hydrophila genomes 

The complete genomes of A. hydrophila available at the National Center for 

Biotechnology Information database (Geer et al., 2010) as at 12/01/2019 were used in this 

study. The source and genome characteristics of the A. hydrophila strains are shown in 

(Table 1). 
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2.2 Phylogenetic analysis 
 

A phylogenetic tree was generated using the software Spaced Words Projection – 

SweeP (De Pierri et al., 2020) with the complete genomes of all Aeromonas species 

available from the NCBI database. Default SweeP criteria were used in the analysis. Data 

regarding the organisms used are shown in (Supplementary Table 1). 
 

2.3 GI prediction and analysis 
 

IslandViewer 4 (Bertelli et al., 2017) was used to predict GIs in A. hydrophila strains. 

GIs < 10 kb were considered genomic islands unless otherwise stated. Some GIs 

predicted by SIGI-HMM (Waack et al., 2006) and IslandPath-DIMOB (Hsiao et al., 2003) 

two components of IslandViewer 4, were partially superimposed, increasing the number 

of predictions. Then, a verification of these regions was conducted to determine the start 

and end of the GIs manually, avoiding misidentification in the number of predicted GIs. 

After the identification of each predicted GI by IslandViewer 4, the regions were selected 

and visualized using Artemis software (Rutherford et al., 2000) to generate.GBK and 

.FASTA files for each GI. These files contained the amino acid sequence, the name, and 

the protein ID of each product of each GI, and were used to create multi-fasta files for each 

microorganism. These files were submitted to RAST (Brettin et al., 2015) for 

standardization of gene nomenclature. The IslandViewer version 4.0 (Web Server) was 

used. 
 

2.3 Tools and databases for traits prediction 
 

To determine the traits encoded by the predicted GIs, datasets containing the amino 

acid sequences of the GIs of each A. hydrophila strain were compared with the amino acid 

sequences of the databases indicated below using the online web server CD-HIT Suite: 

Biological Sequence Clustering and Comparison (CD-HIT-2D; version v4.8.1-2019-0228) 

(Huang et al., 2010). The minimum threshold for sequence identity cut-off was 70%. All 

other parameters of CD-HIT-2D are indicated in Supplementary Table 2. 

The following databases were used to identify traits related to virulence, antibiotic 

resistance, or drug targets encoded on the predicted GIs: 

Pathosystems Resource Integration Center – PATRIC (Wattam et al., 2017). The virulence 

factor database – VFDB (Liu et al., 2019). PHIDIAS: Pathogen-host interaction data 

integration and analysis system VICTORS (Sayers et al., 2019). The Comprehensive 
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Antibiotic Resistance Database CARD (Jia et al., 2017). National Database of Antibiotic 

Resistant Organisms (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pathogens/antimicrobial-resistance). 

DrugBank (Wishart et al., 2018). Therapeutic Target Database (TTD) (Li et al., 2018). For 

the identification of metabolic traits, KEGG Mapper (Kanehisa and Sato 2020) was used 

with family/genus 642 ID. The data obtained from the tests were manually curated. 
 

2.4 Phage prediction 
 

Phage regions were analyzed using PHASTER Phage Search Tool Enhanced 

Release (Arndt et al., 2016). The PHASTER search phages regions using BLAST through 

file analysis in .GBK or .FASTA format. The sequences are compared with the NCBI Phage 

database and a phage database developed by Srividhya et al. (2006). Phage-like genes 

are then grouped into phage regions using DBSCAN (Ester et al., 1996). Regions 

corresponding to phages are assigned scores and colors depending on the level of identity 

and coverage of the region. Intact phage (> 90 score) are colored green; questionable 

phage (70-90 score) labelled blue; incomplete phage (<70 score) are colored red. For this 

analysis, complete genomes of A. hydrophila were submitted to PHASTER to search for 

phage regions, and the results were compared with predicted GIs for identification of 

phage-containing GIs. 
 

2.5 Shared GIs 
 

To compare the predict GIs, genes of each GI were concatenated and used to create 

individual multi-fast files for each strain. After this step, BLASTp was used to infer 

homology, considering a minimum of 75% of identity and sequence coverage for 

comparisons between single GIs against all other predicted GIs in all strains. Power Bi, a 

software for generating interactive reports with data modeling tools, and chord diagrams 

were used to represent the proportion of GIs shared among the strains. An image was 

generated using the data obtained from the total number of shared GIs. The nodes were 

organized around a circle, with the proportion between points connected to each other, 

represented proportionally by the size of each arc. (https://github.com/Microsoft/PowerBI- 

visuals-chord). Power Bi version 2.96.1061.0 (Windows 64-bit) was used in this study. 
 

2.6 Core Genome and related GIs 
 

The core genome of A. hydrophila strains was determined using the web server 
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EDGAR version 3.0 (Web Server) https://edgar3.computational.bio.uni-giessen.de/ 

(Dieckmann et al., 2021). This bioinformatics tool is based on 'score ratio values' (SRVs) 

methodology for orthology estimation. To calculate the SRVs, all BLAST scores are 

normalized against the maximum score, which is the self-hit of a query sequence. Then, 

the distribution of the SRVs is analyzed to derive a threshold that is tailored to the data, 

usually around an SRV of 0.3 (30%). Furthermore, an initial e-value cutoff of 1e-05 is used. 

This orthologous approach is such that only one-to-one pairs are found. For duplicated 

genes and paralogs, a single hit is found, and additional copies are missed. Pseudogenes 

are excluded from these analyses. Core genome calculation requires one reference 

genome, for which A. hydrophila ATCC 7966 was chosen. Results from the core genome 

(EDGAR) are presented with a locus tag for each gene and strain with the amino acid 

sequence. After identifying the genes from the core genome, they were compared with 

predicted GIs using CD-HIT, a tool developed for clustering very long microbial genomic 

sequences. In this analysis the comparison was performed gene-by-gene for all GIs of 

each strain using amino acid sequences. The cut-off rate used was 90% identity. 

 
2.7 Cluster alignments 

 
Mauve, a tool for multiple genome alignments that can be used to view genomic 

rearrangements, inversions, and large insertions in related genomes, was used to analyze 

O antigen clusters. The alignment is shown as an image formed by colored blocks, each 

one of them representing genome region aligned and internally free of genomic 

rearrangements (Darling et al., 2004). Mauve version 2.4.0 (Windows 64-bit) was used in 

this study. 

 
2.8 Cluster alignments 

 
Variables with normal distributions (Kolmogorov-Smirnov) were reported as 

mean ±1-standard deviation. Comparison among groups were tested with Student t-test 

(2-tailed) or by one-way ANOVA for multiple groups comparisons. A P-value <0.05 was 

considered significant. All calculations were performed using MedCalc version 17.6 

(MedCalc Statistical Software bvba, Ostend, Belgium). 
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3 RESULTS 
 

3.1 Phylogenetic analysis and general characteristics of A. hydrophila strains 
 

A phylogenetic tree based on the complete genome of Aeromonas species was 

generated to verify the relationships among A. hydrophila isolates. A total of 96 genomes 

from 10 Aeromonas species and some strains identified only to the genus level were 

included in this analysis, the results of which are shown in Figure 1. Strains of A. schubertii, 

A. veronii, A. salmonicida, A. dhakensis, A. hydrophila, A. encheleia, A. media, A. 

rivipollensis, A. jandaei, and A. caviae were separated into distinct branches of the 

phylogenetic tree according to their species. However, there were some exceptions, with 

A. veronii WP2_S18_CRE03 grouped with A. jandaei strains 3299 and 3348; A. hydrophila 

YL17 grouped together A. dhakensis KN_Mc_6U21, and A. hydrophila 4AK4 with A. media 

T0-1-19 and A. rivipollensis KN_Mc_11N1, suggesting that these strains were 

misidentified at the species level. Thus, the genomes of strains YL17 and 4AK4 were 

removed from this study. Additionally, a small number of strains previously identified only 

at the genus level clustered together with certain species (Figure 1). 
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FIGURE 1. Phylogenetic tree of the Aeromonas species. 

LEGEND: (A) Phylogenetic tree generated from the whole genome of 96 Aeromonas 
strains. (B) Highlighted branch of "A. hydrophila 4AK4.” (C) Highlighted branch of "A. 
hydrophila YL17.” (D) Highlighted branch of A. hydrophila; strains analyzed are 
subgrouped into two main subclades, separated by dotted lines: ML09-119, AL09-71, 
pc104A, NJ-35, D4, JBN2301, ZYAH72, J-1, and GYK1 (group 1); AH10, ZYAH75, 
MX16A, WCHAH045096, KN-Mc-1R2, ATCC 7966, AHNIH1, and AL06-06 (group 2). 
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The 17 complete A. hydrophila genomes that were analyzed for predicted GIs 

differed in genome size, which varies by up to 0.54 Mb, as observed between strains ATCC 

7966, which has the smallest genome (4.74 Mb) and NJ-35 (5.28 Mb) the largest; the GC 

content varied from 60.50% in strain NJ-35 to 61.60% in strain MX16A (Table 1). 

Phylogenetic analysis classified the 17 A. hydrophila strains into two main groups 

(Figure 1). Group 1 contained nine strains, isolated in China or the USA, recovered from 

diseased fish, except for pc104A, which was recovered from the soil of a catfish pond 

(Table 1). The Chinese and American A. hydrophila strains were separated into different 

subclades of group 1. Group 2 contained strains recovered from different sources, 

including the environment (ATCC 7966, MX16A, and WCHAH045096), human clinical 

samples (ZYAH75, AHNIH1), Myocastor (KN-Mc-1R2), and diseased fish (AH10 and 

AL06-06). They were also separated into subclades according to their geographical 

origins. 

Strains from groups 1 and 2 differ in relation to the mean genome size; 5,08 and 4,89 Mb, 

respectively. Interestingly, all strains of group 1 presented genomic GC contents below 

61% (60.50% to 60.90%), while those of group 2 were 61% or higher (61.00 to 61.60%; 

Table 1), a significative difference (P<0.001; t-test), however stats were underpowered. 

 
3.2 Characteristics of predicted GIs of A. hydrophila strains 

 
The number of predicted GIs varied widely among the strains, from 13 in A. 

hydrophila ATCC 7966 and MX16A to 33 in strain NJ-35, and the average size ranged 

from 12402 bp in AL06-06 to 29317 in JBN2301. A significant difference was observed in 

terms of the ratio between the total GI sequence size and host genome size, which varied 

from 4% in strain ATCC 7966 to 12% in NJ-35. The variation in GC content within GIs 

ranged from 34% to 66%, both in A. hydrophila isolate AH10 (Table 2). In general, the 

genomes of group 1 strains presented a higher average number of predicted GIs, genes 

in GIs, larger mean GI size, and ratio of GIs relative to genome size than those of group 2 

(Table 2). 
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Altogether, the data indicated differences in relation to genome size and GC 

content, distribution, and characteristics of GIs of strains from groups 1 and 2. Genes 

identified on the predicted GIs are listed in Supplementary Table 3. 

 

3.4 Functions encoded by the predicted GIs 
 

Determination of the functions of genes in the predicted GIs was based on 

databases related to virulence, resistance, metabolism, drug targets, and RAST 

annotation. A complete list of genes with identified functions and the corresponding 

databases is shown in Supplementary Table 4. The main traits identified are described 

below. 

 
3.3.1 Traits related to virulence 

 
O antigen. Gene clusters encoding proteins associated with the biosynthesis of O antigen 

(O Ag) were identified in the GIs of all A. hydrophila strains. Ten distinct O Ag clusters 

were found among the 17 strains analyzed in this study, including serogroups O1, O25, 

and putative serogroups OX1, OX4, OX5, OX6, and OX7 (Figure 2). The O Ag cluster of 

strain ZYAHA75 presented identity and query coverage of 89.69% and 97%, respectively, 

with serogroup O18 of A. hydrophila strain PPD134/91 compared in Figure 2. The O Ag 

cluster of KN-Mc-1R2 contains cysN and cysD genes encoding enzymes related to sulfur 

metabolism, and that of strain MX16A is interrupted by genes encoding transposases, 

suggesting that HGT played a role in the formation of this cluster. The comparison of the 

OAg cluster sequence of strain MX16A showed higher homology with that of Aeromonas 

veroni A8-AHP, with 77% of coverage and 93% of identity. When compared to the same 

species, better results were observed with A. hydrophila G5380, with 50% of coverage and 

94% of identity. For KN-MC-1R2, better results were obtained with Aeromonas hydrophila 

3924, with 44% of coverage and 98% of identity. When compared with another species, 

41% of cover and 89% of identity was found with the cluster of Aeromonas caviae 

KAM345. 
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FIGURE 2. Comparison of O antigen biosynthesis clusters encoded in predicted GIs 

LEGEND: Alignment of the O Ag cluster from 17 A. hydrophila strains analyzed and strain 
PPD134-91. Blocks with the same color indicate homologous regions. The scale indicates 
the size of the cluster. Strain designations and respective serogroups are indicated below 
the representation of the cluster. Serogroups identified OX1 (D4, JBN2301, ZYAH72, 
AL09-71, ML09-119, pc104A,); OX6 (GYK1, J-1, NJ-35); O18 (comparison between 
PPD134/91 serogroup O18, and ZYAH75 cluster); OX5 (AH10); OX7 (WCHAH045096); 
O25 (AHNIN1); OX4 (AL06-06); O1 (ATCC 7966); not determined (KN-MC-1R2, MX16A). 
The O Ag cluster of strains pc104a, AL09-71, and ML09-119 are in the reverse orientation 
in the genome of the strains. The name of each strain and the respective serogroup are 
indicated in front of the blocks representing the O Ag cluster. 

 
 

Flagella. Genes from polar flagella region 2 (flaA flaBGHJ maf-1) were identified in the 

predicted GIs of most strains, with additional genes found in several of them. Three types 

of predicted GI were observed according to the identity and number of genes encoded. 

One, approximately 7 kb encoding flaA flaBGHJ maf-1 and a hypothetical protein was 

observed in strains ATCC 7966, AL06-06, and AHNIH1. Predicted GIs of approximately 

19 kb encoding the polar flagella region 2 together with other genes, including a flagellin- 

like, transposase, neuB, and flmD (related to polar flagella glycosylation), were found in 
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all strains from group 1 and in AH-10. Finally, GIs of approximately 15 kb containing the 

polar flagella region 2 genes, neuB, flmD, and other genes distinct from those of the GI 

described above, were identified in strains WCHAH045096 and MX16A. In strains KN-Mc- 

1R2 and ZYAH75, no GIs containing flagellar region 2 genes were predicted, although 

these regions are present in their genomes. 
 

Components of type VI secretion system (T6SS). Genes encoding VgrG and Hcp, 

components of the expelled puncturing structure of T6SS were found in the predicted GIs 

of strains AH10, AL06-06, and KN-Mc-1R2. In the first two strains, VgrG-encoding genes 

are present in two predicted GIs. Additionally, certain features that may potentially be 

associated with virulence are encoded in predicted GIs of some strains, including ankyrin 

proteins (AnkB), which are encoded together with catalase (KatE) and, in most of them, 

with super oxide dismutase; Fic (filamentation induced by cyclic AMP) proteins, of which 

two types PA0574 and KPN03553 were identified; pilin Flp; the zona occludens toxin and 

accessory cholera enterotoxin, were sequentially encoded (Table 3). Of the genes with 

identified functions, some were found in genomic islets, which contain low numbers of 

genes and are generally poorly explored or studied. Among the genes identified in 

genomic islets are those encoding Fic domain protein PA0574 (strain ZYAH72, GI-18); 

zone occludens toxin and accessory cholera enterotoxin (strains KN-Mc-1R2, GI-11, 

AHNIH1, GI-17), and VgrG (strains AH10, GI15; AL06-06, GI-16). 
 

3.3.2 Traits related to resistance 
 

Genes associated with antibiotic resistance were restricted to the predicted GIs 

from strains AL06-06, ZYAH75, MX16A, and WCHAH045096. These genes were 

associated with resistance to sulfonamide, aminoglycoside, tetracycline, rifampin, 

chloramphenicol, and macrolides, in addition to TEM beta-lactamase, and distinct 

extended-spectrum beta-lactamases that are able to hydrolyze different beta-lactams. 

Additionally, genes related to mercury, copper, and chromium compounds, and 

ammonium quaternary resistance were identified in the GIs of some strains (Table 3, 

Supplementary Table 4). 
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3.3.3 Traits related to metabolism 
 

Genes or clusters of genes associated with metabolism were identified in the predicted GIs 

(Table 3). Among them, the gene cluster dhaKLM, encoding subunits of dihydroxyacetone kinase 

(Dha), gldA, glycerol dehydrogenase (GldA), and dhaR, encoding the transcriptional regulator 

DhaR, are associated with glycerol metabolism. 

Genes encoding the enzymes inosine-5'-monophosphate dehydrogenase (IMP 

dehydrogenase) and GMP synthase were also identified in the predicted GIs of several strains. 

They participate in purine metabolism in the synthesis of GMP from IMP. 

Other predicted GIs contained genes related to amino acid biosynthesis. Enzymes that 

participate in the biosynthesis of tryptophan from chorismate are encoded by the predicted GIs 

from several strains. Additionally, genes encoding the bifunctional aspartate kinase/homoserine 

dehydrogenase I, homoserine kinase, and threonine synthase, enzymes that are part of the 

aspartate pathway of amino acid biosynthesis related to threonine biosynthesis, were identified in 

predicted GIs in a few strains. 

The cysN and cysD genes encoding subunits of the enzyme sulfate adenylyltransferase, 

and cysC encoding adenylylsulfate kinase were found to be part of the predicted GIs of a certain 

strains. These enzymes participate in some steps in the process of assimilatory sulfate reduction, 

in which sulfate is reduced to hydrogen sulfide and then incorporated in cysteine and methionine 

biosynthesis. 

Genes encoding 6-carboxytetrahydropterin synthase (QueD), 7-carboxy-7-deazaguanine 

synthase (QueE), and 7-cyano-7-deazaguanine synthase (QueC) were identified in several of the 

predicted GIs, and participate in the synthesis of queuosine. 

Genes associated with carbohydrate metabolism, including sialic acid, fucose, and inositol 

metabolism, were also identified in the predicted GIs (Table 3). 
 
3.3.4 Phages 

 
PHASTER analysis indicated the presence of intact and questionable phages in strain 

genomes. For intact phages, the most common were Aeromonas phage phiO18P, Salmonella 

phage SEN8, Escherichia phage Lys12581Vzw, Shigella phage POCJ13, and for questionable 

phages Escherichia phage 520873 and Shigella phage POCJ13. Only strains ATCC 7966, GYK1, 

and MX16A did not have any phage-related regions with a score > 70. However, no intact phages 

were found on the predicted GIs, but several of them contained partial phage sequences 
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(Supplementary Table 5). 
 
3.3.5 Other features encoded in predicted GIs 

 
Several other features are encoded in predicted GIs, including proteins related to 

chemotaxis signal sensing/transduction, response regulators, and a two-component system; a 

type I restriction modification system, DNA repair proteins, transporters, toxin-antitoxin modules, 

cytochrome associated proteins, an inhibitor of vertebrate c-type lysozyme (Ivy), and flagella and 

pili biosynthesis-associated proteins. Finally, GIs encoding transposon-associated proteins, 

conjugation-related proteins, or almost exclusively hypothetical proteins, were also observed in A. 

hydrophila. The distribution of these features varied among strains (Supplementary Table 3). 
 
3.4 Predicted GIs containing genes from core genome 

 
The presence of genes from the core genome was detected in several of the predicted GIs 

from all strains (Supplementary Table 3), which reached 13% (strain AH10) to 27% (strain AL06- 

06), with an average of 18% among the A. hydrophila isolates. 

However, in a few islands, a high number of genes from the core genome were detected. 

This was observed mainly in the predicted GIs containing the gene cluster dhaKLM gldA, which 

were identified as part of the core genome. In addition, genes encoding ribosomal proteins and 

transcription-related factors, rRNAs, RNA polymerase subunit ββ’, and some tRNAs, among 

others, are present in the predicted GIs. The presence of repeat regions and transposases 

between these genes was also observed, which may have contributed to its identification as a GI. 

The predicted GI containing the cluster scsABCD, associated with copper resistance, also 

contains a high proportion of genes from the core genome. 

Other genes from the core genome in predicted GIs encode the enzyme IMP 

dehydrogenase, enzymes associated with biosynthesis of tryptophan or threonine, and the 

enzyme adenylylsulfate kinase. These and other genes related to the core genome are highlighted 

in blue in Supplementary Table 3. 
 
3.5 Shared GIS 

 
Several strains share predicted GIs, as indicated by comparative analysis performed 

considering at least 75% amino acid sequence identity and coverage as criteria (Figure 3; 

Supplementary Table 6). Some of the predicted GIs were shared among most of the strains, while 

others were shared only among those of phylogenetic group 1 or group 2. Strains from group 1 
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shared all or most of their predicted GIs, while those from group 2 shared only a few (Figure 3; 

Supplementary Table 6). 

 
FIGURE 3. Sharing of predicted GIs among A. hydrophila strains 

 
 

 
LEGEND: Ratio of GIs shared among strains. Distribution of the data is presented as the total 
number of predicted GIs, the total number of shared GIs, and their related percentages. The circle 
indicates the predicted GIs shared proportionally by the size of each arc; the names of the strains 
are indicated outside the circle with the number of predicted GIs in parentheses; the number of 
GIs shared is indicated by the lines and the proportion inside the arc; lines connecting strains 
indicate sharing of predicted GIs. 

 
The main predicted GIs with identified functions shared among two or more strains from 

both groups included those encoding ScsABCD, DhaKLM/GldA, and enzymes associated with 

tryptophan biosynthesis/Ivy. Of these, the first is the most widespread and is present in all strains 

except KN-Mc-1R2. This strain also contains the cluster ScsABCD; however, it is encoded in a 

larger GI that did not meet the criteria used in this study to define a shared island with other strains. 

The predicted GIs with characterized functions shared only among strains from group 1 included 

those encoding inositol and sialic acid/L-fucose metabolism; QueDEC, the O antigen cluster for 

putative OX1 or OX6 serogroups, and Fic PA0574 (Supplementary Table 3;6). Additionally, 

predicted GIs encoding toxin/antitoxin systems, phages or hypothetical proteins are shared among 

them. In group 2, predicted GIs encoding the zona occludens toxin/accessory cholera enterotoxin 

and flagellar regions 1 and 2 were the most common shared GIs (Supplementary Table 3;6). 
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4 DISCUSSION 
 

In this study, complete genomes of A. hydrophila strains were analyzed using the Island 

Viewer 4 bioinformatics tool for GI prediction in order to determine the distribution of GIs and their 

contributions in such strains, however, while some of the features encoded have functions defined, 

others are putative and have to be experimentally demonstrated in Aeromonas. A phylogenetic 

analysis performed with SweeP software showed that two strains identified as A. hydrophila (4AK4 

and YL17) were misidentified at species level. These findings are in agreement with the studies 

by Beaz-Hidalgo et al., (2015) and Moriel et al. (2021) which indicated several problems with the 

taxonomic affiliation of Aeromonas genomes deposited at the NCBI database. These findings 

show the relevance of using complete genomes for taxonomy of Aeromonas. The A. hydrophila 

strains were classified into two distinct phylogenetic groups (Figure 1). Group 1 contained strains 

isolated from diseased fish, except pc104A, which was recovered from the soil of a catfish pond 

that experienced an epidemic outbreak of septicemia caused by Aeromonas (Pang et al., 2015). 

Most of the strains were related to epidemic outbreaks of motile Aeromonas septicemia in catfish 

that occurred in the USA (ML09-119, AL09-71, and pc104A) or carp in China (NJ-35, JBN2301, 

and J1), and share a recent common ancestor, as shown by comparative genomic analyses 

(Hossain et al., 2014). These strains were previously classified as hypervirulent A. hydrophila 

(vAh) based on phenotypic and genotypic tests or in silico analysis for pathotype-specific PCR of 

vAh isolates (Pang et al., 2015; Rasmussen-Ivey et al., 2016b). 

Strains ZYAH72, D4 and GYK1, isolated from diseased fish in China, are also part of 

phylogenetic group 1. These US and Chinese strains were separated into distinct subclades of 

group 1 (Figure 1), what is in agreement with the data of Pang and collaborators (2015). 

Strains from phylogenetic group 2 were recovered from different sources and were also 

separated into two subclades based on their geographical origins (Figure 1), and the South Korean 

strain grouped together with the US strains. Three of these strains (AH10, ATCC 7966, and AL06- 

06) were previously studied and considered to be non-virulent A. hydrophila (non-vAh) in relation 

to the hypervirulent vAh strains recovered from fish disease outbreaks (Pang et al., 2015; 

Rassmussen-Ivey et al., 2016b). Our data confirmed the results of other phylogenetic studies 

indicating the separation of vAh from non-epidemical strains (Pang et al., 2015; Rasmussen-Ivey 

et al., 2016b). 

Strains from groups 1 and 2 differed in several characteristics, including genome size, 

number of predicted GIs, GI average size, and ratio of GIs relative to genome size (Table 2), in 

which strains from group 1 generally present greater numbers. Genomic GC content also varied 
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among these strains, from 60.50% to 60.90% in group 1 and from 61% to 61.60% in group 2. 

Strains from groups 1 and 2 also differed in terms of the functions encoded on the predicted GIs, 

although some features were common among them (Table 3). 

The distribution of predicted GIs containing the main functions identified, and some features 

whose function have yet to be demonstrated in A. hydrophila, varied among the strains (Table 3), 

while some were common and other were encoded in a few strains. Among the identified 

characteristics are clusters for the synthesis of O Ag. O Ag, the most surface-exposed part of the 

lipopolysaccharide, a component of the outer membrane of Gram-negative bacteria, mediates 

pathogenicity by protecting infecting bacteria from serum complement killing and phagocytosis. It 

consists of repeating oligosaccharide subunits whose variability confers immunological specificity 

(Tomás, 2012). Several O Ag gene cluster types have been described in A. hydrophila (Hossain 

et al., 2013; Pang et al., 2015; Cao et al., 2018) and previously associated with GIs (Hossain et 

al., 2013; Pang et al., 2015). Gene clusters for O Ag were found in the predicted GIs of all strains; 

however, they differed in their gene content and were related to 10 distinct serogroups (Figure 2). 

Thirteen of the strains analyzed in this study had their O Ag gene clusters previously 

determined (Hossain et al., 2013; Pang et al., 2015; Cao et al., 2018). 

The putative serogroup OX1 was proposed for strains ML09-119, AL09-71, pc104a, 

JBN2301, and D4 strains (Cao et al., 2018). Strain ZYAH72, which had no previously analyzed O 

Ag cluster, shared the same cluster with the strains above (Figure 2). Thus, it should also be 

included in the putative OX1 serogroup. Strains NJ-35 and GYK1 were classified as putative 

serogroups OX6 (Cao et al., 2018). According to our data, strain J-1 should also be included in 

this serogroup because it shares the same O Ag biosynthesis cluster. This is in agreement with 

Pang et al. (2015), who showed that J-1 and NJ-35 have identical O Ag gene clusters. 

All other strains had unique O Ag clusters. In contrast to the vAh fish pathogens that 

presented putative OX1 or OX6 O Ag clusters, strains AL06-06 and AH10 were also recovered 

from diseased fish but were considered as non-vAh (Rassmussen-Ivey et al., 2016b) and 

presented clusters OX4 and OX5 respectively (Cao et al., 2018). Strain ATCC 7966 belongs to 

the O1 serogroup (Seshadri et al., 2006), AHNIH1 to O25, WCHAH045096 to OX7 (Cao et al., 

2018). The ZYAHA75 O cluster is similar to O18, and those of MX16A and KN-MC-1R2 were not 

determined (Figure 2). 

Thus, no O Ag gene cluster was shared among strains from phylogenetic groups 1 and 2. 

All strains from group 2 exhibited unique O Ag clusters. Of the 10 distinct serogroups detected, 

only OX1 and OX6 were shared, and the identification of these clusters might be an alert for 
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potential virulent strains related to outbreaks of epidemic diseases in fish. 

Several genes associated with polar flagella biogenesis and chemotaxis were identified in 

the predicted GIs of most strains (Table 3; Supplementary Table 3). Mesophilic Aeromonas have 

a polar flagellum for swimming in liquid, and some strains can also express multiple inducible 

lateral flagella for swarming over viscous environments or surfaces (Janda and Abbott, 2010). The 

polar flagellum genes are clustered in five distinct regions, whereas lateral flagella genes are 

organized in only one cluster (Tomás, 2012). Beyond their role in motility, in Aeromonas flagella 

act as adhesins for human intestinal enterocytes and in biofilm formation (Kirov et al., 2004), and 

are essential for adhesion and the ability to invade fish cell lines (Beaz-Hidaldo and Figueras, 

2013). In the current study, GIs containing gene clusters for polar flagella region 2 (flaA flaBGHJ 

maf-1) (Canals et al., 2006) were predicted. However, the data indicated that gene content 

downstream of polar flagella region 2 is heterogeneous in different strains (Supplementary Table 

3) and that genes associated with flagella glycosylation, such as flmD and neuB (Tabei et al., 

2009; Wilhelms et al., 2012; Fulton et al., 2015) are adjacent to region 2 in certain A. hydrophila 

isolates. These data are in agreement with a recent study (Forn-Cuní et al., 2021) that showed 

that pse/flm genes (flmA flmB neuA flmD neuB) related to polar flagellin glycosylation are clustered 

in highly polymorphic GIs with three main genomic glycosylation islands identified. 

Groups I and III contain almost exclusively the pse genes (flmA flmB neuA flmD neuB). 

Aeromonas belonging to these groups have flagellins modified with a single monosaccharide 

pseudaminic acid derivative (Forn-Cuní et al., 2021). Strains from phylogenetic group 1 and strain 

AH-10 belong to the glycosylation genomic island group I, while MX16A and WCHA045096 were 

included in group III according to Forn-Cuní and collaborators (2021). 

The glycosylation GI group II contains other genes between the pse/flm genes, and are 

present in strains that modify polar flagellins with heterogeneous glycan moieties. Strains ATCC 

7966, AL06-06, and AHNIHI are part of this group together with KN-Mc-1R2 and ZYAHA75 (Forn- 

Cuní et al., 2021). Flagellin glycosylation is essential for flagellar function (Tabei et al., 2009) and 

polar flagellar glycan composition can differ between A. hydrophila strains (Wilhelms et al., 2012; 

Fulton et al., 2015; Forn-Cuní et al., 2021). Because Aeromonas flagella have several roles in 

pathogenesis (Kirov et al., 2004; Beaz-Hidaldo and Figueras, 2013), based on data showing that 

strains ML09-119 and AL09-71 (pathogens of catfish), AH10, J-1, JBN2301, and NJ 35 (pathogen 

from carp) share the same predicted GIs related to flagellar region 2, and results from Forn-Cuní 

and collaborators (2021), showing that they belong to the glycosylation GI group I, we speculate 

that flagellin glycosylation patterns may favor interactions with determined hosts. 
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VgrG and Hcp play roles in Aeromonas virulence, influencing bacterial motility, protease 

production, and biofilm formation, inducing host cell toxicity, apoptosis, and activation of 

macrophages (Suarez et al., 2008, 2010 a,b; Sha et al., 2013). They are components of the T6SS 

which in addition to virulence plays roles in inter-bacterial competition. T6SS is encoded within 

gene clusters containing the core genes of the secretion machinery however, additional copies of 

hcp and vgrG can be found outside the main cluster (Cianfanelli et al., 2016; Moriel et al., 2021), 

which explains the presence of these genes in two distinct predicted GIs in certain strains 

(Supplementary Table 3). However, a search in the genome showed that strain AL06-06 does not 

have the complete T6SS cluster, differently from strains AH10 and KN-Mc-1R2. This is in 

agreement with Tekedar et al. (2019) which showed that this strain have only three components 

of T6SS, hcp, tssH and vgrG. In their study they also showed that virulent strains including ML09- 

119, AL09-71 and pc104A also have only these T6SS components, and that hcp1 and vgrG1 

contribute for virulence of the ML09-119 in catfish. 

Some other genes with functions identified in predicted GIs (Supplementary Table 3) are 

associated with virulence in other bacteria, but their roles in Aeromonas have yet to be determined. 

Among them are the zonula occludens toxin and the accessory cholera enterotoxin, which have 

been described in Vibrio cholerae and have the ability to affect intestinal function in rabbits 

(Fasano et al., 1997; Trucksis et al., 1993). Another is the ankyrin protein, AnkB. In plant- 

pathogens Xanthomonas oryzae pv. oryzae and X. oryzae pv. oryzicola, AnkB participates in 

biofilm formation, swimming ability, exopolysaccharide production, and defense against oxidative 

stress. In these bacteria, the ankB gene is located 58 bp downstream of catB, which encodes the 

enzyme catalase. AnkB affects catB gene expression, catalase activity, and sensitivity to H2O2 

(Pan et al., 2018). In A. hydrophila, the ankB gene is in tandem with katE, which encodes catalase, 

and in most strains with a gene encoding a superoxide dismutase precursor. Although A. 

hydrophila is an opportunistic pathogen in animals, this led us to speculate regarding its roles in 

defense against oxidative stress, as shown in X. oryzae. 

Fic proteins are widespread in bacteria and are often found encoded in GIs. They may play 

a role as toxins secreted from pathogens, or as the toxin component of toxin/antitoxin modules. 

However, the great majority of Fic proteins have unknown functions (Veyron et al., 2018). 

Several genes from the core genome were found in the predicted GIs (Supplementary 

Table 3), which should be further considered. Except for the scsABCD locus associated with 

copper resistance, which was present in the predicted GIs of all strains analyzed, the distribution 

of GIs encoding resistance-associated features was limited to four strains in phylogenetic group 2 
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(Table 3). The full scs operon appears to be limited to some Enterobacteriaceae (Salmonella 

enterica, Serratia proteamaculans, Citrobacter koseri, and Klebsiella pneumoniae), Aeromonas 

hydrophila, and Photobacterium profundum (Subedi et al., 2019). The scsABCD locus was 

originally identified in S. enterica Typhimurium, and is required to deal with copper and H2O2 

stress, helping to increase Salmonella survival under severe copper and oxidative stress, hostile 

conditions encountered by the pathogen during its intracellular survival (López et al., 2018) thus, 

contributing to virulence. However, copper may also be found in water (Domek et al., 1984). 

Considering that Aeromonas are ubiquitous in aquatic habitats and are considered as 

opportunistic pathogens (Janda and Abbott, 2010), potential roles of scsABCD may contribute to 

fitness in environment and virulence in the host. 

In A. hydrophila, scsSBCD is located in the predicted GIs distinct from those encoding 

features associated with resistance (Supplementary Table 3) 

Aeromonas have intrinsic resistance to some β-lactams due to the production of one to 

three inducible β-lactamases. The resistance phenotypes vary in relation to the species according 

the production of one to three inducible β-lactamases, with five basic phenotypes described 

(Fosse, 2010). In A. hydrophila three classes of β-lactamases, a class B metallo-β-lactamase, a 

class C cephalosporinase, and a class D oxacillinase were described (Fosse, 2010; Janda and 

Abbott, 2010), conferring to the species the penicillinase-cephalosporinase-carbapenemase 

phenotype exhibiting resistance to ampicillin, amoxicillin, ticarcillin, cephalothin, and profile 

susceptible or intermediate to imipenem (Fosse, 2010). We looked for genes encoding these beta 

lactamases and subclass B2 metallo-β-lactamase (CphA family, or ImiH or ImiS), cephalosporin- 

hydrolyzing class C β-lactamase (CepS or CepH) and OXA-12 family class D β-lactamase 

(AmpH/OXA-724 or AmpS/OXA-725 or OXA-726) were identified in the chromosome of all 17 

strains. Additionally, a tetracycline efflux MFS transporter TetE was identified in the chromosome 

of 2 strains. 

Aeromonas are usually susceptible to aminoglycosides, tetracyclines, chloramphenicol, 

sulfonamides, trimethoprim, nitrofurans, nalidixic acid, fluoroquinolones (Fosse, 2010), 

carbapenems, third- and fourth-generation cephalosporins, macrolides, monobactams and 

extended spectrum penicillins (Janda and Abbott, 2010; Fernández-Bravo and Figueras, 2020). 

However, strains presenting resistance to one or more of these antibiotics are common in clinical 

and environmental strains (Aravena-Román et at., 2012; Esteve et al., 2015). Studies on 

molecular antibiotic resistance have shown that class 1 integrons, involved in intraspecific and 

interspecific dissemination of resistance, and large plasmids are associated to resistance to 
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several antibiotics in Aeromonas (Nguyen et al., 2014; Hughes et al., 2016). 

A. hydrophila multidrug-resistant strains are frequent, mainly among clinical isolates 

(Esteve et al., 2015, Hughes et al., 2016). Among the strains analyzed, the following contains 

plasmids, as informed at the NCBI database: JBN2301 (3 plasmids), D4 (4 plasmids), AHNIH1 (1 

plasmid), AL06-06 (3 plasmids) and WCHAH045096 (6 plasmids). Plasmids from strains 

JBN2301and AL06-06 do not contain resistance genes. In strain D4, only one of the plasmids 

contain a gene encoding a quinolone resistance pentapeptide repeat protein QnrS2. The plasmid 

of strain AHNIH1, contains several genes encoding for resistance, as described (Hughes et al., 

2016). Includes three class A beta-lactamases (KPC-2, SHV-12 and CARB-12) and genes 

encoding for resistance to aminoglycosides, chloramphenicol, fluoroquinolones, macrolides, 

sulfonamide and trimethoprim. Three of the plasmids of WCHAH045096 carry resistance genes. 

They are associated to the resistance to several classes of antibiotics including aminoglycosides, 

sulfonamide, trimethoprim, quinolone, tetracycline and carbapenem. 

Predicted GIs containing antibiotic resistance associated genes had heterogeneous 

distribution among the A. hydrophila (Supplementary Table 4), possibly reflecting horizontal gene 

transfer and selection with the exposure to antibiotics in their environments. These predicted GIs 

were identified in four strains, recovered from water, sewage, fish or human, indicating that 

antibiotic resistance associated with GIs is spread in clinical and environmental strains. Most of 

these predicted GIs also encode transposases, integrases, and mobile elements, and one of them 

also includes proteins related to conjugation (Supplementary Table 3). In the strain AL06-06, a 

predicted GI encodes for aminoglycoside, sulfonamide, chloramphenicol and tetracycline 

resistance. The predicted GI of WCHAH045096 encodes for resistance to the same antibiotics 

described above, and contains genes for several proteins associated with mercury resistance. 

The predicted GI of strain MX16A encodes antibiotic resistance for tetracycline, aminoglycoside, 

chloramphenicol, sulfonamide, macrolide and beta-lactams e proteins related to mercury 

resistance. Strain ZYAH75 has three predicted GIs containing resistance genes. One of them 

contain genes for resistance to aminoglycoside and sulfonamide together with proteins for mercury 

resistance. This predicted GI is a mosaic of proteins associated with mobile elements, it encodes 

conjugative transfer proteins TrbJ, TrbK and TrbK, IncP-type oriT binding proteins TraJ and TraK, 

together with integrase, transposase, IS and mobile element proteins. Genes for chloramphenicol 

and aminoglycoside resistance are encoded in two other islands, which contains additionally 

genes encoding class A extended-spectrum beta-lactamase CTM-3, class A broad-spectrum 

beta-lactamases TEM-1, and gene for sulfonamide resistance; or genes for resistance to 
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macrolides and quinolone, oxacillin-hydrolyzing class D beta-lactamase OXA-10, and also 

proteins associated with mercury resistance. Integron integrase Intl1 are encoded in two of the 

predicted GI of ZYAH75, and those from strains WCHAH045096 and MX16A. In several of these 

predicted GIs there is more than one gene encoding for aminoglycoside modifying enzymes, and 

for sulfonamide resistance. Therefore, in addition to the intrinsic resistance characteristic of the 

species, some strains analyzed contain determinants for resistance to tetracycline in the 

chromosome (2 strains); plasmids carrying genes for resistance to one and up to six distinct 

classes of antibiotics, and even more than one plasmid related to resistance, and predicted GIs in 

which several genes of resistance are encoded, the most common are those related to the 

aminoglycoside and sulfonamide resistance. Aeromonas are ubiquitous in aquatic environments 

and widely distributed, being found in every environmental niche where bacterial ecosystems 

exist, facilitating the contact with humans (Janda and Abbott, 2010). Thus, the presence of GIs 

carrying resistance genes in Aeromonas may impact the fitness of the bacteria, facilitate the 

resistance dissemination, and spread of resistant strains in several environments. 

Some of the predicted GIs shared among strains from phylogenetic group 1 encode 

metabolic pathways for utilization of myo-inositol and L-fucose/sialic acid, which were previously 

described in GIs of A. hydrophila strains NJ-35, J-1, ML09-119, AL09-71, and pc104A (Pang et 

al., 2015). In the current study, these features were also found in the predicted GIs of other strains 

of group 1. These pathways may be linked to the full virulence of fish disease epidemics A. 

hydrophila (Pang et al., 2015), suggesting that these GIs may be related to fitness or enhancing 

adaptation to hosts and competitiveness. 

Other predicted GIs common to vAh contain genes encoding QueD, QueE, and QueC 

(Supplementary Table 3), which participate in the synthesis of PreQ0, a precursor of queuosine- 
(Q) tRNA modification in bacteria. PreQ0 is reduced to PreQ1 and inserted in the G residue at 

position 34 of tRNAs with GUN anticodons by tRNA guanosine transglycosylase (bTGT); however, 

the enzyme can also use PreQ0 when PreQ1 is absent (Thiaville et al., 2016). However, predicted 
A. hydrophila GIs encoding QueDEC also encode TgtA5, a variant of TGT that has divergent 

features from bTGT, helicases, and proteins involved in DNA repair (Supplementary Table 3). 

Similar clusters have been described in a GI of Salmonella enterica serovar Montevideo and by 

comparative genomic analysis in several other bacteria, including A. hydrophila ML09-119. In S. 

enterica serovar Montevideo, Kineococcus radiotolerans, Comamonas testosteroni, and 

Sphingopyxis alaskensis, clustering of tgtA5 and preQ0 synthesis genes is involved in inserting 7- 

deazapurine derivatives into DNA, suggesting a new and complex system of DNA modification 
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(Thiaville et al., 2016). The SAM-dependent methyltransferase HI0095 (UbiE paralog), which is 

associated with virulence in vAh (Rasmussen-Ivey et al., 2016b) is also encoded in this predicted 

GI. Thus, the roles of these genes in A. hydrophila DNA modification and/or virulence have to be 

determined. 

No distinctive characteristics of strains from group 2 were identified, and most isolates 

shared only a small number of predicted GIs (Supplementary Table 6), suggesting a high degree 

of strain diversity. Of note, several of these strains have multiple determinants of antimicrobial 

resistance encoded by their predicted GIs. Group 2 contains only eight strains; however, they may 

better reflect the diversity of GIs in A. hydrophila because previous studies have shown that most 

strains from group 1 are highly related and constitute a clonal group (Hossain et al., 2014; Pang 

et al., 2015; Rasmussen-Ivey et al., 2016b). 

 
Addendum. At the end of this study, new complete genomes of A. hydrophila were available in 

the NCBI database reaching a total of 40, of which 19 were previously analyzed. Information on 

the new 21 strains is showed in (Supplementary table NST1). A complementary phylogenetic 

analysis including all 40 genomes indicated that four of the strains classified as A. hydrophila were 

misidentified at species level; two are the new strains NEB724 and B11, and YL17 and 4AK4 

which were previously excluded from our study (Supplementary figure NSF1). The 36 A. 

hydrophila were separated in two main branches (Supplemental figure NSF1). However, one 

branch contains only new strains isolated from chicken (4 strains). The other branch includes 

subgroups containing the strains previously classified in group 1 (Vah) plus new isolates from 

snakes (2), fish (1) and without info (1); and the strains from previous group 2, in which new 

isolates from water (4), fish (4), human (1), and no source info (2) were included (Supplemental 

figure NSF1). The raw data of Island Viewer4 analysis performed with the new genomes are 

showed in (Supplemental table NST2). Among the 19 new genomes of A. hydrophila, 735 GIs 

were predicted, however these GIs were not manually curated. Gene clusters for O Ag 

biosynthesis were identified in predicted GIs. The relationship among the O antigen gene clusters 

of the 36 A. hydrophila was analyzed through nucleotide sequences alignment performed using 

the Clustal Omega Web Server (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/), with “default” 

parameters and the software IQ-TREE - Efficient Tree Reconstruction (version 1.6.12 – Windows 

64; Nguyen et al., 2015, Mol. Biol. Evol., 32:268–274, 2015), which was used to build the 

phylogenetic tree of the clusters. The parameters used were “default” for ModelFinder, with 

bootstrap and maximum likelihood values. Results are indicated in the (Supplementary Figure 
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NSF2), which indicates that two of the new strains present O Ag cluster already identified among 

the strains previously analyzed. Strain LHW39 presents the OX1cluster which was observed 

among some of the VAh, and strain HX-3 the OX-5 cluster, identified in strain AH10. Fourteen O 

Ag cluster, apparently distinct of those identified among strains previously analyzed, were found 

in GIs of 17 new genomes (Supplementary figure NSF2); similar O Ag clusters were found in GIs 

of strains 23-C-23 and WCX23-1; Brac6 and ONP3-1; GSH8-2 and WP8-S18.ESBL02. Predicted 

GIs containing resistance genes were found in 5 strains (Supplementary table NSF3), and are 

related with resistance to tetracycline (4 strains), beta-lactam (class A extended-spectrum beta- 

lactamase CTX-M-14; 1 strain), macrolide (2 strains), aminoglycosides and sulfonamide (1 strain). 

The number of resistance features found in the predicted GIs of the new genomes varies from 1 

to 3, in contrast with those observed in the previous analyzes which range from 3 to 9. These 

preliminary results confirm the previous analyzes indicating that some features, such as O Ag 

clusters, are associated to GIs in all strains. Features encoded on predicted GIs of the new 

genomes confirms the contribution of these elements for the diversity and antimicrobial resistance 

of A. hydrophila. 
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CAPÍTULO IV: TAXONOMIA Aeromonas – ARTIGO II 
 
 

RESUMO 
 

Pertencente à família Aeromonadaceae, o gênero Aeromonas compreende bacilos gram- 
negativos, que se encontram amplamente distribuídos em ambientes aquáticos. São 
microrganismos oportunistas, sendo que algumas espécies são capazes de causar infecções em 
humanos e animais. Estas bactérias podem ainda ser encontradas em diferentes habitats, 
ambientes e produtos alimentares. A taxonomia deste gênero é complexa, requerendo diversos 
testes para a sua identificação. Os genomas completos de 177 cepas de Aeromonas 
pertencentes a 15 espécies ou identificadas apenas ao nível de gênero, foram utilizadas neste 
estudo para analisar a sua classificação taxonômica que está descrita e depositada nos bancos 
de dados de referência (NCBI). As análises foram realizadas através da construção de duas 
árvores filogenéticas, baseadas nas sequências de genomas completos (proteomas); genes 
“housekeeping” gyrB, rpoD, rpoB, e de uma matriz com valores de identidade média de 
nucleotídeos - ANI. Para a construção da primeira árvore, utilizamos as sequências de genomas 
completos com a ferramenta SWeeP (em formato de amino ácido). Na segunda, usamos apenas 
os genes housekeeping gyrB, rpoD, rpoB com suas sequências concatenadas através do SWeeP. 
Para a matriz com os valores, usamos as sequências de genomas completos, com a ferramenta 
fastANI em formato de nucleotídeos. A comparação dos resultados das árvores filogenéticas e 
dos índices de valores do ANI, que indicam a classificação taxonômica das cepas utilizando 
diferentes elementos, mostram maior concordância entre as análises do proteoma e ANI. Os 
resultados indicam que 11 cepas estão erroneamente identificadas ao nível de espécie. 22 das 
27 cepas identificadas apenas ao nível de gênero puderam ser classificadas ao nível de espécie. 
E 3 cepas não foram incluídas em nenhum grupo, sugerindo que possam pertencer a espécies 
distintas das que já tem genoma completo sequenciado, ou até mesmo representar novas 
espécies de Aeromonas. 

 
 
Palavras-chave: Aeromonas; taxonomia; árvore filogenética; identidade nucleotídica média 

(ANI); genes housekeeping. 
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ABSTRACT 
 
Belonging to the family Aeromonadaceae, the genus Aeromonas comprises gram-negative bacilli, 
which are widely distributed in aquatic environments. They are opportunistic microorganisms, and 
some species are capable of causing infections in humans and animals. These bacteria can still 
be found in different habitats, environments and food products. The taxonomy of this genus is 
complex, requiring several tests for its identification. The complete genomes of 177 Aeromonas 
strains belonging to 15 species or identified only at the genus level were used in this study to 
analyze their taxonomic classification, which is described and deposited in the reference 
databases (NCBI). The analyzes were performed through the construction of two phylogenetic 
trees, based on the sequences of complete genomes (proteomes); the “housekeeping” genes 
gyrB, rpoD, rpoB, and a matrix with values of mean nucleotide identity - ANI. For the construction 
of the first tree, we used the complete genome sequences with the SWeeP tool (in amino acid 
format). In the second, we used only the housekeeping genes gyrB, rpoD, rpoB with their 
sequences concatenated through SWeeP. For the matrix with the values, we used the whole 
genome sequences with the fastANI tool in nucleotide format. The comparison of the results of 
the phylogenetic trees and the indices of ANI values, which indicate the taxonomic classification 
of the strains using different elements, show greater agreement between the proteome and ANI 
analyses. The results indicate that 11 strains are misidentified at the species level. 22 of the 27 
strains identified only at the genus level could be classified at the species level. And 3 strains were 
not included in any group, suggesting that they may belong to different species from those that 
already have a complete genome sequenced, or even represent new species of Aeromonas. 

 
Keywords:  Aeromonas; taxonomy; phylogenetic tree; average nucleotide identity (ANI); 

housekeeping genes. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

A história do gênero Aeromonas se baseia nos relatos da bacteriologia médica moderna, 

a partir do seu nascimento como uma ciência laboratorial no final do século XIX e início do século 

XX, até a era pós-genômica molecular (Park et al., 2020). A princípio, Aeromonas foram 

caracterizadas apenas como responsáveis por doenças sistêmicas em animais poiquilotérmicos 

(Bhowmick; Bhattacharjee, 2018). Nos dias de hoje, essa bactéria é reconhecida não apenas 

como um relevante patógeno, causando doenças em peixes e outras espécies de animais de 

sangue frio, mas também como um agente etiológico que é capaz de causar uma série de 

infecções em humanos imunocompetentes, mas principalmente em pessoas debilitadas e 

imunocomprometidas (Janda; Abbott, 2010); (Yamasaki et al., 2020). 

O Código Internacional de Nomenclatura de Bactérias (Código Bacteriológico) rege as 

regras para a base da nomenclatura bacteriana juntamente com alterações aprovas pelo Comitê 

Internacional de Sistemática de Procariotos (Sneath, 1992); (Pallen; Telatin; Oren, 2021). Os 

responsáveis por questões relacionadas a taxonomia são a União Internacional de Sociedade 

Microbiológicas. Porém, o encaminhamento para uma proposta de publicação identificando uma 

nova espécie, não resulta necessariamente em validade ou exatidão (Euzeby; Tindall, 2004); 

(Sanford et al., 2021). 

No momento da publicação, significa apenas que os requerimentos mínimos foram 

cumpridos no que corresponde as exigências de nomenclatura para descrever um novo táxon. 

Dentro destes requisitos está o nome da espécie caracterizado de forma direta, novo nome dado 

a etimologia, descrição das propriedades do táxon atribuídas, e uma intitulação de estirpe 

(Euzeby; Tindall, 2004). Estas normas de nomenclatura se aplicam somente para categorias 

taxonômicas, até o nível de subespécie. Não incluem por exemplo, organizações abaixo desse 

nível, como biovar, biogrupo, biótipo e sorotipo (Janda; Abbott, 2010); (Rosseló-Móra; Whitman, 

2019). 

Os microbiologistas clínicos enfrentam grandes problemas em determinar o papel de 

Aeromonas diante das doenças infecciosas e também como identificá-las. Parte destas 

dificuldades se devem a um legado confuso de nomes de espécies, ao desenvolvimento 

relativamente recente de um método para identificação fenotípica desses organismos, e o 

reconhecimento tardio de que várias espécies de Aeromonas podem causar infecções em 

humanos (Abbott et al., 2003); (Fernández-Bravo; Figueras, 2020). Uma das alternativas com 

mais chance de sucesso para tentar solucionar estes problemas é o uso de sequenciamento do 

genoma completo e análise de microarray com MALDI-TOF (Nash et al., 2006); (Lamy et al., 
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2011); (Pessoa et al., 2019). 

O sequenciamento do gene 16S rRNA é frequentemente utilizado para identificar bactérias 

ao nível de gênero e espécie (Janda; Abbott, 2007); (Church et al., 2020). Em relação ao gênero 

Aeromonas, esta técnica tem suas limitações. Em alguns estudos, determinaram que esta técnica 

é válida para identificação definitiva de algumas espécies (Hua et al., 2004) mas de outras não 

(Al-Benwan et al., 2007); (Fernández-Bravo et al., 2020). Os motivos desta problemática do gene 

16S rRNA para o gênero das Aeromonas está relacionada a provável evolução dos operons rrn 

em mosaico (Morandi et al., 2005); (Navarro; Martínez-Murcia, 2018). 

Foram identificadas, em várias espécies de Aeromonas, diferenças intragenômicas, 

representadas pelos polimorfismos dos nucleotídeos rrn. Estas alterações tiveram uma variação 

mínima de 0,06% e um máximo de 1,5% (Alperi et al., 2008); (Morandi et al., 2005). Aeromonas 

veronii possui cerca de 6 copias do gene 16S rRNA, entre eles ocorre uma diferença de até 1,5%. 

Devido a essas diversidades presentes nas sequências, o seu uso para identificação de espécies 

se torna inviável. No estudo de Alperi e colaboradores, foram analisadas 999 cepas de 

Aeromonas, utilizando 16S DNA RFLP (polimorfismo de comprimento de fragmento de restrição 

do gene 16S rRNA). Os resultados demonstraram que cerca de 8,1% dos isolados apresentaram 

perfis atípicos, e não poderiam ser atribuídas a nenhuma espécie, devido a polimorfismo no gene 

16S rRNA (Alperi et al., 2008). 

Outra dificuldade do 16S para identificação de Aeromonas, pode ser exemplificada por 

Aeromonas caviae e Aeromonas trota, que possuem apenas 30% de parentesco ao nível de 

hibridização de DNA. Entretanto, suas sequências do gene 16S rRNA se diferenciam em apenas 

3 nucleotídeos (Morandi et al., 2005). Também para Aeromonas sobria e Aeromonas veronii que 

chegam entre 60% a 65% na hibridização de DNA, porém, nas sequências do gene 16S rRNA 

diferem em 14 nucleotídeos (Martinez-Murcia; Benlloch; Collins, 1992). Como indicado acima, o 

método de identificação de espécies através do do 16S rRNA apresenta limitações para o gênero 

Aeromonas. Entretanto, a utilização dos genes “housekeeping” rpoD, rpoB e gyrB, são 

promissores para tentar resolver esta adversidade (Morandi et al., 2005); (Al-Benwan et al., 2007); 

(Alperi et al., 2008); (Fernández-Bravo; Figueras, 2020). 

 
2 REVISÃO DA LITERATURA 

 
 

Aeromonas são bacilos gram-negativos, citocromo-oxidase positivos, anaeróbios 

facultativos, fermentam glucose e não formam esporos (Parker; Shaw, 2011); (Erdem et al., 
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2011); (Percival; Williams, 2014). O gênero Aeromonas tem sido discutido há mais de cem anos, 

e acredita-se que os primeiros isolados tenham sido identificados e relatados no ano de 1890 

(Shubert, 1967). No decorrer dos anos, essas bactérias passaram por várias classificações e 

reclassificações, entre os mais diversos gêneros, como Aerobacter, Pseudomonas, Escherichia, 

Proteus, entre outros (Percival; Williams, 2014); (Pessoa et al., 2019). 

Compondo parte da classe Gammaproteobacteria, ordem Aeromonadales e 

compartilhando a família Aeromonadaceae com outros seis gêneros (Zobellella; Tolumonas; 

Pseudaeromonas; Oceanisphaera; Oceanimonas Dongshaea), o gênero Aeromonas, contém 

atualmente 32 espécies reconhecidas: Aeromonas allosaccharophila; aquática; australiensis; 

bestiarum; bivalvium; cavernícola; caviae; dhakensis; diversa; encheleia; enteropelogenes; 

eucrenophila; finlandiensis; fluvialis; hydrophila; jandaei; lacus; lusitana; media; molluscorum; 

piscícola; popoffii;  rivipollensis; rivuli;  salmonicida; sanarellii;  schubertii; simiae;  sóbria; 

taiwanensis;        tecta;      veronii. 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=84642). 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term=aeromonas) último acesso 17/03/2022. 

A classificação taxonômica nada mais é que o arranjo ordenado de forma hierárquica 

(domínio, filo, classe, ordem, família, gênero, espécie) das bactérias, com base no parentesco, 

analisada por várias plataformas, incluindo métodos fenotípicos e genéticos (Rosseló-Móra; 

Whitman, 2019). Suas relações são apresentadas visualmente pelas árvores filogenéticas, com 

galhos (branches) conectando os grupos de parentescos por linhagens ou espécies e em clados 

por grupos taxonômicos de ancestralidade comum (Pessoa et al., 2019). 

Os processos podem passar por vários tipos de analise, até chegar uma conclusão 

definitiva, como análises de genes de interesse, utilização de ferramentas filogenéticas e métodos 

empregados para a seleção de cepas de referência para estudo e comparação. Os principais 

métodos para classificação são baseados no gene 16S rRNA, na identificação fenotípica, genes 

“housekeeping”, em genotipagem e analises genômicas (Fernández-bravo; Figueras, 2020). 

 
2.1 Métodos baseados no gene 16S rRNA 

 

Para identificação de espécies bacterinas, o gene 16S rRNA é utilizado como um marcador 

estável. A sua distribuição é universal permitindo assim a comparação entre os microrganismos 

(Figueras et al., 2011); (Soriano et al., 2014). A estrutura das regiões do gene 16S rRNA são 

variadas, contribuindo assim para a diferenciação de organismos estreitamente relacionados. 
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Além disso, essas regiões conservadas ajudam na comparação de organismos distantes, 

permitindo assim a construção de primers universais (Martínez-Murcia; Lamy, 2015). 

O gene 16S de Aeromonas foram sequenciados primeiramente em 1992 (Martinez-Murcia; 

Benlloch; Collins, 1992). Isso ocorreu com as cepas das espécies que estavam descritas até 

aquele momento e analisadas com a hibridização DNA-DNA (Martinez-Murcia; Benlloch; Collins, 

1992). O intervalo de similaridade interespécies para o gene 16S do gênero Aeromonas chegou 

a 96-100%, e que a maioria das espécies apresentavam assinaturas característica na região V3 

(Martinez-Murcia; Benlloch; Collins, 1992). 

O gene 16S rRNA possui limitações para identificar de forma correta as espécies do gênero 

Aeromonas. Isto ocorre devido a presença de algumas mutações em algumas das diversas 

copias do gene, em posições especificas (Alperi et al., 2008); (Roger et al., 2012); (Martínez- 

Murcia; Lamy, 2015). Outra técnica muito utilizada para a identificação e comparação de isolados 

microbianos é a ionização/dessorção a laser assistida por matriz acoplada a espectrometria de 

massa por tempo de voo (MALDI-TOF MS), (Lamy et al., 2011); (Vávrová et al., 2015); 

(Fernández, 2019). Este método é capaz de identificar principalmente as proteínas que estão 

relacionadas ao gene 16S rRNA (Latif-Eugenín, 2015). 
 
2.2 Métodos baseados em identificação fenotípica 

 
Este método é baseado em características fisiológicas, morfológicas e bioquímicas 

(Stackebrandt et al., 2002); (Abbott; Cheung; Janda, 2003); (Chen et al., 2019). O fenótipo do 

gênero Aeromonas inclui coloração de Gram como gram-negativa, anaeróbio facultativo, 

citocromo oxidase positiva, fermentação da glucose (Abbott; Cheung; Janda, 2003); (Janda; 

Abbott, 2010). Vários testes adicionais são necessários para a sua caracterização ao nível de 

gênero e espécie. 

Devido ao comportamento versátil das linhagens, é difícil realizar a caracterização em nível 

de espécie usando este método. No estudo de Beaz-Hidalgo e colaboradores, 119 cepas de 

Aeromonas previamente caracterizadas fenotipicamente foram re-identificadas com base em 

métodos moleculares (sequências 16S rRNA-RFLP e rpoD). Os resultados apontaram que 

somente 35,5% das cepas foram identificadas corretamente a nível de espécie (Beaz-Hidalgo et 

al., 2010), (Fernández-Bravo; Figueras, 2020). 

 
2.3 Métodos baseados em genes “housekeeping” 

 
A manutenção das funções celulares basais, sendo estas, essenciais para a sobrevivência 
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de um organismo é realizada pelos genes housekeeping, também conhecidos como genes de 

manutenção. Devido a esta característica, estes genes são amplamente utilizados como 

controles internos para estudos experimentais e computacionais (Biddanda et al., 2021). Como 

por exemplo, usados para análises taxonômicas, apresentando algumas características 

principais: devem estar presentes em todas as bactérias; não devem conter cópias no genoma; 

e apresentar duas regiões conservadas para poder realizar o desenho de primers (Harayama; 

Kasai, 2006); (Navarro; Martínez Murcia, 2018). 

Em Aeromonas, os genes “housekeeping” utilizados para a classificação taxonômica 

incluem gyrB, que codifica a subunidade B da DNA girase (Yanez et al., 2003); (Sun et al., 2021), 

e rpoD/rpoB, que codificam respectivamente a subunidade sigma 70 e a subunidade beta da RNA 

polimerase (Soler et al., 2004); (Navarro; Martínez Murcia, 2018). Estes genes foram utilizados 

para identificar várias espécies (Martínez-Murcia et al., 2016); (Figueras et al., 2017). Porém, o 

uso de apenas um gene “housekeeping” muitas vezes não é conclusivo. O uso de vários genes 

concatenados pode ajudar na resolução da classificação taxonômica das bactérias do gênero 

Aeromonas (Martínizes-Murcia; Lamy, 2015); (Fernández-Bravo; Figueras, 2020). 

 
2.4 Métodos baseados em genotipagem 

 

A partir de métodos moleculares, é possível rastrear se dois isolados de Aeromonas são 

pertencentes ou não ao mesmo clone, sendo assim, partilham de uma mesma relação 

epidemiológica (Fernández-Bravo; Figueras, 2020). Os principais métodos são: DNA-PCR 

polimórfico amplificado aleatoriamente (RAPD-PCR); eletroforese em gel de campo pulsado 

(PFGE); tipagem de sequência multilocus (MLST); polimorfismo de comprimento de fragmento 

amplificado (AFLP); PCR de consenso intergênico repetitivo enterobacteriano (ERIC-PCR) 

(Martínez-Murcia; Lamy, 2015). 

O MLST baseia-se na análise das sequências de DNA, sendo estes fragmentos dos genes 

housekeeping, para caracterizar isolados de espécies microbianas. Uma coleção de bancos de 

dados (PubMLST), com curadoria, que integram dados de sequência populacional de espécies e 

gêneros microbianos (Jolley; Bray; Maiden, 2018), ajuda os pesquisadores a compararem os seus 

resultados. Os dados de Aeromonas foram implementados ao banco em 2010 com base nos 

dados obtidos por Martino e colaboradores, usando seis genes (gyrB, groL, gltA, metG, ppsA e 

recA) (Martino et al., 2006). Uma das possíveis limitações do uso deste método, é o número de 

cepas disponíveis no banco de dados, mas que vem crescendo nos últimos anos. Últimos dados 
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do banco (Sequencias Alélicas: 4,925 – última atualização 16/03/22); (Isolados: 1,163 - última 

atualização 12/01/22); (Genomas: 94 – última atualização 11/10/21). Dados somente para 

Aeromonas spp. Acessado em 16/03/2022. 

 
2.5 Métodos baseados em genómica 

 

Entre as ferramentas baseadas na comparação do genoma para classificação taxonômica 

cita-se: isDDH (hibridização DNA-DNA in sílico); MLPA (Amplificação de sonda dependente de 

ligação multiplex); ANI (Identidade média de nucleotídeos) (Meier-Kolthoff et al., 2013); (Beaz- 

Hidalgo et al., 2015). 

O método baseado em isDDH foi descrito por Kolthoff e colaboradores. Utiliza uma 

calculadora de distância de genoma-a-genoma (GGDC) desenvolvida pelo DSMZ (Leibniz 

Institute DSMZ-German Collection of Microorganisms and Cell Cultures GmbH, Braunschweig, 

Germany) (Meier-Kolthoff et al., 2013). Este método mostrou ser uma ferramenta útil para 

identificar e determinar a similaridade genética entre dois genomas bacterianos. Richter e 

Rosselló-Mora utilizaram ANI para analisar dois genomas e identificar sua espécie. O valor de 

corte para estabelecido para ANI foi de 95-96%, e os resultados concordaram com os dados do 

isDDH (Richter; Rosselló-Mora, 2009); (Kim et al., 2014). 

Beaz-Hidalgo e colaboradores, identificaram novamente 44 genomas que se encontravam 

depositados no banco de dados NCBI, utilizando analise de sequência multilocus de genes 

housekeeping (gyrB, rpoD, recA, dnaJ, gyrA, dnaX) e ANI. Os resultados do demonstraram que 

14 genomas acabaram sendo rotulados de forma errônea. Estes dados demonstram a 

importância de verificar e analisar a classificação taxonômica dos genomas antes de submeter 

para o NCBI ou outras bases de dados (Beaz-Hidalgo et al., 2015). 

A identidade média de nucleotídeos (ANI), demonstra índices de similaridade entre um 

determinado par de genomas que pode ser aplicável a organismos procarióticos, 

independentemente de seu conteúdo de G+C. Se o ANI atingir uma pontuação de corte de >95%, 

sugerem que os genomas analisados pertencem à mesma espécie. Diferentes estudos utilizaram 

estes métodos para realizar a identificação e classificação taxonômica das Aeromonas de uma 

forma mais robusta, evidenciando assim, a necessidade de se fazer estudos mais aprofundados 

sobre o tema (Talagrand et al., 2017); (Awan et al., 2018). 
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2.6 Métodos baseados em genoma completo 
 

O BLAST, um algoritmo de alinhamento, é muito utilizado para realizar comparações de 

sequências biológicas (Altschul et al., 1990). Alinhar grandes conjuntos de dados requer grande 

quantidade de tempo, e acaba se tornando inviável quando genomas completos precisam ser 

estudados (Vinga; Almeida. 2003). Uma das limitações desse método é quando a identidade de 

sequência é baixa devido as matrizes de substituição, que consequentemente, podem interferir 

de forma negativa nos resultados do alinhamento (Zielezinski et al., 2017). 

Devido a essas restrições, se percebeu a necessidade do desenvolvimento de alternativas 

para aumentar a velocidade para as comparações de dados estruturados (Chen et al., 2016); (Li 

et al., 2017). Vários métodos livres de alinhamento foram construídos com objetivo de analisar 

grandes conjuntos de dados de sequência biológica, voltados para análises comparativas de 

genomas completos (Zielezinski et al., 2017); (Zhang et al., 2017); (Li et al., 2017); (Leimeister et 

al., 2019). Entretanto, estudos mais aprofundados destas técnicas ainda se tornam necessários 

para corroborar a sua eficácia. Sendo assim, abordagens fundamentadas no mapeamento de 

frequências relativas de palavras (k-mers) em espaços vetoriais estão sendo discutidas em vários 

estudos (Boden et al., 2013); (Vinga, 2014); (Nóe; Martin, 2014); (Zielezinski et al., 2017); 

(Leimeister et al., 2019). As representações vetoriais de proteínas ajudam durante o 

processamento das análises, facilitando o uso de mineração de dados para reconhecer 

propriedades importantes que podem estar escondidas em sequências biológicas (Asgari; 

Mofrad, 2015); (Leimeister et al., 2019). 

 
3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 
 
3.1 Genomas 

 
Ao todo, 177 genomas completos representando 15 espécies definidas foram utilizados 

neste estudo. São eles: A. hydrophila (n = 42); A. caviae (n = 29); A. veronii (n = 25); A. 

salmonicida (n = 19); A. media (n = 12); A. jandaei (n = 7); A. dhakensis (n = 4); A. 

enteropelogenes (n = 4); A. schubertii (n = 2); A. allosaccharophila (n = 1); A. encheleia (n = 1); 

A. rivipollensis (n = 1); A. rivuli (n = 1); A. sanarellii (n = 1); A. simiae (n = 1). Adicionalmente, 

genomas completos de 27 cepas identificadas apenas como Aeromonas sp foram incluídos neste 

estudo. As sequências codificantes (proteomas) foram baixadas em formato aminoácidos e 

nucleotídeos a partir do banco de dados NCBI, até a data de 13/01/2022. As informações 
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completas sobre os genomas podem ser observadas na (tabela suplementar S1). 
 
 
3.2 Ferramentas para análise e visualização 

 

As análises filogenéticas foram conduzidas por meio da ferramenta alignment-free SWeeP 

(DE PIERRI et al., 2020). O SWeeP é um modelo computacional que pode ser aplicado para 

análises de machine learnning de maneira geral. O modelo baseia-se na representação de 

sequências biológicas em vetores, o que permite a manipulação de grandes quantidades de 

genomas completos de maneira ágil e eficiente. Por meio de uma janela deslizante (máscara), é 

realizada a varredura das sequencias biológicas, onde as combinações entre os pares de 

aminoácidos são representadas em uma matriz de tamanho 400x400. As colunas dessas 

matrizes são concatenadas em vetores, cada um contendo 160.000 atributos, onde cada vetor 

representa um proteoma. 

Uma das vantagens da utilização dos vetores SWeeP para as análises filogenéticas é a 

possibilidade de redução de dimensionalidade, dado o tamanho da projeção definida pelo 

usuário. Nesta tese, utilizamos o tamanho de projeção de 1369, e a máscara '11011', conforme 

sugerido por Raittz et al., (2021) e De Pierri et al., (2022, no prelo) como sendo o melhor 

parâmetro para análises de proteomas bacterianos. A inferência filogenética foi realizada o 

modelo Neighbor-joining (SAITOU; NEI, 1987) e para a visualização das árvores foi utilizado o 

Dendroscope 3 (HUSON; SCORNAVACCA, 2012). 

FastANI: Para o cálculo do ANI utilizamos a ferramenta chamada FastANI (Jain et al., 

2018). A definição deste método é calcular a identidade nucleotídica média de pares de genes 

ortólogos, que são compartilhados entre os genomas de estudo. Suporta análises para draft ou 

genoma completo. Para realizar suas análises, utiliza Mashmap (Jain et al., 2017), responsável 

pelo mapeamento das sequências, sendo seu algoritmo livre de alinhamento. Fornece os valores 

de ANI na faixa de identidade de nucleotídeos entre 80 a 100%, sendo estipulado valores >95% 

pertencentes a mesma espécie. Os valores de identidade gerados foram coloridos da seguinte 

forma na tabela: abaixo de 95% em amarelo; acima de 95% em verde e valores igual ou superior 

a 99% em azul. 

Dendroscope3, versão 3.8.1 (Huson; Scornavacca, 2012) foi utilizado para a visualização 

dos resultados das árvores filogenéticas geradas pelo SWeeP. Para edição das árvores, o 

programa Adobe Illustrator foi usado. 
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3.3 Tratamento das sequências para análise 
 

SWeeP: Após baixadas as sequências dos proteomas, o cabeçalho (headers) de cada 

proteína foi retirado. Com isso, concatenamos todas as sequências em formato de amino ácido, 

montando o proteoma completo para cada organismo. Depois construímos um único arquivo, 

chamado de “multifasta” que possui todos os proteomas dos genomas estudados, sendo que 

cada um deles é separado e distinguido por “>” seguido do nome do organismo. 

Genes housekeeping: A partir das sequências baixadas dos proteomas, localizamos os 

três genes de interesse gyrB, rpoD, rpoB. Copiamos a sua sequência em formato de aminoácido 

e montamos um novo “multifasta”, somente com estes genes, para análise. Os genes de cada 

organismo foram concatenados e separados por “>” seguido do nome do organismo. 

ANI: Para análise deste método utilizamos o proteoma completo em formato de 

nucleotídeos. A partir das sequências baixadas, montamos um “multifasta”, retiramos novamente 

o cabeçalho (headers) das sequências e concatenamos. Cada organismo está separado por “>” 

seguido do nome do organismo. Workflow dos processos esta representado na figura 1, abaixo. 

 
FIGURA 1. Descrição das etapas do trabalho. 

FONTE: O autor (2022). 
LEGENDA: (1) Download dos genomas completos do gênero Aeromonas no NCBI. (2) Elaboração dos arquivos 
multifasta. Após baixadas as sequências dos proteomas, o cabeçalho (headers) de cada proteína foi retirado. Com 
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isso, concatenamos todas as sequências em formato de amino ácido, montando o proteoma completo para cada 
organismo. Depois construímos um único arquivo, chamado de multifasta, que possui todos os proteomas dos 
genomas estudados, sendo que cada um deles é separado e distinguido por “>” seguido do nome do organismo. Isto 
foi feito através de ferramenta de editor de texto. (3) Análises. Matriz de índices de ANI (identidade média dos 
nucleotídeos) com sequências formato de nucleotídeo (multifasta); SWeeP com sequências do proteoma completo 
em formato de aminoácido (multifasta) para construção de árvores filogenéticas. (4) fastANI para gerar a matriz de 
índices do ANI. SWeeP para gerar as árvores filogenéticas (árvore de proteomas e genes housekeeping rpoD, rpoB, 
gyrB). (5) Comparação dos resultados e visualização das árvores filogenéticas geradas, utilizando a ferramenta 
Dendroscope, e matriz dos índices do ANI (Planilha Excel). 

 
 

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 

Os resultados de cada análise, duas árvores filogenéticas baseadas respetivamente no 

proteoma (figura 2); genes housekeeping gyrB, rpoD, rpoB (figura 3) de Aeromonas geradas com 

o modelo SWeeP, e a matriz construída com os dados do ANI foram considerados isoladamente 

e então comparados entre si. A tabela dos índices de ANI, obtidos da comparação entre as 

Aeromonas e gerada pela ferramenta fastANI se encontra no material suplementar (tabela S2). 

Na figura S1 abaixo, da árvore de proteoma, classifica as Aeromonas em dois grandes 

ramos filogenéticos. Um deles incluem as espécies A. encheleia, A. rivuli, A. rivipollensis, A. 

media, A. caviae, A. sanarelli. Outro ramo, incluem, A. simiae, A. schubertii, A. salmonicida, A. 

dhakensis, A. hydrophila, A. enteropelogenes, A. jandaei, A. allosaccharophila, A. veronii. 

Aeromonas sp. foram incluídas em várias espécies. Em alguns casos, observa-se ramos 

contendo espécies diferentes, o que sugere possível identificação errônea. 
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FIGURA 2. Árvore filogenética (proteoma) 
 

 
Fonte: O Autor, 2022. 
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Na árvore filogenética baseada nos genes housekeeping gyrB, rpoD, rpoB (figura 3), foi 

separado também em dois grandes ramos, no entanto, a distribuição das espécies foi distinta em 

relação aos observados na análise realizada com proteoma (figura 2). Na segunda árvore, um 

dos grupos incluem A. media, A. rivipollensis, A. rivuli, A. encheleia, como observados na análise 

do proteoma. No entanto, A. salmonicida foi incluída neste grupo, enquanto A. cavie e A. sanerelli 

não fazem parte do mesmo. Este segundo grupo contém dois ramos principais, um deles agrupa 

A. simiae e A. schubertii, juntamente com um representante de A. hydrophila, A. caviae, A. 

jandaei, A. veronii. E outro contém as espécies A. hydrophila, A. dhakensis, A. caviae, A. sanarelli, 

A. enteropelogenes, A. jandaei, A. veronii. 
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FIGURA 3. Árvore filogenética (genes housekeeping) 
 

 
Fonte: O Autor, 2022. 
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Na matriz dos índices do ANI, verifica-se um grande bloco contendo A. hydrophila com 

valores de ANI superiores a 95%, exceto para as cepas YL17, 4AK4, B11, NEB724. Outros blocos 

contêm respectivamente todas as cepas de A. caviae, A. salmonicida, A. jandaei, A. dhakensis, 

A. enteropelogenes, A. schubertii. Entre A. veronii, 20 cepas apresentam ANI superior a 95%, ao 

passo que as cepas (A. veronii 71506, A. veronii WP2 S18 CRE 03, A. veronii WP3 W19 ESBL 

03, A. veronii WP8 S18 ESBL 11, A. veronii WP9 W18 ESBL 04), tem ANI inferior, sugerindo que 

não pertencem a esta espécie. Para A. media, apenas duas cepas (A. media T0 1 19 e A. media 

T5 1), apresentam ANI inferior aqueles observados para as demais cepas. Outras 6 espécies têm 

apenas 1 representante. Entre as 27 cepas de Aeromonas identificados apenas a nível de gênero, 

apenas 3 (Aeromonas sp CA23, Aeromonas sp CU5, Aeromonas sp FDAARGOS 1415) não 

foram atribuídas entre algumas das espécies analisadas. A classificação das espécies de 

Aeromonas com base nos resultados da matriz do índice ANI é similar a distribuição observada 

na árvore filogenética baseada em proteoma. 

Após essa primeira análise, os resultados indicados nas duas árvores (figura 2 árvore 

proteoma, (figura 3, árvore genes housekeeping) e na (tabela suplementar S2) foram comparados 

entre si considerando cada espécie individualmente. Os resultados estão indicados a seguir. 

 
4.1 Aeromonas media (12 cepas) 

 

Para esta espécie as duas árvores (proteoma e genes housekeeping) apresentaram 

algumas diferenças em relação as espécies mais próximas (como discutido acima). Embora, 

todas as cepas estejam no mesmo ramo, existem dois subgrupos. Um deles contém apenas as 

cepas A. media T0 1 19, e T5 1; estas estão agrupadas com A. hydrophila 4AK4, A. hydrophila 

NEB724, A. rivipollensis KN Mc 11N1. Os valores de ANI são superiores a 95% entre as cepas 

A. media T0 1 19, e T5 1; mas são inferiores a este valor quando estas são comparadas as 

demais A. media. Isto sugere, que estas duas cepas pertencem a uma espécie diferente. Como 

mostrado na (tabela S2), estas cepas apresentam ANI superiores a 95% com A. hydrophila 4AK4, 

A. hydrophila NEB724, A. rivipollensis KN Mc 11N1, com as quais possivelmente constituem uma 

única espécie. 
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TABELA 1. Comparação dos valores de ANI entre espécies, A. hydrophila, A. media, A. rivipollensis. 
Bactérias A.h 4AK4 A.h NEB724 A.m T0 1 19 A.m T5 1 A.r KN Mc 11N1 
A.h 4AK4  96.03% 95.79% 95.72% 95.28% 
A.h NEB 724 96.03%  96.60 96.60% 96.69% 
A.m T0 1 19 95.79% 96.60%  99.95% 96.27% 
A. m T5 1 95.72% 96.60% 99.95%  96.25% 
A. r KN Mc 
11N1 
A. m E31 

95.28% 
 
93.36% 

96.69% 
 
93.30% 

96.27% 
 
94.05% 

96.25% 
 
94.03% 

 
 
93.32% 

FONTE: O autor (2022). 
LEGENDA: A.h (Aeromonas hydrophila); A.m (Aeromonas media); A.r (Aeromonas rivipollensis); os valores de ANI 
entre cada cepa estão indicados em porcentagem. 

 
 
4.2 Aeromonas hydrophila (42 cepas) 

 
Nestas espécies também houve diferenças entre a classificação taxonômica em relação 

as espécies mais próximas. A principal diferença foi em relação à A. salmonicida incluída no 

mesmo ramo na análise pelo proteoma, e excluída na análise pelos genes housekeeping. Por 

sua vez, nesta última análise A. caviae foi incluída no mesmo ramo que A. hydrophila. 

Outra diferença entre as duas árvores filogenéticas, foi a classificação da cepa A. 

hydrophila 2359 que foi incluída na análise pelos genes housekeeping juntamente com outras 

espécies distintas (A. veronii FC951, A. caviae SS332, A. jandaei 3299, A. simiae A6, A. schubertti 

LF1708, A. schubertti WL1483). Os valores de ANI para A. hydrophila 2359 não corroboram com 

esta classificação, e indicam que árvore filogenética baseada na análise do proteoma apresenta 

maior confiabilidade. 

Na (tabela S2) observa-se que os valores de ANI são superiores a 95% frente a grande 

maioria das A. hydrophila, exceto pelas cepas previamente identificadas como A. hydrophila 

4AK4, A. hydrophila NEB724, que foram agrupadas com A. media; e A. hydrophila YL17 e A. 

hydrophila B11, que foram agrupas com A. dhakensis (figuras 2 e 3, tabela S2). Estas cepas 

apresentaram valores de ANI inferiores a 95% em relação as demais A. hydrophila (tabela S2). 

Nas duas árvores, um total de três Aeromonas sp 1805; 2692 1 e ASNIH4 estão 

agrupadas com a espécie A. hydrophila. Todas apresentam ANI acima de 95% quando 

comparados com as bactérias da espécie A. hydrophila. Os resultados de ANI dessas cepas 

comparadas a A. hydrophila ATCC 7966 estão descritos na tabela abaixo. 



95 
 

 

TABELA 2. Valores de ANI obtidos para A. hydrophila ATCC 7966 e Aeromonas sp. 
Bactérias A. hydrophila ATCC 7966 
A. hydrophila 2359 96.64% 
Aeromonas sp 1805 96.88% 
Aeromonas sp 2692 1 96.90% 
Aeromonas sp ASNIH4 96.20% 

FONTE: O Autor (2022) 
LEGENDA: Valores de ANI da espécie A. hydrophila contra Aeromonas sp. 

 
Portanto, entre as bactérias depositadas no NCBI como A. hydrophila existem cepas 

erroneamente identificadas; entre as Aeromonas sp., três foram incluídas nesta espécie. 

 
4.3 Aeromonas caviae (29 cepas) 

 
A principal diferença entre as árvores é A. caviae SS332. Na árvore gerada com dados do 

proteoma ela se manteve com as outras cepas da mesma espécie, com as quais compartilha 

valores de ANI acima de 95% (Tabela 3, Tabela S2) Entretanto, na árvore dos genes 

housekeeping está agrupada com (A. veronii FC951, A. caviae SS332, A. jandaei 3299, A. simiae 

A6, A. schubertti LF1708, A. schubertti WL1483), em um ramo distinto. 

Nas duas árvores, nove Aeromonas sp, foram agrupadas com A. caviae. Os valores de 

ANI dessas cepas são superiores a 95% quando comparadas com A. caviae, indicando que 

pertencem a essa espécie. A tabela 3, mostra os valores de ANI dessas bactérias em comparação 

com A. caviae 8LM. 
 

TABELA 3. Comparação de A. caviae 8LM com A. caviae SS332 e Aeromonas sp. usando ANI 
Bactéria A. caviae 8LM 
A. caviae SS332 96.88% 
Aeromonas sp ASNIH3 97.78% 
Aeromonas sp ASNIH5 97.05% 
Aeromonas sp FDAARGOS_1402 97.79% 
Aeromonas sp FDAARGOS_1406 96.82% 
Aeromonas sp FDAARGOS_1418 96.96% 
Aeromonas sp WP2_W18_CRE_05 97.04% 
Aeromonas sp ASNIH1 97.75% 
Aeromonas sp ASNIH2 97.34% 
Aeromonas sp ASNIH7 97.05% 

FONTE: O Autor (2022) 
LEGENDA: Porcentagem dos valores de ANI entre espécies A. cavie e Aeromonas sp. 

 
 
4.4 Aeromonas veronii (25 cepas) 

 
Entre as 25 cepas previamente identificas como A. veronii no NCBI, 20 apresentaram 
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valores de ANI entre si superiores a 95%. Entre as outras cinco cepas, A. veronii WP2 S18 CRE 

03 foi agrupada como A. jandaei em ambas as árvores apresentando ANI de 96.12% com A. 

jandaei 3036 e acima de 95% com as outras cepas dessa espécie, indicando que foi 

erroneamente identifica como A. veronii. 

As cepas de A. veronii WP3 W19 ESBL 03, WP9 W18 ESBL 04 e WP8 S18 ESBL 11 não 

se encontram no ramo principal com as demais cepas da espécie nas duas árvores analisadas. 

Além disso, os seus valores de ANI são inferiores a 95% quando comparadas com as demais A. 

veronii (Tabela S2). Os resultados das três analises, indicam que essas três cepas estão 

relacionadas a espécie A. allosaccharophila. 

Finalmente, A. veronii 71506 foi agrupada com Aeromonas sp FDAARGOS 1405, 

Aeromonas sp FDAARGOS 1414 na árvore baseada proteoma e apenas com a Aeromonas sp 

FDAARGOS 1405 na árvore baseada em genes housekeeping. Em relação a análise do ANI, A. 

veronii 71506 não atingi valores suficientes para ser considerada como membro dessa espécie, 

e valores superiores a 95% de ANI são observados apenas com Aeromonas sp FDAARGOS 

1405, Aeromonas sp FDAARGOS 1414. 

Na árvore gerada com os genes housekeeping, A. veronii FC951 se encontra junto com 

(A. caviae SS332, A. jandaei 3299, A. simiae A6, A. schubertti LF1708, A. schubertti WL1483), 

em um ramo distinto. Porém, na árvore gerada com o proteoma (figura 2) a cepa A. veronii FC951 

se encontra com as demais da mesma espécie, com as quais apresenta valor de ANI maiores 

que 95%, usando a A. veronii AVNIH1 1 de exemplo para comparação na (tabela 4). 

Cinco Aeromonas sp estão agrupadas com A. veronii nas duas árvores e contém valor de 

ANI, superior a 95%. Na tabela abaixo mostra os valores de ANI dessas Aeromonas sp usando 

a A. veronii AVNIH1 1 para comparação. 



97 
 

TABELA 4. Comparação dos valores de ANI de A. veronii; Aeromonas sp; A. jandaei; A. allosaccharophila 
Bactérias A. j 3036 A. all FDAARGOS 933 A. v AVNIH1 1 
A. v WP2 S18 CRE 03 96.12% 90.09% 90.67% 
A. v WP3 W19 ESBL 03 90.12% 96.05% 93.53% 
A. v WP8 S18 ESBL 11 90.12% 95.81% 93.20% 
A. v WP9 W18 ESBL 04 90.02% 96.00% 93.55% 
A. sp FDAARGOS 1404 90.59% 86.00% 96.02% 
A. sp FDAARGOS 1411 90.46% 93.11% 95.41% 
A. sp FDAARGOS 1416 90.80% 93.67% 96.13% 
A. sp FDAARGOS 1417 90.42% 93.73% 96.12% 
A. sp FDAARGOS 1419 90.48% 93.09% 95.31% 
A. v FC951 90.08% 93.06% 95.26% 

FONTE: O Autor (2022). 
LEGENDA: A. v (Aeromonas veronii); A. sp (Aeromonas sp); A. j (Aeromonas jandaei); A. all (Aeromonas 
allosaccharophila); valores de ANI estão mostrados em porcentagem. 

 
 
4.5 Aeromonas salmonicida (19 cepas) 

 
De acordo (Abbott et al., 2003), com base em diversos ensaios fenotípicos, A. salmonicida 

é parte do complexo A. hydrophila, juntamente com A. bestiarum. Essas espécies estão em ramos 

distinto de acordo com análises filogenéticas utilizando gyrb e rpoD (Soler et al., 2004). No 

presente estudo, foram observadas diferenças na classificação taxonômica de A. salmonicida 

entre as duas árvores filogenéticas (figura 2 e 3). Na árvore baseada no proteoma, as cepas de 

A. salmonicida estão próximas de A. hydrophila, o que está de acordo com os dados de Abbott e 

colaboradores. Já na árvore baseado nos genes housekeeping, A. salmonicida se encontra no 

grupo com A. media e distante de A. hydrophila. De acordo com Abbott e colaboradores, A. media, 

A. eucrenophila e A. caviae constituem o complexo A. caviae. Portanto, observa-se um conflito 

entre as duas metodologias, proteoma e genes housekeeping. No entanto, todas as cepas da 

espécie estão agrupadas no mesmo ramo, independente da metodologia e apresentam valores 

de ANI superiores a 95%. 
 
4.6 Aeromonas jandaei (7 cepas) 

 
As cepas de A. jandaei se encontram agrupadas pela análise do proteoma. Já na arvore 

baseada em genes housekeeping, a cepa A. jandaei 3299 se encontra distante das demais A. 

jandaei e agrupadas com A. veronii FC951, A. caviae SS332, A. simiae A6, A. schubertti LF1708, 

A. schubertti WL1483. Além disso, A. veronii WP2 S18 CRE 03, esta agrupada com a espécie A. 

jandaei em ambas as árvores, e os valores de ANI estão indicados abaixo. Os resultados indicam 

que esta cepa foi erroneamente identificada. A cepa identificada apenas a nível de gênero, 
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Aeromonas sp FDAARGOS 1410, também pode ser classificada dentro da espécie A. jandaei, 

de acordo com os dados filogenéticos (figura 2 e 3) e de ANI (tabela 5 e S2). 
 

TABELA 5. A. jandaei em comparação com espécies A. veronii e A. sp. 
Bactérias A. jandaei 3036 
A. jandaei 3299 95.85% 
A. veronii WP2 S18 CRE 03 96.12% 
Aeromonas sp FDAARGOS 1410 96.36% 

FONTE: O autor (2022). 
LEGENDA: Comparação dos valores de ANI entre espécies. 

 
 
4.7 Aeromonas dhakensis (4 cepas) 

 
A distribuição de A. dhakensis foi similar nas duas arvores, e os seus valores de ANI entre 

as 4 cepas foram superiores a 95%. No entanto, observa-se nas duas arvores filogenéticas que 

as cepas A. hydrophila B11, A. hydrophila YL17 estão agrupadas com A. dhakensis, com as quais 

apresentam ANI superior a 95%. Também, duas cepas identificadas apenas a nível de gênero 

(Aeromonas FDAARGOS 1403 e Aeromonas sp FDAARGOS 1408) podem ser incluídas dentro 

desta espécie, de acordo com as análises filogenéticas e resultados de ANI. Os valores de ANI 

entre essas bactérias e A. dhakensis estão descritos na tabela abaixo. 
 

TABELA 6. Comparação ANI entre espécie A. hydrohila e A. dhakensis 
Bactérias A.h B11 A.h YL17 A. dha 71431 A. dha 71453 
A.h B11  97.29% 96.90% 97.03% 
A.h YL17 97.29%  96.94% 96.92% 
A. sp FDAARGOS 1403 97.15% 97.24% 96.87% 96.83% 
A. sp FDAARGOS 1408 96.96% 96.94% 98.23% 97.83% 

FONTE: O Autor (2022). 
LEGENDA: A.h (Aeromonas hydrophila); A. dha (Aeromonas dhakensis). A. sp (Aeromonas sp); valores em 
porcentagem indicam o resultado do ANI. 

 
 
4.8 Aeromonas enteropelogenes (4 cepas) 

 
Em ambas as árvores filogenéticas, os representantes desta espécie ficaram agrupados 

entre si, juntamente com Aeromonas sp FDAARGOS 1407. Todas estas bactérias apresentam, 

quando comparadas entre si, valores de ANI acima de 95%%, o que suporta a inclusão da cepa 

Aeromonas sp FDAARGOS 1407 dentro da espécie A. enteropelogenes. 
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TABELA 7. Valores de ANI de Aeromonas sp FDAARGOS 1407 comparados com A. enteropelogenes 
Bactérias Aeromonas sp FDAARGOS 1407 
A. enteropelogenes FDAARGOS_1459 96.54% 
A. enteropelogenes FDAARGOS_1509 96.87% 
A. enteropelogenes FDAARGOS_1510 96.45% 
A. enteropelogenes FDAARGOS_1536 96.47% 

FONTE: O autor (2022). 
LEGENDA: Valores de ANI para Aeromonas sp contra A. enteropelogenes; valores em porcentagem indicam o 
resultado do ANI. 

 
 
4.9 Aeromonas schubertii (2 cepas) 

 
As duas árvores apresentaram os mesmos resultados, com as duas cepas agrupadas e 

valores de ANI superiores a 95%. A estirpe A. simae A6 foi agrupada próxima de A. schubertti, 

no entanto elas representam espécies distintas em relação aos valores de ANI. 

 
4.10 Aeromonas simiae (1 cepa) 

 
A única cepa dessa bactéria se encontra próxima da espécie A. schubertii, nas duas 

árvores filogenéticas. Porém, elas representam espécies distintas, e valores de ANI inferiores 

95%. 
 
4.11 Aeromonas allosaccharophila (1 cepa) 

 
Resultados apresentados juntamente com A. veronii. 

 
4.12 Aeromonas encheleia (1 cepa) 

 
Na arvore dos genes housekeeping esta bactéria esta agrupada com A. rivuli 20 VB00005 

e Aeromonas sp CU5. Enquanto na arvore do proteoma, esta agrupada com A. rivuli 20 VB00005. 

No entanto, com os resultados de ANI, indicam valores inferiores a 95% entre elas. Portanto, 

pertencem a espécies distintas. 
 
4.13 Aeromonas rivipollensis (1 cepa) 

 
Resultados apresentados junto com A. media. 

 
4.14 Aeromonas sanarellii (1 cepa) 

 
Existe apenas um representante desta espécie, que em ambas as arvores esta agrupada 

com Aeromonas sp FDAARGOS 1409. Os valores de ANI entre estas duas bactérias são de 
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96.98%, indicando que pertencem a mesma espécie. 
 
4.15 Aeromonas rivuli (1 cepa) 

 
Resultados apresentados juntos com A. encheleia. 

 
5 CONCLUSÕES 

 
No presente estudo, três métodos (proteoma, genes housekeeping, ANI) distintos foram 

empregados para verificar a classificação taxonômicas de 177 cepas do gênero Aeromonas, 

depositadas no NCBI. Embora esses métodos tenham apresentado resultados parecidos, a maior 

similaridade foi observada entre informações da árvore filogenética baseada em proteoma e o 

ANI. Foi possível determinar que 11 bactérias estão erroneamente identificadas, descritas na 

tabela abaixo. 
 
 

TABELA 8. Bactérias classificadas erroneamente a nível de espécie no NCBI. 
NCBI Espécie sugerida Método de análise 
A. media T0 1 19 A. rivipollensis # Proteoma; housekeeping; ANI 
A. media T5 1 A. rivipollensis # Proteoma; housekeeping; ANI 
A. hydrophila 4AK4 A. rivipollensis # Proteoma; housekeeping; ANI 
A. hydrophila NEB724 A. rivipollensis # Proteoma; housekeeping; ANI 
A. veronii 71506 ND* Proteoma; ANI 
A. hydrophila YL17 A. dhakensis Proteoma; housekeeping; ANI 
A. hydrophila B11 A. dhakensis Proteoma; housekeeping; ANI 
A. veronii WP2 S18 CRE 03 A. jandaei Proteoma; housekeeping; ANI 
A. veronii WP3 W19ESBL 03 A. allosaccharophila Proteoma; housekeeping; ANI 
A. veronii WP9 W18ESBL 04 A. allosaccharophila Proteoma; housekeeping; ANI 
A. veronii WP8 S18 ESBL 11 A. allosaccharophila Proteoma; housekeeping; ANI 

FONTE: O Autor (2022). 
LEGENDA: #Grupo distinto de todas as outras, mas agrupadas com A. rivipollensis KN Mc 11N1, única cepa dessa 
espécie com genoma completo, apresentando um ANI superior a 95%. *Não foi possível definir espécie, uma vez que 
agrupou com Aeromonas sp e não tem valor de ANI compatível com outras espécies; agrupadas somente com 
Aeromonas sp FDAARGOS 1405, Aeromonas sp FDAARGOS 1414. 

 
Entre as 27 cepas identificadas como Aeromonas sp., 22 foram identificadas e atribuídas 

para alguma espécie; 3 não tiveram nenhum resultado significativo entre as análises dos três 

métodos; e 2 se agruparam com A. veronii 71506 que apresenta ANI inferior a 95% com as 

demais A. veronii (resultado descrito na tabela 8, acima). 
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TABELA 9. Resultado da nova classificação de Aeromonas sp. 
Aeromonas sp NCBI Nova classificação Método de análise 
A. sp 1805 A. hydrophila Proteoma; housekeeping; ANI 
A. sp 2692 1 A. hydrophila Proteoma; housekeeping; ANI 
A. sp ASNIH4 A. hydrophila Proteoma; housekeeping; ANI 
A. sp ASNIH3 A. caviae Proteoma; housekeeping; ANI 
A. sp ASNIH5 A. caviae Proteoma; housekeeping; ANI 
A. sp FDAARGOS 1402 A. caviae Proteoma; housekeeping; ANI 
A. sp FDAARGOS 1406 A. caviae Proteoma; housekeeping; ANI 
A. sp FDAARGOS 1418 A. caviae Proteoma; housekeeping; ANI 
A. sp WP2 W18 CRE 05 A. caviae Proteoma; housekeeping; ANI 
A. sp ASNIH1 A. caviae Proteoma; housekeeping; ANI 
A. sp ASNIH2 A. caviae Proteoma; housekeeping; ANI 
A. sp ASNIH7 A. caviae Proteoma; housekeeping; ANI 
A. sp FDAARGOS 1404 A. veronii Proteoma; housekeeping; ANI 
A. sp FDAARGOS 1411 A. veronii Proteoma; housekeeping; ANI 
A. sp FDAARGOS 1416 A. veronii Proteoma; housekeeping; ANI 
A. sp FDAARGOS 1417 A. veronii Proteoma; housekeeping; ANI 
A. sp FDAARGOS 1419 A. veronii Proteoma; housekeeping; ANI 
A. sp FDAARGOS 1410 A. jandaei Proteoma; housekeeping; ANI 
A. sp FDAARGOS 1403 A. dhakensis Proteoma; housekeeping; ANI 
A. sp FDAARGOS 1408 A. dhakensis Proteoma; housekeeping; ANI 
A. sp FDAARGOS 1407 A. enteropelogenes Proteoma; housekeeping; ANI 
A. sp FDAARGOS 1409 A. sanarellii Proteoma; housekeeping; ANI 

FONTE: O autor (2022). 
LEGENDA: A tabela mostra a classificação atual das bactérias no NCBI e a classificação proposta com base nas 
análises realizadas nesse trabalho. Das 27 Aeromonas sp. apenas três não foram identificadas a nível de espécie 
(Aeromonas sp CU51, Aeromonas sp CA231, Aeromonas sp FDAARGOS 14151). 

 
Estes dados mostram que por mais que os bancos de dados de referência (NCBI) tenham 

algumas etapas para conferência dos dados, ainda acabam ocorrendo alguns equívocos na hora 
do depósito dos genomas. Isso pode ocorrer por dois motivos: 

 
1. Em decorrência de utilização de metodologias inadequadas para a identificação 
de Aeromonas, bem como a falta de revisão dos genomas anteriormente ao depósito 
nos bancos de dados públicos. 

 
2. Ineficácia (ou inexistência) de métodos validação no pipeline no banco de 
dados para a confirmação de gênero e espécie. A conferência automatizada dos dados 
depositados auxiliaria a comunidade científica de maneira geral, além de impulsionar o 
desenvolvimento de novos métodos para ajudar na resolução desta problemática. 

 
O estudo de Beaz-Hidalgo et al., (2015) ap resenta um exemplo clássico, onde foram 

analisadas as espécies do gênero Aeromonas por meio de ANI e MLST. Foram reclassificadas 
diversas cepas, entre elas 4AK4 e YL17, entretanto, o banco de dados NCBI as mantém 
identificadas como A. hydrophila, erroneamente até o momento (fato que também evidenciamos 
no presente trabalho). 

É importante ressaltar que várias dúvidas e questionamentos sobre os dados depositados 
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e publicados ainda ficam em aberto, sendo ainda necessário comparar resultados entre diferentes 
abordagens para chegar a melhor conclusão possível. Mesmo diante de trabalhos futuros, neste 
estudo foi possível constatar que a utilização de um único método para a identificação do 
gênero Aeromonas pode levar a conclusões precipitadas. 
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