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RESUMEN

La patogenicidad intestinal de Aeromonas para el humano ha
sido bien establecida y se conoce que producen enterotoxinas,
citotoxinas y tienen capacidad de adherencia a las células del epitelio
intestinal. En nuestro medio constituyen un importante patégeno
intestinal, aislindoseles en 185 (15%) de 1264 coprocultivos
positivos, constituyéndose en el quinto patdgeno intestinal en
frecuencia. Se estudian 185 cepas de Aeromonas, aisladas en el C.
R. B. del H. U. M, durante los afios 1983-1986. Para la especiacién
se usa el esquema Popoff y Veron, s¢ sigue a Dean, mediante la
utilizacién de las pruebas de ratones lactantes, para detectar
enterotoxina y a Burke y cols. para la hemolisina. De las 185 cepas
estudiadas, 84 (45.41%) son A. hydrophila, 21 (11.35%) A.
sobria y 80 (43.24%) A. caviae. Este estudio ratifica que en A.

*C4tedra de Bacteriologfa. Escuela de Bioanilisis Facultad de Medicina. L.U.Z.
Matacaibo - Venezuela.

67



hydrophila el pauén VP+L+A- y hemolisina + estd presente en
cepas que producen enterotoxina capaces, con e€steé mecanismo
conocido, de producir infeccién diarreica. En A. Sobria el patrén
'VP+L+A- presente en 66.67% no concuerda con la produccién de
hemolisina y enterotoxina. Esta especie que se reporta también
frecuente como enteropatégeno, pudiera no siempre serlo o poseer
otros mecanismos distintos de patogenicidad a los estudiados. El
estudio es coincidente con otros en que ese patrén no estd presente con
frecuencia en A.caviae, no obstante, es interesante que 2 son
hemolisina+ y 3 enterotoxina+, ello pudiera explicar la entero-
patogenicidad que esporddicamente se le reporta.

Palabras claves: Aeromonas, Identificacién de especies. Marcadores
bioquimicos. Enteropatogenicidad.

ANEXO

Aeromonas the fifth intestinal pathogen in the ambient environment
of positive stool culture: 15% (185/1264). A study of 185 strains of
Aeromonas for its identyfycation, biochemicals marker correlation,
and enteropatogenicity tests is reported. A. hydrophyla (45.41%),
A sobria (11.35%), A. caviae (43.24%). A. hydrophyla s
pattern VP+L+A- and haemolysin+ is present in strains yield
enterotoxin, able to bring diarreheic infection. A. sobria s pattern
VP+L+A- is present in 66.67% is not agree with the production of
haemolysin and enterotoxin. This species could be or not
enterophathogen or to have another pathogenicity mechanism. In this
study is showed thal in A. caviae the pattern is not present, some
how, showed 2 haemolysin+ and 3 enterotoxin+,

Keywords: Aecromonas, Identification  species,  Biochemical
markers. Enteropatogenicity.

INTRODUCCION

Los miembros del género Aeromonas fueron recuperados
originalmente del agua (1, 17, 18, 22, 34, 35) y de animales como
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peces, anfibios y reptiles (24, 25). En el humano se han encontrado,
produciendo una gran variedad de infecciones que varfan desde
celulitis o lesiones ulcerativas (16,26) a gastroenteritis (15, 20,41} o
también bacteriemia principalmente en individuos susceptibles (19,
23, 29), en quienes se piensa que la sepsis es originada por
colonizacién del tracto gastrointestinal (29) o heridas (2). Otras
infecciones, aunque infrecuentes, incluyen endocarditis, osteomielitis,
meningitis e infecciones del tracto urinario (8).

En afios recientes sélo dos especies o biogrupos dentro del género
Aeromonas eran reconocidas. Un grupo representado por Aeromonas
salmonicida el cual estd asociado con furunculosis en peces (11) y es
una causa extremadamente importante de pérdidas econdémicas en la
industria pesquera. A. salmonicida es oxidasa positiva y estd
caracterizada por ser no métil, no producir indol, incapaz de crecer a
37°C y elaborar un pigmento similar a la melanina en medios
conteniendo tirosina. Infecciones en el humano por esta bacteria no
han sido reportadas. El segundo grupo de Aeromonas estd compuesto
por especies mdtiles, indol positivo, que crecen éptimamente a 35°C
37°C, las cuales han sido referidas como "Aeromonas hidrophila
complejo”. Durante los pasados 25 afios varios investigadores han
propuesto desde 1 a 4 especies dentro de este complejo, usando
designaciones como A. hydrophila, A. punctata, A. caviae, A.
dourgesi y A. proteolytica (10, 12, 27, 37, 38). En 1974 Schubert
propone que se reconozcan dos especies: A. hydrophila y A. punctata,
cada una con sus subespecies especificas basdndose primariamente en
la produccién de acetil metil carbinol y utilizacién aer6gena de la
glucosa (39). Estudios mas recientes basados en un mayor nimero de
datos (25, 31) y estudios del ADN sugieren que dentro de las cepas
motiles se incluyen tres especies (o biogrupos): A. hydrophila, A.
sobria y una especie anaerogénica. A. caviae, dentro de cada especie
existe mds de un grupo de hibridizacién, lo cual contmua complicando
la taxonomia del género Aeromonas.
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La importancia de Aeromonas como patégeno intestinal es
controversial. Algunos investigadores han aislado estos
microorganismos de muestras de heces mds frecuentemente de
pacientes con diarrea que de pacientes controles (15), otros
investigadores no han encontrado diferencias significativas en la rata
de aislamiento entre los dos grupos de pacientes (28, 30). En algunos
estudios cepas de Aeromonas aisladas de pacientes con enteritis
resultaron ser enterotoxigénicas, mientras que cepas de Aeromonas
aisladas de pacientes sanos raramente mostraron propiedades
enterotéxicas (5, 15). En otras investigaciones ninguna diferencia ha
sido encontrada en la produccién de enterotoxina por Aeromonas
aisladas de pacientes de controles, del medio ambiente o de fuente
animal (3, 30, 42). Quizds la identificacion de especies de los
aislamientos de Aeromonas pueda traer una luz a esta materia, desde
que solo algunas especies tienen tanto in vitro como in vivo
propiedades de virulencia (30, 42). De acuerdo a Popoff (32) las
especies motiles y mesofilicas de Aeromonas: A. hydrophila, A.
sobria y A. caviae, son las lnicas que causan gastroenteritis en el
humano. En nuestro medio constituyen un importante patégeno
intestinal. Las estadisticas del Centro de Refencia Bacterioldgica del
H.UM.,, revelan que Aeromonas es aislada en 185 (15%) de 1.264
coprocultivos positivos procesados durante los afios 1968-1986,
siendo el quinto patégeno intestinal en frecuencia.

La patogenicidad intestinal de Aeromonas para el humano ha sido
bien establecida y se conocen que pueden producir entero toxinas,
hemolisinas, citotoxinas y tener capacidad de adherencia a las células
del epitelio intestinal.

Entre las pruebas que han sido utilizadas para demostrar cambios
en la funcién intestinal por la presencia de la enteropatogenicidad de
Aeromonas se encuentran las pruebas en ratones lactantes, asa ileal del
conejo, perfusién del yeyuno de rata in vivo (9, 36, 40). Todos estos
métodos dificilmente se pueden implantar en la rutina de un
laboratorio clinico. Sistemas de cultivos celulares también han sido
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utilizados para la demostracién de toxinas de Aeromonas, no obstante
citotoxicidad no es enterotoxicidad, habiéndose demostrado que
muchas cepas no enterotoxigénicas pueden producir citotoxinas, una
mayor correlacién parece haber entre produccién de hemolisinas y
enterotoxinas (4). También se ha encontrado buena correlacién entre
enterotoxigenicidad y marcadores bioquimicos, como por ejemplo:
Voges-Proskauer +, Lisina Decarboxilasa + y Arabinosa- (6, 7),
constituyendo el conjunto de estos marcadores bioquimicos una
orientacién ficil en el laboratorio para saber el microbidlogo si estd en
presencia o no de una cepa enterotoxigénica.

En el presente trabajo se estudian los aislamientos de Aeromonas
obtenidas a partir de las heces de pacientes durante los afios 1983 -
1986, en el HU.M,, a fin de determinar las especies y correlacionar
marcadores bioquimicos y pruebas de enteropatogenicidad.

MATERIALES Y METODOS
Cepas Bacterianas

El material de estudios para el presente trabajo estd representado
por 185 cepas de Aeromonas de origen humano, aisladas a partir de
muestras de heces de pacientes, principalmente nifios, quienes
recibieron atencién médica en el Hospital Universitario de Maracaibo
durante los afios 1983-1986. El aislamiento e identificacién como
miembros del género Aeromonas es realizado en la Seccién
Diagndéstica del Centro de Referencia Bacteriolégica, siguiendo para
ello la metodologia descrita por Prieto & Martinez (33).

Identificacion de especies
El esquema utilizado para la identificacién de especies es el

propuesto por Popoff y Genus (32). De las pruebas utilizadas por
Popoff y Veron (31) y Jande y col. (21), se selecionan las siguientes:
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hidrélisis de la esculina, Voges Proskauer, Lisina Decarboxilasa,
crecimiento en KCn, produccién de gas de glucosa y glicerol,
produccion de dcido a partir de salicin, arabinosa, celobiosa, manosa
y lactosa al 10%. Ademis se determina la actividad bacteriolégica
contra Staphylococcus aureus ATCC 25923, Lecitinasa y la actividad
hemolitica en agar sangre de carnero (5).

Determinacion de exotoxinas

1. Prueba de la hemolisina (6, 14): A partir de cultivos frescos
cada cepa es inoculada en 5 ml. de caldo soya tripticasa suplementado
con 0.6% de extracto de levadura y luego incubado a 37°C durante 24
horas. Las preparaciones libres de células se obtienen mediante la
centrifugacion de cultivos a 2.500 rpm. por 30 minutos a 4°C. Este
sobrenadante debe ser preparado inmediatamente antes de su uso. La
actividad hemolitica es probada en placas de microtitulacién,
utilizando volimenes, 0.025 ml., de diluciones al doble de caldo libre
de células en buffer fosfato salino, al cual se le adiciona una
suspensidn de eritrocitos de conejo al 1%. Las cepas son consideradas
positivas, cuando su filtrado, a una dilucién mayor de 1:4 causa lisis
de mds de un 50% de los eritrocitos, después de incubacién a 37°C
por 1 hora y a 4°C por una hora adicional.

2. Prueba de los ratones lactantes: Esta prueba se le realiza a 84
cepas de Aeromonas seleccionadas del total de los aislamientos, 43 A.
hydrophila, 32 A. caviae y 9 A. sobria. El método utilizado para
determinar la produccién de enterotoxina, es con algunas variantes el
descrito por Dean, A. (9) y que a continuacioén se describe:

a) Preparacién de sobrenadante: A partir de cultivos frescos las
cepas de Aeromonas son sembradas en tubos conteniendo 3 ml. de
medio de Evans, se colocan en agitacién (130 rpm.) por 18-24 horas a
37°C. Transcurrido el tiempo de crecimiento se centrifugan a 2.500
rpm. por 30 minutos a 4°C. Los sobrenadantes obtenidos son
transferidos a tubos estériles y conservados en congelacién a —20°C
hasta el momento de su uso.
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b) Técnica: Los sobrenadantes son descongelados y coloreados
con azul de Evans en una proporcién de 1 gota por ml. de
sobrenadante. Se utiliza un nimero minimo de 3 ratones por cepa. Se
inyecta a través de la piel, en estémago de ratones recién nacidos (1 a
3 dias) amamantados, 0.1 ml. del sobrenadante coloreado. Luego de
inyectados los animales son mantenidos a una temperatura de 28—
30°C durante 4 horas. Seguidamente los ratones son sacrificados
colocédndoles algodén impregnado con €ter en las fosas nasales y los
intestinos grueso y delgado, son removidos del resto del cuerpo y la
relacién Peso intestino (PI)/Peso del cuerpo (PC) es calculada. Esta
prueba es considerada positiva si los intestinos se observan dilatados
y la relacién PI/PC es mayor de 0.083 (14). La produccién de
enterotoxina puede también ser detectada por la dilatacidn de las asas
intestinales provocada por acumulacién del fluido en su interior (9,
14).

RESULTADOS

Las reacciones de las 185 cepas de Aeromonas en los medios de
T.S.1. y L.ILA. son mostradas en la Tabla 1. En el medio de T.S.1. el
94.05% de las cepas dan reacciones de bisel 4cido, taco dcido con gas
variable y sin produccién de H2S y un 5.95% presentan reacciones de
bisel alcalino, taco dcido, gas variable sin produccién de HS. Las
reacciones de estas cepas en el medio de L.I.A. muestran un 45.95%
bisel y taco alcalino, sin produccién de H7S y un 54.05% dan bisel
alcalino, taco dcido, HpS negativo,

En la Tabla 2 se observan las diferentes reacciones bioquimicas
que muestran las 185 cepas de Aeromonas. El 100% de las cepas, a
las 24 horas, dan la reaccién de la oxidasa y producen 4cido a partir
del manitol. Todas las cepas fallan en producir 4cido a partir de

73



TABLA1
AEROMONAS. 185 CEPAS
REACCIONES EN LOS MEDIOS TSI YL. L A,
HOSPITAL UNIVERSITARIO. MARACAIBO. 1983 - 1986

N® DE CEPAS %o

T.8. L

BISEL : ACIDO
TACO : ACIDO 174 94,05
HpS: -
GAS: V

BISEL : ALCALINO
TACO : ACIDO 11 595
HaS: -
GAS: V

L. 1. A

BISEL : ALCALINO
TACO: ALCALINO 85 45,95
H3S : -

BISEL : ALCALINO

TACO: ACIDO 100 54,05
H2S -

dulcitol, adonitol e inositol. Ninguna de las cepas utiliza el malonato
de sodio, ni decarboxilan la ornitina, as{ como tampoco muestran
crecimiento en el medio de caldo con C1Na al 6%. En cuanto al resto
de las pruebas bioquimicas se observa variabilidad en las reacciones.
Con la utilizacién del sistema primario de identificacion, el cual
consta de 7 pruebas, las 185 cepas de Aeromonas aisladas son
identificadas a nivel de especies: 84 (45.41%) son compatibles con
Aeromonas hydrophila, 21 (11.35%) con Aeromonas sobria 'y 80
(43.24%) con Aeromonas caviae, como se muestra en 1a Tabla 3.
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TABLA?2
AEROMONAS. 185 CEPAS
REACCIONES BIOQUIMICAS

HOSPITAL UNIVERSITARIO. MARACAIBO. 1983 - 1986

REACCIONES BIOQUIMICAS SIGNO  N?DE CEPAS % DE
POSITIVAS POSITIVIDAD
OXIDASA + 185 100
INDOL + 169 91,35
ROJO DE METILO + o - 125 67.57
VOGES-PROSKAUER - 0 + 88 47.57
CITRATO (SIMMON'S) + o - 107 57,84
UREA - 14 7.57
KCn + o - 161 87,03
MOTILIDAD + .0 - 164 88.65
GELATINA (22°C) + o - 155 83,78
LISINA DECARBOXILASA - o + 85 45,95
ARGININA DEHIDROLASA + o - 155 83,78
ORNITINA DECARBOXILASA - 0 0
FENILALANINA DEAMINASA - 4 2,16
MALONATO - 0 0
LACTOSA - o 4+ 51 27,57
SUCROSA + o - 164 88.65
MANITOL + 185 100
DULCITOL - 0 0
SALICIN + o - 118 63,78
ADONITOL - 0 0
INOSITOL - 0 0
SORBITOL - 2 1,08
ARABINOSA - o 4+ 81 43,78
RAFINOSA - 1 0,54
RAMNOSA . 3 1,62
CALDO +CLNa AL 6% - 0 0

’

En la Tabla 4 pueden apreciarse las 6 pruebas suplementarias, las

cuales tienen gran utilidad para confirmar la identificacién de las cepas
que no fueron identificadas plenamente con el sistema primario y
corroborar la identificacién a nivel de especies de las cepas restantes.
La hemolisina, actividad staphylolitica son ttiles en la separacién de
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TABLA3

AEROMONAS. 185 CEPAS
IDENTIFICACION DE ESPECIES
HOSPITAL UNIVERSITARIO. MARACAIBO. 1983 - 1986

Ne® DE CEPAS POSITIVAS (%)
PRUEBAS A. HYDROPHILA A. SOBRIA A. CAVIAE
PRIMARIAS n = 84 (45,41%) n = 21 (11,35%) n = 80(43,24%)
HIDROLISIS
DELA
ESCULINA 83(99,80%) 1(4,76%) 78(97,50%)
KCn 84(100%) 4(19,05%) 80(100%)
SALICIN 38(45,24%) 0(0%) 67(83,75%)
GAS DEGLUCOSA  82(97,62%) 19(90,48%}) 0(0%)
VOGES
PROSKAUER 84(100%) 15(71,43%) 2(2,50%)
LISINA 78(92,86%) 21(100%) 4(5,0%)
ARABINOSA 9(10,71%) 1 (4,76%) 73(91,25%)

A. hydrophila de las otras dos especies. De un modo similar la
formacidn de 4cido a partir de arabinosa y celobiosa al igual que la no
decarboxilacién de la lisina nos diferencian la A. caviae de A.
hydrophila y A. sobria.

Los resultados de las reacciones de Voges- Proskauer, lisina
decarboxsilasa y fermentacién de 1a arabinosa obtenidos con las cepas
estudiadas se muestran en la Tabla 5. De las 84 cepas identificadas
como A. hydrophila, 72 (85.72%) muestran reacciones de
VP+L+LA-. Las 12 cepas restantes, 6 (7.14%) son VP+L+A+, 3
(3.57%) VP+L-A+y 3 (3.57%) VP+L-A-.
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TABLA 4
AEROMONAS. 185 CEPAS
IDENTIFICACICN DE ESPECIES
HOSPITAL UNIVERSITARIO. MARACAIBO. 1983 - 1986.

N® DE CEPAS POSITIVAS (%)
PRUEBAS A. HYDROPHILA A. SOBRIA A. CAVIAE
SUPLEMENTA n =84 (45, 41%) n =21 (11,35%) n = 80 (43,24%)
KiA>
HEMOLISINA 73 (86,90%) 9 (42,85%) 11 (13,75%)
LECITINASA 74 (88,09%) 14 (66,66%) 55 (68,75%)
ACTIVIDAD
STAPHYLOLITICA 61 (72,61%) 0 (0%) 0 (0%)
CELOBIOSA 9 (10,71%) 8 (38,09%) 61 (76,25%)
MANOSA 81 (96,42%) 21 (100%) 62 (77,50%)
LACTOSA 10% 10 (11,90%) 1 (4,76%) 39 (48,75%)

Los resultados obtenidos con las 21 cepas de A. sobria muestran
que en 15 (71.43%) se observa el marcador bioquimico VP+ L+A-, 5
(23.81%) se presentan como VP-L+A- y la cepa restante como VP-
L+A+.

De las 80 cepas de A. caviae ninguna muestra el patrén VP+L+A-
El marcador bioquimico mds frecuentemente observado en estas cepas
es VP-L-A+, el cual estd presente en 68 (85.00%) de las cepas, 6
(7.50%) son VP-L-A- 4 (5.00%) VP-L+A+, 1 (1.25%) VP-L-A+y 1
(1.25%) VP+L-A-.

En la Tabla 6 se pueden observar los resultados obtenidos con la
prueba de hemolisina 69 (82,14%) de las cepas de A. hydrophila, 1
(4.76%) de A. sobria y 2 (2.50%) de A. caviae dan la prueba
positiva.

La relacién de los marcadores bioquimicos y la prueba de
hemolisina de las 185 cepas estudiadas es mostrada en la Tabla 7. En
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TABLAS

AEROMONAS. 185 CEPAS
MARCADORES BIOQUIMICOS: VOGES-PROSKAUER, LISINA Y ARABINOSA
HOSPITAL UNIVERSITARIO. MARACAIBO. 1983 - 1986.

MARCADORES A. HYDROPHILA | A. SOBRIA| A. CAVIAE
BIOQUIMICOS (n=84) (n=21) (n = 80)
VP (+), L(+), A(-) 72 (85,72%) 15 (71,43%) 0
VP (- LL(-)A(+) 0 0 68 (85,00%)
VP(+),L(+)AC+)| 6 (1,14%) 0 0
VP(+),L(-)A(+ 3 (3.57%) 0 1(1,25%)
VP(-)L(+)A(-) 0 5(23,81%) 0

VP (-)L(+)A(+) 0 1(8,76%) | 4 (5,00%)
VP(-)LL(-)AC(-) 0 0 6 (1,50%)
VP(+)LL(-)A(-) 3 (3,57%) 0 1 (1,25%)

TABLA 6
AEROMONAS. 185 CEPAS
PRUEBA DE LA HEMOLISINA

HOSPITAL UNIVERSITARIO. MARACAIBO. 1983 - 1986

N2TOTAL DE N¢DE CEPAS

CEPAS POSITIVAS % DE POSITIVIDAD
A. HIDROPHYLA 69 82,14
(n=284)
A. SOBRIA 4,76
(n=21) .
A. CAVIAE 2,50
{ n = 80)
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TABLA7
AEROMONAS. 185 CEPAS

RELACION DE MARCADORES BIOQUIMICOS Y HEMOLISINA
HOSPITAL UNIVERSITARIO. MARACAIBO. 1983 - 1986

N° TOTAL DE
CEPAS

MARCADORES
BIOQUIMICOS

HEMOLISINA
% DE POSITIVIDAD

VP (#L L () A(-)
72 (85.72%)

68 (94,44%)

1(1,25%)

VP (+), L(+), A (+) 1 (16,67%)
A. HYDROFPHILA 6(7,14%})
(n=284}) VP (+), L(-) A (+) 0(0%)
3(3,57%)
VP(+), L(-), A (-) 0(0%)
3(3.57%)
VP(+), L (+), A () 0(0%)
15(71,43%)
A. SOBRIA VPG L)L AQG) 1(20,00%)
(n=21) 5 (23,81%)
VP ()LL) A 0(0%)
1 (4,76%)
vP (')v L (')v A (+) 2(2,94%)
68(85,00%)
VP(LL(EWAG) 0(0%)
6(7,50%)
A. CAVIAE VP (), L{+) A(+) 0(0%)
(n=80) 4 (5,00%)
VP (+), L(-L A (+) 0(0%)
1 (1,25%)
VP (+), L)L A () 0(0%)

la misma es importante resaltar que las 72 (85.72%) cepas de A.
hydrophila que presentan el marcador bioquimico VP+L+A-, 68
(94.44%) dan hemolisina +. Del resto de las cepas de A. hydrophila
solo 1 (16.67%) cepa VP+L+A+ es hemolisina +. De las 15
(71.43%) cepas de A. sobria que muestra el patrén VP+L+A-,
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ninguna produce hemolisina, sélo 1 (20.00%) cepa VP-L+A-, es
hemolisina +.

De todas 1as cepas de A. caviae estudiadas, solo en 2 (2.94%) de ellas
que presentan el marcador bioquimico VP-L-A+ se observa la produccién de
hemolisina.

En la Tabla 8 puede notarse la comparacién de los resultados
obtenidos en las pruebas de hemolisina, enterotoxina y los marcadores
bioquimicos Voges-Proskauer, lisina decarboxilasa y arabinosa en las

84 cepas seleccionadas del total de las cepas estudiadas. De las 38
(88.38%) cepas identificadas como A. hydrophila que presentan el
patrén VP+L+A-, 37 (97.37%) dan positiva la prueba de hemolisina y
36 (94.74%) producen enterotoxina en la prueba de los ratones

TABLAS
AEROMONAS. 84 CEPAS
RELACION DE MARCADORES BIOQUIMICOS
Y
. PRUEBAS DE ENTEROPATOGENICIDAD
HOSPITAL UNIVERSITARIO. MARACAIBO. 1983 - 1986

N¢DE CEPAS MARCADORES HEMOLISINA | ENTEROTOXINA
SELECCIONADAS | BIOCQUIMICOS
VP (+), L (+), A (-) 37(97,37%) 36(94,74%)
38(88,38%)
A. HYDROPHILA| VP(+),L (+), A (+) 1(25%) 0(0%)
(n=43) 49,30%)
VP (+), L (-), A (+) 0(0%) . 0(0)%)
1(2,33%)
VP (+), L (+), A () 0(0%) 0(0%)
A. SOBRIA - 6(66,67%)
(n=9) VP (), L(+), A () 1 (33,33%) 0(0%)
3(33,33%)
VP (L)L AWM 2 (6,45%) 3 (9,68%)
A. CAVIAE 31(96,88%) ‘
(n = 32) VP (+), L (-), A (+) 0(0%) 0(0%)
1 (3.12%)
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lactantes. De las S cepas restantes 4 (9.30%) son VP+L+A+ y 1
(2.33%) VP+L-A+, de ellas sélo 1 (25.00%) VP+L+A+ es
hemolisina + y enterotoxina—.

Ninguna de las 6 (66.67%) cepas de A. sobria con marcador
bioquimico VP+L+A- produce hemolisina ni enterotoxina, en 1(33.33%)
VP-L+A+ se demuestra solamente 1a produccién de hemolisina. ,

Corresponden a A. caviae 32 cepas, 31 (96.88%) con patrén
bioqufmico VP-L-A+, en 5 de ellas se demuestra la produccién de
exotoxinas: en 2 (6.45%) hemolisina y en 3 (9.68%) enterotoxina. La cepa
restante es VP+L-A+, hemolisina y enterotoxina negativa.

DISCUSION

Estudios realizados por varios autores (4, 14, 15, 20, 21) han
reportado que algunas especies de Aeromonas son causas importantes
de gastroenteritis en el humano, especialmente en pacientes
pedidtricos. En la mayorfa de los pacientes la enfermedad diarreica es
autolimitante, sin embargo, una pequeiia fraccién de pacientes
presentan un cuadro severo de gastroenteritis, 1a cual puede requerir
hasta hospitalizacion. El estado de severidad de la infeccién puede
estar relacionado con la edad y estado de salud del huésped, factores
socioeconémicos y el biotipo de la cepa infectante de Aeromonas (8,
20).

Con la utilizacién del esquema propuesto por Popoff y Veron
(31) las 185 cepas estudiadas son caracterizadas a nivel de especies,
A. hydrophila (45.41%) y A. caviae (43.24%) predominan dentro de
las especies clasificadas, representando los aislamientos de A. sobria
el 11.35%. Estos resultados son diferentes a los mostrados por otros
autores (6, 14, 21) quienes reportan un predominio de aislamientos
de A. caviae y diferencias insigificantes entre la prevalencia de A.
hydrophila y A. sobria.

Como ha sido demostrado en otras investigaciones, la mayoria
de las cepas enterotoxigénicas de Aeromonas estdn incluidas en el
grupo de Voges Proskauer +, Lisina decarboxilasa + y Arabinosa -
(4, 6). Variaciones en relacién a estas asociaciones han sido
encontradas, sin embargo, la mayor diferencia ha sido observada en
aislamientos de procedencia no fecal.
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Al relacionar los marcadores bioquimicos, las pruebas de
hemolisina y enterotoxina en las 84 cepas seleccionadas del total de las
cepas estudiadas, se observa una buena correlacién en las cepas
clasificadas como A. hydrophila y las cuales son VP+L+A-, el
97.37% de é¢llas dan hemolisina + y el 94.74% producen
enterotoxina, ésto es coincidente con el hallazgo reportado por otros
autores (4, 6, 7, 14) en que en A. hydrophila el patrén bioquimico
VP+L+A- y hemolisina + estdn presentes en cepas que producen
enterotoxina.

En A. sobria el patrén bioquimico VP+L+A- presente en el
66.67% de las cepas no concuerda con la produccién de hemolisina y
enterotoxina, 1 cepa (33.33%) VP-L+A- es hemolisina + y
enterotoxina - . Esta especie, que se ha reportado también con
frecuencia como enteropatégena (14.21) pudiera no siempre serlo o
poseer otros mecanismos distintos de patogenicidad a los estudiados,
por lo cual se recomienda el estudio de un mayor niimero de cepas y
de otros pardmetros de patogenicidad bacterianos.

El estudio es también coincidente con otros (6, 14, 15, 37) en
que este patrén no estd presente con frecuencia en A. caviae, 31
(86.88%) de las cepas son VP-L-A+, no obstante, es interesante que
2 cepas son hemolisina + y 3 enterotoxina +, ello pudiera explicar la
enteropatogenicidad que esporddicamente se ha reportado para esta
bacteria.

Al comparar la prueba de hemolisina y de los ratones lactantes
para demostrar la presencia de enterotoxina se observa, al igual que lo
reportado por otros autores (4, 6), una buena correlacion entre ambos
métodos con las cepas de A. hydrophila, de las 37 (97.37%) cepas
que son hemolisina +, 36 (94.74%) producen enterotoxina. Estas
diferencias son observadas entre estos dos métodos con las cepas de
A.sobriay A. caviae, 1 (33.33%) y 2 (6.45%) respectivamente, dan
la prueba de hemolisina, mas no la prueba de enterotoxina y 3
(9.68%) cepas de A caviae son hemolisina - y producen enterotoxina.

En vista que ha sido encontrada una diferencia significante entre
aislamientos de Aeromonas enterotoxigénicas y no enterotoxigénicas
en nifios con diarrea (15) es de mucha importancia que laboratorios
microbiolégicos estén capacitados para identificar Aeromonas
enterotoxigénicas. El esquema utilizado por Burke y col. (4) y
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realizado en este trabajo, permite una clasificacion correcta del 95% al
97% de las cepas Aeromonas sin necesidad de pruebas mds laboriosas
y especializadas para la demostracién de enterotoxinas. La realizacién
de las pruebas bioquimicas (Voges-Proskauer, Lisina decarboxilasa y
Arabinosa) y la prueba de hemolisina, las cuales pueden ser
establecidas de rutina en un Laboratorio de Microbiologia Clinica,
permiten identificar la mayoria de los aislamientos de A. hydrophila
como enterotoxigénicas. Las cepas deben ser separadas primariamente
en relacion a las pruebas de Voges-Proskauer y lisina decarboxilasa.
Cepas VP+, L+ clasificadas como A. hydrophila requeririan estudios
de hemolisina, aunque cepas Arabinosa negativa pueden ser asumidas
como enterotoxigénicas con un margen de error de un 10% (6).

En relacién a si las otras dos especies de Aeromonas son
enteropatégenos importantes, se hace necesario estudiar un mayor
nimero de cepas, realizar otros tipos de estudios y correlacionar los
resultados con la clinica del paciente para asi conocer mejor el papel
patégeno real para el humano de A. sobria y A. caviae en nuestro
medio.
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