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A C o mp a r i s o n o f Sp e c i a t i o n Me t h o ds o n E n v i r o n m e n t a l ly I s o l a t e d ,
Se d i m e n t A s s o c i a t e d

A e r o m o n a s u s i n g Ma t r i x A s s i s t e d L a s e r D e s o r p t i o n / I o n i z a t i o n Ma s s Sp e c t r o m e t r y a n d T h r e e

H o u s e k e e p i n g g e n e s

B a c k g r o u n d : T h e t a x o n o m y o f A e r o m o n a s i s c o m p l e x a n d h a s c o n f o u n d e d r e s e a r c h e r s f o r

y e a r s . O v e r t h e p a s t tw e n t y y e a r s ,
t e c hn o l o g i c a l a d v a n c e s h av e a l l o w e d r e s e a r c h e r s t o a t t e m p t t o

c l a r i f y t h e t a x o n o m y t hr o u g h g e n e t i c a n d p r o t e o m i c t e c h n i q u e s . S e v e r a l o f t h e s e a dv a n c e s

i n c l u d e P C R a m p l i f i c a t i o n a n d s e q u e n c i n g o f n u m e r o u s h o u s e k e e p i n g g e n e s a n d s m a l l s u b - u n i t

r i b o s o m a l D N A {1 6S r D N A ) i n o r d e r t o d e t e r m i n e t h e s m a l l t a x o n o m i c d i f f e r e n c e s b e t w e e n t h e

s p e c i e s i n t h e g e n u s A e r o m o n a s . A n o t h e r m e t h o d th a t h a s r e c e n t l y b e e n e m p l o y e d i n t h i s

e n d e a v o r i s m a t r i x a s s i s t e d l a s e r d e s o r pt i o n / i o n i z a t i o n m a s s sp e c t r o m e t r y (M A L D I - M S) . Si n c e

i t i s a r e l a t i v e l y n e w m e t h o d u s e d f o r a e r o m o n a d s , n o o n e t o d a t e h a s s o u g h t t o c o m p a r e t h e

g e n e t i c a n d p r o t e o m i c a p p r o a c h e s t o s e e w h i c h h a s m o r e u t i l i t y f o r t h e d e t e r m i n a t i o n o f s p e c i e s

w i t h i n t h e g e n u s . M e t h o d s : 13 3 i s o l a t e s w e r e c h a r a c t e r i z e d u s i n g m u l t i p l e m e th o d s t h a t h a v e

b e e n r e p o rt e d i n l i t e r a t u r e a s h a v i n g t h e r e s o l v i n g p o w e r t o d e t e r m i n e s p e c i e s l e v e l d a t a w i t h i n

t h e g e n u s A e r o m o n a s . T h e s e m e t h o d s i n c l u d e d b i o c h e m i c a l p h e n o t y p i n g ,
P C R a m p l i f i c a t i o n o f

t h r e e g e n o m i c l o c i : 1 6S r D N A {1 6 S) , gy r B (g y r B ) , a n d t h e a
^ ° f a c t o r o f RN A p o l ym e r a s e (r p o D ) ,

a n d t h e c h a r a c t e r i z a t i o n a n d f i n g e r p r i n t i n g o f t h e 13 3 i s o l a t e s u s i n g M A L D I - M S . T h e s e q u e n c e

a n d p r o t e i n fi n g e r p r i n t d a t a ge n e r a t e d u s i n g th e a f o r e m e n t i o n e d m e t h o d s w e r e u s e d t o c o n s t r u c t

p h y l o ge n e t i c t r e e s t o b e u s e d f o r t h e d e t e r m i n a t i o n o f s p e c i e s w i t h i n t h e i s o l a t e s e t . T h e s p e c i e s

c a l l s w e r e t h e n u s e d t o c o n s t r u c t a s p e c i e s p r o f i l e o f e a c h r e s p e c t i v e s a m p l i n g s i t e . R e s u l t s : F o r

a l l P C R p r o t o c o l s t e s t e d
, o n l y t h e 16 S a n d gy r B w e r e a b l e t o a m p l i fy p r o d u c t t h a t w a s a b l e t o b e

s e q u e n c e d i n 7 3% a n d 8 0% o f th e i s o l a t e s
,
r e s p e c t i v e l y . F r o m t h e s e q u e n c e d a t a f o l l o w i n g

a l i gn m e n t
,
b o t h t h e 1 6S a n d g y r B l o c i h a d l i m i t e d g e n e t i c v a r i a b i l i t y ( 19% a n d 3 3% ). W h i l e t h e

l im i t e d g e n e t i c v a r i a b i l i t y o f t h e 1 6 S l o c u s l im i t e d i t s r e s o l u t i o n
,
t h e g y r B l o c u s w a s a b l e t o
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s p e c i a t e 86% o f t h e i s o l a t e s t e s t e d .
A d d i t i o n a l l y ,

M A L D I - M S w a s a b l e t o p r o d u c e m u c h m o r e

v a l i d r e s u l t s
,
c h a r a c t e r i z i n g a l l 13 3 i s o l a t e s i n t o n i n e s p e c i e s . C o n c l u s i o n : 1 6S a n d g y r B d o

p r o v i d e a s i g n i f i c a n t l e v e l o f r e s o l u t i o n t o m a k e s p e c i e s l e v e l d e t e r m i n a t i o n s f o r t h i s i s o l a t e s e t ;

m o r e r e s e a r c h n e e d s t o b e do n e u s i n g o t h e r h o u s e k e e p i n g g e n e s s e qu e n c e s i n o r d e r t o h a v e a

P C R b a s e d m e t h o d th a t i s c a p a b l e o f d e l i n e a t i n g s p e c i e s w i t h i n t h e g e n u s
,
i n c l u d i n g f u r t h e r

c h a r a c t e r i z a t i o n o f t h e s e i s o l a t e s w i t h r p o D ; M A L D I - M S p r o v i d e d r o b u s t a n d i n t e r n a l l y

v a l i d a t e d d a t a t h a t w a s a b l e t o d e t e r m i n e n i n e s p e c i e s w i t h i n t h e i s o l a t e s e t ; t h e e f f lu e n t o u t f a l l i s

a d d a t i v e t o t h e o v e r a l l s p e c i e s d i v e r s i t y d o w n s t r e a m w h e n c o m p a r e d t o t h e u p s t r e a m s p e c i e s

p r o f i l e ; a n d f i n a l l y , p o t e n t i a l p a t h o g e n i c s p e c i e s a r e p r e s e n t i n t h e e f f l u e n t o u t f a l l a n d

d o w n s t r e a m i n d i c a t i n g t h e p o t e n t i a l f o r r e gr o w t h i n t h e e n v i r o n m e n t o f s o m e s t r a i n o f

A e r o m o n a s , a n d t h a t fu r t h e r w o r k n e e d s t o b e d o n e t o c h a r a c t e r i z e t h a t v i r u l e n c e o f t h e s e i s o l a t e s .

1 1
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A C K N OWL E D G E M E N T S

M a n y a s p e c t s o f t h i s p r o j e c t w e r e a i d e d a n d s u p p o r t e d b y o th e r s . I o w e m a n y th a n k s t o

m y c o m m i t t e e
,
D r s . L o u i s e B a l l

,
L o l a St a m m ,

C h i p S im m o n s ,
a n d M a r k So b s e y ,

f o r t h e i r

c o n t i n u e d s u p p o r t a n d f a c i l i t a t i o n o f t h i s p r o j e c t . I w o u l d l i k e t o e x t e n d m y d e e p e s t t h a n k s t o t h e

m e m b e r s o f t h e So b s e y l a b o r a t o r y a t U N C - Ch a p e l H i l l
,
e s p e c i a l l y L i s a C a s a n o v a

,
M a r k E l l i o t t

,

D a v e L o v e
,
a n d Wh i t n e y L y m a n w h o h e l p e d a r e l a t i v e n e w c o m e r t o t h e w o r l d o f m i c r o b i o l o g y

g e t h i s f e e t w e t a n d b u i l d a l a r g e r e p e r t o i r e o f m i c r o b i o l o gi c a l s k i l l s . I w o u l d a l s o l i k e t o t h a n k

D o u g W a i t a n d D o r o t h y T h o m p s o n f o r t h e i r v a l u a b l e i n s i gh t a n d k n o w l e d g e w it h th i s p r o j e c t

a n d o t h e r s . A d d it i o n a l t h a n k s g o e s t o M i k e F o l a n
,
w h o w a s m y p a r t n e r i n t h i s p r o j e c t a n d w a s

e x t r a o r d i n a r i l y h e l p f u l i n t h e p a s t t w o m o n th s w i t h th e c o m p l e t i o n o f m y r e s e a r c h . I w o u l d a l s o

l i k e t o t h a n k D r . H o w a r d W e i n b e r g f o r i n t r o d u c i n g m e t o t h i s p r o j e c t , a n d f o r h i s s u p p o r t
,

g u i d a n c e , a n d o v e r s i g h t . M o r e t h a n k s g o e s t o T o m R a n d a l l f r o m th e C e n t e r f o r B i o i n f o r m a t i c s

a t U N C - Ch a p e l H i l l , w h o i n t r o du c e d a n d g u i d e d m e t hr o u gh t h e w o r l d o f p h y l o g e n e t i c s .

W i t h o u t h i s h e l p a n d w e e k l y m e e t i n g s ,
I w o u l d s t i l l o n l y h a v e a h a n d f ii l o f s e q u e n c e s . A h u g e

t h a n k s g o e s t o D r . M a u r a D o n o h u e f r o m th e E n v i r o n m e n t a l P r o t e c t i o n A g e n c y w h o gr a c i o u s l y

a g r e e d t o u s e h e r t i m e a n d M A L D I - M S p l a t f o r m t o a n a l y z e m y i s o l a t e s .
Sh e a l s o w a s a s o u r c e

o f c o n s t a n t i n s p i r a t i o n a n d gu i d a n c e w h e n I h a d q u e s t i o n s a b o u t t h i s i n f e r n a l m i c r o b e .

A d d i t i o n a l t h a n k s g o e s t o D r . C o l i n St e i n
,
w h o h e l p e d t o g e t m y g e n e t i c a n a l y s i s o n t r a c k .

I

w o u l d f i n a l l y l i k e t o t h a n k m y w i f e ,
E r i n M c C l a i n

,
f o r h e r gr a m m a r s k i l l s a n d h e r w i l l i n gn e s s t o

f e i g n i n t e r e s t a b o u t A e r o m o n a s - 1 t r u l y b e l i e v e t h a t I c o u l d n o t h a v e c o m p l e t e d t hi s w i t h o u t h e r .

I l l
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3 . 2 S a m p l e C o l l e c t i o n 2 4

3 . 3 B i o c h e m i c a l t e s t o f i s o l a t e s 2 5

3 .
4 P o l y m e r a s e C h a i n R e a c t i o n s f o r 1 6S r O N X

, g y r B ,
a n d r p o D l o c i 2 9
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3 .
4
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L I ST O F A B B R E V I A T I O N S
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SWD A S a f e D r i n k i n g W a t e r A c t

o f 19 9 6
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T SI t r i p l e s u g a r i r o n
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W WT P w a s t e w a t e r t r e a tm e n t p l a n t

v u
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L I S T O F T A B L E S

T a b l e I : C o m p a ri s o n o f d e n s i t i e s o f ^ . hy d r o p h i l a b y h a b i t a t 1 1

T a b l e 2 : T y p i c a l n u m b e r s o f A e r o m o n a s s p e c i e s i n s e w a g e a n d w a s t e w a t e r 1 2

T a b l e 3 : T im e s r e q u i r e d f o r a 5 0% (T 5 0 ) a n d 9 5% (T 9 5) r e d u c t i o n i n t h e n u m b e r o f v i a b l e A

hy d r o p h i l a c e l l s fr o m t h e i n i t i a l p o p u l a t i o n (7 . 4 x 10
" *

c e l l s / m l ) a ft e r e x p o s u r e t o

i n c r e a s i n g c o n c e n t r a t i o n s o f fr e e c h l o ri n e i n d r i n k i n g w a t e r a t 5 ° C a n d

2 0 ° C 13

T a b l e 4 : B i o c h e m i c a l t e s t a n d p o s i t i v e r e s u l t s 2 9

T a b l e 5 : G e n o m e t a r g e t s a n d t h e i r p r im e r s u s e d f o r P CR a m p l i fi c a t i o n a n d s e q u e n c i n g o f 1 6S ,

g y r B ,
a n d r p o D 30

T ab l e 6 : M i s a l i g n m e n t o f r p o D - F a n d r p o D - R p r im e r s a n d c o n s e n s u s g e n e s e q u e n c e a t t h e

c o r r e s p o n d i n g g e n e p o s i t i o n s 3 9

T a b l e 7 : G e n e t i c v a ri a b i l i t y am o n g A e r o m o n a s s p e c i e s f o r t h e 1 6S l o c u s 4 1

T a b l e 8 : G e n e t i c v a ri a b i l i t y am o n g A e r o m o n a s s p e c i e s f o r t h e gy r B l o c u s 4 6

T a b l e 9 : Su m m a r y o f Ch i - s q u a r e a n a l y s i s f o r M A L D I - M S a = 0 . 0 5 5 3

T a b l e 1 0 : S u m m a r y o f C h i - s q u a r e a n a l y s i s f o r g y r B s e q u e n c e a n a l y s i s a = 0 . 0 5 5 3

T a b l e 1 1a : M e a n n u m b e r o f b a c t e ri a i de n t i f i e d fr o m a l l s a m p l e s i t e s u s i n g M A L D I - M S a n d

gy r B s e q u e n c e a n a l y s i s 5 4

T a b l e 1 l b : T w o t a i l e d i n d e p e n d e n t s a m p l e s t - t e s t c o m p a r i n g t h e m e a n n u m b e r o f b a c t e r i a

i d e n t i f i e d u s i n g M A L D I - M S a n d gy r B s e q u e n c e a n a l y s i s 54

T a b l e 12 a : M e a n n u m b e r o f s p e c i e s i d e n t i f i e d fr o m a l l s a m p l e s i t e s u s i n g M A L D I - M S a n d gy r B
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1 . 0 I n t r o d u c t i o n

1 . 1 B a c k g r o u n d

M e m b e r s o f t h e g e n u s A e r o m o n a s a r e a n e c o n o m i c a l l y ,
e n v i r o n m e n t a l l y ,

a n d m e d i c a l l y

s i g n i fi c a n t g r o u p o f b a c t e r i a t h a t h a v e p r o v e n t o b e v e r y p e r p l e x i n g t o m i c r o b i o l o gi s t s a n d

p h y s i c i a n s a l i k e b e c a u s e o f t h e e v o l v i n g n a t u r e o f t h e i r t a x o n o m y ,
t h e e v e r c h a n g i n g s p e c t r a o f

d i s e a s e s t h a t t h e y c a u s e , a n d t h e i r s h i ft i n g p h y l o g e n e t i c r e l a t i o n s h i p s . F i r s t i s o l a t e d o v e r 1 0 0

y e a r s a g o , t h e t a x o n o m y o i A e r o m o n a s h a s u n d e r go n e n u m e r o u s c h a n g e s
, b u t n o t s o m u c h a s i n

t h e p a s t 2 0 y e a r s . T h e s e r e c e n t c h a n g e s h a v e b e e n d u e t o a d v a n c e s i n t h e k n o w l e d g e o f t h e

g e n u s , a n e x p l o s i o n i n t h e d i s c o v e r y o f n v im e r o u s n e w s p e c i e s
, t a x a

, a n d b i o g r o u p s w i t h i n t h e

g e n u s
,
a n d t h e u t i l i z a t i o n o f n e w t e c h n o l o g i e s f o r s p e c i e s i d e n t i f i c a t i o n .

I n t h e 19 7 0 s ,
m o s t a e r o m o n a d s w e r e g r o u p e d i n t o t w o m a j o r

, d f s t i n c t g r o u p s : t h e

m e s o p h i l e s (3 5
° C - 3 7 ° C ) a n d th e p s y c h r o p h i l e s (2 2

° C - 2 8° C ) . T h e m e s o p h i l e s w e r e

r e s p o n s i b l e f o r a v a r i e t y o f h u m a n i n fe c t i o n s a n d w e r e r e f e r r e d t o a s A . hy d r o p h i l a . C o n v e r s e l y ,

t h e p s y c h r o p h i l e s p r im a r i l y c a u s e d i n f e c t i o n s i n fi s h a n d w e r e d e s i g n a t e d a s A s a lm o n i c i d a . T h e

t a x o n o m y o f t h e l a t t e r h a s r e m a i n e d f a i r l y s t a b l e ,
b u t t h e n u m b e r o f m e s o p h i l i c s p e c i e s h a s

e x p a n d e d t o 16 d i s t i n c t D N A h yb r i d i z a t i o n g r o u p s , h i d e e d
,
a c c o r d i n g t o t h e l a s t e d i t i o n o f

B e r g e y
'

s Ma n u a l o f Sy s t e m a t ic B a c t e r i o l o gy (M a r t i n - C a m a h a n & Jo s e p h ,
2 0 0 5 ), t h e g e n u s

c o m p r i s e s t h e f o l l o w i n g 18 v a l i d a t e d s p e c i e s : A hy d r o p h i l a ,
A . b e s t i a r u m

,
A . s a l m o n i c i d a , A .

c a v i a e , A m e d i a , A e u c r e n o p h i l a , A s o b r i a , A . v e r o n i i (b i o v a r s s o br ia a n d v e r o n i i) , A j a n d a e i ,

A . s c h u b e r t i i , A t r o t a , A . a l l o s a c c h a r o p h i l a , A . e n c h e l e i a , A p o p of f i i a n d t h e t w o D N A

h o m o l o g y g r o u p s ,
A sp . H G l 1

,
^ sp . H G 13 (f o r m e r l y E n t e r i c G r o u p 5 0 1) w h i c h r e m a i n

w i t h o u t a s p e c i e s n a m e . O f t h e s e 1 8
,
o n l y fi v e s p e c i e s h a v e k n o w n h u m a n c l i n i c a l a n d p u b l i c

h e a l t h s i gn i fi c a n c e a n d a r e c o n s i d e r e d p a t h o g e n i c b e c a u s e t h e y h a v e b e e n i s o l a t e d i n p u r e

c u l t u r e f r o m c l i n i c a l i s o l a t e s . T h e s e fi v e s p e c i e s a r e A hy d r o p h i l a , A c a v i a e , A v e r o n i i b v
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s o b r i a {A . s o b r i a ) a n d b v v e r o n i i , A j a n d a e i , a n d A s c h u b e r t i i
,
w i t h th e fi r s t t h r e e r e p r e s e n t i n g

t h e m a j o r i t y o f i s o l a t e s c a u s i n g d i s e a s e (J a n d a a n d A b b o t t , 19 9 8 ) .

A . hy d r o p h i l a , A c a v i a e , a n d A . s o b r i a Ji r e c o n s i d e r e d c y t o p a t h o g e n i c b e c a u s e o f t h e i r

a b i l i t y t o e l a b o r a t e e n t e r o t o x i n s
,
c y t o t o x i n ,

h e m o l y s i n s / a e r o l y s i n s , h e m a g g l u t i n i n , a n d i n v a s i v e

p r o p e r t i e s (M o y e r , 1 9 87 ; M o r g a n e t a l , 19 8 5 ) . M o r e r e c e n t l y ,
r e s e a r c h c o n d u c t e d b y A l b e r t , e t

a l (2 0 0 0 ), o n c l i n i c a l i s o l a t e s f r o m c h i l dr e n w i t h d i a r r h e a h a s d i s c o v e r e d th r e e n o v e l t o x i n s t h a t

m a y a c t s y n e r g i s t i c a l l y t o p r o du c e s e v e r e d i a r r h e a - a h e a t - l a b i l e c y t o t o x i c e n t e r o t o x i n (a l t ) ,
a

h e a t - s t a b l e c y t o t o x i c e n t e r o t o x i n (a s t ) ,
a n d a c h o l e r a - l i k e c y t o t o x i c e n t e r o t o x i n (a c t ) .

A d d i t i o n a l l y ,
a e r o m o n a d s h a v e b e e n im p l i c a t e d i n a sp e c t r u m o f g a s t r o i n t e s t i n a l i l l n e s s e s

,

w o u n d i n f e c t i o n s
,
a n d o c u l a r i n f e c t i o n s

, t h o u g h i t r e m a i n s u n c l e a r w h e th e r o r n o t A e r o m o n a s i s

t h e c a u s a t i v e o r g a n i s m . A s t u d y c o n d u c t e d i n P e r u fo u n d t h a t t h e r e w a s a h i g h f r e q u e n c y o f c o -

i n f e c t i o n w i t h o t h e r e n t e r o p a t h o g e n i c m i c r o b e s
,
i n c l u di n g r o t a v i r u s ,

E T E C
,
C a mp y l o b a c t e r

,

S h i g e l l a , a n d Sa l m o n e l l a , i n h o s p i t a l i z e d i n f a n t s w i t h d i a r r h e a . T h e s e r e s u l t s s u g g e s t t h a t

a e r o m o n a d s m i g h t b e t r a n s i e n t f l o r a o r o p p o r t u n i s t a n d n o t pr im a r y p a th o g e n s (P a z z a gl i a e t a l
,

19 9 1) . M o r e o v e r
,
a v o l u n t e e r c h a l l e n g e s t u d y c o n d u c t e d b y M o r g a n e t a l ( 19 8 5 ) f a i l e d t o i n d u c e

d i a r r h e a l i l l n e s s i n 5 5 o f 5 7 v o l i m t e e r s e v e n a t t h e h i g h e s t c h a l l e n g e d o s e s ( 10
' °
) w i t h t h e fi v e

s t r a i n s t e s t e d , a n d o n l y c e r t a i n s t r a i n s w e r e a s s o c i a t e d w i t h c o l o n i z a t i o n a n d s h e d d i n g T h e s e

r e s u l t s s u g g e s t t h a t t h e s e a e r o m o n a d s m a y l a c k m o r e t h a n o n e f a c t o r o r c r i t i c a l p a t h w a y i n

p a t h o g e n e s i s .

T h e e p i d e m i o l o g i c a l d a t a a r e a l s o u n c l e a r a s i t r e l a t e s t o t h e p a t h o g e n i c i t y o f d i f f e r e n t

a e r o m o n a d s . D e s p i t e t h e a s s o c i a t i o n o f v i r u l e n c e f a c t o r s w i t h c e r t a i n a e r o m o n a d s
,
t h e r e i s

e v i d e n c e t h a t s t r a i n s i s o l a t e d fi -

o m c l i n i c a l s p e c im e n s g e n e r a l l y b e l o n g i n d i f f e r e n t g r o u p s t h a n

t h o s e s t r a i n s i s o l a t e d fi -

o m e n v i r o n m e n t a l s o u r c e s . H av e l a ar
,
e t a l ( 19 9 2 ) d e m o n s t r a t e d t h a t t h e r e

- 2
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w a s l i t t l e s im i l a r i t y b e t w e e n s t r a i n s f r o m s t o o l s a n d s t r a i n s i s o l a t e d f r o m dr i n k i n g - w a t e r s - a

p u r p o r t e d e x p o s u r e s o u r c e o f a e r o m o n a d s c a u s i n g g a s t r o e n t e r i t i s . O th e r s t u d i e s h a v e s h o w n t h a t

A . hy d r o p h i l a p r e v a l e n c e i s r e l a t e d t o h y b r i d i z a t i o n gr o u p s
,
w i t h H G l a s s o c i a t e d w i t h c l i n i c a l

s p e c im e n s
,
w h i l e H G 3 a n d H G 2 b e i n g t h e p r e d o m i n a n t g r o u p s i n w a t e r a n d o t h e r e n v i r o n m e n t a l

s a m p l e s (K i r o v e t a l
, 19 9 4 ; H a n n i n e n ,

19 94 ) .

T h e r e s t i l l h a s b e e n n o c o n f i r m e d
,
s i g n i f i c a n t e p i d e m i o l o g i c a l e v i d e n c e t h a t a

r e l a t i o n s h i p e x i s t s b e t w e e n a e r o m o n a d s p r e s e n c e m dr i n k i n g w a t e r s u p p l i e s a n d g a s t r o i n t e s t i n a l

i l l n e s s fr o m s u c h w a t e r .
I n d e e d ,

c u r r e n t e v i d e n c e h a s s h o w n th a t i s o l a t e s fr o m c l i n i c a l

s p e c im e n s a n d i s o l a t e s f r o m d r i n k i n g w a t e r s u p p l i e s a r e n o t e v e n i n t h e s a m e D N A h o m o l o g y

g r o u p s . F u r t h e rm o r e
,
t h e l e v e l s o f a e r o m o n a d s f o u n d i n f i n i s h e d d r i n k i n g w a t e r i n t h e

d i s t r i b u t i o n s y s t e m a r e s t i l l r e l a t i v e l y l o w
,
a n d v o l u n t e e r s t u d i e s h a v e p r e v i o u s l y i n d i c a t e d t h a t

h i g h d o s e s (> 10 ) m a y b e n e e d e d t o i n i t i a t e d i s e a s e i n a h e a l t h y h o s t . A l l o f t h e s e o b s e r v a t i o n s

i n d i c a t e t h a t a e r o m o n a d s p r e s e n t i n d r i n k i n g w a t e r r e p r e s e n t a r e l a t i v e l y l o w r i s k t o t h e h e a l t h o f

h u m a n p o p u l a t i o n s . H o w e v e r , t h e r i s k m a y b e h i g h e r f o r c e r t a i n a t - r i s k gr o u p s ,
i n c l u d i n g t h e

v e r y y o u n g ,
t h e e l d e r l y ,

a n d t h e i m m u n o c o m p r o m i s e d
,
t h o u gh t h i s h a s n o t b e e n t h o r o u g h l y

s t u d i e d . I n l i g h t o f t h i s ,
a n d i n v o k i n g th e p r e c a u t i o n a r y p r i n c i p l e , i t w o u l d b e p r u d e n t t o c o n t r o l

e x c e s s i v e l e v e l s o f a e r o m o n a d s i n d r i n k i n g w a t e r s u p p l i e s .

O n e w a y t h a t t h i s i s s u e i s b e i n g a d d r e s s e d i n t h e g o v e r n m e n t a l r e g u l a t o r y a r e a i s t h a t A

hy d r o p h i l a h a s b e e n p l a c e d o n t h e U S E n v i r o n m e n t a l P r o t e c t i o n A g e n c y (E PA ) C a n d i d a t e

C o n t am i n a t e L i s t (C C L ) xi n d e r t h e U n r e g u l a t e d C o n t a m i n a t e M o n i t o r i n g R u l e (U M C R ) 1 a n d 2

p r o m u l g a t e d xm d e r t h e S a f e D r i n k i n g W a t e r A c t (SD WA ) o f 19 9 6 . U n d e r t h i s r u l e
,
t h e E P A

r e q u i r e s p u b l i c w a t e r s y s t e m s t o c o n d u c t a s c r e e n i n g s u r v e y o f c o n t a m i n a n t s l i s t e d o n t h e c u r r e n t

C C L , a n d th e a ge n c y c o m p i l e s t h e f i n d i n g s t o d e t e r m i n e i f a n y c o n t a m i n a n t s s h o u l d b e r e g u l a t e d .
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I n r e g a r d t o t h e p r e s e n c e o f A e r o m o n a s i n w a s t e w a t e r t r e a tm e n t p r o c e s s e s
,
t h e r i s k i s

c o n s i d e r e d v a r i a b l e . W i t h t h e r e c e n t p u s h f o r m o r e s u s t a i n a b l e u s e s o f w a t e r
,
m o r e p l a n t s h a v e

b e e n d iv e r t i n g s o m e o f t h e i r e f f l u e n t t o r e c l a m a t i o n p u r p o s e s
.
T h e E PA h a s s t a t e d t h a t t h e l e v e l

o f d i s i n f e c t i o n s h o u l d b e c o m m e n s u r a t e w i t h th e e f f l u e n t
'

s i n t e n d e d u s e (i . e . l o w e r l e v e l s o f

d i s i n f e c t i o n f o r i r r i g a t i o n o f f o r a g e c r o p s ,
a n d h i gh e r l e v e l s o f d i s i n f e c t i o n f o r u s e i n i r r i g at i o n o f

c r o p s a n d l a n d s f o r w h i c h th e r e w o u l d b e i m r e s t r i c t e d p u b l i c a c c e s s ) ,
a n d t h a t r e g u l a t i o n i s t o b e

d o n e a t t h e s t a t e l e v e l (E P A ,
2 0 0 4 )

Wh i l e t h e s e r e g u l a t i o n s s e e m t o b e s u f fi c i e n t t o p r o t e c t p u b l i c h e a l t h f r o m a e r o m o n a d s i n

w a t e r a n d w a s t e w a t e r , s t u d i e s s i t e d p r e v i o u s ly h a v e f o u n d t h a t a e r o m o n a d s a r e c o n s i s t e n t l y

f o u n d i n h i g h e r q u a n t i t i e s t h a n c o l i f o r m s a n d h a v e p r o v e n t o b e r e s i s t a n t t o o r a b l e t o o v e r c o m e

(p e r h a p s b y r e g r o w t h ) m u l t i p l e t r e a tm e n t p r o c e s s e s . G i v e n t h i s i n f o rm a t i o n
,
t h e r i s k o f

w a t e r b o m e e x p o s u r e t o a e r o m o n a d s i s c o n s i d e r e d s i gn i fi c a n t . I n e f fl u e n t d i s c h a r g e s fr o m

w a s t e w a t e r t r e a t m e n t p l a n t s ,
t h e r i s k i s a l s o l i k e l y t o b e m i n im a l b e c a u s e a m a j o r i t y o f

a e r o m o n a d s a r e l i k e l y e l im i n a t e d b y t r e a t m e n t
,
i n c l u d i n g d i s i n f e c t i o n

, p r i o r t o d i s c h a r g e a n d a r e

n o t c o n t r i b u t i n g t o a n a p p r e c i a b l e i n c r e a s e a b o v e t h e b a c k gr o u n d
,
e n v i r o n m e n t a l l e v e l s o f

a e r o m o n a d s i n r e c e i v i n g w a t e r s .

T h e r i s k a s s o c i a t e d w it h i n c i d e n t a l e n v i r o n m e n t a l c o n t a c t w i t h a e r o m o n a d s m a y b e th e

m o s t s i g n i fi c a n t p o t e n t i a l s o u r c e o f h u m a n e x p o s u r e . T h i s i s b e c a u s e i t i s d i f fi c u l t t o c o n t r o l t h e

l e v e l s o f a e r o m o n a d s i n r e c r e a t i o n a l w a t e r s o r t h e p u b l i c
'

s u s e o f t h e s e w a t e r s f o r p r im a r y

c o n t a c t r e c r e a t i o n a n d o t h e r e x p o s u r e r o u t e s . A g a i n ,
l i k e o t h e r p o t e n t i a l e x p o s u r e s

,
i t i s d i f fi c u l t

t o q u a n t i fy th e ri s k f r o m r e c r e a t i o n a l w a t e r b e c a u s e t h e r e i s a l a c k o f s u f fi c i e n t e p i d e m i o l o g i c a l

o r d o s e - r e s p o n s e d a t a o n A e r o m o n a s i n fe c t i o n o r i l l n e s s . A e r o m o n a d c o n c e n t r a t i o n s i n a m b i e n t

w a t e r s a n d h u m a n i n f e c t i o n a s a c o n s e q u e n c e o f a m b i e n t w a t e r e x p o s u r e s a r e n o t r o u t i n e l y
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m e a s u r e d . T o d a t e
,
t h e r e h a s b e e n n o l a r g e o u t b r e a k o f A e r o m o n a s - a s s o c i a t e d g a s t r o e n t e r i t i s o r

w o u n d i n f e c t i o n s T h e r i s k s f r o m o c c a s i o n a l
,
s p o r a d i c o c c u r r e n c e s o f e x p o s u r e a n d h e a lt h

e f f e c t s a r e l i k e l y t o b e l o w , b a s e d o n f u r t h e r d e t a i l s t o b e p r e s e n t e d i n s u b s e q u e n t s e c t i o n s o f t h i s

r e p o r t .

T h e l a c k o f d e f i n i t i v e d a t a o n h u m a n h e a l t h r i s k s a n d e n v i r o n m e n t a l e x p o s u r e a n d

d o c u m e n t e d e v i d e n c e o f p o s s ib l e h e a l t h r i s k s f r o m s u c h e x p o s u r e h a s b e e n c o n s i d e r a b l y l im i t e d

b y th e l a c k o f r o bu s t m e t h o d s t o d e t e c t
, q u a n t i f y a n d c h a r a c t e r i z e t h e d i f f e r e n t a e r o m o n a d s

p r e s e n t i n w a t e r . T h e r e f o r e
, b e t t e r m e t h o d s t o a d dr e s s t h e s e c u r r e n t l im it a t i o n s a n d d e f i c i e n c i e s

i n c h a r a c t e r i z i n g e x p o s u r e s l e a d i n g t o p o s s i b l e h e a l t h e f f e c t s a r e s t i l l l a c k i n g a n d m u c h n e e d e d .

F u r t h e r m o r e
,
t h e n e e d t o i d e n t i fy a n d a p p l y e f f e c t i v e m e th o d s o f d e t e c t i o n

, q u a n t i f i c a t i o n a n d

c h a r a c t e r i z a t i o n (e . g .

,
e x p o s u r e a s s e s s m e n t ) ,

i s a c r i t i c a l e a r l y s t e p i n t h e U S E P A C CL p r o c e s s .

1 . 2 O b j e c t i v e s

T h e g o a l s o f t h i s s t u dy w e r e t o :

( 1) d e v e l o p a p r o f i l e o f w a t e r b o m e , s e d im e n t - a s s o c i a t e d A e r o m o n a s i s o l a t e s w i t h i n a p r e v i o u s l y

o b t a i n e d c o l l e c t i o n o f i s o l a t e s f r o m a n u r b a n s t r e a m n e a r a w a s t e w a t e r t r e a t m e n t p l a n t d i s c h a r g e ,

a n d

(2 ) d e t e r m i n e i f t h e t r e a t e d s e w a ge e f f l u e n t d i s c h a r ge c o n t r i b u t e s t o t h e p r e s e n c e o f t h e s e

A e r o m o n a s i n s t r e a m s e d im e n t s b a s e d o n t h e A e r o m o n a s a t t hi s s i t e b e in g i n h e r e n t l y d i f f e r e n t i n

t h e i r s p e c i e s p r o f i l e a n d g e n e t i c p r o p e r t i e s c o m p a r e d t o A e r o m o n a s i s o l a t e s f r o m u p s t r e a m a n d

d o w n s t r e a m c o l l e c t i o n s i t e s . Sp e c i f i c o bj e c t i v e s t o c h a r a c t e r i z e t h e s e i s o l a t e s i n c l u d e t h e

f o l l o w i n g :

• P C R a m p l i f i c a t i o n a n d n u c l e o t i d e s e q u e n c i n g o f t h r e e g e n o m i c l o c i : 16 S r D N A

i J 6S) , g y r a s e B s u b u n i t (g y r B ), a n d t h e a f a c t o r o f RN A p o l y m e r a s e (r p o D ) ;
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• c h a r a c t e r i z a t i o n o f - 1 3 3 i s o l a t e s u s i n g m a t r i x - a s s i s t e d l a s e r d e s o r p t i o n / i o n i z a t i o n

m a s s s p e c t r o m e t r y (M A L D I - M S) a n d t h e g e n e r a t i o n o f a s p e c i e s p r o f i l e f r o m

s e l e c t e d m a s s i o n (m /z ) s i gn a t u r e s t h a t a r e c o m m o n b i o m a r k e r s f o r A e r o m o n a s

s p e c i e s ;

• g e n e r a t i o n o f a p h y l o g e n e t i c t r e e f o r e a c h i s o l a t e f r o m t h e s e q u e n c e a n d m /z d a t a

o b t a i n e d f r o m e a c h o f t h e l o c i a n d M A L D I - M S, r e s p e c t i v e l y ;

• a n a l y s i s a n d c o m p a r i s o n o f e a c h t r e e t o t h e o t h e r s f o r t h e d e t e r m i n a t i o n a s p e c i e s

p r o f i l e f o r e a c h s a m p l i n g s t a t i o n .

2 .
0 L i t e r a t u r e R e v i e w

2 . 1 O c c u r r e n c e o f A e r o m o n a d s i n N a t u r a l , W a s t e a n d D r i n k i n g W a t e r s

I n a lm o s t a l l a q u a t i c e n v i r o n m e n t s t hr o u gh o u t t h e w o r l d
,
m e s o ph i l i c a e r o m o n a d s m a y b e

f o u n d .
T h e y a r e o f te n f o u n d i n n u m b e r s a s l o w a s l O

' ^
CF U / m l i n d r i n k i n g w a t e r p l a n t s a n d

d i s t r i b u t i o n s y s t e m s t o a s h i gh a s 10
" *
CF U / m l i n r i v e r s r e c e i v i n g s e w a g e d i s c h a r g e s (H o lm e s

,
e t

a l .

,
19 96 ) . T h e o c c u r r e n c e o f a e r o m o n a d s a n d t h e e n v i r o n m e n t a l f a c t o r s e f f e c t i n g t h e i r gr o w t h

a n d p e r s i s t e n c e a r e o f p a r t i c u l a r i n t e r e s t t o e n v i r o n m e n t a l a n d d r i n k i n g w a t e r m i c r o b i o l o gi s t s ,
a s

w e l l a s t o p u b l i c h e a l t h o f f i c i a l s a n d e p i d e m i o l o g i s t s .

T h i s c o n c e r n a b o u t m e s o p h i l i c a e r o m o n a d s i s e s p e c i a l l y t r u e i n t h e U n i t e d St a t e s
,
w h e r e

A hy d r o p h i l a h a s b e e n p l a c e d o n t h e c a n di d a t e c o n t a m i n a t e l i s t b y t h e E PA b e c a u s e t h e y h a v e

b e e n a s s o c i a t e d w i t h g a s t r o e n t e r i t i s a n d w o t m d i n f e c t i o n s a c q u i r e d f r o m c o n t a m i n a t e d w a t e r .

T h e a d d i t i o n o f ^ hy d r o p h i l a t o t h e C CL h a s l e a d t o a n i n c r e a s e d i n t e r e s t t h e p u b l i c h e a l t h

s i g n i f i c a n c e o f t h e i r p r e s e n c e i n d r i n k i n g w a t e r s a n d r e c r e a t i o n a l w a t e r s w h e r e h u m a n c o n t a c t i s

m o s t l i k e l y .
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T h e d i s t r i b u t i o n o f t h e m e s o p h i U c s p e c i e s i n t h e a q u a t i c e n v i r o n m e n t m a y b e r e l a t e d t o

t h e l e v e l o f p o l l u t i o n i n t h e w a t e r . S e v e r a l r e s e a r c h e r s (A j a u j o ,
e t a l

,
19 9 1; S c h u b e r t

,
1 9 7 5 ;

St e c c h i n i a n d D o m e n i s ,
1 9 9 4 ) r e p o r t e d t h a t J . c a v i a e p r e d o m i n a t e s i n s e w a g e a n d w a t e r s w i t h a

h i gh d e g r e e o f f e c a l p o l l u t i o n . I n l e s s p o l l u t e d w a t e r s , e i t h e r f r e s h o r m a r i n e , A c a v i a e a n d A

hy d r o p h i l a w e r e a l m o s t e q u a l l y d i s t r ib u t e d . A . s o b r i a c a n b e f o u n d i n u n p o l l u t e d w a t e r s
,

b r a c k i s h w a t e r s
,
a n d s e w a ge e f f lu e n t s . A d d i t i o n a l l y ,

t h e n u m b e r s o f m e s o p h i l i c a e r o m o n a d s

h a v e b e e n r e p o r t e d t o s h o w s e a s o n a l v a r i a t i o n
,
w i t h p o p u l a t i o n i n c r e a s e s i n t h e w a r m e r m o n t h s

f o r b o t h t e m p e r a t e f r e s h w a t e r l a k e s a n d c h l o r i n a t e d d r i n k i n g w a t e r (R i p p e y a n d C a b e l l i , 19 8 9 ;

B u r k e e t a l , 1 9 8 4 ) .

T h e a q u a t i c e n v i r o n m e n t s t h a t a r e c o m m o n l y i n v e s t i g a t e d h a v e b e e n d i v i d e d i n t o f o u r

c o n v e n i e n t t y p e s : S e a w a t e r , f r e s h w a t e r ,
s e w a g e ,

a n d p o t a b l e w a t e r .
W i th i n e a c h o f t h e s e

c a t e g o r i e s t h e r e a r e a w i d e r a n g e o f h a b i t a t s a n d v a r i a t i o n s i n p h y s i c a l a n d c h e m i c a l c o n d i t i o n s

t o w h i c h A e r o m o n a s i s a d a pt a b l e a n d a b l e t o l i v e . T h e f o l l o w i n g s e c t i o n s w i l l c o v e r t h e s e f o u r

e n v i r o n m e n t s i n m o r e d e t a i l .

2 . 1 . 1 Se a w a t e r

T h e m aj o r i t y o f s t u d i e s o f A e r o m o n a s i n s a l i n e h a b i t a t s h a v e b e e n u n d e r t a k e n a s a r e s u l t

o f t h e m b e i n g o b l i g a t e fi s h p a th o g e n s a n d a s a p o t e n t i a l p a t h o g e n f o r h u m a n s . T h e r e f o r e
,
t h e s e

s t u d i e s t e n d t o f o c u s o n c o m m e r c i a l a n d s p o r t f i s h e r i e s a n d r e c r e a t i o n a l w a t e r s i n c o a s t a l a n d

e s t u a r i n e w a t e r s . H o lm e s e t a l ( 19 9 6 ), e s t im a t e d th e t y p i c a l n u m b e r s o f a e r o m o n a d s i n s e a w a t e r

t o b e b e t w e e n 1 0
' ^

a n d 1 0^ CF U /m l
,
a l t h o u g h s o m e s t u d i e s h a v e s h o w n a n e s t i m a t e d p r e v a l e n c e

o f a s h i gh a s 10
'
- 10

' °
/ 10 0m l i n s o u t h e r n C a l i f o r n i a c o a s t a l w a t e r s (A r d i

,
2 0 0 5) . A p r e v a l e n c e

s t u dy c o n d u c t e d b y H a z e n e t a l ( 19 7 8 ), f o u n d t h a t A e r o m o n a s hy d r o p h i l a w a s q u i t e h a l o t o l e r a n t ,

a n d t h a t i t d e m o n s t r a t e d r o b u s t gr o w t h i n a s a l i n e e n v i r o n m e n t a n d w a s a b l e t o p e r s i st i n a w i d e

r a n g e o f s a l i n i t i e s
,
e x c e p t t h e m o s t e x t r e m e (> 10 0%o ) ,

o v e r a l a r ge r a n g e o f p H (5 . 2 - 9 . 8) , a n d a

- 7 -
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l a r g e r a n g e o f t e m p e r a t u r e s (4
°

C a n d 4 5
° C ) . H a z e n e t a l ( 1 97 8 ) ,

a l s o f o u n d t h a t t h a t s a l i n e

h a b i t a t s h a d a m u c h h i g h e r d e n s i t y , o f A e r o m o n a s , u p t o 9 x 10 ^ C F U / 10 0m l
,
t h a n d i d f r e s h w a t e r

e n v i r o n m e n t s ,
b u t w i t h m u c h l a r g e r v a r i a t i o n i n t h e i r n u m b e r s (T a b l e 1) .

S t u d i e s u n d e r t a k e n

a r o u n d J a p a n d e m o n s t r a t e d th a t t h e m o s t a b u n d a n t s p e c i e s w a s A c a v i a e
,
w i t h A s o b r i a

p r e d o m i n a n t i n b r a c k i s h w a t e r s (N a n a k o
,
e t a l

,
1 9 9 0 ) . T h e y a l s o f o u n d ih & i A e r o m o n a s n u m be r s

c o r r e l a t e d w i t h th o s e f o r f e c a l c o l i f o r m s
,
b u t n o t w i t h t e m p e r a t u r e . O t h e r p r e v a l e n c e s t u d i e s

c o n d u c t e d i n I t a l i a n s e a w a t e r s d e m o n s t r a t e d t h a t t h e p r e s e n c e o f a e r o m o n a d s w a s a s s o c i a t e d

w i t h t h e p r e s e n c e o f z o o p l a n k t o n ,
s u c h a s c o p e p o d s ,

a n d t h a t t h e y w e r e f o u n d i n h i g h e r n u m b e r s

i n s e d im e n t , w h i c h h a r b o r s a l l o c t h o n o u s m i c r o f l o r a , m a k i n g i t p o s s i b l e t o w i t h s t a n d

e n v i r o r m i e n t a l s t r e s s e s a n d m u l t i p l y (D u m o n t e t
,
e t a l

,
2 0 0 0 ) .

A p h e n o m e n o n p a r t i c u l a r l y a s s o c i a t e d w i t h s a l i n e a q u a t i c e n v i r o i m i e n t s i s t h e v i a b l e bu t

n o n - c u l t u r a b l e s t a t e (V B N C ). L a b o r a t o r y e x p e r i m e n t s h a v e d e m o n s t r a t e d a 1 l o g d e c r e a s e i n

v i a b l e c e l l c o u n t a ft e r 2 d a y s (B r a n d i e t a l
,
19 9 9 ) a n d h a v e d e m o n s t r a t e d t h a t A e r o m o n a s s p e c i e s

,

l i k e o t h e r G r a m n e g a t i v e b a c t e r i a ,
a r e c a p a b l e o f e n t e r i n g t h e V B N C s t a t e w h e n s t r e s s e d a n d

e l a b o r a t i n g n e w p r o t e in s t o h e l p t o d e a l w i t h t h e a d d i t i o n a l s t r e s s o f a n u t r i e n t - p o o r s a l i n e

e n v i r o n m e n t (M a a j e l , e t a l
,
2 0 0 4 ) .

2 . 1 . 2 F r e s h w a t e r

A s s t a t e d p r e v i o u s l y ,
t h e fr e s h w a t e r e n v i r o n m e n t c o v e r s a w i de r a n g e o f h a b i t a t s

,

i n c lu d i n g e u t r o p h i c r i v e r s a n d l a k e s
,
o l i g o t r o p h i c gr o u n d w a t e r

,
a n d a l p i n e l a k e s . T h e p r e v a l e n c e

o f A e r o m o n a s i n r i v e r s h a s b e e n e s t im a t e d t o b e b e tw e e n 1 a n d 10
^
C FU / m l i n c l e a n r i v e r s t o

l e v e l s a s h i g h a s l O
'*
C F U / m l i n r i v e r s r e c e iv i n g s e w a g e e f f l u e n t (H o l m e s , N i c c o l i s , a n d Sa r t o r y ,

1 9 9 6 ) . St u d i e s c o n du c t e d o n tw o m a j o r u r b a n r i v e r s (P e t t i b o n e
,
1 9 9 8 ; S e i d l e r

,
e t a l

,
1 9 80 )

s u g g e s t t h a t t h e r e i s a h i gh p r e v a l e n c e o f a e r o m o n a d s i n t h e s e w a t e r s a t l e v e l s b e t w e e n 3 a n d

4 0 0 0 C F U / m l d e p e n d i n g o n t h e s e a s o n , w i t h h i g h e r n u m b e r s o b s e r v e d i n t h e w a rm e r m o n t h s .

- 8 -
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A d d i t i o n a l l y ,
it w a s o b s e r v e d t h a t b o t h o f t h e s e r i v e r s , t h e B u f f a l o a n d t h e A n a c o s t i a

,
h a v e h i g h

l e v e l s o f f e c a l p o l l u t i o n fr o m m u l t i p l e e f f l u e n t d i s c h a r g e s a n d o t h e r a n t hr o p o g e n i c s o u r c e s

(P e t t i b o n e
,
19 9 8 ; S e i d l e r

,
a t a l

,
19 8 0 ). In t e r e s t i n g l y th o u g h ,

t h e r e w a s n o t a c o r r e l a t i o n be t w e e n

t h e l e v e l s o f f e c a l i n d i c a t o r o r g a n i s m s an d A e r o m o n a s .
I n P e t t i b o n e

'

s s t u d y ( 19 9 8), i t w a s

o b s e r v e d t h a t t h e g e o m e t r i c m e a n o f A e r o m o n a s c o u n t s w a s a lm o s t a n o r d e r o f m a g n i t u d e h i gh e r

t h a n fe c a l c o l i f o r m a n d s t r e p t o c o c c i . T h i s o b s e r v a t i o n c o u l d i n d i c a t e t h a t t h e l e v e l s o f

a e r o m o n a d s i n t h e r i v e r w a t e r s a r e n o t d e p e n d e n t o n t h e s e p o i n t s o u r c e s u p s t r e a m , b u t c o u l d be

l i n k e d t o a n o t h e r p a r a m e t e r s u c h a s n u t r i e n t l e v e l s (R i p p e y a n d C a b e l l i
,
19 7 9) . T h i s o b s e r v a t i o n

a l s o s e e m s t o b e c o r r o b o r a t e d b y t h e f a c t t h a t f o l l o w i n g h e a v y r a i n f a l l e v e n t s , w h e n t h e o r g a n i c

c o n t e n t a n d t o t a l s u s p e n d e d s o l i d s i n c r e a s e s
,
t h e l e v e l s o f a e r o m o n a d s t h a t a r e d e t e c t a b l e i n t h e

w a t e r s t e n d s t o i n c r e a s e (P e t t i b o n e
,
19 9 8 ; H a z e n e t a l

,
19 7 8 ) .

A l t e r n a t iv e l y ,
t h e i n c r e a s e i n

d e t e c t a b l e l e v e l s o f a e r o m o n a d s c o u l d b e at t r i b u t e d t o s o i l r u n - o f f d e p o s i t i n g a e r o m o n a d s i n t o

e n v i r o n m e n t a l w a t e r s . B r a n d i
,
e t a l (19 9 6 ) o b s e r v e d th a t a e r o m o n a d s c o u l d s u r v i v e a n d

m a i n t a i n t h e i r v i r u l e n c e f o r u p t o 4 2 d a y s i n u n s t e r i l i z e d s o i l s
,
a c t i n g a s a p o t e n t i a l r e s e r v o i r a n d

n o n -

p o i n t s o u r c e o f c o n t a m i n a t i o n o f e n v i r o n m e n t a l w a t e r s .

A c c o r d i n g t o H o lm e s , e t a l (19 9 6) , t h e e s t im a t e d p r e v a l e n c e o f A e r o m o n a s i s 1 - 10 ^

C F U / m l i n p r i s t i n e l a k e s a n d r e s e r v o i r s . H a z e n e t a l ( 19 7 8 ) d e m o n s t r a t e d i n a p r e v a l e n c e s u r v e y

i n t h e U S o f a w i d e r a n g e o f f r e s h w a t e r h a b i t a t s t h a t t h e m e a n c o n c e n t r a t i o n o f ^ . hy d r o p h i l a

w a s 2 0 C FU / m l w i t h a r a n g e o f 0 . 1 - 2 0 5 C FU /m l i n l e n t i c h a b i t a t s c o m p a r e d t o a m e a n o f 196

C F U / m l fo r l o t i c h a b i t a t s (T a b l e 1) . H e c o n c l u d e d f r o m h i s s t u d y th a t t h e r e w a s a n e g at i v e

c o r r e l a t i o n b e tw e e n n u m b e r s o f ^ hy dr o p h i l a a n d d i s s o l v e d o x y g e n ,
w h i l e a l s o d e m o n s t r a t i n g a

p o s i t i v e c o r r e l a t i o n w i t h n u m b e r s o f f e c a l c o l i f o r m s a n d h e t e r o t r o p h i c p l a t e c o u n t b a c t e r i a .
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A s w i t h l o t i c h a b i t a t s ,
l e n t i c w a t e r s a r e a l s o p r o n e t o b e i n g t h e r e c e i v e r o f n o n -

p o i n t

s o u r c e p o l l u t i o n
, s u c h a s r u n - o f f f r o m s o i l s , a g r i c u l t u r a l l a n d s , p e t a n d w a t e r f o w l f e c e s

,
a n d o t h e r

a n t h r o p o g e n i c i n p u t s .
T h e h i g h e r t h e l e v e l o f t h e s e i n p u t s , t h e m o r e p r o n e t h e l a k e i s t o

e u t r o p h i c a t i o n . R i p p e y a n d C a b e l l i ( 19 8 9 ) s u r v e y e d 6 8 l a k e s i n t h e U S
,
e a c h w i th a d i f f e r e n t

t r o p h i c s t a t u s , a n d f o u n d t h a t i n c r e a s i n g l e v e l s o f A e r o m o n a s s p p . p o s i t i v e l y c o r r e l a t e d t o

i n c r e a s i n g t r o p h i c s t a t e (o l i go t r o p h i c t o h y p e r e u t r o p h i c ) a n d w e r e s e a s o n a l l y v a r i a b l e w i t h t h e

h i gh e s t n u m b e r s o c c u r r i n g i n t h e w a r m e r m o n th s .

U n l i k e s u r f a c e w a t e r s
, gr o u n d w a t e r s a r e n o r m a l l y p o o r i n n u t r i e n t s w i t h m i n e r a l c o n t e n t

d e t e r m i n e d m a i n l y b y l e a c h i n g f r o m t h e o v e r l y i n g r o c k a n d s u b s u r f a c e s ed im e n t . Y e t
,
e v e n i n

t h e s e n u t r i e n t p o o r e n v i r o n m e n t s A e r o m o n a s c a n b e f o u n d .
Wh i l e t h e r e i s a l a c k o f d a t a f r o m

p r i s t i n e b o r e h o l e s
,
s o m e s t u d i e s h a v e x Q C O V Q x t d A e r o m o n a s f r o m d e e p a e r o b i c a n d a n e r o b i c

g r o u n d w a t e r s i n l o w n u m b e r s w i t h a m a x im im i c o u n t o f 3 5 CF U / 10 0m l i n t h e a b s e n c e o f

c o l i f o r m s (H a v e l a a r
,
e t a l

,
19 9 0 ) . A . hy d r o p h i l a w a s p r e d o m i n a n t i n t h e s e w a t e r s

,
a l t h o u gh ^ .

c a v i a e m a d e u p 3 0 - 4 0% o f th e p o p u l a t i o n . Sim i l a r ly ,
K u h n a n d c o l l e a gu e s (19 9 7 ) f o u n d

A e r o m o n a s a t l e v e l s < 10 C FU / l OOm l g r o i m d w a t e r a n d a r t i f i c i a l l y r e c h a r g e d g r o u n d w a t e r w e l l s

i n S w e d e n . H a v e l a a r a n d c o l l e a g u e s ( 19 9 0) c o n du c t e d a n o t h e r s u r v e y o f 6 4 s t i l l m i n e r a l w e l l s i n

E u r o p e w h e r e t h e y w e r e u n a b l e t o r e c o v e r a n y a e r o m o n a d s . S i x o f t h e w e l l s s u r v e y e d w e r e

i n o c u l a t e d w i t h a t a p
- w a t e r d e r i v e d i s o l a t e o f ^ . hy d r o p h i l a t h a t w a s p r e g r o w n u n d e r l o w

n u t r i e n t c o n d i t i o n s . T h e i s o l a t e o n l y s u r v i v e d a n d m u lt i p l i e d w h e n t h e a u t o c h th o n o u s b a c t e r i a

h a d b e e n r e m o v e d b y p a s t e u r i z a t i o n . T h e y i n f e r r e d f r o m th i s d a t a t h a t m o s t g r o u n d w a t e r s d o n o t

h a v e s u f f i c i e n t n u t r i e n t s t o s u p p o r t a n d s u s t a i n p o p u l a t i o n s o f A e r o m o n a s a t l e v e l s t h a t c a n

c o m p e t e w i t h t h e n a t u r a l f l o r a .

- 1 0
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T a b l e I : C o m p a r i s o n o f d e n s i t i e s of A . hy d r o p h i l a by w a t e r h a b i t a t (H a z e n , e t a t , 1 9 7 8)

H a b i t a t
D e n s i t y o i A . h y d r o p h i l a (C F U / m l )

M e a n St d . e r r o r R a n g e

N u m b e r o f s i t e s

s a m p l e d

F r e s h w a t e r

L o t i c 16 1 4 6 3 6 0 0 - 0 . 4 9 6

L e n t i c 2 0 2 0 5 - 0 . 1 2 6

A l l 13 0 3 6 3 6 0 0 - 0 . 1 12 2

S a l t w a t e r 7 4 6 6 8 8 9 0 0 0 - 0 . 1 13

T o t a l 1 89 7 3 9 0 0 0 - 0 . 1 13 5

2 . 1 . 3 W a s t e w a t e r a n d S e w a g e

A e r o m o n a d s a r e n o t g e n e r a l l y c o n s i d e r e d t o b e n o r m a l f l o r a o f t h e h u m a n g a s t r o i n t e s t i n a l

t r a c t
,
a l t h o u g h e s t im a t e s d e m o n s t r a t e t h a t a p p r o x im a t e l y 1% o f h e a l t h y a du l t s c a r r y t h e m

(G e l d r i c h
,
19 7 8) . T h i s n u m b e r i s l i k e l y v a r i a b l e b y w o r l d r e g i o n

, d i e t , a n d s a n i t a t i o n . I n

c o m p a r i s o n t o m a r i n e a n d f r e s h w a t e r s , t h e h i gh e s t l e v e l s o f A e r o m o n a s o c c u r i n a n d a r o u n d

w a s t e w a t e r t r e a t m e n t p r o c e s s e s . A s T a b l e 2 i l l u s t r a t e s
,
d o m e s t i c s e w a g e s l u d g e h a s g r e a t e r t h a n

l O
^
C F U /m l , a n d w a s t e w a t e r h a s b e t w e e n 10

^
a n d l O

'

^
C F U / m l . P o f fe a n d O p d e B e e c k ( 19 9 1)

f o u n d t h a t b e t w e e n 10 a n d 10 C FU /m l o f ^ . hy d r o p h i l a w e r e p r e s e n t i n d o m e s t i c w a s t e w a t e r s

a n d
,
o n a v e r a g e ,

9 9 . 9 7 5% w e r e r e m o v e d b y a c t i v a t e d s l u d g e a n d 9 8 . 2 5% b y t r i c k l i n g fi l t e r s .

F u r t h e r m o r e
,
t h e y f o u n d t h a t 2 0 . 9% ) o f i n i t i a l A hy d r o p h i l a b e c a m e p a r t o f t h e p r im a r y s l u d g e ,

w h i c h c o n t a i n e d u p t o l O
'
C FU / g d r y s l u d g e a n d

,
a f t e r 3 m o n th s

,
a n a e r o b i c a l l y f e r m e n t e d a n d

p a r t i a l l y d r i e d s l u d g e f r o m t r i c k l i n g fi l t e r s c o n t a i n e d m o r e t h a n 10
^
C FU /g dr y s l u d ge (Po f f e a n d

O p d e B e e c k
,
19 9 1) . Su r f a c e w a t e r r e c e i v i n g r a w s e w a g e c o n t a i n e d s e v e r a l h u n d r e d s o f ^ .

hy d r o p h i l a l n x X, c o m p a r a b l e w i t h t h e n u m b e r s f o i m d i n s e w a g e e f fl u e n t w a t e r s
,
w h i l e s u r f a c e

w a t e r s r e c e i v i n g n o m u n i c ip a l w a s t ew a t e r c o n t a i n e d o n l y s m a l l a n d p e r h a p s n e g l i g i b l e n u m b e r s .

D e s p it e t h e s e fi g u r e s
,
l a r g e n u m b e r s o f a e r o m o n a d s a r e d i s c h a r g e d w i t h w a s t e w a t e r i n t o

- 1 1
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r e c e i v i n g w a t e r s .
I n a s t u d y c o n d u c t e d b y M a a l e j a n d c o - w o r k e r s (2 0 0 3 ) , t h e y f o u n d A e r o m o n a s

C F U c o u n t s f l u c t u a t e d b e t w e e n 1 . 4 8 x 1 0
^
a n d 2 . 2 x 10 * C F U / 10 0 m l i n t h e e f f l u e n t f r o m a n u r b a n

w a s t e w a t e r t r e a tm e n t p l a n t .

T a b l e 2 : Ty p i c a l N u m b e r s of A e r o m o n a s sp e c i e s i n s e w a g e a n d w a s t e w a t e r (H o l m e s
,
N i c c o l i s

a n d S a r t o r y ,
1 9 9 6)

E n v i r o n m e n t

D o m e s t i c S e w a g e Sl u d g e

C r u d e (U n t r e a t e d ) Se w a g e

T r e a t e d Se w a g e

W a s t e w a t e r

T y p i c a l C o u n t s (C F U / m l )

> 10
*

10 ^ - 10 *

10 ^ - 10 ^

10 ^ - 10 ^

2 . 1 . 4 D r i n k i n g W a t e r a n d D i s t r i b u t i o n Sy s t e m s

A e r o m o n a s c a n o c c u r i n h i gh n u m b e r s i n s o m e w a t e r s o u r c e s
,
e s p e c i a l l y l o w l a n d l a k e s

a n d r i v e r s ,
f r o m w h i c h t h e y c a n e n t e r t h e d r i n k i n g w a t e r s u p p l y a s a r e s u l t o f i n e f f e c t i v e o r

i n c o m p l e t e t r e a t m e n t . C o n t r o l o f a e r o m o n a d s a n d o t h e r b a c t e r i a i s t y p i c a l l y a c h i e v e d w i t h

i n c r e a s e d d i s i n f e c t i o n a n d ,
l i k e o t h e r

,
s i m i l a r b a c t e r i a

,
f r e e f l o a t i n g a e r o m o n a d s a r e s u s c e p t ib l e

t o c o m m o n l y u s e d c h l o r i n e - b a s e d d i s i n f e c t a n t s . A st u dy c o n d u c t e d o n c l i n i c a l a n d

e n v i r o n m e n t a l s t r a i n s o i A e r o m o n a s f o u n d th a t m e s o p h i l i c a e r o m o n a d s w e r e g e n e r a l l y m o r e

s u s c e p t i b l e t o c h l o r i n e a n d m o n o c h l o r i n e t h a n a c o n t r o l gr o u p o f e n t e r o b a c t e r i a a n d

p s e u d o m o n a d s (K n o c h e l
,
1 99 1) . T h i s w a s c o r r o b o r a t e d b y S i s t i e t a l ( 19 9 8) w h o t e s t e d th e

s u s c e p t i b i l i t y o f t o x i g e n i c a e r o m o n a d s t o c h l o r i n e i n d r i n k i n g w a t e r s u p p l i e s . T h r o u g h th e

c o u r s e o f t h e i r s t u d y ,
t h e y t e s t e d th e e f f e c t i v e n e s s s e v e r a l d i f f e r e n t r e s i d u a l c h l o r i n e

c o n c e n t r a t i o n s a t tw o t e m p e r a t u r e l e v e l s (5
° C a n d 2 0 ° C ) o n ^ . hy d r o p h i l a . T a b l e 3 s h o w s t h a t

fr e e c h l o r i n e i s m u c h m o r e e f f e c t i v e a t i n a c t i v a t i o n a t t h e l o w e r t e m p e r a t u r e s a n d w i t h i n c r e a s i n g

c o n c e n t r a t i o n s .

- 12 -
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T a b l e 3 : T i m e s r e q u i r e d f o r a 5 0 % (T s o) a n d 95 % ( T ^s) r e d u c ti o n i n t h e n u m b e r of v i a b l e A .

h y d r o p h i l a c e l l s f r o m t h e i n i t i a l p o p u l a t i o n ( 7. 4 x 1 0
*
c e l l s / m l) a f t e r e x p o s u r e t o i n c r e a s i n g

c o n c e n t r a t i o n s o f f r e e c h l o r i n e i n d r i n k i n g w a t e r a t 5 ° C a n d 2 0 ° C (S i s t i e t a l
,
1 99 8)

C h l o r i n e (m g /L ) T s o 5 ° C T s o 2 0
° C T 9S 5 ° C T 9 5 2 0° C

0 . 0 5 6 m i n > 9 0 m i n 6 8 m i n > 9 0 m i n

0 .
1 5 3 s e c > 9 0 m i n 6 6 m i n > 9 0 m i n

0 . 2 2 3 s e c > 9 0 m i n 6 4 m i n > 9 0 m i n

0 . 2 5 2 1 s e c > 9 0 m i n 4 1 m i n > 9 0 m i n

0 . 3 14 s e c 1 1 . 5 m i n 3 1 m i n 8 2 m i n

0 . 3 5 14 s e c 3 0 s e c 2 8 m i n 6 7 m i n

0 . 4 8 s e c 2 0 s e c 7 m i n 5 7 m in

0 . 5 < 5 s e c < 5 s e c < 5 s e c 5 m i n

0 . 6 < 5 s e c < 5s e c < 5 s e c 3 m i n

A n o t h e r s t u d y fo u n d t h a t a e r o m o n a d s a r e a l s o s u s c e p t i b l e t o i n a c t i v a t i o n b y c h l o r i n e

d i o x i d e a t l e v e l s < 0 . 2 m g /L (M e d e m a
,
e t a l

,
1 9 9 1 ) . O t h e r fi n d i n g s i n t h i s s t u d y c o n c l u d e d t h a t i n

m o s t d r i n k i n g w a t e r s a c h l o r i n e d i o x i d e d o s e o f 0 . 2 m g/ L i s c o m p l e t e l y c o n s u m e d w i th i n 10

m i n u t e s . C h l o r i n e d i o x i d e c a n b e a n e f f e c t i v e a g e n t f o r p o s t - d i s i n f e c t i o n
, p r o v i d e d th e c h l o r i n e

d i o x i d e d e m a n d o f t h e r e c e i v i n g w a t e r i s l o w . Si g n i f i c a n t d i e - o f f o f A e r o m o n a s o c c u r s o n l y i n

t h e p r e s e n c e o f a r e s i d u a l c h l o r i n e d i o x i d e c o n c e n t r a t i o n
. F o r e f f e c t i v e p r o t e c t i o n

,
a c h l o r i n e

d i o x i d e r e s i du a l s h o u l d b e m a i n t a i n e d t hr o u gh o u t t h e n e t w o r k . I n m o s t w a t e r t y p e s
,
t h i s c a n o n l y

b e e s t a b U s h e d b y a d d i t i o n o f h i g h e r c h l o r i n e d i o x i d e d o s e s (0 . 5 - 1 m g/ L ) (M e d e m a e t a l
,
19 9 1) .

O n c e i n t h e d i s t r i b u t i o n s y s t e m , a ft e r g r o w t h i s p o s s i b l e a n d c o n t a m i n a t i o n s u b s e q u e n t t o

t r e a t m e n t i s p o s s i b l e , e s p e c i a l l y w h e n a s s o c i a t e d w i t h b i o f i lm s (B l o c k
,
19 9 2 ) . T h e l e v e l s o f

a e r o m o n a d s f o u n d i n t h e p o s t - t r e a tm e n t w a t e r s a n d th e d i s t r i b u t i o n s y s t e m r a n g e f r o m 1 0
' ^

- 10
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C F U /m l a n d 1 0
' ^

- 10 ^ C F U / m l
,

r e s p e c t i v e l y (H o lm e s
,
N i c c o l l s , a n d S a r t o r y , 1 9 9 6 ) . T h e s e

r e s u lt s i n d i c a t e t h a t a ft e r g r o w t h i s l i k e l y t o o c c u r i n f i n i s h e d w a t e r i n t h e d i s t r i b u t i o n s y s t e m
,
a n d

t h a t t r e a t m e n t m a y b e i n e f f e c t i v e i n p r o v i d i n g a n a d e q u a t e r e s i d u a l c h l o r i n e l e v e l t h a t w i l l

e l im i n a t e a e r o m o n a d s . I n a s t u dy c o n d u c t e d i n B e l g i u m (K e r s t e r s , e t a l ,
1 9 9 5 ) t h a t s u r v e y e d

s e v e r a l d r i n k i n g w a t e r p l a n t s ,
t h e a v e r a g e r e du c t i o n o f a e r o m o n a d s fo l l o w i n g fl o c c u l a t i o n -

s e d i m e n t a t i o n a n d c h l o r i n a t i o n w a s 9 9 . 7% a n d s l o w s a n d f i l t r a t i o n r e d u c e d t h e n u m b e r s b y

9 8 . 9% . I n t e r e s t i n g l y ,
t h e y a l s o o b s e r v e d a n i n c r e a s e i n t h e l e v e l s o f a e r o m o n a d s f o l l o w i n g

fi l t r a t i o n b y g r a n u l a r a c t i v a t e d c a r b o n (G A C ), a n d p o s t u l a t e d th a t A e r o m o n a s s p e c i e s m i gh t

i n h a b i t t h e s e f i l t e r s a n d o t h e r f i lt e r m e d i a b y f o r m i n g o r i n h a b i t i n g b i o f i lm s (K e r s t e r s , e t a l ,

19 9 5) . T h i s p h e n o m e n o n w a s a l s o o b s e r v e d p r e v i o u s l y b y W i l c o x ( 19 8 3) ,
w h o o b s e r v e d th a t

a e r o m o n a d s , i n a d d i t i o n t o o t h e r b a c t e r i a ,
w e r e p r e s e n t i n h i g h e r n u m b e r s i n t h e e f fl u e n t t h a n t h e

i n fl u e n t w a t e r s t r e a t e d w i t h a G A C - f i l t e r .

O th e r s t u d i e s h a v e s u g ge s t e d th a t t h e f o r m a t i o n o f b i o f i lm s a n d th e r e s i s t a n c e t o c h l o r i n e

o r f a i l u r e t o m a i n t a i n a h i g h r e s i d u a l c h l o r i n e l e v e l i n t h e d i s t r i b u t i o n s y s t e m m i g h t a l s o

c o n t r i b u t e t o t h e a ft e r g r o w th o f a e r o m o n a d s F r e e a e r o m o n a d s a r e ge n e r a l l y s u s c e pt i b l e t o

t y p i c a l c h l o r i n e - b a s e d d i s i n f e c t a n t s
,
h o w e v e r

,
w h e n a s s o c i a t e d w i t h b i o f i l m s

,
i n c r e a s e d c o n t a c t

t im e s a n d e l e v a t e d r e s i d u a l l e v e l s o f di s i n f e c t a n t s a t > 0 . 2 m g / L a r e n e c e s s a r y t o c o n t r o l

a e r o m o n a d s w i t h i n a d i s t r i b u t i o n s y s t e m (E d g e ,
e t a l

,
19 8 7) . T h i s w a s s u b s t a n t i a t e d b y H o l m e s

a n d N i c c o l l s ( 19 9 5 ) , w h o i n v e s t i g a t e d b i o fi lm s f r o m e x h u m e d p i p e l e n g th s
,
f o u n d t h a t 3 0%

c o n t a i n e d a e r o m o n a d s w i t h a n a v e r a g e p o p u l a t i o n o f 1 18 CF U /g w e t w e i g h t s .
F o l l o w i n g

d i s i n f e c t i o n w i t h I m g / L o f c h l o r i n e
,
A e r o m o n a s c o u l d s t i l l b e i s o l a t e d f r o m 10% o f p i p e l e n g t h s

w i t h a n a v e r a g e p o p u l a t i o n o f 5 1 C FU / g w e t w e i g h t s .
T h i s i n d i c a t e s t h a t a l t h o u g h f r e e c e l l s o f

A e r o m o n a s a r e s u s c e p t i b l e t o d i s i n f e c t i o n
, p o p u l a t i o n s o f a e r o m o n a d s m a y s u r v i v e h i gh c h o r i n e
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d o s i n g w h e n a s s o c i a t e d w i t h b i o f i l m s . H a v e l a a r a n d c o l l e a g u e s ( 1 9 9 0 ) r e p o r t e d r e -

g r o w t h o f

a e r o m o n a d s i n 16 o u t o f 2 0 D u t c h d i s t r ib u t i o n s y s t e m s .
T h e g e o m e t r i c m e a n c o u n t s v a r i e d

b e t w e e n 1 a n d 4 4 0 C F U / l OOm l
,
w i t h a m a x im u m c o u n t o f 3 3 0 0 CF U / l OOm l o bt a i n e d f r o m a

r i v e r w a t e r s o u r c e d s u p p l y . G r o w t h o c c u r r e d i n t h e p e r i p h e r a l p a r t s o f t h e d i s t r i b u t i o n s y s t e m

a n d w a s p a r t i c u l a r l y a s s o c i a t e d w i t h w a t e r d e r i v e d f r o m a n a e r o b i c gr o v i n d w a t e r c o n t a i n i n g

m e t h a n e . I n a s t u dy c o n d u c t e d i n a dr i n k i n g w a t e r s u p p l y i n n o r t h e a s t Sc o t l a n d (G a r i v e l , L a n d r e ,

a n d L a m b , 19 9 8 ) , i t w a s o b s e r v e d t h a t t h e p r o b a b i l i t y o f d e t e c t i n g a e r o m o n a d s i n c r e a s e d w i t h

d e c r e a s i n g l e v e l s o f c h l o r i n a t i o n i n t h e d i s t r i b u t i o n s y s t e m ,
b u t , t h a t e v e n i n a r e a s o f h i g h

r e s i d u a l c h l o r i n e (> 0 . 2 m g/ L ) ,
a e r o m o n a d s w e r e s t i l l d e t e c t e d

,
i n d i c a t i n g a p r o t e c t i v e m e c h a n i s m

f o r A e r o m o n a s
.
G a r i v e l

,
L a n d r e

,
a n d L a m b ( 19 9 8) p o s e d tw o p o s s i b i l i t i e s f o r t h i s o c c u r r e n c e :

T h e f i r s t i s t h a t a b i o f i lm i s p r e s e n t w i t h i n t h e d i s t r i b u t i o n n e t w o r k
, p r o v i d i n g a p r o t e c t i v e m a t ri x

s u r r o u n d i n g t h e a e r o m o n a d s
,
t h e r e b y s hi e l d i n g t h e m fr o m o x i d a t i o n b y c h l o ri n e a n d p r o v i d i n g

n u t r i e n t s t h a t p r o m o t e a f te r gr o w th . T h e a l t e r n a t i v e e x p l a n a t i o n i s t h a t a e r o m o n a d s a r e a c q u i r i n g

t o l e r a n c e t o c h l o r i n e t h r o u g h a p h y s i o l o g i c a l a d a p t a t i o n ,
e i t h e r t hr o u g h e x p o s u r e t o s u b - l e t h a l

d o s e s o r t hr o u g h c e l l - s t a r v a t i o n
.

Sim i l a r o b s e r v a t i o n s w e r e m a d e b y v a n d e r K o o ij a n d H i n j e n ( 19 9 8) ,
w h o d e m o n s t r a t e d

t h a t ^ . hy d r o p h i l a c o u l d u t i l i z e a v a r i e t y o f o r g a n i c c o m p o u n d s , i n c l u d i n g c a r b o h y d r a t e s , a m i n o

a c i d s ,
a n d l o n g - c h a i n f a t t y a c i d s

,
a t l o w c o n c e n t r a t i o n s ( 10 )i g /L ) . M i x t u r e s o f c o m p o u n d s a t

i n d i v i du a l c o n c e n t r a t i o n s o f 0 . 1- 1 |i g /L e n h a n c e d g r o w t h , d e m o n s t r a t i n g th a t a e r o m o n a d s a r e

c a p a b l e o f g r o w t h i n t h e p r e s e n c e o f t h e l o w c o n c e n t r a t i o n s o f n u t r i e n t s t h a t w o u l d b e a v a i l a b l e

i n b i o f i lm s a n d s e d i m e n t s w i t h i n a d i s t r i b u t i o n s y s t e m (v a n d e r K o o i j , H i n j e n ,
19 9 8) .
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2 . 2 R a t i o n a l e f o r E n v i r o n m e n t a l R e s e a r c h o n A e r o m o n a s a n d C h o i c e o f A n a l y t i c a l

M e t h o d s

2 . 2 . 1 A e r o m o n a s Sp e c i e s

A e r o m o n a d s a r e u b i qu i t o u s
,
o x i d a s e p o s i t i v e

,
f a c u l t a t i v e l y a n a e r o b i c

, g l u c o s e f e r m e n t i n g ,

G r a m - n e g a t i v e b a c i l l i t h a t a r e a u t o c h t h o n o u s t o a q u a t i c e n v i r o n m e n t s . T h e y h a v e b e e n i s o l a t e d

f r o m b r a c k i s h
,
f r e s h , e s t u a r i n e ,

m a r i n e
, a n d c h l o r i n a t e d a n d u n c h l o r i n a t e d w a t e r s u p p l i e s . T h e y

h a v e a l s o b e e n i s o l a t e d f r o m d i s e a s e d c o l d a n d w a r m b l o o d e d a n im a l s a n d f r o m hu m a n s s i n c e

t h e e a r l y 19 5 0 s (C a m a h a n
,
2 0 0 1) . A d d i t i o n a l l y ,

a e r o m o n a d s a r e a b l e t o t o l e r a t e a w i d e r a n g e o f

t e m p e r a t u r e s
,
s a l i n i t i e s

,
a n d p H c o n d i t i o n s . T r a di t i o n a l l y , t h e y h a v e b e e n s e p a r a t e d i n t w o

d i s t i n c t g r o u p s : M e s o p h i l i c ,
m o t i l e a n d p s y c h o p h i l i c , n o n - m o t i l e a e r o m o n a d s . B o t h a r e c a p a b l e

o f c a u s i n g d i s e a s e i n f i s h , a l t h o u g h i t i s t h e m o t i l e
,
m e s o p h i l i c a e r o m o n a d s t h a t h a v e b e e n

i m p l i c a t e d a s a ge n t s o f h u m a n d i s e a s e .

A e r o m o n a s h a v e b e e n s e l e c t e d f o r t h i s s t u dy b e c a u s e o f t h e i r u b i q u i t y i n t h e e n v i r o n m e n t
,

t h e i r r e l a t i v e l y e a s y d e t e c t i o n a n d i s o l a t i o n
,
t h e i r i n c l u s i o n o n t h e E P A '

s C CL 1 a n d 2
,
a n d

b e c a u s e s o m e o f t h e m ,
n o t a b l y A hy d r o p h i l a ,

a r e c o n s i d e r e d p o t e n t i a l h u m a n p a t h o g e n s .

A d d i t i o n a l l y ,
t h e y h a v e b e e n s h o w n t o b e r e s i s t a n t t o m u l t i p l e a n t i b i o t i c s (F o l a n

,
2 0 0 7 ; B r o n s t e d

,

2 0 0 5 ; G o n i - U r r i z a , e t a l , 1 9 9 9 ) .

2 . 2 . 2 R e c o v e r y a n d D e t e c t i o n o f A e r o m o n a s i n t h e E n v i r o n m e n t

T h e m o s t o ft e n u s e d p r o c e d u r e f o r t h e d e t e c t i o n
,
i s o l a t i o n

,
a n d e n u m e r a t i o n o f

A e r o m o n a s f r o m t r e a t e d a n d e n v i r o n m e n t a l w a t e r s i s m e m b r a n e f i l t r a t i o n a n d c u l t u r e o n

a m p i c i l l i n - d e x t r i n a ga r w i t h v a n c o m y c i n (A D A - V ) m e d i u m (E P A m e th o d 16 0 5 ) . T h e r e a r e a l s o

o t h e r s im i l a r m e d i a , s u c h a s m - A e r o m o n a s a g a r , w h i c h a l s o c o n t a i n a m p i c i l l i n (R i p p e y a n d

C a b e l l i
,
1 9 7 9 ) a n d a r e c o n s i d e r e d e q u a l l y s e l e c t i v e a n d e f f i c i e n t a t i s o l a t i n g m o s t a e r o m o n a d s
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fr o m e n v i r o n m e n t a l s o u r c e s w h e n u s e d i n c o m b i n a t i o n w i t h s t a n d a r d m e m b r a n e fi h r a t i o n

t e c h n i q u e s . H o w e v e r , t h e r e a r e a f e w n o n -

p a t h o g e n i c s p e c i e s o f a e r o m o n a d s t h a t a r e s u s c e p t i b l e

t o a m p i c i l l i n a n d w i l l b e s e l e c t e d a g a i n s t u s i n g t h e s e m e d i a . Sp r e a d a n d p o u r p l a t e c u l t u r e

t e c h n i q u e s a n d l i q u i d e n r i c hm e n t c u l t u r e m e t h o d s c a n a l s o b e u t i l i z e d f o r t h e r e c o v e r y o f

A e r o m o n a s f r o m e n v i r o n m e n t a l s o u r c e s (M o y e r e t a l . ,
1 9 9 2) .

2
.
2

. 3 Sp e c i a t i o n M e t h o d s f o r A e r o m o n a s

T h e i d e n t i f i c a t i o n o f A e r o m o n a s s p p . i s c r u c i a l b u t h a s p r o v e n t o b e d i f fi c u l t . O v e r t h e

p a s t t w e n t y y e a r s
,
t h e t a x o n o m y o f t h e f a m i l y A e r o m o n o d a c e a e h a s g r o w n f r o m f o u r k n o w n

s p e c i e s i n 1 9 84 : ^ .
hy d r o p h i l a (R G \ ) , A . c a v i a e (H G 4 ) ,

y l s o h r i a (H G 7 ) ,
a n d ^ . s a l m o n i c i d a

(H G 3 ) (Po p o f f , 19 84 ) , t o s e v e n t e e n s p e c i e s b y 2 0 04 . T h e s e v e n t e e n s p e c i e s a r e a l s o r e f e r r e d t o

a s h y br i d i z a t i o n g r o u p s (H G ) b a s e d o n D N A - D N A h y b r i d i z a t i o n s t u d i e s . T h e n e w e r s p e c i e s

i n c l u d e A b e s t i a r u m (H G 2 ), A m e d i a (H G 5 ), A e u c r e n o p h i l a (H G 6 ), A v e r o n i i bv s o b r i a (H G

8),
A . j a n d a e i (H G 9 ) ,

A v e r o n i i b v v e r o n i i (H G I O),
A s p (¥ {G \ \ ) ,

A
.
s c h u b e r t i i (H G 12 ),

A e r o m o n a s s p . (H G 13 ) , A t r o t a (H G 14 ) , A a l l o s a c c h a r o p h i l a (H G 1 5), A .

e n c h e l e i a (H G 16 ),
a n d / I p o p o jf i i (H G 1 7) (M a r t i n - C a m a h a n & Jo s e p h ,

2 0 0 5 ) . T h i s e v o l v i n g

t a x o n o m y h a s p r e v e n t e d t h e d e v e l o p m e n t o f a n u n a m b i g u o u s a n d r a p i d m e a n s t o i d e n t i f y s p e c i e s

o f A e r o m o n a s s p e c i e s

Sp e c i a t i o n o f i s o l a t e s c a n b e d o n e i n s e v e r a l w a y s
,
i n c l u d i n g D N A - D N A h y b r i d i z a t i o n

,

c o n v e n t i o n a l b i o c h e m i c a l a n a l y s i s , m u l t i - l o c u s s e q u e n c e t y p i n g (M L S T ) a n d m a t r i x a s s i s t e d

l a s e r d e s o r p t i o n / i o n i z a t i o n m a s s s p e c t r o m e t r y . T h e f i r s t t w o a r e o l d e r
,
m o r e c o n v e n t i o n a l

m e t h o d s
,
w i t h b i o c h e m i c a l c h a r a c t e r i z a t i o n / p h e n o t y p i n g b e i n g t h e m o s t w i d e l y u s e d i n c l i n i c a l

a n d e n v i r o n m e n t a l l a b o r a t o r i e s b e c a u s e o f t h e i r e a s e a n d p r a c t i c a l i t y . Se v e r a l b i o c h e m i c a l

s c h e m e s h a v e b e e n d e s c r i b e d
,
b u t t h e m o s t u s e f u l a n d p r a c t i c a l f o r t h e i d e n t i f i c a t i o n o f t h e f i v e

p a t h o g e n i c s p e c i e s i s t h e A e r o k e y I I (C a m a h a n
,
B e r h a m a n d Jo s e p h , 19 9 1) (F i g u r e 1) . O th e r
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b i o c h e m i c a l m e t h o d s h a v e b e e n d e s c r i b e d b y A b b o t a n d c o l l e a g u e s (2 0 0 3 ) .
T h e s e s c h e m e s a r e a

g o o d de a l m o r e e x t e n s i v e a n d r e q u i r e n u m e r o u s t e s t s i n o r d e r t o e l u c i d a t e m o r e t h a n c o m p l e x

l e v e l i d e n t i f i c a t i o n o f a e r o m o n a d s .

F ig u r e 1 : A e r o k ey I I s c h e m e f o r t h e p h e n o ty p i c s p e c i a t i o n of A e r o m o n a s . a
,
a g a r f o r m u l a t i o n

o n ly ; b ,
A e r o k e y I I c a n b e m o d if i e d t o e n d h e r e w i t h a n i d e n t if i c a t i o n o f A . v e r o n i i b v . s o b r i a ;

c , B a u e r - K i r by d i s k d if f u s io n m e th o d o n ly (C a r n a h a n , B e r h a m a n d J o s e p h , 1 9 9 1)

O x i d a s e - p o s i t i v e , G l u c o s e ' f e r m e n t i n g ,

G r a m n e g a t i v e r o d s , r e s i s t a n t t o 0 ^ 2 9
V i b ri o s t a t i c A g e n t ( I SO / x g )

E s c u l i n H y d r o ^ i s *

I n d o l e

P r o d u c t i o n

A - s c h u b e rt i i

V o g e s -

P r o s k a u c r

^ t r o t a

A c i d fr o m
S u c r o s e

A . j a n d iLe i
A - v e r Q R H

b i o v a r

s o b r i a

£s, SS !^ &m s

R e s i s t a n c e

t o

C e p h a l o t h i n *

( 3 0 M g )

O a s fi ro m
G l u c o s e

(T S I )

A c i d fr o m
A r a b i n o s e

A . h v d ro p h Da

1^ v e r o p i j A - h v d r o p h i l a
b i o v a r

D N A - D N A h y b r i di z a t i o n s t u d i e s o n A e r o m o n a s w e r e fi r s t d e s c r i b e d b y P o p o f f a n d c o ¬

w o r k e r s ( 19 8 1) . I n t h i s s t u d y ,
t hr e e s p e c i e s w e r e i n i t i a l l y d e s c r i b e d : A . hy d r o p h i l a (t y p e s t r a i n =

A T C C 7 9 6 6 ), A . c a v i a e (t y p e s t r a i n = A T C C 1 54 6 8), a n d A . s o b r i a (t yp e s t r a i n = C I P 7 4 3 3) .

W i t h i n t h e s e g r o u p s , t h e y f o u n d t h a t e a c h c o n t a i n e d t w o t o t h r e e D N A h y b r i d i z a t i o n g r o u p s

(H G s ) th a t c o u l d n o t b e s e p a r a t e d f r o m e a c h o th e r b y p h e n o t yp i c t r a i t s .
A hy d r o p h i l a
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p h e n o s p e c i e s r e s i d e d a m o n g t h r e e g e n o s p e c i e s r e f e r r e d t o a s D N A H G s 1 - 3 . D N A H G s 4 - 6

c o n t a i n e d a e r o m o n a d s t h a t r e s e m b l e d t h e p h e n o s p e c i e s A . c a v i a e , a n d D N A H G s 7 - 8 r e s e m b l e d

A s o b r i a . N o t i n c l u de d i n t h e i n i t i a l d e s c r i p t i o n b y P o p o f f w a s t h e n o n - m o t i l e p s y c h r o p h i l e A .

s a l m o n i c id a
, b u t i t w a s i n c l u d e d i n t h e f i r s t e d i t i o n o f S e r g e y

'

s M a n u a l o f Sy s t e m a t i c

B a c t e r i o l o g y i n 19 8 4 (P o p o f f ,
1 9 84 ) .

T h i s l i s t o f g e n o t y p i c a l l y d i s t i n c t A e r o m o n a s ge n o s p e c i e s

h a s s i n c e e x p a n d e d t o 17 H G s (M a r t i n - C a m a h a n & Jo s e p h ,
2 0 0 5) .

M L ST i s r e l a t i v e l y n e w w a y t o c h a r a c t e r i z e b a c t e r i a u s i n g m o l e c u l a r m e t h o d s (E n r i g h t

a n d Sp r a t t ,
19 9 9) . I t a u g m e n t s c u r r e n t b i o c h e m i c a l i d e n t i fi c a t i o n m e t h o d s a n d i s p a r t i c u l a r l y

u s e f u l f o r r a r e s p e c i e s o f A e r o m o n a s f o u n d i n e n v i r o n m e n t a l w a t e r s . M L ST u t i l i z e s a s e t o f

g e n e s i n o r d e r t o d i f f e r e n t i a t e s p e c i e s d i f f e r e n c e s w i t h i n a g e n u s . T h e g e n e s t h a t h a v e b e e n u s e d

f o r t h e i de n t i fi c a t i o n o f a e r o m o n a d s a r e 16 S
,
r e c A

,
D N A g y r a s e s (g y r A a n d g y r B ) ,

c h i t i n a s e a n d

o t h e r h o u s e k e e p i n g ge n e s t h a t a r e t h o u g ht t o b e l e s s c o n s e r v e d t h a n 1 6S a n d h a v e m o r e g e n e t i c

d i v e r s i t y t o h e l p s e p a r a t e t h e s p e c i e s . ¥ o r A e r o m o n a s
,
a y - p r o t e o b a c t e r i u m

, p r e v i o u s s t u d i e s

h a v e d o c u m e n t e d c h i t i n a s e g e n e s a s p o w e r f u l l o c i f o r t a x o n o m i c i d e n t i f i c a t i o n o f Pr o t e o b a c t e r i a

(C o t r r e l l e t a l
,
2 0 0 0) a n d a r e i n c l u d e d a l o n g w i t h s e v e r a l o t h e r l o c i f o r t h e n u m e r o u s e n z y m e s

t h a t a r e e l a b o r a t e d b y a e r o m o n a d s (P e m b e r t o n e t a l ,
1 9 9 7 )

O th e r s t u d i e s h a v e u s e d t h e h i g h l y c o n s e r v e d 1 6S r i b o s o m a l R N A g e n e s e q u e n c e s f o r

p h y l o g e n e t i c a n a l y s e s . A s d e s c r i b e d b y W o e s e ( 19 8 7) ,
b e c a u s e t h i s r e g i o n i s h i gh l y c o n s e r v e d

,

i t i s r e fl e c t i v e o f b a c t e r i a l p h y l o ge n y b e tw e e n d i f f e r e n t g e n e r a . M a r t i n e z - M u r c i a e t a l ( 19 9 2 ;

19 9 9 ; 2 0 0 5 ), h a v e d o n e e x t e n s i v e w o r k o n t h e I 6 S g e n e s o f a e r o m o n a d s
, p l e s i o m o n a ds a n d E

c o l i . T h e y h a v e d e t e r m i n e d s e q u e n c e s f o r m o s t o f t h e r e s p e c t i v e s p e c i e s o f t h e ge n u s

A e r o m o n a s a n d c o n s t r u c t e d p h y l o g e n e t i c t r e e s b a s e d o n t h e d a t a . M o s t s p e c i e s e x h i b i t e d h i g h
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l e v e l s o f o v e r a l l s e q u e n c e s i m i l a r i t y (9 8 - 1 0 0 % ) t o e a c h o t h e r
,
b u t d i s s i m i l a r i t i e s f r o m o t h e r

g e n e r a i n t h e g a m m a s u b c l a s s o f t h e p r o t e o b a c t e r i a .

R e c e n t s t u d i e s h a v e r e p o r t e d s u c c e s s i n d i f f e r e n t i a t i o n o f s p e c i e s o f A e r o m o n a s w i t h t h e

u s e o f o n l y t h r e e g e n e t i c \ o c i : 1 6S , g y r B ,
a n d r p o D (S o l e r

,
e t a l

,
2 0 0 4 ; K u p f e r , e t a l

,
2 0 0 6 ) . T h e y

f o u n d n u c l e o t i d e s e q u e n c e s o f r p o D a n d g y r B h a d s im i l a r n u c l e o t i d e s u b s t i t u t i o n r a t e s (< 2% )

a n d a s im i l a r n u m b e r o f v a r i a b l e p o s i t i o n s (3 4% f o r r p o D v e r s u s 3 2% fo r gy r B ) . St r a i n

g r o u p i n g s b y a n a l y s i s o f r p o D
, g y r B a n d a c o m b i n a t i o n o f b o t h g e n e s w e r e c o n s i s t e n t w i t h t h e

t a x o n o m i c o r g a n i z a t i o n o f a l l A e r o m o n a s s p e c i e s d e s c r i b e d t o d a t e . T h e y a d d i t i o n a l l y o b s e r v e d

t h a t t h e s im u l t a n e o u s a n a l y s i s o f b o t h m o l e c u l a r (e v o l u t i o n a r y ) c l o c k s im p r o v e d t h e r e l i a b i l i t y

a n d th e p o w e r t o d i f f e r e n t i a t e c l o s e l y r e l a t e d t a x a (So l e r ,
e t a l

,
2 0 0 4 ; K u p f e r ,

e t a l
,
2 0 0 6) .

T h e u s e o f m a s s s p e c t r o m e t r y f o r m i c r o b i a l a n a l y s i s i s a n a t t r a c t i v e a l t e r n a t i v e t o t h e

m o r e t r a d i t i o n a l p h e n o t y p i c a n d m o l e c u l a r b i o l o g i c a l a p p r o a c h e s t o b a c t e r i a l t a x o n o m y . F o r

o v e r 6 0 y e a r s ,
a n a l y t i c a l c h e m i s t s h a v e u s e d a w i d e a s s o r tm e n t o f m a s s s p e c t r o m e t e r s a n d m a s s

s p e c t r o m e t r y
- b a s e d a p p r o a c h e s ,

i n c l u d i n g p y r o l y s i s m a s s s p e c t r o m e t r y , g a s c h r o m a t o g r a p h y -

m a s s s p e c t r o m e t r y , f a s t - a t o m b o m b a r d m e n t m a s s s p e c t r o m e t r y ,
a n d e l e c t r o s p r a y - t a n d e m m a s s

s p e c t r o m e t r y t o c h a r a c t e r i z e a n u m b e r o f m i c r o o r g a n i s m s b y th e i r p r o t e i n c o n t e n t o r b y th e i r

f a t t y a c i d c o m p o s i t i o n (A n h a l t a n d F e n s e l a u
,
19 7 5 ; W i e t e n e t a l

,
1 9 8 1 ; M a g e e e t a l

,
1 9 9 3 ; C a i n

e t a l , 1 9 9 4 ) . T h e m o s t r e c e n t i n s t r u m e n t e m p l o y e d i n t h i s f i e l d o f b a c t e r i a l c l a s s i f i c a t i o n h a s

b e e n m a t r i x - a s s i s t e d l a s e r d e s o r p t i o n / i o n i z a t i o n - m a s s s p e c t r o m e t r y (M A L D I - M S) . D u e t o t h e

M A LD I - M S
"
s o ft

" i o n i z a t i o n p r o c e s s a n d i t s a b i l i t y t o s im u l t a n e o u s l y d e t e c t a n u m b e r o f i n t a c t

a n a l y t e s (p e p t i d e s , p r o t e i n s a n d o t h e r b i o l o g i c a l m o l e c u l e s ) , t h i s i n s t r u m e n t i s v e r y a t t r a c t i v e f o r

t h e a n a l y s i s o f b a c t e r i a l w h o l e c e l l s
.
I n r e c e n t y e a r s

, t h e r e h a v e b e e n a n u m b e r o f s t u d i e s

d e m o n s t r a t i n g t h e c a p a b i l i t y o f M A L D I - M S t o d i f f e r e n t i a t e b e t w e e n a w i d e a s s o r t m e n t o f
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m i c r o b e s b a s e d o n t h e m a s s s p e c t r a l o u t p u t o f t h e M A L D I - M S . T h i s t e c h n i q u e g e n e r a t e s a m a s s

s p e c t r a l fi n g e r p r i n t , o r m / z s i g n a t u r e (b e t w e e n m / z 2 0 0 0 a n d 2 6 , 0 00 ) , t h a t c a n b e u s e d t o i d e n t i f y

t h e g e n u s a n d s p e c i e s o f a m i c r o o r g a n i s m d u e t o c o n s e r v a t i o n o f p r o t e i n e x p r e s s i o n w i t h i n a

t a x o n o m i c g r o u p (D o n o h u e
,
e t a l

,
2 0 0 5 ; 2 0 0 7 ) .

T h e t a x o n o m y o f A e r o m o n a s i s c o m p l e x a n d h a s c o n f o u n d e d r e s e a r c h e r s f o r y e a r s . O v e r

t h e p a s t tw e n t y y e a r s ,
t e c h n o l o g i c a l a d v a n c e s h a v e a l l o w e d r e s e a r c h e r s t o a t t e m p t t o c l a r i f y t h e

t a x o n o m y t h r o u gh g e n e t i c a n d p r o t e o m i c t e c hn i q u e s . Se v e r a l o f t h e s e a dv a n c e s i n c l u d e P C R

a m p l i fi c a t i o n a n d s e q u e n c in g o f n u m e r o u s h o u s e k e e p i n g g e n e s a n d s m a l l s u b - u n i t r i b o s o m a l

D N A { 16 S r D N A ) i n o r d e r t o d e t e r m i n e t h e s m a l l t a x o n o m i c d i f f e r e n c e s b e t w e e n t h e s p e c i e s i n

t h e g e n u s A e r o m o n a s . A n o t h e r m e t h o d t h a t h a s r e c e n t l y b e e n e m p l o y e d i n t h i s e n d e a v o r i s

m a t r i x a s s i s t e d l a s e r d e s o r p t i o n / i o n i z a t i o n m a s s s p e c t r o m e t r y (M A L D I - M S) . Si n c e i t i s a

r e l a t i v e l y n e w m e t h o d u s e d f o r a e r o m o n a d s , n o o n e t o d a t e h a s s o u gh t t o c o m p a r e t h e g e n e t i c

a n d p r o t e o m i c a p p r o a c h e s t o s e e w h i c h h a s m o r e u t i l i t y f o r t h e d e t e r m i n a t i o n o f s p e c i e s w i t h i n

t h e g e n u s . T h e f o l l o w i n g s e c t i o n w i l l p r o v i d e a d e t a i l e d d e s c ri p t i o n o f t h e m e th o d s u s e d t o m e e t

t h e o bj e c t iv e s m e n t i o n e d i n S e c t i o n 1
.

3 . 0 M e t h o d s

Si t e s e l e c t i o n
, s a m p l i n g a n d b i o c h e m i c a l t e s t i n g o f t h e b a c t e r i a l i s o l a t e s o f t h i s s t u d y

w e r e p e r f o r m e d p r e v i o u s l y b y M s . E m b r e y B r o n s t a d a n d h e r r e s e a r c h t e a m a s p a r t o f h e r

M a s t e r s T e c h n i c a l R e p o r t (B r o n s t a d ,
2 0 0 4 ) . A l l s i t e d e s c r i p t i o n s , s a m p l i n g m e t h o d s a n d

b i o c h e m i c a l m e t h o d s a r e t r a n s c r i b e d
,
w i t h m i n o r e d i t i n g ,

f r o m h e r M a s t e r s T e c hn i c a l R e p o r t

(B r o n s t a d ,
2 0 0 4 ) .

A d d i t i o n a l i n f o r m a t i o n i s p r o v i d e d d u e t o f a c i l i t y u p gr a d e s a n d c h a n g e s t h a t

h a v e s u b s e q u e n t l y t a k e n p l a c e a ft e r t h e c o l l e c t i o n o f t h e b a c t e r i a l i s o l a t e s o n w h i c h t h i s s t u dy i s

b a s e d .
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3 . 1 P r im a r y Si t e C h a r a c t e r i s t i c s

T h e O r a n g e W a t e r a n d Se w e r A u t h o r i t y (O WA SA ) M a s o n F a r m R o a d w a s t e w a t e r

t r e a t m e n t p l a n t (WWT P ) w a s s e l e c t e d a s t h e p o i n t a r o u n d w h i c h s e d im e n t s a m p l e s w e r e

c o l l e c t e d a n d c a n b e d e s c r i b e d a s f o l l o w s a t t h e t im e o f s a m p l e c o l l e c t i o n :

• M i n im a l a g r i c u l t u r a l im p a c t s t o t h e r e c e i v i n g w a t e r s .

• M i n im a l u p s t r e a m p o i n t a n d n o n - p o i n t p o l l u t i o n s o u r c e s .

• T r e a t m e n t a t t h e w a s t e w a t e r p l a n t i n c l u d e d s c r e e n i n g , p r im a r y a n d s e c o n d a r y

s e d im e n t a t i o n
,
a c t i v a t e d s l u d g e ,

b i o l o g i c a l n u t r i e n t r e m o v a l a n d d i s i n f e c t i o n w i t h

c h l o r i n e . T h e t r e a t m e n t p l a n t h a d a 12 m i l l i o n g a l l o n s p e r d a y (M G D ) c a p a b i l i t y a n d

t r e a t e d o n a v e r a g e 8 M G D
.

• T h e e f fl u e n t o f a 6 8 8 - b e d u n i v e r s i t y h o s p i t a l a n d a l a r g e r e s e a r c h u n i v e r s i t y w a s

s e r v i c e d b y t h e W WT P .

• T h e u p s t r e a m s a m p l i n g s i t e (U S ) w a s l o c a t e d a p p r o x i m a t e l y 6 0 0 m e t e r s b e f o r e t h e

e f fl u e n t d i s c h a r ge . A d d i t i o n a l s a m p l e s w e r e c o l l e c t e d a t p o i n t s 3 3 m e t e r s a n d 9 6 5 m e t e r s

a ft e r t h e e f fl u e n t d i s c h a r g e a n d a r e r e f e r r e d t o a s e f fl u e n t (E ) a n d d o w n s t r e a m (D S),

r e s p e c t i v e l y . T h e s a m p l i n g l o c a t i o n s w e r e s e l e c t e d b a s e d o n t h e i r l o c a t i o n r e l a t i v e t o t h e

w a s t e w a t e r e f fl u e n t d i s c h a r ge a n d th e i r a c c e s s i b i l i t y .

A d d i t i o n a l l y , s a m p l i n g a r e a s w i t h l o w e r fl o w r a t e s w e r e a l s o d e s i r a b l e a s p o t e n t i a l l y

l o n g e r r e s i d e n t t im e s o f w a t e r
,
s o l u t e s a n d b a c t e r i a i n s u c h a r e a s w o u l d a l l o w f o r a

g r e a t e r a c c u m u l a t i o n o f a n t i b i o t i c s i n t h e s e d im e n t a n d h i gh e r a n t i b i o t i c e x p o s u r e t im e s

f o r b a c t e r i a .
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S i n c e t h e s a m p l e s w e r e c o l l e c t e d ,
s u b s e q u e n t c h a n g e s h a v e b e e n m a d e t o t h e M a s o n

F a r m R o a d w a s t e w a t e r t r e a t m e n t p l a n t . T h e s e c h a n g e s i n c l u d e a s w i t c h f r o m c h l o r i n e t o

u l t r a v i o l e t d i s i n f e c t i o n o f t h e w a s t e w a t e r p r i o r t o d i s c h a r g i n g i n t o M o r g a n C r e e k
. OWA SA h a s

a l s o u p g r a d e d t h e c a p a c i t y o f t h e t r e a t m e n t p l a n t t o 14 . 5 m i l l i o n g a l l o n s p e r d a y a n d a d d e d a

r e c l a im e d w a t e r s y s t e m t h a t w i l l t r e a t a p o r t i o n t h e t o t a l p l a n t f l o w a n d s e n d i t t o t h e U N C

c a m p u s , w h e r e i t w i l l b e u s e d i n i t i a l l y a s c h i l l e r p l a n t w a t e r . T h e y h a v e a l s o b u i l t a h i gh

c a p a c i t y s l o w s a n d fi l t e r t o im p r o v e t h e q u a l i t y o f t h e w a t e r t h a t i s b e i n g d i s c h a r g e d o n a n a n n u a l

b a s i s . F i g u r e 2 s h o w s t h e a p p r o x im a t e l o c a t i o n s o f t h e s a m p l i n g s i t e s .

F ig u r e 2 : A p p r o x im a t e S a mp l i n g S i t e s A r o u n d WWT P

D OWN S T R E A M

I

^ ^ A ^ D IS C H A R G
^

'

T^ t x ^
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3 . 2 S a m p l e C o l l e c t i o n

Sa m p l i n g o f s t r e a m s e d im e n t s (b o t t o m m a t e r i a l b e l o w t h e w a t e r c o l u m n o r e x p o s e d a t

l o w f l o w ) w a s c o n d u c t e d o n s i x s e p a r a t e d a t e s b e tw e e n A p r i l 2 0 0 5 a n d Ju l y 2 0 0 5 . T h e U S

s a m p l i n g s i t e w a s o n t h e u p s t r e a m s i d e o f a b r i d g e w h e r e t h e f l o w w a s s l i g h t l y i m p e de d . A t t h e

E s a m p l i n g s i t e
,
a d o w n e d l o g h a d c r e a t e d a p o o l t h a t a l l o w e d s a m p l e s t o b e c o l l e c t e d a t p o i n t

w h e r e w a t e r h a d a s l o w e r f l o w r a t e . F i n a l l y , a t s a m p l i n g s it e D S, a c o n c r e t e f o r d c r e a t e d a

s l o w e r f l o w r a t e i n f r o n t o f t h e fo r d f r o m w h i c h th e s a m p l e s w e r e c o l l e c t e d . D u p l i c a t e g r a b

s a m p l e s w e r e c o l l e c t e d f r o m U S , E a n d D S th r o u g h th e u s e o f a n E c km a i m d r e d g e . T h e t o p

c e n t i m e t e r o f s e d im e n t r e t r i e v e d b y t h e d r e d g e w a s r e m o v e d w i th t h e a i d o f a s p a t u l a ,
t r a n s f e r r e d

t o 12 5 m L s t e r i l e N a l g e n e H D PE (s am p l e ) b o t t l e s a n d p l a c e d i n a c o o l e r f o r t r a n s p o r t b a c k t o

l a b o r a t o r y ; t h e s p a t u l a w a s r i n s e d w i t h d e i o n i z e d w a t e r (D r a c o r
, N C ) b e t w e e n s a m p l e s . T h e

a m o v m t o f s e d im e n t s a m p l e s v a r i e d b e tw e e n a p p r o x i m a t e l y 3 0 - 5 0 g r a m s a n d w a s e n o u gh t o

p e r f o r m m i c r o b i a l a n a l y s i s . I n t h e e v e n t t h a t t h e s e d im e n t s a m p l e w a s o v e r l a i d w i t h w a t e r
,
t h e

s u p e r n a t a n t w a s p i p e t t e d o u t o f t h e s a m p l e b o t t l e b e f o r e s e d im e n t h o m o g e n i z a t i o n b y m a n u a l

s h a k i n g . A ft e r t h e w a t e r w a s r e m o v e d
,
t h e b o t t l e w a s r e c a pp e d a n d t h e s e d im e n t s a m p l e s w e r e

s h a k e n f o r o n e m i n u t e . O n e g r a m o f t h e h o m o ge n i z e d s e d im e n t w a s a d d e d t o a 15 m L p l a s t i c

c o n i c a l t u b e c o n t a i n i n g 9 m L o f p h o s p h a t e b u f f e r e d w a t e r w i t h m a g n e s i u m (St a n d a r d M e th o d s

b u f f e r ) a n d v o r t e x e d f o r t e n s e c o n d s : T h i s w a s c o n s i d e r e d t o b e a 10 - f o l d d i l u t i o n . F o r St a n d a r d

M e t h o d s b u f f e r ,
s t o c k s o l u t i o n s o f p o t a s s i u m d i h y d r o g e n p h o s p h a t e a n d m a g n e s i u m c h l o r i d e

w e r e p r e p a r e d a c c o r d i n g t o t h e p r o c e d u r e s s p e c i f i e d b y th e m e t h o d a n d s t o r e d i n 1. 2 5 m L -

g l a s s

c o n t a i n e r s a t 4 ° C u n t i l u s e . W h e n n e e d e d
,
1 . 2 5 m L o f ph o s p h a t e s t o c k a n d 5 m L m a g n e s i u m

c h l o r i d e s t o c k w e r e a d d e d t o a 1- L g l a s s b o t t l e c o n t a i n i n g 50 0 m L o f d e i o n i z e d w a t e r a n d

a u t o c l a v e d ( St a n d a r d M e t h o d s ,
2 0 t h e d . , 1 9 9 8) . T h e 10- f o l d s e d i m e n t d i l u t i o n s w e r e p r e p a r e d

f i r s t a n d w e r e v o r t e x e d a g a i n f o r t e n s e c o n d s t o e n s u r e h o m o g e n i z a t i o n o f t h e d i l u t i o n b e f o r e 1
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r t i L o f t h e s u p e r n a t a n t w a s r e m o v e d a n d a d d e d t o t h e n e x t t u b e o f 9 m L p h o s p h a t e b u f f e r a s

a n o t h e r 1 0 - f o l d di l u t i o n ; t e n - f o l d s e ri a l d i l u t i o n s w e r e p r e p a r e d u n t i l t h e 1 0
' " * d i l u t i o n w a s

r e a c h e d . W h e n c r e a t e d a n d s a m p l e d ,
e a c h d i l u t i o n w a s v o r t e x e d f o r fi v e s e c o n d s t o e n s u r e

h o m o g e n i z a t i o n .

3 . 3 B i o c h e m i c a l T e s t i n g o f B a c t e r i a l I s o l a t e s

V o l u m e s o f 10 0 |̂ L o f t h e 1 0
" ^

,
10

' ^
,
a n d l O

" "*
d i l u t i o n s w e r e s p r e a d - p l a t e d i n du p l i c a t e

o n t o a m p i c i l l i n - d e x t r i n a g a r (m - A e r o m o n a s I s o l a t i o n A g a r , B i o l i f e , M i l a n , I t a l y ) s u p p l e m e n t e d

w i t h v a n c o m y c i n (A D A - V ) . A D A - V a g a r w a s e m p l o y e d a n d p r e p a r e d a s r e c o m m e n d e d b y th e

E P A M e t h o d 1 6 0 5 f o r t h e i s o l a t i o n o f a e r o m o n a d s fi -

o m d ri n k i n g w a t e r . I n s u m m a r y ,
t h e a g a r

w a s pr e p a r e d a c c o r d i n g t o t h e m a n u fa c t u r e r
'

s i n s t r u c t i o n s
,
s t e ri l i z e d b y a u t o c l a v i n g a n d a l l o w e d

t o c o o l i n a 5 0 ° w a t e r b a t h . T e n m i l l i g r a m s o f a m p i c i l l i n s o d i u m s a l t a n d 2 m g o f v a n c o m y c i n

h y d r o c h l o r i d e (Si gm a A l d r i c h , St . L o u i s , M o . ) w e r e d i s s o l v e d i n t o t w o s e p a r a t e 10 m L v o l u m e s

o f d e i o n i z e d w a t e r
,
a n d e a c h 10 m L v o l u m e w a s fi l t e r s t e r i l i z e d t h r o u g h a 0 . 2 2 |j m -

p o r e - s i z e d

fi l t e r i n t o o n e l i t e r o f c o o l e d
,
m o l t e n a g a r . T h e a ga r w a s s h a k e n s l o w l y t o u n i f o r m l y d i s t r i b u t e

t h e a n t i b i o t i c s b e f o r e d i s p e n s i n g 10 - m l v o l u m e s i n t o i n d i v i du a l s t e r i l e 10 0 m m d i a m e t e r P e t ri

d i s h e s .

A 10 0 |a,L v o l u m e o f t h e s a m p l e d i l u t i o n w a s e v e n l y d i s t r i b u t e d a c r o s s t h e s u r f a c e o f t h e

a g a r u s i n g a fl a m e s t e r i l i z e d g l a s s
" h o c k e y s t i c k

"
a n d a s m a l l h o r i z o n t a l l y m o u n t e d

,
r o t a t i n g

w h e e l a s t h e p l a t f o r m o n w h i c h t o m a n u a l l y s p i n t h e p l a t e . T h e a g a r p l a t e w a s p l a c e d o n t h e

w h e e l a n d sp u n w h i l e t h e g l a s s s t i c k w a s u s e d t o s p r e a d th e s a m p l e a c r o s s t h e a g a r s u r f a c e .

A D A - V p l a t e s w i t h th e s p r e a d - p l a t e d s a m p l e w e r e i n c u b a t e d fo r 2 4 + / - 2 h o u r s a t 3 5 ° C .

A ft e r i n c u b a t i o n o f t h e A D A - V p l a t e s
, p r e s u m p t iv e A e r o m o n a s s p e c i e s c o l o n i e s w e r e

t r i p l e s t r e a k e d o n t o t r y p t i c s o y a g a r (T SA ) p l a t e s t o w h i c h a 15 0 ^ g d i s k o f 0 / 12 9 V i b r i o s t a t i c
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A g e n t (R e m e l
,
L e n e x a

,
K S ) w a s a d d e d i n t h e d e n s e s t p a r t o f t h e i n i t i a l s t r e a k .

T h e d i s k w a s

a d d e d w i t h t w e e z e r s t h a t w e r e fl a m e s t e r i l i z e d b e t w e e n e a c h i s o l a t e . T h e T SA w a s p r e p a r e d

a c c o r d i n g t o t h e m a n u f a c t u r e r
'

s r e c o m m e n d a t i o n s i n a 1- L gl a s s b o t t l e ,
w i t h s h a k i n g t o e n s u r e

h o m o g e n i z a t i o n a n d w e t t i n g o f t h e m e d i u m u p o n a d d i t i o n t o r e a g e n t w a t e r a n d t h e n a u t o c l a v i n g .

T h e i n o c u l a t e d T SA p l a t e s w e r e i n c u b a t e d o v e r n i g h t . I f t h e i s o l a t e s p r o v e d r e s i s t a n t t o

t h e v i b r i o s t a t i c a ge n t
,
t h e y w e r e a r c h i v e d a t - 8 0 ° C i n a f r e e z i n g s o l u t i o n c o m p o s e d o f t r y p t i c s o y

b r o t h (T S B ) (B e c t o n D i c k i n s o n , S p a r k s , M D ) a n d g l y c e r o l (F i s c h e r Sc i e n t i f i c , F a i r L a w n , N J) a t

a f i n a l c o n c e n t r a t i o n o f 2 5% ( V / Y ) . O n e h u n dr e d a n d f i ft y m L o f T SB w a s p r e p a r e d a c c o r di n g

t o m a n u f a c t u r e r
'

s i n s t r u c t i o n s t o w h i c h w a s a d d e d 5 0 m L o f gl y c e r o l . T h i s s o l u t i o n w a s

a u t o c l a v e d a n d a ft e r c o o l i n g ,
1 m L a l i q u o t s w e r e a d d e d t o s t e r i l e 1 . 5- m L c a p a c i t y

m i c r o c e n t r i f u g e (E p p e n d o r f ) t u b e s . U s i n g a s t e r i l i z e d w o o d e n a pp l i c a t o r s t i c k ,
m a t e r i a l

r e c o v e r e d f r o m o n e i s o l a t e d c o l o n y fr o m e a c h T SA p l a t e w a s a dd e d t o t h e l i q u i d o f o n e

m i c r o f u g e t u b e a n d v o r t e x e d i n o r d e r t o h o m o g e n i z e t h e b a c t e r i a l s u s p e n s i o n . T h e b a c t e r i a l

i s o l a t e s w e r e t h e n a r c h i v e d a t - 8 0 ° C a n d r e m o v e d f o r u s e a s n e e d e d .

T h e i s o l a t e s w e r e s u bj e c t e d t o a n u m b e r o f a d d i t i o n a l b i o c h e m i c a l t e s t s i n a n a t t e m p t t o

c o n f i r m th e m a s A e r o m o n a s s p . Se e T a b l e 4 fo r a s u m m a r y o f p o s i t iv e r e s u l t s a s s o c i a t e d w it h

e a c h o f t h e b i o c h e m i c a l t e s t s u s e d . A s t e r i l e d i s p o s a b l e 1 m L - g l a s s p i p e t t e w a s u s e d t o r e m o v e

a s m a l l p o r t i o n o f t h e f r o z e n b a c t e r i a l s u s p e n s i o n w h i c h w a s do t t e d (s p o t t e d ) o n t o a T SA p l a t e .

St e r i l e w o o d e n a p p l i c a t o r s t i c k s w e r e u s e d t o t r i p l e - s t r e a k t h e i n o c u l u m f o r b a c t e r i a l c o l o n y

i s o l a t i o n a n d th e T SA p l a t e s w e r e i n c u b a t e d o v e r n i g ht . A n i n d i v i d u a l c o l o n y w a s p i c k e d w it h a

s t e r i l e w o o d e n a p p l i c a t o r s t i c k a n d i n o c u l a t e d o n K l i g e r i r o n a g a r (K I A ) s l a n t s b y f i s h t a i l

s t r e a k i n g o n t h e s l a n t a n d s t a b b i n g i n t o t h e b u t t o f t h e a g a r s l a n t . I n o c u l a t e d s l a n t s w e r e

i n c u b a t e d b o t h a e r o b i c a l l y a n d a n a e r o b i c a l l y a t 3 5
°

C . S l a n t s w e r e p r e p a r e d b y a d d i n g 5 m L o f
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m o l t e n a g a r m e d i u m t o s t e r i l e g l a s s 16 x 1 0 0m m t u b e s a n d a l l o w i n g t h e m t o d r y i n a n i n c l i n e d

p o s i t i o n . T o w a r d s t h e e n d o f t h e s t u d y , p r o b l e m s w i t h t h e K I A w e r e e n c o u n t e r e d
,
a n d a c h a n g e

t o t r i p l e s u g a r i r o n a g a r (T S I) w a s im p l e m e n t e d . I n d i v i d u a l i s o l a t e s w e r e a l s o s t r e a k e d o n t o

p l a t e s o f b i l e e s c u l i n (B E ) a g a r (O x o i d
,
L e n e x a

,
K S) ,

a n d s u bj e c t e d t o s p o t i n d o l e a n d s p o t

o x i d a s e t e s t s : t h e r e a g e n t s f o r t h e s e t w o t e s t s w e r e p u r c h a s e d f r o m R e m e l
, (L e n e x a K S) a n d

B e c t o n D i c k i n s o n (Sp a r k s
,
M D ) ,

r e s p e c t i v e l y . Sp o t i n d o l e a n d o x i d a s e t e s t s w e r e c o n du c t e d

a c c o r d i n g t o t h e f o l l o w i n g p r o c e du r e : A 4 5 m m a b s o r b e n t m e d i a p a d (M i l l i p o r e
,
B e n t o n M A )

w a s s a t x i r a t e d w i t h th e r e a g e n t a n d a s m a l l b i t o f c o l o n y m a t e ri a l w a s s m e a r e d w i t h a s t e ri l e

w o o d e n a p p l i c a t o r o n t o t h e r e a g e n t - s o a k e d p o r t i o n o f t h e p a d . C o l o n i e s w e r e a l s o s t r e a k e d o n t o

M a c C o n k e y a g a r p l a t e s a n d i n o c u l a t e d i n t o s t e r i l e g l a s s t u b e s c o n t a i n i n g 5 m L o f p u r p l e b r o t h

b a s e (P B B ) (B B L ,
N e w Je r s e y ) c o n t a i n i n g a c o n c e n t r a t i o n o f 1% L - a r a b i n o s e . F o r t h i s t e s t

, a

s t o c k s o l u t i o n o f 10% L - a r a b i n o s e w a s p r e p a r e d b y a d d i n g 10 g r a m s o f L - a r a b i n o s e t o a fi n a l

v o l u m e o f 10 0 m L d e i o n i z e d w a t e r a n d d i s s o l v e d w i t h th e a m a g n e t i c s t i r b a r a n d s t i r p l a t e .

V o l u m e s a p p r o p r i a t e t o a c h i e v e a fi n a l c o n c e n t r a t i o n o f 1% L - a r a b i n o s e i n t h e b r o t h b a s e w e r e

fi l t e r s t e ri l i z e d t hr o u gh a 0 2 2 [ i m p o r e - s i z e d fi l t e r i n t o a s t e r i l e g r a d u a t e d c y l i n d e r , t o w h i c h w a s

a d d e d s t e r i l e P B B t o a fi n a l d e s i r e d v o l u m e . F o r e x a m p l e ,
2 5 m L o f 1% L - a r a b i n o s e w o u l d b e

a d d e d t o 2 2 5 m L o f P B B f o r a fi n a l c o n c e n t r a t i o n o f 2 . 5 g r a m s o f L - a r a b i n o s e i n a t o t a l v o l u m e

o f 2 50 m L . T u b e s w e r e v o r t e x e d g e n t l y i n o r d e r t o e v e n l y d i s t r i b u t e t h e b a c t e ri a . F i n a l l y ,

c o l o n i e s w e r e i n t r o d u c e d w i th s t e ri l e w o o d e n a p p l i c a t o r s i n t o s t e r i l e g l a s s t u b e s c o n t a i n i n g 1 m L

o f M e th y l R e d V o g e s - P r o s k a u e r (MR V P) b r o t h (B B L ,
N e w Je r s e y ) . A l l t e s t s r e q u i ri n g th e u s e o f

g l a s s t u b e s w e r e c a p p e d w i th s t e r i l e l o o s e fi t t i n g p l a s t i c c a p s i n o r d e r t o a l l o w f o r a e r o b i c

c o n d it i o n s w i t h i n t h e t u b e . B i l e e s c u l i n p l a t e s a n d L - a r a b i n o s e t u b e s w e r e i n c u b a t e d a t 3 5 ° C f o r

7 d a y s ,
a n d V P t u b e s w e r e a l l o w e d t o i n c u b a t e a t 3 5 ° C f o r 2 d a y s b e f o r e r e a g e n t s w e r e a d d e d .
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A ft e r i n c u b a t i o n
,
6 d r o p s e a c h o f 6% a - n a p h t h o l a n d 4 0% p o t a s s i u m h y d r o x i d e w e r e a d d e d t o

t h e t u b e s c o n t a i n i n g V P b r o t h a n d a l l o w e d t o r e a c t f o r 10 - 15 m i n u t e s ; t h e a d d i t i o n o f r e a g e n t s

w a s c o n d u c t e d i n a f u m e h o o d . I n i t i a l l y , t h e s e r e a g e n t s w e r e o b t a i n e d f r o m B i o M e r i e u x (M a r c y

I
'

E t o i l e
,
F r a n c e ); l a t e r t h e y w e r e p r e p a r e d f r o m r a w i n g r e d i e n t s i n t h e l a b o r a t o r y a n d u s e d i n

c o n t r o l s t u d i e s b e f o r e b e i n g e m p l o y e d i n t h e d i s c r im i n a t o r y a n a l y s i s . F o r t h e V P t e s t s
,
a 4 0 %

p o t a s s i u m h y d r o x i d e (K O H ) s o l u t i o n w a s p r e p a r e d b y a d d i n g 4 0 g r a m s o f K O H p e l l e t s (E M

S c i e n t i f i c
,
C h e r r y H i l l ,

N J) t o a s m a l l a m o u n t o f d e i o n i z e d w a t e r a n d s t i r r e d i n t o s o l u t i o n . T h e

d i s s o l v e d K O H w a s t h e n t r a n s f e r r e d t o a 10 0 m L v o l u m e t r i c f l a s k t o w h i c h w a s a d d e d e n o u g h

d e i o n i z e d w a t e r t o b r i n g t h e fi n a l v o l u m e t o 10 0 m L . T h i s r e a g e n t w a s s t o r e d i n 2 0 m L p l a s t i c

s c r e w t o p v i a l s a t 4 ° C u n t i l u s e . A 6% a - n a p h t h o l s o l u t i o n w a s p r e p a r e d b y d i s s o l v i n g 6 g r a m s

o f a - n a p h th o l (Si gm a - A l dri c h
,
St . L o u i s

,
M O ) i n a s m a l l a m o u n t o f d e n a t u r e d H P L C g r a d e

e t h a n o l (S i gm a - A l d r i c h , St . L o u i s
,
M O ) , a n d t r a n s f e r r i n g t h i s s o l u t i o n t o a 10 0 m L v o l u m e t r i c

fl a s k . E t h a n o l w a s t h e n a d d e d t o a fi n a l v o l u m e o f 1 0 0 m L . A ft e r a l i q u o t t i n g t h e a - n a p h t h o l

r e a g e n t i n t o 4 0 m L s c r e w - t o p a m b e r v i a l s
,
t h e v i a l s w e r e s e a l e d a d d i t i o n a l l y w i t h T e fl o n t a p e t o

p r e v e n t v o l a t i l i z a t i o n a n d st o r e d a t 4 ° C i m t i l u s e . Se e T a b l e 3 b e l o w f o r a s u m m a r y o f t e s t

d e s c r i p t i o n s a n d p o s i t i v e r e s u l t s f o r e a c h t e s t . A r a n d o m s a m p l e o f 1 5 i s o l a t e s w a s s u bj e c t e d t o a

G r a m s t a i n t o c o n fi r m t h e i r p h y s i o l o g y a n d m o r p h o l o g y a s G r a m - n e g a t iv e r o d s . I s o l a t e s w e r e

s t r e a k e d o n T SA a n d i n c u b a t e d o v e r n i g h t b e f o r e s t a i n i n g . R e a g e n t s w e r e s u p p l i e d b y

B i o c h e m i c a l S c i e n c e s
,
Sw e d e s b o r o

,
N J

,
a n d s t a i n i n g w a s c o n d u c t e d a c c o r d i n g t o s t a n da r d

p r o c e d u r e s (M a c F a d d i n
,
2 0 0 0 ) . A l l b i o c h e m i c a l r e s u l t s f o r t h e i s o l a t e s e x a m i n e d c a n b e f o u n d

i n A p p e n d i x A .
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T a b l e 4 : B i o c h e m i c a l T e s t a n d P o s i t i v e R e s u l t s
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I SO î g

0 / 12 9

V i b r i o s t a t i c

M a c C o n k e y
a g a r

Sp o t

O x i d a s e

Sp o t I n d o l e

D e x t r i n

f e r m e n t a t i o n
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f e r m e n t a t i o n
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O r a n g e A f e l l o w

c o l o n i e s

N o i n h i b i t e d

g r o w t h n e a r

D i s k

P i n k c o l o n i e s

B l u e c o l o r

c h a n g e a ft e r

e x p o s u r e t o

r e a g e n t

P i n k c o l o r

c h a n g e a ft e r

e x p o s u r e t o

r e a g e n t

R e a g e n t T e s t P o s i t i v e

B i l e

E s c u l i n

A g a r

V o g e s
-

P r o s k a u e r

L -

A r a b i n o s e

T SI a g a r

E s c u l i n

h y d r o l y s i s

A c e t o i n

p r o d u c t i o n

f r o m g l u c o s e

f e r m e n t a t i o n

A r a b i n o s e

f e r m e n t a t i o n

G l u c o s e

F e r m e n t a t i o n

w i t h g a s

p r o du c t i o n

B l a c k / B r o w n

c o l o n i e s a n d

da r k e n i n g o f
a g a r

P i n k l i n e a t

i n t e r f a c e o f

r e a g e n t a n d

b r o t h
B r o t h c o l o r

c h a n g e f r o m

p u r p l e t o

y e l l o w

C o l o r c h a n g e

f r o m r e d t o

y e l l o w a n d

g a s p r e s e n t

3 . 4 P o l y m e r a s e C h a i n R e a c t i o n (P C R ) o f 1 6S r D N A
, g y r B

,
a n d r p o D

3 . 4 . 1 P C R P r i m e r s

T h e l i t e r a t u r e w a s s u r v e y e d a n d t hr e e s e t s o f p r im e r s
,
e a c h f o r a s p e c i f i c g e n o m e l o c u s

w e r e s e l e c t e d f o r t h i s s t u d y b a s e d o n t h e r e s o l u t i o n t h a t t h e y p r o v i d e d i n d e t e r m i n i n g s p e c i e s

w i t h i n t h e g e n u s A e r o m o n a s T a b l e 4 l i s t s t h e g e n o m e l o c u s a n d i t s f o r w a r d a n d r e v e r s e p r im e r s
,

t h e p o s i t i o n (a c c o r d i n g t o E c o l i n u m b e r i n g s y s t e m ) a n d t h e s o u r c e o f t h e p r i m e r s . A l l p r im e r s

w e r e o r d e r e d f r o m I n t e gr a t e d D N A T e c h n o l o gi e s (C o r a l v i l l e
,
l A ) . T h e y w e r e s h i p p e d i n

l y o p h i l i z e d f o rm a n d r e c o n s t i t u t e d p e r t h e m a n u f a c t u r e r
'

s d i r e c t i o n s .

T a b l e 5 : G e n o m e t a r g e t s a n d t h e i r p r im e r s u s e d f o r P CR a m p l ifi c a t i o n a n d s e q u e n c i n g o f l 6 S ,

g y r B
,
a n d r p o D

G e n e o f

I n t e r e s t

G e n o m e T a r g e t a n d

P r im e r (p o s i t i o n )

Se q u e n c e (5
'

t o 3 '

) R e f e r e n c e

I SS r U N A
A e r F 16S (8 7 - 10 5 ) C T A C T T T T G CC G G C G A G C GG L e e

,
e t a l ,

2 0 0 4

A e r R M S ( 10 4 1- 10 2 2 ) T G A T T C C C G A A G G C A CT C C C L e e , e t a l , 2 0 0 4

D N A

G y r a s e B

S u b u n i t

g y r B 3 F (3 3 4 - 3 5 4 ) T C CG G C G T T C T G C A C G G C G T Y a n e s
,
e t a l

,
2 0 0 3

gy r B U R ( 14 64 - 14 4 4 ) T T G T C C GG G T T G T a C T C G T C Y a n e s , e t a l , 2 0 0 3
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R N A

p o l y m e r a s e

a 7 0 f a c t o r

r p o D - { (7 4 0 - 7 5 7)

r p o D - r (80 0 - 7 82 )

G T C A A T T C C G C C T G A T G C

A T CA T C T C G C G C A T G T T G T

S o l e r e t a l ,
2 0 0 4

S o l e r
,
e t a l

,
2 0 0 4

3 .
4

.
2 D N A E x t r a c t i o n a n d A m p l i f i c a t i o n

A l l i s o l a t e s a n a l y z e d f o r I 6S
, g y r B ,

a n d r p o D g e n e s b y P CR w e r e r e m o v e d f r o m t h e -

8 0 ° C f r e e z e r
,
t h a w e d f o r a p p r o x im a t e l y 3 0 m i n u t e s a n d 6 \ i \ o f b a c t e r i a l s u s p e n s i o n w a s h e a t e d

f o r 10 m i n . a t 9 9 ° C t o o b t a i n c r u d e l y s a t e s . A ft e r c e n t r i ft i g a t i o n a t 14
,
0 0 0 x g f o r 10 s

,
2 \i \ o f t h e

i s o l a t e s u s p e n s i o n s u p e r n a t a n t w a s u s e d i n a l l P CR a s s a y s .

U p o n c o m p l e t i o n o f t h e P C R r e a c t i o n
,
a l l a m p l i fi e d i s o l a t e p r o du c t s w e r e a n a l y z e d b a s e d

o n t h e ir e l e c t r o p h o r e t i c m o b i l i t y o n 2% a g a r o s e g e l s s t a i n e d w it h e t h i d i u m b r o m i d e . A l l g e l s

w e r e m a d e b y a d d i n g 2 g o f a g a r o s e t o 10 0 m L o f T E b u f fe r a n d h e a t i n g f o r t w o m i n u t e s i n a

m i c r o w a v e t o e n s u r e c o m p l e t e d i s s o l u t i o n . T h e a g a r o s e w a s t h e n a l l o w e d t o c o o l f o r

a p p r o x i m a t e l y fi v e m i n u t e s b e f o r e a d d in g 4 [i L o f e t h i d i u m b r o m i d e
,
w hi c h w a s s w i r l e d t o

e n s u r e h o m o g e n i z a t i o n . T h e a g a r o s e w a s p o u r e d i n t o a m o l d a n d a l l o w e d t o s e t f o r

a p p r o x i m a t e l y o n e h o u r . C o m b s w e r e p l a c e d i n t o t h e m o l d th a t c r e a t e d w e l l s u s e d t o l o a d t h e

i s o l a t e P C R p r o d u c t D N A .
A 5 [j - L v o l u m e o f t h e i s o l a t e p r o d u c t D N A w a s l o a d e d i n t o e a c h

w e l l a l o n g w i th 1 [x L o f l o a d i n g d y e (Qi a g e n ,
V a l e n c i a

,
C A ) a n d th e g e l w a s c o v e r e d w i t h I x

T r i s - a c e t a t e b u f f e r s o l u t i o n t o e n s u r e p r o p e r c o n d u c t i v i t y . G e l s w e r e t h e n p l a c e d i n a n e l e c t r i c

fi e l d o f 1 l OV f o r a p pr o x im a t e l y 4 5 m i n u t e s t o a l l o w f o r a p p r o p r i a t e s e p a r a t i o n o f a m p l i fi e d

D N A f r a g m e n t s . G e l s f o r J 6 S a n d r p o D w e r e a n a l y z e d q u a l i t a t i v e l y b y v i s u a l i z i n g th e g e l w i t h

U V l i g h t a n d a g e l im a g i n g d e v i c e a n d q u a n t i t a t i v e l y f o r a m p l i c o n s i z e b y c o m p a r i n g v i s i b l e

b a n d s t o a 10 0 b a s e p a i r D N A r e f e r e n c e l a d d e r o f k n o w n s i z e m o l e c u l e s
.
F o r gy r B

, a 10 0 0

k i l o b a s e p a i r D N A r e f e r e n c e l a d d e r w a s u s e d b e c a u s e o f t h e l a r g e s i z e ( l l OObp ) o f t h e a m p l i c o n .
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A l l p r im e r s r e f e r e n c e d i n T a b l e 5 w e r e s u b j e c t e d t o t h e f o l l o w i n g P C R p r o t o c o l s : 1 ) 1 6 S

r D N A ,
9 5 ° C f o r 1 5 m i n u t e s {t a q p o l y m e r a s e a c t i v a t i o n ) , f o l l o w e d b y 4 0 c y c l e s o f 9 4 ° C

(d e n a t u r i n g ) f o r o n e m i n u t e
,
6 8° C (a n n e a l i n g ) f o r o n e m i n u t e

,
7 2 ° C (e x t e n s i o n ) f o r o n e m in u t e

,

f o l l o w e d b y 7 2 ° C fo r t e n m i n u t e s
,
a n d 4 ° C f o r t e n m i n u t e s ; 2 ) g y r B ,

9 5° C f o r 15 m i n u t e s
,

f o l l o w e d b y 4 0 c y c l e s o f 9 4 ° C f o r o n e m i n u t e
,
5 5 ° C f o r o n e m i n u t e

,
7 2

° C f o r o n e m i n u t e
,

f o l l o w e d b y 7 2 ° C f o r t e n m i n u t e s , a n d 4 ° C f o r t e n m i n u t e s ; 3 ) r p o D
,
9 5 ° C f o r 1 5 m i n u t e s

,

f o l l o w e d b y t w o c y c l e s a t 9 4 ° C f o r o n e m i n u t e
,
6 3 ° C f o r o n e m i n u t e

,
7 2 ° C f o r o n e m i n u t e

,

f o l l o w e d b y tw o c y c l e s a t 9 4 ° C f o r o n e m i n u t e
,
6 1 ° C f o r o n e m i n u t e

,
7 2 ° C f o r o n e m i n

,
f o l l o w e d

b y t w o c y c l e s a t 9 4 ° C f o r o n e m i n u t e , 5 9
° C f o r o n e m i n u t e , 72

° C f o r o n e m i n u t e , f o l l o w e d b y 3 0

c y c l e s a t 9 4 ° C f o r o n e m in u t e , 5 8
° C f o r o n e m i n u t e

,
72 ° C fo r o n e m i n u t e

,
7 2 ° C f o r t e n m i n u t e s

,

a n d 4 ° C f o r t e n m i n u t e s .

F o r e a c h r e a c t i o n 12 . 5 \i \ o f H o t St a r t M a s t e r m i x (Q i a g e n ,
V a l e n c i a

,
C A ) w a s v o r t e x e d

w i t h a 10 . 1 ^ 1 o f RN A a n d D N A fr e e w a t e r (Qi a g e n , V a l e n c i a
,
CA ) a n d 0 . 2 \i \ o f f o r w a r d a n d

r e v e r s e p r i m e r . A s p r e v i o u s l y i n d i c a t e d ,
2 \i \ o f b a c t e r i a l i s o l a t e w a s a d d e d t o t h e s o l u t i o n a ft e r

h e a t r e l e a s e o f b a c t e r i a D N A . T h e fi n a l v o l u m e o f e a c h r e a c t i o n w a s 2 5 |x l . P C R a m p l i fi c a t i o n

w a s t h e n p e r f o r m e d u s i n g t h e c o n d i t i o n s d e s c r i b e d a b o v e i n a t h e r m a l c y c l e r (P T C - 2 0 0
,
M J

R e s e a r c h
,
I n c .

,
W a t e r t o w n

,
M A . ) .

3 . 4 . 3 D N A S e q u e n c i n g a n d S e q u e n c e A n a l y s i s .

P C R p r o du c t s w e r e s e q u e n c e d u s i n g t h e f o r w a r d P CR p r im e r a ft e r p u r i fi c a t i o n w i t h

a Q IA q u i c k P CR p u r i f i c a t i o n k i t (Q i a ge n ,
V a l e n c i a

,
C A ) . B r i e fl y , p u r i fi e d D N A w a s r e c o v e r e d

f r o m e x c e s s P C R p r o d u c t . A ft e r p u r i f i c a t i o n , t h e D N A w a s qu a n t i t a t i v e l y a n a l y z e d f o r U V

fl u o r e s c e n c e t o d e t e r m i n e t h e p r o p e r a m o i m t o f p u ri f i e d D N A t o b e i n c l u d e d i n t h e s a m p l e t h a t

w a s s e n t f o r D N A s e q u e n c i n g . D N A s e q u e n c i n g w a s p e r f o r m e d a t t h e L i n e b e r g e r Se q u e n c e
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f a c i l i t y (U N C c a m p u s
.
C h a p e l H i l l , N C ) u s i n g th e B i g D y e T e m i n a t o r C y c l e Se q u e n c i n g R e a d y

R e a c t i o n K i t (P E A p p l i e d B i o s y s t e m s ) . S e q u e n c i n g w a s do n e o n l y i n t h e f o r w a r d d i r e c t i o n a s a

c o s t s a v i n g m e a s u r e . I d e a l l y ,
b i d i r e c t i o n a l s e q u e n c i n g w o u l d h a v e b e e n p e r f o r m e d

,
b u t

,
d u e t o

t h e n u m b e r o f i s o l a t e s a n d l o c i b e i n g s e q u e n c e d , i t w a s t h o u gh t t o b e t o o e x p e n s i v e f o r t h e

l i m i t e d b u d g e t o f t h i s p r o j e c t ($3 0 p e r i s o l a t e ) .

A f t e r t h e s e q u e n c i n g w a s c o m p l e t e ,
e a c h s e qu e n c e w i t h i n a l o c u s w a s e d i t e d u s i n g

C o n t i g E x p r e s s
®
(I n v i t r o g e n C o r p o r a t i o n

,
C a r l s b a d

,
C A ) . T h e n u c l e o t i d e s e q u e n c e s o f 1 6S, gy r B

a n d r p o D w e r e i n d e p e n d e n t l y a l i g n e d b y t h e C L U ST A L W p r o g r a m (C o m p u t a t i o n a l B i o l o g y

Se r v i c e U n i t
, C o r n e l l U n iv e r s i t y ,

I t h i c a , N Y ) . G e n e t i c d i s t a n c e s w e r e o b t a i n e d u s i n g K im u r a
'

s 2 -

p a r a m e t e r m o d e l (K im u r a
,
19 8 0 ) a n d e v o l u t i o n a r y t r e e s w e r e c o n s t r u c t e d b y t h e n e i g h b o r -

j o i n i n g (N J) m e t h o d (S a i t o u a n d N e i
,
19 87 ) w i th M EG A

,
v e r s i o n 3 . 0 (K u m a r e t a l

,
2 0 0 1) .

A d d i t i o n a l t r e e s w e r e c o n s t r u c t e d b y t h e U P GM A m e t h o d t o v a l i d a t e t h e N J m e t h o d (N e i a n d

K u m a r , 2 0 0 0 )

3 . 5 M A L D I - M S

A l l M A L D I a n a l y s i s w a s p e r f o r m e d b y D r . M a u r a D o n o h u e a n d h e r r e s e a r c h t e a m f r o m

U S E PA - C i n c i n n a t i
,
O H . Sh e a n a l y z e d 13 3 i s o l a t e s o b t a i n e d a s d e s c r i b e d p r e v i o u s l y . A l l

b i o c h e m i c a l a n d m o l e c u l a r d a t a w a s s h a r e d b e t w e e n o u r U N C l a b a n d D r . D o n o h u e
'

s l a b . A l l

m e t h o d s d e s c r i b e d b e l o w a r e t r a n s c r i b e d w i th m i n o r e d i t i n g w i t h p e r m i s s i o n o f D r .
D o n o h u e .

3 . 5 . 1 R e a g e n t s

T r y p t i c s o y b r o t h (T SB ) a n d 5% s h e e p b l o o d a g a r w e r e p u r c h a s e d fr o m B D B i o s c i e n c e s

(B e d f o r d
,
M A ). A m p i c i l l i n - d e x t r i n a g a r (A D A ) w a s p u r c h a s e d f r o m B i o L i f e (M i l a n o

,
I t a l y ) .

T h e r e a g e n t s f o r t h e b i o c h em i c a l t e s t w e r e p u r c h a s e d f r o m b i o M e r i e u x (D u r h a m , N C ) . Pr o t e i n

S t a n d a r d I a n d s i n a p i n i c a c i d w e r e a c q u i r e d f r o m B r u k e r D a l t r o n i c (B i l l e r i c a
,
M A ) . M e t h a n o l
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a n d a c e t o n i t ri l e w e r e p u r c h a s e d fr o m T e d i a (F a i r fi e l d
,
O H ) . T ri fl u o r o a c e t i c a c i d (T F A ),

v a n c o m y c i n a n d g l y c e r o l w e r e p u r c h a s e d fr o m Si gm a A l d r i c h (St . L o u i s
,
M O ).

3 . 5 . 2 B a c t e r i a l R e f e r e n c e S t r a i n s

T h e s t r a i n s u s e d t o c r e a t e t h e l ib r a r y o f k n o w n A e r o m o n a s s t r a i n s a r e l i s t e d i n A p p e n d i x

B . A l l s t r a i n s u s e d i n t h i s l i b r a r y w e r e e i t h e r t y p e , r e f e r e n c e , o r o t h e r w e l l - c h a r a c t e r i z e d i s o l a t e s

t h a t h a v e b e e n p r e v i o u s l y i d e n t i f i e d a s b e l o n g i n g t o a s p e c i fi c s p e c i e s b y b o th b i o c h e m i c a l a n d

D N A - D N A h y b r i d i z a t i o n s t u d i e s . T h e ^ . s a l m o n i c i d a t y p e s t r a i n
,
A T C C 3 3 6 5 8 (s u b s p e c i e s

s a l m o n i c i d a ) ,
w a s n o t i n c l u d e d i n t h i s s t u d y a s i t r e p r e s e n t e d p s y c h r o ph i l i c s a lm o n i d s t h a t g r o w

w e l l at l o w e r t e m p e r a t u r e (2 0
° C ) a n d a r e p r im a r i l y c o n s i d e r e d fi s h p a th o g e n s .

T h e A .

s a l m o n i c i d a s t a i n s t h a t w e r e i n c l u d e d i n t h e s t u d y w e r e m o t i l e
, g r e w a t 3 5 ° C

,
a n d h a d b e e n

i s o l a t e d f r o m c l i n i c a l (f e c e s ) a n d e n v i r o n m e n t a l s a m p l e s (w a t e r ) . B a s e d o n D N A s t u d i e s t h i s

g r o u p i s r e f e r r e d t o a s A hy d r o p h i l a - l i k e (H G 3 ) b e c a u s e t h e y b e l o n g t o h y b r i d i z a t i o n g r o u p 3 (A .

s a l m o n i c i d a ) ,
b u t h a v e p h e n o t y p i c t r a it s t h a t r e s e m b l e A hy d r o p h i l a .

3 . 5 . 3 S a m p l e P r e p a r a t i o n

A l l s a m p l e s w e r e i n o c u l a t e d o n t o T SA p l a t e s a n d i n c u b a t e d f o r 2 4 h o u r s a t 3 5
° C .

I n d i v i d u a l c o l o n i e s w e r e c a r e f u l l y t r a n s f e r r e d f r o m t h e a g a r s u r f a c e w i t h a s t e r i l e l o o p t o 5 m L o f

T SB a n d i n c u b a t e d f o r 5 h r a t 3 5 ° C . O n e - h u n d r e d î L o f t h e T SB b r o t h w a s s p r e a d o n t o 5%

s h e e p b l o o d a g a r p l a t e s a n d i n c u b a t e d a t 3 5 ° C o v e r n i g h t . T h e b a c t e r i a w e r e h a r v e s t e d f r o m t h e

p l a t e s i n 5 m L o f s t e r i l e s a l i n e . T h e o p t i c a l d e n s i t y o f e a c h s a m p l e w a s m e a s u r e d a t 6 0 0 n m a n d

a dj u s t e d t o 0 . 5 0 0 ± 0 . 0 50 O D . T h e c e l l s w e r e w a s h e d t h r e e t im e s b y c e n t r i f u g a t i o n a n d r e -

s u s p e n d e d i n w a t e r . T h e f m a l c e l l p e l l e t w a s s u s p e n d e d i n 2 0 \i h o f w a t e r . O n e \x L o f e a c h

b a c t e r i a l s u s p e n s i o n w a s p i p e t t e d o n t o t h e s t a i n l e s s s t e e l M A L D I t a r g e t p l a t e a n d im m e d i a t e l y

o v e r l a i d w i t h 1. 5 |i L o f 4 0% m e th a n o l
,
w h i c h w a s a l l o w e d t o s l o w l y e v a p o r a t e a t r o o m
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t e m p e r a t u r e . F o r M S a n a l y s i s ,
t h e d ri e d c e l l s w e r e o v e r l a i d w i t h 1 . 0 (4 ,L o f 1 0 m g / m L s i n a p i n i c

a c i d . T h e s i n a p i n i c m a t r i x s o l u t i o n w a s p r e p a r e d b y d i s s o l v i n g 10 m g i n 1 m L o f 7 0 %

a c e t o n i t r i l e / 0 . 1% T FA . T h e m a t r i x / s a m p l e s p o t s w e r e c r y s t a l l i z e d b y a i r - d r y i n g .

3 . 5 . 4 M A L D I - M S A n a l y s i s

A l l m a s s s p e c t r a w e r e a c q u i r e d u s i n g a B i fl e x I I I (B r u k e r D a l t o n i c s ,
B i l l e r i c i a

,
M A

,

U SA ) MA L D I - M S w i t h a n i t r o g e n l a s e r (3 3 7 i m i ) o p e r a t e d i n p o s i t i v e l i n e a r m o d e . T h e s p e c t r a

w e r e t h e a v e r a g e o f f o u r s p e c t r a a n d e a c h s p e c t r u m w a s th e a v e r a ge o f 1 0 0 sh o t s . T h e s u m m e d

s p e c t r a w e r e s m o o t h e d a n d e x t e r n a l l y c a l i b r a t e d u s i n g t h e s t a n d a r d c a l i b r a n t m i x t u r e
.
Pr o t e i n

C a l i b r a t i o n St a n d a r d I . T h e [M + H ]
" ^

o f i n s u l i n a n d m y o g l o b i n i n t h i s s t a n d a r d w e r e u s e d t o

e x t e r n a l l y c a l i br a t e t h e m a s s s p e c t r o m e t e r .
T h e a c c e l e r a t i o n v o l t a g e w a s m a i n t a i n e d a t 2 0 k V ,

t h e p u l s e v o l t a g e w a s m a i n t a i n e d a t 13 0 0 V
,
a n d t h e e x t r a c t i o n d e l a y t im e w a s 2 2 5 n s

.
T h e da t a

f i l e s w e r e t r a n s f e r r e d t o X M A S S v e r . 5 . 1 . 5 (B r u k e r D a l t o n i c s ) f o r a u t o m a t e d p e a k e x t r a c t i o n a n d

a n a l y s i s .

3 . 5 . 5 D a t a P r o c e s s i n g ,
C l u s t e r A n a ly s i s a n d R e f e r e n c e L i b r a r y

F r o m t h e s p e c t r a
, p e a k l i s t s w e r e g e n e r a t e d u s i n g a p e a k p i c k i n g a l g o ri t h m i n t h e

X M A S S s o f tw a r e e m p l o y i n g a p e x p e a k d e t e c t i o n . P e a k l i s t s w e r e c h e c k e d t o e n s u r e

c o m p l e t e n e s s a n d a c c u r a c y , a n d s t o r e d f o r f i i r t h e r a n a l y s i s .

P e a k l i s t s w e r e e x p o r t e d i n t o E x c e F ' ^ (M i c r o s o ft C o r p o r a t i o n
,
R e dm o n d

,
WA

,
U S A ) a n d

t h e m a s s v a lu e s w e r e b i r m e d i n a s c e n d i n g o r d e r . T h e i o n s w i t h i n ± 5 D a o f e a c h o t h e r w e r e

b i n n e d t o ge t h e r f o r m a s s e s l e s s t h a n 9 0 0 0 D a . F o r m a s s v a l u e s g r e a t e r t h a n 9 0 0 0 D a
,
i o n s w i t h a

± 2 0 D a s p r e a d w e r e b i n n e d t o ge t h e r .
A t o t a l o f 2 5 4 b i n s i n t h e r a n g e o f m / z 3 0 0 0 t o 2 6

,
0 0 0

w e r e u s e d i n t h e c l u s t e r a n a l y s i s . P e a k l i s t s w e r e c h e c k e d t o e n s u r e c o m p l e t e n e s s a n d a c c u r a c y

f o r Ph y l o g e n e t i c A n a l y s i s U s i n g P a r s im o n y (PA U P * ) a n a l y s i s . I n t h i s a n a l y s i s ,
M A L D I - M S
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d a t a w e r e c o n v e r t e d t o p r e s e n c e / a b s e n c e d a t a . T h i s w a s t h e n u s e d t o c a l c u l a t e a d i s t a n c e m a t r i x

u s i n g P A U P * v e r s i o n 4 . 0 b s o ft w a r e (Sw o f fo r d
,
2 0 02 ) . I n t o t a l

,
t hr e e a l g o r i t hm s w e r e u s e d i n t h e

a n a l y s i s : N e i g h bo r - j o i n i n g (N J) ,
U n w e i gh t e d P a i r G r o u p M e th o d w i t h A r i t hm e t i c m e a n

(U PGM A ),
a n d M a x im u m - l i k e l i h o o d .

T h e r e f e r e n c e l i b r a r y c o n t a i n e d t h e m /z s i g n a t u r e o f fi v e i n d e p e n d e n t a n a l y s e s (a t o t a l o f

2 0 s p e c t r u m s ) . P e a k l i s t a n d s p e c t r a r e p r o d u c i b i l i t y w a s a s s e s s e d t o s e t p e a k s e l e c t i o n

p a r a m e t e r s i n o r d e r t o p r o d u c e t h e m o s t s t a b l e m / z s i g n a t u r e f o r b o t h th e r e f e r e n c e s t r a i n s a n d

u n k n o w n w a t e r i s o l a t e s . A l s o , r a n d o m r e f e r e n c e s t r a i n s w e r e c h o s e n f o r M A L D I- M S a n a l y s i s

t o d e t e r m i n e i f t h e r e w e r e a n y d i f f e r e n c e s b e tw e e n r e f e r e n c e m / z s i g n a t u r e a n d n e w l y a n a l y z e d

s t r a i n m / z s i g n a t u r e . I t s h o u l d b e n o t e d th a t n o c h a n g e s w e r e e v e r m a d e t o t h e r e f e r e n c e m /z

s i g n a t u r e s . T h e m / z s i g n a t u r e s o f t h e u n k n o w n s e d i m e n t i s o l a t e s w e r e a n a l y z e d i n d e p e n d e n t l y

u p t o t h r e e t im e s . E a c h t im e t h e i r m / z s i g n a t u r e w a s c o m p a r e d a g a i n s t t h e r e f e r e n c e l i b r a r y .

3 . 5 . 6 S a m p l e I d e n t i f i c a t i o n

T h e i d e n t i t y (s p e c i e s ) o f t h e i s o l a t e s w a s d e t e r m i n e d b y a n a l y z i n g t h e m / z s i g n a t u r e o f t h e

i s o l a t e s a g a i n s t t h e r e f e r e n c e s t r a i n s . T h e N J a l g o r i t hm a n d b o o t s t r a p v a l u e s w e r e u s e d t o

d e t e r m i n e t h e i d e n t i t y (s p e c i e s ) o f t h e i s o l a t e s . T h e U P GMA a l g o r i t h m w a s u s e d t o c o n fi r m t h e

N J d e t e r m i n a t i o n . T h e s e t w o d i s t a n c e a l g o r i t h m s w e r e u s e d t o d e t e r m i n e t h e i s o l a t e s r e l a t e dn e s s

t o t h e r e f e r e n c e s t r a i n s
,
b a s e d o n s im i l a r l y o f m /z s i g n a t i or e s .

T h e c a l c u l a t e d b o o t s t r a p v a l u e s

d e t e r m i n e d th e s t r e n gt h o f t h e r e l a t i o n s h i p t h a t t h e i s o l a t e h a d t o t h e g e n u s a n d s p e c i e s ( 1 0 , 0 0 0

r e p l i c a t e s ) .
F o r t h e i s o l a t e t o h a v e a s i g n i f i c a n t c o r r e l a t i o n t o a s p e c i fi c s p e c i e s

,
t h e b o o t s t r a p

v a l u e s c a l c u l a t e d f o r g e n u s n e e d e d t o b e > 9 9 a n d f o r s p e c i e s > 5 0 .
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3 . 6 St a t i s t i c a l A n a l y s i s o f D a t a

A l l s t a t i s t i c a l a n a l y s i s w a s d o n e w i t h S P SS v . 15 . 0 (SP S S , I n c . , C h i c a go , 111) a n d

G r a ph P a d I n St a t s o ft w a r e s (G r a p h P a d So ft w a r e
,
I n c .

,
Sa n D i e g o ,

C a ) . B a s e d o n t h e s p e c i e s

f i n d i n g s fi
"

o m M A L D I - M S a n d gy r B s e q u e n c e a n a l y s i s ,
a c o n t i n g e n c y t e s t u s i n g t h e C h i - s q u a r e

t e s t o f i n d e p e n d e n c e w a s p e r f o r m e d . T h e u s e o f a c o n t i n g e n c y t a b l e i s p a r t i c u l a r l y a p p r o p r i a t e

f o r a n a l y z i n g c a t e g o r i c a l d a t a
,
w h i l e t h e C h i - Sq u a r e s t a t i s t i c c o m p a r e s t h e t a l l i e s o r c o u n t s o f

c a t e g o r i c a l r e s p o n s e s b e t w e e n t w o (o r m o r e ) i n d e p e n d e n t g r o u p s . T h e v a r i a b l e s b e i n g t e s t e d

w e r e s a m p l i n g s it e s a n d n u m e r i c a l c o u n t s o f t h e d i f f e r e n t A e r o m o n a s s p e c i e s f o u n d i n e a c h s it e .

T h r e e d i f f e r e n t c o n t i n g e n c y t a b l e s w e r e c r e a t e d t o t e s t : 1) I s o l a t e s f r o m th e u p s t r e a m l o c a t i o n

v e r s u s t h e i s o l a t e s fi ^

o m t h e d o w n s t r e a m l o c a t i o n ; 2 ) i s o l a t e s fr o m t h e e f fl u e n t l o c a t i o n v e r s u s t h e

i s o l a t e s f r o m th e d o w n s t r e a m l o c a t i o n ; a n d 3) th e i s o l a t e s f r o m t h e e f fl u e n t l o c a t i o n v e r s u s t h e

i s o l a t e s f r o m th e u p s t r e a m l o c a t i o n . F o r t h i s a n a l y s i s t h e H o w a s t h a t t h e r e i s n o r e l a t i o n s h i p

b e t w e e n s a m p l i n g s i t e l o c a t i o n a n d t h e s p e c i e s p r o f i l e o f t h e i s o l a t e s c o l l e c t e d t h e r e .

I n a d d i t i o n t o c h i - s q u a r e a n a l y s e s
,
t - t e s t s w e r e u s e d t o e v a l u a t e t h e d i f f e r e n c e i n t h e

f i n d i n g s f r o m MA L D I - M S a n d gy r B a n a l y s e s . T w o t - t e s t s w e r e p e r f o r m e d
, o n e c o m p a r i n g t h e

a v e r a g e t o t a l s p e c i e s i d e n t i f i e d b y e a c h m e t h o d f o r a l l c o l l e c t i o n s i t e s (d o w n s t r e a m
,
u p s t r e a m ,

a n d e f fl u e n t ) , a n d t h e o t h e r c o m p a r i n g th e a v e r a ge t o t a l b a c t e r i a i d e n t i f i e d b y e a c h m e t h o d f o r a l l

c o l l e c t i o n s i t e s . T h e n u l l h y p o t h e s e s f o r b o t h t - t e s t s w a s t h a t M A L D I - M S a n d gy r B s e q u e n c e

a n a l y s i s w i l l d e t e r m i n e t h e s a m e n u m b e r o f s p e c i e s a n d i d e n t i f y t h e s a m e n u m b e r o f b a c t e r i a .

T h e t - t e s t a p p r o a c h w a s c h o s e n a s o p p o s e d t o a r e g r e s s i o n a n a l y s i s b e c a u s e t h e r e w e r e n o t

e n o u gh s a m p l e s i t e r e p l i c a t e s t o g e n e r a t e u s e f u l i n f o r m a t i o n u s i n g a r e g r e s s i o n b a s e d a p p r o a c h .

A c c o r d i n g t o t h e O du m I n s t i t u t e
,
a m i n im u m o f 5 0 r e p l i c a t e s a m p l e s w o u l d b e n e e d e d f o r a

r e g r e s s i o n a n a l y s i s a p p r o a c h t o b e a p p r o p r i a t e .
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4 . 0 R e s u l t s

T h e f o l l o w i n g s e c t i o n s w i l l e x p l a i n i n d e t a i l t h e s u c c e s s f u l a n d u n s u c c e s s f u l P C R

a m p l i fi c a t i o n s o f t h e t h r e e h o u s e k e e p i n g g e n e s i n c l u d e d i n t h e M L ST a n a l y s i s (r p o D
, gy r B , a n d

16 r D N A ). F u r t h e r i n f o r m a t i o n w i l l b e p r o v i d e d a b o u t t h e s u b s e q u e n t s e q u e n c e a n a l y s i s d o n e

o n t h e g y r B a n d 1 6S l o c i . T h i s w i l l b e f o l l o w e d by t h e r e s u l t s a n d s p e c i e s fi n d i n g s o f M A L D I -

M S a n d
,
fi n a l l y ,

a s u m m a r y o f t h e s t a t i s t i c a l a n a l y s i s o f t h e s p e c i e s d a t a w i l l b e e x p l a i n e d .

4 . 1 P C R A m p l i fl c a t i o n a n d S e q u e n c i n g

Su c c e s s fu l a m p l i fi c a t i o n a n d e v e n t u a l s e q u e n c i n g r e q u i r e s t h a t a p r im e r b e a b l e t o a n n e a l

a n d a m p l i fy a s i n g l e l o c u s o f i n t e r e s t
,
w i t h a p o s i t i v e r e s u lt b e i n g a s i n g l e b a n d f o r e a c h i s o l a t e

o n a n a g a r o s e g e l . F o r t h e 16 S l o c u s
,
th e p r im e r s w e r e a b l e t o a n n e a l a n d a m p l i f y 1 13 o f 13 3

i s o l a t e s b e i n g t e s t e d w i t h a n a p p r o x im a t e f r a g m e n t s i z e o f 9 5 3 b p . O f th e 1 13 a m p l i fi e d i s o l a t e s
,

9 7 o f t h e fi n a l s e q u e n c e s w e r e c l e a n a n d u s a b l e (F i gu r e s 3 a n d 4 ), r e s u l t i n g i n a 7 3 p e r c e n t

r e c o v e r y a n d c h a r a c t e r i z a t i o n f r o m t h e t o t a l i n i t i a l n u m b e r o f 13 3 i s o l a t e s . .

F i g u r e 3 : A n u n u s a b l e s e q u e n c e c h r o m a t o g r a m f o r t h e 1 6S l o c u s
C G A C T T C G A A T A C C C T N N T T C N T N G G G T C N N T T A N A A A T C JJ G G N C C N C C C
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F ig u r e 4 : A c l e a n a n d u s a b l e s e q u e n c e f o r t h e 1 6 S l o c u s
h 1 h C C G C A T A C G C C C T A C G G G G G A A A G G A G G G G A C C T T C G G G C C T T T

T h e o t h e r s u c c e s s f u l p r i m e r p a i r w a s f o r t h e g y r a s e B l o c u s . T h e s e p r im e r s w e r e a b l e t o

a m p l i f y 1 1 8 o f 1 3 3 i s o l a t e s t e s t e d w i t h a n a p p r o x im a t e f r a gm e n t s i z e o f 1 1OOb p . O f t h e 1 18

i s o l a t e s s u b m i t t e d f o r s e qu e n c i n g ,
10 6 w e r e c l e a n a n d u s a b l e s e q u e n c e s , r e s u l t i n g i n a fi n a l

r e c o v e r y o f 8 0% o f t h e t o t a l i n i t i a l n u m b e r o f 13 3 i s o l a t e s . F o r b o t h s u c c e s s f u l l y a m p l i fi e d l o c i
,

16 S a n d gy r a s e B , t h e fi n a l f r a gm e n t s i z e u s e d f o r t h e p hy l o g e n e t i c a n a l y s i s ,
a f t e r e d i t i n g a n d

c r o p p i n g o f t h e u s a b l e s e qu e n c e s
,
w a s 59 4 b p f o r 1 6 S a n d 7 0 8b p f o r g y r a s e B .

4 . 2 U n s u c c e s s f u l P r i m e r s f o r A m p l i fl c a t i o n o f L o c u s r p o D

T h e i n it i a l p r im e r s e t u s e d f o r t h e a m p l i fi c a t i o n o f t h e r p o D l o c u s w a s r e p o r t e d b y S o l e r

a n d c o - w o r k e r s (2 0 0 4 ) t o b e a b l e t o ge n e r a t e a P CR p r o du c t f r a gm e n t o f 8 2 0 b p . H o w ev e r
,
i n

t h i s i n v e s t i g a t o r
'

s h a n d s
,
t h e r p o D p r i m e r s e t p u b l i s h e d i n t h e l i t e r a t u r e w a s u n a b l e t o g e n e r a t e

a n y a m p l i fi e d P C R p r o d u c t D N A fo r s e q u e n c i n g . T h i s w a s d e s p i t e p e r f o r m i n g th e t o u c h d o w n

P C R p r o t o c o l t h a t w a s p u b l i s h e d i n t h e i r p a p e r (s e e s e c t i o n 3
.
4

. 2 ) , a l t e r i n g t h e c o n c e n t r a t i o n o f

D N A ( 1 : 10 a n d 1: 10 0 ), a n d a l t e r i n g t h e t h e r m o c y c l e r t e m p e r a t u r e s (6 8
° C

,
5 5 ° C

,
a n d 5 2 ° C ) . h i

o r d e r t o c o n fi r m t h a t t h e p u b l i s h e d s e q u e n c e w a s c o r r e c t
,
a s e t o f r p o D a m p l i fi e d t y p e a n d

r e f e r e n c e s t r a i n s o f A e r o m o n a s w e r e a c c e s s e d f r o m th e G e n B a n k d a t a b a s e a n d a l i g n e d .

F o l l o w i n g a l i gn m e n t a n d u s i n g t h e p o s i t i o n (s e e s e c t i o n 3 . 4 . 1 ) p u b l i s h e d i n t h e l i t e r a t u r e , i t w a s

fo u n d t h a t t h e p u b l i sh e d se q u e n c e o f t h e p ri m e r w a s f a u l t y i n s e v e r a l o f i t s n u c l e o t i d e p a i r s b a s e d
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o n o u r a l i gn m e n t (T a b l e 6 ) . T h i s r e s u l t e d i n n o a n n e a l i n g o f t h e p r i m e r s t o t h e g e n e o f i n t e r e s t .

F r o m th e s a m e s e qu e n c e a l i g n m e n t
,
s e v e r a l c a n d i d a t e P CR p r i m e r s w e r e e x t r a c t e d

,
bu t t h e y h a v e

y e t t o b e t e s t e d . O n c e t h e y h a v e b e e n t e s t e d a n d a p p l i e d t o t h e i s o l a t e c o l l e c t i o n u s e d i n t h i s

s t u d y ,
a n a d d e n d u m t o t h i s t e c h n i c a l r e p o r t w i l l b e p r o v i d e d a n d t h i s n e w i n f o r m a t i o n w i l l b e

i n c l u d e d i n a n y m a n u s c r i p t s p r e p a r e d f r o m t h i s r e s e a r c h .

T a b l e 6 : M i s a l i g n m e n t of r p o D - F a n d r p o D - R p r im e r s a n d c o n s e n s u s g e n e s e q u e n c e a t t h e

c o r r e s p o n d i n g g e n e p o s i t i o n s

F o r w a r d P r im e r S e q u e n c e r p o D - F (74 0- 7 57 ) G T C A A T T C C G C C T G A T G C

Co n s e n s u s G e n e S e q u e n c e f o r r p o D (7 4 0 - 7 5 7 ) CT G T C C A T C G C C C A G A T C

R e v e r s e P r im e r S e q u e n c e r p o D - R (8 0 0 - 7 8 2 ) A T C A T C T C G C G C A T G T T G T

C o n s e n s u s G e n e Se q u e n c e f o r r p o D ( 80 0 - 7 8 2 ) C C C GG A A C C G G A G T G G CT A

4 . 3 1 6 S r D N A S e q u e n c e A n a l y s i s

A n a l y s i s o f t h e I 6S g e n e l o c u s w a s c a r r i e d o u t f o r t h e 9 7 c l e a n a n d u s a b l e s e q u e n c e s

f r o m f i e l d i s o l a t e s a n d f o r 2 6 t y p e a n d r e f e r e n c e s e qu e n c e s fr o m G e n B a n k (A p p e n d i x B ) ,

c o l l e c t i v e l y r e p r e s e n t i n g t h e 1 7 D N A H G s . T h e o v e r a l l n u c l e o t i d e d i f f e r e n c e a m o n g a l l s t r a i n s

(n = 12 3 ) i s 1 18b p o f 5 94 b p o r 19% v a r i a b i l i t y . A m o n g th e 2 6 t y p e a n d r e f e r e n c e s t r a i n s , t h e t o t a l

n u c l e o t i d e v a r i a b i l i t y o f t h e 59 4 b p g e n e f r a g m e n t i s o n l y 33 b p o r fi v e p e r c e n t v a ri a b i l i t y .
T h i s

i n d i c a t e s t h a t t h e r e i s a h i g h l e v e l o f c o n s e r v a t i o n w i t h i n t h e s e t y p e a n d r e f e r e n c e s t r a i n s a n d th a t

s o m e b u t n o t a l l s e q u e n c e s a r e i d e n t i c a l . A m o n g th e c o m p l e x e s fo r t h e t y p e a n d r e f e r e n c e

s t r a i n s
,
t h e e x t e n t o f v a r i a t i o n i s qu i t e d i f f e r e n t . A .

hy d r o p h i l a c o m p l e x (n = 7) h a s o n l y 9b p o f

t h e 5 9 4b p t h a t a r e d i f f e r e n t ; t h e A c a v i a e c o m p l e x (n = 5) h a s 2 0 b p d i f fe r e n c e ; a n d t h e A s o b r i a

c o m p l e x (n = 4 ) h a s 18 bp d i f f e r e n c e (T a b l e 7) . T h e u n i q u e s t r a i n s o f A e r o m o n a s (n = 10 ) h a v e a

s l i g h t l y h i g h e r m a g n i t u d e o f v a r i a b i l i t y a m o n g t h e s p e c i e s w i t h 3 1bp d i f f e r e n c e . F o r t h e t hr e e
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o u t l i e r g r o u p s , V c h o l e r a e a n d E a e r o g e n e s w e r e 3 1 n u c l e o t i d e s d i f f e r e n t a n d P . a e r u g i n o s a

w a s 4 6 n u c l e o t i d e s d i f f e r e n t fr o m a l l A e r o m o n a s t j ^ i e a n d r e fe r e n c e s t r a i n s .

A m o n g th e fi e l d i s o l a t e s c o l l e c t e d a t t h e t h r e e s a m p l i n g s i t e s (U S
, D S, a n d E ) th e

n u c l e o t i d e v a r i a b i l i t y i s a l s o q u i t e d i f f e r e n t . T h e u p s t r e a m s a m p l i n g s i t e i s o l a t e s (n = 32 ) h a v e a

v a r i a b i l i t y o f 8 5 n u c l e o t i d e s o u t o f 5 9 4 n u c l e o t i d e f r a g m e n t ( 14% v a r i a b i l i t y ) . F o r t h e

d o w n s t r e am s a m p l i n g s i t e (n = 3 0 ) i s o l a t e s h a v e 6 4 v a r i a b l e n u c l e o t i d e s o u t 5 94 ( 1 1% v a r i a b i l i t y ) .

T h e i s o l a t e s o f t h e e f fl u e n t s a m p l i n g s i t e (n = 2 8) h a v e 3 9 v a r i a b l e n u c l e o t i d e s o u t o f 5 9 4

(7 % v a r i b i l i t y ) . U n f o r t u n a t e l y ,
b e c a u s e t h e s e q u e n c e s u s e d i n t h e a n a l y s i s a r e c o n d e n s e d

, p a r t i a l

s e qu e n c e s , o n e c a n n o t d e r i v e a c c u r a t e a m i n o a c i d c h a n ge s b a s e d o n n u c l e o t i d e v a ri a b i l i t y

b e c a u s e t h e a c t u a l r e a d i n g f r a m e a n d c o d o n s a r e n o t k n o w n .

T a b l e 7; G e n e t i c v a r i a b i l i ty a m o n g ty p e a n d r ef e r e n c e s t r a i n s of A e r o m o n a s s p e c i e s f o r t h e

1 6 S l o c u s

A . hy d r o p h i l a

c o m p l e x {A .

hy d r o p h i l a ,
A .

b e s t i a r u m , a n d A

s a lm o n i c i d a )
n = 9

A . c a v i a e

c o m p l e x {A .

c a v i a e , A . m e d i a ,

A e u c r e n o p h il a )
n = 5

A . s o b r i a

c o m p l e x {A .

v e r o n i i b v

s o b r i a , A . t r o t a ,

A . j a n d a e i , A .

s c h u b e r t i i)
n - 4

U n i q u e s t r a i n s {A .

e n c h e l ia , A . s o br i a ,

A a l l o s a c c h r o p h i l a ,

A p o p o ffi i , A s p p

(H G l l a n d H G B )
n = 10

N u m b e r o f

d i f f e r e n c e s

9 b p 2 0 b p I Sb p 3 1b p

P e r c e n t

v a r i a b i l i t y

1. 5 % 3 .
4% 3 . 0% 5 . 2%

P h y l o g e n e t i c a l l y , t h e 16 S xD ]>\A l o c u s i s a b l e d i f f e r e n t i a t e t o t h e ge n u s l e v e l
,
b u t t h e

s p e c i e s d o n o t s e p a r a t e o u t u s i n g t h i s l o c u s b e c a u s e i t i s s o h i g h l y c o n s e r v e d a n d s im i l a r a m o n g

th e a e r o m o n a d s p e c i e s
.
F i g u r e 5 (A p p e n d i x C ) s h o w s a n u n r o o t e d N J p h y l o gr a m o f a l l t h e

i s o l a t e s t e s t e d i n c l u d i n g t h e t y p e a n d r e f e r e n c e s t r a i n s . A l l o f t h e s t r a i n s h a v e c o l l a p s e d i n t o o n e
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c l u s t e r
,
w i t h t h e t h r e e o u t l i e r g r o u p s s t i l l e v i d e n t . T h i s i s a g a i n b e c a u s e o f t h e r e l a t i v e

h o m o g e n e i t y o f t h e l o c u s a m o n g a e r o m o n a d s .

F i g u r e 6 (A p p e n d i x C ) i s a c o n s e n s u s b o o t s t r a p ( 10 0 r e p l i c a t e s ) t r e e o f a l l 1 2 3 i s o l a t e s . I t

d e m o n s t r a t e s t h e r e l a t i v e h o m o g e n e i t y o f t h e l o c u s
,
w i t h m o s t b o o t s t r a p v a l u e s l e s s t h a n 5 0 .

B r i e f l y , a b o o t s t r a p t e s t o f p h y l o g e n y i s o n e o f t h e m o s t c o m m o n l y u s e d t e s t s o f t h e r e l i a b i l i t y o f

a n i n f e r r e d t r e e a n d i s e v a l u a t e d u s i n g a b o o t s t r a p r e s a m p l i n g t e c h n i q u e . I f t h e r e a r e m

s e q u e n c e s
, e a c h w it h n n u c l e o t i d e s (o r c o d o n s o r a m i n o a c i d s ) ,

a p h y l o g e n e t i c t r e e c a n b e

r e c o n s t r u c t e d u s i n g s o m e t r e e b u i l d i n g m e th o d . F r o m e a c h s e qu e n c e
, n n u c l e o t i d e s a r e

r a n d o m l y c h o s e n w i t h r e p l a c e m e n t s
, g i v i n g r i s e t o m r o w s o f « c o l u m n s e a c h .

T h e s e n o w

c o n s t i t u t e a n e w s e t o f s e q u e n c e s . A t r e e i s t h e n r e c o n s t r u c t e d w i t h t h e s e n e w s e q u e n c e s u s i n g

th e s a m e t r e e b u i l d i n g m e t h o d a s b e fo r e . N e x t t h e t o p o l o g y o f t h i s t r e e i s c o m p a r e d t o t h a t o f t h e

o r i g i n a l t r e e . F o r e a c h i n t e r i o r b r a n c h o f t h e o r i gi n a l t r e e t h a t i s d i f f e r e n t f r o m th e b o o t s t r a p t r e e

t h e s e q u e n c e s i t p a r t i t i o n s i s g i v e n a s c o r e o f 0 ; a l l o t h e r i n t e r i o r b r a n c h e s a r e g i v e n t h e v a l u e 1 .

T h i s p r o c e d u r e o f r e s a m p l i n g th e s i t e s a n d t h e s u b s e q u e n t t r e e r e c o n s t r u c t i o n i s r e p e a t e d a

h u n d r e d t im e s ,
a n d t h e p e r c e n t a g e o f t i m e s e a c h i n t e r i o r b r a n c h i s g i v e n a v a l u e o f 1 i s n o t e d .

T h i s i s k n o w n a s t h e b o o t s t r a p v a l u e . G e n e r a l l y ,
a b o o t s t r a p v a l u e o f 90 o r g r e a t e r i s n e e d e d t o

c o n s i de r a t o p o l o g y
"
s i g n i f i c a n t

"

(N e i a n d K u m a r ,
2 0 0 0 ). F o r i n s t a n c e , i n t h e 1 6S b o o t s t r a p

c o n s e n s u s t r e e c o n s t r u c t e d u s i n g th e N J a l g o r i t hm
,
t h e r e a r e b o o t s t r a p v a l u e s e q \ i a l i n g o n e f o r

s o m e i n t e r n a l b r a n c h g r o u p s . T h i s m e a n s t h a t i n 10 0 r e p l i c a t i o n s , t h e c l u s t e r s o c c u r r e d o n l y

o n c e o r o n e p e r c e n t o f t h e t im e . B a s e d o n t h e a f o r e m e n t i o n e d d e f i n i t i o n
, t h i s i s n o t a r e l i a b l e o r

s i g n i f i c a n t p a i r i n g .

W i th i n t h e A e r o m o n a s g e n u s r e p r e s e n t e d i n F i g u r e 6 , t h e r e a r e o n l y t e n c l u s t e r s w i t h

b o o t s t r a p v a l u e s gr e a t e r t h a n 5 0% a n d o n l y fo u r o f t h e t e n c l u s t e r s w e r e s i gn i f i c a n t w i t h

4 1

NEATPAGEINFO:id=C22D2387-5F48-4B08-8199-F7D556FD1315



b o o t s t r a p v a l u e s > 9 0 % . T h e s e w e r e a c l u s t e r o f t w o A s o br i a t y p e s t r a i n s N C I M B 12 0 6 5 a n d

A T C C 4 3 9 7 9 (9 9% ) ,
a c l u s t e r o f A sp t y p e s t r a i n s A T C C 3 5 94 1 a n d L M G 13 0 6 9 (9 8% ) ,

a

c l u s t e r o f t w o u n k n o w n i s o l a t e s M C 3 D S l 1 1 a n d M C 3 U S2 1 5 (9 8% ), a n d a c l u s t e r o f t h r e e

c o n s i s t i n g o f o n e t y p e s t r a i n {A p o p offi i L M G 3 17 5 4 1) a n d t w o fi e l d i s o l a t e s M C4 U S l 1 a n d

M C 4 U S l 7 (9 5% ) . T h e o t h e r s i x g r o u p s c o n s i s t e d o f a c lu s t e r o f o n e t y p e s t r a i n {A m e d i a

A T C C 3 3 9 0 7 ) a n d f o u r f i e l d i s o l a t e s M C 5 U S l 1
,
M C 5 E 2 10

,
M C 3 U S2 1

,
a n d M C 3 U S 1 12

(64 %)); a c l u s t e r o f o n e t y p e s t r a i n {A . hy d r o p h i l a A T C C 7 9 6 6) a n d tw o fi e l d i s o l a t e s M C 3 D S2

10 a n d M C 5 D S l 14 (8 3% ) ; a c l u s t e r o f t w o t y p e s t r a i n s ^ e u c r e n o p h i l a A T C C 2 3 3 0 9 a n d ^

e n c h e l i a L M G 16 3 2 8 (6 7% ); a l a r g e c l u s t e r w i t h a b o o t s t r a p v a l u e o f 6 9%) c o n s i s t i n g o f n i n e

fi e l d i s o l a t e s s u bd i v i d e d i n t o t w o s m a l l e r c l u s t e r s M C 4 E 2 7 a n d M C 5 D S 1 1 1 (6 1%)) , a n d

M C 3 D S l 16 , M C 4 E 2 14
,
M C 3 U S2 5 ,

M C 4 U S2 5
,
M C3 D S l 8

, M C 3 D S2 16 , a n d M C 4 U S l

10 (6 3%)) ; a c l u s t e r o f fi v e t y p e a n d r e f e r e n c e s t r a i n s w i t h a b o o t s t r a p v a l u e o f 5 1%) a l s o

s u b d i v i d e d i n t o t w o s m a l l e r c l u s t e r s c o n s i s t i n g o f ^ 4 s c h u b e r t i i A T C C 4 3 7 0 0 a n d A s p H G 13

C D C 2 4 7 8 - 8 5 (8 6% ),
a n d A v e r o n i i b v v e r o n i i A T C C 3 5 62 4 a n d A v e r o n i i b v s o b r i a C D C

0 4 3 7 - 84 ( 7 8% ) w i th A j a n d a e i A T C C 4 9 5 6 8 a s s o c i a t e d w i t h t h e l a r g e r c l u s t e r . T h e fi n a l l a r g e

c l u s t e r o f 1 1 s t r a i n s w i t h a n o v e r a l l b o o t s t r a p v a l u e o f 6 8%) i s a l s o s u b d i v i d e d i n t o tw o c l u s t e r s .

T h e fi r s t s u b - c l u s t e r c o n s i s t o f o n e t y p e s t r a i n (A . e u c r e n o p h i l a CE C T 4 19 9) a n d fi v e fi e l d

i s o l a t e s M C 3 D S l 4
,
M C 4 E l 5

, M C 3 D S l 14
,
M C4 D S l 4 ,

M C 4 D S l 2 (59% ) . T h e s e c o n d

s u b - c l u s t e r c o n s i s t o f fi v e fi e l d i s o l a t e s M C 4 E l 4
,
M C 5 D S2 16

,
M C 5 D S2 10

,
M C 4 E l 6

,
a n d

M C 4 E 2 2 (57% ) . T h e r e m a i n d e r o f t h e fi e l d a n d t y p e i s o l a t e s i n c l u d e d i n t h e a n a l y s i s e x i s t e d a s

a s i n gl e l a r g e c l u s t e r (F i g u r e 7 ) . F i g u r e 7 (a p p e n d i x C ) d i s p l a y s t h e s a m e b o o t s t r a p p e d da t a ,
b u t

a s a s l a n t e d b o o t s t r a p p hy l o g r a m . I n t h i s fi g u r e , o n e c a n e a s i l y d e t e c t t h e v a s t m a j o r i t y o f
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A e r o m o n a s s t r a i n s a s a s i n g l e ,
l a r g e b o o t s t r a p p e d c l u s t e r t h a t i s d i s t i n c t fr o m t h e th r e e o t h e r

g e n e r a ( F c h o l e r a , E . a e r o g e n e s , a n d P . a e r u g i n o s a ) 10 0% o f t h e t im e .

F i g u r e s 8
,
9

,
a n d 10 (A p p e n d i x C ) a r e s l a n t e d c o n s e n s u s b o o t s t r a p ( 10 0 r e p l i c a t e )

p h y l o g r a m s f o r e a c h s a m p l i n g s i t e (U S,
D S

,
E ) t h a t i n c l u d e f i e l d i s o l a t e s a n d t y p e a n d r e f e r e n c e

s t r a i n s b a s e d o n t h e s p e c i e s i d e n t i f i e d b y MA L D I - M S . F i g u r e 8 i s a p h y l o g r a m (n = 4 7 ) f o r t h e

u p s t r e a m s i t e . T h e r e a r e s e v e n s i g n i f i c a n t c l u s t e r s w it h b o o t s t r a p v a l u e s > 9 0% .
T h e f i r s t c l u s t e r

( 10 0% ) i s a gr o u p o f t w o t y p e s t r a i n s o f ^ . s o hr i a (N C IM B 12 0 6 5 a n d A T C C $3 9 7 9 ) . T h e

s e c o n d c l u s t e r (94% ) a r e t w o f i e l d i s o l a t e s M C 4 U S 1 1 a n d M C 4 U S l 7 . T h e th i r d c l u s t e r

( 10 0% ) i s a l s o o f gr o u p o f tw o t y p e s t r a i n s f o r ^ s p H G l l (A T C C 3 5 9 4 1 a n d L M G 13 0 62 ) .

T h e f o u r t h c l u s t e r ( 1 0 0% ) c o n s i s t s o f t h r e e t y p e a n d r e f e r e n c e s t r a i n s o f A v e r o n i i bv v e r o n i i

(A T C C 3 5 62 4 ) ,
A

.
v e r o n i i b v s o b r i a (C D C 04 3 7- 84 ) a n d ^ . s p H G 13 (C D C 2 4 7 8 - 8 5) . T h e f i ft h

c l u s t e r (9 6% ) c o n s i s t s o f t h r e e f i e l d i s o l a t e s M C 4 U S l 10
,
M C 3 U S2 5

,
a n d M C 4 U S2 5 . T h e

s i x t h c l u s t e r ( 10 0% ) c o n s i s t s o f t h r e e t y p e a n d r e f e r e n c e s t r a i n s o f ^ t r o t a A T C C 4 9 6 5 7 a n d A .

c a v i a e (A T C C 15 4 6 7 a n d N C IM B 13 0 16 ) . T h e fi n a l c l u s t e r ( 10 0% ) c o n s i s t s o f tw o fi e l d i s o l a t e s

M C 3 U S l 10 a n d M C 5 U S2 12 . A l l o f t h e o t h e r i s o l a t e s a n d t y p e a n d r e f e r e n c e s t r a i n s in c l u d e d

i n t h e a n a l y s i s a r e g r o u p e d i n t o a s i n g l e l a r g e c l u st e r .

F i g u r e 9 i s a p h y l o g r a m (n = 4 9 ) f o r t h e do w n s t r e a m s a m p l i n g s i t e .
T h i s t r e e s h o w s fi v e

d i s t i n c t c l u s t e r s
,
f o u r o f w h i c h a r e s i g n i fi c a n t (b o o t s t r a p v a l u e > 9 0% ) c l u s t e r s . T h e fi r s t i s a

l a r g e c l u s t e r w i t h a b o o t s t r a p v a l u e o f 9 0% . T h i s c l u s t e r c o n s i s t 2 3 fi e l d i s o l a t e s a n d fi v e t y p e

a n d r e f e r e n c e s t r a i n s A . m e d i a (A T C C 3 3 9 0 7 a n d C D C 0 86 2 - 8 3) , A . hy d r o p h i l a A T CC 7 9 66
,

a n d A b e s t i a r u m (A T C C 13 4 4 4 a n d 2 3 2 1 1) . T h e s e c o n d c l u s t e r (9 1%) c o n s i s t o f t h r e e fi e l d

i s o l a t e s M C4 D S2 9 ,
M C 5 D S l 5 , a n d M C 4 D S2 6 , a n d th r e e t y p e s t r a i n s A . t r o t a A T C C 4 9 6 5 7

a n d ^ c a v i a e (A T C C 15 4 0 6 a n d N C I M B 13 0 16 ) . A l s o , fi e l d i s o l a t e M C 5 D S2 13 i s a s s o c i a t e d
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w i t h t h i s c l u s t e r a n d h a s a b o o t s t r a p v a l u e o f 9 2 % . T h e t h i r d c l u s t e r (9 9 % ) i s a g r o u p o f t w o

t y p e s t r a i n s o f ^ . s o b r ia (N C I M B 12 0 6 5 a n d A T C C $3 9 7 9 ) . T h e f o u r t h c l u s t e r ( 10 0% ) i s a l s o o f

g r o u p o f tw o t y p e s t r a i n s f o r . ^ . s p H G l l (A T C C 3 5 94 1 a n d L M G 13 06 2 ) . T h e r e m a i n d e r o f t h e

fi e l d a n d t y p e / r e f e r e n c e i s o l a t e s f a l l i n t o a s i n g l e c l u s t e r .

F i g u r e 10 i s a p h y l o g r a m (n = 4 2 ) f o r t h e e f fl u e n t s a m p l i n g s i t e . T h e r e a r e s i x s i gn i f i c a n t

(> 9 0% ) c l u s t e r s w i t h i n t h e t r e e . T h e f i r s t i s a c l u s t e r (9 8% )o f tw o t y p e s t r a i n s o f A . b e s t i a r u m

(A T CC 2 32 1 1 a n d 13 4 4 4 ) a n d f o u r f i e l d i s o l a t e s M C 3 E 2 9
,
M C 5 E 2 13

,
M C 3 E l 4

,
a n d M C 3

E 2 5 . T h e s e c o n d c l u s t e r ( 10 0% ) i s a g r o u p o f tw o t y p e s t r a i n s o f A . s o b r i a (N C IM B 12 0 6 5 a n d

A T C C $3 9 7 9 ) . T h e t h i r d c l u s t e r ( 10 0% ) i s a l s o o f g r o u p o f tw o t y p e s t r a i n s f o r ^ sp H G l l

(A T C C 3 5 94 1 a n d L M G 13 0 6 2 ) . T h e f o u r t h c l u s t e r (9 8% ) i s a gr o u p o f t w o t y p e s t r a i n s f o r ^ .

v e r o n i i bv v e r o n i i (A T C C 3 5 6 2 4 ) a n d A . v e r o n i i b v s o b r i a (C D C 0 4 3 7 - 8 4 ) a n d f o u r fi e l d i s o l a t e s

M C4 E 2 2
,
M C 4 E l 4

,
M C 4 E l 5 a n d M C4 E l 6 . T h e f o u r a f o r e m e n t i o n e d c l u s t e r s a r e i n c l u d e d

w i th i n a l a r g e fi ft h c l u s t e r (9 6%)) th a t
,
i n a d di t i o n t o t h e p r e v i o u s l y m e n t i o n e d i s o l a t e s , c o n t a i n s

t h r e e t y p e s t r a i n s f o r ^ hy dr o p h i l a (A T CC 7 9 6 6) a n d . 4 . m e d i a (A T C C 3 39 0 7 a n d CD C 0 8 62 -

8 3 ) a n d 13 fi e l d i s o l a t e s . T h e s i x t h c l u s t e r (n o b o o t s t r a p v a l u e r e p o r t e d ) c o n s i s t s o f t h e

r e m a i n d e r o f t h e fi e l d a n d t y p e i s o l a t e s t e s t e d .

4 . 4 G y r a s e B Se q u e n c e A n a l y s i s

A s f o r t h e a n a l y s e s o f t h e 16 S l o c u s
,
t h e a n a l y s e s o f t h e g y r B l o c u s in c l u de d t h e 10 6

i s o l a t e s e q u e n c e s p l u s 2 2 a d d i t i o n a l t y p e a n d r e f e r e n c e s t r a i n s t h a t w e r e e x t r a c t e d f r o m G e n B a n k

(A p p e n d i x B ) ,
a l l o f w h i c h w e r e i n c l u d e d t o b e r e p r e s e n t a t i v e o f t h e 17 D N A H G s o f t h e g e n u s .

C o m p a r i n g a l l o f t h e i s o l a t e s a n d t yp e s t r a i n s , t h e o v e r a l l n u c l e o t i d e d i f f e r e n c e w a s 2 2 9 b p o f

7 0 8 b p o r 3 3 p e r c e n t v a r i a b i l i t y . .
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A m o n g t h e 2 2 t y p e a n d r e f e r e n c e s t r a i n s , t h e o v e r a l l n u c l e o t i d e d i f f e r e n c e o f t h e 7 0 8 bp

f r a gm e n t i s 2 0 2b p o r 2 9% v a r i a b i l i t y .
T a b l e 8 s h o w s t h e g e n e t i c v a r i a b i l i t y w i t h i n e a c h o f t h e

c o m p l e x e s a n d a m o n g t h e u n i q u e s p e c i e s . T h e u n i q u e s t r a i n s (n = 7) s h o w th e m o s t v a r i a b i l i t y

a n d t h e A . hy d r o p h i l a c o m p l e x (n = 5 ) a r e t h e l e a s t v a r i a b l e . F o r t h e o u t l i e r s t r a i n s i n c l u d e d i n t h e

a n a l y s i s
,
V c h o l e r a w a s 2 4 5 n u c l e o t i d e s d i f f e r e n t a n d E . a e r o g e n e s a n d P a e r u g i n o s a w e r e 8 3

n u c l e o t i d e s d i f f e r e n t f r o m a l l A e r o m o n a s t y p e a n d r e fe r e n c e s t r a i n s .

A m o n g t h e f i e l d i s o l a t e s c o l l e c t e d f r o m e a c h r e s p e c t i v e s a m p l i n g s i t e (U S,
D S

,
a n d E ) ,

t h e r e w a s a l s o a d i f f e r e n c e i n t h e o b s e r v e d v a r i a b i l i t y b e tw e e n s it e s . T h e i s o l a t e s c o l l e c t e d f r o m

t h e u p s t r e a m s a m p l i n g s i t e (n = 4 1) h a d 14 2 v a r i a b l e n u c l e o t i d e s i t e s w i t h i n t h e 7 0 8 b p p a r t i a l

s e q u e n c e (2 0% v a r i a b i l i t y ) . T h e fi e l d i s o l a t e s c o l l e c t e d f r o m th e d o w n s t r e a m s i t e (n = 3 6 ) h a d

14 6 v a r i a b l e n u c l e o t i d e s (2 1% v a ri a b i l i t y ) . T h e e f f lu e n t s i t e i s o l a t e s (n = 2 9 ) h a d t h e l o w e s t

a m o u n t o f v a r i a b l e n u c l e o t i d e s w i t h 1 3 3 v a r i a b l e s i t e s o u t o f t h e 7 0 8 n u c l e o t i d e p a r t i a l s e q u e n c e

( 19% v a r i a b i l i t y ) . A s w i t h th e 1 6S s i t e n o a m i n o a c i d s u b s t i t u t i o n s c o u l d b e d e d u c e d f r o m t h e

c o n d e n s e d
, p a r t i a l s e q u e n c e s b e c a u s e t h e r e a d i n g f r a m e i s u n k n o w n a n d th e c o d o n s a r e

a r b i t r a ri l y a s s i g n e d .

T a b l e 8 : G e n e t i c v a r i a b i l i ty a m o n g A e r o m o n a s s p e c i e s f o r t h e g y r B l o c u s

N u m b e r o f

d i f f e r e n c e s

P e r c e n t

v a r i a b i l i t y

A . hy d r o p h i l a
c o m p l e x {A
hy d r o p h i l a , A .

b e s t i a r u m , a n d A .

s a l m o n i c i d a )
n = 5

7 3 b p

10%

A
. c a v i a e

c o m p l e x (A
c a v i a e

,
A

.
m e d ia ,

A
.
e u c r e n o p h i l a )

n = 5

8 8b p

12 . 5%

A . s o b r i a
c o m p l e x {A
v e r o n i i b v

s o b r i a , A .
t r o t a ,

A j a n d a e i
,
A

.

s c h u b e r t i i)
n = 5

1 02 b p

14 . 5%

U n i q u e s t r a i n s {A .

e n c h e l i a , A s o b r i a ,

A . a l l o s a c c h r o p h i l a ,

A p o p o f fi i , A sp p

(H G l l a n d H G 13)
n = 7

13 5 b p

1 9 . 1%
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F i g u r e 1 1 (A p p e n d i x C ) s h o w s t h e c o n s e n s u s N J b o o t s t r a p ( 10 0 r e p l i c a t e s ) f o r t h e g y r B

l o c u s . F i gu r e 12 (A p p e n d i x C ) s h o w s a c o n d e n s e d s l a n t e d c o n s e n s u s b o o t s t r a p ( 10 0 r e p l i c a t e s )

t r e e s h o w i n g o n l y s i g n i f i c a n t c l u s t e r s w i t h b o o t s t r a p v a l u e s > 9 0% . A l l s i g n i fi c a n t c l u s t e r s

m e n t i o n e d a b o v e r e m a i n a n d t h e o t h e r b r a n c h e s w i t h b o o t s t r a p v a l u e s l e s s t h a n 9 0% a r e

c o l l a p s e d . F r o m t h e s e t w o t r e e s , t h e r e a r e n u m e r o u s c l u s t e r s t h a t a r e s p e c i e s i n f o r m a t i v e .
T h e

fi r s t i s a l a r g e c l u s t e r ( 10 0% ) t h a t i n c l u d e s 5 1 fi e l d i s o l a t e s fi -

o m a l l s a m p l i n g s t a t i o n s a n d tw o

t y p e / r e f e r e n c e i s o l a t e s o f A . m e d i a (C E C T 4 2 3 4 a n d C E C T 4 2 3 2 ) . T h e s e c o n d c l u s t e r (1 0 0% )

c o n t a i n s o n e fi e l d i s o l a t e M C 5 U S 2 12 a n d tw o t y p e / r e f e r e n c e s t r a i n s o f ^ e n c h e l e i a (C E C T

4 8 5 6 a n d C E C T 4 3 4 2 ) . T h e t h i r d s p e c i e s i n f o r m a t i v e c l u s t e r ( 10 0% ) c o n t a i n s t w o t y p e s t r a i n s

o f ^ s a l m o n i c i da (C E C T 89 4 a n d C E C T 4 2 3 7 ) a n d t w o fi e l d i s o l a t e s M C 3 D S l 10 a n d M C 5

D S2 3 . T h e f o u r th s p e c i e s i n f o r m a t i v e c l u s t e r ( 10 0% ) c o n t a i n s o n e r e f e r e n c e s t r a i n o f ^ p o p offi i

a n d t w o fi e l d i s o l a t e s M C 4 U S l 1 a n d M C 4 U S l 4 . T h e t w o a f o r e m e n t i o n e d c l u s t e r s a r e

i n c l u d e d w i th i n a fi ft h l a r g e r c l u s t e r ( 10 0% ) t h a t c o n t a i n s o n e t y p e s t r a i n o f ^ b e s t i a r u m (L M G

13 6 6 2 ) a n d 3 0 fi e l d i s o l a t e s f r o m a l l s a m p l i n g s t a t i o n s . T h e fi ft h s p e c i e s i n f o r m a t i v e c l u s t e r

( 1 0 0% ) c o n t a i n s fi e l d i s o l a t e M C 3 D S l 14 p a i r e d w i t h a r e fe r e n c e s t r a i n o f ^ 4 . a l l o s a c c h r o p h i l a .

T h e s i x t h c l u s t e r (9 9%>) t h a t i s s p e c i e s i n f o r m a t i v e c o n t a i n s fi e l d i s o l a t e s M C 5 D S l 14 a n d M C 3

D S 2 10 a n d tw o t yp e s t r a i n s o f ^ . hy d r o p h i l a (A T C C 4 9 14 0 a n d CE C T 83 9 ) . T h e s e v e n t h a n d

fi n a l c l u s t e r ( 10 0%) ) c o n s i s t s o f t e n fi e l d i s o l a t e s a n d t w o t y p e / r e f e r e n c e s t r a i n s o f ^ . p u n c t a t a

(c a v i a e ) (C E C T 4 2 2 1) a n d A . sp H G 1 3 (A T C C 4 3 9 4 6 ) . I n t h i s l a s t l o c u s
,
s p e c i e s w e r e

d e t e r m i n e d b y l o c a t i o n r e l a t i v e t o t h e tw o t y p e a n d r e f e r e n c e s t r a i n s w i t h i n t h e c lu s t e r . I f a n

i s o l a t e d i d n o t a s s o c i a t e w i t h a c l u s t e r
,
i t w a s d e s i g n a t e d a s u n d e t e r m i n e d . A l l s p e c i e s

d e t e r m i n a t i o n s f o r t h i s l o c u s c a n b e f o u n d i n A p p e n d i x E .
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F i g u r e 13 s h o w s t h e p e r c e n t a g e o f e a c h s p e c i e s d e t e r m i n e d b y g y r a s e B s e q u e n c e

a n a l y s i s f o r e a c h s a m p l i n g l o c a t i o n . T h e m o s t p r e v a l e n t s p e c i e s i n t h e d o w n s t r e a m s a m p l i n g s i t e

w a s A
.
m e d i a (3 6% ) f o l l o w e d c l o s e l y b y A b e s t i a r u m (2 8% ). A e r o m o n a s c a v i a e a n d

u n d Q t e r m i n Qd A e r o m o n a s s p e c i e s b o t h m a d e u p 1 1% o f th e i s o l a t e s . T h e r e m a i n de r o f t h e

i s o l a t e s w e r e ^ . s a l m o n i c i d a ( 5% ) a n d ^ i a l l o s a c c h r o p h i l a ,
A . hy d r o p h i l a ,

a n d y l sp H G 12 e a c h

c o m p r i s i n g 3% p e r c e n t o f t h e t o t a l i s o l a t e s (n = 3 8) .

T h e u p s t r e a m s i t e a l s o h a d A . m e d i a a s t h e m o s t p r e v a l e n t s p e c i e s
,
m a k i n g u p

5 0% o f t h e t o t a l i s o l a t e s (n = 4 1 ) .
T h e n e x t m o s t p r e v a l e n t s p e c i e s w a s A . b e s t i a r u m (3 9% )

fo l l o w e d b y A p o p o ffi i w i t h f i v e p e r c e n t . T h e r e m a i n i n g i s o l a t e s w e r e A . e n c h e l e i a a n d

u n d e t e r m i n e d a e r o m o n a d s w i t h tw o p e r c e n t e a c h .

T h e e f f l u e n t s a m p l i n g s i t e w a s a l s o d o m i n a t e d b y A m e d i a
,
w h i c h c o m p r i s e d

5 7% o f t h e t o t a l i s o l a t e s (n = 3 0 ) . A b e s t i a r u m c o m p r i s e d 2 0% , w i t h y4 c a v i a e a n d u n d e t e r m i n e d

a e r o m o n a d s e a c h r e p r e s e n t i n g 10% o f t h e t o t a l i s o l a t e s
,
r e s p e c t i v e l y . Th e r e m a i n d e r o f t h e

i s o l a t e s w a s A s p H G 1 3
,
m a k i n g u p o n l y 3% o f t h e t o t a l i s o l a t e s t e s t e d f r o m th i s l o c a t i o n .
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6 0 0 0 ° /

5 0 0 0
°

/ i

4 0 . 0 0 %

3 0 .
0 0%

ZO. 0 0%

1 0 . 0 0 %

B r iu e n t

D o w n s t r e a m

A

b e s t i a r u

A

s a l m o n i c

I d a

A

a l lo s a c c h

r o p h l l a

A

h y d r o p h i

la

A

e n c h e le i
A

p o p o f f il

A s p
H G 1 3

U n d e t e r

m i n e d

H Do w n s t r e a m 3 6 8 4% 1 0 6 3% 6 2 6% 2 6 3% 1 0 5 3% 2 6 3 % 2 6 3% 2 8 9 5%

I U p s t r e a m 0 . 0 0% 0 0 0% 2 44 % 2 4 4 % 0 0 0 %

5 6 6 7% 2 0 0 0% 0 0 0 % 0 0 0% 10 0 0% 0 0 0% 0 0 0 % 3 3 3%

F ig u r e 1 3 : P e r c e n t a g e of sp e c i e s by s a mp l i n g s i t e f r o m

Gy r a s e B a n a ly s i s

F i g u r e 14 s h o w s t h e t o t a l p e r c e n t a g e o f e a c h s p e c i e s f o r a l l i s o l a t e s t e s t e d (n = 10 9 ) u s i n g

th e g y r a s e B l o c u s . A e r o m o n a s m e d i a w a s t h e m o s t p r e v a l en t sp e c i e s i n a l l i s o l a t e s t e s t e d , w i t h

4 6% o f t h e t o t a l . T h e n e x t m o s t p r e v a l e n t w a s A b e s t i a r u m c o m p r i s i n g n e a r l y a q u a r t e r o f t h e

i s o l a t e w i t h 2 4 %
. T h i s w a s f o l l o w e d b y u n d e t e r m i n e d a e r o m o n a d s ( 14%>) ,

A c a v i a e (7 % ) ,
A .

s a l m o n i c i d a (2% ),
A p o p o ffi i (2% ) ,

a n d A . s p H G 1 3 (2% ). T h e fi n a l t h r e e s p e c i e s w e r e A .

hy d r o p h i l a ,
A e n c h e l e i a , a n d A a l l o s a c c h r o p h i l a m a k i n g u p o n e p e r c e n t , r e s p e c t i v e l y .
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o
^

.
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^
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p
<? 10 . 9 2 %

0 . 9 2 %

1 1 3 . 7 6 %

11 . 8 3 %

11 . 8 3 %

30 . 9 2 %

1 . 8 3 %
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-

' -
- J ^ ^ 7 ^7 ^ 2 3 . 8 5 %

^ r
14 6 . 7 9 %

V-

-

<> 0 . 0 0 % 1 0 . 0 0% 2 0 . 0 0 % 3 0 . 0 0 % 4 0 . 0 0 % 5 0 . 0 0 %

F i g u r e 1 4 : P e r c e n t a g e o f t o t a l i s o l a t e s f r o m Gy r a s e B a n a ly s is

4 . 5 M A L D I - M S Sp e c i e s D e t e r m i n a t i o n

P h y l o g e n e t i c a l l y ,
M A L D I - M S i s a b l e t o s e p a r a t e sp e c i e s w i t h i n t h e ge n u s A e r o m o n a s

w i t h a m u c h h i g h e r r e s o l u t i o n t h a n t h a t o f 7 55 a n d e q u a l t o t h a t o f G y r a s e B s e q u e n c e s . F i g u r e

1 5 (A p p e n d i x C ) s h o w s t h e p h y l o g e n e t i c t r e e g e n e r a t e d b y D r . M a u r a D o n o h u e
,
f o r t h e 1 3 3

i s o l a t e s T h e t r e e s e p a r a t e s i n t o s i x d i s t i n c t c l u s t e r s . W i th i n e a c h c l u s t e r ,
t h e i s o l a t e s g r o u p

t o g e t h e r w i t h p o s i t i v e c o n t r o l s
,
s u g g e s t i n g s p e c i a t i o n .

A p p e n d i x D i s a l i s t o f i s o l a t e s
,
t h e c o m p l e x l e v e l d a t a f r o m b i o c h e m i c a l p h e n o t y p i n g ,

a n d s p e c i e s c a l l s b a s e d o n M A L D I - M S m /z s i g n a t u r e s . A m o n g th e i s o l a t e s c o l l e c t e d f r o m t h e

d o w n s t r e a m c o l l e c t i o n s i t e , a p r e p o n d e r a n c e o f i s o l a t e s w a s c l a s s i f i e d a s A m e d i a /A c a v ia e

H G 5 B (2 0 ) . T h e r e m a i n d e r o f t h e i s o l a t e s c o l l e c t e d w e r e c l a s s i fi e d a s f o l l o w s : A . s o br i a (7 ) ,
A

hy d r o p h i l a (3 ) ,
^ . hy d r o p h i l a - l i k e { \ ) ,

A
. be s t i a r u m {V) , A . c a v i a e {6 ) , A . s p H G l l ( 1) , a n d ^ ^ .
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v e r o n i i b v s o b r i a ( 1) . I n c o n t r a s t t o t h e d o w n s t r e a m s i t e
,
t h e u p s t r e a m c o l l e c t i o n s i t e w a s e q u a l l y

d o m i n a t e d b y ^ 4 m e d i a /A
.
c a v i a e H G 5 B ( 19) a n d ^ b e s t i a r u m ( 18 ) . T h e r e m a i n d e r o f t h e

i s o l a t e s f o r t h i s c o l l e c t i o n s i t e w a s m a d e u p o f ^ c a v i a e (3 ) a n d ^ . b e s t i a r u m /A hy d r o p h i l a - l i k e

H G 3 ( 1 ) .
T h e e f fl u e n t s a m p l i n g s i t e s p e c i e s p r o f i l e i s s i m i l a r t o t h a t o f t h e d o w n s t r e a m s i t e . T h e

e f fl u e n t s i t e i s a g a i n d o m i n a t e d b y A m e d i a /A c a v i a e H G 5 B (2 3 ) . Th e a d d i t i o n a l i s o l a t e s a r e

c o m p o s e d o f t h e f o l l o w i n g s p e c i e s : A . b e s t i a r u m {6) ,
A

.
c a v i a e (2 ),

^ . t r o t a (3 ) ,
^ hy d r o p h i l a

( 1) , A v e r o n i i b v v e r o n i i ( 1) , a n d ^ i . v e r o n i i b v s o b r i a ( 1) .

F i g u r e 16 s u m m a r i z e s t h e a b o v e d a t a a s a p e r c e n t a g e o f sp e c i e s p e r s a m p l i n g s i t e . F o r

t h e d o w n s t r e a m s i t e
,
A m e d i a / c a v i a e H G 5 B m a k e s u p 4 4% o f t h e i s o l a t e s . A . b e s t i a r u m

,
A

s o b r i a , a n d A c a v i a e t o g e t h e r c o m p r i s e a n o t h e r l a r g e p e r c e n t a g e o f t h e i s o l a t e s w i t h 1 7%
,
15%

,

a n d 13%
,
r e s p e c t i v e l y . T h e r e m a i n d e r o f t h e i s o l a t e s i s c o m p o s e d o i A . hy d r o p h i l a w i t h 7%

p e r c e n t a n d A . hy d r o p h i l a - l i ke H G 3 a n d A . s p H G l l b o t h m a k i n g u p 2% p e r c e n t o f t h e i s o l a t e s

c o l l e c t e d f r o m th e d o w n s t r e a m s i t e . F o r t h e u p s t r e a m c o l l e c t i o n s i t e
,
A m e d i a / c a v i a e H G 5 B a n d

A .
b e s t i a r u m s h a r e n e a r l y e q u a l r e p r e s e n t a t i o n

,
m a k i n g u p 4 7 % a n d 4 4 %) o f t h e i s o l a t e s c o l l e c t e d ,

r e s p e c t i v e l y . T h e r e s t o f t h e i s o l a t e s c o l l e c t e d f r o m t h e u p s t r e a m s i t e a r e c o m p r i s e d o f 1% A

c a v i a e a n d 2% p e r c e n t A hy d r o p h i l a - l i k e H G 3 T h e m a j o r i t y o f t h e i s o l a t e s c o l l e c t e d f r o m t h e

e f fl u e n t s a m p l e s i t e a r e A m e d i a / c a v i a e H G 5 B - m a k i n g u p 6 2%) o f t h e i s o l a t e s . T h e n e x t m o s t

a b u n da n t s p e c i e s c o l l e c t e d w a s A . b e s t i a r u m c o m p r i s i n g 16% o f th e i s o l a t e s . T h e r e s t o f t h e

i s o l a t e s c o l l e c t e d f r o m t h e e f fl u e n t s i t e w e r e J . t r o t a ( 8% ) ,
A c a v i a e (6% ), a n d A hy d r o p h i l a

a n d A . v e r o n i i (bv s o br i a a n d v e r o n i i) e a c h m a k i n g u p 3% p e r c e n t .

- 50 -

NEATPAGEINFO:id=3334B075-7311-451E-AE86-6F753366B5DA



A . h y d r o p h i l a - l i k e HG 3 ] 1 %

A . s p H G I I 1 1%

A . v e r o n i i b v s o b r i a j 1 %

A . v e r o n i i b v v e r o n l l 1 1 %

A . t r o t a 0 2 %

A . s o b r i a p ^ 6 %

A . Ii y d r o p h i l a g 3 %

A . c a v i a e ĥ ^ M 9%

A . b e s t i a r u m

A . m e d ia /c a v i a e

^ mmmmm ^ m^ 2 6%

5 0%

0 % 10 % 20 % 3 0 % 4 0 % 50 % 6 0 %

F ig u r e 1 7 : P e r c e n t a g e of to t a l i s o l a t e s f r o m MA L D I - MS a n a ly s i s

4 . 6 St a t i s t i c a l A n a ly s i s o f M A L D I - M S a n d G y r a s e B a n a l y s i s

F o r t h e M A L D I - M S a n d G y r a s e B d a t a
,
a c h i - s q u a r e t e s t w a s u s e d t o a n a l y z e t h e

i n d e p e n d e n c e o f e a c h s a m p l i n g s i t e . T hr e e d i f f e r e n t a n a l y s i s w e r e d o n e u s i n g a 2 x 3

c o n t i n g e n c y t a b l e
,
a s d e s c r i b e d i n t h e m e t h o d s (s e e s e c t i o n 3 . 6 ) , t o c o m p a r e t h e u p s t r e a m ,

d o w n s t r e a m
,
a n d e f fl u e n t s a m p l i n g s i t e s . F o r e a c h t e s t t h e tw o m o s t p r e v a l e n t s p e c i e s i n a l l

s a m p l i n g s i t e s {A m e d i a a n d A be s t i a r u m ) w e r e u s e d a n d a l l o t h e r s p e c i e s w e r e g r o u p e d t o g e t

o n e n u m b e r . T h e H
o
i s t h a t t h e r e i s n o r e l a t i o n s h i p b e tw e e n s a m p l i n g s i t e l o c a t i o n a n d th e

s p e c i e s p r o fi l e o f t h e i s o l a t e s c o l l e c t e d i n t h e m . T a b l e s 9 a n d 10 s i ra i m a r i z e t h e fi n d i n gs f o r

M A L D I - M S a n d G y r a s e B ,
r e s p e c t i v e l y .
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Ta b l e 9 : S u m m a r y of C h i - s q u a r e a n a ly s i s f o r MA L D I - MS a = 0. 05

A l l s i t e s X
^

v a l u e - 1 7 . 2 5 4 8

D e g o f F r e e d o m - 4

Pr o b a b i l i t y - 0 . 0 0 17

X
^
v a l u e - 7 . 5 2 9

D e g o f F r e e d o m - 2

Pr o b a b i l i t y - 0 . 0 2 3 2

E f f l u e n t v e r s u s U p s t r e a m

E f f l u e n t v e r s u s D o w n s t r e a m X
'

v a l u e - 3 . 4 0 5

D e g o f F r e e d o m - 2

P r o b a b i l i t y - 0 . 1 82 2

U p s t r e a m v e r s u s D o w n s t r e a m X
'

v a l u e - 12 . 5 3 4 9

D e g o f F r e e d o m - 2

Pr o b a b i l i t y - 0 . 0 0 19

T a b l e 1 0 : S u m m a r y o f Ch i - s q u a r e a n a ly s i s f o r Gy r a s e B s e q u e n c e a n a l y s i s a = 0. 0 5

A l l s i t e s X
"

v a l u e - 19 . 9 3 2

D e g o f F r e e d o m - 4

P r o b a b i l i t y - 0 . 0 0 0 5

E f f l u e n t v e r s u s U p s t r e a m X
"

v a l u e - 3 . 5 0 2

D e g o f F r e e d o m - 2

P r o b a b i l i t y - 0 .
1 7 3 6

E f f l u e n t v e r s u s D o w n s t r e a m X
^

v a l u e - 6 . 0 3 9

D e g o f F r e e d o m - 2

P r o b a b i l i t y - 0 . 04 7 5

X ^
v a l u e - 17 . 17 0

D e g o f F r e e d o m - 2

P r o b a b i l i t y - 0 . 0 0 0 2

U p s t r e a m v e r s u s D o w n s t r e a m

T a b l e s 9 a n d 10 s h o w t h a t w e c a n r e j e c t t h e n u l l h y p o th e s i s f o r t h e e f f l u e n t v e r s u s

u p s t r e a m a n d t h e u p s t r e a m v e r s u s d o w n s t r e a m t e s t s b e c a u s e t h e p r o b a b i l i t y v a l u e s w e r e l e s s t h a n

a n a o f 0 . 0 5 . T h i s m e a n s t h a t t h e s p e c i e s p r o f i l e s w e r e d i f f e r e n t b e t w e e n t h e s e s a m p l i n g s i t e s
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T h i s d o e s n o t
,
h o w e v e r

,
h o l d t r u e t o t h e e f f l u e n t v e r s u s d o w n s t r e a m t e s t . H e r e t h e r e i s a n

a s s o c i a t i o n b e t w e e n t h e tw o c o l l e c t i o n s i t e s
,
a n d t h e s p e c i e s p r o f i l e s a r e s im i l a r .

T a b l e 1 1 a : M e a n n u m b e r o f b a c t e r i a i d e n t if i e d f r o m a l l s a mp l e s i t e s u s i n g MA L D I - M S a n d

gy r B s e q u e n c e a n a ly s i s

M e t h o d

M A L D I - M S

Gy r B

N u m b e r

o f

S a m p l i n g
S i t e s

M e a n

N u m b e r

o f

B a c t e r i a

I d e n t i f i e d

4 1 3 3

3 1 3 3

St d .

D e v i a t i o n

4 5 0 9

7 5 0 6

St d .

E r r o r

M e a n

2 6 0 3

4 3 3 3

T a b l e l i b : T w o t a i l e d i n d e p e n d e n t s a m p l e s t - t e s t c o mp a r i n g t h e m e a n n u m b e r of b a c t e r i a

i d e n t if i e d u s i n g MA L D I - M S a n d gy r B s e q u e n c e a n a ly s i s

d f
S i g . (2 -

t a i l e d )
M e a n

D i f f e r e n c e

St d . E r r o r

D i f f e r e n c e

9 5% C o n fi d e n

I n t e r v a l o f t h

D i f f e r e n c e

U p p e r L o i

E q u a l v a r i a n c e s

a s s u m e d

E q u a l v a r i a n c e s n o t

a s s u m e d

1 9 7 8

1 9 7 8 3 . 2 7 7

1 1 9

. 1 3 5

10 0 00

10 0 0 0

5 0 5 5

5 0 5 5

- 4 0 3 6

- 5 3 4 5

T a b l e s 1 1 (a a n d b ) a n d 12 (a a n d b ) s h o w t h e d a t a f o r e a c h t - t e s t p e r f o r m e d (s e e s e c t i o n

3 . 6 ) . T a b l e 1 1 a c o m p a r e s t h e a v e r a g e m e a n n u m b e r o f b a c t e r i a i d e n t i f i e d f r o m a l l s a m p l i n g s i t e s .

M A L D I - M S w a s a b l e t o i d e n t i f y a n a v e r a g e o f 4 1 . 3 3 b a c t e r i a , w h i l e g y r B w a s a b l e t o i d e n t i f y a n

a v e r a g e o f 3 1. 3 3 b a c t e r i a . T a b l e l i b c o m p a r e s t h e s e m e a n s s t a t i s t i c a l l y ,
b u t d em o n s t r a t e s t h a t

t h e r e i s n o t a s i g n i f i c a n t (< 0 . 0 5) d i f f e r e n c e in t h e m e a n n u m b e r o f b a c t e r i a i d e n t i f i e d b y e a c h

m e t h o d .
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T a b l e 1 2 a : M e a n n u m b e r o f sp e c i e s i d e n ti fi e d f r o m a l l s a m p l e s i t e s u s i n g MA L D I - MS a n d

gy r B s e q u e n c e a n a ly s is

M e t h o d

MA L D I - M S

Gy r B

N u m b e r

o f

S a m p l i n g

S i t e s

M e a n

N u m b e r

o f S p e c i e s

I d e n t i f i e d

6 0 0

5 3 3

St d .

D e v i a t i o n

1 7 3 2

1 5 2 8

S t d .

E r r o r

M e a n

1 0 0 0

8 8 2

T a b l e 1 2 b : T w o t a i l e d i n d ep e n d e n t s a m p l e s t - t e s t c o mp a r i n g t h e m e a n n u m b e r o f sp e c i e s

i d e n t ifi e d u s i n g MA L D I - M S a n d gy r B s e q u e n c e a n a ly s i s

d f
S i g . (2 -

t a i l e d )

M e a n

D i f f e r e n c e

St d .
E r r o r

D i f f e r e n c e

9 5 % C o n fi d e n

I n t e r v a l o f t h

D i f f e r e n c e

U p p e r L o ^

E qu a l v a ri a n c e s

a s s u m e d

E qu a l v a ri a n c e s n o t

a s s u m e d

1 8 2 6 9 2 5 0 0

5 0 0 3 9 3 8

. 6 4 3

. 64 4

6 6 7

6 6 7

T a b l e 12 a c o m p a r e s t h e m e a n n u m b e r o f s p e c i e s i d e n t i f i e d fr o m a l l t hr e e s a m p l i n g s i t e s .

M A L D I - M S w a s a b l e t o i d e n t i fy a n a v e r a g e o f 6 s p e c i e s c o m p a r e d t o a m e a n o f 5 . 3 3 s p e c i e s f o r

g y r B m e th o d . T a b l e 12 b s t a t i s t i c a l l y c o m p a r e s t h e m e a n n u m b e r o f s p e c i e s i d e n t i f i e d u s i n g e a c h

m e t h o d
,
b u t d e m o n s t r a t e s t h a t t h e r e i s n o t a s i g n i f i c a n t (< 0 . 0 5) d i f f e r e n c e i n t h e n u m b e r o f

s p e c i e s i d e n t i f i e d u s in g e i t h e r m e t h o d .

5 . 0 D i s c u s s i o n

T h e t a x o n o m y o f t h e g e n u s A e r o m o n a s h a s b e e n a c h a l l e n g i n g e n d e a v o r l e a d i n g t o

n u m e r o u s d i f f i c u l t i e s i n i d e n t i fy i n g s p e c i e s w i t h i n t h e g e n u s ,
e s p e c i a l l y f o r t h o s e a e r o m o n a d s

t h a t a r e o f e n v i r o n m e n t a l o r i g i n . T w e n t y t o t h i r t y y e a r s a g o m o s t s c i e n t i s t s w o r k i n g w i t h
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A e r o m o n a s r e l i e d o n n u m e r o u s b i o c h e m i c a l t e s t s t o r e s o l v e s p e c i e s d i f f e r e n c e s .
T o d a t e ,

t h e

A e r o k e y / / (C a m a h a n e t a l
,
19 9 1) i s t h e m o s t u s e d b i o c h e m i c a l m e th o d f o r s p e c i e s d e t e r m i n a t i o n

o f c l i n i c a l i s o l a t e s , bu t h a s p o o r r e s o l v i n g p o w e r i n d e t e r m i n i n g s p e c i e s f o r e n v i r o n m e n t a l a n d

v e t e r i n a r y i s o l a t e s . A s m e th o d s im p r o v e d , e s p e c i a l l y w i t h t h e a d v e n t o f D N A /D N A

h y b r i d i z a t i o n , s p e c i e s d e t e r m i n a t i o n b e c a m e e a s i e r
,
b u t e v e n t h i s m e th o d l a c k e d t h e a b i l i t y t o

f u l l y r e s o l v e a l l o f t h e s p e c i e s . O th e r m e t h o d s i n c l u d i n g s i n g l e l o c u s P C R { 16 S) ,
F a t t y A c i d

M e t h y l - e s t e r s a n a l y s i s (F A M E S) , a n d r i b o t y p i n g p r o v e d t o h a v e l im i t e d s u c c e s s i n t h e r e s o l u t i o n

o f s p e c i e s w i t h i n t h e g t n u s A e r o m o n a s (M a r i n e t t i a n d A l t w e g g ,
19 9 2 ; A l tw e g g ,

19 9 3 ; H u y s e t a l
,

1 9 9 4 ) . Se v e r a l n e w m e t h o d s
,
i n c l u d i n g M L S T a n d MA L D I - M S

,
h a v e s h o w n p r o m i s e i n

d e c i p h e r i n g t h e c o m p l e x n e t w o r k s o f s p e c i e s w i t h i n t h e g e n u s A e r o m o n a s . I t i s t h e r e s u l t s o f

t h e s e m e t h o d s t h a t a r e d i s c u s s e d i n t h e f o l l o w i n g p a r a g r a p h s .

5 . 1 / 65 a n d G y r a s e B G e n e s

A l t h o u gh t h e i n t e n t w a s t o p e r f o r m a n M L S T a n a l y s i s o n t h e i s o l a t e s , t h i s w a s n o t t h e

o u t c o m e b e c a u s e o n l y t w o ge n e t i c l o c i w e r e s u c c e s s fu l l y a n a l y z e d : 1 6 r D N A a n d g y r a s e B . A n

a n a l y s i s o f a t h i r d l o c u s
,
r p o D

,
w a s a t t e m p t e d ,

b u t im f o r t i m a t e l y t h e p r im e r s u s e d w e r e u n a b l e t o

a m p l i f y a n y g e n e p r o d u c t . O f t h e g e n e s t h a t w e r e a n a l y z e d ,
o n l y g y r a s e B s h o w e d s i g n i f i c a n t

p r o m i s e f o r s p e c i a t i o n . T h e 1 6S l o c u s , a s s t a t e d p r e v i o u s l y , i s h i gh l y c o n s e r v e d w i t h i n t h i s

g e n u s . T h e o v e r a l l g e n e t i c v a r i a b i l i t y f o r t h e 16 S l o c u s w a s 19% a m o n g a l l o f t h e i s o l a t e s a n d

o n l y 5% am o n g t h e t y p e a n d r e f e r e n c e s t r a i n s . T h i s l a c k o f v a r i a b i l i t y a m o n g th e t y p e a n d

r e f e r e n c e s t r a i n s i s l i k e l y d u e t o t h e s e b e i n g ,
e s s e n t i a l l y ,

l a b o r a t o r y s t r a in s m a i n t a i n e d b y v a r i o u s

c u l t u r e c o l l e c t i o n s . T h e s e l a b o r a t o r y b a c t e r i a a r e m a i n t a i n e d i n p u r e c u l t u r e s a n d a r e g r o w n i n

o p t i m a l c o n d i t i o n s . C o n v e r s e l y , t h e e n v i r o n m e n t a l i s o l a t e s a r e e x p o s e d t o i n c r e a s e d s e l e c t i v e

p r e s s u r e s a n d i n t e r a c t i n t h e e n v i r o n m e n t w i t h o t h e r b a c t e r i a
,
b o t h o f w h i c h c a n a l l o w f o r t h e
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a c c u m u l a t i o n o f m u t a t i o n s a n d r e c o m b i n a t i o n e v e n t s .
I t i s t h i s l a c k o f g e n e t i c v a r i a b i l i t y t h a t

d o e s n o t a l l o w f o r c l e a r s p e c i a t i o n o f t h e g e n u s A e r o m o n a s u s i n g t h i s l o c u s . I n d e e d
,
a s t h e

p h y l o g r a m s i n d i c a t e
,
t h e r e i s a lm o s t n o v a r i a b i l i t y ,

r e s u l t i n g i n t h e b a c t e r i a e s s e n t i a l l y r e s i d i n g

w i t h i n o n e l a r g e c l u s t e r
.
T h e o n l y s i g n i f i c a n t s p e c i e s i n f o r m a t i v e c l u s t e r i n t h e l a r ge N J t r e e w a s

t h e A p o p of f i i p a i r i n g w i t h t w o fi e l d i s o l a t e s .

A s m e n t i o n e d i n t h e r e s u l t s s e c t i o n
,
a n a t t e m p t w a s m a d e t o im p r o v e t h e r e s o l v i n g p o w e r

b y l i m i t i n g t h e t y p e s t r a i n s t o o n l y t h o s e s p e c i e s i d e n t i fi e d by M A L D I - M S a n d b y g r o u p i n g t h e

i s o l a t e s b y c o l l e c t i o n s i t e . T h i s d e fi n i t e l y im p r o v e d th e r e a d a b i l i t y o f t h e t r e e s
,
b u t t h e r e w e r e

f e w s i g n i fi c a n t (> 9 0% ) c l u s t e r s . I n t h e d o w n s t r e a m s a m p l e , t h e l a r g e c l u s t e r c o n t a i n e d

n u m e r o u s fi e l d i s o l a t e s , b u t n o n e o c c u r r e d i n c o m b i n a t i o n w i t h o n e s i n g l e t y p e / r e f e r e n c e s t r a i n .

I n f a c t , t h i s c lu s t e r h a d s i x d i f f e r e n t t y p e / r e f e r e n c e s t r a i n s f o r t h r e e di f f e r e n t s p e c i e s {A m e d i a ,
A

hy d r o p h i l a , a n d A m e d i a ) . T h e o t h e r s p e c i e s i n f o r m a t i v e c l u s t e r i n t h e d o w n s t r e a m s a m p l e w a s

a c l u s t e r o f t h r e e t y p e / r e f e r e n c e s t r a i n s f o r t w o s p e c i e s (A . c a v i a e a n d A t r o t a ) a n d f o u r fi e l d

i s o l a t e s . B u t , a s w i t h t h e p r e v i o u s c l u s t e r , i t i s d i f fi c u l t t o d e t e r m i n e i n w h i c h c o m p l e x t h e s e

i s o l a t e s b e l o n g ,
m u c h l e s s t o w h i c h s p e c i e s t h e y c o r r e s p o n d . T h e u p s t r e a m s a m p l e s i t e t r e e h a d

o n l y o n e s i g n i f i c a n t s p e c i e s i n f o r m a t i v e c l u s t e r . T h i s w a s a c l u s t e r o f t h r e e t y p e / r e f e r e n c e

s t r a i n s f o r tw o d i f f e r e n t s p e c i e s {A . c a v i a e a n d A
.
t r o t a ) g r o u p e d t o a s i n g l e fi e l d i s o l a t e . A s w i t h

th e o t h e r p r e v i o u s l y m e n t i o n e d c l u s t e r s
,
i t w a s a g a i n d i f fi c u l t t o d e t e r m i n e c o m p l e x o r s p e c i e s

d e t e r m i n a t i o n s . T h e e f fl u e n t s i t e t r e e h a d t w o s i gn i fi c a n t s p e c i e s i n f o r m a t i v e c l u s t e r s . T h e fi r s t

i s a s i n g l e c l u s t e r o f tw o t y p e / r e f e r e n c e s t r a i n s o f ^ . h e s t i a r u m a n d f o u r fi e l d i s o l a t e s .
T h e

s e c o n d c l u s t e r i s t w o t y p e / r e f e r e n c e s t r a i n s f o r A
.
v e r o n i i (bv s o b r ia a n d v e r o n i i ) t h a t gr o u p e d

w i t h f o u r fi e l d i s o l a t e s . O u t o f 9 7 fi e l d i s o l a t e s i n c l u d e d i n t h e a n a l y s i s ,
a t o t a l o f o n l y n i n e

i s o l a t e s c o u l d b e d e fi n i t i v e l y s p e c i a t e d .
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T h i s l a c k o f s p e c i e s r e s o l v i n g p o w e r w a s e x p e c t e d f o r t h e 1 6S g e n e l o c u s , b e c a u s e i t i s

w e l l d o c u m e n t e d t h a t t h e r e i s n o 1 6S r D N A - b a s e d P C R th a t c a n s e p a r a t e t h e a e r o m o n a d s p e c i e s

f r o m o n e a n o t h e r . S im p l y p u t ,
t h e s p e c i e s a r e j u s t t o o c l o s e l y r e l a t e d g e n e t i c a l l y t o e a c h o t h e r .

Se v e r a l p a i r s o f " b o n a f i d e
"

s p e c i e s b y c o n v e n t i o n a l b i o c h e m i c a l c h a r a c t e r i z a t i o n a n d D N A -

D N A h y b r i d i z a t i o n a r e o n l y 1 - 3 b a s e p a i r s di f f e r e n t fr o m o n e a n o t h e r a l o n g th e e n t i r e I SOOb p

1 6S r e g i o n (M a r t i n e z - M u r c i a e t a l
,
19 9 2 ; H o m e m a n

,
2 0 0 6 ) . H o w e v e r

,
t h e 1 6 S l o c u s d o e s h a v e

t h e a b i l i t y t o d i f f e r e n t i a t e t o t h e g e n u s l e v e l .
I n c l u d e d i n t h e a n a l y s i s w e r e t h r e e o u t l i e r g e n e r a o f

r e l a t e d y - s u b c l a s s o f p r o t e o b a c t e r i a . T h e 16 S l o c u s w a s a b l e t o d i f f e r e n t i a t e t h e o u t l i e r i s o l a t e s

f r o m t h e f i e l d a n d t y p e / r e f e r e n c e i s o l a t e s 10 0% o f th e t im e . C a m a h a n (2 0 0 1) ,
r e p o r t e d t h e s a m e

f i n d i n g s f o r t h e 1 6S l o c u s u s i n g s im i l a r o u t l i e r g e n e r a .

T h e g y r a s e B l o c u s p r o v e d t o ha v e a g o o d d e a l m o r e v a r i a b i l i t y ,
w i t h 3 3% d i f f e r e n c e

a m o n g a l l s t r a i n s a n d 2 9% am o n g t h e t y p e a n d r e f e r e n c e s t r a i n s . T h i s i n c r e a s e d v a r i a b i l i t y o f

t h e l o c u s im p r o v e d t h e r e s o l v i n g p o w e r c o m p a r e d t o 1 6S , a n d a l l o w e d f o r s p e c i e s l e v e l

d e t e r m i n a t i o n s o f a m a j o r i t y ( 86% ) o f t h e i s o l a t e s i n c l u d e d i n t h e a n a l y s i s (n = 10 9 ) o f t h i s l o c u s .

T h i s i s c o n s i s t e n t w i t h r e p o r t s b y s e v e r a l r e s e a r c h e r s (Y a n e z e t a l , 2 0 03 ; S o l e r e t a l , 2 0 0 4 ;

K u p f e r e t a l , 2 0 0 6 ), w h o r e p o r t a h i g h l e v e l o f r e s o l u t i o n u s i n g th e u n i v e r s a l p r im e r s f o r t h e

g y r a s e B r e g i o n (s e e m e t h o d s ) t h a t a l l o w f o r t h e d e t e r m i n a t i o n o f in t r a - s p e c i e s d i f f e r e n c e s , s t r a i n

i d e n t i f i c a t i o n s
,
a n d s p e c i e s i d e n t i f i c a t i o n f o l l o w i n g a p h y l o g e n e t i c f r a m e .

5 . 2 M A L D I - M S

I n c o n t r a s t t o t h e v a r i a b l e r e s o l u t i o n o b t a i n e d w i t h th e D N A s e q u e n c e s - p o o r f o r 1 6 S b u t

b e t t e r f o r g r y B - M A L D I - M S i s a b l e t o m a k e d i s t i n c t s p e c i e s c a l l s u s i n g t h r e e a l g o r i t hm s (s e e

m e t h o d s ) . T h i s a n a l y t i c a l m e t h o d h a s a h i gh l e v e l o f r e s o l u t i o n i n m a k i n g s p e c i e s c a l l s a n d

p r o d u c e s h i gh l y r e p r o d u c i b l e p e a k s i m d e r c o n s t a n t c o n d i t i o n s . T h e d a t a p r o v i d e d h e r e
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d e m o n s t r a t e s o m e i n t e r e s t i n g t r e n d s . T h e i s o l a t e s o bt a i n e d fr o m t h e s e d i m e n t i n a n d a r o u n d t h e

WWT P a r e r e l a t i v e l y l o w i n di v e r s i t y e n c o m p a s s i n g o n l y n i n e s p e c i e s . A d d i t i o n a l l y , t h e

u p s t r e a m a n d d o w n s t r e a m s a m p l i n g s i t e s a r e u n i qu e i n t h e i r s p e c i e s p r o f i l e s . T h i s o b s e r v a t i o n i s

im p o r t a n t g i v e n t h e p r o f i l e o f t h e e f f l u e n t s p e c i e s . T h e e f fl u e n t a p p e a r s t o h a v e a n a d d i t i v e

e f f e c t o n t h e d o w n s t r e a m s i t e ,
w h e r e m o s t o f t h e s p e c i e s f o u n d i n t h e s e di m e n t a r o u n d t h e

e f fl u e n t o u t f a l l a r e a l s o f o u n d d o w n s t r e a m b u t n o t u p s t r e a m . T h e r e l a t i o n s h ip s i n s p e c i e s

d i v e r s i t y a m o n g t h e u p s t r e a m , e f fl u e n t a n d d o v ra s t r e a m s t a t i o n s i s i n d i c a t i v e o f p o t e n t i a l

c o n t a m i n a t i o n a n d e i t h e r p e r s i s t e n c e o r r e -

g r o w t h (o r b o t h ) i n t h e e n v i r o n m e n t o f s o m e o f t h e

s p e c i e s i s o l a t e d a t t h e e f fl u e n t s i t e . T h e s e f i n d i n g s a r e c o r r o b o r a t e d b y t h e s t a t i s t i c a l a n a l y s i s o f

t h e M A L D I - M S d a t a
,
w h i c h f o u n d t h a t t h e u p s t r e a m s i t e i s i n d e p e n d e n t o f (s i gn i f i c a n t l y

d i f f e r e n t f r o m ) th e d o w n s t r e a m a n d e f fl u e n t s a m p l i n g s i t e s i n t e r m s o f sp e c i e s c o m p o s i t i o n a n d

p r e v a l e n c e . T h e s t a t i s t i c a l a n a l y s i s a l s o s h o w e d th a t t h e e f fl u e n t a n d do w n s t r e a m s i t e s a r e n o t

i n d e p e n d e n t (n o t s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t ) (p = 0 . I 8 2 2 ) a n d h a v e a s im i l a r s p e c i e s p r o fi l e . T h i s

s u p p o r t s t h e h y p o t h e s i s t h a t t h e e f fl u e n t i s c o n t r i b u t o r y t o t h e i n c r e a s e d s p e c i e s d i v e r s i t y f o u n d

i n t h e d o w n s t r e a m s a m p l i n g s i t e
,
i n c l u d i n g s e v e r a l p a t h o g e n i c s t r a i n s .

5 . 3 P a t h o g e n i c i t y a n d P u b l i c H e a l t h Si g n i f i c a n c e

M a n y o f t h e i s o l a t e s c o l l e c t e d a r o u n d t h e W WT P a r e c o n s i d e r e d h u m a n o r fi s h p a th o g e n s .

A b e s t i a r u m i s a k n o w n fi s h p a t h o g e n c a u s i n g fu r u n c u l o s i s
,
a n d i t w a s f o u n d i n g r e a t a b u n d a n c e

i n a l l s a m p l i n g s i t e s . T h o s e s p e c i e s c o n s i d e r e d h u m a n p a t h o g e n s f o u n d i n l o w n u m b e r s a m o n g

t h e i s o l a t e s a r e A hy d r o p h i l a ,
A c a v i a e

,
A t r o t a , A . v e r o n i i b i o v a r s o b r i a , A . v e r o n i i b i o v a r

v e r o n i i , a n d A s o br ia . B e c a u s e t h e s e s p e c i e s a r e n o t f o u n d i n h i gh q u a n t i t i e s , t h e y m a y n o t

r e p r e s e n t a c l e a r t li r e a t t o t h e p u b l i c h e a l t h ,
b u t i t i s im p o r t a n t t o r e c o g n i z e t h e i r p r e s e n c e i n t h e

s e d im e n t
, g i v e n t h a t M o r g a n C r e e k i s i n t h e Jo r d a n L a k e w a t e r s h e d .
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T h e w a t e r w h e r e t h e s e d i m e n t w a s s am p l e d i s c l a s s i f i e d a s c l a s s W S- I V w a t e r b y t h e

N o r t h C a r o l i n a D i v i s i o n o f W a t e r Q u a l i t y . T h i s m e a n s t h e s e w a t e r s a r e p r o t e c t e d f o r s e c o n d a r y

r e c r e a t i o n
,
fi s h in g ,

w i l d l i f e , fi s h a n d a q u a t i c l i f e p r o p a g a t i o n a n d s u r v i v a l
,
a g r i c u l t u r e

,
a n d o t h e r

u s e s . Se c o n d a r y r e c r e a t i o n i n c l u d e s w a d i n g ,
b o a t i n g ,

a n d o t h e r u s e s i n v o l v i n g h u m a n b o d y

c o n t a c t w i t h w a t e r ,
w h e r e s u c h a c t i v i t i e s t a k e p l a c e i n a n i n f r e q u e n t

,
u n o r g a n i z e d ,

o r i n c i d e n t a l

m a i m e r .
A d di t i o n a l l y ,

t h e y c a n b e u s e d a s s o u r c e s o f p o t a b l e w a t e r . T h a t b e i n g s a i d
,
i n t h e a r e a

a r o u n d th e W WT P
,
t h i s w a t e r i s n o t u s e d f o r a n y s e c o n d a r y r e c r e a t i o n a l p u r p o s e s , t h o u g h

i n c i d e n t a l c o n t a c t w i t h i r r i g a t i o n w a t e r s s u p p l i e d f r o m t h e c r e e k i s p o s s i b l e o n t h e go l f c o u r s e

a dj a c e n t t o t h e c r e ek .

J o r d a n L a k e p r o v i d e s a s o u r c e o f m u n i c i p a l d r i n k i n g w a t e r t o G a r y , N o r t h C a r o l i n a ,
a n d

i s a l a r g e p r im a r y c o n t a c t r e c r e a t i o n a l a r e a f o r m u c h o f c e n t r a l N o r t h C a r o l i n a . G i v e n t h e

p r e s e n c e o f t h e s e p a th o g e n i c s p e c i e s i n t h e s e d im e n t o f a t r i b u t a r y o f Jo r d a n L a k e
,
a n d t h e

p o t e n t i a l f o r p r o l i f e r a t i o n i n t h e e n v i r o n m e n t , t h e s e w a t e r s d o w n s t r e a m o f t h e w a s t e w a t e r

t r e a t m e n t p l a n t s h o u l d b e m o n i t o r e d f o r c o n t a m i n a t i o n b y th e p a t h o g e n i c s t r a i n s o f a e r o m o n a d s .

T h i s i s e s p e c i a l l y t r u e a f t e r a l a r g e s t o r m e v e n t w h e n fl u s h i n g o f t h e s e a e r o m o n a d s d o w n s t r e a m

i n l a r g e n i m i b e r s c o u l d o c c u r . G e n e r a l l y ,
w h e n th e c r e e k i s a t n o r m a l t o l o w s t a g e , t h e p r e s e n c e

o f t h e s e p a t h o g e n i c s t r a i n s i s o f l o w e r r i s k b e c a u s e t h e fl o w o f t h e w a t e r i s s l o w a n d im p a i r e d b y

d e a d f a l l a n d o t h e r d e b r i s . T h e r e f o r e
,
t h e s e b a c t e r i a a r e n o t l i k e l y t o m a k e i t d o w n s t r e a m t h e

a p p r o x im a t e l y 2 0 m i l e s t o J o r d a n L a k e . T h i s t o p i c w i l l b e c o n s i d e r e d i n m o r e d e t a i l i n t h e

f o l l o w i n g s e c t i o n .
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5 . 4 S e d i m e n t - V e r s u s W a t e r - A s s o c i a t e d A e r o m o n a d s

A l l o f t h e i s o l a t e s c o l l e c t e d i n t h i s r e s e a r c h s t u dy w e r e s e d im e n t a s s o c i a t e d . G i v e n t h i s

f a c t
,
o n l y i n f e r e n c e s c a n b e m a d e a b o u t w h i c h b a c t e r i a l sp e c i e s a r e p r e s e n t i n t h e w a t e r c o l u m n .

T h i s i s a n im p o r t a n t f a c t t o c o n s i d e r
,
e sp e c i a l l y g i v e n t h e p u b l i c h e a l t h im p o r t a n c e o f t h e

p a t h o g e n i c A e r o m o n a s s t r a i n s f o u n d i n t h i s s t u dy . Si m i l a r g r a m - n e g a t i v e b a c t e r i a
,
i n c l u d i n g

v i b r i o s a n d p s e u do m o n a d s
,
r o u t i n e l y f o r m b i o f i lm s o n s e d im e n t s a n d o t h e r s u r f a c e s i n o r d e r t o

p e r s i s t , g r o w , a n d s u r v i v e (H a l l - St o o d l e y e t a l , 2 0 0 4 ) . I n d e e d , m o s t b a c t e r i a t e n d t o w a r d

a s s o c i a t i o n w i t h s e d im e n t s a n d s u r f a c e s b e c a u s e o f t h e s e l e c t i v e a dv a n t a g e s o f b e i n g i n a

b i o f i lm : D e c r e a s e d p r e d a t i o n
,
a s t a b l e e n v i r o r m i e n t i n w h i c h t o g r o w ,

i n c r e a s e d r e s i s t a n c e t o

e n v i r o n m e n t a l s t r e s s o r s , e a s y a c qu i s i t i o n o f n u t r i e n t s
,
a n d a s a f e m o d e o f e n v i r o r m i e n t a l

d i s p e r s a l (H a l l - St o o d l e y e t a l , 2 0 04 ) .
T h i s b e i n g s a i d , t h e s p e c i e s p r o f i l e o f s e s s i l e o r s e d im e n t

a s s o c i a t e d a e r o m o n a d s c o u l d b e c o m p l e t e l y d i f f e r e n t t h a n t h o s e f o u n d a s p l a n k t o n i c
,
f r e e - l i v i n g

a e r o m o n a d s i n t h e w a t e r c o l u m n .

5 . 4 . 1 B i o fi lm s a n d G e n e T r a n s f e r

B i o f i lm s a r e n o t u s u a l l y c o m p o s e d o f a s i n g l e g e n u s o f b a c t e r i u m
,
b u t a r e o ft e n a c o l o n y

o f s e v e r a l g e n e r a o f b a c t e r i a g r o u p e d t o g e t h e r . B e c a u s e o f t h i s
,
it i s a l s o im p o r t a n t t o c o n s i d e r

t h a t t h e a s s o c i a t i o n o f a e r o m o n a d s w i t h o t h e r b a c t e r i a w i t h i n b i o f i lm s i n s e d im e n t m a k e s t h e

p o s s i b i l i t y o f h o r i z o n t a l g e n e t r a n s f e r m o r e l i k e l y . So r e n s o n e t a l (2 0 0 5) f o t m d t h a t b i o f i lm s a r e

u n i q u e l y s u i t e d f o r h o r i z o n t a l g e n e t r a n s f e r b e c a u s e t h e y s u s t a i n h i gh b a c t e r i a l d e n s i t y a n d

m e t a b o l i c a c t i v i t y ,
e v e n i n h a r s h e n v i r o n m e n t s . S o m e o f t h e m o b i l e e l e m e n t s t h a t t h e y i d e n t i f i e d

w e r e p l a s m i d s
,
i n s e r t i o n s e q u e n c e s

,
t r a n s p o s o n s , i n t e g r o n s

, p a t h o g e n i c i t y i s l a n d s ,
a n d
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b a c t e r i o p h a g e s .
I t i s t h e s e e l e m e n t s t h a t a r e t r a n s f e r r e d i n d i s c r im i n a t e l y i n b i o f i lm s t h a t c a n

c o n t r i b u t e t o t h e p l a s t i c i t y o f t h e b a c t e r i a l g e n o m e .

5 . 5 F u t u r e R e s e a r c h

T h e f o c u s o f f i i t u r e r e s e a r c h s h o u l d b e p r im a r i l y o n t h e d e v e l o p m e n t o f m e t h o d s f o r t h e

a c c u r a t e a n d r a p i d i d e n t i f i c a t i o n o f A e r o m o n a s i n t h e e n v i r o n m e n t . A s w i t h a l l m i c r o b i o l o g i c a l

r e s e a r c h o f p o t e n t i a l hu m a n h e a l t h im p o r t a n c e
,
m o s t o f t h e m e t h o d s de v e l o p m e n t t a k e s p l a c e i n

t h e c l i n i c a l s e t t i n g . H o w e v e r , t h i s i s o ft e n n o t s u f f i c i e n t f o r r e l i a b l e a p p l i c a t i o n t o e n v i r o n m e n t a l

s a m p l e s . A f o c u s o n d e v e l o p i n g m e t h o d s t o i d e n t i f y A e r o m o n a s s h o u l d a l l o w r e s e a r c h e r s t o

b e t t e r d e t e r m i n e w h i c h s p e c i e s a r e o ft e n t h e m o s t p r e v a l e n t a n d w h i c h o n e s a r e p o t e n t i a l l y t h e

m o s t v i r u l e n t
,
i n c l u d i n g th o s e d e t e c t e d i n t h e e n v i r o n m e n t a n d t h e i r r e l a t i o n s h i p t o t h o s e

d e t e c t e d i n c l i n i c a l s a m p l e s . O t h e r r e s e a r c h s h o u l d fo c u s s p e c i f i c a l l y o n b e t t e r c h a r a c t e r i z a t i o n

a n d q u a n t i f i c a t i o n o f t h e v i r u l e n c e a n d p a t h o g e n i c i t y o f t h e a e r o m o n a d s f o u n d i n t h i s s t u d y ,
a n d

t o d e t e r m i n e i f t h e y a r e t h e s a m e a s o r a r e d i s t i n c t l y d i f f e r e n t f r o m c l i n i c a l s t r a i n s i n t h e s e

p r o p e r t i e s . T h i s r e s e a r c h s h o u l d a l s o f o c u s o n t r a n s m i s s i o n p a t hw a y s a n d m e c h a n i s m s o f

i n f e c t i o n a n d d i s e a s e i n h u m a n s a n d w h a t r o u t e s o f e x p o s u r e a r e m o s t e f f e c t iv e w h e n i n f e c t i n g a

h o s t .

F o r t h i s s a m p l i n g a r e a , f u t u r e r e s e a r c h s h o u l d f o c u s o n s e v e r a l a s p e c t s . A q u a n t i f i c a t i o n

a n d c h a r a c t e r i z a t i o n o f a e r o m o n a d s i n a n d a r o u n d t h e WWT P s h o u l d b e u n d e r t a k e n . B e c a u s e

t h e s e i s o l a t e s w e r e c o l l e c t e d o v e r a s h o r t c o u r s e o f t im e d u r i n g t h e s u m m e r
, a d d i t i o n a l i s o l a t e s

s h o u l d b e c o l l e c t e d o v e r a y e a r l y p e r i o d t o c a p t u r e s e a s o n a l d a t a a n d s h o u l d i n c l u d e r a w s e w a g e

i n f l u e n t
,
e f f l u e n t

,
u p s t r e a m ,

a n d n u m e r o u s d o w n s t r e a m p o i n t s ,
i n c l u d i n g J o r d a n L a k e . A n

a d d i t i o n a l ar e a o f r e s e a r c h s h o u l d f o c u s o n a e r o m o n a d s u r v i v a l , p r o l i f e r a t i o n a n d g e n e t r a n s f e r
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m e c h a n i s m s f o r a n t i b i o t i c r e s i s t a n c e a n d v i r u l e n c e t r a i t s i n t h e e n v i r o n m e n t a n d i n WW T P s
,
w i t h

s p e c i a l a t t e n t i o n b e i n g p a i d t o t h e r o l e o f b i o f i lm s . T h e s e c o u l d e i t h e r b e d o n e i n c o n j u n c t i o n

w i t h s e a s o n a l c o l l e c t i o n o f i s o l a t e s
,
o r a s d i s c r e t e

,
b e n c h - t o p e x p e r im e n t s w h e r e c o n d i t i o n s c a n

b e e a s i l y m a n i p u l a t e d t o t e s t a r a n g e o f e n v i r o n m e n t a l v a r i a b l e s a n d th e i r c o n d i t i o n s . T h i s i s

e s p e c i a l l y im p o r t a n t g i v e n t h e r e n e w e d i n t e r e s t i n t h e u s e o f r e c l a im e d w a t e r s b y OWA SA a n d

t h e U n i v e r s i t y o f N o r t h C a r o l i n a - Ch a p e l H i l l . A th i r d a r e a o f r e s e a r c h s h o u l d f o c u s o n t h e

p o t e n t i a l r e s i s t a n c e o f t h e s e a e r o m o n a d s t o c h l o r i n e a n d U V d i s i n f e c t i o n , t h e t w o d i s i n f e c t i o n

m e t h o d s a p p l i e d t o t h e w a s t e w a t e r a n d a l s o w i d e l y u s e d f o r d r i n k i n g w a t e r . T h i s i s im p o r t a n t f o r

b o th r e u s e a n d fo r d r i n k i n g w a t e r q u a l i t y .

O t h e r s t u d i e s c o u l d a l s o b e i m de r t a k e n t o b e t t e r c h a r a c t e r i z e t h e e c o l o g y o f a e r o m o n a d s ,

a n d t o d e t e r m i n e w h a t f a c t o r s a n d c o n d i t i o n s i n t h e e n v i r o n m e n t a n d i n t h e v a r i o u s A e r o m o n a s

s p e c i e s a l l o w s t h e b a c t e r i a b e a b l e t o p e r s i s t a n d p r o l i f e r a t e i n n u m e r o u s e n v i r o i m i e n t a l m e d i a

a n d a t di f f e r e n t e n v i r o n m e n t a l c o n d i t i o n s . A l o n g s im i l a r l i n e s
,
m o r e r e s e a r c h s h o u l d f o c u s o n

t h e e c o l o g y o f e f fl u e n t d i s c h a r g e d a e r o m o n a d s . T h i s s h o u l d i n c l u d e e f f o r t s t o d e t e r m i n e i f t h e y

a r e d i s t i n c t l y d i f f e r e n t f r o m e n v i r o n m e n t a l i s o l a t e s i n t h e i r s p e c i e s
,
v i r u l e n c e a n d a n t i b i o t i c

r e s i s t a n c e t r a i t s a n d t h e i r p o t e n t i a l s o u r c e s (i . e . c a n t h e y b e t r a c e d b a c k t o a h u m a n s o u r c e
,
o r a r e

t h e y p a r t o f t h e n o r m a l fl o r a o f a W WT P ) .

O t h e r r e s e a r c h s h o u l d a l s o b e u n d e r t a k e n t o f u r t h e r c h a r a c t e r i z e a e r o m o n a d a n t im i c r o b i a l

r e s i s t a n c e p r o p e r t i e s . P a s t r e s e a r c h (B r o n s t e d
,
2 0 04 ) f o c u s e d o n o n l y f o u r a n t i b i o t i c s a s

d e t e r m i n e d b y p h e n o t y p i c r e s i s t a n c e a n d o n m o l e c u l a r c h a r a c t e r i z a t i o n o f q u i n o l o n e r e s i s t a n c e

g e n e s f o r t h e s e s a m e i s o l a t e s (F o l a n ,
2 0 0 7 ) . T h i s c h a r a c t e r i z a t i o n (b o t h p h e n o t y p i c a n d
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g e n o t y p i c ) s h o u l d b e g r e a t l y e x p a n d e d t o i n c l u d e r e s i s t a n c e t o s e v e r a l d i f f e r e n t c l a s s e s o f

a n t ib i o t i c s , g i v e n t h e s e w a g e c o n t r i b u t i o n o f a l a r g e h o sp i t a l t o t h e s e w a ge t r e a t e d b y th e W WT P .

F i n a l l y ,
o n e o f t h e m a j o r s h o r t c o m i n g s o f t h i s s t u dy w a s t h e f a i l u r e o f t h e r p o D P C R

p r o t o c o l . G i v e n t h a t p r e v i o u s s t u d i e s h a v e f o u n d t h i s t o b e a n i n fo r m a t i v e g e n o m i c s i t e , n e w

p r i m e r s s h o u l d b e s e l e c t e d a n d t e s t e d fo r t h e i r a b i l i t y t o d e t e c t a n d s p e c i a t e t h e i s o l a t e s u s e d i n

t h i s s t u d y a n d f u t u r e i s o l a t e s . F u r t h e r m o r e
,
a t t e n t i o n s h o u l d b e g i v e n t o e x p a n d i n g t h e l i s t o f

o t h e r g e n e t i c a l l y a n d p h y l o g e n e t i c a l l y i n f o r m a t i v e g e n e l o c i w i t h i n t h e a e r o m o n a d g e n o m e .

6 . 0 C o n c l u s i o n s

T h e r a p i d a n d sp e c i f i c d e t e c t i o n o f i n f e c t i o u s m i c r o o r g a n i s m s i n b o t h c l in i c a l a n d

e n v i r o m n e n t a l s a m p l e s i s a p u b l i c h e a l t h p r i o r i t y . Th i s r e p o r t d e s c r i b e s t h e a t t e m p t e d u s e o f

m u l t i l o c u s s e q u e n c e t y p i n g ,
b a s e d o n t h e 16 S r D N A g e n e a n d tw o h o u s e k e e p i n g g e n e s g y r B a n d

r p o D , a s w e l l a s a M A L D I - M S a n a l y t i c a l c h e m i c a l m e t h o d a p p l i e d t o w h o l e i n t a c t c e l l s ,
t o

d e t e c t a n d d i f f e r e n t i a t e b e t w e e n s p e c i e s o f w a t e r b o r n e a e r o m o n a d s , i n c l u d i n g t h e p o t e n t i a l

h u m a n p a t h o g e n ^ hy d r o p h i l a ,
r e c o v e r e d fr o m c r e e k s e d im e n t s

T h e a t t e m p t t o i n c l u d e t h e h o u s e k e e p i n g g e n e r p o D i n t h e m u lt i l o c u s P C R a p p r o a c h w a s

u n s u c c e s s f u l . T h e p u b l i s h e d p r im e r s u s e d t o a mp l i fy t h e r p o D g e n e o f t h e A e r o m o n a s s t r a i n s o f

t h i s s t u d y w e r e i n c a p a b l e o f a m p l i fy i n g A e r o m o n a s D N A i n t h e h a n d s o f t h i s i n v e s t i g a t o r . A s

s t a t e d p r e v i o u s l y , t h e p r im e r s f o r t h e r p o D l o c u s f a i l e d t o a n n e a l b e c a u s e t h e p u b l i s h e d s e q u e n c e

w a s i n c o r r e c t f o r s e v e r a l n u c l e o t i d e s . T h i s p r e v e n t e d th e a n n e a l i n g o f t h e p r im e r t o t h e t a r g e t

s i t e . I t s h o u l d a l s o b e n o t e d t h a t o n f u r t h e r i n s p e c t i o n t h e p r im e r s w e r e a l s o f o u n d t o b e v e r y

c l o s e t o g e t h e r o n t h e g e n o m e a n d w o u l d n o t p r o d u c e a n a m p l i c o n t h a t c o u l d b e v i s u a l i z e d .

T h e r e s u l t s o f t h i s s t u d y i n d i c a t e t h a t a m u l t i l o c u s s e q u e n c e d t y p i n g a p p r o a c h b a s e d o n

P CR a m p l i f i c a t i o n a n d s e qu e n c i n g o f tw o l o c i
,
1 6S r D N A a n d th e h o u s e k e e p i n g g e n e G y r a s e B
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d i d p r o v i d e s u f f i c i e n t l y r o b u s t d a t a fo r d e f i n i t i v e s p e c i e s d e t e r m i n a t i o n w i t h i n t h i s g e n u s .

H o w e v e r
,
o n l y o n e o f t h e tw o l o c i y i e l d e d s e q u e n c e i n f o r m a t i o n t h a t d i s t i n g u i s h e d A e r o m o n a s

s p e c i e s .
T h e G y r a s e B l o c u s w a s h i gh l y i n f o r m a t i v e a n d w a s a b l e t o a c c u r a t e l y s p e c i a t e 8 6% o f

th e i s o l a t e s t e s t e d .

T h e o t h e r p r o m i s i n g em a l y t i c a l m e t h o d u s e d t o s p e c i a t e e n v i r o n m e n t a l a e r o m o n a d s w a s

M A L D I - M S. M A L D I - M S fi n g e r p r i n t i n g o f b a c t e r i a , w h e n c o m p a r e d t o o t h e r m e t h o d s

e m p l o y e d ,
o f f e r s s i g n i fi c a n t a dv a n t a g e s f o r t h e i d e n t i fi c a t i o n o f a e r o m o n a d s a n d fo r t h e i r

d i f f e r e n t i a t i o n a t t h e s p e c i e s l e v e l . T h e s e a d v a n t a g e s a r e ( 1) t h e c a p a b i l i t y t o d e t e c t n u m e r o u s

p r o t e i n s w i t h i n a s i n g l e s a m p l e , (2) h i g h t h r o u gh p u t ,
a n d (3 ) r e l a t i v e l y s im p l e s a m p l e p r e p a r a t i o n

t e c h n i q u e s . A d d i t i o n a l l y , M A L D I - M S p r o d u c e s a c c u r a t e a n d r e p r o du c i b l e r e s u l t s w i t h i n a

s i n g l e r u n
,
a n d t h e p r o c e s s i s f a s t - t a k i n g l e s s t h a n fi v e m i n u t e s p e r s a m p l e .

N e i t h e r o f t h e t w o m e th o d s u s e d i n t h i s s t u d y ,
w h e n c o m p a r e d s t a t i s t i c a l l y u s i n g a t - t e s t

,

w e r e s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t i n t h e a v e r a g e n u m b e r o f s p e c i e s o r b a c t e ri a t h e y w e r e a b l e t o

i d e n t i fy . O b s e r v a t i o n a l l y ,
ho w e v e r , t h e M A L D I - M S m e t h o d w a s a b l e t o i d e n t i f y o n a v e r a g e

m o r e s p e c i e s a n d m o r e b a c t e r i a t h a n t h e g y r B l o c u s . B e c a u s e o f t h i s a n d b e c a u s e o f t h e

a f o r e m e n t i o n e d r e a s o n s
,
M A L D I - M S a p p e a r s t o b e m o r e i de a l l y s u i t e d f o r e n v i r o n m e n t a l

m o n i t o r i n g .

F r o m t h e r e s u l t s o f t h i s s t u d y i t c a n b e c o n c l u de d t h a t :

1) M A L D I - M S p r o v i d e d r o b u s t a n d i n t e r n a l l y v a l i da t e d d a t a w h e n a p p l i e d t o t h e

A e r o m o n a s e n v i r o n m e n t a l i s o l a t e s o f t h i s s t u dy b y r e s o l v i n g a n d i d e n t i f y i n g n i n e

d i s t i n c t s p e c i e s w i t h i n t h e i s o l a t e s e t a n a l y z e d ;

2 ) M u l t i l o c u s s e q u e n c e t y p in g b a s e d o n t h e 1 6S r D N A a n d g y r a s e B l o c i i n v e s t i g a t e d i n

t h i s s t u d y d i d p r o v i d e a n a d e q u a t e l e v e l o f r e s o l u t i o n t o m a k e s p e c i e s - l e v e l
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i d e n t i f i c a t i o n s f o r 8 6% o f t h e e n v i r o n m e n t a l i s o l a t e s t e s t e d , w i t h G r y B p r o v i d i n g

d e fi n i t i v e s p e c i a t i o n s e q u e n c e d a t a ;

3) M o r e r e s e a r c h n e e d s t o b e d o n e u s i n g th e s e l o c i a n d p e r h a p s o t h e r h o u s e k e e p i n g g e n e

s e q u e n c e s i n a n e f f o r t t o a c h i e v e a m u l t i l o c u s s e q u e n c e t y p i n g m e t h o d t h a t i s c a p a b l e

o f d e l i n e a t i n g w i t h a c c u r a c y t h e s p e c i e s w i t h i n t h e g e n u s A e r o m o n a s . T h i s r e s e a r c h

s h o u l d i n c l u d e f u r t h e r c h a r a c t e r i z a t i o n o f t h e s e i s o l a t e s o n t h e b a s i s o f t h e r p o D

h o u s e k e e p i n g g e n e l o c u s
,
w h i c h w a s n o t s u c c e s s f u l l y a m p l i fi e d i n t li i s s t u d y ;

4 ) T h e s e w a g e e f fl u e n t o u t f a l l a p p e a r s t o b e a c o n t r i b u t o r t o t h e o v e r a l l s p e c i e s

c o m p o s i t i o n a n d d i v e r s i t y o f M o r g a n C r e e k . T h i s im p a c t w a s b a s e d o n t h e p r e s e n c e

a n d p r e d o m i n a n c e o i c ^ r i m n A e r o m o n a s s p e c i e s i s o l a t e s d e t e c t e d i n M o r g a n C r e e k

s e d i m e n t s a t t h e e f fl u e n t d i s c h a r g e s i t e a n d a t t h e d o w n s t r e a m w h e n c o m p a r e d t o t h e

s p e c i e s p r o fi l e a n d p r e v a l e n c e o f u p s t r e a m i s o l a t e s p e c i e s ; a n d

5 ) P o t e n t i a l l y p a t h o g e n i c s p e c i e s o f A e r o m o n a s
,
n o t a b l y A . hy d r o p h i l a ,

A . c a v i a e
,
A

t r o t a
,
A v e r o n i i b i o v a r s o b r i a

,
A

.
v e r o n i i b i o v a r v e r o n i i , a n d A . s o b r i a w e r e p r e s e n t

i n t h e e f fl u e n t o u t f a l l a n d d o w n s t r e a m s e d im e n t s . T h e p r e s e n c e o f i h e s Q A e r o m o n a s

s p e c i e s c r e a t e s t h e p o t e n t i a l f o r t h e i r p e r s i s t e n c e a n d p o s s i b l e r e g r o w th i n t h e

e n v i r o n m e n t a n d s u b s e qu e n t d o w n s t r e a m h u m a n e x p o s u r e s . T h e r e f o r e , f u r t h e r w o r k

n e e d s t o b e d o n e t o c h a r a c t e r i z e t h e v i r u l e n c e p r o p e r t i e s o f t h e s e p o t e n t i a l l y

p a t h o g e n i c A e r o m o n a s s p e c i e s i s o l a t e s .
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R e f e r e n c e s

A lt w e g g ,
M ( 19 9 3) . A p o l y p h a s i c a p p r o a c h t o t h e c l a s s i fi c a t i o n a n d i d e n t i fi c a t i o n o f A e r o m o n a s

s t r a i n s . M e d i c a l M ic r o b i o l o g y L e t t e r s
,
! : 2 0 0 - 2 0 5 .

A n h a l t , JP a n d F e n s e l a u , C ( 19 7 5 ) . I d e n t i fi c a t i o n o f b a c t e r i a u s i n g m a s s s p e c t r o m e t r y . A n a ly t i c a l

C h e m i s t r y . 4 7 : 2 19- 2 2 5 .

A r d i V (2 0 0 5) .
O c c u r r e n c e o f A e r o m o n a s hy d r o p h i l a i n s o u t h e r n C a l i f o r n i a '

s c o a s t a l w a t e r s a n d

v i r u l e n c e f a c t o r s a s s o c i a t e d w i t h i n f e c t i o n . U C M a r i n e C o u n c i l C o a s t a l E n v i r o n m e n t a l

Q u a l i ty I n i t i a t i v e , p a p e r 0 0 9 .

A r u j o R M
,
A r r i b a s R M

,
a n d P a r e s R ( 19 9 1) . D i s t r i b u t i o n o f A e r o m o n a s s p e c i e s i n w a t e r s w i t h

d i f f e r e n t l e v e l s o f p o l l u t i o n . J o u r n a l o f A p p l i e d B a c t e r i o l o g y , 7 1 : 1 82 - 1 8 6 .

B r o n s t a d E (2 0 0 5) .

" Im p a c t o f W a s t e w a t e r E f fl u e n t o n A n t i b i o t i c r e s i s t a n c e i n S e d im e n t -

A s s o c i a t e d A e r o m o n a s .

'

'
'

'

T e c h n i c a l R e p o r t M a s t e r o f Sc i e n c e i n

E n v i r o n m e n t a l E n g i n e e r i n g ,
U n i v e r s i t y o f N o r t h C a r o l i n a a t C h a p e l H i l l .

B r a n d i G , Si s t i M , Sc h i a v a n o G ,
S a l v a g gi o L , a n d A l b a n o A ( 19 9 6 ) . Su r v i v a l o f A e r o m o n a s

hy d r o p h i l a ,
A e r o m o n a s C a v i a e

,
a n d A e r o m o n a s s o b r ia i n s o i l s . J o u r n a l of Ap p l i e d

B a c t e r i o l o gy ,
8 1(4 ) : 4 3 9 - 4 4 4 .

B u r k e V
,
R o b i n s o n J ,

G r a c e y M ,
P e t e r s o n D ,

P a r t r i d g e K ( 19 84 ) .
I s o l a t i o n o f A e r o m o n a s

hy d r o p h i l a f r o m a m e t r o p o l i t a n w a t e r s u p p l y : Se a s o n a l c o r r e l a t i o n w i t h c l i n i c a l i s o l a t e s .

Ap p l i e d E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o g y ,
4 S : 36 1- 3 6 6 .

C a i n
,
T C

,
L u bm a n

,
D M

,
a n d W e b e r

,
JW ( 19 9 4 ) . D i f f e r e n t i a t i o n o f b a c t e r i a u s i n g p r o t e in

p r o fi l e s f r o m m a t r i x - a s s i s t e d l a s e r d e s o r p t i o n / i o n i z a t i o n t im e - o f - fl i g h t m a s s s p e c t r o m e t r y .

R a p i d C o m m u n i c a t i o n s i n M a s s Sp e c t r o m e t r y , 8 : 1 0 2 6- 10 3 0 .

C a m a h a n A M (2 0 0 1) . G e n e t i c r e l a t e d n e s s o f A e r o m o n a s s p e c i e s b a s e d o n t h e D N A s e q u e n c e s

o f f o u r d i s t i n c t g e n o m i c l o c i . D i s s e r t a t i o n .

C a m a h a n A M
,
A l t w e g g M ( 19 9 6 ) . T a x o n o m y . I n : A u s t i n B e t a l

.
Th e G e n u s A e r o m o n a s .

L o n d o n , W i l e y : 1- 3 8 .

C o t t r e l l
,
M T

,
W o o d

,
D N

,
Y u

,
L

,
a n d K i r c hm a n D L (2 0 0 0) . Se l e c t e d C h i t i n a s e G e n e s i n

C u l t u r e d a n d U n c u l t u r e d M a r i n e B a c t e r i a i n t h e a - a n d y - Su b c l a s s e s o f t h e P r o t e o b a c t e r i a .

A p p l i e d E n v i r o n m e n t a l Mi c r o b i o l o g y , . 6 6 (3) ) : 1 19 5 - 12 0 1 .

D o n o h u e M
,
S m a l l w o o d A

,
P f a l l e r S

,
R o d g e r s M ,

a n d Sh o e m a k e r J (2 0 0 6 ) . T h e d e v e l o pm e n t o f

a m a t r i x - a s s i s t e d l a s e r d e s o r p t i o n / i o n i z a t i o n m a s s s p e c t r o m e t r y - b a s e d m e th o d f o r t h e

p r o t e i n fi n g e r p r i n t i n g a n d i d e n t i fi c a t i o n o f A e r o m o n a s s p e c i e s u s i n g w h o l e c e l l s . J o u r n a l
o f Mi c r o b i o l o g i c a l M e t h o ds

, 6 5 : 3 80 - 3 8 9
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D o n h u e M ,
B e s t J , Sm a l l w o o d A

,
K o s t i c h M , R o d g e r s M ,

a n d Sh o e m a k e r J (2 0 0 7 )
D i f f e r e n t i a t i o n o f A e r o m o n a s i s o l a t e d f r o m D r i n k i n g W a t e r D i s t r i b u t i o n S y s t e m s u s i n g
M a t r i x - A s s i s t e d L a s e r D e s o r p t i o n / I o n i z a t i o n - M a s s S p e c t r o m e t r y (M A L D I - M S) .

A n a ly t i c a l C h e m is t r y ,
7 9 : 19 3 9 - 19 4 6 .

D u m o n t e t S e t a l (2 0 0 0 ) . P r e v a l e n c e a n d d i v e r s i t y o f A e r o m o n a s a n d Vi b r i o s p p . i n c o s t a l w a t e r s

o f s o u t h e r n I t a l y . C o mp a r a t i v e I m m u n o l o gy ,
M i c r o b i o l o gy ,

a n d I nf e c t i o u s D i s e a s e s
,
2 3 :

5 2 - 7 2 .

E d ge JC ,
F i n c h PE ( 19 8 7 ) . O b s e r v a t i o n o n b a c t e r i a l a ft e r g r o w th i n w a t e r s u p p l y d i s t r i b u t i o n

s y s t e m s : im p l i c a t i o n s f o r d i s i n f e c t i o n s t r a t e g i e s . J o u r n a l of t h e I n s t i t u t e f o r Wa t e r

E n v i r o n m e n t a l Ma n a g e m e n t , 1 : 10 4 - 1 10 .

E n r i gh t M C
,
a n d S p r a t t B G ( 19 9 9) M u l t i l o c u s s e q u e n c e t y p i n g . T r e n d s M i c r o b i o l . 1 9 9 9

D e c ; 7 ( 12 ): 4 8 2 - 4 87 .

G a v r i e l A A
,
L a n d r e JP B , a n d L a m b A J ( 19 9 8) . I n c i d e n c e o f m e s o p h i h c A e r o m o n a s w i t h i n a

p u b l i c d r i n k i n g w a t e r s u p p l y i n n o r t h - e a s t Sc o t l a n d . J o u r n a l of A p p l i e d M i c r o b i o l o g y ,
8 4 :

3 8 3 - 3 9 2 .

G e l dr e i c h E E (19 7 8) . B a c t e r i a l p o p u l a t i o n s a n d i n d i c a t o r c o n c e p t s i n f a e c e s
, s e w a ge ,

s t o r m w a t e r
,
a n d s o l i d w a s t e s . I n B e r g G (e d ) I n d i c a t o r s o f Vi r u s e s i n Wa t e r a n d F o o d .

A n n A r b o r : A n n A r b o r S c i e n c e
,
19 7 8 : 5 1 - 9 9 .

H a n n i n e n M L ( 19 9 4 ) . P h e n o t y p i c c h a r a c t e r i s t i c s o f t h r e e h y b r i d i z a t i o n g r o u p s o f A e r o m o n a s

hy d r o p h i l a c o m p l e x i s o l a t e d f r o m d i f f e r e n t s o u r c e s . J o u r n a l o f Ap p l i e d B a c t e r i o l o gy ,
7 6 :

4 5 5- 4 6 2 .

H a v e l a a r A H , V e r s t e e g h JFM ,
D u r i n g M ( 1 99 0 ) . T h e p r e s c e n c e o f A e r o m o n a s i n d r i n k i n g w a t e r

s u p p l i e s i n t h e N e t h e r l a n d s . Z e n t r a l b l a t t f ti r Hy g i e n e u n d Um w e l t m e d i z i n , 1 9 0 : 2 3 6 - 2 56 .

H a v e l a a r A H e t a l ( 19 92 ) . T y p i n g o f A e r o m o n a s s t r a i n s f r o m p a t i e n t s w i t h d i a r r h e a a n d f r o m
d r i n k i n g- w a t e r . J o u r n a l o f A p p l i e d B a c t e r i o l o g y ,

72 : 4 3 5 - 4 4 4 .

H a v e l a a r A H ,
T o o r o p - B o u m a A

, M e de m a G ( 19 9 0 ) . T h e o c c u r r e n c e a n d s i gn i f i c a n c e o f

A e r o m o n a s i n w a t e r w i t h s p e c i a l r e f e r e n c e t o m i n e r a l w a t e r . R i v is t a I t a l i a n a d
'

Ig i e n e , 5 0 :

34 9 - 2 5 6

H a z e n T C
,
F l i e r m a n s C B

,
H i r c h R P

,
a n d E s c h G W ( 19 7 8) . Pr e v a l e n c e a n d d i s t r i b u t i o n o f

A e r o m o n a s hy d r o p h i l a i n t h e U n i t e d St a t e s . A p p l i e d a n d E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o g y ,

3 6 (5 ): 7 3 1- 7 3 8 .

H o l m e s P
,
N i c c o l i s L M

,
a n d S a r t o r y D P ( 19 9 6 ) . T h e e c o l o g y o f m e s o p h i l i c A e r o m o n a s i n t h e

a q u a t i c e n v i r o n m e n t . I n : A u s t i n B e t eL\
,
e d s . Th e G e n u s A e r o m o n a s . L o n do n

,
W i l e y : 12 7 -

15 0 .
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H o m e m a n
,
A (2 0 0 6 ) . P e r s o n a l i n t e r v i ew r e g a r d i n g 1 6S r D N A a n d o th e r s p e c i a t i o n m e t h o d s .

M a y 3 1,
2 0 0 6 .

H u y s G , V a n c a n n e y t M ,
C o o p m a n R

,
J a n s e n P

,
F a l s e n E

,
A l t w e g g M ,

a n d K e r s t e r s K ( 19 94 ) .

C e l l u l a r f a t t y a c i d c o m p o s i t i o n a s a c h e m o t a x o n o m i c m a r k e r f o r t h e d i f f e r e n t i a t i o n o f

p h e n o s p e c i e s a n d h y b r i d i z a t i o n g r o u p s i n t h e ge n u s A e r o m o n a s . I n t e r n a t i o n J o u r n a l o f
Sy s t e m a t i c B a c t e r i o l o g y ,

4 4 : 6 5 1 - 6 5 8 .

J a n d a JM a n d A bb o t t SL ( 1 99 8) .
E v o l v i n g c o n c e p t s r e g a r di n g t h e g e n u s A e r o m o n a s : A n

e x p a n d i n g p a n o r a m a o f s p e c i e s ,
d i s e a s e p r e s e n t a t i o n s

,
a n d i m a n s w e r e d q u e s t i o n s . C l i n i c a l

I n f e c t i o u s D i s e a s e s
,
2 7 : 3 32 - 3 4 4

.

K im u r a , M ( 19 8 0) . A s im p l e m e t h o d f o r e s t im a t i n g e v o l u t i o n a r y r a t e s o f b a s e s u b s t i t u t i o n s

t h r o u gh c o m p a r a t i v e s t u di e s o f n u c l e o t i d e s e q u e n c e s . J o u r n a l of M o l e c u l a r E v o l u t i o n ,
1 6 :

1 1 1- 12 0 .

K n o c h e l S ( 19 9 1) . Ch l o r i n e r e s i s t a n c e o f m o t i l e A e r o m o n a s s p e c i e s . Wa t e r Sc i e n c e T e c h n o l o g y ,

2 4 : 3 2 7 - 3 3 0 .

K u m a r , S ,
T a m u r a

,
K

,
J a k o b s e n

,
I B

,
a n d N e i

,
M (2 0 0 1) . M EG A 2 : M o l e c u l a r E v o l u t i o n a r y

G e n e t i c s A n a l y s i s s o ft w a r e . B i o i n f o r m a t i c s
,
5 0 : 6 0 2- 6 12 .

K u p f e r ,
M

,
K u h n e r t , P ,

K o r c z a k B M
,
P e d u z z i

,
R

,
a n d D e m a r t a

,
A (2 0 0 6 ) . G e n e t i c r e l a t i o n s h i p s

o f A e r o m o n a s s t r a i n s i n f e r r e d f r o m i dS
'

r R N A , g y r B a n d r p o B g e n e s e q u e n c e s .

I n t e r n a t i o n a l J o u r n a l o f Sy s t e m a t i c a n d E v o l u t i o n a r y M i c r o b i o l o g y ,
5 6 : 2 7 4 3—2 7 5 1.

L e C h a v a l l i e r M W , e t a l ( 19 82 ) . A e r o m o n a s S o b r i a i n c h l o r i n a t e d d r i n k i n g w a t e r s u p p l i e s .

M i c r o b i a l E c o l o g y ,
%: 3 2 5 - 3 3 3 .

L e e C , C h o JC , L e e S H , L e e D G , a n d K im
,
SJ (2 0 0 2 ) . D i s t r i b u t i o n o f A e r o m o n a s s p p . a s

i d e n t i fi e d b y 16 S r D N A r e s t r i c t i o n f r a g m e n t l e n g t h p o l ym o r p h i s m a n a l y s i s i n a t r o u t f a r m .

J o u r n a l o f Ap p l i e d M i c r o b i o l o gy ,
9 3 : 9 7 6 - 9 8 5 .

M a a j e l S ,
M a hj o u b i A

,
E l a z r i C

,
D u k a n S (2 0 0 3 ) S im u l t a n e o u s e f f e c t s o f e n v i r o n m e n t a l f a c t o r s

o n m o t i l e A e r o m o n a s d y n a m i c s i n a n u r b a n e f fl u e n t a n d i n t h e n a t u r a l s e a w a t e r . Wa t e r

R e s e a r c h,
3 7 ( 12 ) : 2 8 6 5 - 74 .

M a a j e l S ,
D e n i s M

,
a n d D u k a n S (2 0 0 4 ) . T e m p e r a t u r e a n d gr o w t h - p h a s e e f f e c t s o n A e r o m o n a s

hy d r o p h i l a s u r v i v a l i n n a t u r a l s e a w a t e r m i c r o c o s m : r o l e o f p r o t e i n s y n t h e s i s a n d n u c l e i c
a c i d c o n t e n t o n v i a b l e b u t t e m p o r a r i l y n o n - c u l t u r a b l e r e s p o n s e . M i c r o b i o l o g y , 1 5 0 : 18 1-

18 7 .

M a g e e , JT , R a n d l e
,
E A

,
G r a y ,

S J
,
a n d Ja c k s o n

,
SK ( 19 9 3 ) . Py r o l y s i s m a s s s p e c t r o m e t r y

c h a r a c t e r i z a t i o n a n d n u m e r i c a l t a x o n o m y o i A e r o m o n a s s p p . A n t o i n e Va n L e e u w e n h o e k
6 4 : 3 15 - 3 2 3 .
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M a r t i n e l l i L a n d A l t w e g g M ( 19 9 2 ) . r R N A g e n e r e s t r i c t i o n p a t t e r n s a s a t a x o n o m i c t o o l f o r t h e

g e rm s A e r o m o n a s . I n t e r n a t i o n a l J o u r n a l o f Sy s t e m a t i c B a c t e r i o l o g y . 4 2 : 3 8 4 - 3 8 9

M a r t i n e z - M u r c i a
,
A J .

,
B e n l l o c h

,
a n d S ,

C o l l i n s
,
M D . ( 19 9 2 ) . Ph y l o g e n e t i c i n t e r r e l a t i o n s h i p s o f

m e m b e r s o f t h e g e n e x di A e r o m o n a s a n d P l e s i o m o n a s a s d e t e r m i n e d b y i (55 r i b o s o m a l D N A

s e q u e n c i n g : l a c k o f c o n g r u e n c e w i t h r e s u l t s o f D N A - D N A h y b r i d i z a t i o n s . I n t e r n a t i o n a l of
J o u r n a l o f Sy s t e m a t i c B a c t e r i o l o g y , 4 2 : 4 12- 4 2 1 .

M a r t i n e z - M u r c i a , A J , A n t o n
,
A I , a n d R o d r i g u e z - V a l e r a , F ( 19 9 9) . P a t t e r n s o f s e q u e n c e

v a r i a t i o n i n t w o r e g i o n s o f t h e 16 S r RN A m u l t i g e n e f a m i l y o f E s c h e r i c h i a c o l i .

I n t e r n a t i o n a l o f J o u r n a l of Sy s t e m a t i c B a c t e r i o l o g y 4 9 : 6 0 1- 6 10 .

M a r t i n e z - M u r c i a , A J , So l e r , L ,
Sa a v e dr a , M J , C h a c o n , M R , G u a r r o , J , St a c k e b r a n d t ,

E
,
a n d

F i g u e r a s
,
M J (2 0 0 5 ) .

P h e n o t y p i c , g e n o t y p i c a n d p h y l o g e n e t i c d i s c r e p a n c i e s t o d i f f e r e n t i at e

A e r o m o n a s s a l m o n i c i d a di n d A e r o m o n a s b e s t i a r u m f r o m e a c h o th e r .
I n t e r n a t i o n a l

M i c r o b i o l o g y 8 : 2 5 9- 2 6 9 .

M e d e m a G J
,
e t a l (1 9 9 1) E f fe c t i v i t y o f c h l o r i n e d i o x i d e t o c o n t r o l A e r o m o n a s i n d r i n k i n g w a t e r

d i s t r i b u t i o n s y s t e m s .
Wa t e r S c i e n c e T e c h n o l o g y ,

2 4 : 3 2 5 - 32 6 .

M o n t f o r t P a n d B a l e u x B ( 19 9 1) . D i s t r i b u t i o n a n d s u r v i v a l o f m o t i l e A e r o m o n a s s p p . i n

b r a c k i s h w a t e r r e c e i v i n g s e w a g e t r e a t m e n t e f fl u e n t . Ap p l i e d a n d E n v ir o n m e n t a l
M i c r o b i o l o g y , 5 7 (9) : 2 4 5 9 - 2 4 6 7 .

M o r g a n D R e t a l ( 19 8 5) . L a c k o f c o r r e l a t i o n b e tw e e n k n o w n v i r u l e n c e p r o p e r t i e s o f A e r o m o n a s

hy d r o p h i l a a n d e n t e r o p a t h o g e n i c i t y f o r h u m a n s . I nf e c t i o n a n d I m m u n i ty , 5 0 : 6 2 - 6 5 .

M o y e r N P ( 19 8 7) . C l i n i c a l s i g n i f i c a n c e o i A e r o m o n a s s p e c i e s i s o l a t e d f r o m p a t i e n t s w i t h
d i a r r h e a . J o u r n a l o f C l i n i c a l M i c r o b i o l o g y , 2 5 : 2 0 4 4 - 2 04 8 .

N e i M a n d K u m a r S (2 0 0 0 ) . M o l e c u l a r E v o l u t i o n a n d P hy l o g e n e t i c s . O x f o r d U n i v e r s i t y P r e s s
,

N e w Y o r k .

P a z z a g l i a G e t a l (1 9 9 1) . H i gh f r e q u e n c y o f c o i n f e c t i n g e n t e r o p a t h o g e n s v / i t h A e r o m o n a s -

a s s o c i a t e d d i a r r h e a o f h o s p i t a l i z e d P e r u v i a n i n f a n t s . J o u r n a l of C l i n i c a l M i c r o b i o l o gy ,

2 9 (6 ): 1 15 1 - 1 15 6 .

Pe m b e r t o n JM , K i d d SP , a n d Sc hm i d t R ( 19 9 7) . Se c r e t e d e n z y m e s o f A e r o m o n a s . F E MS
M i c r o b i o l o gy L e t t e r s

,
1 52 : 1- 10 .

P e t t i b o n e G W ( 19 9 8 ) . P o p u l a t i o n d y n a m i c o f A e r o m o n a s s p p . i n a n u r b a n w a t e r s h e d . J o u r n a l o f
A p p l i e d M i c r o b i o l o g y , 8 5 : 7 2 3 - 7 3 0 .

P o f fe R a n d O p d e B e e c k E ( 19 9 1) . E n u m e r a t i o n o f A e r o m o n a s h y d r o p h i l a fr o m d o m e s t i c
w a s t e w a t e r t r e a t m e n t p l a n t s a n d s u r f a c e w a t e r s . J o u r n a l o f B a c t e r i o l o g y , 7 1 (4 ) : 3 6 6 - 3 7 0 .
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P o p o f f M , C o y n a u l t C
,
K i r e dj i a n M ,

L e m e l i n M ( 19 8 1) . P o l y n u c l e o t i d e r e l a t e d n e s s a m o n g
m o t i l e A e r o m o n a s s p e c i e s . C u r r e n t Mi c r o b i o l o g y ,

5 : 1 0 9 - 1 14 .

P o p o f f ,
M ( 19 84 ) . G e n u s I I I , A e r o m o n a s . I n K r e i g N R , H o lt JG (e d s ) B e r g e y

'

s M a n u a l o f
Sy s t e m a t i c B a c t e r i o l o g y ,

V o l 1 . B a l t im o r e
,
M D : W i l l i a m s a n d W i l k i n s

,
5 4 5 - 54 8 .

R e s n i c k D a n d N e l s o n D R ( 19 8 8) . C l o n i n g a n d c h a r a c t e ri z a t i o n o f t h e A e r o m o n a s c a v i a e r e c A

g e n e a n d c o n s t r u c t i o n o f a n A . c a v i a e r e c A m u t a n t . J o u r n a l o f B a c t e r i o l o g y , 1 7 0 ( 1) : 4 8- 5 5 .

R i p p e y SR a n d C a b e l l i V J (19 7 9 ) . M e m b r a n e f i l t e r m e t h o d s f o r e n u m e r a t i o n o f A e r o m o n a s

hy d r o p h i l a f r o m f r e s h - w a t e r s .
Ap p l i e d a n d E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o gy , 3 8 : 10 8- 1 13 .

R i p p e y S R a n d C a b e l l i V J ( 19 89 ) . U s e o f t h e t h e r m o t o l e r a n t ^ e r o m o w a ^ g r o u p f o r t h e t r o p hi c

s t a t e c l a s s i f i c a t i o n o f f r e s h w a t e r s . Wa t e r R e s e a r c h , 2 3 (9 ) : 1 10 7 - 1 1 14 .

S a i t o u
,
N a n d N e i

,
M ( 19 8 7 ) . T h e n e i gh b o r - j o i n i n g m e t h o d : a n e w m e t h o d f o r r e c o n s t r u c t i n g

p h y l o g e n e t i c t r e e s . M o l e c u l a r B i o l o g y a n d E v o l u t i o n , 4 : 4 0 6 - 4 2 5 .

S c h u b e r t R H W ( 19 7 5 ) . T h e r e l a t i o n s h i p o f a e r o ge n i c a n d a n a e r o g e n i c a e r o m o n a d s o f t h e
' h y d o p h i l a -

p u n c t a t a -

g r o u p
' i n ri v e r w a t e r d e p e n d i n g o n l o a d o f w a s t e . Z e n t r a l bl a t t f ii r

B a k t e r i o l o g i e ,
M i k r o b i o l o g i e u n d H y g i e n e , 1 6 0 : 2 3 7 - 2 4 5 .

S e i d l e r R J e t a l ( 19 80 ) .
I s o l a t i o n

,
e n u m e r a t i o n

,
a n d c h a r a c t e r i z a t i o n o f A e r o m o n a s

f r o m p o l l u t e d w a t e r s e n c o u n t e r e d i n d i v i n g o p e r a t i o n s . A p p l i e d a n d E n v i r o n m e n t a l

M i c r o b i o l o g y ,
3 9 (5 ): 10 10 - 10 18 .

S o l e r ,
L

, Y a n e z , M A
, C h a c o n ,

M R
,
A g u i l e r a - A r r e o l a

,
M G

, C a t a l a n , V , F i g u e r a s ,
M J ,

a n d

M a r tm e z - M u r c i a
,
A J (2 0 0 4 ) . P h y l o g e n e t i c a n a l y s i s o f t h e g e n u s A e r o m o n a s b a s e d o n t w o

h o u s e k e e p i n g g e n e s . I n t e r n a t io n a l J o u r n a l o f Sy s t e m a t i c a n d E v o l u t i o n a r y M i c r o b i o l o gy ,

5 4 : 15 1 1- 1 5 19 .

St e c c h i n i M L a n d D o m e n i s C ( 19 9 4 ) . I n c i d e n c e o f A e r o m o n a s s p e c i e s i n i n f lu e n t a n d e f f l u e n t

o f u r b a n w a s t e w a t e r p u r i f i c a t i o n p l a n t s . L e t t e r s t o A p p l i e d M i r c o b i o l o g y ,
1 9 : 2 3 7 - 2 3 9 .

Sw o f f o r d , D L (2 0 0 2 ) . P A U P *
. P h y l o g e n e t i c A n a l y s i s U s i n g P a r s i m o n y (* a n d O t h e r M e t h o d s ) .

Si n a u e r A s s o c i a t e s
,
Su n d e r l a n d

,
M a s s a c h u s e t t s .

U . S .
E P A (2 0 0 1) . M e t h o d 16 0 5 : A e r o m o n a s i n F i n i s h e d W a t e r b y M e m b r a n e F i l t r a t i o n u s i n g
A m p i c i l l i n - D e x t r i n A g a r w i t h V a n c o m y c i n (A D A - V ) . U . S . E n v i r o n m e n t a l P r o t e c t i o n

A g e n c y ,
C i n c i n n a t i

,
O H

.

v a n d e r K o o ij D a n d H i n j e n WA M ( 19 8 8) . N u t r i t i o n a l v e r s a t i l i t y a n d g r o w t h k i n e t i c s o f a n

A e r o m o n a s hy d r o p h il a s t r a i n i s o l a t e d f r o m dr i n k i n g w a t e r . A p p l i e d a n d E n v i r o n m e n t a l
Mi c r o b i o l o g y , 5 4 : 2 84 2 - 2 8 5 1.
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W i e t e n , G , H a v e r k a m p , J ,
E n g e l , H W , a n d B e r w a r l d

,
L G ( 19 8 1 ) . A p p l i c a t i o n o f p y r o l y s i s m a s s

s p e c t r o m e t r y t o t h e c l a s s i fi c a t i o n a n d i d e n t i fi c a t i o n o f m y c o b a c t e r i a . R e v i e w s i n I n f e c t i o u s

D i s e a s e s ,
2 : 8 7 1- 8 7 7 .

W i k i p e d i a (2 0 0 6) . SO S r e s p o n s e . Wi k ip e d i a f r e e e n c y c l o p e d i a ,
L a s t u p d a t e d F e b r u ar y 9 , 2 0 0 6 .

h t t p :/ / e n .
w i k i p e d i a . o r g / w / i n d e x . p h p ?t i t l e = SO S_ r e s p o n s e & o l d i d = 3 8 9 14 8 2 6 .

W i l c o x D P e t a l ( 19 8 3) . M i c r o b i a l g r o w t h a s s o c i a t e d w i t h g r a n u l a r a c t i v a t e d c a r b o n i n a p i l o t
w a t e r t r e a t m e n t f a c i l i t y . J o u r n a l of A p p l i e d Mi c r o b i o l o g y , 4 6 (2 ) : 4 0 6- 4 16 .

Y a n e z
,
M A

,
C a t a l a n

,
V

,
A p r a i z ,

D
,
F i g u e r a s . M

,
a n d M a r t m e z - M u r c i a

,
A J (2 0 0 3 ) .

P h y l o g e n e t i c a n a l y s i s o f m e m b e r s o f t h e ge n u s A e r o m o n a s b a s e d o n g y r B g e n e

s e qu e n c e s . I n t e r n a t i o n a l J o u r n a l of Sy s t e m a t i c a n d E v o l u t i o n a r y M i c r o b i o l o gy , 5 3 :

8 7 5- 8 8 3 .
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A p p e n d i x A — B i o c h e m i c a l T e s t R e s u l t s (B r o n s t e d
,
2 0 0 5 )

I s o l a t e C o m p le x I n d o le O x id a s e M A C K I A V P L ; i r a b B E

M C 3 D S 1 A C a v i a c

M C 3 U S I 2 A C a

M C 3 D S I 4 A C a v i a e

M C 3 D S, I 8 A C a v i a c

M C 3 D S ] y A C a v i a e

M C 3 D S 1 10 A H y c l r o p h i l a

M C 3 D S 1 1 1

A H yd r o p h i l a / A

C a v i a e

M C 3 D S ] 12 A C a v i a e

M C 3 D S 1 13 A . H y d r o p h i l a

M C 3 D S 1 14 A H y d r o p l i i l a

M C 3 D S 1 16 A C a v i a e

M C 3 D S2 1 A C a v i a e

M C 3 D S2 2 A C a v i a e

M C 3 D S ] A C a v i a e

M C 3 D S2 5 A H y d r o p h i l a

M C 3 D S2 7 A C a v i a e

M C 3 D S2 8 A C a v i a e

M C 3 D S2 9 A C a v i a e

M C 3 D S2 10 A C a v i a e

M C 3 D S2 13 A C a v i a e

M C 3 D S2 16 A C a v i a e

M C 4 D S 1 2 A H y d ro p h i l a

M C 4 D S 1 4 A C a v i a e

M C 4 D S 1 6 A C a v i a e

M C 4 D S 1 12 A C a v i a e

M C 4 D S 1 16 A C a v i a e

M C 4 D S2 I A (g e n u s l e v e l o n ly )
M C 4 D S 2 4 A (g e n u s l e v e l o n ly )

M C4 D S2 6 A (g e n u s l e v e l o n ly )

M C 4 D S2 9 A (g e n u s l e v e l o n ly )

M C 5 D S 1 4 A H y d i o p h iJ a

r e d l i p

s.

' ( a ]i )

M C 5 D S 1 5 A . C a v i a e a / a

M C 5 D S I 7 A . H y d r o p h i l a a / a g

M C 5 D S 1 8 A C a v i a e a / a

M C 5 D S 1 A . C a v i a e a / a

M C 5 D S 1 14 A H y d r o p h i l a a / a SI

M C 5 D S I 17 A C a v i a e a / a

M C 3 D S2 1 A C a v i a e a / a

M C 5 D S2 2 A . C a v i a e a / a

M C 5 D S2 3 A H y d r o p h i l a ( a / h )

M C 3 D S2 5 A . H y d r o ph i l a ( a / h )
M C 3 D S 2 6 A C a v i a e a / a

M C 3 D S 2 8 A C a v i a e a / a

M C 5 D S2 10 A , C a v i a e

M C 3 l ) S 2 A C a v i a e

M C 5 I ) S 2 12 A H v c l r o p h i l a a / a t z

A - 1
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A p p e n d i x A - B i o c h e m i c a l T e s t R e s u l t s (B r o n s t e d
,
2 0 0 5 )

I s o l a t e C o m p le x I n d o l e O x i d a s e M A C K I A VT L n r a b B H

M C 5 D S2 A . C a v i a e a / a

M C 5 D S2 16 A C a v i a e

jV 1C 5 D S2 17 A . C a v i a e j «/ a

M C 3 E l A C a v i a e

M C3 E 1 4 A
.
C a v i a e

M C 3 E2 I A S o b i i a

M C 3 E 2 2 A . S o b r i a

M C 3 E 2 3 A So b r i a

M C 3 E 2 4 A C a v i a e a / a

M C 3 E 2 5 A C a v i a e

M C 3 E 2 6 A . So b i i a

M C 3 E 2 7 A C a v i a e

M C 3 E 2 8 A . S o b r i a

M C 3 E 2 9 A H yd r o p h i l a

M C 3 E 2 10 A S o b r i a

M C 3 E 2 14 A C a v i a e

M C 3 E 2 13 A . S o b r i a

M C 3 E2 16 A . S o b r i a

M C 4 E 1 A . C a v i a e

M C 4 E 1 2 A C a v i a e

M C 4 E 1 3 A C a v i a e

M C 4 E 1 4 A C a v i a e

M C 4 E 1 5 A C a v i a e

M C4 E 1 6 A C a v i a e

M C4 E 1 7 A C a v i a e y / y

M C4 E 1 10 A H yd r o p h i l a

M C 4 E 1 14 A C a v i a e y / y

M C 4 E 1 16 A H yd r o p h i l a

M C 4 E2 1 A C a v i a e

M C 4 E 2 2 A H y d r o p h i l a

M C 4 E 2 3 A C a v i a e

M C 4 E 2 5 A C a v i a e

M C 4 E 2 7 A C a v i a e

M C 4 E 2 S A C a v i a e

M C 4 E 2 9 A C a v i a e

M C 4 E 2 A C a v i a e

M C 4 E 2 14 A .
C a v i a e

M C 4 E2 15 A , S o b r i a

M C 4 E 2 16 A C a v i a e

M C 5 E l A C a v i a e f i / a

M C 5 E 1 4 A C a \
' i a e a / a

M C 3 E 1 12 A C a v i a e a / a

M C 5 E l 15 A . C a v i a e a / a

M C 5 E l 17 A C a v i a e a / a

M C 5 E l 19

M C 5 E 2 I

M C 5 E 2 2

A C a v i a e

A . C a v i a e

A C a v i a e

a / a

a / a

a / a

A - 2
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A p p e n d i x A — B i o c h e m i c a l T e s t R e s u t s (B r o n s t e d
,
2 0 0 5 )

I s o l a t e C o m p le I n do l e O x i d a s e M A C K I A V P L a r a b B E

M C 5 H 2 4 A C a v i a e i J a

M C 5 H 2 5 A C a v i a e a / a

M C 5 E 2 6 A C a v i a e a / a

M C 5 H 2 7 A C a v i a e a / a

M C 5 E 2 9 A . C a v i a e a / a

M C 5 E 2 10 A . C a v i a e ; »/ a

M C 5 E 2 13 A C a v i a e c i/ a

M C 3 U S 1 2 A H y d r o p h i l a

M C 3 U .S 1 3 A . H y d r o p h i l a

M C 3 U S 1 6 A
.
C a v i a t

M C 3 LI S 1 9 A . C a v i a e

M C 3 LJS ] 10 A , C a v i a e

M C 3 U S 1 A C a v i a e

M C 3 U S ] 12 A . C a v i a e

M C 3 LJS 1 16 A . H y d r o ph i l a

M C 3 LI S 2 1 A C a v i a e

M C 3 u s : A C a v i a e

M C 3 U S 2 3 A C a

M C 3 U S2 5 A C a v i a e

M C 3 U S2 10 A , C a v i a e

M C 3 U S2 12 A H yd r o p h i l a

M C 3 U S2 13 A C a v i a e

M C 3 U S2 14 A
,
C a v i a e

M C 3 U S2 13 A S o b r i a

M C 3 U S2 17 A , S o b r i a

M C 3 U S2 2 0 A S o b r i a

M C 3 U S2 2 2 A . S o b r i a

M C 3 U S2 23 A
.
C a v i a e

M C 3 U S2 2 4 A S o b r i a

M C 4 U S 1 A . H y d r o p h i l a

M C 4 U S 1 A H yd r o p h i l a

M C 4 U S 1 4 A . H y d r o p h i l a

M C 4 U S i 3 A H y d r o p h i l a

M C 4 U S 1 6 A H yd r o p h i l a

M C 4 U S I A H yd r o p h i l a

M C 4 U S 1 10 A . C a v i a e

M C 4 U S 1 1 1 A . C a v i a e

M C 4 U S 1 A H yd ro ph i l a

M C 4 U S ] 13 A C a v i a e

N'1C 4 U S 1 14 A . C a v i a e

M C 4 U S 1 16 A H yd r o p h i l a

M C 4 U S2 2 A S o b r i a

M C 4 U S 2 3 A
.
C a v i a e

M C 4 U S2 6 A C a v i

M C 4 U S2 10 A . S o b r i a

M C 4 U S2 12 A C a v i a e

M C 4 U S2 13 A . S o b r i a

A - 3
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A p p e n d i x A - B i o c h e m i c a l T e s t R e s u l t s (B r o n s t e d
,
2 0 0 5 i

I s o l a t e C o mp le x I n d o l e O x id a s e M A C K I A V P L a r a h B E

M C 4 U S2 16 A . C a v i a e

M C 5 U S 1 1 A , C a v i a e a / a

M C 5 U S 1 3 A . H y d r o p h i l a a /a a

M C 3 U S 1 6 A C a v i a e a / a

M C 5 U S 1 8 A . C a v i a e a / a

M C S U S l A . H y d r o p li i l a

r e d l i p |

( a h )

M C 5 U .S I 15 A H y d r o p h i l a

r e d l i p g
( a h )

M C 5 U S 1 18 A H y d r o p h i l a

r e d t ip g
(a h )

"

M C 5 U S2 5 A H y d r o p h i l a J a

M C 5 U S2 12 A . H y d r o p h il a a / a 2

r > e g e n d f o r A p |) e n d ix A

B i o c h e m i c a l T e s t L a b e l

In d o l e S p o t i n d o l e t e s t

O x id a s e S p o t o x id a s e te s t

M A C M a c Co n k e y a g a r

K l A /T S l K Ug e r I r o n A g a r / T r i p l e Su g a r I r o n A g a r

V P V o ge s - P r o k a u e r

L a r a b L - a r a b in o s e fe r m e n t a t io n

B H B il c H s c u l in

C o m p le x G r o u p i n g a c c o r d i n g l o A b b o t t e t a l . . 2 0 0 3

+ I n d ic a t e s p o s it iv e r e s u l t

L e g e n d f o r K LV T S I T e s t R e s u l t s

+ F o r
" K I A

"

: r e d s l a n t
, y e l l o w b u t t

, g a s p r o d u c t i o n

* F o r
"

K LA
*

"

: r e d s l a n t
, y e l l o w b u t t

.

Fo r
" K LA

"

: y e l l o w s la n t
, y e l l o w b u t t

, g a s p r o d u c t io n

y / y F o r
" '

K I A
"

: y e l l o w s l a n t
, y e l l o w b u t t

a / a Fo r
"

T S I
"
: y e l l o w s l a n t , y e l l o w b u t t

a / a g Fo r
" T SI

"

: y e l l o w s l a n t
, y e l l o w b u t t , g a s p r o d u c t i o n

r e d t i p g ( a h ) F o r
'

T SI
"

: s l a n t t i p r e d . g a s p r o d u c t i o n

( id e n t i c a l t o .4 . hy d r o p h i l l a c o n t r o l )

( a h ) F o r
"

T SF
'

: id e n t i c a l to A . h y d r o p h i l l a c o n t r o l

A - 4
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A p p e n d i x B - P o s i t i v e C o n t r o l s

T a b l e 7 : M A L D I - M S P o s i t i v e C o n t r o l s

G e n u s S p e c i e s S t r a i n D e s i g n a t i o n

A e r o m o n a s hy d r o p h i l a (H G l )
A . h e s t i a r u m (H G 2)
A s a lm o n i c i d a (H G 3)
A c a v i a e (H G 4)
A m e d i a (H G 5)
A e u c r e n o p h i l a (H G 6)
A s o h r i a (H G l )
A v e r o n i i b v s o br i a (H G 8)
A . j a n d a e i (H G 9)
A v e r o n i i b v v e r o n i i (H G I O)
A . s p (H G U )
A s c h u b e r t i i (H G l 2)
A sp G r o u p 5 0 1 (H G l 3)
A t r o t a (H G U )
A a l l o s a c c h r o p h i l a (H G l 5)
A e n c h e l e i a (H G 16)
A p o p of f i i (H G 1 7)

A T C C 7 9 6 6
,
A T C C 3 5 6 5 4

A T C C 5 11 0 8
CD C 0 4 3 4 - 84

A T C C 154 6 8

A T C C 3 3 9 0 7
,
A T C C 3 5 9 5 0

A T C C 2 3 3 0 9 ,
L M G 13 0 6 0

,
L M G 13 6 8 7

A T C C 3 5 9 9 3

A T C C 9 0 7 1
A T C C 4 9 5 6 8
A T C C 3 5 6 2 4

,
A T C C 3 5 6 2 2

L M G 13 0 7 6
,
L M G 13 0 7 5

A T C C 4 3 7 0 0

A T C C 4 3 9 4 6
A T C C 4 9 6 5 7

,
A T C C 4 9 6 5 9

A T C C 5 12 0 8
,
A T C C 3 5 9 4 2

CE C T 4 34 2
,
A T C C 5 19 3 0

CD C 16 4 - 7 8

T a b l e 8 : 1 6 s r D N A P o s i t i v e C o n t r o l s

G e n u s s p e c i e s St r a i n D e s i g n a t i o n

A e r o m o n a s hy d r o p h i l a (H G l )
A . b e s t i a r u m (H G 2)
A s a lm o n i c i d a (H G 3)
A . c a v i a e (H G 4)
A m e d i a (H G 5)
A e u c r e n o p h i l a (H G 6)
A s o b r i a (H G 7)
A v e r o n i i b v s o b r i a (H G 8)
A j a n d a e i (H G 9)
A v e r o n i i b v v e r o n i i (H G I O)
A . sp (H G l l )
A s c h u b e r t i i (H G l 2 )
A sp G r o u p 5 0 1 (H G 1 3)
A . t r o t a (H G l 4)
A

.
a l l o s a c c h r o p h i l a (H G 1 5)

A e n c h e l e i a (H G l 6)
A p o p o ffl i (H G 1 7)

A T C C 7 9 6 6
A T C C 13 4 4 4 , A T C C .

2 3 2 1 1, A T C C 2 32 13
N C IM B 1 10 2 ,

N C IM B 1 1 1 0 , C E C T 8 9 4

N C I M B 13 0 16
,
A T C C 15 4 6 7

A T C C 3 3 9 0 7
,
CD C 0 86 2 - 8 3

A T C C 2 3 3 0 9

A T C C 4 3 9 7 9 , N C IM B 12 0 6 5
CD C 0 4 3 7 - 84

A T C C 4 9 5 6 8

A T C C 3 5 6 2 4

L M G 13 0 6 2
,
A T C C 3 5 9 4 1

A T C C 4 3 7 0 0
CD C 2 4 7 8- 8 5
A T C C 4 9 6 5 7

C E C T 4 19 9

L M G 16 3 3 1
,
L M G 16 3 2 8

L M G 3 17 5 4 1

B - 1
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A p p e n d i x B - P o s i t i v e C o n t r o l s

T a b l e 9 : G y r a s e B P o s i t i v e C o n t r o l s

G e n u s s p e c i e s St r a i n D e s i g n a t i o n

A e r o m o n a s hy d r o p h i l a (H G l )
A

.
b e s t i a r u m (H G l )

A . s a l m o n i c i d a (H G 3)
A . c a v i a e (H G 4)
A m e d i a (H G 5)
A . e u c r e n o p h i l a (H G 6)
A . s o b r i a (H G 7)
A v e r o n i i b v s o br i a (H G 8)
A j a n d a e i (H G 9)
A v e r o n i i b v v e r o n i i (H G I O)
A s p (H G l l )
A s c h u b e r t i i (H G l 2 )
A . s p G r o u p 5 0 1 (H G l 3)
A . t r o t a (H G 14)
A . a l l o s a c c h r o p h i l a (H G 1 5)
A e n c h e l e i a (H G l 6)
A p o p o f fl i (H G 1 7)

C E C T 8 3 9 , A T C C 4 9 14 0
L M G 1 3 6 62

C E C T 4 2 3 7 , CE C T 89 4
CE C T 4 2 2 1

C E C T 4 2 34 , C E C T 4 2 3 2

C E C T 4 8 2 7
,
C E C T 4 2 2 4

CE C T 4 2 4 5

CE C T 4 2 4 6

C E C T 4 2 2 8

CE C T 4 4 8 6

C o u l d n o t l o c a t e

A T C C 4 37 0 0

A T C C 4 3 9 4 6
C E C T 4 2 5 5

,
CE C T 4 9 3 5

C E C T 4 19 9

C E C T 4 3 4 2
,
CE C T 4 8 56

L M G 3 17 54 1
L M G , C u l t u r e c o l l e c t i o n o f t h e L a b r a t o r i u m v o o r

C o l e c c i o n E s p a n o l a d e C u l t i v o s T i p o ,
U n i v e r s i d a d

T y p e a n d C u l t u r e C o l l e c t i o n , M a n a s s a s , V i r g in i a ,

P r e v e n t i o n
,
A t l a n t a

,
G e o r g ia ,

U S A

M i c r o b i o l o g i e G e n t , G e n t , B e l g i u m ; C E C T ,

d e V a l e n c i a
,
V a l e n c i a

,
S p a i n ; A T C C

,
A m e r i c a n

U SA ; C D C , C e n t e r f o r D i s e a s e C o n t r o l a n d

B - 2
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A p p e n d i x C - P h y l o g e n e t i c t r e e s

F i g u r e 5 : U n r o o t e d p hy l o g r a m f o r 1 6s g e n e l o c u s

j 6 * ^*

0 0 1

C - 1
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h :^

'

f C « -

'

" " " .

r l. ,

A p p e n d i x C - P h y l o g e n e t i c t r e e s

F i g u r e 6 : N e i g h b o r j o i n i n g
c o n s e n s u s b o o t s t r a p (1 0 0
r ep l i c a t e s) t r e e f o r 1 6s l o c u s

, p Ĵ W

M ^

C - 2
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A p p e n d i x C - P h y l o g e n e t i c t r e e s

F ig u r e 7: S l a n t e d

c o n s e n s u s bo o t s t r ap (1 0 0
r ep l i c a t e s) t r e e f o r t h e

1 6s l o c u s

C - 3
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A p p e n d i x C - P h y l o g e n e t i c t r e e s

f M ZSn \ M x s \a m

H C4 US1 M

* ra ; i34« A lB la n i ii

MC4 USn 2

ncs us i n

UC4 US1 S

MC3 US1 !

MC4 US14

MC3 U 51 18

MC4 U Sn t

MC4USt 3

MC3US2

MCS US1 1I

la iBI ZOeSA s ob l i a

»i a 4397I A s * lia

MW US1 7

MOt USI l

Ma jSMU i f

Lt lG 13(«2 Asp

« > ATCC356Z4A OQU bv w m

COC04J7M A

m 247«! S A sp

MC4 US1 1D

II C3 US2 i

MC 4US2 5

UC3US2 tS

MC4 US1 I3

AI CC4965I A W a

n iBI Sg S A c ai ae

»ra ; i54{j A i a i K

CDC I1662 83A l l » i g

»TCC7S66 AhydK «t aa

IIC3 US2 13

MQ US I S

U US 19

»r CC33!07 A

IIC3 US2

MC5 US1 1

MC 3 USn !

u o ra i i

M US2 J

Mc s ust e

n US2 23

B US2 4

M USI 10

«P
^
MC5 US2 12

F ig u r e 8 : S l a n t e d

c o n s e n s u s b o o t s t r a p (1 0 0
r ep l i c a t e s ) t r e e f o r U S

s a mp l i n g s i te (1 6s l o c u s)
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A p p e n d i x C - P h y l o ge n e t i c t r e e s

y is is : 1 1

y ea IB 2 1

■ Q 0X 1 1

■ C 3 IB Z 3

V C 3 IB 2 9

■ IS B I B

K c i 0X 1 i :

H Ca JS S B

C O C ^ E Z ra J t m e d b

■ c a m z I D

jn o : i s E Ji i v d i ^ i i B

■ IE B i n
X T Cz m u i i e n t ti n m

■ I S 1B 2 S

X T ia s ^ l l X bE i t b n m

■ C E is : a

■ C I IB 1 E

■ C 3 IB Z 1]

■ Q IB 1 13

■ 0 3 IB Z 5

■ □ S B l I

■ a m I B

■ 0 3 0 1 1 9

■ I Z B 1 1 1

U a B I B

■ Q B 2 1 E

■ c a B 1 I E

■ CE b : i 3

A T O : 1X 5 ) A t s ta

■ S I b : 9

N C I^ B 13 D 1E A a iB E

■ ES B I S

■ S I b : e

AT O S 15 1 E I A EB B

IC W B I Z OE A i tt lB

A T S S I 3 S 19 A i tt rB

A T S S ^ I I A i p

LI E I X B A i p

■ CS B Z 1 D

■ Z B Z I E

C D C 2 » e a s A i p

A T CZ : S E Z l A K B I II b E B 1 1

C D C 0 13 1 B l A E n i l lb a S E B U

■ S I B l I

■ S 3 B i l l

H S 3 ra i I

■ S I B I Z

■ Q B i n

F ig u r e 9 : S l a n t e d

C o n s e n s u s B o o t s t r a p (1 0 0
r ep li c a t e s ) f o r t h e D S

s a mp l i n g s i t e (1 6S l o c u s )

C - 5
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A p p e n d i x C - P h y l o g e n e t i c t r e e s

A T C C 2 3 2 1 1 A b e s l i a a i m

MC 3 E 2 9

A TC C 1 34 4 4 A b e s t i a a im

M C 5 E2 1 3

M C 3 E2 5

M C3 E l 4

N C IM B 1 2 0 6 5 A s o b ri a

A TC C 4 3 9 7 9 A s o b ri a

A T C C 3 5 9 4 1 A s p

L M G 13 0 6 2 A s p

M C 4 E 2 2

M C 4 E 1 4

M C 4 E 1 6

M C 4 E 1 5

A T C C 3 5 6 2 4 A w r o r i i i b v
' « r o n i

C D C 0 4 3 7 6 4 A w s r o n ii b v S o b ri

MC 4 E 2 1 4

MC 4 E 2 7

M C4 E 1 2

C DC C 8 6 2 8 3 A m e d ia

M C 5 E 1 1 5

A TC C 7 9 S6 A h y d ro p h i la

M C 5 E 1 2

M C4 E l 3

M C 4 E 2 16

M C 5 E l 4

M C 5 E 2 I D

A TC C 3 3 9 0 7 A m e d ia

M C 5 E 2 5

M C 5 E 1 19

MC 4 E 2 3

M C 3 E 2 4

M C 3 E l 2

MC 4 E 2 1 3

M C 3 E 2 7

A T C C 4 9 6 5 7 A t ro t a

M C 5 E 2 6

MC 4 E 2 I

M C4 E 2 5

M C 5 E I 12

N C IM B 1 3 0 16 A c a v i a e

A TC C 1 54 6 7 A c a \ « a e

F i g u r e 10 : S l a n t e d c o n s e n s u s b o o t s t r a p ( 10 0
r e p l i c a t e s ) t r e e f o r t h e e f f l u e n t s a m p l i n g s i t e ( 1 6s
l o c i)
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A p p e n d i x C - P h y l o g e n e t i c t r e e s

F i g u r e 1 1 : U n r o o t e d p hy l o g r a m f o r Gy r a s e B l o c u s

<
o

(D

O

0 2
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A p p e n d i x C - P h y l o g e n e t i c t r e e s

F ig u r e 1 2 : S l a n t e d

c o n s e n s u s b o o t s t r a p (1 00
r ep l i c a t e s) t r e e f o r t h e gy r B

l o c i

C - 8
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A p p e n d i x C - P h y l o g e n e t i c t r e e s

V T C %

I T C C d

e ir p bJ bi t H G 3 1A M C i ; n S \

t x Sli f « t i & !
•

« !

b d a i C E C T ; ' ] =

\ 7 C C r s s j a

0 1

F ig u r e 1 5 : MA L D I - M S N e ig h b o r J o i n i n g T r e e

C - 9
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A p p e n d i x D - M A L D I - M S S p e c i e s D e t e r m i n a t i o n a n d C o m p l e x L e v e l D e t e r m i n a t i o n s

E P A
I D Is o la t e C o m p le x M A L d I- l\/ l

'

S D e t e r m in a t io n

1 M C 3 D S 1 1 A C a v i a e A m e d ia / A c a v ia e H G 5 B

MC 3 D S 1 2 A C a v i a e A m e d ia / A c a v ia e H G 5 B

M C 3 D S 1 4 A C a v i a e A s o b r ia

!V1C 3 D S 1 8 A C a v i a e A m e d ia / A c a v ia e H G 5 B

MC 3 D S 1 9 A C a v i a e A m e d ia / A c a v ia e H G 5 B

M C 3 D S 1 10 A IHy d r o p li il a H G 1 1

M C 3 D S 1 11 A IHy d r o p l i i l a / A . C a v ia e A v e r o n i i b v s o b r ia

M C 3 D S 1 1 2 A C a v i a e A m e d ia / A c a v ia e I- I G 5 B

M C 3 D S 1 13 A H y d r o p h il a A b e s ti a r u m

1 0 MC 3 D S 1 1 4 A l - l y d r o p l i i l a A li y d r o p h ila

1 1 M C 3 D S 1 16 A C a v i a e A m e d i a / A c a v ia e IHG SB

12 M C 3 D S 2 1 A C a v i a e A b e s tr ia u m

13 M C 3 D S 2 2 A C a v ia e A m e d ia / A c a v ia e I- I G 5 B

1 4 MC 3 D S 2 3 A C a v i a e A m e d ia / A c a v ia e I- I G 5 B

1 5 M C 3 D S 2 5 A l
- i y d r o p t i ila A b e s t ia r u m

1 6 M C 3 D S 2 7 A C a v i a e A m e d ia / A c a v ia e H G 5 B

1 7 M C 3 D S 2 8 A C a v ia e A m e d i a / A c a v ia e H G 5 S

18 M C 3 D S 2 9 A C a v ia e A m e d i a / A . c a v ia e l - i G 5 B

19 M C 3 D S 2 10 A C a v ia e A h y d r o p ti il a

2 0 M C 3 D S 2 1 3 A C a v ia e A b e s t ia r u m

2 1 M C 3 D S 2 1 6 A C a v i a e A m e d i a / A c a v ia e H G 5 B

2 2 M C 4 D S 1 2 A H y d r o p h i la A s o b r i a
*

2 3 M C 4 D S 1 4 A C a v ia e A m e d i a / A c a v ia e H G 5 B

24 M C 4 D S 1 6 A C a v ia e A b e s t ia r u m

25 M C 4 D S 1 12 A C a v i a e A m e d ia / A c a v ia e H G 5 B

26 M C 4 D S 1 16 A C a v ia e A m e d i a / A c a v ia e H G 5 B

2 7 M C 4 D S 2 1 U n d e t e r m in e d

2 8 M C 4 D S 2 4 A li y d r o p h il a

2 9 M C 4 D S 2 6 A c a v ia e

3 0 M C 4 D S 2 9 A c a v i a e

3 1 M C 5 D S 1 4 A H y d r o p h ila A b e s t ia r u m

3 2 M C 5 D S 1 5 A Ca v ia e A c a v ia e

3 3 M C 5 D S 1 7 A H y d r o p h ila A b e s t ia r u m

34 M C 5 D S 1 8 A Ca v ia e A m e d ia / A c a v i a e H G 5B

3 5 M C 5 D S 1 11 A Ca v ia e A m e d ia / A c a v ia e H G 5B

3 6 M C 5 D S 1 14 A H y d r o p h i l a A s o b r ia

E P A

ID I s o l a t e Co mp le x M A LD I- M S D e te r m i n a t io n

3 7 M C 5 D S 1 17 A Ca v ia e A m e d ia / A c a v ia e H G 5B

3 8 M C 5 D S 2 1 A C a v ia e A s o b r i a
*

3 9 M C 5 D S 2 2 A C a v ia e A c a v ia e

4 0 M C 5 D S 2 3 A Hy d r o p h il a A h y d r o p h i la lil< e (H G 3 )
4 1 M C 5 D S 2 5 A Hy d r o p h i l a A b e s tia r u m

4 2 M C 5 D S 2 6 A C a v ia e A m e d ia / A c a v ia e H G 5 B

4 3 M C 5 D S 2 8 A C a v i a e A c a v ia e

4 4 M C 5 DS 2 10 A C a v ia e A s o b r ia
*

D - 1
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A p p e n d i x

4 5

D - M A L D I - M S Sp e c i e s D e t e r m i n a t i o n a n d C o m p l e x L e v e l D e t e r m i n a t i o n s

M C 5 D S 2 1 1 A Ca v ia e A h y d r o p h i la

4 6

4 7

4 8

4 9

5 1

5 2

5 3

5 4

5 5

5 6

5 7

5 8

5 9

6 0

6 1

6 2

6 3

6 4

6 5

66

6 7

68

69

7 0

7 1

72

E PA
ID

7 3

74

7 5

7 6

77

7 8

79

8 1

82

83

8 4

8 5

86

8 7

8 8

8 9

9 0

9 1

9 2

M C 5 D S 2 12

M C 5 D S 2 1 3

M C 5 D S 2 16

M C 5 D S 2 17

M C 3 E l 2

M C 3 E l 4

M C 3 E 2 4

M C 3 E 2 5

M C 3 E 2 7

M C 3 E 2 9

M C 3 E 2 14

M C 4 E l 1

M C 4 E 1 2

M C 4 E l 3

M C 4 E l 4

M C 4 E l 5

M C4 E l 6

M C 4 E l 7

M C 4 E 1 10

M C4 E l 1 4

M C 4 E 1 16

M C 4 E 2 1

M C 4 E 2 2

M C 4 E 2 3

M C 4 E 2 5

M C 4 E 2 7

Is o la t e

M C 4 E 2 1 3

M C 4 E 2 14

M C 4 E 2 16

M C 5 E l 2

M C 5 E l 4

M C 5 E 1 1 2

M C 5 E 1 15

M C 5 E 1 19

M C 5 E 2 1

M C 5 E 2 2

M C 5 E 2 4

M C 5 E 2 5

M C 5 E 2 6

M C 5 E 2 7

M C 5 E 2 9

M C 5 E 2 10

M C 5 E 2 1 3

M C 3 U S 1 2

M C 3 U S 1 3

A . H y d r o p h i la

A C a v ia e

A Ca v ia e

A C a v ia e

A Ca v ia e

A Ca v ia e

A Ca v ia e

A C a v ia e

A Ca v ia e

A l- iy d r o p l i i i a

A Ca v ia e

A C a v ia e

A C a v ia e

A Ca v ia e

A C a v ia e

A C a v i a e

A C a v ia e

A C a v ia e

A l- ly d r o p li ii a

A C a v ia e

A i- iy d r o p t i il a

A C a v ia e

A IHy d r o p li i la

A C a v ia e

A C a v ia e

A C a v ia e

C o m p l e x ff ik
'

' M
A . C a v ia e

A C a v ia e

A C a v ia e

A C a v ia e

A C a v ia e

A . C a v ia e

A . C a v ia e

A C a v ia e

A C a v ia e

A C a v ia e

A C a v ia e

A C a v ia e

A C a v ia e

A C a v ia e

A C a v ia e

A . C a v ia e

A C a v ia e

A IHy d r o p h ila

A H y d r o p h ila

A . s o b r i a

A c a v i a e

A s o b r i a

A m e d i a / A c a v i a e H G 5B

A b e s t ia r u m

A m e d ia / A c a v ia e H G 5B

A b e s t ia r u m

A tr o t a

A b e s t i a r u m

A h y d r o p h i la

A m e d ia / A c a v ia e H G 5B

A m e d ia / A c a v ia e H G 5B

A m e d ia / A c a v ia e H G 5B

A . s o b r ia

A v e r o n i i b v s o b r i a

A s o b r ia

A m e d i a / A c a v ia e H G 5 B

A b e s ti a r u m

A m e d ia / A c a v ia e H G 5 B

A b e s ti a r u m

A tr o t a

A v e r o n ii

A m e d i a / A c a v ia e H G 5 B

A m e d i a / A c a v ia e H G 5 B

A m e d i a / A c a v ia e H G 5 B

A m e d i a / A c a v ia e H G 5 B

MA L D I - M S D e t e r m in a t io n

A tr o ta

A m e d i a / A c a v i a e H G 5B

A m e d i a / A c a v ia e H G 5 B

A m e d i a / A c a v ia e H G 5 B

A m e d i a / A c a v ia e H G 5 B

A c a v ia e

A m e d i a / A c a v ia e H G 5 B

A m e d i a / A c a v ia e H G 5 B

A m e d i a / A c a v ia e H G 5 B

A m e d i a / A c a v ia e H G 5 B

A m e d i a / A c a v ia e H G 5 B

A m e d i a / A c a v i a e H G 5B

A c a v i a e

A . m e d i a / A c a v ia e H G 5B

A m e d i a / A c a v ia e H G 5 B

A m e d i a / A . c a v ia e H G 5 B

A b e s t ia r u m

A b e s t ia r u m

A b e s t ia r u m

D - 2
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A p p e n d i x D - M A L D I - M S S p e c i e s D e t e r m i n a t i o n a n d C o m p l e x L e v e l D e t e r m i n a t i o n s

9 3 M C 3 U S 1 6 A . C a v i a e A . m e d ia / A . c a v i a e H G 5 B

9 4

95

9 6

97

9 8

9 9

10 0

10 1

102

10 3

10 4

1 0 5

10 6

107

10 8

E P A

ID

10 9

110

11 1

112

1 1 3

1 1 4

115

116

117

118

119

120

12 1

122

1 23

12 4

12 5

126

1 2 7

12 8

12 9

13 0

13 1

13 2

M C 3 U S 1 9

M C 3 U S 1 10

M C 3 U S 1 1 1

M C 3 U S 1 12

M C 3 U S 1 16

M C 3 U S 2 1

M C 3 U S 2 2

M C 3 U S 2 3

M C 3 U S 2 5

M C 3 U S 2 12

M C 3 U S 2 13

M C 3 U S 2 1 4

M C 3 U S 2 1 5

M C 3 U S 2 23

M C 4 U S 1 1

Is o la t e

M C 4 U S 1 3

M C 4 U S 1 4

M C 4 U S 1 5

M C 4 U S 1 6

M C 4 U S 1 7

M C 4 U S 1 10

M C 4 U S 1 1 1

M C 4 U S 1 12

M C 4 U S 1 13

M C 4 U S 1 14

M C 4 U S 1 16

M C 4 U S 2 5

M C 4 U S 2 6

M C 4 U S 2 12

M C 4 U S 2 16

M C 5 U S 1 1

M C 5 U S 1 3

M C 5 U S 1 6

M C 5 U S 1 8

M C 5 U S 1 1 3

M C 5 US 1 15

M C 5 US 1 18

M C 5 U S 2 5

M C 5 U S 2 12

A . C a v i a e

A C a v ia e

A C a v ia e

A . C a v i a e

A H y d r o p h il a

A C a v i a e

A C a v i a e

A . C a v ia e

A C a v ia e

A H y d r o p h il a

A C a v ia e

A C a v i a e

A C a v i a e

A C a v i a e

A l - i y d r o p h i la

C o m p le x

A H y d r o p h il a

A . H y d r o p h il a

A H y d r o p h il a

A Hy d r o p h il a

A H y d r o p h il a

A C a v i a e

A C a v i a e

A H y d r o p h il a

A C a v i a e

A C a v i a e

A H y d r o p h il a

A C a v ia e

A C a v ia e

A C a v i a e

A C a v ia e

A Ca v ia e

A H y d r o p h ila

A C a v ia e

A C a v ia e

A H y d r o p h ila

A H y d r o p h ila

A Hy d r o p h ila

A Hy d r o p h ila

A Hy d r o p h ila

A m e d ia / A c a v ia e H G 5 B

A . m e d ia / A c a v ia e H G 5 B

A m e d i a / A c a v ia e H G 5 B

A m e d i a / A c a v ia e H G 5 B

A b e s t ia r u m

A m e d ia / A c a v ia e H G 5 B

A m e d ia / A c a v ia e H G 5 B

A m e d ia / A c a v ia e H G 5 B

A m e d i a / A c a v ia e H G 5 B

A
.
b e s t ia r u m

A m e d ia / A c a v i a e H G 5 B

A m e d ia / A . c a v ia e H G 5 B

A m e d ia / A c a v ia e H G 5 B

Un d e t e r m i n e d

A b e s t ia r u m /A h y d r o h i la - Hk e

( H G 3)

M A L D I - M S D e te r m i n a t io n

A b e s t ia r u m

A b e s t ia r u m

A b e s t ia r u m

A m e d ia / A c a v ia e H G 5 B

A b e s t ia r u m

A m e d i a / A c a v ia e H G 5 B

A c a v i a e

A c a v ia e

A c a v i a e

A b e s t ia r u m

A b e s t ia r u m

A m e d i a / A c a v ia e H G 5 B

A b e s t ia r u m

A b e s t ia r u m

A m e d ia / A c a v ia e H G 5 B

A m e d ia / A c a v ia e H G 5 B

A b e s t ia r u m

A m e d ia / A c a v ia e H G 5B

A m e d ia / A c a v ia e H G 5 B

A b e s t ia r u m

A b e s ti a r u m

A b e s ti a r u m

A b e s ti a r u m

A . b e s tia r u m
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A p p e n d i x E - S p e c i e s d e t e r m i n a t i o n by g y r a s e B s e q u e n c e a n a l y s i s

E P A^ ;

1 M C 3 D S 1 1 A C a v ia e A m e d ia

M C 3 D S 1 2 A C a v ia e A m e d ia

M C 3 D S 1 4 A C a v ia e U n d e t e r m in e d

M C 3 D S 1 8 A . C a v ia e A m e d ia

IV 1C 3 D S 1 9 A C a v ia e A m e d ia

M C 3 D S 1 10 A H yd r o p h i la A s a l m o n ic id a

M C 3 D S 1 1 1
A H y d r o p ii i la / A .

C a v ia e U n d e t e r m in e d

M C 3 D S 1 12 A C a v ia e A m e d ia

I\/1C 3 D S 1 13 A H y d r o p h ila U n d e t e r m in e d

10 M C 3 D S 1 14 A H y d r o p h ila A a llo s a c c h a r o p h ila

1 1 M C 3 D S 1 16 A C a v ia e A m e d ia

1 2 M C 3 D S 2 1 A C a v ia e U n d e t e r m in e d

1 3 M C 3 D S 2 2 A C a v ia e A m e d ia

1 4 M C 3 D S 2 3 A C a v ia e A m e d ia

1 5 M C 3 D S 2 5 A H y d r o p h ila A b e s t ia r u m

16 M C 3 D S 2 7 A C a v ia e U n d e t e r m in e d

1 7 M C 3 D S 2 8 A C a v ia e U n d e t e r m in e d

1 6 M C 3 D S 2 9 A C a v ia e A m e d ia

1 9 M C 3 D S 2 10 A C a v ia e A h y d r o p h i l a

2 0 M C 3 D S 2 13 A . C a v ia e A b e s t ia r u m

2 1 M C 3 D S 2 16 A C a v ia e A m e d ia

3 1 M C 5 D S 1 4 A H yd r o p h ila U n d e t e r m in e d

3 2 M C 5 D S 1 5 A C a v ia e A c a v ia e

3 3 M C 5 D S 1 7 A H yd r o p h ila A b e s t ia r u m

3 4 M C 5 D S 1 8 A C a v ia e A m e d ia

3 5 M C 5 D S 1 1 1 A C a v ia e A m e d ia

3 6 M C 5 D S 1 1 4 A H y d r o p h ila A h y d r o p h ila

3 7 M C 5 D S 1 1 7 A C a v ia e A m e d ia

3 8 M C 5 D S 2 1 A C a v ia e U n d e t e r m in e d

39 M C 5 D S 2 2 A C a v ia e A s p H G 1 3

4 0 M C 5 D S 2 3 A H y d r o p h il a A . s a lm o n ic i d a

4 1 M C 5 D S 2 5 A H y d r o p h ila A b e s t ia r u m

4 2 M C 5 D S 2 6 A C a v ia e A c a v ia e

4 3 M C 5 D S 2 8 A C a v ia e A c a v ia e

4 4 M C 5 D S 2 10 A C a v ia e U n d e t e r m in e d

4 5 l\ /IC 5 D S 2 11 A C a v ia e U n d e t e r m in e d

4 6 M C 5 D S 2 12 A H y d r o p h ila U n d e t e r m in e d

4 7 M C 5 D S 2 13 A C a v ia e A c a v ia e

4 8 M C 5 D S 2 16 A C a v ia e U n d e t e r m in e d

4 9 M C 5 D S 2 17 A C a v ia e A m e d ia

5 1 M C 3 E l 2 A . C a v ia e A . s p H G 13

52 MC 3 E 1 4 A C a v ia e A b e s t ia r u m

53 M C 3 E 2 4 A C a v ia e A m e d ia

5 4 M C 3 E 2 5 A C a v ia e A b e s t ia r u m
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A p p e n d i x E - Sp e c i e s d e t e r m i n a t i o n b y g y r a s e B s e q u e n c e a n a l y s i s

E P A
I D G y r a s e B s p e c ie s

5 5 M C 3 E 2 7 A C a v ia e A c a v ia e

5 6 M C 3 E 2 9 A H y d r o p h ila A b e s t ia r u m

57 M C 3 E 2 1 4 A C a v ia e U n d e t e r m in e d

58 M C 4 E 1 1 A C a v ia e A m e d ia

5 9 M C 4 E 1 2 A C a v ia e A . m e d ia

6 0 M C 4 E 1 3 A C a v ia e A m e d ia

6 1 M C 4 E 1 4 A C a v ia e U n d e t e r m in e d

6 3 IV1C 4 E 1 6 A . C a v ia e U n d e t e r m in e d

6 4 l\ /!C 4 E l 7 A C a v ia e A m e d ia

6 5 M C 4 E 1 10 A H y d r o p h ila A b e s t ia r u m

66 IVIC4 E l 1 4 A C a v ia e A m e d ia

6 7 1VI C 4 E 1 16 A H yd r o p li il a A b e s t ia r u m

7 6 M C 5 E l 2 A Ca v ia e A m e d ia

7 7 iV!C 5 E 1 4 A ,
Ca v ia e A m e d ia

7 8 M C 5 E 1 12 A . Ca v ia e A c a v ia e

7 9 M C 5 E 1 1 5 A . C a v ia e A m e d i a

8 1 M C 5 E 1 19 A .
Ca v ia e A m e d ia

8 2 M C 5 E 2 1 A C a v ia e A m e d i a

8 3 IVIC 5 E 2 2 A Ca v ia e A m e d i a

8 4 IVIC 5 E 2 4 A C a v ia e A m e d ia

8 5 M C 5 E 2 5 A .
C a v i a e A m e d i a

8 6 M C 5 E 2 6 A C a v ia e A c a v ia e

8 7 M C 5 E 2 7 A C a v ia e A m e d ia

8 8 M C 5 E 2 9 A C a v ia e A m e d ia

8 9 M C 5 E 2 10 A C a v ia e A m e d ia

9 0 M C 5 E 2 13 A .
C a v ia e A b e s t ia r u m

9 1 M C 3 U S 1 2 A H y d r o p h i la A b e s t ia r u m

9 2 M C 3 U S 1 3 A H y d r o p h il a A b e s t ia r u m

93 M C 3 U S 1 6 A C a v ia e A m e d ia

9 4 M C 3 U S 1 9 A C a v ia e A m e d ia

9 5 M C 3 U S 1 1 0 A C a v ia e A m e d ia

9 6 M C 3 U S 1 1 1 A C a v ia e A m e d ia

9 7 M C 3 U S 1 1 2 A C a v ia e A m e d ia

9 8 M C 3 U S 1 16 A H y d r o p h i la A b e s t ia r u m

99 M C 3 U S 2 1 A . C a v ia e A m e d ia

1 0 0 M C 3 U S 2 2 A C a v ia e A m e d ia

10 1 M C 3 U S 2 3 A C a v ia e A m e d i a

1 0 2 M C 3 U S 2 5 A C a v ia e A m e d ia

1 0 3 M C 3 U S 2 12 A H y d r o p h ila A b e s t i a r u m
10 4 M C 3 U S 2 13 A C a v ia e A m e d ia

1 0 5 M C 3 U S 2 1 4 A Ca v ia e A m e d i a

1 0 6 M C 3 U S 2 1 5 A Ca v ia e A m e d i a

1 0 7 M C 3 U S 2 2 3 A Ca v ia e A m e d ia

1 0 8 l\/ IC 4 U S 1 1 A H yd r o p h i la A p o p o f f i i

1 0 9 M C 4 U S 1 3 A H yd r o p h ila U n d e t e r m in e d
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A p p e n d i x E - S p e c i e s d e t e r m i n a t i o n b y g y r a s e B s e q u e n c e a n a l y s i s

y r a s e B
'

s p e c i e s
' v :

1 1 0 M C 4 U S 1 4 A H yd r o p h i la A b e s t ia r u m

1 1 1 M C 4 U S 1 5 A H yd r o p h i la A b e s t ia r u m

1 1 2 M C 4 U S 1 6 A H yd r o p h i la A m e d ia

1 1 3 M C 4 U S 1 7 A Hy d r o p h i la A p o p o f f i i

1 1 4 M C 4 U S 1 1 0 A C a v ia e A m e d ia

1 15 M C 4 U S 1 1 1 A Ca v ia e A c a v ia e

1 16 M C 4 U S 1 12 A . H yd r o p h i la A b e s t ia r u m

118 M C 4 U S 1 14 A . C a v ia e A . b e s t ia r u m

119 M C 4 U S 1 16 A H y d r o p h i la A b e s t ia r u m

12 0 M C 4 U S 2 5 A C a v ia e A m e d ia

12 1 M C 4 U S 2 6 A Ca v ia e A b e s t ia r u m

1 2 2 M C 4 U S 2 12 A C a v ia e A . b e s t ia r u m

12 3 M C 4 U S 2 16 A C a v ia e A . m e d ia

1 2 4 M C 5 U S 1 1 A C a v ia e A m e d ia

1 2 5 M C 5 U S 1 3 A H y d r o p h ila A b e s t ia r u m

12 6 M C 5 U S 1 6 A C a v ia e A m e d ia

1 2 7 M C 5 U S 1 8 A . C a v ia e A m e d ia

1 2 8 M C 5 U S 1 1 3 A H y d r o p h ila A b e s t ia r u m

12 9 M C 5 U S 1 15 A H y d r o p h i la A b e s t ia r u m

13 0 M C 5 U S 1 18 A H y d r o p h ila A b e s t ia r u m

13 1 M C 5 U S 2 5 A H y d r o p h ila A b e s t ia r u m

13 2 M C 5 U S 2 12 A H y d r o p h ila A e n c h e le ia
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