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RESUMEN

Se estudiaron las heces de 397 pacientes con enfermedad diarreica aguda, y las de 121 pacientes sin diarrea que conformaron el
grupo control, en el estado de Mérida, Venezuela, entre junio de 1993 y diciembre de 1994. El género Aeromonas fue identificado
en los pacientes con enfermedad diarreica aguda en 11,83 % y 5,78 % se identifico en los pacientes del grupo control. Al estudiar
los factores de virulencia descritos para Aeromonas (enterotoxina, citotoxina, hemaglutininas, hidrofobicidad celular y actividad
hemolitica) en las cepas aisladas, se detectdé que todas poseian al menos uno de los factores investigados asociados a la
enteropatogenicidad. De las especies aisladas, Aeromonas caviae resultd ser la que se identificé con mayor frecuencia. Todos
estos resultados sugieren que las especies de Aeromonas son patégenos entéricos potenciales en esta poblacion.
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Las especies del género Aeromonas se
consideran patdgenos oportunistas, también se
han asociado con una gran variedad de
infecciones, luego de una exposicidn a aguas o
suelos que contengan estas bacterias. En los
ultimos afios estos organismos han adquirido
importancia como patdgenos entéricos,' ademés
de poseer una taxonomia muy compleja por la
gran heterogeneidad genética constitutiva de
este género.2
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La diarrea asociada a Aeromonas ocurre
comUnmente en nifios menoresde 5 afios, ancianos
y pacientesinmunocomprometidos.3*

Se haobservado unincremento de aislamiento
de Aeromonas en los meses de verano y las cepas
de pacientes sintomaticos usualmente presentan
propiedades de virulencia, como capacidad de
producir enterotoxinas, citotoxinas, hemolisinasy
una gran variedad de enzimas o habilidades de
invasion, o ambas. Lacombinacién delosfactores
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de virulencia bacterianos, asi como también el
estado inmunolégico del huésped, pueden ser
necesarios para que se produzca la infeccién
gastrointestinal .5¢

Las proteinas activamente bioldgicas
producidas por las Aeromonas moviles incluyen
hemolisinas, citotoxinas y enterotoxinas, que es
considerado como el factor de virulencia méas
asociado con €l cuadro diarreico. Deigual forma
se le ha descrito a este género bacteriano una
importante capacidad de adhesién e invasion.”
Aunque todos estos factores de virulencia son
codificadosen €l nivel cromosomal, también se ha
reportado lapresenciade plasmidos que le pueden
conferir factores de patogenicidad y aumentar asi
suvirulencia®

Aungue estas propiedades de patogenicidad
se asemejan a las de Escherichia coli y Vibrio
cholerae, el papel de las exotoxinas en la
patogénesis de la infeccion por Aeromonas
permanece sin esclarecer.®°

Por todo esto, € presente estudio se realizé
con el propésito de investigar la incidencia y
significacion de las especies de Aeromonas en
pacientes con diarreas aguda en el estado de
Mérida, Venezuela.

METODOS

Durante un periodo de 18 meses (junio de 1993
a diciembre de 1994), en el Laboratorio de
Sindromes Gastrointestinales se analizaron
muestras de heces o hisopados rectales de 397
pacientes con enfermedad diarreica aguda para
investigar lapresenciade Aeromonassp., asi como
también la de otros enteropatdgenos bacterianos
como Mibrio, Salmonella spp, Escherichia cali
enteropatdgena, enteroinvasiva, enterotoxigénica
y enterohemorrégica, Yersinia sp. Deigual forma
también fueron investigados Rotavirusy parésitos
(Entamoeba histolytica, Giardia lamblia y
Cryptosporidium). (Urrestarazu M, Gonzalez R.
Manual de técnicas. Taller sobre diagnéstico de
laboratorio de agentes productores de diarrea.
Caracas - Venezuela. 1993).

Todos los pacientes con enfermedad
diarreica aguda (EDA) n= 397 y el grupo
control n=121 (nifiossin EDA) fueron admitidos
sobre lasbasesy criterios del Proyecto Nacional

de Diarrea. CONICIT MPS - RP -1V - 140031.
Venezuela.

Lamayoria de los pacientes eran menores de
5 afios y pertenecian a un bajo nivel socioeco-
némico. La investigacion fue realizada con €l
comité de ética socia y €l consentimiento de los
padres o tutores.

Las muestras de heces se recibieron en cajas
estériles y los hisopados rectales en medio de
transporte Cary Blair, procesandose dentro de las
2 h posteriores a la recolecciéon (Urrestarazu M,
Gonzédlez R. Manual de técnicas. Taller sobre
diagnostico de laboratorio de agentes productores
de diarrea. Caracas - Venezuela. 1993).

AISLAMIENTOE IDENTIFICACION DELASCEPAS
DE AEROMONAS

Todas las muestras fueron sembradas
directamente sobre las placas de Agar
McConkey, Agar Shigella-Salmonella y Agar
DNA. Se hicieron subcultivos en los mismos
agares después del enriquecimiento en caldo
Selenito de 6-8 h (pH 7,4) 37 °C. La
identificacién presuntivadel género Aeromonas
se realiz6 por los métodos bioguimicos
convencionales,!* y hasta nivel de especie
siguiendo el esquema propuesto por Abbott.*?
Todas las cepas fueron analizadas para observar
su produccion enzimética (beta hemolisina,
gelatinasa, lecitinasa, DNasa). Para determinar
la actividad hemolitica las cepas fueron
sembradas en agar sangre, incubadas a 37 °C
por 48 h, para la actividad proteolitica se
sembraron en agar gelatinanutrientey yemade
huevo para observar produccion de gelatinasa
y lecitinasarespectivamentey en agar DNA para
la produccion de DNAsa e incubados a 37 °C
por 48 h.1t

Aislamiento de otros patégenos

Todaslas muestras fueron sembradas en Agar
McConkey, Agar Salmonella - Shigella, Agar
tiosulfato-citrato-novobiocinay en €l medio Preston
modificado.

Todos los medios excepto e Preston fueron
incubados a 37 °C por 24 h. Este tltimo seincubd
en frasco con velaa 42 °C por 48 h. (Urrestarazu



M, Gonzalez R. Manua de técnicas. Taller sobre
diagnostico de laboratorio de agentes productores
de diarrea. Caracas - Venezuela. 1993).

Los parasitosy rotavirus fueron investigados
segun | os procedimientos de rutina para cada uno.
(Urrestarazu M, Gonzalez R. Manual de técnicas.
Taller sobre diagndstico de laboratorio de agentes
productoresdediarrea. Caracas-Venezuela. 1993).

Determinacion de factores de virulencia

En este estudio, el total de cepas fueron
sometidas a los ensayos siguientes. prueba de
agregacion salina (SAT o salting out), segin la
técnica descrita por Lindahl y otros;**%* prueba
de hemaglutinacion (HA) e inhibicién de la
hemaglutinaci6n con manosa, segin Nishikawa y
otros;*® Determinacion de la actividad hemolitica
(microtitulacion dehemolisina[HL]) seguin Burke
y otros, citado por Deodhar y otros;® deter-
minacion de citotoxina (CT) y enterotoxina (ET)
en células Vero por Vadivelu y otros. X

Para el andlisis estadistico se aplicd el test de
diferencias de proporciones para ver la
significacion estadistica de los resultados
obtenidos.*®

RESULTADOS

Se recuperaron Aeromonas en 11,83 % de los
397 nifios con EDA y en 78 % de los 121 nifios
pertenecientes al grupo control. Fueron
encontrados como patdgenos Unicos en 38,29 %.
La especie més aislada fue Aeromonas caviae.

En relacién con las especies identificadas 23
resultaron ser Aeromonas caviae; 16 Aeromonas
hydrophila; 2 Aeromonas trota y 1 Aeromonas
veronii bv. sobria.

Como patégenos Unicos se aislaron 13
Aeromonas, Aeromonas aisladas junto a otros
enteropatdgenos 25, Aeromonas aisladas del
grupo control 4.

En todas|as cepasinvestigadas al menos 1 de
las 4 de las enzimas (beta hemolisina, DNasa,
gelatinasa, lecitinasa) estudiadas estuvo presente.
En relacion con € SAT resultaron positivas aesta
prueba 22 cepas (52,38 %), de estas 20 (90,9 %)
presentaron val ores bajos (entre 0,5-2 M), € resto
tuvieron valoresdeintermedio aato (entre 0,02-
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-0, M). En cuanto a las cepas aisladas como
patdgenos unicos, dieron positiva a esta prueba
46,15 % (6/13), de estas 83,3 % (5/6) tuvieron
valores bgjos (0,5 M). Las aidadas junto a otros
enteropatdgenos fueron positivas a la prueba
de SAT 60 % (15/25) y en el grupo control solo
1 cepa25 % (1/4) (fig. 1). Delas 22 cepaspositivas
al SAT 11(50 %) fueron Aeromonas hydrophila,
10 (45,4 %) Aeromonas caviae y 1 (4,5 %)
Aeromonas trota (fig. 2).

En el ensayo de hemaglutinacion e inhibicion
delahemaglutinacién, 40,4 % delas cepas dieron
positivala primera prueba, encontrandose que las
cepas de Aeromonas sp. aisladas junto a otros
enteropatégenos aglutinaron los glébulosrojosen
40 % (10/25), mientras que €l grupo control lo fue
en 50 % (2/4) (fig. 1). En cuanto a la actividad
hemoalitica, estuvo representada en 38 % (16/42)
delascepas. Las Aeromonas aisladasjunto aotros
enteropatdgenos en 40 % (10/25), como patbgenos
Unicos en 30,7 % (4/13) y en las recuperadas del
grupo control con 50 % (2/4) (fig. 1). Enlascepas
de Aeromonas hydrophila estuvo presente en
56,25 % (9/16), en Aeromonas caviae en 26,08 %
(6/23), no se observd produccion de hemolisinas
en las cepas de Aeromonas trota, y la Unica cepa
de Aeromonas veronii bv. sobria produjo
hemoalisina (fig 2). Los titulos de hemolisina
oscilaron entre 1:32 a 1:512, 1:14 al1l64y 1:4
para Aeromonas hydrophila, Aeromonas
caviae y Aeromonas veronii bv sobria,
respectivamente.

En la prueba de inhibicion de la hemaglu-
tinacioén con manosa, se observo que €l tota de
cepas que hemaglutinaron (40,4 %) hubo 35,29 %
(6/17) que fueron manosa sensible (HAMS) y
64,7 % (11/17) manosa resistentes (HAMR). De
las cepas aisladas junto a otros enteropatdgenos
hubo patégenos Unicos 20 % (1/5) HAMSYy 80 %
(4/5) HAMR, y en los casos control 100 % (2/2)
fueron HAMR (fig 1).

Lapruebade hemaglutinacion en las cepas de
Aeromonas caviae resultd positiva en 70 % (14//
20), de estas 35,7 % (5/14) fueron HAMSy 64,2
% (9/14) HAMR. En cuanto a Aeromonas
hydrophila y Aeromonas trota la prueba de
hemaglutinaci6n solo fue positivaen 2 cepas 2/24
(14,2 %) y 1 cepa (1/2) (50 %), respectivamente.
En relacion con lainhibicidn de hemaglutinacién
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solo una cepa de Aeromonas hydrophila fue
HAMR & igual que Aeromonas trota (fig. 2).

La actividad hemolitica estuvo representada
en 38 % (16/42) de las cepas. En las Aeromonas
aisladas junto a otros enteropatégenos se observé
esta actividad en 40 % (10/25), como patdgenos

M EE

Aeromonas trota

las especies de Aeromonas
spp. aisladas de nifios con
EDA y grupo control.

Aeromonas veronii bv. sobria

Unicos en 30,7 % (4/13) y en las recuperadas de
los casos del grupo control en 50 % (2/4) (fig. 1).
En las especies Aeromonas hydrophila estuvo
presente en 56,25 % (9/16), en Aeromonas caviae
en 26,08 % (6/23), no seobservd su produccion en
las cepas de Aeromonas trota, y la Unica cepa de



Aeromonas veronii bv. sobria, produjo hemolisina
(fig 2). Los titulos de hemolisina oscilaron entre
1:32 a 1:512, 1:4 a 1.64 y 1:4 para Aeromonas
hydrophila, Aeromonas caviae y Aeromonas
veronii bv sobria, respectivamente.

La produccion general de toxinas fue de
76,1 % (32/42), lade citotoxinade 40,6 % (13/32),
enterotoxina 59,3 % (19/32) y la produccion
simultanea de los 2 tipos fue de 32,25 % (10/38).
La produccion general de toxinas en las cepas
aisladas junto a otros enteropatdgenos fue de 68
% (17/25) y ambos tipos de toxinas en 52,9 %
(9/17). Enlas aisladas como patégenos Unicos
la produccion fue de 92,3 % (12/13) y ambos
tipos de toxinas 25 % (3/12) y en cuanto a
las cepas aisladas del grupo control se observé
que 75 % (3/4) y 25 % (1/4) produjeron toxina
en forma general y ambas toxinas, respec-
tivamente (fig.1).

La produccién de citotoxinas fue demostrada
en 40 % (10/25) en las cepasaidadasjunto aotros
enteropatégenos, en los patdbgenos Unicos se
observo en 46,15 % (6/13) y en el grupo control
50 % (2/4). En cuanto a la enterotoxina en estos
Mismos grupos, se observo 52 % (13/25), 69,2 %
(9/13) y 50 % (2/4) respectivamente (fig. 1)

Por especie se determing que de las 16 cepas
de Aeromonas hydrophila 14 (87,5 %) fueron
enterotoxicasy 7 (43,75 %) citotoxicas, y en 6,25 %
(9/16) se observo la produccion simultanea de
ambas toxinas. De las 23 cepas de Aeromonas
caviae8 (34,7 %) fueron enterotdxicasy 34,7 %
citotoxicas y en 8,6 % (2/23) se observé la
produccién simultanea de ambos tipos de toxinas.
Finalmente las 2 cepas de Aeromonas trota
analizadas en este estudio produjeron
simultaneamentelos 2 tipos detoxina 100 % (2/2)
y la cepa de Aeromonas veronii bv sobria no
produjo exotoxinas(fig. 2).

DISCUSION

Con lafinalidad de conocer laimportanciay
frecuencia del género Aeromonas como agente
causal de diarreas en nifios menores de 5 afios en
Mérida, Venezuela, y querer esclarecer su
enteropatogenicidad, se hizoimperioso realizar un
estudio, que permitiera conocer el potencial
patégeno de estas bacterias. Se hademostrado que
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cepas de Escherichia coli enteropatogénicas y
de Salmonella typhi tienen alta superficie
hidrofdbica; caracteristica dada por la presencia
de pilis y otras adhesinas, por lo que la
determinacion de esta propiedad puede dar idea
del grado de adhesién de las bacterias.®1517 A
pesar de que algunos investigadores no han
encontrado relacién entre la virulenciay la
existencia de superficie hidrofobica® la
demostracion de la hidrofobicidad mediante la
prueba SAT, da una estimacion indirecta de la
presencia de adhesinas en la superficie celular
bacteriana. En este trabajo contrariamente a lo
reportado por Nishikawa y otros, mas de 50 %
de las cepas resultaron ser hidrofébicas y méas
de 90 % de estas presentaron valores bajos entre
0,5y 2 M, lo que concuerda con los hallazgos de
algunosinvestigadores, quienesreportaron valores
similares, pero en cepas de origen ambiental;
aunque existen otros autores que han sugerido que
las cepas de origen ambiental son mas fimbriadas
guelasdeorigen fecal, por lo tanto tendran mayor
superficie hidrofdbica, afianzando ese hecho los
resultados obtenidos en este trabgjo.’® (Kirov S.
Morphology, expression and funtional significance
of Aeromonas pili. In: Fourth International
Symposium on Aeromonas and Plesiomonas.
Atlanta; 1993. p. 22).

Losestudiosde hidrofobicidad sehanredlizado
con mas frecuencia en cepas de Aeromonas
salmonicida.’®® También se han reportado en
Aeromonas hydrophila y Aeromonas veronii bv
sobriaobservandose unagran superficiehidrofébica
en estas especies.’>2021 En este estudio los
resultados obtenidos fueron similares a los
reportados por estos autores con respecto a
Aeromonas hydrophila, observandose ademés un
comportamiento similar entre esta especie y
Aeromonas caviae.

M ediante lapruebade hemagl utinacion se puede
determinar la capacidad de adherencia de las cepas
de Aeromonas. Se ha reportado que el mecanismo
de hemaglutinaci6n estarelacionado con las adhe-
sinasho fimbriales o lano produccién de pilis. 2 El
hecho de haber observado que 40,4 % delas cepas
analizadas dieron la prueba de hemaglutinacion
positiva, sugierelapresenciaen estasde adhesinas
tipo lectina.? El elevado porcentagje obtenido aesta
prueba por el grupo de cepas aisladas como
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patégenos Unicos sugiere que este grupo de cepas
tiene mayor capacidad de adhesion. Varios patrones
de hemaglutinacion e inhibicion de la hemaglu-
tinaciéon con D-manosa y L-fucosa, se han
reportado en cepas de Aeromonas de origen
clinico, pero en la mayoria de los casos estos son
dificiles de interpretar, por lo cual esta prueba se
realiza frecuentemente, con Manosa.

En 1986, algunos investigadores reportaron
baj os porcentajes de positividad en laHAMR por
cepasde origen no diarreico, por lo que sugirieron
gue este tipo de adhesion podia ser un marcador
de cepas fecales.® Por otra parte, otros autores
describieron que cepas con HAMR fueron
encontradas con mayor frecuenciaen aislamientos
de origen fecal que en las provenientes de
alimentos y agua, sugiriendo nuevo que esta
adhesion puede ser un marcador de virulenciaen
patégenos diarreogénicos®® L os resultados de este
trabajo coinciden con los autores antes
mencionados.

Aungue se ha reportado Aeromonas caviae
como avirulenta, los datos encontrados en este
estudio muestran una elevada capacidad de
adherencia en esta especie, similar alo reportado
por otrosinvestigadores, quienes demostraron que
Aeromonas caviae posee propiedades
enteropatogénicas como |la adherencia (Namdari
H, Uroskie J, Hughes J, Wardach D. In Fourth
Intemational Symposium on Aeromonas and
Plesiomonas. p. 44. Abstract p. 10.1993).

Se ha reportado que la adherencia de tipo
lectinano es un factor importante en Aeromonas
hydrophila, esto explicaria el bajo porcentaje
(14,2 %) de cepas que fueron positivasalaprueba
de hemaglutinacién, siendo esto similar a lo
reportado en otro estudio.?

En los Ultimos afos se ha sugerido que la
hemolisina y la citotoxina son producidas
principalmente por cepas hemoliticas de
Aeromonas spp., y la sintesis de la primera se ha
sugerido como rasgo de virulencia en este grupo
bacteriano.® Los resultados de este estudio en
relacion con laactividad hemoliticason similaresa
lo reportado por otros autores, donde seindicaque
las cepas de origen entérico son menos hemoliticas
gue las extraintestinal es.’°.

Al analizar la produccién de los distintos
factores de virulencia de los distintos grupos de

cepas, se observa un cuadro similar, aunque con
tendencia a aumentar en € grupo de Unicos.

Al igual que en trabajos anteriores la
produccién de factores de virulencia fue mucho
mayor en las cepas aidadas de casos con EDA
gue en las aisladas del grupo control.®

Aungue las cepas aisladas del grupo control
mostraron una produccién no despreciable de
factoresdevirulencialarespuestainmuneinducida
por el microorganismo debido a exposiciones
continuas, podriacrear algun grado de proteccion
como ya se ha reportado; esto explicaria la
presencia de la bacteria en nifios asintométicos,
convirtiendo al hombre en reservorio de
infeccion.?® En cuanto a las especies Aeromonas
hydrophila mostré una vez mas que tiene un
elevado potencial patégeno, aunque le sigue muy
de cerca Aeromonas caviae, considerada
avirulenta afios atrés, pero que hoy diaya se sabe
desugran potencial enteropatégeno, contribuyendo
los resultados de este estudio a corroborar este
aspecto.? Loshallazgos obtenidosen las diferentes
especies sugieren |o descrito, por algunos autores,
guienes proponen que laenteropatogenicidad en €l
género Aeromonas es cepa especifica, mas que
especie especifica (Alabi S, Islam T, Quadri F,
Faruque A, Albert M Sack B. Serum antibody
response in children with Aeromonas associated
diarrhoea. In: 5th International Aeromonas and
Plesiomonas Symposium. Heriot - Watt University
Edimburgh, Scotland, 1995).

Basado en estos resultados, se podria deducir
gue en esta localidad, las cepas de Aeromonas
pueden ser consideradas como patégenosintestinales
primarios en nifios menores de 5 afios con EDA.
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Factors of virulence associated with entero-
pathogenicity in strains of Aeromonas spp. isolated
from children with diarrheain Mérida, Venezuela

SUMMARY

The feces of 397 patients with acute diarrheal disease (ADD)
and of other 121 patients without diarrea (control group) were



studied in the state of Mérida, Venezuela, from June 1993 to
December 1994. The genus Aeromonas was identified in patients
with ADD in 11.83 % and in 5.78 % of the patients from the
control group. On studying the virulence factors described for
Aeromonas (enterotoxin, cytotoxin, hemaglutinins, cellular
hydrofibrosity, and hemolytic activity) in the isolated strains, it
was detected that all presented at least one of the factors
investigated associated with enteropathogenicity. Of the isolated
species, Aeromonas caviae was the most frequently identified.
All these results suggest that the Aeromonas species are potential
enteric pathogens in this population.

Key words: Aeromonas, diarrea, virulence factors.
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