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RESUMEN

OsueTivo: se realiz6 un estudio en cepas de Aeromonas aisladas de pacientes con enfermedad diarreica aguda en Cuba, para
conocer la expresion fenotipica de la citotoxina y la enterotoxina como factores de virulencia. Métopos: se investigaron
46 cepas (A. hydrophila, A. veronii biovar sobria, A. caviae, A. veronii biovar veronii y Aeromonas spp.), aisladas de heces de
pacientes con enfermedad diarreica aguda, en el periodo comprendido entre 2005 y 2006. Todas las cepas tenian identificado su
patron de susceptibilidad antimicrobiana. Se comprobé la expresion fenotipica de la citotoxina y la enterotoxina en la linea
celular Vero. ResuLTADOS: €l estudio demostro que 91,31 % de las cepas mostraron actividad citotoxica 'y 43,48 % actividad
enterotoxica. De las cepas multirresistentes, 93,75 % presentd al menos un factor de virulencia estudiado. ConcLusiones: 10s
resultados demostraron que los 2 factores de virulencia investigados estuvieron presentes en las cepas estudiadas, contribuyendo
asi a los multiples esfuerzos que se realizan para conocer los mecanismos de enteropatogenicidad de este género bacteriano.
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INTRODUCCION

Las enfermedades diarreicas agudas (EDA)
continuian siendo hoy diaun serio problemay gran
azote paralasalud publicaal nivel mundial, consti-
tuyen unade las principal es causas de morbilidad
y mortalidad entre los nifios menores de 5 afios de
edad y uno de los principales problemas alos que
se enfrentan | os paises subdesarrollados o en vias
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de desarrollo. Esto provoca una gran demanda de
atencién enlosserviciosde saludy por tanto ocupa
gran parte del tiempo del personal de salud de
todos |l os paises.*

Como causas més frecuentes de infecciones
intestinal es estan la inadecuada alimentacion,
|os cambios estacionales, € uso inadecuado de
medicamentosy lainfeccion por agentesbiol 6gicos
como: virus (Rotavirus, Enterovirus, Calicivirus),
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protozoos (Entamoeba histolytica, Giardia lamblia,
Cryptosporidium spp., Isospora belli), levadura
(Candida albicans) y bacterias (Clostridium
difficile, Salmonella spp., Shigella spp., Escherichia
cali, Yersnia spp., Campylobacter spp., Vibrio spp.,
Plesiomonas shigelloides y Aeromonas spp.).?

Algunas de las especies de Aeromonas son
consideradas patdgenos emergentes en humanos,
las cualesen laactualidad son un problemaparala
salud publica, desempefiando un papel importante
al nivel del tracto gastrointestinal y ademas
causan infecciones extraintestinal es.®

L os mecanismos de patogenicidad en las in-
fecciones causadas por especies de este género,
no se han establecido con exactitud; sin embargo,
se han identificado un gran nimero de estructuras
delasuperficiecelular como: pili ofimbrias, flage-
lo, capsula, capa “S”, lipopolisacaridos (LPS),
proteinas de membrana externa (PME), hema-
glutininas, sistemade secreciéntipo |11 (SSTT) y
productos extracel ulares como toxinas, enzimasy
sideréforos entre otros, considerados factores de
virulencia. Estos parecen desempefiar un papel
importante en lapatogénesisdelasinfeccionesin-
testinalesy sistémicas producidas por Aeromonas,
gue hacen més complejo el cuadro clinico del
paciente.*

El aumento de | os aislamientos de este micro-
organismo apartir de productos patol 6gicosintes-
tinales y extraintestinales, ha conducido a la
profundizacion en el estudio de la patogenicidad
en este género.* Esto motivo arealizar lapresente
investigacion, con el objetivo de conacer laexpre-
sion fenotipicadelacitotoxinay laenterotoxinaen
cepas de Aeromonas aisladas de pacientes con
enfermedad diarreica aguda, para asi determinar
la presencia de estos factores de virulencia en ce-
pas cubanasy con ello contribuir a mejor conoci-
miento de la enteropatogenicidad asociada a este
género bacteriano.

METODOS

Se estudiaron los factores de virulencia
citotoxinay enterotoxina en 46 cepas del género
Aeromonas (A. hydrophila [9], A. veronii biovar
sobria [2], A. caviae [19], A. veronii biovar
veronii [1], Aeromonas spp. [15]), aisladas de
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heces de pacientes con EDA y procedentes de
8 Centros Provincialesde Higieney Epidemiologia
del pais, recibidasy conservadasen el Laboratorio
Nacional de Referencia de Enfermedades
Diarreicas Agudas del Instituto de Medicina
Tropica “Pedro Kouri” (LNR/EDA/IPK), en el
periodo comprendido entre 2005 y 2006. Sereali-
zaron las pruebas fisiol6gicas y bioquimicas para
la confirmacion de género segun los criterios de
Koneman y otros.® Todas las cepas tenian identi-
ficado su patron de susceptibilidad antimicrobiana
y 16 presentaban diferentes patrones de multi-
rresistencia.

Determinacion de la expresion fenotipica
de la citotoxina en células Vero

Se realiz6 segin Balaji y otros en 2004.° Las
células Vero fueron puestas en contacto con
100 pL del filtrado de un cultivo libre de células
bacterianas por 18 a 24 h a 37 °C en incubadora
con 5 % de CO,. Una respuesta positiva fue
registrada cuando hubo cambios morfol 6gicos en
lamonocapa, dado por vacuolizaciony degenera-
cion celular (lisiscelular) de> 50 % de lacapade
células, atribuibles al efecto citopético de la
citotoxina. Seutilizaron como controles: positivo €l
sobrenadante de cultivo de la cepa A. hydrophila
9911 del Hospital “Princess Margaret” de Austra-
lia, negativo el sobrenadante de cultivo de
Escherichia coli 0: 101 K: 99, control de células
Vero sininocular y medio decultivo (tripticasasoya
maés 0,6 % extracto de levadura) y medio minimo
esencia sininocular.

Determinacion de la expresion fenotipica
de la enterotoxina en células Vero

Serealiz6 segin Vadiveluy otrosen 1991.7 El
filtrado se calenté a 56 °C por 10 min para desna
turalizar algunas citotoxinas presentes. Las célu-
las fueron puestas en contacto con 100 pL de un
filtrado de un cultivo libre de cé ul as bacterianas,
durante 18 a24 h a37 °C, en incubadoracon 5 %
de CO,. Una respuesta positiva fue registrada
cuando hubo cambios morfol 6gicos en la mono-
capa, dado por redondeamiento celular (no lisis)
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de>50% delacapade cdulas, atribuiblesa efecto
citopético de la enterotoxina. Se utilizaron como
controles: positivo el sobrenadante de cultivo de
E. coli 0: 101 K: 99 y negativos el sobrenadante
decultivodeE. coli 0: 149K: 88, control decélulas
Verosininocular y medio de cultivo tripticasasoya
mas 0,6 % extracto de levaduray medio minimo
esencia sininocular.

Procesamiento estadistico

Losandlisisestadisticosfueron realizadosusan-
do pruebas de proporciones para comparar 10s
porcentajes (prueba exacta de Fisher). En todos
los casos las diferencias fueron consideradas
estadisticamente significativas cuando € valor de
p fue menor que 0,05. Todos los datos fueron al-
macenadosy procesados empleando |os paguetes
de programas paraandlisis estadisticos GraphPad
Prism version 3.03 para Windows® y EPIINFO,
version 6.04.° Los resultados fueron tabulados
utilizando el programa Microsoft Excel del
paquete de programas de Office.

RESULTADOS

Delas 46 cepas, 42 (91,31 %) mostraron acti-
vidad citotoxicaen célulasVero. Atendiendo alos
resultados obtenidos, se puede plantear que el por-
centaj e de cepas que presentd expresi on fenotipica
para la citotoxina en células Vero fue superior al
delos aidlamientos que no |o expresaron.

Al realizar la distribucion por especies se en-
contrd que 100 % de las cepas de A. hydrophila,
A. veronii biovar sobria, A. caviae y A. veronii

biovar veronii mostraron actividad citotoxica en
células Vero. Mientras que de las 15 cepas de
Aeromonas spp., 11 (77,33 %) resultaron
citotdxicas, demostrandose que no existen diferen-
cias significativas entre los porcentajes de
citotoxicidad obtenidos (p > 0,05).

El estudio de la expresion fenotipica de la
enterotoxinademostro que 20 delas 46 cepas estu-
diadas (43,48 %) mostraron actividad enterotoxica
en células Vero.

Todas las cepas de A. hydrophila, A. veronii
biovar sobriay A. veronii biovar veronii mostraron
actividad enterotoxicaen célulasVero. En5delas
cepas de A. caviae (26,31 %) y en 3 de las cepas
de Aeromonas spp. (20 %) se expreso actividad
enterotdxica. La comparacion entre |os porcenta-
jes obtenidos respecto al total de cepas corres-
pondientes a A. caviae y Aeromonas spp. mostro
diferencias estadisticamente significativas con res-
pecto alas otras 3 especies (p< 0,01) (tabla).

Al analizar la expresion fenotipica de los 2
factoresdevirulenciainvestigadosen las 16 cepas
multirresistentes se obtuvo como resultado que 15
cepas (93,75 %) mostraron actividad citotoxicay
en 8 (50 %) se evidencio actividad enterotdxica;
se encontraron diferencias estadisticamente sig-
nificativas entre ambos marcadores estudiados
(p< 0,05).

En 8 cepas (50 %) se observaron los 2 factores
devirulencia, 7 cepas (43,75 %) mostraron solo 1
y en 1 (6,25 %) no se observé ninguno; mediante
andlisis estadistico se demostrd que entre las ce-
pas multirresistentes predominaban aguellas que
presentaban factores de virulencia sobre las
gue no lo expresaban (p< 0,001) (la actividad
citotoxica resultd el més frecuente de los 2 fac-
tores asociados).

Tabla. Expresion fenotipica de los factores de virulencia en las cepas en estudio

Factores de virulencia

Actividad Actividad

No. citotéxica enterotoxica Ambas

Especie de cepas (No./%) (No./%) (No./%)

A. hydrophila 9 9/100 9/100 9/100
A. caviae 19 19/100 5/26,3 5/26,3
A. veronii bv sobria 2 2/100 2/100 2/100
A. veronii bv veronii 1 1/100 1/100 1/100

Aeromonas spp. 15 11/77,3 3/20 3/20
Total 46 42/91,3 20/43,4 20/43,4




DISCUSION

La gastroenteritis aguda es la forma de
presentacion clinica més frecuente de las infec-
ciones producidas por Aeromonas; este es uno de
los géneros bacterianos més ampliamente distri-
buidos en la naturaleza, con un gran potencial
(y alta frecuencia) para causar enfermedad
diarreica en nifios menores de 5 afos. En las Ulti-
mas décadas se han publicado numerosostrabajos
en los cuales se ha evidenciado un incremento de
lasinfeccionesintestinalesy extraintestinal es, cau-
sadas por los miembros de este género, que cons-
tituyen una amenaza grave para la salud de la
poblacion mundial por el amplio espectro de mani-
festaciones clinicas que producen.’***

Sehaatribuido laposiblesignificacion clinica
de las especies del género Aeromonas en las en-
fermedades gastrointestinal es; laasociacion dedi-
ferentes factores de virulencia, entre los que se
encuentran la citotoxinay laenterotoxina.'?

Losresultadosdel presente estudio estén acor-
de con los presentados por Ghatak y otros, en la
Indiaen 2006, quienes apartir de sobrenadante de
cultivos de 55 cepas de Aeromonas spp., llevaron
acabo un estudio comparativo de citotoxicidad en
4 lineas celulares diferentes, que mostro 92,72 %
de potencial citotdxico en células Vero, por lo cual
resulta ser estalinea celular lamas sensible alos
cambios citotoxicos.*

Otras investigaciones similares son las reali-
zadas por Balagji y otros, quienes estudiaron un
total de 36 cepas de Aeromonas aisladas de
fuentesambientalesen Vellore, Indiay obtuvie-
ron que todos | os aislamientos (correspondientes
a A. hydrophila, A. veronii biovar sobria y
Aeromonas caviae) produjeron efectos citotoxicos
dados por desprendimiento y degeneracion celular
en lalineacelular Vero;® ademés Cabreray otros
en Cuba, a partir de cepas de Aeromonas de ori-
gen extraintestinal, obtuvieron en todas las cepas
de A. hydrophila investigadas signos de
citotoxicidad en estamismalineacelular.

L osresultados obtenidos en lapresenteinves-
tigacion difieren de los obtenidos por Ullmann y
otrosen un estudio realizado a partir de 134 cepas
de Aeromonas aisladas de alimentos procedentes
del mar en Berlin, cultivadas a 37 °C, quienes
obtuvieron solo 17,9 % de cepas que mostraron
efecto citotoxico en lalinea celular Vero.**
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Losresultados del presente trabajo no coinci-
den con Filler y otros,*® quienes no encontraron
efecto citotdxico en linea celular Vero a partir de
cepas de A. sobria aisladas de fuente extra-
intestinal.

Laaccionin vitro de las enterotoxinas se dis-
tingue por su capacidad de producir redondeamiento
celular, pero no lisis.*® En relacion con la expre-
sién fenotipica de la enterotoxina, los resultados
de este trabajo coinciden con los obtenidos por
Martinsy otrosen 2007 en Brasil, quienesapartir
de un estudio realizado en cepas de Aeromonas
aisladas de fuentes clinicas y de alimentos obtu-
vieron valores de actividad enterotdxica 29,4 y
18,2 %, respectivamente. Se observaron indices
mas baj os comparados con laactividad citotoxical’

Resultados divergentes a los de este estudio
fueron obtenidos por Longa y otros en 2005, en
Mérida,Venezuela, y constatan unamayor produc-
cién parala actividad enterotoxica (59,3 %), con
respecto alaactividad citotoxica. Sin embargo, €l
estudio realizado por estos investigadores mostré
un predominio de la expresion fenotipica de la
enterotoxina en la mayoria de los aislamientos
de A. hydrophila y en un menor porcentaje en
A. caviae, resultados que coinciden con los obte-
nidos en € presente estudio.’®

L os resultados de esta investigacién no coin-
ciden con los obtenidos por Krzymiska y otros en
Polonia, quienes realizaron un estudio de pa-
togenicidad a partir de 20 cepas de Aeromonas
caviae aisladas de heces de nifios con sintomas
diarreicos, donde se reportaque lamayoriadelos
aislamientos mostraron gran actividad enterotoxica
en células CHO.*®

Investigaciones recientes demuestran que la
distribucion de especiesy la proporcion de cepas
productoras de toxinas puede variar en diferentes
regiones geograficas, y laexpresion fenotipicade
estas propiedades asociadas alavirulenciadifiere
entre los aislamientos de origen clinico y ambien-
tal.*L os resultados obtenidos en las cepas clinicas
cubanas son coherentes con los estudios publica-
dosinternacional mente.

Lares stenciabacterianaal osantimicrobianos,
junto con la presencia de factores de virulencia,
constituye un serio y creciente problema para la
salud en e ambito mundial. Scoarisy otros en
Brasil, realizaron un estudio a partir de cepas de
Aeromonas aisladas de diferentes fuentes de agua
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y observaron la presencia de factores de virulencia
en las cepas de Aeromonas multirresistentes es-
tudiadas.?®

I nvestigaciones realizadas por Ghatak y otros
en laIndia, a partir de cepas de Aeromonas spp.
aisladas de diversas fuentes, mostraron la presen-
cia de diferentes factores de virulencia como:
hemolisinay citotoxicidad en linea celular Vero,
los cualesjunto con lamultirresistenciabacteriana,
constituyeron unimportante riesgo de salud huma-
na en esa area.®

En una investigacion utilizando cepas de
Aeromonas aisladas de muestras clinicas intesti-
nales, realizadapor Obi y otrosen el periodo com-
prendido entre 2004 y 2005 en laregion de Venda
en Sudafrica, demostraron lapresenciade losfac-
toresde virulencia(citotoxinay enterotoxina) aso-
ciados a lamultirresistencia de las cepas.*

Deigua maodo los resultados de esta investi-
gacion son similares a los obtenidos por Soler y
otros en 2002 en un estudio realizado a partir de
cepas de A. popoffii, aisladas de fuentes de aguas
dulcesy saladas, quienes mostraron que las cepas
multirresistentes estudiadas, evidenciaron un po-
tencial patogénico alto, dado por laprevaenciade
multiples factores de virulencia, incluidos los del
presente estudio.?

Estudios recientes han propuesto que las ce-
pas de Aeromonas spp. en las cuales se han evi-
denciado lacitotoxigenicidad y enterotoxigenicidad
pueden ser consideradas patogénicas.* El hecho
de haberse demostrado |a evidencia de estas toxi-
nas en cepas multirresistentes potenciaria su pa-
pel como agenteinfeccioso, lo cual contribuyeala
vigilanciaclinico-epidemiol 6gicade este agenteen
Cuba.

Los hallazgos obtenidos en el presente estu-
dio, le dan continuidad a los ya existentes en el
LNR/EDA/IPK en relacion con la resistencia
antimicrobiana y los factores de virulencia que
caracterizan este género bacteriano en cepas ais-
ladas de pacientes con enfermedad diarreica en
Cuba, contribuyendo de este modo alos mdltiples
esfuerzosqueserealizan a nivel internacional para
dilucidar la patogénesis de este microorganismo,
como agente etiol égico de EDA.

Virulencefactorsin Aeromonasstrainsisolated from
patientswith acutediarrheasin Cuba

ABSTRACT

OsxcTiVE: A study was carried out in Aeromonas strains isolated
from patients with acute diarrheas in Cuba to find out the
phenotypical expression of the cytotoxin and the enterotoxin
as virulence factors. MetHobps: Forty six strains of the genus
Aeromonas:. (A. hydrophila, A. veronii bv sobria, A. caviae, A.
veronii bv veronii and Aeromonas spp.) isolated from stool
specimens taken form patients with acute diarrheal disease were
studied from 2005 to 2006. All the strains had their pattern of
antimicrobial susceptibility pattern identified. The phenotypic
expression of the cytotoxin and the enterotoxin in the Vero cell
line was checked. ResuLTs: It was demonstrated that 91,31 % of
the strains showed cytotoxic activity and 43,48 % of them
enterotoxic activity. Regarding multiresistant strains, 93,75 %
presented with at least one of the studied virulence factors.
ConcLusions: these results proved that the two researched virulence
factors did exist in the studied strains, thus contributing to the
many efforts that are being made to learn about the mechanisms
of enteropathogenicity of this bacterial genus.

Key words: Aeromonas, cytotoxicity, enterotoxigenicity.
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