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RESUMEN

El género Aeromonas pertenece a la familia Fibrionaceae, son bacilos Gram negativos de
vida libre que se encuentran en agua dulce o salada, cloradas, en grifos de tuberias
sanitarias y de desagile, peces, suelos y en alimentos. Su importancia médica radica en que
ocasiona cuadros diarreicos similares a los de la toxina de Fibrio cholerae.

Las tres especies de riesgo para el humano son A hydrophila, 4. sobria y A caviae, pero
se han caracterizado otras especies debide al grado considerable de complejidad genética
{(HGs) y heterogeneidad bioldgica.

En México existen datos escasos del aislamiento de Aeromonas a partir de muestras de
agua potable, fuente potencial de infecciones intestinales, el presente trabajo tuvoe como
objetivo aislar y caracterizar este género en 70 muestras de agua potable de la FES
Zaragoza y otras dependencias de la UNAM que dan servicio a la comunidad; utilizando
tres métodos: Factor de CAMP, convencional y miniaturizado. Logrdndose aislar 37
cepas del género Aeromonas con predominio de la especie 4. hvdrophila La frecuencia de
los aislamientos se incrementd en los meses de mayo a agosto, debido a que las condiciones
ambientales favorecieron su crecimiento. Es necesario  obtener mas informacion que
permita conocer la epidemiologfa de este género y el riesgo que representa €n las aguas

que han sido tratadas.




INTRODUCCION

Los miembros del génerc Aeromonas, estin siendo reconocidos como importantes
patdgenos intestinales y extraintestinales, tanto de humanos como de una gran variedad de
vertebrados e invertebrados.

Las enfermedades causadas por Aeromonas en el hombre pueden dividirse en dos grandes
grupos:

A) infecciones localizadas (gasiroenteritis y celulitis) y,
BY infecciones invasivas (bacteremia, meningitis, peritonitis, necrosis muscular).

La gasiroenteritis es la presentacién mas comun de infecciones en nifios y adultos, la cual
es usualmente autolimitada. Las diarreas provocadas por Aeromonas son debidas
frecuentemente 2 cepas toxigénicas las cuales pueden ser nvestigadas por diferentes
pruebas in vitro {células Vero, células Adrenales Y-1), se han incrementado los reportes
acerca del aislamiento de estas bacierlas de una amplia variedad de alimentos
contaminados. Como las Aeromonas se distribuyen en la naturaleza, la principal fuenie de
infeccion lo constituye los alimentos v el agua; lo que incluye €l agua potable. clorada, las
aguas negras y en menor frecuencia ¢l agua del mar. Algunos estudios refieren que es
posible aislar a las deromonas hasta en un 7% de las aguas de consumo vy en un 30% en
peces que viven en agua dulce. Aquellas dreas en las que se presenta actividad de los
humanos ¥y como resultado se tienen altos indices de contaminacion fecal, se consideran
dptimos estos lugares para la recuperacidn de Aeromonas. La distribucién de las especies
parece estar relactonada con la contaminacion fecal, ya que A cavige predomina en aguas
de zlcantarillado. mientras que en agua dulce o marinz con bajo nivel de contamipacion ia
distribucion de 4. cavige y A hydrophila parece ser igual. En aguas sin contaminacién. la
propoteion de 4 sohria con respecto a la de las otras especies aumenia de manera
significativa. Dada la diversidad de muestras en las que podemos encontrar a las
Aeromanas, asi como de su presencia ubicua en la naturaleza, es que se hace necesario el
tipificar o caractcrizar las cepas obtenidas a partir de diferentes fuentes y asi tener
informaciéon  Gtl  para  estudios  epidemiolégicos  Esto  es. obtener nformacion
microbioldgica para entender mds acerca de los factores de virukencia, mecamsmos de

patogenicidad v Lo distribucion en el medio ambiente del género Aeromoncs

= .




MARCO TEORICO

Las enfermedades infeccioses, ocupan uno de los primeros lugares a nivel mundial de las
causas de muerte del ser humano, registrandose principalmente entre 1985 a 1990, Entre
ellas las enfermedades del aparato gastrointestinal son un gran problema de salud piblica
especialmente entre la poblacion infantil y preescolar; que en su forma patoldgica se
presenta como diarrea, definiéndose ésta como el incremento de los liquidos en el lumen
intestinal, aunado al aumento en el nimere de evacuaciones normales.'

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), estimé que en 1992 [os nifios menores de 3
afios que vivian en los paises en vias de desarrollo presentaron en promedio 3 episodios de
diarrea en ese afio, ademas de representar la cuarta causa de mortalidad. La tasa nacional de
riesgo de morir por diarrea es 13.6 veces mayor en menores de un afio, 1 9 veces mayor en
preescolares v 5.3 veces mavor en la poblacion de més de 65 afios;, mostrando varlacion
estacional con el incremento en el niimero de casos en primavera-verano v descenso en los
meses de diciembre-febrero. >

Los agentes etiologicos asociados a la infeccidn gastromtestinal son  diversos
microorganismos como: bacterias, parasitos, hongos y virus. Las bactenas son uno de los
principales microorganismos patégenos a nivel mundial. incluyendo Meéxico., se han
constderado come patdgenos cldsicos a los géneros Salmonella (2-6%), Shigefla (8-12%).
algunos serotipos de £ Coli (10-20%), Campylobacter jejuni (12-153%), Staphyviococcus
aureus y Clostridium perfringes.™®

Con el avance de las técnicas de ajslamiento e identificacion bacteriana, se han agregado al
ambiente clinico otros agentes bacterianos entre los cuales destaca el género Aeromonas
que ha wmado gran interés por su alta frecuencia de aislamiento de diferentes sities

anatémicos del cuerpo humano.”




Cuadro1, SITIOS ANATOMICOS DE 1L.OS CUALES SE HA AISLADO
Aeromonas ENTRE 1981-1985.8

SITIO ANATOMICO

No. DE CASOS AISLADOS (%)

APARATO GASTROINTESTINAL 40
| {+) Heces 38(93)
Biopsia de colen 2 (5) _ll
HERIDAS /ABCESOS 19
Plerna 6(32) ﬂ'
Abdomen 3(16) ’
Boca/ perioral 2010
Pecho 1(15)
Inespecifico 7(37)
APARATO RESPIRATORIC 10
Esputo 5(50)
Garganta 4(40)
Pulmdn L1y
SANGRE 11
OTROS FLUIDOS 20
Bilis 9(45)
Dialisis 3(13)
Peritoneal 2(10)
Ascitis 1(5) I
Puncion 13
I Pericardial 1(5)
Pleural 1{5)
Epiplon 1{3)
Onna 1(3)

El género Aeromonas también es considerado como un patbgeno en animales

principalmente en sapos, reptiles, peces y owos anfibios (Cahull 1990); provocando

A ; g
problemas en el Ambito pesquere en numercsas décadas.




1. ANTECEDENTES HISTORICOS

El nombre Aeromonas proviene de las raices griegas “aer” que significa aire o gas ;
“mongs” que significa unidad . Asi el nombre de Aeromonas es UNIDAD FORMADORA
DE GAS. Esté género fue aislado por primera vez de agua potable por Zimmerman en 1890
y ¢l afto siguiente fue aislado de sangre de rana por Sanarelli's, el cual demostrd la
patogenicidad del género en estos anfibios. Durante varios afios muchos investigadores la

aislaron y nombraron de diferentes formas.

Cuadro 2. DIFERENTES NOMBRES QUE ADOPTO EL GENERO Aeromonas

DESDE 1890 A 1955.°
ANO AUTOR NOMBRE
189G Zimmerman Bacillus punctarus”
1850 Ernst Bacillus ranicida’
1891 Sanarelli’s Bacillus hydrophilus fuscus
1891 Lehmann and Neumann Bacterium punctatum
1900 | Beijerinck | Aerobacter liquefaciens
1901 Chester ‘l Bacillus hydrophilus
Sangarelli
1917 Bergey y col. 1923, 1934 Bacillus (Proteus,
Pseudomonas, Escherichia)
L ichthyosmius
1923 | Bergey v col. 1934 Achromobacter punciaium
1930 Bergey y col. 1934 Pseudomonas
(Flavobacterum) fermentans
1930 Breed v col. 1948 Pseudomonas punclata
] 1936 Miles y Halnan Proteus melanovogenes
Sherago ] Pseudomonas cavige '
Crawford Pseudomonas formicans_|}
Caselitz Vibrio jamarcensis

{bY B puncigtus y B. ranicida fueron probablemente miembros de Pseudomonas

Durante 50 afics estos microorganismo fueron aislados a partir de una vanedad de ammales
de sangre fria y caliente. clasificandolos come miembros de diversos géneros tales como
Aerobacter. Proteus, Pseudomonas, Escherichia, Achromobacter, Flavobacrermim y

Yibrio. por le que se buscd una correcta posicion taxendmica. En 1936, Kluyuer y van Niel




proponen que el género deromonas, significa “unidad productora de gas™, propiedad que
distingue al género, esto fue respaldado por los estudios de Stainer’s.*'”

Eventualmente fue adoptado en la séptima edicidn del Mamual de Bergey de bacteriologia
Sistemdiica, en donde Sniesko propone cuatro especies dentro de la  familia
Pseudomonadaceae, tres con movilidad A Aydrophila, A punctatay A liquefaciens y una
no moévil 4. salmoricida. No sélo la movilidad del microorganismo fue util para su
clasificacién si no también se considere su grado de patogenicidad. La historia patoldgica
de las deromonas no méviles data desde 1894 con la descripcién de Emmerich y Weibel
con Bacillus der Forrellenseuche gue causa unz epizoonosis en trucha, simular a la bacteria
que causa furunculosis ¢n peces, llevando al nombre de Bacillus salmonicida. En 1930 se
dieron los primeros reportes sobre las especles de deromonas moviles que provecan
infeccion en el ser humano. Hill y colaboradores en 1954 encontraren una “nueva” bacteria
que provocd la muerte fulminante de una mujer que padecid una septicemia metastatica, de
acuerdo con los resuitados del analisis del material de la necropsia. el microorganisme
causante fue deromonas. En los afios sesentas, Shubert propone una nueva clasificacién de
las deromonas, en la cual incluyé tres especies y seis subespecies: especies moéviles 4.
hydrophila con subespecie hydrophila, anagrogenes y proteolitica, 4. punctata con
subespecie punctara y cavige, y especie no movil A salmonicida con subespecies A
salmonicida | achromogenes y masoucida Esta clasificacion fue publicada en la octava
edicidn del manual de Bergey dentro de la Famulia Vibriopaceae y nombrada como género

42
Aeromonas.’!

2. HABITAT NATURAL

Las Aeromonas se aislan frecuentemente de fuentes naturales como son suelo y agua dulee
o salada, adn de agua clorada v no clorada, ¢sta Gltima es probablemente la fuente mas
importante ya que ha llegado a asslarse de rios, lagos, piscinas y mar El nimero de
Aeromonas ¢s generalmente menos de 13 UFC/ mL cn un sistema de distribucion de agua.
Este es un hecho muy signilicativo ya gue se han descrilo varios casos de infeceidn en piel
v museulo {por herida ¢ traumansmo) en personas que s¢ exponen al agua como los
nadadores incluyendo a los buzos, también se ha aislado de alimentos come productores de

carne Jde res, cerdo, aves, mariscos. helados v leche cruda.




A sobria se aisla frecuentemente de casos clinicos que del medio ambiente, mientras que

A. hydrophila se aisla con mayor frecuencia del ambiente que de muestras clinicas.

3. TAXONOMIA

La taxonomia del género ha dependido de una compieja mezcla de datos fenotipicos y
genotipicos. Las especies se refleren como fenoespecies mientras que los grupos de
hibridacién (HGs) se denominan genoespecies con base en la hibridacion de DNA total. El
género Aeromonas fue descrito por Popoff (1984) en cuatro grupos: 4 hydrophila, A
sobria, A caviae vy A. salmonicida, las cuales son contempladas en la Familia Vibrionaceae,
bajo la seccion quinta del Manual de Bergey de Bucreriologia Sistemdrica; en la actualidad,
por ser unt bacilo Gram negativo y anaerobio facultative aun esta comprendida en esta
seccidn, sin embargo, como resultado de los estudios de hibridacidn de DNA-DINA hechos
por Cowell v colaboradores (1986), se ha propuesto excluir a éste género de la Familia
Vibrionaceaea. dando origen a la Familia Aeromonadaceae, esta propuestz ha sido
respaldada por pruebas de secuenciacién y comparacidn de rRNA por landa & Abbott,
{1998). La constante investigacidn de las caracteristicas fenotipicas y genotipicas del
género Aderomoras har llevade a que en la actualidad se consideran once fenoespecies y
catorce genoespecies reconocidas. A hydrophila (HGs 1,2.3), 4 sobria {(HGs 7.8.9). 4
caviae (HGs 4, 5A, 5By 6Y, 4 vercnii sv veronii (HGs 10), 4. media (HGs 3A vy 5B}, A
salmonicida (HGs3), A eucrenophila, A jandaei, A  schubertii, A troia A
allasaccharophila. En el manual de Microbiologia Clinica de Murray (1999}, se dan a
conocer nuevas especies y subespecies: A ichthiosmia, A enteropelogenes, A. encheleia

{(HGs11), 4. bestrarum, A. popoffi y A. salmonicida subespecie smithia, 13-16




Cuadro 3. GENOESPECIES Y FENOESPECIES DE Aeromonas Y SU
FRECUENCIA EN MUESTRAS CLINICAS.13

GENOESPECIE FENOESPECIE FRECUENCIA | COMENTARIOS
DGS MUESTRAS
CLINICAS
1 A hydrephila A hydroptula +
2 A. bestigrum +
3 PSICRQFILICOS NO
MOVILES
A salmonicida A salmonicida - Sorbitol positivo
salmonmicrda
A salmonicida
achromogenes -
A salmonicida
masoucida -
A salmonicida
sputhia -
MESGFILICOS MOVILES
Andnimo
A hydrophila +
4 A cavige A caviae —
JA (A media) A caviae -+ HGs 5A y 5B
forman dos
subespecigs y 5B
| forma dos bictipos
3B | A media A media -
6 A eucrenophila A eucrenophila R Simihitud con
A enchaleia
Gas de glucosa +
 E A sebria A. sobria -
8 1 veronn biotipe sobria A sobria +- Es incluida como
A wchthiosnua
10 A veronu biotipo veronu A veronn +
9 A jandaer A jandae: +
Il A enchelera A4 enchelaeia - Descarboxi-
lacion de la
ornitina posuivo
12 A schubertu A, schubertn + Manitol negative ||
i3 Anonimo Aeromonas grupo 301 +* Indol positivo
Descarbox:-
laci1on de hsina
L negativa
14 A trowa A wrota + Incluyendo
A enferope- '
logenes
4, allasaccharaphila U allgsaccharophita A I
1 popaffi A popajfi - ]

—lm
(++) cominmente, (+) rara vez, (-) no hay datos de! aislamientes.
b una ¢cepa se aislo de herida en Suiza.

¢ dos cepas son conocidas y se relacionan con A. schubertnn

d una cepa se aisld de muesiras de diarrea en Estados Unidos.




4 GENERO AEROMONAS

Las caracteristicas morfoldgicas del género deromonas son bacilos rectos Gram negativos
con extremos redondeadoes o cocoides; miden de 0.3 a 1.0 micras de didgmetroy de 1.023.5
micras de largo, ocasionalmente pueden presentar cierta curvatura somatica, pueden
encontrarse aislados en pares ¢ cadenas cortas, no forman esporas. Generalmente son
méviies por un solo flagelo polar de 1.7 micras de largo v en cultives jévenes en medios
solidos pueden formar flagelos peritricos { la tnica especie movil es A salmonicida y A.
media) pero algunas otras especies pueden presentar un pequefio flagelo.”

Las caracteristicas fisiolégicas corresponden a anaerobios facultativos, el metabolismo de
la glucosa es respiratoric y fermentativo, otros carbohidratos son hidrolizados a &cido o
acido / gas (CO, e Hy). Son oxidasa y catalasa positivas, reducen los nitratos a mitritos, son
capaces de crecer en un intervalo amplio de temperatura, las especies mesofilas (4.
hydrophila, 4 sobriay A caviae) entre los 0 ° y los 45°C, mientras que A, salmonicida es
considerada como una especie psicrofila, solo crece por debajo de los 35'C: se desarrollan a
pH de 4.5 a 9.0 . pueden crecer en medios que contengan cloruro de sodio {(NaCly al 0% v
4% de concentracion La relacidn guanina-citosina de su DNA es 57 a 63 moles %. 1819
Lstudios recientes demuestran que producen exoenzimas por ejemple D-Nasas, lipasas,
amilasas. fosfatasas, proteasas. gelatinasas. entre otras. Las Aeromondas son resistentes al
componenie Vibriostatico Of129 (2,4-diammo-6,7-diisopropilprendina), pero se han

reportado algunas especies susceptibles al 0/129. 2

5. FACTORES DE VIRULENCIA

Las investigaciones sobre deromonas han conducido al descubrimiento de una variedad de
factores de wvirulencia principalmente en cepas de A Aydrophila, tales como o ¥y B
hemolisinas, enterotoxinas. citotoxinas y factores de adherencia e invasividad; Se ha tratado
de establecer una relacion entre estos factores y los biotipos de Aeromonas. observandose
que en fa mayoria de los casos, las cepas toxigénicas aisladas de muestras feeales de niflos
con diarrea s¢ asocian a prucbas positivas de hisina descarboxilasa v de Voges-Proskauer,
no hidrolizan la arabinesa v producen gas a partir de Ia glucosa. En la literatura se
cncuentra una clasificacion de cepas enteretoxigénicas por su bioupo basandose en una

sepatacton por medio de la prucha Voges-Proskauer. $1 dsta prueba es negativi, no oxida el




gluconato y no produce gas de la glucosa por o que se consideran qué no son productoras
de enterotoxina. Si las cepas son Voges-Proskauer positivas se recurre a la prueba de la
hemolisina, ya que se sabe que aproximadamente el 97% de las cepas P-hemoliticas
coinciden con la produccidn de la enterotoxina. En el caso de las cepas arabinosa negativas
pueden implicarse como enterotoxigénicas con un 10% de error.*!

También se ha demostrado que los biotipos de 4. hydrophila para ias pruebés positivas
lisina descarboxilasa y Voges-Proskauer son enteropatogénicas, las cuales s han definido
par pruebas de asa ligada en conejo o citotoxicidad en células Hela. Sin embargo la
enterotoxina de Aeromonas en asa ligada de congjo proveca una acumulacién de un liquido
claro, mientras que las hemolisinas dan negativa la prueba, pero puede haber acumulacién
de un fluido sanguinolento debido al dafie de la mucosa. Las hemolisinas causan induracién
de capilares v dermonecrosis en la piel de conejos, mientras que la toxina produce

h

induracién pero no dermonecrosis. Inmunoldgicamente existe una reaccion cruzada entre

ambas hemolisinas 2*

5.1 ENTEROTOXINAS
Son productos extracelulares que tienen la capacidad de afectar al epitelio intestipal. Se

clasifican en citotdnicas y citotdxicas.

5.1.1 ENTEROTOXINAS CITOTONICAS
Dos de ellas se caracterizan por estudios con eénzimas de restriccidn y clonacion. La
3

KDa, éste es termolabil, perdiendo su actividad biologica al calentarlo a 56 °C por 20

L2

primera esta codificada en una regién de 4.0 Kb y su producto es un polipéptido de

minutos; mieniras que la otra 1oxina es termoestable v esta codificada en una regién de 4.8
kb. éste es producida por la mayoria de las cepas de A. hAydrophiia v A. sebria. En su
actividad biolégica en células CHO (células de mono verde) elevan el nivel de PgEz v
estimulan la esteroidogénesis. Las prostaglandinas producidas por las células a su vez,
estimulan a la enzima adenilato ciclasa intestinal, por lo que sc wcrementa el nivel de

AMPc v se produce la salida de sales v agua, esto también sc ha podido obscrvar al

instalarlas directamente en el limen intestinal de conejo o en {as arterias mesentéricas




Por lo anterior se comprende que en infecciones provocadas por las cepas de deromonas
aisladas, la diamea sea ¢l sintoma més conuin. Para probar la presencia de la enterotoxina
citotonica de A hydrophila en sobrepadantes de cultivo, se ha usado la respuesta de las
células adrenales de raton Y1, ya que ante su presencia estas se redondean, esta actividad es
neutralizada con anticuerpos anti-foxina colérica, Lag pruebas anterigres v la ecumulacién
de fluido en asa ligada de conejo se correlacionan bien. Por ofra parte se ha comprobado

que la capacidad de alargar ¢células CHO también es una tipica respuesta enterotoxica.™

5.1.2 ENTEROTOXINAS CITOTOXICAS

Estas imcrementan el dafio o muerte celular v producen sintomas parecidos a los de
disenteria en cerca del 20% de las infecciones con cepas enterotoxigénicas de Aeromonas.
Su efecta ha sido estudiado en diversas lineas celulares (Vero, INT 407, Chimp liver, CHO
o Hela) usande sobrenadantes libres de células. La producciéon de citotdxinas se ha
relacionado estadisticamente con una reaccidn positiva de lisina descarboxilasa. por lo que
esta prueba podria ser considerada como marcador de virulencia. Se ha publicado que las
cepas de Aeromonas sobria son citotoxicas para células Vero.

Sin embargo, en ¢t caso de A. cavige existe variabilidad segln el pais de origen vy las
condiciones en que s¢ determina su citotoxicidad. En cuanto a las condiciones en que se
hace la determinacion, en un estudio se ohservé que la glucosa reprime la produccion de
citotéxinas en A caviae pero no en A hydrophila y A sobria, ¥y que la produccién de
toxinas es también dependiente del tiempo. Se ha reportado la influencia de la temperatura
de incubacién sobre los resultados, pues en un estudio realizado la mayoria de cepas de A
caviae que produjeron citotoxinas a 30 "C fueron incapaces de producirlas a 5%C. Por otra
parte. muchas cepas de deromonas maviles ( A4 hydrophila en especial) son psicrotréficas

: . - . N 2527
y son capaces de producir enterotoxinas a temperatura de refrigeracion 2%13° ).




Cuadro 4. PROPIEDADES DE LAS ENTERQTOXINAS PRODUCIDAS POR

Aeromonas MOVILES.?
l ENTEROTOXINA CIT O()NICA ENTEROTOXINA CITOTOXICA
[ ACTIVIDAD ACTIVIDAD ACTIVIDAD ACTIVIDAD
“In vitro” “In vivo” “In vitro” “In vive”
*redondeamiento de | * acumulacion de *redondeamiento T\ *acumulacién de
células Y-1 sin liquido en asa ligada | muerte celular Y-1y | liquido en asa ligada
muerte celular, de conejo. CHO. de conejo.
*alargamiento de *Incrementa la *en cantidades *acumulacién de
células CHO. permeabilidad subletates causa | fluido en intestino de
vascular en piel de alargamiento en ratones lactantes.
conejo. células CHO y
*estimula sintesis de melanogénesis en
AMPe. células de melanoma.
*estimula iz
esteroidogénesis.
5.2 HEMOLISINAS

Son proteinas citolincas extracelulares las cuales son producidas por muchas cepas moviles
de Aeromonas. Estas forman poros en las membranas per su Insercién en la bicapa lipidica.
Las hemolisinas se clasifican de acuerdo con el tipo de hemdlisis producida, en P-

hemolisina v a-hemolisina.

5.2.1 o hemolisina.
Considerada un factor letal en algunas cepas. es toxica para células Vero (ocasiona
redondeo v retraccion de culuvos celulares). causa muerte en ratén al minuto de aplicarla
por via intravenosa, ¢s hemolinca. citotdxica v enterotéxica. Su peso molecular ¢s de 60
KDa y es labit a 56 "C por cinco minutos No es producida a temperaturas mayores de 30
'C y es hiberada durante la fase estacionana del cultivo. Algunas cepas de A caviae

praduce esta hemolisina,




3.2.2 B-hemolisinas.
Son proteinas hidrofilicas v solubles, las cuales son sintetizadas como precurseres de alto
peso molecular ¥ cuya mayor produccién se da a 37 °C. Algunos pesos moleculares
determinados para ellas en XDa son: 54.5, 63.65 y 45-50 (Husslein,1988; Hirono,1991;
Asao, 1984). Dentro de las B hemolisinas, una de especial interés es la zerolisina, debido a
su enterotoxigenicidad, los genes que la codifican han sido caracterizados en diferentes

especies de Aeromonas por estudio de DNA cromosdmico, 253

Cuadro 5. GENES QUE CODIFICAN PARA LA ae¢rolisina DE CEPAS DE
Aeromonas.3?

ESPECIE ORIGEN DE GEN PARES DE FUNCION
LA CEPA BASES ESTRUCTURAL
A. sobria Clinico Aer A 2510 Estructural
Aer C desconocido Regula actividad

A. hydrophila Clinico Aer A 1734 Estructural
ATCC 7966 ] N

A. caviae | Desconocido der 4 1884 | Estructural

A trota Desconocido Aer A 2104 Estructural

Las hemolisinas se detectan por la presencia de zonas de hemdlisis alrededor de lag
colonias crecidas en agar sangre de carnero al 3%. También es posible medir la actividad
hemelitica, la cual es considerada como la dilucidn mas alta del sobrenadante de un cultivo
filtrado. e¢n la que atn hay hemdlisis total de gldbulos rojos cn microplaca. Para determinar
la actividad hemolitica hay que tomar en cuenta factores como la temperatura, yd que estos
ocastonan variacion en los resultados. También se sabe de algunos compuestos quimicos
que la afectan, tales como el salicilato de sodio que la inhibe y el ribonucleato de sodio que
la incrementa. En cuanto a los patrones de hernélisis que presenta la bacterla, 4 hydrophila
produce un halo de hemolisis formado por dos zonas. una de total hemélisis y otro de lisis
incompleta, A, sobra solo produce un halo de hemolisis parcial y 4. caviae segin muchos
autores cs No hemolitica, sin embargo, ¢n un estudio se vid que existen un porcentaje de
cepas que si lo son {Kuijper ct al, 1989). de hecho. en México estudios realizados por ci

grupo de trabajo de Bscamilla demuestran 12.1% de cepas de ! caviee aistadas de cuadros




diarreicos son productoras de P hemolisinas y Villarruel en 1997 demostré que el 13.3 %

de cepas de 4 caviae aisladas de una planta potabilizadora eran B- hemoliticas '™

5.3 PROTEASAS
Son proteinas que coniribuyen a la patogenicidad, causan dafio a tejides y proveen de
rutrientes a la bacteria. En el caso de 4 Avdrophila activan extracelularmente al precursor
de la aerolisina (3-hemolisina). Para detectarfas se ha medido la actividad caseinolitica y se
ha determinado el grupo azo de la azocaseina. Tomando en cuenta el inhibidor que actia
sobre las proteasas, se encuentran dos tipos de éstas en diferentes cepas de Aderomonas: las
metafoproteasas y las serin proteasas (inhibidas por EDTA y por fenilmetanosulfonil
fluoruro, respectivamente), Estudios realizados por Lujungh y col. demostraron que la
produccion de proteasa de cultivos de 4. hydrophila, era estimulada en presencia de zing ¢

inhibida por hierre.***®

5.4 LIPASAS

Este factor de virulencia, estudiade en diferentes cepas de A hvdrophila. se encuentra
codificado en el gen llamado lip, el cual consta de 2052-2253 pares de bases y codifica un
pépudo de 71.8-80 KDa. La proteina #ip (glicerolfosfolipido-colesterol aciitrasferasa) es un
analogo a la enzima plasmatica de mamiferos lecitin-colesterol aciltransferasa, Su triada
catalitica esta compuesta por Ser-16, Asp-116 & His-291 Al usarla purificada se ha visto
que la longitud éptima del sustrato a hidrolizar, en caso de p-nitrofenil ésteres es de 10a 12
carbonos v en el caso de triacilgliceroles es de 8 a 10 carbonos. (Anguita et al.1993:
Brumlik & Buckley. 1996, Chuang et al. 1997).

Las lipasas pueden ser enzimas extracelulares importantes para la nutricién bacteriana y
también pueden ser factores de virulencia que afecta varias funciones del sistema inmtne.

a través de los acidos grasos libres generados por la actividad lipolitica.””™™

5.5 ADHERENCIA
Como sc sabe. para que se dé un proceso infeccioso, ¢l microorganismo debe adherirse a la
superficie del epitelio para luego invadir (en caso de gue sca invasive) y comwenzar 2

muluplicarse. n ¢l péners Aeromonas s¢ ha observade comao patrén predomunante de




adherencia el agregativo y se ha visto que la presencia de pilis esta fuertemente asociada
con su capacidad para adherirse. Este factor también se ha relacionado con la presencia de
plismidos; detectando en un caso un control negative posible del plasmido de 40 Mda

sobre la adherencia de una cepa parenteral de Aeromonas MS-2.%!

6. AISLAMIENTO

Para el aislamiento de deromonus no es necesaria la utilizacion de medios especiales, estas
pueden crecer bien en agar MacConkey (algunas cepas son fermentadoras de lactosa v otras
no). En medios para muestras fecales, es mas dificil aislarlas porgue los medios entéricos
selectivos con frecuencia son inhibidores para algunas especies de Aeromonas Se han
formulado a lo largo de numerosos estudios, distinios medios diferenciales /o selectivos
para el aislamiento de deromonas

En el aislamiento primario de deromonas, es recomendable el uso de un medio selectivo,
como es agar sangre de carnero al 5% con ampicilina (10 a 30ug /mL) ¥ parz aislamientos
posteriores el medio que se recomienda ¢s agar soya tripticaseina. La morfologia colonial
del género Aeromonas en el medio agar sangre es: colonias pequefias (2-4 mm de
didmetro), brillantes, convexas, borde enteros y color gris, pueden ser hemolitcas (c 6 B) y
€N agar soya tripticaseina las colonias son de 3 a 4 mm de didmetro; No se recomienda el
uso de otros medios de aislamuento para Enterobacterias o Vibrios, ya que puede darse el
caso de que las Aeromonmas no se desarrollen o no puedan diferenciarse de otros
microorganismos. **

Otros medios de cultivo diferenciales y/o selectivos formulados para el aslamiento de
Aeromonas son medio deromonas hydrophila {AH) cuyas reacciones se basan en los
principios de los medios de TSI ¢ LIA, agar dexirina fuscina sulfito (DFS). agar DNasa
azul de toluidina ampicilina (ONTA), agar inositol sales biliares verde brillante (IBB), agar
peptona extracto de carne glucdgeno (PBG), agar Rimler-Shotts (RS}, agar Ripey-Cabelli
(RCY. agar sal almudon xilosa lisina desoxicolato (SSXLD), apar xilosa desoxicolato citrato
de sodio (XDC), agua peptonada alcalina (APW), caldo soya tnipticaseina ampicilina
(TSBA)YY Desafortunadamente la mayoria de los medios no sen lo suficientemente
selectivos para una sola especic v se deben realizar prucbas biequimicas para la

wdentificacion diterencial de especie




Uno de los métodos tradicionales segin el Criterio de Abbott, engloban una serie de

pruebas especiales y bioquimicas que facilitan la identificacién del género deromonas .

estas pruebas son:

a) crecimiento en TCBS

b) crecimiento en NaCl en concentraciones de 0% y 6%

c) produccién de Indol

d) produccidn de gas de glucosa
e) descarboxilacidn de la arginina
f) descarboxilacion de la lisina

g) descarboxilacién de la ornitina

h) produccion de acetoina { Voges-Proskauer)

i) produccién de acido a partir de: L-arabinosa, m-inositol, lactosa, D-manitol,

sacarosa, salicina.

Cuadro 6. CARACTERISTICAS DIFERENCIALES DE LOS GENEROS
Vibrio, Aeromonas y Plesiomonas DE LA FAMILIA VIBRIONACEAE#

CARACTERISTICA Vibrio Aeromonas Plesiomonas
Oxidasa + + +
Movilidad + {+) +
Reduccién de nitratos + + +
Resistenciaa /129
10ug + + +
Sensibilidad a 6% + - -
NaCl L
Mol % G+C de ADN 38-51 57-63 51
D-manitol {+) ) -

(+) algunas cspecics son positivas, + todas las cspecics son positivas, - todas las especies son negatvas

Otro tacier imporiante a considerar durante ol aistamiente de este microorganismo ©s la

prueba de owdasa positiva la cual deberd hacerse en un medio sin carbehidrato y sin

wdieador {agar sova tripticaseing o agar nulritive) porgque s1 en el medio hay un asdcear ¢l




cual sea hidrolizado por 4 Aydrophila (por ejemplto la sacarosa en ¢l medio de Mac

Conkey) se puede obtener una prueba de oxidasa falsa.**

7. CARACTERIZACION BIOQUIMICA

En la actualidad, el requerimiento de ahorro de materiales v tiempo para la fenotipificacion
de los microorganismos implica la unlizacién de métodos maés rdpidos, econdémicos y
reproducibles, los métodos miniaturizados son la alternativa mds conveniente para estos
fines, pues éstos con llevan al ahorro de material, esfuerzo y tiempo, ademés de utilizar los
mismos materiales que los métodos tradicionales, los métodos miniaturizados no
comprometen su eficacia. Uno de los sistemas miniaturizados creado en 1970 para la
identificacion bacteriana es el sistema AP, el cual miniaturizd y estandarizd las técnicas
convencionales empleadas en la bacteriologia diagnéstica. El API 20E, API 20NE, API
50CH son algunos de los sistemas que se emplean parz la identificacién de las deromonas,
como para la investigacidn en lo que respecta al metabolismo de los carbohidratos. Existen
algunos problemas de estos equipos comerciales, ya que solo se puede realizar la
identificacidn de tres especies de deromonas. Con frecuencia en aislarnientos de muestras
clinicas A cawae es ideniificada como Vibrio fluvialis, a2 pesar de que bloquimicamente
estas dos especies son fdcilmente diferenciadas usando dos pruebas bdsicas comeo tolerancia
a cleruro de sodio y la hidrélisis de la esculina. Otro caso de confusidn es el de 4. veromi
biotipo veroni: por Vibrio cholerae ya que ambos son ormutina descarboxilasa positiva y no
estd incluido en la base de datos del sistema APL7

En e] laboratorio clinico de rutina, las caracteristicas mas importantes que deben conducir a
un diagndstico presuntivo de Aeromonds son: desarrollo en agua pepionada a pH 9.0
(medio de enriquecimiento efective para Acromonadales); agar Sangre de carnero al 3%
cor: 30 ug de ampicitina por mL, en agar MacConkey, reaccién de oxidasa positiva a partir
de agar soya iripticaseina; no es recomendable el uso de agar Ticsulfato-citrato-bilis-
sacarosa (TCBS) porque se considera un medio intubidor de Aeromonas; en agar triple
azucar hierro 12 mayoria de las cepas dan fondo dcido v superficie dcida ¢ superficie
alcalina y/o formacién de gas, pero no produccion de acide sulfhidrico. El empleo de
medios de oxidacion-fermentacion (medio basal OF de Hugh-Leifson) con glucosa, se

produce acidificacion tanto en condictones acrdhicas comeo anacrobicas. csias pruchas




separan deromonas de bacilos Gram negativos no fermentadores oxidasa positivos. Debido
a la necesidad de realizar un diagnostico rapido en los pacientes que cursan con cuadros
clinicos causados por Aeromonas, es importante disminur en lo posible el tiempo de
identificacion del agente etioldgico de estas patologias, por lo que se han buscado nuevas
alternativas para diferenciar hasta la especie del género deromonas. Figura y colaboradores
proponen que la prueba del factor CAMP puede ser utilizada como una prueba de
identificaciém rapida de las tres especies mas aislades 4. hidrophyla, A. cavice y A veronii
bt sobria. Dado que A Aydrophila da la prueba positiva tanto en condiciones acrobica como
anaerobica, 4 veronii bt sobria sélo da la prueba positiva en condiciones aerobicas y 4.

caviae da la prueba negativa en ambas. "

Cuadro 7. IDENTIFICACION FENOTIPICA DE ESPECIES DE Aeromonas
DE SIGNIFICADO CLINICO.50

PRUEBA A. veronii | A.veronii
BIOQUIMICA | A.hydrophila| A. caviae | bt veronii | btsobria | Ajandaei | A. schubertii
LDC + - + + + +
oDC - - ¥ R : -
ADH + + - + + +
VP + - + + + -
ESCULINA + + + - - -
SACAROSA + + + + - -
ARABINOSA + + - - - -
MANITOL + + + + + -

bt =biotipo; LDC =descarboxilacién dg lisina, ODC =descarboxilacion de la ormitina, ADH =dihudroxilacion

de argimina, VP = Voges-Proskauer, + =mas del $5% positivo, - = menos del 15% positive

8. IMPORTANCIA CLINICA DEL GENERO.

Aunque las Aeromonas fueron descubicrtas hace mas de 100 afios, durante las tres Gltimas
décadas han jugado un papel importante como enteropatégenos ¥ como agente etiologico
de enlermedades, este microorganismo se considerd primero ¢omo un palogend oportumsta

de baja virulencia en humanos v posteriormente se a$0¢io a mfeecionss polimicrobianas




afectando principalmente a huéspedes inmunocomprometidos, con deficiencias hepaticas u
otras enfermedades de tipo crénico. Sin embargo, er la actualidad se considera como un
patdgenc prirnario de serias consecuencias, ya que puede causar infeccidn en huéspedes sin
ninguna enfermedad de tipo crénico. Desde la década de los sesentas se intensificaron los
estudios sobre este microorganismo, v se ha visto que A Aydrophila es causante de muy
variados procesos infecciosos en humanos como son: celulitis, septicemia, bacteriemia,
endocarditis, eritema gangrenose necrosante, osteomilitis, meningitis e infecciones

. . |
urinarias. °

Cuadro 8. AISLAMIENTOS DEL GENERO Aeromonas A PARTIR DE
MUESTRAS CLINICASS!

AEROMONAS TIPO DE INFECCION MUESTRA

A verowit bt veroni Bacteremia, gastroententis, | Heces, esputo, sangre, tubo

colecistitis. Endetraqueal, herida

Jandaei Bacteremia, celulitis Sangre, heridas, heces

A, shubertis Celulitis. bacteremia Sangre, heridas, abscesos.

fluido pleural

A frota - Heces. apéndice

A, allosaccharophila - Heces

A encheleia - Lesion de una fractura

A eucrenophila - Heridas

A, bestiarum - Heces

Tambidn se ha aislado de casos de peritonitis, cdncer de ovario, absceso intraabdominal.
heridas infectadas, miositis necrosante, esputo, bilis, wlecras, exudado de otitis media
¢ronica. carcinoma hipofaringeo, heridas de ojos v garganta. La infeccidn mds importante
es la sepsis. que es frecuente en hudspedes comprometidos gue padecen® cirrosis. tumores
malignos, nefrosis, meningits y colesistitis cronica. Raramente se presenta en huéspedes no
cnerdlmente es de fuente enddgena, a partir del tracto

comprometidos, La sepsis

o




gastrointestinal y la especie més aislada es 4 Aydrophila. Las infecciones de piel y teiido
blando son probablemente ¢l segundo grupo de aislamientos de deromonas en humanos.
como es el caso de la celulitis la cual se presenta en individuos que han sufrido algin
raumatismo en la piel v que han estade en contacto con agua contaminada con este
microorganismo. En el caso de la endocarditis, Aeromonas causa destruccion del tejido
cardiaco y valvular, se presenta en huéspedes comprometidos. La bacteremia preducida por

Aeromonas es menos frecuente que la causada por algunas Enterobacterias ™

Cuadro 9. IMPORTANCIA CLINICA DEL GENERO Aeromonas.5?

Mas patégeno Menos patigeno Especie

A, hydrophila (HGI) A veronit bt veromi A salmonicida (HG3)

A. caviae (HG4) (HG10) A sobria (FG7)

A veronii bt sobria A. jandaei (HG9) A. media (HGS)

(HGS) A schubertiifHGI2) A eucrengphila (HG6)
A trota
A allosaccharophila
A encheleia (HGI11)
A, bestiarum (HGZ)
A. popoffii

El cuadro clinico mas importante debido a su frecuencia lo constituyen las gastroenteritis,
que afectan principalmente a nifios menores de cinco afios, pero que también puede causar
problemas en adultos. Entre los sintomas de las gastroenteritis son. diarrea acuosa. fétida,
de color amarillo verdesa, puede presentarse con sangre y moco. fiebre moderada. vomito ¥
dolor abdominal entre lo mas sobresaliente.

La diarrea puede durar de una semana a tres meses, pere generalmente es una enfermedad
de corta duracién y attohimitada, cuyo lralamiento consiste en la restauracion de liguidos

R , . . L. . 33
perdidos v que solo en los casos mds senos requicre de una terapla antimicrobiana




Cuadro 10. TIPOS DE DIARREA GENERADA POR Aeromonas™

TIPOS DE DIARREA CARACTERISTICAS
COLERICA Diarrea con aspecto de agua de arroz
CRONICA Diarrea con mas de 10 dias de evelucion
DISENTERICA Diarrea con sangre y moco.
SECRETORIA Diarrea de tipo acuoso, vémito frecuente

9. RESISTENCIA A COMPUESTOS ANTIMICROBIANOS.

Algunas Aeromonas son resistentes & la penicilina, ampicilina, carbenicilina, pero son
susceptibles a los  antibidticos de amplio espectro como las cefalosporinas,
aminoglucdsidos, al cleranfenicol, tetraciclinas, trimetroprina con  sulfametoxasol y
quinolinas. Algunas Aeromonas son productoras de P-lactamasas, por lo que esta
caracteristica le confiere grandes problemas al tratamiento de enfermedades por Aeromonas
con antibioticos fi-lactamicos. La susceptibilidad de las cefalosperinas esta relacionada con
las especies A veronti bt sobria, A hydrophila v A. caviae, A. rota es susceptible a la
ampicilina. El uso de la ampicilina dentro de medios selectivos para aislar Aeromonas €3
necesario para inhibir otros microorganismos v peder permitir solo el crecimiento de ésie
género. Existen datos en Talwan sobre la resistencia de las deromonas a la tetraciclina.
trimetroprina-sulfametoxasol v algunas cefalosporinas. En Estados Unidos de América
como en Australia las Aderomonas fueron resistentes a los aminoglucédsidos. En algunos
estudios se ha comprobado la relacion entre la resistencia a antibidticos y la posesion de
plasmidos. tal cs ¢l caso de un estudio en que se comprobd la resistencia a annbiéticos per
parte de cepas de Aeromonas aisladas de agua dulce, apua de mar v amumales, antes ¥
después de ser curadas con paranja de acridina. Los pldsmudos con resistencia
antimicrobiana comprobada, aislados de cepas de A. hydrophila, fueron plismidos de 1.1
MDa a 100 MDa. siendo una asociacion frecuente la de tres plasmidos pequefios de 4.2, 5 2
y 2.8 MDa. La resistencia codificada en plasmdos invelucrd los siguientes antibioticos.
estreptomicina, cloranfenicol, suifadiazina, cotrimoxazol, Acido nalidixico. neomicina,
colistina, tobramicina, kanamicina y gentamicina (Borrego ¥ cel. 1991), Hanes en 1993

(=} -

enconttd tesultados simitlares para novobiocina y carbenictlina, Tambidn se sabe de




resistencia aniimicrobiana a ampicilina y a tetraciciina trasferida por plasmidos de 3 a 63 4

Kb de una cepa de 4 Aydrophila causante de lesiones en pc=,s<:ac1c).54'56

10. ECOLOGIA ¥ MECANISMOS DE TRANSMISION.

Las Aeromonas no son consideradas como habitantes normales del aparato gastrointestinal
del hombre, se ha estimado que la velocidad de transmisién fecal entre pacientes
asintomatico varia de 0 a 8%. Esto indica que ¢l hornbre o es el principal transmisor del
microorganismo al ambiente, Las deromonas méviles han sido implicadas como patogenos
transmitidos por alimentos debide a las evidencias existentes, incluyendo su frecuente
aislamiento de heces de pacientes con diarrea, su enteropatogenicidad en modelos animales
v su presencia en una gran variedad de alimentos, incluyendo ostiones v agua asociados a
brotes de gastroenteritis. Un hecho de mayor transcendencia es que el género Aeromonas se
ha aislado de suministros de reserva y distribucién de agua potable antes y despuds de ser
tratadas con cloro en donde puede alcanzar cifras de 3,600 UFC/mL y su aislamiento de
esta fuente depende de varios factores : a) Aeromonas se aisla de agua clorada con mas
frecuencia en los meses de verano y comresponde a la época del afio en que mds cuadros
diarreicos se presentan; b) la concentracién de oxigenc disponible y del cloro libre, asi
como la salinidad y la conductividad eléetrica del agua potable. De lo anterior se puede
considerar que el NMP de coliformes en agua potable a veces no se correlaciona con la de
Aeromongs y se propone que este microorganismo sea considerado como un indicador para
evaluar la calidad microbiologica del agua potable. s

En 1998, dentro del programa de “Andlisis microbiolégico y aislamiento y caracterizacion
de Vibrio cholerae 01 en muestras de agua en la F.E.S. Zaragoza™ que se reahiza en el
lahoratorio L-313 de Campus Il, a cargo de la Q.B.P. Dora A, Pérez Gonzalez y la Q.F.B.
Yolanda Flores Cabrera, en donde se analiza constantemente la calidad del agua potabie de
los depdsitos (cisternas, filtros, tanques de almacenamiento, gnfos) de la F.ES. Zoragoza v
otras dependencias de 1a UN.AM. que dan servicio a la comunidad del Estado de Mésxico
y colonias cercanas de la Delegacién [ztapalapa, identificaron un aislanmento de
Acromonas, o cual solo se logrd hasta nivel de zénero debido a que en ese tiempe no se
contaba con los medios de cultivo necesarios para la identificacién de este microorganismo

gue habita el agua potable.
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En la actualidad, deromonas ha llamado la atencién principalmente por su capacidad para
crecer a temperaturas de refrigeracion, suscitande la preocupacion de que cualquier
amenaza que pueda suponer aumentard con el uso creciente de los alimentos refrigerados.
Aparte de su posible intervencion en gastroenteritis, los alimentos y el agua probablemente
también son el origen de las graves infecciones extraintestinales por Aeromonas asociadas a
individuos inmunocomprometidos. La especie 4 hydrophila ha sido aislada de una larga
lista de alimentos frescos que incluyen el pescado, la came, las aves de corral, la leche
fresca y las hortalizas que se consumen en ensalada y también en el agua. También se les ha
considerado como una parte importante de la flora que altera la camne refrigerada. No es
probable que las derosonas sobrevivan ni siquiera a los procedimientos de coccion suave
pero pueden ser introducidas en los alimentos después de su tratamiento con contaminantes

de un producto 1o cocido o con agua contaminada.”

Cuadro 11. BROTES DE INTOXICACION ASOCIADOS AL CONSUMO DE
ALIMENTOS CONTAMINADOS CON A. hydrophila.’

FECHA LUGAR No. DE CASOS ALIMENTO
1977 Rusia Intoxicacién masiva Pescado
1978 ‘r Inglaterra 3/3 o Ostiones
1980 Hungria Casos severos Sopas
1980 T Escocia 20 —[ Coctel de camardn
1982 T Nigeria Y2 Caracol comestible
1584 1 Inglaterra a Céctel de camardn
1985 Inglaterra 2 Céctel de camardn
1986 Lousiana, USA 472 Ostion ]
1986 Florida,USA 717 Ostidn
1986 Household, Japén 4/5 Mariscos
1589 f Japén 29/37 Desayuno escolar

1989 Inglaterra 14 Caocerel de camaron

1
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11. DATOS EPIDEMIOLOGICOS
La frecuencia de aislamiento de 4. Avdrophila en poblacidn sin evidencia de enfermedad
gastrointestinal es de 0.2 a 3.2%, mientras que en individuos con diarrea se aisla con una
frecuencia mayor al 10%.
Se ha visto que Aeromonas puede causar un cuadro diarreico semejante al cdlera (en India
y Tailandia}, o en diarreas del viajero en norteamericanos que han viajado al extranjero o
que viven en zonas costeras. Estos sintomas pusden asociarse con epidemias de colera o en
forma aislada. En Bangladesh estos cuadros diarreicos se asociaron al consumo de pescado
contaminado con deromonas al cual no se le dio un tratamiento adecuado de coccidn.
En un estudio realizado por Sally E. Millership, Stephen R Curnow y colaboradores,
obtuvieron 4.2 % de muestras positivas para deromonas, de estos pacientes el 50 % fue
posible asociar 4. hydrophila con sintomas entero patogenos. En mayo de 1988 en
California, Gail E. King, 3. Benson y colaboradores reporiaron casos de infecciones de
Aeromonas en donde el sitic de mayor nimero de aislamientos fue el tracto gastroimntestinal
en un 81%. En 1988 y 1989 Lina P. Deodhar y colaboradores aislaron Aeromonas en un
1.8% en pacientes con gastroenteritis aguda, de las cepas aisladas el 77.8% fue A
hydrophila, 15.5% A. sobrig y el 6.7 % fue 4 caviae Los pacientes en este caso fueron
pedidtricos (cinco afios de edad) y todas las cepas fueron positivas para enterotoxigenicidad
en asa lipada de conejo v positivas para hemolisinas (eritrocitos de conejo) estos resultados
sugieren que Aeromonas son patdgenos entéricos potenciales. s0-63
En un periodo de 15 afios de 1974- 1988, 1. Gluskin D. Batas ¥ colaboradores realizaron un
estudio en Israel en nifios con gastroenteritis siendo ¢l principal causante Aeromonas.
Vartos autores en afios pasados han reportado diversos casos clinicos, por ejemplo: en 1968
Von Graevenitz reportd un caso de celulitis por 4 hydrophila En ese mismo afic Lopez ¥
colaboradores describieron un caso de osteomielitis v septicemia causada por 4 Avdrophila
en un A1fio con leucemia. En 1972 Washingion describid un interesante grupo de pacientes,
los cuales presentaron heridas infectadas por A. Aydrophila. Estos y muchos otros casos de
infecciones causadas por Aeromonas se han preseniado en heridas, laceraciones y sitios de
amputacion. S¢ han reportado a la fecha mas de 40 casos de bacteriemia causada por
Avromengs. los cuales vanos auwtores han desernio en pacientes inmunoldgicamente

comprometidos. ast tenemos que Kjems vy Conn fueron los primeros investgadores que
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describieron sepsis en pacientes con cirrosis; Bulger en 1966 v Dean en 1967 reportaron un
caso de sepsis fulminante por 4. Aydrophila en un paciente leucémico.®

En noviembre de 1972 en Georgetown University Hospital se presentd un caso de
endocarditis por A hydrophila y se documentd por primera vez la habilidad de estos
microorganismos para invadir tejido valvular. Kenneth, Ong v colaboraderes en 1991
reportaron un caso de endocarditis causada por A hydrophila, este es el segundo case de
endocarditis causado por Aeromonas reportade en literatura mundial. Teira R ¥
colaboradores en 1991 reportaron un caso de bacteremia por A. cavige. alslacdas de liquido

biliar en un paciente aparentemente sano. Gonealves §. R. En 1992 reportaron un caso de un

paciente con neumnonia fulminante causada por A. hydrophila.65



CUADRO 12. ANTECEDENTES DEL GENEROQ Aeromonas EN MEXICO.

Escarpulli G.

| AND AUTOR | TITULO DEL TRABAJO LUGAR
L1981 Escamilla AE Diarrea producida po: especics de la familia Vibrionacea INNSZ
1984 Téllez O/ Aguirre L. Busqueda de factores de virulencia de 4. Aydrophila y C jejuni UPA
1984 Rebollo Bazo/Liscamilla A.E | Aislamiento ¢ identificacion de Aeromonas spp y P. shigelloides como INNSZ
causa de diarrea en humanos
1946 Ruiz S.C /Escamilla A E. Deteccion de enterotoxina de deromonas spp ENCB IPN
| 1991 Diaz Flores L /Escamifla A.E. | Investigacion de la enterotoxigenicidad de A Aydrophila y su relacién ENCB 1PN
‘ con otras bacterias asociadas al sindrome diarreico.
i{ T 1992 Xala V A /Fernandez R.E Estudio preliminar para la investigacion de A. hvdrophila en productos ENCB IPN
I n1arnos
E_ 1995 Ramirez- Castre Escarpulli Produccion de enterotoxina, sensibilidad antimicrobiana y petfil ENCB IPN
P plasmidico en Aeromonas spyp
1996 [.opez- Fernandez R.E. Recuperacion de A fiydrophila a partir de alimentos contaminados ENCB IPN
artificialmente.
1996 Martinez- Escamuilla Caracterizacion de Aeromonas spp aisladas de pacientes con UNIVERSIDAD
sintomatologia de origen infeccioso en el Distrito Federal AUTONOMA DE
CHIAPAS
1997 Villarruel- Mota de fa Garza  j Investigar los riesgos que presenta la sobrevivencia de Aeromonas spp ENCB IPN
en agua tratada.
1998 Castro Escarpulli- Aparicio O.G. Determinacion de algunos factotes de virulencia en cepas de ENCB IPN
: Aecromonys aisladas de muestras clinicas y agua,
L1_999 Jiménez- Rivas Obtencidn y clonacion del plasmido A71 de A. caviae ENCB 1PN
¢ 1999 Herndndez- Dominguez Produccién de un suero polivalente contra A hydrophila. UNIVERSIDAD LA
! SALLE
b2000 Alor R S.-Sanchez Identificacién de Aeromanas spp en hisopos rectales en el estado de LA. DE SALUD
' Hidatgo, México. PUBLICA DE
; HIDALGO
T 2000 Aguilera Arreota M.G.- Castro Caracterizacion de cepas de Aeromonas spp aisladas de pescado ENCB IPN

congelado




En México, en el Instituto de Nutricion, en 1989, se aislo de muestras de heces a las
Aeromonas con una frecuencia del 7.7% en casos de diarrea aguda, mientras que estudios
realizados por el grupo del Q.B.P. Everardo Escamulla Avilés en el laboratorie de
Bacteriologia Médica de la EN.C.B. del LP.N.; demostraron en ¢l mismo afio un 10 % de
aislamientos. En 1996 se aislé de muestras de heces Aeromonas en un 5.7 % en nifios
menores de cinco afios con diarrea de larga evolucion; algunos autores consideran que la
wmfermacién disponible respalda ia afirmacién de que en los grupos de edad pedidtrica éste
microorgamsme es el agente causal de diarreas crénicas de larga evelucion. asi como
pacientes inmunocomprometidos y de edad avanzada.®®%’

En nuestro pais las enfermedades gastrointestinales constituyen uno de los problemas de
salud mas importantes ya que el porcentaje de morbi-mortalidad es alto, los estudics que se
han realizado en la busqueda de deromonas son pocos, sin embargo, la frecuencia con que
este microorganismo se¢ ha identificade en otros paises como el agente causal de
infecciones es muy alta, y se ha considerado que el agva potable es una fuente importante
de transmision de este género, por 1o que es necesario la realizacién de maés estudios,

justificando asi su investigacién en México.®®




PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El agua es una fuente potencial de trasmision de agentes eticlogicos involucrados en
enfermedades gastrointestinales. Ei género 4eromonas ha surgido en afios recientes como
agente potencial de infecciones parecidas a las que provoca Vibrio cholerae. México no
esta excento de estas enfermedades v estos problemas de salud se incrementan en las zonas
de asentamientos irregulares, como es el caso del Estado de México en el mumcipio de
Ciudad Nezahualcévot! y colonias cercanas de la delegacion Iztapalapa en el D.F, por lo
que es necesario hacer ura investigacién de este género en el agua potable que se utiliza en

estas comunidades.
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OBJETIVOS

Analizar muestras de agua potable obtenidas de la FES Zaragoza y ofras

dependencias de la UNAM, buscando microorganismos del género Aergmonas.
Caracterizar los microorganismos aislados del género Aeromonas obtenides de las
muestras de agua potable, utilizando los siguientes métodos: presuntivo (factor de

CAMP), convencional y miniaturizado (en microplaca).

Determinar productos extracelulares: lipasas, hemolisinas, proteasas (caseinasas y

gelatinasas) y D-Nasas.

Determinar la frecuencia del género Aeromonas en el agua poiable utilizada en la

FES Zaragoza y otras dependencias de la UNAM.

HIPOTESIS DE TRABAJO

S{ exaste una contamiracion del agua potable por el género Aeromonas ¢n €stas muestras

de agua, se aislardn y caracterizaran estos microorganismos, por métodos microbiolégicos.

)




DISENO DE INVESTIGACION

TTIPO DE ESTUDIO

Este estudio es prospectivo, descriptivo, transversal y observacional

POBLACION DE ESTUDIO

Se incluyeron 70 muestras de agua potable, las cuales fueron tomadas de ciertos puntos
fjos, tales como tanques de almacenamiento o sitios que al haber sido muestreados con
anterioridad hayan revelado problemas de contaminacidn. Otras muestras se¢ tomaron al
azar a través de la red de distribucion (grifos, filtros, etc.). Se tomaron dos muestras por
cada dos de los lugares donde se realizd el muestreo semanal: CENDI Zaragoza, CCH
Oriente, Clinica Multidisciplinaria Tamauiipas, Clinica Muitidisciplinaria Aurora, Clinica
Multidisciplinaria Reyes, Clinica Multidisciplinania Reforma, Clinica Muludisciplinaria
Benito Juarez, Clinica Multidisciphnaria Zaragoza, Clinica Multidisciplinaria Estado de
Méxco, FES Zarageza Campus 1y Campus [L

El analisis de dichas muestras se realizd en la F.E.S Zaragoza Campus 1I Laboratorio L-
313

CRITERIOS DE INCLUSION

Muestras de 600 mL de agua potable obtenidas en forma aséptica en matraces Erlenmeyer
con tapon de algoddn y gasa estériles de sitios fijos { grifos, filtros, cisternas v/o tanques de
almacenamiento ¥y bombeo), las cuales debieron ser analizadas dentro de las dos horas

después de su muestreo,

CRITERIOS DE EXCLUSION
Se excluyeron todas aquellas muestras de agua potable trasladadas de manera inadecuada ¢

sin etiquetar v después de dos horas de haber side tomadas.

N




VARIABLE DEPENDIENTE
Frecuencia de aislamuentos del género deromonas er las muestras de agua potable de la

FES Zaragoza y otras dependencias de la UNAM.

VARIABLES INDEPENDIENTES
Procesamiento de las muestras de agua potable; métodos de aislamiento y caracterizacién

del génerc Aeromonas. temperaturas y tiempos de incubacién.

DISENO ESTADISTICO

Se realizd gréficos en la que se muestra la frecuencia de aislamientos del género
Aeromonas en las muestras de agua potable obtemidas de la FES Zaragoza y otras

dependencias de la UNAM.




DISENO EXPERIMENTAL

MATERIAL Y METODOS

Matraces Erlenmeyer de 1000 mL Kimax

Matreces Erlenmeyer de 500 mL con tapa de vaquelita Kimax.
Cajas de Petri estériles Kimax.

Tubos de ensaye de 13 x 100 mm Kimax.

Tuhos de ensave de 18 x 150 mm con tapa de vaquelita Kimax.
Probeta graduada de 100 mL Pyrex.

Vasos de precipitados de 250 mL Pyrex.

Vase de precipitado de 50 mLPyrex.

Asas bacteriologicas.

Mecheros.

Tripiés

Aplicadores de madera estériles.

Algodén

Gasa

Papel indicador de pH escala | a 12 Essential laboratory.
Gradillas.

EQUIPO

Balanza granataria de 2600 g OHAUS

Balanza analiuca Max 160 g Mertler H80

Olla de presicn de 21 litros  Presto sieele

Fripié

Incubadora a 37 ¢ RIOSS.




Refrigerador Philips

Microscopio de contraste de fases Zeizz

Lampara de luz ultravioleta Minnerlight & Blak-Ray compact 4-watt
Nefelométro de Mefariand

Termémetro de -20°C a 120 °C LH de México
REACTIVOS

Cloruro de sodio grado reactivo  Merck

Hidréxido de sodio grado reactivo  Merck

Alcohol etilico grado reactive  Merck

N, N, N. N tetrametil-p-fenilen-diamina grado reactivo  Merck
Rojo de metile grade reactivo sin marca

Alfa- naftol grado reactivo  Sigma

p-dimetilamino benzaldehido grado reactivo  AMerck

Alcohol amilico grado reactivo  Sigma

Acido clorhidrico grado reactivo  Técnica Quimica

Perdxido de hidrégene grado reactivo sin marca

Cloruro férrico grado reactivo  Sigma

Ampicilina de uso comercial laboratorio Lakeside

Sulfato de amenio grado reactivo  Merck

Leche descremada  Svelty Nestle




MEDIOS DE CULTIVO

Base Agar Sangre Bioxon.

Agar Tiosulfateciirato-bilis-sacarosa (TCBS) Merck.
Peptona-Caseina Bioxon

Agar para prueba de DNAasa Bectorn Dickinson BEL.
Agar soya tripticaseina Bioxon.

Agar Muller Hinton Merck,

Caldo Muller Hinton Merck

Caldo Tood Hewitt Merck

Agar Bilis Esculina  Sigma,

Agar Citrato de Simmons  Merck

Caldo base rojo de fenol  Merck

Base de Moeller Deshidratade Difee

Medio Basal OF (de Hugh—Leifson) Becton Dickinson,
Caldo Rojo de Metilo ~Voges Proskauer (MRVE) Bioxon
Agar-Hierro-Lisina (LIA) Bioxon.

Medio MIO  Bioxon

Gelatina bacteriologica Bioxon

CARBOHIDRATOS

D—Afabmosa grado reactivo  productos guimicos Monterrey
D-inositol grado reactivo Merck

D-manitol grade reactivo  Merck

D-ramanosa grado reactive Merck

Dosorbitel grado reactive  Merck




Glucosa grado reactivo  Merck
Lactosa grado reactivo Merck
Sacarosa gradoe reactive  Merck
Salicina grado reactive  Merck

D-Manosa grado reactivo Merck

AMINOACIDOS
DL-Ornitina grado reactivo sin marca,

L-Lisina grado reactivo sin marca.

L-Arginina grado reactive Sigma

EQUIPO DE COLORANTES PARA TINCION DE GRAM SIGMA

Vipleta de genciana

Compuesto de yodo Gram
Decolorante de alcohol v acetona.
Safranina

Agua destilada

MATERIAL BIOLOGICO
Staphyiococcus aureus ATCC 12598
Streptococeus agalactioe ATCC 123886
Escherichia coli ATCC 25922
Pyeudomonas aeruginosa
Aeromonas hydrophila ATCC 7966

37 Cepas misladas de las muestras de agua potable.




DIAGRAMA DE FLUJO

rToma de muestras de agua potable (600 mL) J

L L

Enriquecimiento doble, cultivo en agua
peptonada con Conc.10X a pH 9.0 37°C

L 1l

Sembrar muestra de cultivo anterior Depositar hisopo en cultivo de
en: TCBS, agar sangre al 5% con agua peptonada cone. 1X
ampicilina (10pg) a 37°C, 24hs. pH 5.0

il

Sembrar muestra de cultivo anterior
en: TCBS. agar sangre al 5% con
ampicilina (10pg) a 37°C, 24hs

‘ Frote vy tincidn de Gram I

Cultivo en agar soya tripticaseina a 37°C, 24hs. ]

.

-

| Prucbas especiales: oxidasa v catalasa l

I

.

L Caracterizacion ;

-

Determimacion de preductos extraceiulares 1{
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METODOS
1. TOMA DE MUESTRA.

1.1 Las muestras fueron tomadas en ciertos puntos fijos, tales como estaciones de bombeo,
tanques de almacenamiento, cisternas, grifos o sitios que al haber sido muestreados con

anterioridad hayan revelado problemas de contaminacion.

Para el muesireo de agua se utlizaron matraces Erlenmeyer de 1000 mL con tapdn de

algoddn y gasa estéril tomando aproximadamente 600 mL de muestra.

1.2 Para toma de muestras de agua provenientes de grifos, filtros, tuberias, se limpi6
perfectamente la boca de la llave o salida de agua, por medio de una torunda de algoddn
tallando hasta que no se desprenda mas suciedad u 6xido. Se abrié la llave y dejé correr el
agua durante un minuto o el tiempo necesario para desalojar la tuberia. Se disminuyo la
velocidad de salida v llend el matraz Erlenmeyer con 600 mL aproximadamente y durante

ia maniobra se cuido de no contammnar la boca del matraz

1.3 En el caso de sitios fijos (1anques, cisternas, ete.) se introdujo el matraz Erlenmeyer e
impulsd suavemente hacia arriba. de tal manera que al salir a la superficie se lleno 2/4

partes de su volumen. Se tapé el matraz y llevo al laboratorio.

1.4 En el caso de agua corriente se efectud una maniobra similar como el punto anterior,

ejecutando el desplazamiento del matraz en direccion opuesta a la corriente,

1.5 Se marcaron los matraces Erlenmeyver con los datos de identificacién de la fueate. fecha
y hora de muestreo. Se trasladé al laboratorio inmediatamente. conservandolos a una

temperatura de 5°a 15 °C.

2. ENRIQUECIMIENTQ DOBLE EN AGUA PEPTONADA.
2.1 Se emplearon matraces Erlenmeyer de 500 mL con tapon de vaquelita Afnadiendo 50

ml. de agua pepronada concentrada alcalina 10X, comenicnde 10% de peptona y 10% de

cloruro de sodio v 450 mL de la muestra de agua (dilucién 1-10).




Se ajusts el pH 2 9.0 con hidrdxido de sodio 10N y se esterilizd en olla de presion a 15

libras {121 °C) durante 15 minutos.

2.2 Se incubaron a 37 °C durante 24 horas.

2.3 Con un hisopo se tomé una muestra de la superficie del agua contenida en el matraz, s

sembr6 una placa de Agar Sangre con ampicilina (10 6 30 pg/mb).

2.4 Este hisopo se coleed en un tubo que contiene 10 mL de agua peptonada alcalina 1X,

pH 9 0, con 1% de cloruro de sodio.

2.5 Tanto la placa como el tubo se incubaron a 37 °C durante 24 horas.

3. AISLAMIENTO.

3.1 A partir del crecimiento en ¢l tubo. se sembrd en una placa de TCBS y se incubd a 37

°¢: durante 24 horas.

3.2 Del mismo tubo se sembro otra placa de Agar Sangre con ampicilina (10 6 3¢ ug/mL).

Se incubaron a 37°C durante 24 horas, aistando colonias o y/o f hemoliticas.

3.3 Se realizaron frotes v tincidn de Gram de las colonias aisladas.

3.4 Se resembraron las colonias @ vo B hemoliticas, en una placa de agar soya

tripticaseina incubandolas a 37 °C durante 24 horas.

3.5 Se reatizaron frotes y tincion de Gram.




4, CARACTERIZACION

4.1 Método presuntivo (factor de CAMP)

Se utilizaron placas de agar sangre de carnero al 5%. Se inocularon haciendo una esiria
central con la cepa de Staphylococcus aureus ATCC 125998, y estrias perpendicutares de
las colonias aisladas, este procedimiento se hizo por duplicado. Se incubaron una de las
placas en aercbiosis y la otrz en condiciones de anaerobiosis, a 37 °C durante 24 horas. Se
emplearon como testigo positivo de la prueba de CAMP la cepa de Streprococcus
agalactinze ATCC 12386,

4.2 Método miniaturizado en microplaca

Se utilizd un método mumniaturizado en microplaca para determinar la produccién de &cido
del microorgamsmo a partir de los carbohdratos ghucosa, lactosa, L-arabinosa, D-manosa,
D-sorbitol, sacarosa, salicina, D-manitol, D-inositol. Preparandose 5 ml de cada
carbohidrato al 0.5 % en base de caldo rojo de fenol, esterilizdndose por filtracién. Se
depositaron 90 uL de cada medio con el carbohidrato en los pozos de una microplaca de 96
pozos para cultive celular, inoculando con 10 ul. de una suspension bacteriana crecida en
caldo Muller Hinton ajustada al 0.5 del nefelémetro de McFarland (1.5 x 10® células/mL)
en cada uno de los pozos (debe inocularse también el testigo de la cepa de A hydrophila
ATCC 7966 ). Incubéndose a 37 °C durante 24 horas. se observo el vire del indicador

4.3 Método convencional: En cada una de las pruebas se inoculara e incubard a la par de
las cepas problemas, un testigo positivo de A. hydrophila ATCC 7966 {interpretacion de
las pruebas Apéndice-D).
\.  Produccidn de gas apartir de glucasa
Se disolvieron 15 g del medio caldo rojo de fenol en un litro de agua destilada,
agregando 1% de glucosa, s¢ distribuyeron en tubos de ensaye de 13 X 100 mm con
lapén de gasa v algoddn, colocando una campana de Durham, se esterilizé a 10 libras
de presion durante 10 minutos, se inoculd ¢l tubo e incubd a 37 °C durante 24 horas Sc

observd la formacién de una burbwa dentro de la campana.




2. Produccion de indol, movilidad y ornitina descarboxilasa

Se disolvieron 31 g del medio deshidratado MIO en un litro de agua destilada.
Remojando unos 5 minutos. Se caientd hasta ebullicién por un minuto y distribuyd en
tubos de ensaye de 13x 100 mm con tapén de gasa y algoddn, esterilizando a 121 °C
(15 libras de presidn) durante 15 minutos. Se dejé en reposo en posicidn vertical ¢
inocutaron e! tubo por picadura, incubar 24 horas a 37 °C. Observar movilidad y
descarboxilacién de la orinitina. Adicionando cinco gotas del reactivo de Kovacs,
observando la produccién de Indol, Positivo = rojo.

3. Prueba de rojo de metilo y reaccién de Voges-Proskauer

Se disolvid 17 g del medio deshidratado de MRVP en un litro de agua destilada.
Mezclando bien, se distribuy® en tubos de 13 x 100 mun con tapén de gasa y algodén,
esterilizandose a 121 °C (15 hbras de presion) durante 15 minutos y dejar enfriar. Se
inoculo e incubo a 37 °C durante 24 horas. Prueba de rojo de metilo: se agregd 5 gotas
de rojo de metilo a 2 mL del cultive incubado, Positivo =tojo. Reaccion de Voges-
Proskauer: se agregd a 2 ml del medio de cultivo incubado 0.2 mL de hidréxido de
sodio al 40% y 0.6 mL de alfa naftol, mezclando perfectamente. La lectura final fue

después de 13 minutos, Positivo =rojo

4. Descarboxilacion de la lisina

Se Suspendieran 33 g del medio destudratade agar hierro-lisina (LIA) en un litro de
agua destilada. Remojando unos 15 minutos Calentando cuidadosamente, se agité con
frecuencia y hervir durante un minuto. Distribuir en tubos con tapén de gasa y algodon.
esterilizando a 121 °C ( 15 libras de presién) durante 15 minutos. Se enfrié en posicion
inclinada. Inoculindose el fondo del medio por picadura y la superficie en estria ¢
incubar a 37 °C durante 24 horas. Positivo = purpura.

3. Fermentacion de glucosa y lactosa junto con la formacion de sulfuros

Se suspendié 39 4 ¢ del medio deshidratado agar hierro triple azucar (TSI) en un htro
de agua destilada. Remojando de 10 a 15 minuies. Cajenumde con agracion

frecuentemente hasta challicion S distribuyo en tubos de 13 x 100 mm con tapon de




gasa y algodon, esterilizando a 121 °C ( 15 libras de presién) durante 15 minutos. Los
tubos se enfriaron en posicion inclinada de manera que el medio de cultivo en el fondo
del tubo zlcance una profundidad de 1.5 em. Se inoculé el fondo del medio por picadura
v la superficie en estria. Incubando a 37 °C durante 24 horas. Positivo =glucosa
amarillo en el fondo lactosa secarosa ¢ ambas, superficie amarilla. Gas, el medio es

desbaratado en el fondo.

6. Utilizacion del citrato

Se suspendié 24.2 g del medio deshidratado citrato de Simmons en un litro de agua
destilada. Dejando remojar durante 5 minutos, mezclando bien y calentando con
agitacion frecuente hasta ebuilicion. Se distribuyé en tubos de ensaye de 13 x 100 mm
con tapén de gasa v algodén. Esterilizando a 121 °C (15 libras de presién) durante 15
minutos. Los tubos se dejaron enfriar en posicion inclinada de manera que el medio de
cultivo en el fondo del tubo zlcance una profundidad de 1 ¢cm. Inoculando con estria la

superficie y puncionando el fondo e incubéndose a 37 "C durante 24 horas. Positivo

=hay crecimiento vire del medio a azul.

7. Reacciones de oxidacion y/o fermentacion

Se suspendié 9.8 ¢ del medio Basal OF (De Hugh y Leifson) en un litro de agua
destilada. Remojando 10 minwos y calentando con agitacién frecuente hasta disoiucién
del medio, esterilizando a 121 °C (15 libras de presién) durante 15 minutos. Se agregd
10 mL de solucidn de glucosa al 10% esterilizada por filtracién por cada 100 mL del
medic fluido. Se mezcld y distribuyo asépticarsente a razdn de 5 mL por tubo de énsaye
de 13 x 100 mm con tapén de gasa y algodon (los tubos y tapones deberan estar
estériles). e inocularon dos tubos recientemente preparados por puncién profunda con
el microorganismo en estudio, a uno de Ios tubos se adicioné una capa de Smm de
petrolato o aceite de parafina, Se incubaron ambos tubos a 37 °C durante 48 horas.

Positivo = color amarille en ambos tubos




8. Pruebas para descarboxilasas:

Se disolvieron bien los ingredientes del medio de Moeller, el aminoécido a probar 1%
de L-arginina v L-ornitina, si el aminodcido estd en forma DL se deberd usar a una
concentracion al 2%. El pH fina fue de 6.0, vacidndose 2mL en tubos de vidrio de 13 x
100 con tapén de algodén, esterilizéndose a 15 libras de presion durante 15 minutos.

Se dejo enfriar, después se inocularon y colocaron 0.5 mL de aceite mineral estéril.

Tncubandose a 37 °C durante 24 horas. Positivo = pirpura.

9. Crecimiento en placas de agar Muller Hinton con NaCL al 0, 3 y 6% de
concentracion.

Se prepararon tubos con tapdn de rosca con caldo Muller Hinton, los cuales se inoculan

con las colonias aisladas, e incubaron a 37 °C durante 2 horas, se ajustd la suspensién

bacteriana al 0.3 del nefelémetro de McFarland (1.5 x 10% células/mL). Se coloed 5 uL

de ia suspensién bacteriana con una mmcropipeta en cada una de las placas de agar

Muller Hinton con NaCl al 0, 3 y 6% de concentracidn, incubar a 37 °C durante 24

horas.

3. PRUEBAS ESPECIALES

5.1 Prueba de la Oxidasa

Se realiza con bacterias en crecimiento (18 a 24 horas) procedentes de un cultivo en LIA o
en un medio que no contenga azicar come lo es la base agar Sangre (No usar cultivos
en TCBS). En un pedazo de papel filtro colocade sobre una caja Petri estéril, se agregaron
de dos a tres gotas del reactivo de oxidasa, ¢ inmediatamente se esparci¢ un pequetio
indeulo con un palito de madera estéril a través del papel humedecido previamente con et
reactivo La reaccién positiva se indico por la aparicién de un color purpura 0scuro sobre

el papel en un lapso de diez segundos.




3.2 Prueba de la Catalasa

Con una aguja de inoculacion se recogid el centro de una de las colonias aisladas y coloco
sobre vn portacbjetos de vidrio limpio (no es recomendable utilizar cultivos de agar
sangre), agregar una gota de H20z al 30%. Inmedjatamente se observd la formacion de

burbujas (liberacién de gas) registrandose los resultados.

PRUEBAS PARA LA DETERMINACION DE PRODUCTOS EXTRACELULARES

5.3 Agar para prueba D-Nasa (Desoxirribonucleasa)

Se suspencdié 42 g del medio en un litro de agua destilada. Remojando de diez a quince
minutos v mezclando con todo cuidado. Se requirid. agregar en ese momento 10g de
Manitol y 0.025 g de Azul de Bromotimol. Mezclando cuidadosamente de nuevo para
obtener und suspension homogénea. Calentando a ebullicidén durante un minuto.

Se esterilizé en zutoclave de 12 a 15 libras de presion durante 15 minutos. Enfriando a 43-
50 °C y posteriormente se vaci6 en cajas de Petri. Si se desea, puede agregarse al medio sin

Manitcl. sangre al 5% para preparar placas de Agar Sangre.

Se adiciond después del desarrolio bacteriano una gota de 4cido clerhidrico normal o unas
gotas de sotucién de Azul de Toluidina al 0.1%. Con algunas cepas a veces es necesario
aumentar la concentracién de HCl a 2N para obtener una reaccién nitida para que aparezea
bien definida la formacién del halo claro alrededor del desarrollo bacteriano. En presencia
de acido clorhidrico diluido, éste reacciona con el Acido Desoximribonucleico (ADN) del
medio de culiivo formando un precipitado nebulose. En cambio, las colonias productoras
de desoxirribenucleasa, aparecieron rodeadas de una zonz o halo claro que contienen
fracciones de pucleétidos solubles procedentes de la degradacién del dcido
desoxirribonucleico, que no son precipitados por el dcido ¢lorhidrico. Prueba positiva =

alrededor de la colonia hay un precipitado y un halo color rosa

5.4 Produccion de hemolisinas
. -~ . - . . LA \
Inoculindose 3 mL de caldo Muller Hinton con las cepas a identificar. s incubd a 37 °C

durante dos horas. la suspensién bacteriana  se ajustd al tubo 05 del nefelémetro de




McFarland (1.5 x 10° células/mL). Se colocd 5 de la suspensién bacteriapa con una
micropipeta en una placa de agar sangre al 3%, ¢ incubd a 37 °C durante 24 horas,

posteriormente se observé el halo de la hemdlisis.

3.5 Determinacion de lipasas.

Tnoculandose 3 ml. de caldo Muller Hinton con las cepas a idenuficar, se incubd a 37 °C
durante dos horas y ajusté la suspensién bacteriana al tubo 0.5 del nefelémetro de
Mcfarland (1.5 x 10% céluias /mL). Se adiciond 5 pL de la suspensién bacterniana en una
placa con medio de yema de huevo incubandola a 37 °C durante 24 horas. La aparicion de
una zona transparente en ¢l agar alrededor de la inoculacion se lee como una reaccion de

lipasas positiva.

5.6 Determinacion de Proteasas

a) Caseinasa

Ioculando 3 mL de caldo Muller Hinton con las colonias asladas. se incubé a 37 °C
durante dos horas y ajustando la suspension bacteriana al tube 0.5 del nefelémetro de
Mefarland (1 3 x 10% células /mL). Se adiciond 10 pl de la suspension en una placa de
agar leche descremada al 10%, e incub6 a 37 °C durante 24 horas. La aparicién de un halo
transparente en la zona de inoculacién se lee como una reaccién positiva 2 la produccién de

caseinasa.

b} Gelatinasa

Inoculando 3 mL de caldo Muller Hinton con las colonias aisladas, se incubd a 37 °C
durante dos horas y ajustando la suspensién bacteriana al tubo 05 del nefelémetro de
Mefarland {1.5 x 10° céiulas/ mL). Se inocularon tubos ya preparadas y csterilizados con
medio de gelatina nutritiva por puncion. la cual se hizo en el medic hasta una profundidad
de 1.5 cm. Simultaneamente los tubos de prueba y de control se incubaron a temperatura
ambiente (22°25°C) durante 24 horas a 14 dias. Y antes de anpotar resultados se

refngeraron per una hora y observé la licuefaccién de la gelatina.

ot




METODOS DE CONSERVACION
1. CONSERVACION A CORTO PLAZO

La composicién del medio para la conservacion a corto plazo se encuentra en ¢l apéndice
A. Se prepararon tubos de ensaye de 13 x 100 con este medio y se sembrd la cepa por
estria. Se etiquetaron con su nimero correspondiente y se conservaron €n el refrigerador 2
4°C.

2. CONSERVACION A LARGO PLAZO.

La conservacion a largo plazo se realied por liofilizacién la cual consiste en la
deshidratacién de un producto previamente congelado cuya agua se elimina por
sublimacion al vacio.

2. Se realizé una revision de viabilidad y pureza de las cepas caracterizadas en agar soya
tripticaseina, incubadas por 37°C durante 18 horas.

b. Se prepararon ampolletas de 2 mL con la etiqueta correspondiente a casa cepa y S
estertlizaron a 15 libras/15 minutos.

¢. Se prepard el medio soporte para la suspension bacteriana suero con glucosa al 7.5%

d. A partir del crecimiento masive en gelosa soya tripiticaseina e incubade a 37°C durante
24 horas, se hizo una suspension en el medio soporte. Se distribuy¢ en las ampolletas
cuidando de que quedar a una altura de 0.5 cm Las ampolletas se colocaron en una
charola de acero inoxidable, la cual fue colocada en la camara de liofilizacion,

e Se realizé cuenta bacteriana antes de liofilizar.

f. El proceso de lLofilizacién consistié en congelar la atmosfera de la hofilizadora para
postenormente smciar la deshidratacion hasta alcanzar el equilibrio entre los tres estados de
la materia (1lamado punto eutéctico) y finalmente lz etapa de secado. Todo este proceso se
reahzd en 36 horas.

g. Las ampolletas con el liofilizado s¢ colocaron en un recipiente con material desecante

(bicarbonato) Y por Gltimo se procedié al scllado con vacio.




RESULTADOS

L. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION

.Se analizaron 70 muestras de agua potable obtenidas de la F.E.S. Zaragoza y otrag

dependencias de la UN.AM., obteniéndose 37 aislamientos del género deromonas, lo cual

significd el 52.85% de los muestreos realizados.

CUADRQ 13. FRECUENCIA OBTENIDA DEL NUMERO DE AISLAMIENTOS
DE CADA LUGAR DONDE SE TOMARON LAS MUESTRAS DE

AGUA POTABLE.
LUGAR SITIO DE MUESTREOQ AISLAMIENTOS (%)
FES Zaragoza CAMPUS 1 Tanque de almacenamiento o (®
Cisterna
FES Zaragoza CAMPUS II Cisterna 3 (4.28)
Grifo
Clinica Multidisciplinaria Cisterna 4 (3.71)
Zaragoza Grifo
Clinica Multidisciplinaria Cisterna 2 (2 85)
Estado de México Tanque de almacenamiento
Clinica Multidisciplinaria Cisterna 2 (2.85)
Reforma Tangue de almacenamiento
Clinica Multidisciplinaria Cisterna 0 (0
Reyes Tanque de almacenamiento
Clinrca Muitidisciplinaria Cisterna 6 (8.37)
Aurora Tangue de almacenarmiento
Grifo
Clinica Multidisciplinaria Cisterna 4 (3.7
Benito Judrez Tanque de almacenamiento
Grifo
Clinica Multidisciplinaria Cisterna 5 (7 14)
Tamaulipas Tanque de almacenamiento
Grifo
CENDI Zaragoza Cisterna 9 {12.85)
Filtro
CCH Oriente Cisterna 2 {2.35)
Grife

El género Aeromonas ¢s una bacteria de ficil crecimento que se desarrolian en los medios

diferenciales v selectivos de uso comun empleados en ¢l atslamiento de las bucterias Crram

neganvas Sin embargo, os recomendable o empleo de un caldo de enriquesimiento como

S




Agua peptonada alealina 10X pH 2.0 que se incubd a 37°C, para posteriormente sembrar en
medios de cultivo como el medio selectivo agar sangre al 5% con 30 pg/ml. de ampicilina
(estas bacterias son resistenies & este anfibidfico) y agar soya tripticascina, los cuales
demostraron ser efectivos para ¢} desarrollo bacteriano. Bl crecimiento bacteniano en agar
sova tripticaseina dio como resuitado colonias redondas, de 2-3 mm de diametro, con
bordes enteros v superficie lisa, convexas, de color blanco o ligeramente rosadas.

En agar sangre 5% con ampicilina se observaron colonias redondas, de 2-3 mm de
diamefro, con bordes enteros y superficie lisa, de color gris perlado, gue dependiendo de la
especie se presentd [a formacién de un halo de o o B hemolisis. Las especies del género
Aeromonas son citocromoxidasa positivas y es posible excluirlas rapidamente de la familia
Entercbacteriaceae por medio de la prueba de oxidasa. Al colocar dos gotas de reactivo
NNNN tetrametil-p-fenilenamidiamina (reactivo para oxidasa} en colonias superficiales

y observar la aparicion de un color ascuro, caracteristico de colonias de este género.

FIG 1. PRUEBA DE LA OXIDASA POSITIVA PARA LAS CEPAS DE Aeromonas
AISLADAS
debido a que los géneros Aeromonas v Vibrio cuentan con una alta similitud, v 2 la

xistencia de varios reportes en los que se ha identificado errdneamente, se utilizo el
riteria de Abbott que consistid en sembrar las colonias aisladas en agar TC8S y en agar

fuller Hinton con NaCl al 0%, 3%y 6%. la ausencia del crecimiento en el medio selectivo
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TCBS y en Muller con NaCl al 6% permitieron la diferenciacion de estos géneros y

.continuar con la caracterizacién.

Los métodos miniaturizados en microplaca y convencional permitieron la caracterizacion de

las especies de este género.

FIG. 2. METODO MINIATURIZADO EN MECROPLACA PARA LA
IDENTIFICACION DE LAS ESPECIES DEL GENERO Acromonas.

Las placas con microtubos de 96 pozos contenian medio de cultivo con una variedad de
carbohidratos al 0.5%, cada cepa que se tendria que identificar s¢ inoculd e incubd a 37°C
durante 24 horas. Después las reacciones se interpretaron observando la presencia o
ausencia de crecimiento en Jos pozos, como el vire del indicador de rojo a amarillo que
indicd la produccion de acido a partir de los carbohidratos: arabinosa, lactosa, sacarosa,

manito, inositol, salicina, ramnosa, manosa.

El método CAMP-like permitid determinar ciertas especies de deromonus como la
habilidad de estas bacterias para producir el factor CAMP produciéndose un fenomeno

litico que crea una cabeza de flecha entre el Staphylococens y tas Aeromonas.
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FIG.3 PRUEBA DE CAMP. LA SIEMBRA DIAGONAL A TRAVES DE LA PLACA
ES UN Stgphylococes SHEMOLITICO; LA STEMERA PERPENDICULAR ES DE UN
CULTIVO AISLADO DEL GENERO Acromonas.

La prueba de la hidrdlisis de la esculina permitio difetenciar a las especies 4. fydrophila
de 4. caviae, 1a primera es capaz de crecer en el medio e hidrolizar el glucosido esculina en

esculetina y glucosa, utilizandose como indicador el citrato de hierro.

FIG.4 PRUEBA DE HIDROLISIS DE ESCULINA POSITIVA VISTA CON LAMPARA
uv.
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Otras pruebas bioguimicas para separar las fencespecies del género Aeromonas, fueron:
wilizacidn de Citrato de Simmons, descarboxilacion de Omaitina, TSI (Agar hierro

triple azucar), MIO (Movilidad - indol - ornitina).

FIG.5 PRUEBAS BIOQUiMICAS NECESARIAS PARA LA DIF ERENCIACIﬁﬁ DE
LAS ESPECIES DEL GENEROQ Aeromonas: de izquierda a derecha TSI (Alcalino/Acido-
Gas), MI1O (Movilidad (+), Indol (+), Ornitina (+)), CITRAT( DE SIMMONS
{Utitizacion del citraio () azul).

Los tubos con caldo rojo de fenol y glucosa con tubos de Durham, demostraron la
formacion de gas v de acido a partir de la glucosa (color amarillo), caracteristica del

género Aeromonas, principalmente A. hydrophila.

FIG.6 PRUEBA DE FERMENTACION DE GLUCOSA CON TUBOQ DE DURHAM
PARA DEMOSTRAR LA FORMACION DE ACIDO Y GAS
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TABLA 1-A. PRUEBAS BIOQUIMICAS DE LAS 37 CEPAS AISLADAS Y
CARACTERIZADAS DE Aeromonds
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TABLA 1-B. PRUEBAS BIOQUIMICAS DE LAS 37 CEPAS AISLADAS Y
CARACTERIZADAS DE Aeromonas
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TABLA 1-C. PRUEBAS BIOQUIMICAS DE LAS 37 CEPAS AISLADAS Y
CARACTERIZADAS DE Aeromonas
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TABLA 1-D.PRUEBAS BIOQUIMICAS DE LAS 37 CEPAS AISLADAS Y
CARACTERIZADAS DE Aeromonas
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TABLA 1-E.PRUEBAS BIOQUIMICAS DE LAS 37 CEPAS AISLADAS Y
CARACTERIZADAS DE Aeromonas
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II. PETERMINACION DE PRODUCTOS EXTRACELULARES,
A las 37 cepas identificadas se les realizaron pruebas especiales para observar si existio la
presencia de erzimas extracelulares, las cuales son importanies porque actiian como

factores asoclados a  la virulenciz en diversos patdgenos.

HEMOLISINAS

Los tipos de hemolisinas producidos por las 37 cepas del género Aeromonas identificadas
fueron o-hemolisinas y B-hemolisinas. Se sabe que la especie A. hydrophila y A. veronii bt
veronii producen B-hemdlisis en agar sangre de carnero al 5%, por su parte 4. cavige es
reportada como no hemolitica, sin embargo en éste y oiros estudios reatizados en México y

otros paises se reporta como a-hemolitica.

o e Sy T T
TIPO DE HEMOLISIS NO. DE CEPAS IDENTIFICADAS
a-HEMOLISIS 7
B-HEMOLISIS 30
TOTAL 37

FIG. 7 ILUSTRACION DE LLA ZONA HEMOLITICA ALREDEDOR DE LA
COLONIA DE Aeromonas, DEBIDO A LA PRODUCCION DE 3-HEMOLISINAS.
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LIiPASAS
La determinacion de la produccién de enzimas que degradan los &cidos grasos: las lipasas,
es un factor asociado a la virulencia de bacterias. Se realizd en el medio agar yema de
huevo en donde se identifico una zona transparente que refiere a la actividad lipolitica del

género Aeromonas (Fig. 8.)

PROTEASAS
La prueba para observar la produccién de proteasas: caseinasas v gelatinasas, se realizd en
medio agar leche descremada al 10% (Fig. 8) y en gelatina bacteriologica 3%
respectivamente, encontrandose que las cepas aisladas fueron positivas para caseinasas en

un 7837% y 56.75% para gelatinasas.

FIG. 8 DETERMINACION DE PRODUCTOS EXTRACELULARES: DE IZQUIERDA A
DERECHA COLONIA DE A. Aiydrophila EN AGAR YEMA DE HUEVOQ (AYH),
ACTIVIDAD LIPOLITICA EN AYH. PRODUCCION DE CASEINASAS EN AGAR
LECHE DESCREMADA 106°%




PRUEBA PARA D-Nasa

El agar para la prueba de D-Nasa s un medio que permitid detectar uno de los factores
asoctados a la virulencia: la desoximibonucleasas. Existen reportes que A. Avdrophila es un
microorganismo capaz de degradar por hidrolisis el acido desoximmibonucleico (DNA), es

decir, son D-Nasas positivas.

F1G. 9 PRUEBA DE D-Nasas POSITIVA PARA Aeromonas hydrophila
{COLORACION ROSA)




TABLA 2-A DETERMINACION DE PRODUCTOS EXTRACELULARES DE
LAS 37 CEPAS AISLADAS Y CARACTERIZADAS DEL GENERO Aeromonas.

PRUEBA

1

3

4

5

T
1

E

6

|

7

8

LIPASAS
AYH

+

+

+

+

+

+

GELATINASAS

CASEINASAS
| ALD10%

P-Nasas
FERMENTACION
i

| MANITOL

TABLA 2-B. DETERMINACION DE PRODUCTOS EXTRACELULARES DE
LAS 37 CEPAS AISLADAS Y CARACTERIZADAS DEL GENERO Aeromonas.

PRUEBA

9

10

1

12

13

14

15

16 |

'
—_

LIPASAS
AYH

+

+

-+

+

+

+

+

GELATINASAS

CASEINASAS
ALD 10%

D-Nasas
FERMENTACION
MANITOL

<




TABLA 2-C. DETERMINACION DE PRODUCTOS EXTRACELULARES DE
LAS 37 CEPAS AISLADAS Y CARACTERIZADAS DEL GENERQO Aerontonas.

1 PRUEBA 17 18 19 20 21 22 23 ’ 24
LIPASAS - + ¥ - - " ¥ ¥
AYH
GELATINASAS - + - - + - + -
CASIENASAS - + - + - + + +
ALD 10%
D-Nasas - + - - + - + +
FERMENTACION
L MANITOL - + - + + - + +

TABLA 2-D. DETERMINACION DE PRODUCTOS EXTRACELULARES DE
LAS 37 CEPAS AISLADAS Y CARACTERIZADAS DEL GENERO Aeromonas.

PRUEBA 25 26 27 28 29 30 31 32
LIPASAS - + + - + + + +
AYH
GELATINASAS - - + - - - - -
CASEINASAS - - + + + + + +
ALD 10%
D-Nasas - -+ - + + + +
FERMENTACION
MANITOL | - + + + - + + +

9]




TABLA 2-E. DETERMINACION DE PRODUCTOS EXTRACELULARES DE
T.AS 37 CEPAS AISLADAS Y CARACTERIZADAS DEL GENERQ Aeromonas.

PRUEBA 33 34 35 36 37
LIPASAS + - + + +
AYH
GELATEINASAS + + - + +
CASEINASAS + + + + +
ALD 10%
D-Nasas + + + + +
FERMENTACION
MANITOL + + + + +




 frecuencia obtenida del nimero de aislamientos del género Aeromonas de las 70

sestras de agua potable fue de 52.8%4, con los siguientes porcentajes para cada especie:

A, hydrophila 45.9%
A. sobrin 18.9%

A. caviae 16.2%

A. jandaei 13.5%

A. salmornicids 2. 7%

A. veronii bt veronii 2.7%

veronii bt veronii
salmonicitda —,

\ e

jandaei

hydrophila




DISCUSION DE RESULTADOS

De acuerdo 2 los datos que se encuentran en la literatura, principalmente el estudio de J anda

I.M. v col., en el sentido de que Aeromonas se puede aislar de cualguier muestra clinica v
otras fuentes, se justifica el impulsar la investigacion sobre la influencia de las especies de
Aeromaonas aisladas de poblaciones con diversas patologias en nuestro pals.

Todas las enfermedades requieren para su diseminacion de un foco de infeccidn, una ruta
de trasmision como es el agua. Una caracteristica del género es que su habitat potencial s
el agua, tanto en aguas residuales, cloradas y de consumo humano, algunas especies crecen
en agua a un pH 5.2-9.8 y a una temperatura éptima de 28°-30°C, pueden crecer tanto €n
aguas con muy baja cantidad de materia orgdnica, como en desechos con alto contenido de
material organice.

Debido a estas caracteristicas del género Aeromonasy & datos registrados anteriormente; se
pudo llegar a los objetivos de este trabajo, aislandose el género en un 52 §% de un total de
70 muestras de agua potable de los lugares antes citados v caracterizandose a 17 cepas de
A. hydrophila, 6 de A caviae, 5 de 4. jandaer, 7 de A. sobra, 1 de A veronii bt verowmly 1
de 4. salmonicida

Este género estuvo considerado en dos grandes grupos de acuerdo a su temperatura de
crecimiento y a la capacidad de movilidad aguellas que crecian entre 35%37°C
(mesofilicas) 4. hydrophila, A. caviae y 4. sobria o Aeromonas moviles; y las cepas que
crecian enire 272°25°C o menos A salmonicida o Aeromonas no moviles Ademas, A
hydrophila crece en una gran variedad de medios entéricos pero con frecuencia es
identificada errdneamente como “coliforme”, puesto que algunas cepas SCI Capaces de
fermentar la lactosa. Al realizar las técnicas para el analisis microbiologico de agua poiable:
mesofilos aeroblos, la cual sefiala la presencia de un namero elevado de mesofilos aerobios
e indica la existencia de materia orgdnica y las condiciones favorables para la
muluplicacién de los MICTOOTEanIsmos, estos resultados proporcionaron informacion sobre
¢l grado de exposicion ambiental del agua potable y las condiciones optimas para el
desarrollo de las Jieromeonas El NMP de organismos coliformes (prucba presuntiva y
prucba confirmatoria) dieren informacidn scbre las posibles fuentes de contaminacion 4

que puede estar expuesta la fuente de abastecimientos del agua.




Avn cuando las Aeromonas se pueden confundir facilmente con bacterias entéricas, pueden
distinguirse de éstas por la reaccién positiva a la oxidesa. Muchos de los bacilos Gram
negativos, a parte de las enterobacterias tienen una actividad oxidasa variable, y la familia
Vibrionaceae es oxidasa positiva. Esta prueba se basa en la produccién bacteriana de una
enzima oxidasa, cuya reaccion de la oxidasa se debe a ia presencia de un sistema
citocromo. El uso del medio basal OF-Giucosa (Hugh-Leifson) permitid atn mas la
separacion de los bacilos Gram negativos, no fermentadores, oxidasa positivos, de las
Aeromonds.

Una vez hecha la diferenciacién de las familias s¢ debe tener en cuenta que dentro de la
misma familia Fibrionacea existe una similitud entre el género deromonas y Vibrio, por lo
que fue necesario realizar las siguientes prucbas. observar la ausencia de crecimiento en el
agar selectivo TCBS de las cepas aisladas, la produccién de gas a partir de glucosa, la
ausencia de crecimiento en el medio Muliler Hinton con una concentracién de NaCl 6%, y
la descarboxilacién de la ormnitina {base de Moeller) negativa. Todas estas pruebas
permitieron descartar unza posible confusién entre los géneros Vibrio v deromonas.

La caracterizacion de las cepas Aeromonas por métodos bioquimices convencicnales
siempre se ha considerado dificil esto detido a la similitud en las vias metabélicas de las
diferentes fenoespecies; sin embargo existen pruebas que permitieron establecer las
diferentes fenoespecies y algunas nos permitieron llegar hasta la genoespecie en algunos
erupos de hibridacion (HGs). El método de factor de CAMP permitid determinar la
habilidad del género para producir el factor CAMP como un acio de sinergismo con B-
hemolisinas de Staphylococcus aureus en los eritrocitos de sangre de carnero.
produciéndose un fenomeno litico que se observo por la aparicion de la forma de una
cabeza de flecha. Figura y col., proponen que la prueba del factor de CAMP, puede ser
utilizada como prucba de identificacion rapida de las tres especies mds importantes: 4.
Rydrophila que da positiva en condiciones aerébicas como anaerobicas, A caviae da
negativa en ambas condiciones y A. verowmi bt sobria da positiva solo en condiciones
aerébicas Al emplear ¢l método minjaturizado en microplaca determiné la produceion de
dcido de los carbohidratos propuestos segln ¢l criterio de Abbott para caractenzar a las
Aeromonas. la ventaja de usar este método fue el poder anahizar doce cepas a la vez.

evitando ¢l gasto excesivo de medios de culuvo ¢ inoculo de las cepas. como la




disminucion del uso de material v la innovacién de un métode répido y eficaz para
caracterizar bacterias de interés médico. Fue necesario realizar otras pruebas bioquimicas
como: utilizacién de citrato, produccién de dcido a partir de D-sorbitol, D-ramnosa, salicina
y lactosa, que permitieron la separacion de las fenoespecies A hydrophila o complejo de 4.
hydrophila en los tres grupos de hibridacion que comprende HGI A hydrophila, HG2
A bestiarum y HG3 A. salmonicida. Para discriminar los grupos de hibridacion f/G4 4
caviae, HGSA A. media de las fenoespecies A.caviae fue necesario® utilizacién de citrato,
produccion de 4cido a partir de D-manosa, hemolisis de eritrocitos de carnero. El grupo de
hibridacion HG8 al que pertenece A. veronii bt sobria se distinguié de HG10 A. veronii bt
veronii, por las prucbas descarboxilacién de la ornitina, hidrélisis de la esculina y
produccidn de acido de salicina.

En este estudio se determinaron productos extracelulares como la actividad hemolitica en
eritrocitos de sangre de carnero al 5%, encontrandose que el 81.08% de las cepas aisladas
produjeron p-hemolisinas. En 1984 Asac T. noté que la hemolisina producida por las
Aeromonas tiene multiples actividades biolégicas ¥ dos grupos de trabajo Howard 1987 v
Husslein en 1988 estudiaron simuiténeamente la secuencia nucleotidica de una toxina
citolitica: la aerolisina la cual es una B-hemolisina codificada por un gen aer A conocida
desde 1974 cuando Bernheimer realizé una caracterizacion de esta aerolisina en cepas de 4
hydrophila, para estos autores la aerolisina es por mucho el mas importante contribuyente
a la patogenicidad del género. La produccion de proteasas extracelulares en las cepas
aisladas y caracterizadas se obtuvieron los siguientes resultados: el 56.75% gelatinasas y el
78.37% caseinasas: en la literatura son consideradas al igual que las hemolisinas como un
factor asociado a virulencia importante en la patogenicidad, los efectos propuestos para las
proteasas incluyen dafio directo a tejido, permiten invasividad, proveen de nutrientes y
actividad proteolitica del precursor de la acrolisina, De hecho en 1981 Stevesnson y Ljungh
correlacionaron Ia actividad de enzimas exiracelulares y virulencia en cepas de 4.
hydrophila

Sc ha observado que las lipasas extracelulares juegan un papel importante cn la patogénesis
del género, incluso se conoce que los miembros de la famiha Vibrionaceae producen
fosfolipasas algunas de las cuales actian como  hemolisinas y algunas como ¢l

alicerofosfolipide colesterol aciitranslerasa (GCTA), de las 37 cepas s¢ determing solo a




actividad lipolitica en el medio agar yema de huevo, resuitando que el 7567% la
produjeron; se han descrito en la literatura varios genes que codifican para diferentes
lipasas incluso Merino y col.,, en 1999 encontraron un gen ilamado lip que codifica para
una GCTA demostrando que tiene un 99.1% de identidad a nivel de proteina con una
hemolisina, ademés de esto la GCTA es un importante factor de virulencia.

En Meéxico, se han realizado pocos estudies sobre la produccion de la enzima ADNasa del
género Aeromonas, la cual es una enzima que degrada las uniones del ADN (esta enzima
se presenta entre las especies de Estafilococos con alta virulencia), en este estudio se
obtuvo que ei 70.20% de las cepas produjeron esta enzima. Por lo que se consideré un
factor mas de virulencia caracteristico de este género.

Se tratd de establecer una correlacién entre algunas pruebas bioquimicas de deromonos y
los factores de virulencia v se ha encontrado que la mayoria de los casos, las cepas
consideradas toxigénicas aisladas y caracterizadas se asociaron a la no fermentacién de la
arabinosa, a una prueba de Voges-Proskauer positiva, a la descarboxilacion de la lisina, asi
como a la produccién de gas de la glucosa; esta correlacion fue parecida a los resultados
obtenidos por Burken en los aislamientos de Tasmania.

La determinacién de proteasas, lipasas y menos frecuentemente las ADNasas son
consideradas también come productos extracelulares que participan en la patogenicidad def
género Aeromonas. tal y como lo considerd Villarruel y col.. de cepas ambientales,
considerande que la produccion de las enzimas es una caracteristica independiente de las
especies de Aeromonas. Ademas se evidencid que el género deromonas esta presente en el
agua potable y su desarrollo se favorecid durante los meses de primavera-verano, y que
aun siendo agua potable este es un medio de trasmision de esta bacteria y su caracterizacion
es dificil sino se conocen las caracteristicas morfolégicas y fisiolégicas del género. esto se
pudo comprobar con lo sucedide aqui cn nuestro pais cuando se realizd un estudio en el
que participaron 228 laboratorics del IMSS, ISSTE, §SA, PEMEX, estatales y
particutarcs, dentro de un ciclo de evaluacion de la calidad del programa de evaluacidn de
la caiidad entre laboraterios (PECEL ENCB) enviando una muesira de A. Avdrophila para
que luera identificada. en este estudio solo el 43% de los laboratorios fucron acreditades al
menos con fa identificacion del género, cf resto de los laboratorios no acreditados

reportaron al menos 45 géneros  bacterianos entre los cuales  destacaron  Fibrio,

js18]




Pseudomonas, Pasteurella v Enterobacterias, esto representa algunas de las dificultades
que se tienen a nivel de laboratorio para ia identificacion de este génere, ya que no se tienen
los medios adecuados para su aislanuento y no se toma en cuenta en un examen de rutina,
ademas es importante sefialar que algunos laboratorios no aprobados emplearon sistemas

automatizados como et Cristal BBL v Vitek.
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CONCLUSIONES

Se aislo el género Aeromoenas de muestras de agna potable que han sido tratadas,

confirmando que su frecuencia aumenta en los meses de primavera-verano, lo cual
concuerda con los datos internacionales.

Se logro aislar 37 cepas como Aeromonas 1o que representd et 52.8% de las
muestras analizadas; de las cuales se caracterizaron 17 cepas como 4 hvdrophila, 7
como A sobrig, 6 como A caviae, 5 como 4. jandaei, 1 como A. veronit b veronii'y
1 como A.salmonicida.

La presencia del género deromonas en agua potable indicéd que esta contaminada,
aisiandose de CENDI Zaragoza en mayor porcentaje, seguido en orden decreciente
en las Climcas Aurora, Tamaulipas, Benito Judrez y Zaragoza, FES Zaragoza
Campus II, Clinicas Estado de México, Reforma y CCH Oriente, por lo cual es
necesario vigilar y controlar rigurosamente la captacién y almacenamiento de esta
fuente, para asi prevenir un posible brote de enfermedades diarreicas ya que en
algunc de estos lugares se maneja nfantes o se presta servicio odontologico a
pacientes.

A hydrophila es la especie que se aislé con mayor frecuencia en las muestras de
agua potable.

La utilizacién de pruebas como la oxidasa, permitieron descartar ripidamente a la
familia Enterobacteriacea del género Aeromonas

La utilizacian de los métodos: factor de CAMP, convencional y miniaturnizados (en
microplaca) facilitaren la caracterizacion del género.

Se demostrd que la mayor parte de las cepas de Aeromonas aisladas de agua potable
producen factores de virulencia y que estos resultados se correlaciona con los datos

obtenidos er invesugaciones del género a nivel mundial.
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PROPUESTAS

Determinar otros factores de virulencia asociados con la virulencia del
género Aeromonas de las cepas aisladas, para aportar mas informacion

sobre la epidemiologia de este género en México.

Determinar la resistencia antimicrobiana de las cepas de Aeromonas aisladas

de 1as muestras de agua potable.

Continuar con el mantenimiento a large plazo de las cepas aisladas por

medio de los métodos de congelacién a ~20°Cy liofilizacion.
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APENDICE -A

MEDIOS DE CULTIVO
1. AGUA PEPTONADA AL CALINA IX
Peptona 04 g
Cloruro de sodio 04g
Agua destilada 40 mL

Ajustar el pH a 9.0 con NaOH y envasar 10 mL en tubos de vidrio de 16 x 150 con tapon
de rosca.. Esterilizar 121°C por 15 minutos. Enfriar y tapar bien para evitar que el pH

descienda, guardar en refrigeracion hasta el momento de usarlos.

2. AGUA PEPTONADA ALCALINA 10X

Peptona 20¢g
Cloruro de sodio 20¢g
Agua destilada 200 mL

Ajustar el pH 2 9.0 con NaOH y envasar 50 mL en matraces Erlenmeyer de 500 mL con

tapén de rosca. Esterilizar a 121°C por 15 minutos. Enfriar y guardar en refrigeracion hasta

el momento de usarlos.

3. MEDIO TCBS (AGAR TIOSULFATO, CITRATO , BILIS,

SACAROSA)

Extracto de levadura S5g

Proteasa peptona 10g

Citrato de sodic 10g

Tiosulfato de scdio 0g
Bilis de buey 8¢a

Sacarosa 20¢g
Clorure de sodio 10g
Curato férrico lg
Arul de bromotimol 0.04 ¢
Azul de timol 0.04 2




Agar 15g
Agua destilada 1000 mL

Prepararto inmediatamente antes de usarse. Disolver todos los ingredientes por ebullicion.
Ajustar el pH a 8.6. Enftiar a 55°C v llenar las cajas de Pets estériles. NO DEBE TENER
AGUA DE CONDENSACION Y NO DEBE ESTERILIZARSE EN AUTOCLAVE. Debe
prepararse el dia que se va a emplear, méximo 24-48 horas almacenado a 4-6°C en bolsa de

plastico fechada.

4. AGAR SANGRE DE CARNERO AL 5% CON AMPICILINA

BASE

Infusidn de masculo cardiaco 375 ¢
Peptona de carne 10g
Cloruro de sodio 5g
Agar-agar 15g

Rehidratar 40 g de cultivo en un litro de agua destilada. Calentar agitando frecuentemente
hasta el punto de ebullicion y completa dilucion del medio. Estentlizar a 121°C durante 20
minutos. Enfriar a 45°C y agregar 5% de sangre desfribinada de carnero estéril girando
suavemente el matraz para evitar la formacién de burbujas, adicionar 30 ug de ampicilina,

homogenizar y vaciar en cajas de Petri estériles.

5. MEDIO DE MOELLER

Medio basal
Peptona 5g
Extracto de carne 58

Purpura de bromacresol al 1 6% 0.625 mL

Rojo de cresol al 0.2% 2.5mL
Glucosa 05¢
Piridoxal 50¢

Agua destilada 1000 mL




Disolver bien los ingredientes y agregar al medio basal el aminozcido a probar 1% de
L-arginina, L-omitina o L-lisina, si el aminodcido esta en la forma DL se debera de usar
a una concentracién al 2%. Ajustar el pH a 6.0-6.5 vaciar 4 ml. en tubos de vidrio de 13
x 100 con tapén de algodén previamente esterilizados, Esterilizar a 10 Ib durante 10

minutos. Después de inocular se colocan 0.5 mL de vaselina lquids estéril.

6. AGAR YEMA DE HUEVO

Tripticasa 20¢
Na,HPO, 25¢g
Na(l 5¢g
MgSO0; al 3% en agua 0.1 mL
Glucosa lg
Agar 125 ¢
Agua destilada 500 mL

Ajuste el pH a 7.3-7 4 y esterilizar 2 121°C durante 15 minutos. Enfriar a 60° y agregar
una yema de huevo Mezclar y vaciar en placas. Los huevos deben sumergirse en etanol

absolute por una hora.

7. AGAR BILIS ESCULINA

Extracto de carne . 30g
Peptona 50¢g
Citrato férrico 05¢g
Esculina 1.0¢g
Agar 150¢g
pH final 6.8

Disolver por scparado ¢l extracto, la peptona y ¢l agar en 400 mL de agua. el citrate ferrico
en 100 mi. de agua Combinar las soluciones y adictonar 400 mL de agua, hervir durante 190

minutos, esterilizar a 121°C durante 15 munutos, colocar la esculina en 100mL de apua y




calentar para disolverla; estertizarla por filtacion. Adicionaria al preparado anterior en

condiciones de esterilidad. Mezclar v envasar en cajas de Petri estériles.

8. AGAR LECHE DESCREMADA AL 1%

Peptona de caseina 50¢g
Extracto de levadura 25¢g
Glucosa 1.0g
Agar 150¢g

Leche descremada reconstituida al 10% 100 mL

pH final 7.0

Disolver los ingredientes en un litro de agua destlada mediante ebuilicién con agitacion
continua. Esterilizar a 121°C durante 15 minutos. Por otra parte la leche descremada
esterilizarla a 121°C durante 10 munutos. El medio final se prepara mezclando el medio

base y la leche. homogenizar perfectamente ¥ distribuir en cajas de Petri estériles.

9. AGAR MULLER HINTON (AMH)

Infusidn de carne de res 300¢g

Peptona de caseina acida 175¢g

Almidén 15g
Agar 170¢g
pH final 7 4

Disolver 38g de los ingredientes en un litro de apua desulada mediante ebullicidn con
agitacién continua. A 500 ml agregar 3% v a los otro 300 mL 6% respectivamente de
cloruro de sodio. Estenlizar a 121°C durante 15 minutos y distribuir en cajas de Petri

esténles.




10, AGAR SOYA TRIPTICASEINA

Peptona de soya 30g
Peptona de caseina 17.0g
Cloruro de sodio 50g
Dextrosa 25¢g
Fosfato dipotdsico 25¢g
Agar I5¢g
pH final 7.3

Disolver los ingredientes en un litro de agua destilada mediante ebullicién con agitacién
continua Esterilizar a 121°C durante 15 minutos, distribuir en cajas de Petri estériles o en

tubos de 18 x 150 con tapén de algodén en condiciones estériles.

11, CALDO MULLER HINTON

Infusion de carne de res 300¢g
Peptona de caseina acida 175 ¢
Almidén 15¢
pH finai 7 4

Disolver los ingredientes en un litro de agua destilada, mezclar. si es necesario calentar un
poco hasta diselucién, distribuir 3 mL en tubos de 13 x 100 con tapon de rosca, esterilizar

4 121°C durante 15 minutos. Enfriar y guardar en refrigeracién hasta utilizarlos.




MEDIOS DE CONSERVACION
12. SOPORTE PARA CONGELACION
Caldo Todd-Hewitt 100 mL
Glicerol 49 mL

Esterilizar el caldo a 121°C durante 15 minutos , adicionar el glicerol estéril en condiciones

asépticas.

13. SOPORTE PARA LIQFILIZAR
Suero de caballo estéril 100 mL
Glucosa anhidra 75¢g




APENDICE -B

REACTIVQS
1. OXIDASA
NN NN Tetrametil p-fenilendiamina lg
Agua destilada 100 mL
2. CATALASA

Perdwido de hidrégeno al 3% en agua destilada.

3. KOVACS PARA INDOL

p-dimetilamino benzaldehido S5¢g
alcoho!l amilico 75 mL
HCI concentrado 25 mL

Disolver el aldehido en el alcohol por calentamiento suave en bafio maria (SSOC). enfriar v

agregar el acido. Proteger de la fuz y refrigerar.

4. ROJO DE METILO (RM)

Rojo de metilo 04 g
Alcohot etilico 40 mL
Agua destilada 100 mL

Disolver el rojo de metilo en etanol y aforar a 100 mL con agua destilada.

5. VOGES-PROSKAUER (VP)

Alfa naftol Sg

Alcohol etilico 100mL

La solucion resultante es de color paja. s1 €3 MAS OSCUTa no sirve. Para la prueba se colocan

0.2 mL de NaOH al 40% (sol. acuosa) y 0.6 mL de alfa naftol.




APENDICE-C

COLORACION DE GRAM MODIFICADO POR HUCKER

A. Cristal violeta (solucion concentrada)
Cristal violeta 20¢g
Alcohol etilico absoluto 100 mL

B. Solucion concentrada de oxalato
oxalato de amonio 1 mL
agua destilada 100 mL

Mezclar la solucion A con la solucion B.

C. Solucidn de yodo (lugol)

Yodo lg

Yaduro de potasio 2mL

Disolver completamente en 5 mL de agua destilada y agregar 240 mL de agua destilada.

Bicarbonato de sodio al 5% en solucion acucsa 60 mL
Mezclar bien y conservar en frasco dmbar con tapén esmerilado.

D. Alcohol acetora para decolorar

Alcchol etilico absoluto 250 mL
Acetona 250 mL
Mezclar y conservar en frasco con tapon esmerilado

E. Solucion de safraning concentrada.

Safranina O 25¢g
Alcohol etilico absoluto 100 mL
Solucién de trabajo: diluir safranina 1:5 6 1:10 con tapon esmerilado.

METODO:
1. Fijar el frote con calor

2. Cubrir el frote con cristal violeta y dejar durante 10 segundos

3 Escurrir el colorante y lavar el resto con lugol

4. Cubrir la preparacién con lugol y dejar 10 segundos

5. Lavar con agua de la llave

6. Decolorar con alcohol-acetona durante 10 segundos e inmediatamente
cnjuagar

7. Cubrir Ja preparacion con safranina durante 10 segundos. lavar v dejar secar
al aire.

oo

IIxaminar al microscopio con aceite de inmers1om.(100X)
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