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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 identificó en los pacientes del grupo control. Al estudiar
los factores de virulencia descritos para Aeromonas (enterotoxina, citotoxina, hemaglutininas, hidrofobicidad celular y actividad
hemolítica) en las cepas aisladas, se detectó que todas poseían al menos uno de los factores investigados asociados a la
enteropatogenicidad. De las especies aisladas, Aeromonas caviae resultó ser la que se identificó con mayor frecuencia. Todos
estos resultados sugieren que las especies de Aeromonas son patógenos entéricos potenciales en esta población.
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Las especies del género Aeromonas se
consideran patógenos oportunistas, también se
han asociado con una gran variedad de
infecciones, luego de una exposición a aguas o
suelos que contengan estas bacterias. En los
últimos años estos organismos han adquirido
importancia como patógenos entéricos,1 además
de poseer una taxonomía muy compleja por la
gran heterogeneidad genética constitutiva de
este género.2
La diarrea asociada a Aeromonas ocurre
comúnmente en niños menores de 5 años, ancianos
y pacientes inmunocomprometidos.3,4

Se ha observado un incremento de aislamiento
de Aeromonas en los meses de verano y las cepas
de pacientes sintomáticos usualmente presentan
propiedades de virulencia, como capacidad de
producir enterotoxinas, citotoxinas, hemolisinas y
una gran variedad de enzimas o habilidades de
invasión, o ambas. La combinación de los factores
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de virulencia bacterianos, así como también el
estado inmunológico del huésped, pueden ser
necesarios para que se produzca la infección
gastrointestinal.5,6

Las proteínas activamente biológicas
producidas por las Aeromonas móviles incluyen
hemolisinas, citotoxinas y enterotoxinas, que es
considerado como el factor de virulencia más
asociado con el cuadro diarreico. De igual forma
se le ha descrito a este género bacteriano una
importante capacidad de adhesión e invasión.7

Aunque todos estos factores de virulencia son
codificados en el nivel cromosomal, también se ha
reportado la presencia de plásmidos que le pueden
conferir factores de patogenicidad y aumentar así
su virulencia.8

Aunque estas propiedades de patogenicidad
se asemejan a las de Escherichia coli y Vibrio
cholerae, el papel de las exotoxinas en la
patogénesis de la infección por Aeromonas
permanece sin esclarecer.9,10

Por todo esto, el presente estudio se realizó
con el propósito de investigar la incidencia y
significación de las especies de Aeromonas en
pacientes con diarreas aguda en el estado de
Mérida, Venezuela.

MÉTODOS

Durante un período de 18 meses (junio de 1993
a diciembre de 1994), en el Laboratorio de
Síndromes Gastrointestinales se analizaron
muestras de heces o hisopados rectales de 397
pacientes con enfermedad diarreica aguda para
investigar la presencia de Aeromonas sp., así como
también la de otros enteropatógenos bacterianos
como Vibrio, Salmonella spp, Escherichia coli
enteropatógena, enteroinvasiva, enterotoxigénica
y enterohemorrágica, Yersinia sp. De igual forma
también fueron investigados Rotavirus y parásitos
(Entamoeba histolytica, Giardia lamblia y
Cryptosporidium). (Urrestarazu M, González R.
Manual de técnicas. Taller sobre diagnóstico 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 (niños sin EDA) fueron admitidos
sobre las bases y criterios del Proyecto Nacional
de Diarrea. CONICIT MPS - RP -IV - 140031.
Venezuela.

La mayoría de los pacientes eran menores de
5 años y pertenecían a un bajo nivel socioeco-
nómico. La investigación fue realizada con el
comité de ética social y el 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, procesándose dentro de las
2 h posteriores a la recolección (Urrestarazu M,
González R. Manual de técnicas. Taller sobre
diagnóstico de laboratorio de agentes productores
de diarrea. Caracas - Venezuela. 1993).

AISLAMIENTO E IDENTIFICACIÓN DE LAS CEPAS
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
identificación presuntiva del género Aeromonas
se realizó por los métodos bioquímicos
convencionales,11 y hasta nivel de especie
siguiendo el esquema propuesto por Abbott.12

Todas las cepas fueron analizadas para observar
su producción enzimática (beta hemolisina,
gelatinasa, lecitinasa, DNasa). Para determinar
la actividad hemolítica las cepas fueron
sembradas en agar sangre, incubadas a 37 °C
por 48 h, para la actividad proteolítica se
sembraron en agar gelatina nutriente y yema de
huevo para observar producción de gelatinasa
y lecitinasa respectivamente y en agar DNA para
la producción de DNAsa e incubados a 37 °C
por 48 h.11

Aislamiento de otros patógenos

Todas las muestras fueron sembradas en Agar
McConkey, Agar Salmonella - Shigella, Agar
tiosulfato-citrato-novobiocina y en el medio Preston
modificado.

Todos los medios excepto el Preston fueron
incubados a 37 °C por 24 h. Este último se incubó
en frasco con vela a 42 °C por 48 h. (Urrestarazu



M, González R. Manual de técnicas. Taller sobre
diagnóstico de laboratorio de agentes productores
de diarrea. Caracas - Venezuela. 1993).

Los parásitos y rotavirus fueron investigados
según los procedimientos de rutina para cada uno.
(Urrestarazu M, González R. Manual de técnicas.
Taller sobre diagnóstico de laboratorio de agentes
productores de diarrea. Caracas-Venezuela. 1993).

Determinación de factores de virulencia

En este estudio, el total de cepas fueron
sometidas a los ensayos siguientes: prueba de
agregación salina (SAT o salting out), según la
técnica descrita por Lindahl y otros;13,14 prueba
de hemaglutinación (HA) e inhibición de la
hemaglutinación con manosa, según Nishikawa y
otros;15 Determinación de la actividad hemolítica
(microtitulación de hemolisina [HL]) según Burke
y otros, citado por Deodhar y otros;6 deter-
minación de citotoxina (CT) y enterotoxina (ET)
en células Vero por Vadivelu y otros.10

Para el análisis estadístico se aplicó el test de
diferencias de proporciones para ver la
significación estadística de los resultados
obtenidos.16

RESULTADOS

Se recuperaron Aeromonas en 11,83 % de los
397 niños con EDA y en 78 % de los 121 niños
pertenecientes al grupo control. Fueron
encontrados como patógenos únicos en 38,29 %.
La especie más aislada fue Aeromonas caviae.

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

 Como patógenos únicos se aislaron 13
Aeromonas, Aeromonas aisladas junto a otros
enteropatógenos 25, Aeromonas aisladas del
grupo control 4.

En todas las cepas investigadas al menos 1 de
las 4 de las enzimas (beta hemolisina, DNasa,
gelatinasa, lecitinasa) estudiadas estuvo presente.
En relación con el SAT resultaron positivas a esta
prueba 22 cepas (52,38 %), de estas 20 (90,9 %)
presentaron valores bajos (entre 0,5-2 M), el resto
tuvieron valores de intermedio a alto (entre 0,02-
87

-0,I M). En cuanto a las cepas aisladas como
patógenos únicos, dieron positiva a esta prueba
46,15 % (6/13), de estas 83,3 % (5/6) tuvieron
valores bajos (0,5 M). Las aisladas junto a otros
enteropatógenos fueron positivas a la prueba
de SAT 60 % (15/25) y en el grupo control solo
1 cepa 25 % (1/4) (fig. 1). De las 22 cepas positivas
al SAT 11(50 %) fueron Aeromonas hydrophila,
10 (45,4 %) Aeromonas caviae y 1 (4,5 %)
Aeromonas trota (fig. 2).

En el ensayo de hemaglutinación e inhibición
de la hemaglutinación, 40,4 % de las cepas dieron
positiva la primera prueba, encontrándose que las
cepas de Aeromonas sp. aisladas junto a otros
enteropatógenos aglutinaron los glóbulos rojos en
40 % (10/25), mientras que el grupo control lo fue
en 50 % (2/4) (fig. 1). En cuanto a la actividad
hemolítica, estuvo representada en 38 % (16/42)
de las cepas. Las Aeromonas aisladas junto a otros
enteropatógenos en 40 % (10/25), como patógenos
únicos en 30,7 % (4/13) y en las recuperadas del
grupo control con 50 % (2/4) (fig. 1). En las cepas
de Aeromonas hydrophila estuvo presente en
56,25 % (9/16), en Aeromonas caviae en 26,08 %
(6/23), no se observó producción de hemolisinas
en las cepas de Aeromonas trota, y la única cepa
de Aeromonas veronii bv. sobria produjo
hemolisina (fig 2). Los títulos 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.

 En la prueba de inhibición de la hemaglu-
tinación con manosa, se observó que el total 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 enteropatógenos
hubo patógenos únicos 20 % (1/5) HAMS y 80 %
(4/5) HAMR, y en los casos control 100 % (2/2)
fueron HAMR (fig 1).

La prueba de hemaglutinación en las cepas de
Aeromonas caviae resultó positiva en 70 % (14//
20), de estas 35,7 % (5/14) fueron HAMS y 64,2
% (9/14) HAMR. En cuanto a Aeromonas
hydrophila y Aeromonas trota la prueba de
hemaglutinación solo fue positiva en 2 cepas 2/24
(14,2 %) y 1 cepa (1/2) (50 %), respectivamente.
En relación con la inhibición de hemaglutinación



88

10

20

30

40

50

60

70

80

0

90

100

Cepas asociadas 
a otros enteropatógenos

Cepas aisladas 
como patógenos únicos Cepas del grupo control

SAT HA MR HL CT ET EE

60

40

20

40 40

52 52,9

38,5
46,2

30,7

46,2

69,2

60

100

25

50

25

50 50

25

80

50

10

20

30

40

50

60

70

80

0

90

100

Aeromonas caviae Aeromonas hydrophila Aeromonas trota

SAT HA MR HL CT ET EE

39,47

26,3

13,15

26,1

34,7

8,6

14,2

71,4

56,3

43,8

87,5

100

5,0
0 0 0

50 50

34,7

56,3

100

0 0

100

0 0 0 0 0

Aeromonas veronii sobriabv. 
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Fig. 1. Porcentaje de la
producción de los diferentes
factores de virulencia en
los 3 grupos de cepas de
Aeromonas spp. estudiados.

SAT: prueba de agregación
salina, HL: actividad hemo-
lítica, HA: hemagluti-
nación, CT: citotoxina,
MR: manosa resitente, ET:
enterotoxina, EE: hidro-
fobicidad celular.

Fig. 2. Relaciones porcen-
tuales entre la producción
de factores de virulencia y
las especies de Aeromonas
spp. aisladas de niños con
EDA y grupo control.
solo una cepa de Aeromonas hydrophila fue
HAMR al igual que Aeromonas trota (fig. 2).

La actividad hemolítica estuvo representada
en 38 % (16/42) de las cepas. En las Aeromonas
aisladas junto a otros enteropatógenos se observó
esta actividad en 40 % (10/25), como patógenos
únicos 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 se observó su producción en
las cepas de Aeromonas trota, y la única cepa de



Aeromonas veronii bv. sobria, produjo hemolisina
(fig 2). Los títulos 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 producción general de toxinas fue de
76,1 % (32/42), la de citotoxina de 40,6 % (13/32),
enterotoxina 59,3 % (19/32) y la producción
simultánea de los 2 tipos fue de 32,25 % (10/38).
La producción general de toxinas en las cepas
aisladas junto a otros enteropatógenos fue de 68
% (17/25) y ambos tipos de toxinas en 52,9 %
(9/17). En las aisladas como patógenos únicos
la producción 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 observó
que 75 % (3/4) y 25 % (1/4) produjeron toxina
en forma general y ambas toxinas, respec-
tivamente (fig.1).

La producción de citotoxinas fue demostrada
en 40 % (10/25) en las cepas aisladas junto a otros
enteropatógenos, en los patógenos únicos se
observó en 46,15 % (6/13) y en el grupo control
50 % (2/4). En cuanto a la enterotoxina en estos
mismos grupos, se observó 52 % (13/25), 69,2 %
(9/13) y 50 % (2/4),respectivamente (fig. 1)

Por especie se determinó que de las 16 cepas
de Aeromonas hydrophila 14 (87,5 %) fueron
enterotóxicas y 7 (43,75 %) citotoxicas, y en 6,25 %
(9/16) se observó la producción simultánea de
ambas toxinas. De las 23 cepas de Aeromonas
caviae 8 (34,7 %) fueron enterotóxicas y 34,7 %
citotóxicas, y en 8,6 % (2/23) se observó la
producción simultánea de ambos tipos de toxinas.
Finalmente las 2 cepas de Aeromonas trota
analizadas en este estudio produjeron
simultáneamente los 2 tipos de toxina 100 % (2/2)
y la cepa de Aeromonas veronii bv sobria no
produjo exotoxinas (fig. 2).

DISCUSIÓN

Con la finalidad de conocer la importancia y
frecuencia del género Aeromonas como agente
causal de diarreas en niños menores de 5 años en
Mérida, Venezuela, y querer esclarecer su
enteropatogenicidad, se hizo imperioso realizar un
estudio, que permitiera conocer el potencial
patógeno de estas bacterias. Se ha demostrado que
89

cepas de Escherichia coli enteropatogénicas y
de Salmonella typhi tienen alta superficie
hidrofóbica; característica dada por la presencia
de pilis y otras adhesinas, por lo que la
determinación de esta propiedad puede dar idea
del grado de adhesión de las bacterias.13,15,17 A
pesar de que algunos investigadores no han
encontrado relación entre la virulencia y la
existencia de superficie hidrofóbica,18 la
demostración de la hidrofobicidad mediante la
prueba SAT, da una estimación indirecta de la
presencia de adhesinas en la superficie celular
bacteriana. En este trabajo contrariamente a lo
reportado por Nishikawa y otros, más de 50 %
de las cepas resultaron ser hidrofóbicas y más
de 90 % de estas presentaron valores bajos entre
0,5 y 2 M, lo que concuerda con los hallazgos de
algunos investigadores, quienes reportaron valores
similares, pero en cepas de origen ambiental;
aunque existen otros autores que han sugerido que
las cepas de origen ambiental son más fimbriadas
que las de origen fecal, por lo tanto tendrán mayor
superficie hidrofóbica, afianzando ese hecho los
resultados obtenidos en este trabajo.19 (Kirov S.
Morphology, expression and funtional significance
of Aeromonas pili. In: Fourth International
Symposium on Aeromonas and Plesiomonas.
Atlanta; 1993. p. 22).

Los estudios de hidrofobicidad se han realizado
con más frecuencia en cepas de Aeromonas
salmonicida.18,19 También se han reportado en
Aeromonas hydrophila y Aeromonas veronii bv
sobria observándose una gran superficie hidrofóbica
en estas especies.15,20,21 En este estudio los
resultados obtenidos fueron similares a los
reportados por estos autores con respecto a
Aeromonas hydrophila, observándose además un
comportamiento similar entre esta especie y
Aeromonas caviae.

Mediante la prueba de hemaglutinación se puede
determinar la capacidad de adherencia de las cepas
de Aeromonas. Se ha reportado que el mecanismo
de hemaglutinación está relacionado con las adhe-
sinas no fimbriales o la no producción de pilis.22 El
hecho de haber observado que 40,4 % de las cepas
analizadas dieron la prueba de hemaglutinación
positiva, sugiere la presencia en estas de adhesinas
tipo lectina.23 El elevado porcentaje obtenido a esta
prueba por el grupo de cepas aisladas como
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patógenos únicos sugiere que este grupo de cepas
tiene mayor capacidad de adhesión. Varios patrones
de hemaglutinación e inhibición de la hemaglu-
tinación con D-manosa y L-fucosa, se han
reportado en cepas de Aeromonas de origen
clínico, pero en la mayoría de los casos estos son
difíciles de interpretar, por lo cual esta prueba se
realiza frecuentemente, con Manosa.24

En 1986, algunos investigadores reportaron
bajos porcentajes de positividad en la HAMR por
cepas de origen no diarreico, por lo que sugirieron
que este tipo de adhesión podía ser un marcador
de cepas fecales.25 Por otra parte, otros autores
describieron que cepas con HAMR fueron
encontradas con mayor frecuencia en aislamientos
de origen fecal que en las provenientes de
alimentos y agua, sugiriendo nuevo que esta
adhesión puede ser un marcador de virulencia en
patógenos diarreogénicos15 Los resultados de este
trabajo coinciden con los autores antes
mencionados.

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

Se ha reportado que la adherencia de tipo
lectina no es un factor importante en Aeromonas
hydrophila, esto explicaría el bajo porcentaje
(14,2 %) de cepas que fueron positivas a la prueba
de hemaglutinación, siendo esto similar a lo
reportado en otro estudio.24

En los últimos años se ha sugerido que la
hemolisina y la citotoxina son producidas
principalmente por cepas hemolíticas de
Aeromonas spp., y la síntesis de la primera se ha
sugerido como rasgo de virulencia en este grupo
bacteriano.6 Los resultados de este estudio en
relación con la actividad hemolítica son similares a
lo reportado por otros autores, donde se indica que
las cepas de origen entérico son menos hemolíticas
que las extraintestinales.10.

Al analizar la producción de los distintos
factores de virulencia de los distintos grupos de
cepas, se observa un cuadro similar, aunque con
tendencia a aumentar en el grupo de únicos.

Al igual que en trabajos anteriores la
producción de factores de virulencia fue mucho
mayor en las cepas aisladas de casos con EDA
que en las aisladas del grupo control.6

Aunque las cepas aisladas del grupo control
mostraron una producción no despreciable de
factores de virulencia, la respuesta inmune inducida
por el microorganismo debido a exposiciones
continuas, podría crear algún grado de protección
como ya se ha reportado; esto explicaría la
presencia de la bacteria en niños asintomáticos,
convirtiendo al hombre en reservorio de
infección.26 En cuanto a las especies Aeromonas
hydrophila mostró una vez más que tiene un
elevado potencial patógeno, aunque le sigue muy
de cerca Aeromonas caviae, considerada
avirulenta años atrás, pero que hoy día ya se sabe
de su gran potencial enteropatógeno, contribuyendo
los resultados de este estudio a corroborar este
aspecto.22 Los hallazgos obtenidos en las diferentes
especies sugieren lo descrito, por algunos autores,
quienes proponen que la enteropatogenicidad en el
género Aeromonas es cepa específica, más que
especie específica (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 podría deducir
que en esta localidad, las cepas de Aeromonas
pueden ser consideradas como patógenos intestinales
primarios en niños menores de 5 años con EDA.
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Factors of virulence associated with entero-
pathogenicity in strains of Aeromonas spp. isolated
from children with diarrhea in 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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