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INTRODUCCION

En la década de los 80 tiene lugar una explosién de interés cientifico de los miembros
del género Aeromonas como patégenos para €l hombre y animales debido, principalmente,
a la asociacién de estas bacterias con procesos gastroentéricos humanos. Actualmente,
existen otras dreas de interés creciente, como la compleja taxonomfia y los factores asociados
a la virulencia, potencialmente responsables de infecciones humanas y animales.

En distintas partes del mundo se han descrito procesos gastroentéricos asociados,
aunque no necesariamente causados por Aeromonas spp. (Gracey y col., 1982; Janda y
Duffey, 1988; Altwegg y Geiss, 1989); al parecer ¢sta asociacién es mds frecuente en nifios
menores de 2 aftos, adultos mayores de 50 afios y personas inmunodeficientes (Burke y
col., 1983a; Agger, 1986; San Joaquin y Pickett, 1988; Kuijper y col., 1989a; Gluskin y
col., 1992) habiéndose detectado un mayor nimero de casos en verano (Burke y col,,
1984b; Agger y col., 1985; Nishikawa y Kishi, 1988; Wilcox y col., 1992). En general, las
cepas poseen factores indicadores de virulencia como enterotoxinas, citotoxinas,
hemolisinas, proteasas y o capacidad invasiva, aunque no estd clara la repercusién relativa
de estas propicdades en la patogenicidad, de modo que no todas las cepas que las poseen
parecen ser virulentas, siendo necesaria la combinacién de estas propiedades bacterianas
con factores predisponentes en el hospedador para que aparezca la diarrea (Kirov, 1993).
La hospitalizacién, terapia antimicrobiana, neutralizacién del 4cido géstrico o inhibicién de
la secrecibn 4cida, enfermedades hepdticas o des6rdenes intestinales, asf como las cirugfas
gdstrica o entérica, cdncer de colon, hemorragias gastrointestinales e inflamaciones
idiopdticas se consideran factores predisponentes por parte del hospedador (Goodwin y
col., 1983; George y col., 1985; Moyer, 1987).

No existe un modelo animal que permita reproducir la diarrea asociada a Aeromonas,
por lo que los postulados de Koch, necesarios para considerar a un microorganismo como
agente causal de una enfermedad infecciosa, no se cumplen (Janda, 1991). Pazzaglia y col.
(1994) han intentando establecer un modelo animal administrando 108 ufc/dia durante 4 dfas
a ratones alimentados con dietas hipoproteicas, sin detectar sintomas de enfermedad en
ningun animal. Morgan y col. (1985), observan que s6lo dos personas de 57 voluntarios
sanos desarrollaron diarrea tras ingerir dosis superiores a 1010 bacterias procedentes de
heces diarreicas y con capacidad toxigénica. Sin embargo, en este estudio no se tienen en
cuenta las propiedades adhesivas de las cepas o el nivel de inmunidad de estas personas.

La principal fuente de infeccion parece ser el agua. Asi, se han detectado recuentos
elevados de Aeromonas en, pricticamente, todos los tipos de aguas, incluso en las
sometidas a cloracién (Hazen y col., 1978; Burke y col., 1984b; Schubert, 1991),
considerdndose el agua no tratada como un importante factor de riesgo (Moyer, 1987).



INTRODUCCION

El aislamiento de ¢stos microorganismos a partir de alimentos es un hecho frecuente
(Callister y Agger, 1987; Okrend y col., 1987; Abeyta y Wekell, 1988; Nishikawa y Kishi,
1988; Palumbo y col., 1989) por lo que, potencialmente, pueden incluirse dentro de los
patdégenos causantes de toxiinfecciones alimentarias (Buchanan y Palumbo, 1985; Morgan y
Wood, 1988; Wadstrom y Ljungh, 1991). Adem4s, Palumbo (1986) y Beuchat (1991)
entre otros autores, compruchan que ciertas cepas, incluso enterotoxigénicas, son
psicrétrofas por lo que la refrigeracién de los alimentos no serfa suficiente para frenar su
desarrollo.

Numerosos investigadores han detectado enterotoxinas producidas por este grupo
bacteriano (Burke y col., 1981b; Palumbo y col., 1987; Houston y col., 1991; Condon y
col., 1992) incluso en alimentos refrigerados (Majeed y MacRae, 1991). Esto supondria
que la presencia de un nimero elevado de Aeromonas en alimentos no s6lo significarfa un
riesgo de infeccién, sino también de intoxicacién. No obstante, los pocos casos de
gastroenteritis asociados a Aeromonas registrados hasta el momento, presentan un periodo
de incubacién demasiado largo (> 6h.) como para ser reflejo de una intoxicacién (Tabla
I.1).

El controvertido papel de Aeromonas spp. méviles en las toxiinfecciones alimentarias
es una realidad desde que los estudios microbioldgicos, epidemiolégicos, clinicos ¢
inmunolégicos indican que, al menos algunas cepas, son enteropatégenas.

L1, - Taxonromja
I.1.1. - Precedentes historicos

El prnimer autor que describié un miembro perteneciente al actual género Aeromonas
fue, probablemente, Zimmermann (1890). Este investigador aislé una bacteria del agoa
potable de la ciudad de Chemnitz que se caracierizaba por su crecimiento puntiforme en agar
gelatina, por 1o que la denomind Bacillus punctatus. En afios posieriores, varios autores
describieron cepas similares, procedentes de distintos origenes acuiticos (Frankland y
Frankland, 1889; Burckhardt, 1917) y su denominacién pasé de Bacterium punctatum
(Lehmann y Neumann, 1899) a Achromobacter punctatum (Bergey y col., 1923), siendo,
posteriormente, transferida al género Pseudomonas, como Ps. punctata (Schiperclaus,
1930; Hitchner, 1948). Finalmente, en la séptima edicién del Manual Bergey (Snieszko,
1957} este microorganismo se registra como Aeromonas punctata.

Un afio después de la publicacién de Zimmermann (1890), Sanarelli (1891). aislé un



Tabla 1.1 - Procesos infecciosos asociados con la presencia de Aeromonas spp. mdéviles en alimentos

Lugar Tasa de ataque Periodo de Aislamientos de Aeromonas en : Referencia
incubacién (h)
alimentos heces
Escuela (Rusia) Intoxicacién masiva ? Pescado (precongelado) ? Kalina, 1977
Hungria Varios casos 20 Sopas, caldos de fécula ? Janossy y Tarjan, 1980
Cena festiva 172 20 Caracoles (precongelados) Si Agbonlahor y col., 1982
Lusiana (USA) 472 24-48 Ostras NE Abeyta y col., 1986
Florida (USA) 7117 22-34 Ostras Si Abeyta y col., 1986
Escuela Primaria (Jap6n) 291737 ? Desconocido ;comida escuela? Si  Kobayashi y Ohnaka, 1989
Hogar familiar (Jap6n) 4/5 ? Pescado (sashimi) Si  Kobayashi y Ohnaka, 1989
Bar (Escocia) >20 <24 Langostinos cocidos No Smail, 1980*
Restaurante (UK) 3/3 24-36 Ostras NE McSwiggan y Jones, 1978*
Restaurante (UK) 14 >24 Langostinos cocidos NE Informe hospitalario*
Restaurante (UK) 2 6-agos Langostinos cocidos No Informe hospitalario*
Establecimiento especializado 1 48 Céetel de gambas Si Altwegg y col., 1991

en comida preparada (USA)

*, - Citado por Todd y col. (1989)
NE -- No examinado
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bacilo de sangre y linfa de rana, que designé como Bacillus hydrophilus fuscus. El estudio
comparativo de este microorganismo con la descripcién microbiol6gica realizada por Ernst
(1890) del bacilo Bacillus ranicida (agente causal de la enfermedad primaveral de las ranas),
llevd a Sanarelli a la conclusién de que las dos especies debfan de ser las mismas. Ademads,
este autor rechazo el término ranicida, ya que este bacilo también podia ser agente infecctoso
de peces y animales de sangre caliente. En el Manual Bergey (Bergey y col., 1923) a esta
especie se le denomina Proteus hydrophilus, manteniéndose con este nombre (Reed vy
Toner, 1942; Kulp y Borden, 1942; Guthrie y Hitchner, 1943) hasta que se transfiri6 al
género Pseudomonas (Hitchner, 1948). En la séptima edici6én del Manual Bergey
{Snieszko, 1957) se reclasificé como Aeromonas hydrophila.

Hammer (1917) es el primer autor que describe la presencia de Aeromonas en
alimentos, al aislar una bacteria en leche alterada que denomind Bacillus ichthyosmius.
Entre los primeros investigadores que observaron Aeromonas spp. asociadas a infecciones
humanas o animales se cita a Aikten y col. (1936) y Miles y Halnan (1937). En 1954, Hill
y col. aislan una cepa, a partir de un proceso septicémico desarrollado en un hombre vy,
posteriormente, Caselitz (1955) le asigna el nombre de Vibrio jamaicensis.

La especie denominada actualmente A. caviae fue descrita por primera vez por
Scherago (1936) como Pseudomonas caviae, agente causante de la septicemia epizodtica de
fos cobayas. Mis tarde, Liu (1962) y Schubert (1964) establecieron que este bacilo podia
ser una cepa anaergena del grupo Aeromonas y la llamaron A. punctata subsp. caviae.

En 1936, Kluyver y van Niel proponen el nombre de Aeromonas; Stanier (1943)
apoya esta iniciativa y, finalmente, la séptima edicién del Manual Bergey ( Snieszko, 1957 )
incluye este género dentro de la familia Pseudomonadaceae. La octava (Schubert, 1974) y
novena (Popoff, 1984) edicién reclasifican este género dentro de 1a familia Vibrionaceae.

En 1969 Schubert, describe dos especies: A. hydrophila (con tres subespecies: A.
hydrophila, A. anaerogenes y A. proteolytica) y A. punctata (con dos subespecies: A.
punctata y A. caviae).

Los datos expuestos, anteriormente, se han recogido de los trabajos publicados por
von Graevenitz (1987) y Reina (1992).

En 1976, Popoff y Veron estudiaron el comportamiento de 68 Aeromonas meséfilas
(anteriormente denominadas A. hydrophila y A. punctata) frente a 203 pruebas bioquimicas
y fisiolégicas, diferenciando A. hydrophila (con las biovariedades X; y X7) y A. sobria.
Posteriormente, Popoff y col. (1981) pudieron comprobar, estudiando la homologia del
ADN. que las tres especies previamente descritas (A. hvdrophila, A. sobria y A. caviae,
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esta dltima serfa la biovariedad X5 de A. hydrophila) eran genéticamente distintas y que, al

menos dentro de cada una de ellas, se integraban dos o tres grupos de hibridacién, lo que
hacia suponer la existencia de mds especies de las que en ese momento podian diferenciarse
bioquimicamente.

I.1.2. - Clasificacion

El género Aeromonas esti constituido por formas bacilares rectas o curvas, de
extremos redondeados, de 0,3 a 1,0 um de didmetro y de 1,0 a 3,5 um de longitud.
Aparecen como células aisladas, en parejas o formando cadenas cortas. Gram-negativas,
generalmente méviles (hay especies inméviles) con un tnico flagelo polar. Anaerobias
facultativas, con metabolismo respiratorio y fermentativo de la glucosa. Catalasa y oxidasa
positivas y resistentes al agente vibriostitico 2,4,diamino-6,7 diisopropilpteridina (0/129).
El porcentaje molecular de G+C del ADN es 57-63 (Bd, T,,) (Joshep y col., 1987).

Las principales caracteristicas que permiten diferenciar el grupo de Aeromonas spp.
méviles de otros microorganismos frecuentes en los mismos ambientes radican en su
cardcter oxidasa positivo, que las diferencia de la familia Enterobacteriaceae; su capacidad
para fermentar los carbohidratos que las distingue de Pseudomonas spp.; su crecirniento en
caldo nutritivo en ausencia de CINa y resistencia al agente vibriostitico 0/129, en
contraposicién al comportamiento de Vibrios spp. hal6filos; la produccién de DNasa, el
fracaso para metabolizar el inositol y, como se ha dicho anteriormente, 1a resistencia al
agente vibriostitico (/129 que las distingue de Plesiomonas shigelloides. A diferencia de las
aeromonas méviles y meséfilas Aeromonas salmonicida es inmévil y no crece a 37°C
(Holmberg y Farmer, 1984; Popoff, 1984; von Graevenitz, 1985).

Actualmente, el género Aeromonas estd incluido junto con Vibrio, Photobacterium y
Plesiomonas en la familia Vibrionaceae (Popoff, 1984; von Graevenitz, 1985). Estos
autores describen dos grupos de Aeromonas, €l primero formado por un grupo homogéneo
y reducido de cepas psicrétrofas, inméviles, incapaces de crecer a 37°C, productoras de un
pigmento pardo soluble en agua, altamente patdgenas para peces aunque no para ¢l hombre,
cuya tnica especie es A. salmonicida, que incluye tres subespecies: salmonicida,
achromogenes y mausocida. El segundo grupo, amplio y heterogéneo, constituido por
aeromonas méviles mesofilas, a menudo denominadas genéricamente como A. hydrophila,
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y dividido en tres especies : A. hydrophila, A. caviae y A. sobria. El interés en los iltimos
afios se ha centrado en este segundo grupo por su implicacién en enfermedades humanas.

L.as diferencias bioquimicas entre estas tres especies de aeromonas maéviles se basan
en la incapacidad de A. sobria de hidrolizar la esculina, crecer en presencia de CNK, utilizar
la L-arginina, L-histidina y L.-arabinosa y fermentar la salicina, mientras que, al igual que
A. hydrophila, produce gas de la glucosa, H,S de la cisteina, aunque muestra un
comportamiento variable en el Voges Proskauer (produccién de acetoina a partir de la
glucosa). A. caviae, por el contrario, no produce gas, ni HyS, ni acetoina, siendo positiva
(al igual que A. hydrophila) en el resto de las pruebas en las que fracasa A. sobria. (Popoff,
1984).

Colweli y col. (1986) al estudiar las fracciones 55 y 16S del ARN, han observado
que la evolucién filogenética de las cepas incluidas en el género Aeromonas difieren lo
suficiente de la de los microorganismos pertenecientes a las familias Enterobacteriaceae y
Vibrionaceae, como para excluirlas de esta dltima, y proponen la creacién de la familia
Aeromonadaceae. Ruimy y col. (1994) coinciden en la necesidad de crear esta familia, al
analizar la secuencia de la subunidad pequena del ARNT.

Los estudios realizados por Fanning y col. (1985), confirmaron los resultados
obtenidos previamente por Popoff y col.(1981), demostrando la existencia de cepas que no
podian incluirse en ninguna de las especies conocidas hasta el momento, asi como distintos
grupos de hibridacién, en base a la cinética de asociacién ADN-ADN, dentro de cada una de
las especies bioquimicamente definidas.

Allen y col. ya describieron en 1983 una nueva especie perteneciente al género
Aeromonas, denominada A. media y caracterizada por ser inmévil y producir un pigmento
pardo.

En 1987, Hickman-Brenner y col., estudian genéticamente 11 cepas que, por su
semejanza con V. cholerae y ser omitina descarboxilasa negativas, habfan sido previamente
designadas como "Grupo entérico 77". En este trabajo se comprobd que podrian constituir
una nueva especie {A. veronii), cuyas principales caracteristicas bioquimicas radicaban en
carecer de ornitina descarboxilasa y poseer arginina dihidrolasa. En este mismo estudio se
compard la cepa tipo de A. veronii con otras del género Aeromonas, diferencidndose un

grupo con un elevado grado de hibridacion genética que se caraclerizaba por ser ornitina
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descarboxilasa negativo y arginina dihidrolasa y lisina descarboxilasa positivo; la
confirmacién de estos datos conllevaria la existencia de un biogrupo dentro de esta especie
(Fanning y col., 1985). Hickman-Brenner y col. (1988), comprobaron que 8 cepas
similares a Vibrio damsela, aunque crecian en ausencia de CINa y habfan sido consideradas
como "Grupo entérico 501", en rcalidad, pertenecfan al género Aeromonas y se
correspondian con la especie denominada A. schubertii. Un segundo grupo, actualmente
designado como "Grupo de Aeromonas 501", es similar a A. schubertii aunque muestra
ciertas diferencias fenotipicas (indol positivo y lisina descarboxilasa negativo).

Schubert y Hegazy (1988) caracierizan a A. eucrenophila que, bioquimicamente, se
corresponde con cepas aerogénicas de A. caviae y que representarfa la especie anteriormente
denominada A. punctata subsp. punctata.

Carnahan y col. (1991c) detectan un nuevo grupo de hibridacién, denominado A.
jandaei, similar a A. sobria pero sacarosa negativo. Posteriormente, se describi6 otro grupo
de hibridacidn, caracterizado por su sensibilidad a 1a ampicilina, que se denominé A. trota
(Carnahan y col., 1991b).

En 1992, Martinez-Murcia y col., basindose en la secuencia genética de la fraccién
16S del ARN, describen una nueva especie, A. allosaccharophila, cuya cepa tipo es CECT
4199. Estudios de letalidad en peces parecen indicar que esta nueva especie puede que,
tinicamente, sea patégena oportunista, al contrario que A, jandaei que se ha manifestado
como patégeno primario (Esteve y col,, 1995).

Schubert y col. (1990a,b) propusieron dos especies de Aeromonas meséfilas: A.
enteropelogenes y A. ichthiosmia, aunque la secuenciacién de la fraccién 16S del ARNr ha
demostrado que estos microorganismos son idénticos a A. trota y A. veronii,
respectivamente (Collins y col., 1993).

L1.2.1. - Grupos de Hibridacién: identificacién bioquimica

Los grupos de hibridacién (GH) se han constituido en funcién de la reasociacién del
ADN de las cepas. Los criterios empleados para establecer los 13 grupos de hibridacién
(Tabla 1.2), descritos hasta ahora, se basan en las tasas relativas de unién del ADN. La
especie genética incluida en cada grupo de hibridacidn, lo estd en funcién de la cepa tipo que
se integre en él (Janda, 1991). De este modo se han constituido once de los trece grupos de
hibridacién, ya que el 2 (GH2) y el 11 (GH11) no han podido ser asimilados en las
gspecies descritas (Janda, 1991).

La especie fenotipica A. hydrophila engloba tres grupos de hibridacién (GH1, GH2 y

9



Tabla 1.2 - Actuales grupos de hibridacién dentro del género Aeromonas (Fanning y col., 1985; Arduino y col., 1988;
Hickman-Brenner y col., 1988; Schubert y Hegazi, 1988; Kuijper y col., 1989a; Altwegg y col., 1990; Carnahan y col.,

1991b,¢)

GH Especie genética Especie fenotipica Aislamiento en el hombre Frecuencia clinica
1 A. hydrophila A. hydrophila Si (++++)
2 Sin nombre A. hydrophila Si (+)
3 A. salmonicida A. hydrophila Si (+)
4 A. caviae A. caviae Si (++++)
5 A. media A. caviae Si (++)
6 A. eucrenophila A, caviae Neo -)

7 A. sobria A. sobria No )
8/10 A. veronii A. sobria Si (++++)
9 A. jandaei A. sobria Si (++)
1078 A. veronii A. veronii Si (++)
11 Sin nombre A. veronii Si (+)
12 A. schubertii A. schubertii Si (++)
13 A. rrota A. sobria Si (++)

Frecuencia clinica: (++++), predominan aislamientos clinicos; {++) de 10 a 50 aislamientos clfnicos conocidos; (+) menos de 10 aislamientos
clfnicos conocidos; (-) ning(n aislamiento clfnico

10
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GH3); la cepa tipo de A. hydrophila ATCC 7966 estd incluida en el GH1, por lo que este
grupo constituye la especie (genética) A. hydrophila. La cepa tipo de A. salmonicida ATCC
33658 se integra en el GH3, por lo que las diferencias fenotipicas (inmdvil y pigmento
pardo) que, originalmente, distinguian las cepas de A. salmonicida de las Aeromonas
mesdfilas ahora, Gnicamente, definen una subespecie dentro del GH3 (Janda, 1991).
Existen controversias en relacién con el GH4, ya que A. caviae y A. punctata lienen la
misma cepa tipo (ATCC 15468) (Farmer y col., 1986).

El GH5 contiene la cepa tipo A. media ATCC 33907. Hickman-Brenner y col. (1988)
observan dos grupos de hibridacién, relacionados genéticamente, que denominan GHS5A y
GHS3B; A. media subsp. new name la incluyen en el GH5A y a A. media subsp. media en
el GH5B. Debido a las importantes diferencias fenotipicas detectadas entre las cepas de A.
media subsp. media, aisladas en aguas y en muestras clinicas, es preciso apuntar la
posibilidad de que existan dos biogrupos: el I, constituido por cepas inmdviles ¢ incapaces
de vsar la sacarosa como Unica fuente de carbono y el biogrupo II, que incluirfa cepas
méviles que crecen con dicho azdcar (Alien y col., 1983).

Los grupos de hibridacién GH6 (A. eucrenophila) y GH7 (A. sobria) comprenden
cepas que hasta el momento no han sido aisladas de muestras clinicas.

La mayorfa de las cepas de A. sobria, aisladas en la clinica, no se integran en el GH7
(que contiene la cepa tipo de A. sobrig CIP 7433), sino en el GHS8 (que incluye la cepa tipo
de A. veronii ATCC 9071), por lo que los aislamientos clinicos de A. sobria en realidad
corresponderian a A. veronii biotipo sobria (Reina, 1992).

Los grupos GH8 y GHI10 se establecieron independientemente y son distintos
bioquimicamente, para Hickman-Brenner y col. (1987) el GH8 corresponderfa al fenotipo
de A. sobria y el GH10 al de A. veronii. Sin embargo, recientemente, Kuijper y col.
(1989b) han comprobado gue estos dos grupos son idénticos genéticamente y, ya que ¢l
GHI10 se describié antes, el GH8 debe considerarse un biotipo de A. veronii. Altwegg y
col. (1990) han comprobado que la cepa tipo A. sobria CIP 7433 (GH7) muestra escasa
correlacién con las caracteristicas bioquimicas observadas en los aislamientos clinicos,
mientras que la cepa tipo A. sobria ATCC 9071 (incluida en ¢! GHS8) se asocia en mayor
medida.

Kuijper y col. (1989b), trabajando con 142. cepas, compararon los grupos
establecidos por hibridacidn del ADN con los obtenidos segin la clasificacién fenotipica de
Popoff y col. (1981), llegando a observar serias diferencias; asi, de las 26 cepas
identificadas fenotipicamente como A. hvdrophila s6lo 15 pertenecian al genotipo GH1 y el

I
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resio se repartia entre el GH2, GH3, GH5A y GHS.

Janda (1991) opina que las cepas de Aeromonas deben considerarse genéricamente
como Aeromonas spp. o integrarse en el complejo de A. hydrophila. Es decir, sélo se debe
identificar el génera, ya que el papel de las especies en los procesos gastroentéricos no estd
establecido de forma concluyente, la identificacion genética de las especies resulta cara y la
bioquimica es excesivamente laboriosa y puede dar lugar a errores, sin olvidar que no
existen informes de comunidades u hospitales sobre brotes de gastroenteritis por
Aeromonas que justifiquen la tdentiftcacién especifica.

Por el contrario, otros autores consideran importante diferenciar las especies, desde
que se conoce que la mayorfa de las cepas fecales humanas (> 85%) pertenecen a GH1,
GH4 y GHS8 (A. hydrophila, A. caviae y A. veronii biotipo sobria) y el 15% restante a A.
media (GHS) (Carnahan y col., 1991a, 1992; Abbott y col., 1992). Al parecer, A. veronii
biotipo sebria (GHS) es el grupo de mayor virulencia (Daily y col., 1981; Janda y col.,
1984b; Kirov y col., 1986; Carello y col., 1988; Havelaar y col., 1992; Kirov y Hayward,
1993), A. caviae (GH4) es mds comin en diarreas infantiles {(Altwegg, 1985; Namdari y
Bottone, 1990ab, 1991), A. veronii biotipo veronii (GH10), A. jandaei (GH9) y A. trota
(GH14) se afslan de heces diarreicas con poca frecuencia (Carnahan y col., 1991b) y A.
schubertii se ha asociado a heridas infectadas a través del agua, pero no a gastroenteritis
(Hickman-Brenner y col., 1988; Carnahan y col., 1989b). Enr lo que se refiere al complejo
de A. hydrophila, las cepas pertenecientes al GHI, frecuentemente se afslan de muestras
clinicas y producen factores de virulencia, mientras que el GH2 no elabora estos factores y
el GH3 preferentemente se aisla de muestras ambientales (Kirov y col., 1994).

Carnabhan y col. (1991a) proponen un sencillo esquema de siete pruebas bioquimicas,
denominado "Aerokey 11" (Figura 1.1), para diferenciar las especies fenotipicas. Por otra
parte, Abbott y col. (1992), recomiendan entre 19 y 24 pruebas bioquimicas para identificar
fos grupos de hibridacién, siendo necesarias 9 pruebas (lisina descarboxilasa, ornitina
descarboxilasa, arginina dihidrolasa, hidrélisis de la esculina, gas de glucosa, Voges
Proskauer, fermentacidn de la arabinosa, del manitol y de la sacarosa) para separar el
complejo A. hydrophila (GH1, GH2 y GH3), A. caviae (GH4 y GHS), el ddo GHI12 y
GH 13 y, de forma individualizada, el GH6, GH7, GHE, GH9, GH10 y GH11. La
diferenciacion de los tres grupos de hibridacion que constituyen A. hydrophila se puede
realizar en funcién de otras siete pruebas (producci6n de 4cido de D-ramnosa, D-sorbitol,
salicina y lactosa, oxidacion del gluconato, elastasa y produccién de dcido fenilpirivico).
L.os genotipos que tienen el fenotipo de A. caviae (GH4, GH5 y GH6) se diferencian en la
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Figura L 1. - Aerokey II (Carnahan et al., 1991)

Aeromonas spp.

Hidrodlisis de la esculina

- +
-
Produccién Gas de
de indol glucosa
- + - +
A. schubertii A. caviae
Voges Fermentacién
Proskauer de la arabinosa
- + - +
A. trota A. hydrophila
Fermentacién Resistencia a la
de la sacarosa cefalotina (30 pg)
- _+ - _+
A. jandaei A. veronii biotipo veronii
A. veronii biotipo sobria A. hvdrophila
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utilizacion del citrato, produccion de dcido del glicerol y de 1a D-manosa, H;S de la cisteina,
hemolisis, pirazinamidasa y produccién de dcido fenilpinivico. A. eucrenophila (GH6)
podria diferenciarse por la produccion de gas, pero ésta es débil en comparacién con la
capacidad aerogénica de A. hydrophila o A. veronii, por lo que incluirla en este esquema
evitaria un posible error de identificacién. Finalmente, la lipolisis sobre aceite de maiz, la
produccion de 4cido a partir de la celobiosa y de H,S de la cistefna, asf como la sensibilidad
a la cefalotina y a la ampicilina son las cinco pruebas adicionales que diferencian A. trota y
A. schubertii.

Recientemente, Hinninen (1994) observa que en el complejo A. hydrophila, el GH1
puede diferenciarse del GH2 y GH3 en funcion de la temperatura mixima de crecimiento,
mientras que, en los patrones obtenidos en el andlisis electroforético de las protefnas, el
GH3 posee una banda de peso molecular variable entre 24, 25 0 26 kDa, que no aparece en
las cepas del GH1 y GH2. Ash y col. (1993) han propuesto el uso de la reaccién en cadena
de la polimerasa y sondas génicas para la identificacién de A. schubertii y A. jandael.

L2, - Aislamien i ificacion dvi

En un principio se emplearon medios disefiados para el aislamiento de enterobacterias
(Pitarangsi y col., 1982; Champsaur y col., 1982; Le Chevallier y col., 1982) y vibrios
marinos (Gracey y col., 1982). El grupo de Aeromonas spp. incluye microorganismos
lactosa positivos y lactosa negativos (Popoif y Veron, 1976), por lo que no es adecuado el
uso de medios entéricos, como el agar MacConkey o el agar azul de metileno eosina (von
Graevenitz, 1985; von Gravenitz y Bucher, 1983). Ademds, Desmond y Janda (1986)
comprueban que los medios utilizados para el aislamiento de patégenos entéricos pueden
inhibir el crecimiento de Aeromonas.

Von Graevenitz y Bucher (1983) evaluan medios adaptados o desarrollados para el
aislamiento especifico de Aeromonas a partir de heces humanas, recomendando el agua de
peptona alcalina como medio de enriquecimiento frente al caldo triptona soja con ampicilina.
Por otro lado, se han descrito como medios s6lidos selectivos el agar inositol verde brillante
sales biliares, el agar dextrina fucsina sulfito (descrito en 1967 por Schubert para el
aislamiento especifico de Aeromonas en aguas), el agar xilosa desoxicolato sédico citrato
(Shread y col., 1981) o el agar pril xilosa ampicilina (Rogol vy col., 1979). Estos autores
observaron que el agar peptona extracto de carne de vaca glicégeno (McKoy y Pilcher,
1974) no diferencia estos microorganismos de la flora normal de las heces y €l medio

14



INTRODUCCION

Rimler Shotts (Shotts y Rimler, 1973) no es lo suficientemente inhibidor para otros
microorganismos gram-negativos. El agar DNasa azul de toluidina ampicilina (von
Graevenitz y Zinterhofer, 1970), el medio mA (Rippey y Cabelli, 1979) y ¢l agar sal
almidén xilosa lisina desoxicolato sddico (Roland, 1977), tampoco dieron buenos
resultados.

Otro medio con el que varios autores obtuvieron aislamientos fue el agar sangre de
cordero con 10 ¢ 15 ug/l de ampicilina (Agger y col., 1985; Gracey y col., 1982), siendo
ademds adecuado para realizar la prueba de la oxidasa, pues la fermentacién de azicares en
otros medios altera el pH y dificulta su realizacién.

Palumbo y col. (1985a) desarrollan un medio especifico (agar almidén ampicilina),
para la cuantificacién directa de Aeromonas spp. en alimentos, que contiene ampicilina (10
pg/l) como agente selectivo y almid6én como diferencial, aungue tiene el inconveniente de no
separar Aeromonas de Vibrio spp..

Altorfer y col. {1985) proponen el agar cefsulodin irgasdn novobiocina (agar CIN),
descrito por Schiemann en 1979 para el aislamiento de Yersinia enterocolitica, aunque
recomiendan disminuir la concentracién de cefsnlodin (CIN II) para la detecci6n simultidnea
de Yersinia spp. y Aeromonas spp. Fricker y Tompsett (1989) destacan el buen
comportamiento del medio de Aeromonas (Difco) en el an4lisis de alimentos.

Para el andlisis de aguas se han desarroilado dos medios, previa filtracién y
concentracidn a través de membranas: el agar de Rimler Shotts (Shotts y Rimler, 1973} que
contiene citrato, novobiocina y desoxicolato s6dico como agentes selectivos y lisina,
ornitina y maltosa como diferenciales y el medio mA (Rippey y Cabelli, 1979) con
ampicilina, etanol y desoxicolato sédico como agentes selectivos y trealosa como
diferencial. Posteriormente, Havelaar y col. (1987, 1988) proponen el agar dextrina
ampicilina (ADA), aunque no diferencia Aeromonas spp. de Vibrios marinos. Huguet y
Ribas (1991) modifican el medio glutamato almidén ampicilina (GSP), propuesto por
Kielwein en 1969 para el aislamiento simultineo de Aeromonas y Pseudomonas, afiadiendo
10 pg/l de C-glucosa y 20 de ampicilina (SGAP-10C), con lo que se mejora la recuperacién
de Aeromonas a partir de muestras acuiticas y se inhibe el crecimiento de Pseudomonas.
Holmes y Sartory (1993) emplean el medio de Aeromonas de Ryan (comercializado por
Oxoid) y resaltan su buen comportamiento. Warburton y col. (1994) disefian un protocolo
para aislar Aeromonas a partir del agua, que incluye fiitracién a través de membranas
hidrof6bicas, revitalizacién en agar tripticasa soja y siembra en dos medios selectivos:
medio de Aeromonas y agar trealosa Aeromonas.

Aunque muchos autores han empleado la siembra directa en placa, la recuperacién de
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Aeromonas aumenta, considerablemente, cuando se realiza un enriquecimiento previo (von
Graevenitz y Bucher, 1983). Okrend (1987) compara el efecto de medios selectivos en la
recuperacidn de Aeromonas, utilizando como medios de enriquecimiento agua de peptona
alcalina (pH 8.6), caldo triptona soja, caldo triptona soja con ampicilina, caldo triptona soja
con CINa y caldo triptona, observando los mejores resultados con el caldo triptona soja con
ampicilina. Sin embargo, muchos investigadores prefieren emplear el agua de peptona
alcalina pues no impide la deteccién de cepas sensibles a la ampicilina (Vamam y Evans,
1991).

Un medio que podria resultar itil en la identificacién, serfa el AH, desarrollado por
Kaper y col. (1979), ya que permite realizar, simuitineamente, cinco pruebas bioquimicas.
El género Aeromonas puede ser diferenciado a través del sistema API 20E, aunque se
requieren otras pruebas complementarias, como la sensibilidad al agente vibriostdtico (/129
(Varnam y Evans, 1991). El apartado IV.2.1 recoge més datos sobre este punto.

Ademds de los sistemas cldsicos de aislamiento e identificacifn, ciertos autores
proponen otros mds actuales como el "GN microplate”, basado en la oxidaci6n de sustratos
carbonados, capaz de diferenciar A. hydrophila, A. sobria y A. cavige (Carnahan y col.,
1989a). La sensibilidad a 1a cefalotina y la actividad pirazinamidasa se han propuesto como
pruebas especificas para diferenciar A. sobria del resto de las especies. (Janda y Motyl,
1985; Carnaham y col., 1990). Sugita y col. (1994) sefialan la posibilidad de identificar
especies realizando Ia hibridacién en microplacas.

El serotipado se ha realizado en cepas patdgenas para los peces, pero hay pocos
estudios efectuados sobre cepas de Aeromonas spp. potencialmente patdgenas para el
hombre. Fricker (1987) utilizando 16 antisueros frente a antigenos lipopolisacdridos,
desarrolla un esquema capaz de tipificar el 46% de las cepas aisladas en heces humanas.
Thomas y col. (1990) reconocen, provisionalmente, 52 serogrupos. Janda y col. (1994a)
indican que el 60% de las cepas implicadas en septicemias pertenecen a los serogrupos
0:11,0:16, O0:18 y O:34.

Otros sistemas de tipificacion se basan en la comparacién de los patrones proteicos
obtenidos mediante marcaje radioactivo (Stepheson y col.,, 1987), tincién con plata
(Millership y Want, 1989, 1993), quimioluminiscencia (Carey y col., 1994) o
"inmunoblotting” {Mulla y Millership, 1993) de los componentes celulares separados por
SDS-PAGE. Frccuentemente, también se realiza Ia tipificacién a nivel molecular,
empleando e} andlisis del ADN con endonucleasas de restriccidn y la electroforesis en gel de
poliacrilamida de las cubiertas celulares (Kuijper y col., 1989¢). Huys y col. (1994, 1995),
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al igual que Kampfer y col. (1994) y Altwegg y Kersters (1994), proponen y emplean el
andlisis, por cromatograffa gaseosa, de los 4cidos grasos celulares para identificar las
especies fenotipicas y los grupos de hibridacién incluidos en este género.

I - idemiologi
1.3.1. - Heces humanas

Las publicaciones sobre datos epidemiolégicos de Aeromonas spp. son escasas,
debido, fundamentalmente, a que las tasas de aislamiento en los medios entéricos estdndar
son bajas y no existe una clara evidencia de que estos microorganismos sean
enteropatégenos, como para justificar su investigacion especifica en alimentos sospechosos
o en heces. Sin embargo, la tasa de aislamientos aumenta considerablemente cuando,
previamente, se efectda enriquecimiento y se utilizan medios especificos (Burke y col,,
1983a).

En Thailandia, Pitarangsi y col. (1982) observan un mayor nivel de aislamientos entre
la poblacién indigena (9-30%) sin sintomas de diarrea o con una rdpida respuesta al
tratamiento. Por el contrario, Echeverria y col. (1984) detectan que el aislamiento de
Aeromonas es, significativamente m4s frecuente, en personas con diarrea (31-48%) que en
individuos sin sintomas aparentes (9-15%), cuando se trata de sujetos recién llegados a las
zonas afectadas. Gracey y col. (1984) en Asia, Black (1986) en 4reas de Latinoamérica y
Africa y Mattila y col. (1993) en Finlandia incluyen estos microrganismos dentro de los
agentes causantes de la denominada "diarrea de los viajeros”.

En un estudio realizado en Perth (Australia), Burke y col. (1983a) comprobaron que
la deteccién de Aeromonas fue significativamente ms alta en nifios con diarrea (10,8%) que
en controles asintomdticos (0,7%) observando, ademds, una marcada estacionalidad en los
meses cdlidos de verano y otofio, como también sefialan Gracey y col. (1982), Janda y col.
(1983a), Agger y col. (1985) y George y col. (1985). Contrariamente, en Italia las tasas de
aislamiento fueron escasas (1%) sin diferencias marcadas entre los casos sintomdticos y los
controles (Figura y col., 1986). En Bangladesh (Kay y col., 1986, citado en Sack y col.,
1987) el uso de enriquecimiento previo y de medios selectivos ha puesto de manifiesto una
tasa elevada de aislamientos en pacientes con diarrea aguda (33%).

En Perua (Gi]man'. R.H., citado en Sack y col., 1987) se controlaron 400 familias
(2000 personas) de bajo nivel econémico a lo largo de dos aiios, analizando la presencia de
Aeromonas spp. en heces diarreicas y normales, previo enriquecimiento en agua de peptona
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alcalina y aislamiento sobre agar sangre ampicilina, obteniéndose un nimero superior de
aislamientos en heces diarreicas. Las mayores diferencias se detectaron en el grupo de edad
inferior a seis meses (16% en heces diarreicas y 9% en controles). Un afio después, al
analizar el grupo de edad inferior a 3 afios, se observaron también diferencias, pero menos
marcadas (9% en heces diarreicas y 4,3% en heces normales). A lo largo de este pertodo,
Aeromonas spp. se aisld, de forma constante, en el agua de bebida de esta comunidad. En
este sentido, Gracey y col. (1982) observan que el 13% de los procesos gastroentéricos
asociados a Aeromonas afectan a nifios menores de 6 meses, el 57,4% entre 6 meses y 2
afios, €l 22% a nifios de 2 a 5 afios y sélo el 7,6% a mayores de 5 afios. Estos estudios
sugieren que, al menos algunas cepas, son enteropatégenas y que las exposiciones
primarias darfan lugar al desarrollo de la enfermedad (nifios pequefios y visitantes a zonas
endémicas).

En Egipto se han detectado Aeromonas spp. en heces diarreicas de nifios con mayor
frecuencia que en no diarreicas, aunque la actividad enterotoxigénica no se asocié
preferentemente a unas u otras cepas (Ghanem y col., 1993).

En Queensland (Australia) se ha observado la presencia de Aeromonas en las heces
diarreicas de pacientes inmunocompetentes, distribuidos en dos grupos de edad: menores de
5 afios y mayores de 25 (Ashdown y Koehler, 1993).

San Joaquin y Pickett (1988) y Kuijper y col. (1989a) observan que la diarrea
asociada a Aeromonas se detecta, fundamentalmente, en nifios de edades comprendidas
entre 6 meses y 5 afios y que las cepas citotoxigénicas parecen ser mds frecuentes en
personas mayores de 50 afios. En conformidad con estos datos, Agger y col. (1985) y
Millership y col. (1983) también observaron esta mayor incidencia en nifios y personas
mayores. Namdari y Bottone (1990a) apuntan que ciertos alimentos infantiles pueden
incrementar el riesgo de infeccidn al favorecer un aumento considerable del pH intestinal
(superior a 7,5). De la Morena y col. (1993) aislan especies méviles de Aeromonas,
principalmente de A. caviae, en heces diarreicas de nifios.

Otros autores han aislado tasas moderadas de estos microorganismos en casos de
colitis crénicas, aunque no en las biopsias de los tejidos lesionados (Roberts y col., 1987;
Doman y col., 1989; Farraye y col., 1989; Willoughby y col., 1989).

Durante mucho tiempo, este grupo de microorganismos se ha considerado como
oportunista en individuos inmunodeficientes (Stelma, 1989). En los iltimos afios,
numerosos autores han manifestado que podrian ser ademds patégenos primarios, puesto
que también se han aislado en procesos infecciosos de personas normales (Rhamon y
Willoughby, 1980; Janda y col., 1983a), destacando el aislamiento de A. Aydrophila de un
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proceso septicémico mortal desarrollado en un joven aparentemente sano y de un hombre
inmunocompetenie de 37 afios con meningitis y bacteriemia (Qadri y col., 1976).

Aeromonas es un género de presencia transitoria en el tracto gastrointestinal del
hombre. Las tasas de aislamiento a partir de heces humanas son m4s altas en regiones
tropicales, como Asia, Sudamérica y Australia que en Estados Unidos y Europa. Parece ser
que no son necesarias precauciones especiales con respecto a los portadores de Aeromonas,
gue puedan manipular alimentos (Varnam y Evans, 1991).

L.3.2. - Alimentos: Factores que influyen en la supervivencia y en el
crecimiento

Este género se considera parte de la flora aerobia total presente, de forma natural, en
alimentos (Palumbo y col., 1985a). Palumbo y col. (1985a) observan la presencia de A.
hydrophila en distintos pescados y mariscos, carnes rojas y de aves y leche cruda. Myers y
col. (1982) y Simard y col. (1984) la afslan de carnes envasadas al vacfo. Numerosos
autores han comunicado el aislamiento de Aeromonas spp. en estos productos de origen
animal, incluso envasados en atmésferas modificadas (Eddy y Kitchell, 1959; Gardner,
1965; Kielwein y col., 1969; Kleeberger, 1975; Toule y Murphy, 1978; Enfords y col,,
1979; Grau, 1981; Blickstand y Molin, 1983; Hudson y DeLacy, 1991; Hanninen, 1993;
Hudson y Mott, 1993). También se han detectado con frecuencia en vegetales crudos
(Callister y Agger, 1987; Hudson y DeLacy, 1991). Gobat y Jemmi (1993) seiialan su
presencia en alimentos crudos, con tasas de 100 ufc/g, y listos para el consumo, a niveles
de 103 ufc/g. Otros productos investigados como helados, huevos, ancas de rana y
caracoles también han resultado positivos (Hunter y Burge, 1987; Varnam y Evans, 1991).

La incidencia de las distintas especies de Aeromonas en alimentos varia, en funcién de
la zona geogréfica considerada. Las cepas detectadas en aguas y alimentos australianos, que
mostraron propiedades asociadas a virulencia, se inclufan, principalmente, dentro de los
grupos A. veronii biotipo sobria y A. hydrophila (Greenaway, 1988; Majeed y col.,
1989a,b; Kirov y col., 1990; Ibrahim y Mac Rae, 1991; Kirov y col., 1993c). A. veronii
biotipo sobria es la especie aislada con mds frecuencia en casos de gastroenteritis en
Australia (Kirov y col., 1986). También se ha detectado en el 24% del total de los
aislamientos obtenidos en alimentos japoneses (Nishikawa y Kishi, 1988) y en el 42% de
los alimentos ingleses (Fricker y Tompsett, 1989). Sin embargo, en otras partes del mundo
como en USA (Palumbo y col., 1989), en Dinamarca (Knochel y Jeppesen, 1990) y en
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Nueva Zclanda (Hudson y De Lacy, 1991) A. veronii biotipo sobria pricticamente no se
encontrd en alimentos, predominando A. hydrophila y A. caviae (Janda y col., 1984b;
Altwegg, 1985; Altwegg y Geiss, 1989; Moyer y col,, 1991). Recientemente, s¢ ha
comprobado que las tres especies comprenden microorganismos potencialmente
enterotoxigénicos, independientemente de la fuente de aislamiento, ya que cepas que
inicialmente no provocaban acimulo de fluidos, comenzaron a producir enterotoxinas
después de uno a tres pases por asa intestinal ligada de conejo (Singh y Sanyal, 1992a,b).
Husslein y col. (1991, 1992) observan que la secuencia correspondiente a la citotoxina
hemolitica (aerolisina) es un gen estructural ampliamente distribuido en las cepas de
Aeromonas de estas tres especies.

Actualmente, los consumidores demandan alimentos mds naturales, poco procesados
y sin aditivos; en consecuencia, 1a refrigeracion se ha erigido como una de las principales
medidas para controlar ¢l desarrollo de microorganismos patdgenos y alterantes en
alimentos. Aunque las aeromonas muesitran una temperatura Optima y méxima de
crecimiento mesofila, se pueden definir como microorganismos psicrétrofos si, de acuerdo
con Eddy (1960}, se asume que el término psicrétrofo corresponde a los microorganismos
capaces de crecer a temperaturas de refrigeracion, independientemente de su temperatura
dptima de desarrollo. Muchos autores han descrito el crecimiento de Aeromonas, incluso de
cepas exotoxigénicas, a bajas temperaturas (Palumbo y col., 1985a; Callister y Agger,
1987; Berrang y col., 1989; Kirov y col.,, 1990; Beuchat, 1991). La temperatura minima de
crecimiento depende de la cepa en cuestién y Rouf y Rigney (1971), Palumbo y col.
(1985b), Walker y Stringer, 1987 y Kirov y col. (1993a,b) encuentran que algunas de ellas
elaboran factores asociados a virulencia a temperaturas de crecimiento entre 4,4 y 6°C.
Kirov y col. (1993a) observaron en una cepa aislada en leche de cabra una emperaiura
minima de crecimiento de -5,3°C, éptima de 19°C y méxima de 43°C, mientras que el resto
de las cepas aisladas de alimentos, aunque crecieron a bajas temperaturas, precisaron més
de seis dfas para que la poblacién aumentase significativamente.

Numerosos autores han comunicado la capacidad de cepas de Aeromonas para
producir exotoxinas a bajas temperaturas en medios de cultivo (Knochel, 1989a; Majeed y
col., 1990; Krovacek y col., 1991; Eley y col., 1993; Kirov y col., 1993a) y alimentos
(Majeed y MacRae, 1991; Kirov y Brodribb, 1993) aunque, en estos dltimos, Todd y col.
(1989) detecian actividades enterotdxicas, citot6xicas y hemoliticas inferiores a las
registradas en medios bacteriol6gicos a las mismas temperaturas. Contrariamente, Kirov y
Brodribb (1993) sefialan que, excepto en preparados alimenticios infantiles y leche UHT. la
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produccién de exotoxinas es tan eficaz en alimentos como en medios de cultivo.

La concentracién de sal, el pH, la atmésfera y la flora competitiva influyen en el
crecimiento y supervivencia de las Aeromonas en alimentos a bajas temperaturas (Palumbo,
1988; Palumbo y Buchanan, 1988; Knochel, 1990; Beuchat, 1991; Palumbo y col., 1991,
1992). Asi, la tolerancia a la sal y al pH se reduce considerablemente a temperaturas de
refrigeracién, siendo incapaces de crecer con 3-3,5% de CINa o a pHs inferiores a 6
(Palumbo, 1988; Palumbo y Buchanan, 1988). Sin embargo, cuando la temperatura de
incubaci6n es préxima a la éptima de crecimiento pueden multiplicarse incluso en presencia
de 6% de CINa (Knochel, 1990) y a pH 4,5 (Palumbo y col., 1985b).

No hay evidencia clara de que las Aeromonas sean lo suficientemente competitivas,
frente al resto de la flora presente en los alimentos, para alcanzar tasas importantes a bajas
temperaturas (Palumbo y Buchanan, 1988; Ingham y Potter, 1988; Kirov y col., 1990;
Erickson y Jenkins, 1992). La disminucién del oxigeno en la atmésfera que rodea a los
alimentos parece favorecer el crecimiento de Aeromonas, posiblemente, porque retarda el
crecimiento de la flora aerobia competitiva (Buchanan y Palumbo, 1985). Palumbo y col.
(1992) observan que otros pardmetros como ¢l pH, el ClNa y los nitritos pueden ser
necesarios para controlar el crecimiento de algunas especies de Aeromonas a bajas
temperaturas.

Aeromonas spp. forma parte de la flora alterante de alimentos refrigerados, como
carnes rojas (Jay, 1967; Len, 1987), pollo (Toule y Murphy, 1978) pescado (Gorczyca y
col.,, 1985; Gram y col., 1987), mariscos (Smith y col., 1984) y huevos enteros
pasteurizados (Mackenzie y Skerman, 1982). Especialmente en alimentos cocinados,
mantenidos en refrigeracion, pueden dar lugar a una rdpida alteracién (Toule y Murphy,
1978). Sin embargo, en leche UHT es posible llegar a alcanzar tasas muy elevadas sin
modificaciones organolépticas (Kirov y col., 1993c).

Golden y col. (1989) han demostrado la inhibicién especifica del di6xido de carbono
sobre el crecimiento de A. hydrophila, aunque Gill y Reichel (1989) e Ingham (1990)
observaron desarrollo bacteriano a 10°C en alimentos envasados en atmdésferas de CO,. Sin
embargo, los ambientes ricos en nitrégeno favorecen el crecimiento de células lesionadas e
indemnes a 5°C; este hecho se atribuye al funcionamiento deficiente del sistema protector
frente al oxigeno (enzima superéxido-dismutasa) en Aeromonas a 5°C, por lo que, el
aumento en la concentracién de nitrégeno, con la consiguiente disminucién en la de
oxigeno, tendria un efecto protector (Golden y col., 1989). No obstante, Mano y Garcia de
Fernando (1995) observan que ¢l tiempo de duplicacién de este microorganismo sobre
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carne de cerdo y pavo, ¢s mds prolongado cuando crece en 100% de nitrégeno que cuando
lo hace en aire.

En "mince” y "surimi”, elaborados con poca sal, A. hydrophila crece bien a 5°C, pero
se inhibe cuando el "surimi" contiene 2,5-3% de NaCl (Ingham y Potter, 1988). En came
de cerdo envasada al vacio, un 3% de ClNa es suficiente para impedir la multiplicacién de
Aeromonas (Palumbo, 1988).

También se ha investigado la influencia del sorbato y del humo liquido (Gram, 1991),
poniéndose de manifiesto que el sorbato {1000 |Lg/ml) combinado con la sal impide el
crecimiento a temperaturas elevadas (25-37°C). Sin embargo, el humo liquido sélo es eficaz
cuando la contaminacién inicial es baja (< 102 ufc/ml).

Aeromonas se elimina de los alimentos por los tratamientos térmicos disefiados para
Samonella (Condén y col., 1992; Palumbo y col., 1991). No obstante, las curvas de
supervivencia muestran una respuesta difdsica, debido a la presencia de una subpoblacién
moderadamente termorresistente (Palumbo y col., 1987). También es relativamente sensible
a las radiaciones ionizantes, con valores D en torno a 1,4-2,2 kGy (Palumbo y col., 1986).
Nishikawa y col. (1993) han observado que estos microorganismos son mds sensibles a los
tratamientos térmicos y a la acidez que otros patégenos presentes en alimentos como
Escherichia coli O157:H7, Staphilococcus aureus y Salmonella typhimurium.

1.3.3. - Procesos clinicos
L1.3.3.1. - Gastroenteritis asociadas a alimentos

Los pocos casos publicados de gastroenteritis asociadas al consumo de alimentos, en
los que se han implicado a las acromonas méviles, se recogen en la Tabla I.1. Los
alimentos sospechosos fueron, principalmente, ostras y otros mariscos. En todos los casos,
el cocinado, previo al consumo de los alimentos, presumiblemente, fue inadecuado o
incluso inexistente. Altwegg y col. (1991) encuentran pruebas concluyentes de que los
alimentos pueden ser vehiculos de transmisién, en las gastroenteritis asociadas a
Aeromonas, al hallar una fuerte asociacién entre cepas aisladas en gambas contaminadas y
en las heces diarreicas de un paciente que consumié dicho producto. Sin embargo, el
nimero de casos detectados es bajo y los alimentos implicados no son aquellos que, en
teoria, consumen los grupos de poblacion mds afectados (nifios pequedios), por lo que
Kirov (1993) indica que, o bien la transmisién por alimentos no es frecuente, o bien los

adultos portadores asintomdticos, contaminados a partir de alimentos, serfan cl vehiculo
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transmisor de la gastroenteritis en nifios del entorno familiar, También, es preciso
considerar los casos de gastroenieritis, asociados a Aeromonas por alimentos, que no son
detectados, y que forman parte de ese clevado porcentaje (40%) de infecciones transmitidas
por alimentos que no aparecen en las estadfsticas oficiales. La investigacién sistemdtica de
Aeromonas en infecciones asociadas al consumo de alimentos aclararfa, en parte, estos
problemas.

Los estudios inmunolégicos, realizados recientemente, han proporcionado
informacién importante sobre la actividad enteropatégena de Aeromonas en el hombre.
Kuijper y col. (1990) observan, en pacientes con gastroenteritis agudas asociadas a
Aeromonas, una respuesta inmunolégica especifica frente a varias estructuras celulares y a
la citolisina de la cepa homdéloga, mediante la técnica ELISA; sin embargo, los resultados
obtenidos por radioinmunoensayo no fueron concluyentes porque el suero no séio
reacciond frente a cepas homélogas y heterélogas de Aeromonas sino también frente a
Escherichia coli y Vibrio cholerae. Jiang y col. (1990) detectaron, en 12 de 13 pacientes
infectados con A. hydrophila y A. sobria, respuestas inmunolégicas especificas frente a
cepas homélogas. En estos individuos se registré un aumento significativo de la secrecién
de inmunoglobulina A frente a los componentes lipopolisacdridos de peso molecular entre
20 y 80 kDa de las cepas infectantes. Si se contrastasen estos resultados se podria hablar de
un avance importante en la confirmacién de Aeromonas como patégeno gastrointestinal.

Se han descrito dos tipos de sindromes gastrointestinales asociados a Aeromonas
(Gracey y col., 1982). El primero y més comin es un proceso similar al célera, que cursa
con heces acuosas y fiebre moderada, pudiendo aparecer vémitos en nifios menores de dos
afios y, en ocasiones, dolores abdominales. El segundo tipo, que se ha observado en,
aproximadamente, el 25% de los casos detectados (George y col., 1985; Gracey y col.,
1982), se desarrolla de forma similar a la disenterfa, con diarrea mucohemorragica, rara vez
con vémitos y, en ocasiones, con dolores abdominales. Estos procesos, generalmente,
tienen buen prondstico (Holmberg y Farmer, 1984), aunque algunos casos han puesto en
peligro la vida de los pacientes (Rhamon y Willoughby, 1980; Champsaur y col., 1982).

1.3.3.2. - Infecciones extraintestinales

La via de entrada en infecciones sistémicas es, probablemente, a través del tracto
gastrointestinal como consecuencia de la ingestién de alimentos contaminados (Harris y
col., 1985; Becbe, 1986). Se han aislado Aeromonas spp. en procesos septicémicos (von
Graevenitz y Mensch, 1968; Slotnick, 1970; Davis y col., 1978; Abbott et al., 1994),
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meningitis (Qadri y col., 1976; Ellison y Mostow, 1984; Parras y col., 1993) y heridas
infectadas (von Graevenitz y Mensch, 1968; Wolff y col., 1980; Ellison y Mostow, 1984;
Newton y Kennedy, 1993; Gold y Salit, 1993). En ninguno de estos casos se detectd,
inicamenie, Aeromonas. La mayoria de las septicemias y meningitis atribuidas a
Aeromonas se han desarrollado en personas inmunodeficientes, principalmente, en casos de
leucemia y cirrosis (Davis y col., 1978; Wolff y col., 1980; Ellison y Mostow, 1984,
Harris y col., 1985) aunque también se ha detectado septicemia en personas anémicas y
sometidas a hemodidlisis (Wolff y col., 1980). Otras manifestaciones mds inusuales de
estos procesos extraintestinales incluyen infecciones oculares, osteomielitis, infecciones del
tracto urinario y respiratorio, peritonitis y endocarditis (Slotnick, 1970; Turnbull y col.,
1984; Muiioz y col., 1994; Pietu y col., 1993; Poirier y col., 1993). La tasa de mortalidad
en infecciones extraintestinales asociadas a Aeromonas en personas inmunodeficientes
supera el 60% (Abeyta y Wekell, 1988).

Las infecciones de heridas por Aeromonas estin directamente relacionadas con la
exposicién del traumatismo al agua o tierra (Davis y col., 1978; Wolff y col., 1980); en
individuos sanos se desarrollan como heridas localizadas, mientras que en sujetos
inmunodeficientes pueden derivar en septicemias y dar lugar, en ocasiones, al fallecimiento
(Wolff y col., 1980; Krovacek y col., 1993).

Recientemente, se ha descrito un nuevo sindrome asociado a Aeromonas, como
consecuencia del empleo de sanguijuelas con fines terapéuticos (Abrutyn, 1988). Este viejo
procedimiento se utiliza actualmente para tratar congestiones venosas, subsiguientes a
cirugfas pldsticas o microvasculares, y se han descrito al menos ocho casos de heridas
infectadas por Aeromonas derivadas de dicha prictica (Dickson y col., 1984; Mercer y col.,
1987; Snower y col., 1989). Todos los casos remitieron con desbridacién de la heriday o
terapia antimicrobiana. La fuente de esta infecci6n parece ser la sanguijuela Hirudo
medicinalis, que mantiene simbi6ticamente aeromonas en su intestino para facilitar la
digestién enzimatica de la sangre que ingiere. En otras sanguijuelas, utilizadas con fines
medicinales, también se han detectado estos microorganismos como parte de la flora
intestinal (Wilken y Appleton, 1993; Bickel y col., 1994),

De las recientes especies incorporadas al género s6lo A. schubertii se ha aislado de
procesos extraintestinales (sangre y heridas) (Hickman-Brenner y col., 1988).

1.3.4. - Agua y portadores animales

Aeromonas es un género ubicuo que se ha aislado de muchos ambientes, pero al
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parecer el hdbitat mds frecuente es el agua (Hazen y col., 1978; Grabow y DuPreez, 1979,
Biamon y Hazen, 1983: Hazen, 1983). En rfos y lagos se han detectado tasas desde < 1
ufc/ml hasta > 104 ufc/ml; miembros de este género se han aislado en botellas de agua
mineral, pantanos (Abeyta y Wekell, 1988) y pozos, también en agua clorada (LeChevalier,
1980, 1982, Burke y col., 1984c) y en distintos puntos de sistemas municipales de
distribucién de agua (Clark y col., 1982; LeChevallier y col., 1982: Notermans y col.,
1986). En Suiza, ¢l agua de un pozo mostré 640 ufc/ml de A. hydrophila, considerindose
al género como un marcador de calidad de agua m4s eficaz que los coliformes o E. coli
(Krovacek y col., 1989). En Holanda, van der Kooij (1988) propone una tasa m4xima de
20 ufc/ml de Aeromonas en agua de bebida y de 200 ufc/ml. en los sistemas de
distribucién. Actualmente, en Canad4 la presencia de Aeromonas en agua embotellada estd
regulada, siendo el limite admisible de 0 ufc/100 ml de agua (Warburton y col., 1994).

El agua de bebida se suele contaminar a partir de efluentes depurados o no,
presentando algunos de ellos, como los de los mataderos, un alto contenido en nutrientes
que favorecen su multiplicacién (Garcia-Lépez y col., 1993). Wadstrom y Ljungh (1991)
advierten del riesgo que suponen los fallos en el procesado del agua de bebida y Varnam y
Evans (1991) resaltan que la actual tendencia a emplear agua embotellada en la alimentacién
de nifios y personas inmunodeficientes entraila un peligro potencial, ya que constituyen los
grupos de poblacién con mayor riesgo de padecer infecciones por Aeromonas.

El nimero de Aeromonas en el agua depende de la polucién, estado tréfico del agua y
temperatura ambiente. Su tasa €s mayor en aguas corrientes que en las estancadas,
encontrdndose con més frecuencia en aguas con cierta concentracién de sales, con pH 5,2 a
9.8 y temperaturas de 4°C a 45°C. No parece estar presente en lagos hipersalinos ni en
aguas termales (> 45°C) y tampoco en las muy contaminadas; ademds presenta variaciones
estacionales con mayor incidencia en épocas cdlidas (con temperaturas > 20°C) (Hazen y
col., 1978). Kaper y col. {1981) apuntan que la deteccién de Aeromonas en aguas
disminuye cuando se trata de aguas con baja concentracién de oxigeno disuelto.
Aeromonas, probablemente, se nutre del fitoplacton y parece ser que existe correlacién entre
el ndimero de Aeromonas y la concentracion de clorofila y f6sforo (van der Kooij, 1988).
Por esta razdn, la carga de Aeromonas es un buen indicador del estado tréfico del agua
(Rippey y Cabelli, 1980).

Aeromonas es capaz de crecer en aguas residuales hasta niveles de 107-108 ufc/ml.
Este microorganismo es frecuente en sistemas domésticos, como tuberias de drenaje de
agua sucia, sumideros, pilas de fregar y tuberias de salida de electrodomésticos

(lavaplatos). Sin embargo, la polucién que puedan representar estas fuentes no permite
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explicar el alto nimero de Aeromonas presentes en el ambiente (Varnam y Evans, 1991).

Este microorganismo también se ha aislado en agua salina y estuarios (Williams y
LaRoche, 1985; Abeyta y col.,, 1986), aunque en estos ambientes su presencia es
transitoria.

Los animales de abasto pueden actuar como portadores sanos, ya que se han aislado
Aeromonas en sus heces, en proporciones que oscilan desde el 4% (Stern y col., 1987)
hasta el 11,8% (Gray, 1984). Wohlegemuth y col. (1972) relacionaron estos
microorganismos con brotes de abortos bovinos y Dobrescu (1978) con diarrea en
lechones. Morse y Hind (1984) detectaron Aeromonas en un 5,7% de nédulos linféticos de
cerdo y en aves se ha puesto de manifiesto un alto nivel de portadores. Por otra parte,
Pasquale y col. (1994) describen un brote infeccioso causado por A. hydrophila en tortugas
con un 95% de mortalidad e indican que estos animales pueden actuar como reservorios
naturales. También estos microorganismos se han visto implicados en diversas infecciones
de animales poiquilotermos (Heywood, 1968; Austin y Austin, 1987). En este sentido, una
de las causas a las que s¢ atribuye el declive de las poblaciones de antibios, en distintas

zonas del mundo, hace referencia a las infecciones por A. hydrophila (Blaustein y Wake,
1995).
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L4 - F e virulenci

Aungue la mayoria de las investigaciones, hoy dia, se centran en la identificacidn de
factores 0 mecanismos de virulencia, potencialmente implicados en infecciones humanas o
animales, s6lo la capa S de A. salmonicida (Kay y col.,, 1981) se ha asociado,
inequivocamente, a la patogenicidad de cepas de esta especie en peces. La mayoria de los
factores producidos por Aeromonas spp. se consideran indicadores de virulencia por
inferencia, es decir, por presentar moléculas similares a otras que determinan la
patogenicidad de otros microorganismos, como E. coli. La falta de un modelo animal que
reproduzca la gastroenteritis asociada a Aeromonas incrementa el interés en el
establecimiento de un esquema basado en propiedades estructurales y enzimdticas,
asociadas a la célula, que puedan estar implicadas en las infecciones por Aeromonas de
hombres y animales.

L.4.1. - Productos exocelulares

1.4.1.1. - Exotoxinas

Atendiendo a su relacién con la bacteria, las toxinas se han dividido en exotoxinas y
endotoxinas. Las exotoxinas son sustancias solubles y difusibles que la bacteria sintetiza en
el curso de su desarrollo y secreta al exterior, mientras que las endotoxinas est4n ligadas a
determinadas estructuras y se consideran compuestos téxicos preformados, que se liberan
por lisis de la bacteria. Sin embargo, ¢l hecho de que las endotoxinas se encuentren
localizadas en la superficie bacteriana y de que algunas exotoxinas se liberen, en gran parte,
por lisis de la bacteria o estén asociadas a componentes estructurales ha hecho que, atin
manteniéndose esta clasificacién, se considere mis apropiado dividirlas, por su naturaleza
quimica, en toxinas proteicas y lipopolisacdridas.

Seglin su importancia en la patogenia de las enfermedades, las exotoxinas se
clasifican en toxinas mayores, cuando por sf solas son responsables del cuadro clinico, y
toxinas menores, cuando sélo coadyuvan a la accién patégena junto con otros factores.
Segiin el sitio de accidn se dividen en toxinas que actian sobre las membranas y toxinas que
lo hacen sobre compuestos intracelulares y éstas, a su vez, segin su especificidad y
tropismos, s¢ pueden clasificar en toxinas de accién general, neurotoxinas y enterotoxinas.

Las enterotoxinas muestran una accidn especifica sobre las células intestinales, que da

fugar a la presentacién de diarrea. Se clasifican ¢n enterotoxinas citoténicas cuando sélo

[
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producen alteraciones funcionales en el metabolismo del enterocito y enterotoxinas
citotéxicas cuando producen alteraciones anatémicas o necréticas (Pumarola, 1987a).

Se han descrito dos tipos de enterotoxinas en Aeromonas:

- la enterotoxina citotonica, similar a la toxina colérica y a la toxina termoldbil de E.
coli, potencialmente responsable de la diarrea acuosa (Dubey y col., 1980; Ljungh y col,,
1982; Chakraborty y col., 1984). Esta toxina redondea y estimula la esteroidogénesis de las
células Y1 (Turnbull y col., 1984).

- la enterotoxina citotéxica (Cumberbacht y col., 1979; Johnson y Lior, 1981; Asao y
col., 1984; Stelma y col., 1986), que da lugar a sintomas similares a la disenterfa, al igual
que algunas especies de Salmonella y Shigella, caracterizada por diarrea mucohemorrdgica.
Estos sintomas se han detectado s6lo en un 20% de las infecciones asociadas a Aeromonas
(Gracey y col., 1982). En estudios realizados en diferentes lfneas celulares (Vero, Int 407,
CHO, Hela, etc.), los efectos citotéxicos de los sobrenadantes de los cultivos de
Aeromonas dan lugar a lesiones o muerte celular (Boulanger y col., 1977; Barer y col.,
1986; Kindschuh y col., 1987).

Al parecer, la enterotoxina citoténica se detecta con menos frecuencia que la citotéxica
(Stelma, 1988) y, sin embargo, la mayoria de las infecciones relacionadas con Aeromonas
muestran sintomas asociados a la enterotoxina citoténica. Ademds, Morgan y col. (1985)
administraron cepas citotéxicas (dosis de 104 a 101%) a 57 voluntarios humanos,
observando una diarrea débil en solo dos de ellos, y Kindschuh y col. (1987) afirman que
el grado de citotoxicidad de las cepas no se correlaciona con la gravedad de los sintomas de
enfermedad (diarrea o sepsis), por lo que se podria sugerir que esta enterotoxina citotéxica
no juega un papel prioritario en la patogénesis. Por otro lado, Potomski y col. (1987h)
indican que sélo la enterotoxina citotdxica es factor de virulencia, ya que fue la dnica que
asociaron a la aparicién de diarrea.

1.4.1.1.1. - Enterotoxina citoténica

Ljungh y col. (1981, 1982), en funcién del punto isoeléctrico y la filtracién por gel,
separaron dos hemolisinas (a y B) y una enterotoxina. Las caracteristicas de la enterotoxina,
parcialmente purificada, se correspondian con la de una enterotoxina citoténica: las células
Y1 se redondearen sin producirse muerte celular, se vio esimulada la sintesis de AMPc y la
secrecion de esteroides y, en asa ligada de intestino de conejo, se detectd un incremento en

la acumulacion de fluidos. La inoculacidn intradérmica en conejo produjo sélo induracién
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de la piel y no resulté letal para el rat6én. El peso molecular se estim6 en 15.000 daltons. Las
actividades biol6gicas permanecieron estables a 56°C durante 10 minutos, pero
desaparecieron después de un tratamiento térmico de 60°C-20 minutos. No se han detectado
reacciones cruzadas con la toxina del célera mi con las hemolisinas (a y B), aunque se ha
observado su neutralizacién con un antisuero homdélogo.

Dubey y col. (1980) purificaron también una enterotoxina citoténica, aunque no
determinaron su peso molecular. Chakraborty y col. (1984) clonan el gen de la enterotoxina
citotdnica de A. hydrophila en E. coli y las enterotoxinas que obtienen son estables a
56°C-20 minutos, elongan las células CHO, provocan actimulo de fluidos en asa ligada de
intestino de conejo y difieren de la toxina colérica y de la toxina TL de E. coli

Gosling y col. (1993) aislaron y purificaron una enterotoxina citotdnica de 15 kDa y
detectaron otro pico con esta actividad, que parecia corresponder a otra enterotoxina
citotdnica distinta.

Chopra y col. (1994) indican que Aeromonas spp. produce dos enterotoxinas
citotdnicas: una termoldbil y 1a otra termoestable.

Muchos investigadores han detectado la enterotoxina citoténica en escaso niimero de
cepas. En este sentido, Johnson y Lior (1981) no encontraron actividad citoténica en
ninguna de las 73 cepas utilizadas y Seidler y col. (1980) s6lo observaron actividad
citot6nica en el 6% de las cepas. Stelma (1988) basdndose en estos datos, sugiere que la
enterotoxina citoténica debe ser menos frecuente que la citotéxica. Sin embargo, el
sindrome diarreico més frecuentemente asociado a Aeromonas coincide con el
correspondiente a este grupo de enterotoxinas.

1.4.1.1.2. - Enterotoxina citotdxica

Cumberbatch y col. (1979) relacionaron las actividades citotéxica, hemolitica y
enterotéxica, evidenciando la existencia de una enterotoxina citotxica, al igual que Johnson
y Lior (1981) que también relacionaron la actividad citotéxica con la enterotéxica. Sin
embargo, es en 1984 cuando Asao y col., purificaron una B-hemolisina a partir de una cepa
aislada de un paciente con diarrea, que fue citotéxica sobre células Vero y enterotéxica,
tanto en asa ligada de intestino de conejo como en la prueba del ratén lactante. Por otra
parte, era capaz de provocar la muerte en ratones un minuto después de la inoculacién
intravenosa, por lo que presentaba propiedades enterotxicas, f-hemoliticas y citotoxicas.
El peso molecular estimado fue de 60.000 daltons y se inactivaba a 56°C en 5 minutos.
Stelma y col. (1986) observan gue el suero elaborado frente a esta hemolisina neutraliza
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completamente la actividad de cuatro cepas p-hemoliticas, por lo que concluyen que la
B-hemolisina, por si sola, puede determinar cambios en la permeabilidad intestinal.
Hostacka y col. (1982), Bloch y Monteil (1989), Asao y col. (1984), Bunning y col.
(1986), Stelma y col. (1986) y Burke y col. (1987) describieron moléculas con estas
caracteristicas.

Burke y col. (1981a) trabajan con 100 cepas de A. hydrophila, examinando sus
actividades hemolitica, citotdxica y enterotdxica. Aunque encontraron una relacién total
entre la produccidén de hemolisinas, citotoxinas y enterotoxinas, no hallaron una asociacion
constante entre las diferentes cepas, por lo que consideraron que hemolisis, citotoxicidad y
enterotoxicidad, en ocasiones, podrian no ser propiedades de una misma molécula.
Ademds, observaron que la actividad enterotoxica detectada en rata persistia después de
calentar el sobrenadante libre de células y se neutralizaba con la antitoxina colérica, mientras
que la enterotoxicidad en ratones lactantes era extremadamente termol4dbil y no se
neutralizaba con dicho suero, por lo que existirfan dos enterotoxinas distintas.

Jiwa (1983), trabajando con cepas de Aeromonas de diversas fuentes (heces
humanas, pescado, conejos, lombrices), encuentra relacién entre citotoxicidad,
enterotoxicidad y alteraci6n de la permeabilidad en piel de conejo, por lo que atribuye todas
estas actividades a la enterotoxina.

Chopra y col. (1986) pusieron de manifiesto dos enterotoxinas en los filtrados de A.
hydrophila: una presentaba reacciones cruzadas con la antitoxina colérica y era termol4bil, y
otra de cardcter heter6logo y termoestable (100°C- 20 minutos). Potomski y col. (1987a)
purificaron una proteina B-hemolitica, citotéxica y enterotxica que no reaccionaba con la
antitoxina colérica y era termoldbil. Mientras que Rose y col. (1989a,b) aislaron una
enterotoxina citolitica, que ya ha sido secuenciada (Chopra y col., 1993) y que puede
detectarse, inmunoldgicamente, con anticuerpos elaborados frente a la toxina colérica.

En 68 cepas de origen clinico y ambiental, Watson y col. (1985) observaron que el
41% de las aisladas en casos de diarrea no eran enterotoxigénicas. Esto sugiere que la
gastroenteritis podria deberse a otros factores o que los métodos empleados para determinar
la enterotoxicidad (asa ligada de intestino de conejo y ratones lactantes) no permiten detectar
1a actividad de esta molécula. Por otra parte, el aislamiento de Aeromonas spp. en heces
podria iinicamente reflejar su ingesta, mientras que la presencia de una carga elevada se
deberia a la alteracién de la ecologia intestinal. Por todo ¢llo, parece necesario precisar y
aclarar las relaciones entre bacterias, cnterotoxinas y diarrea.
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1.4.1.1.3. - Hemolisinas

Las hemolisinas son protefnas extracelulares citoliticas muy frecuentemente asociadas
a A. hydrophila y A. sobria (Brenden y Janda, 1987; Kozaki y col., 1988). Pertenecen al
grupo de citolisinas bacterianas formadoras de poros y causantes de pérdida del contenido
citopldsmico por alteracién de la membrana celular (Bhakdi y Tranum-Jensen, 1988).

Ljungh y col., (1981) han descrito dos hemolisinas en Aeromonas:

- la e-hemolisina, caracterizada por producir una zona opaca de hemolisis en agar sangre,
que se inactiva a 56°C en 10 minutos y que produce modificaciones morfol6gicas en
cultivos celulares. No es enterotoxica en asa ligada de intestino de conejo, pero por
inoculacién intradérmica causa induracion, rotura de capilares y dermonecrosis, provocando
ademds muerte en el ratén. Su peso molecular aproximado es de 65.000 daltons y su punto
isoeléctrico de 4.8.

- la B-hemolisina, detectada en grandes cantidades cuando la temperatura de incubacién es
de 37°C, se inactiva con el mismo tratamiento térmico y da lugar a una zona clara de
hemolisis en agar sangre y vacuolizacidn irreversible del citoplasma en ensayos celulares.
No es enterotéxica en asa ligada de intestino de conejo, pero si letal en ¢l ratén por
inoculaci6n intraperitoneal, presentando los mismos efectos sobre piel de conejo que la
a-hemolisina. Su peso molecular se estimé en tormo a 49.000-53.0000 daltons y su punto
isoeléctrico en 5.5. Se la conoce también como "aerolisina” (Bemheimer y Avigad, 1974) y
presenta reaccidn inmunoldgica cruzada con la hemolisina o.

Al menos se han descrito otras dos B-hemolisinas, distintas y con actividad
enterotéxica, producidas por Aeromonas (Asao y col., 1984; Asao y col., 1986; Kozaki y
col., 1987). Ambas proteinas tienen un peso molecular aproximado de 50.000 daltons,
aunque sus puntos iso¢léctricos difieren notablemente (5.3 a 5.4 frente a 7.6). Los ensayos
de inmunodifusién indican que estas dos B-hemolisinas estdn inmunolégicamente
relacionadas (Asao y col., 1986).

La escasa actividad enterotéxica de la B-hemolisina parcialmente purificada por Ljung
y col (1981)y la elevada actividad de la hemolisina detectada por Asao y col. (1984) sobre
asa ligada de intestino de conejo, probablemente, se deba a las distintas técnicas de
purificacién empleadas (Stelma, 1988).

Chakraborty y col. (1984) han sefialado que los clones de £. coli que portaban los
genes de la hemolisina y la citotoxina de A. hydrophila son inactivos sobre el asa ligada de
intestino de conejo, posiblemente, por la incapacidad de E. coli para liberar las hemolisinas
al medio (Chakraborty y col.. 1986).

31
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[.4.1.1.4. - Mecanismo de accién de la §-hemolisina

Las hemolisinas de Aeromonas producen alteraciones en la permeabilidad vascular,
edemas y necrosis (Chakraborty y col., 1986). Scheffer y col. (1988) estudiaron la
capacidad de las bacterias productoras de hemolisinas para liberar factores mediadores de la
inflamacién. La o-hemolisina de E. coli y la p-hemolisina de Aeromonas son potentes
estimuladores de la liberacién de leucotrienos (LTB4 y LTCy4) a partir de granulocitos
humanos. El primero es quimiotictico para neutréfilos y eosindfilos humanos y el segundo
es un mediador de las reacciones anafildcticas, implicado en la broncoconstriccién,
produccién de mucus y aumento de la permeabilidad vascular. La liberacién de estos
mediadores de la inflamacién pueden ser la causa del incremento de la permeabilidad
vascular y de la formacién de edemas por hemolisinas, mientras que la interacci6n de la
aerolisina con los polimorfonucleocitos humanos puede dar lugar a la liberacién de
metabolitos, a partir de estas células, que estimulen la secrecién en la mucosa. Estos hechos
podrian explicar la aparicién de la diarrea.

Chakraborty y col. (1987) constataron que una cepa mutante, deficiente en la
B-hemolisina, era menos t6xica para el rat6n, no causé lesiones necréticas en el punto de
inyeccién y no se detecté en cultivos realizados 24 horas después de la inoculacién,
mientras que la cepa paterna B-hemolitica era més téxica, produjo necrosis y se aislo hasta
14 dias después de su inoculacion.

Garland y Buckley (1988) comprobaron que la B-hemolisina es un proteina hidrofilica
y soluble que se secreta como una protoxina inactiva y se reactiva por la eliminacién de 25
aminodcidos del extremo C terminal. La ruptura de los glébulos rojos implica tres fases:
unién a los receptores, agregacién de toxinas y ruptura de la membrana del eritrocito. Van
der Goot y col. (1993) observan que tanto la proaerolisina como la forma activa son
dimeros de similar estabilidad y solubles en agua. La protoxina se activaria eliminando el
péptido del carbono terminal, que no estaria implicado en la formacién de poros en
membranas, pudiendo entonces oligomerizarse y dar lugar a la forma activa (Van der Goot
y col., 1994a,b).

Bunning y col. (1986) utilizaron células de melanoma para comprobar la produccién
de los efectos, mediados por el AMPc, de la B-hemolisina purificada (inhibicién del
crecimiento celular, incremento de la actividad tirosinasa y acdimulo de melanina)
caracteristicos de las enterotoxinas citotonicas. Esta B-hemolisina purificada era
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extremadamente téxica para las células de melanoma y no se la consideré con efectos
citotonicos.

1.4.1.1.5. - Factor que presenta reacciones cruzadas con la toxina del c6lera (CTC)

Jiwa (1983), Burke y col. (1984b) y Turnbull y col. (1984) han observado reaccifn
cruzada entre la toxina colérica y la enterotoxina de Aeromonas spp. El uso de la antitoxina
colérica en técnicas ELISA mostré la existencia de un factor enterotéxico y hemolitico en
Aeromonas spp., que reacciona con los anticuerpos de la antitoxina colérica. En ningin
caso se ha podido detectar homologifa entre este factor y la toxina colérica por lo que no se
ha podido denominar toxina "c6lera-like", sino "factor que presenta reacciones cruzadas con
la toxina colérica” o "CTC". La similitud antigénica y el hecho de que se observara
incremento intestinal de fluidos sugiere que es enterotéxico y, por tanto, un posible factor
de virulencia en Aeromonas spp. (Campbell y Houston, 1985).

Schultz y McCardell (1988) utilizaron sondas génicas especificas, sintetizadas a partir
de ciertas regiones de las subunidades A y B de la toxina colérica, y comprobaron que estas
sondas hibridaban con el ADN de algunas cepas de A. hAydrophila; ademds, la enterotoxina
que producian estas cepas reaccionaba con el suero de antitoxina colérica y se la podia
describir como una enterotoxina citoténica. Potomski y col. (1987b) detectaron una toxina,
a partir de cepas fecales de Aeromonas spp., que reaccionaba con la antitoxina colérica, no
era citotéxica ni hemolitica y tenia efectos citoténicos. Hoy dfa, aunque no estd
completamente establecido, algunos autores opinan que la enterotoxina citoténica y este
factor se pueden considerar moléculas muy similares o incluso idénticas (Janda, 1991). No
obstante, hay que tener en cuenta que la enterotoxina citoténica, descrita por Ljungh y col.
(1981) y Chakraborty y col. (1984), es més termorresistente y no presenta reacciones
cruzadas con la toxina del célera, por 1o que en todo caso, este factor que se inactiva a 56°C
en 10 minutos (Cahill, 1990) constituirfa una enterotoxina citoténica distinta.

Las reacciones inmunolégicas cruzadas detectadas entre las enterotoxinas citotéxicas
descritas por Asao y col. (1984), Howard y Buckley (1986), Chakraborty y col. (1986) y
Bunning y col. (1986) sugieren que son moléculas similares, aunque pueden presentar
diferencias estructurales y funcionales importantes y, en cualquier caso, no se relacionan
antigénicamente con la toxina colérica (Cahill, 1990). Por todo ello, parece que sélo la
enterotoxina citotonica y la enterotoxina citolitica purificada por Rose y col. (1989a,b) se
asocian con la toxina del c6lera.
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1.4.1.2. - Proteasas

Las proteasas producen una accién patdgena de lesién directa de los tejidos,
facilitando as{ la invasividad (Sakai, 1985); ademds, pueden tener un efecto indirecto al
activar el precursor de la B-hemolisina (Leung y Stevenson, 1988). Ciertas proteasas
exocelulares, producidas por otras bacterias gram-negativas, como la elastasa (33 kDa)} de
Pseudomonas aeruginosa y algunas proteasas de Serratia marcescens (50 y 56 kDa) tienen
un papel importante en la patogenicidad (Wandersman, 1989).

Aeromonas spp. secreta al menos cuatro o cinco proteasas, en funcién del pH éptimo
y la especificidad del sustrato (Nieto y Ellis, 1986). Las dos proteasas principales han sido
descritas por Leung y Stevenson (1988); una de cllas es una metalproteasa termoestable y,
12 otra, una serinoproteasa termoldbil. La mayoria de las cepas de Aeromonas, analizadas
inmunolégicamente, secretan ambas proteasas. Loewy y col. (1993) han purificado y
caracterizado una nueva zinc-proteinasa de 19 kDa. Aunque ¢l papel de las proteasas no estd
claro, la LDs( para el salmon y la trucha de una cepa mutante, deficiente en proteasas, fue

de 1000 a 10000 veces mds alta que 1a de la cepa paterna, productora de proteasas (Sakai,
1985).

1.4.1.3. - Sider6foros

Los sideréforos son compuestos de bajo peso molecular con una alta afinidad y
capacidad de unidn a distintas formas orgdnicas e inorgdnicas de hierro. particularmente
bajo condiciones limitantes para este metal (Crosa, 1989). Estos compuestos pueden
desarrollar importantes papeles en ¢l establecimiento de la infeccidn, ya que el hierro es
fundamental para el crecimiento de la mayoria de las especies bacterianas. Los
microorganismos patégenos son capaces de obtener el hierro a partir de formas
combinadas, mediante la sintesis de sustancias quelantes o secuestradoras de hierro
(sider6foros o quelinas) (Pumarola, 1987b), asocidndose ciertos sideréforos extracelulares
a bacterias gram-negativas, como E. coli, productoras de enfermedades invasivas (Payne,
1988). En el caso de Aeromonas spp., Janda y col. (1994a) observan que las cepas
implicadas en bacteriemias, elaboran sider6foros, son muy hemoliticas y proteoliticas y
resistentes al complemento.

Casi todas las cepas de A. salmonicida, A. hyvdrophila. A. sobria y A. caviae elaboran
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uno o mds tipos de sideréforos (Barghouthi y col., 1981; Chart y Trust, 1983). En A.
salmonicida existe un mecanismo de adquisicién de hierro, que precisa un sideréforo de
bajo peso molecular (Chart y Trust, 1983). En el caso de las Aeromonas mesdéfilas, la
mayorfa de las cepas de A. hydrophila y A. caviae y, algunas de A. sobria, producen un
sider6foro denominado amonabactina, o bien, el Hlamado enterobactina (Barghouthi y col.,
1981, 1989; Zywno y col., 1989). Massad y col. (1991) observan dos mecanismos de
adquisicién de hierro en distintas cepas de este género, uno de ellos, mediado por la
amonabactina, permite utilizar el hierro de la Fe-transferrina, mientras el otro proceso,
independiente de los sider6foros, accede al hierro de distintos compuestos hemo. Telford y
col. (1994) describen 4 variedades de amonabactinas producidas por distintas cepas de A.
hydrophila bajo condiciones restrictivas de hierro. Massad y col. (1994) sefialan que la
sintesis del 4cido 2-3 dihidroxibenzoico, presente en sideréforos, estd codificada en dos
grupos de genes distintos, uno de ellos detectado en las cepas productoras de enterobactina
y el otro en las de amonabactina.

1.4.2.- Caracteristicas asociadas a la célula bacteriana

Muchos factores asociados a la patogenicidad, como los determinantes de invasividad
o de resistencia al suero, las protefnas de la membrana externa reguladoras de hierro y la
capacidad para enfrentarse al sistema inmune mediante la variacién antigénica no han sido
objeto de un estdio profundo que, sin embargo, podria aportar datos muy interesantes
(Finlay y Falkow, 1989; Smith, 1990).

1.4.2.1. - Fimbrias o pili

La presencia de adhesinas en las fimbrias o en otras estructuras de la superficie
bacteriana (proteinas de la membrana externa, lipopolisacdridos y flagelos) explica la
adhesion de las bacterias gram-negativas. En bacterias gram-positivas, la adherencia se
encuentra asociada a otros mecanismos (dcido lipoteit6ico, glicocalix u otras estructuras
superficiales).

La adherencia requiere el contacto de la bacteria con la célula pero, como ambas
superficies son electronegativas, se crea una fuerza de repulsion, que sélo es neutralizada,
en parte, por débiles impulsos de atraccién (fuerzas de Van der Waals, enlaces i6nicos,
enlaces de hidrégeno, interacciones hidrotébicas) que dan lugar a una barrera electrostdtica

que dificulta la aproximacién. La presencia en la superficie de la bacteria de moléculas
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hidrofébicas y, en especial de adhesinas, que por su pequefio tamaiio no estdn sujetas a las
fuerzas de repulsidn, facilitan el contacto.

Una infeccidn es un proceso secuencial cuya primera etapa seria la fijacién y
colonizacién de las bacterias patégenas en las células epiteliales de la puerta de entrada. La
adherencia de las bacterias patgenas al epitelio evita su eliminacién por factores mecénicos
y facilita su desarrollo y multiplicacién. Todo ello, no s6lo representa una proteccién frente
a los agentes externos, sino que, ademds, les permite alcanzar el nimero critico de bacterias
o la concentracién adecuada de productos para poder iniciar la infeccién. El estudio de la
relacién entre adherencia e infectividad ha demostrado que, en la mayorfa de los casos,
existe un grado de correlacién alto, tanto en las infecciones invasivas como por toxinas. Por
otra parte, se ha sugerido que los fendmenos de adherencia también intervienen en la
difusidén de infecciones bacterianas secundarias. Se ha sefialado que las alteraciones de las
células epiteliales, producidas en la infeccién primaria, podrfan dar lugar a la pérdida de
ciertas sustancias de la superficie de la célula (fibronectina), que facilitarfa el acceso a los
receptores, o bien a la formacién de otros nuevos, Como se supone que ocurre en las células
infectadas por virus.

Sin embargo, la adhesién no constituye un factor indispensable para la infeccién,
pues anulando o reduciendo los mecanismos de defensa de la mucosa, las bacterias sin
capacidad de adhesi6n pueden multiplicarse e incluso producir una accién patégena. En
consecuencia, la capacidad de adherencia representa una ventaja ecolégica para la
colonizacién e infeccién pero no constituye un requisito imprescindible.

Las fimbrias o pili son apéndices filamentosos de naturaleza proteica con capacidad
antigénica y, frecuentemente, portadores de adhesinas, que presentan la propiedad de
combinarse con receptores de naturaleza polisacdrida, localizados en la superficie de las
células epiteliales, mediante uniones del tipo azicar-lectina. La zona combinante estd
constituida por un pequefio segmento de las subunidades proteicas de la fimbria (regién
amino-terminal).

Las fimbrias se pueden diferenciar por una serie de caracteres como el tamafio, peso
molecular, composicién en aminodcidos y poder inmundgeno y, ademés, en relacidn con la
presencia de adhesinas, por la capacidad de fijacion selectiva en los receptores de diversas
células y especies de hematies responsables del fenémeno de hemaglutinacién; también, por
la naturaleza quimica de estos receptores y, sobre todo, porque la adicién de los mismos o
de sustancias andlogas permite inhibir especificamente el fenémeno de adherencia o de
hemaglutinacién. Las adhesinas de las fimbrias, atendiendo a su sensibilidad al

monosacirido manosa, s¢ dividen en dos grandes grupos: sensibles y resistentes a la
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manosa.

Las fimbrias manosa-sensibles, MS o fimbrias de tipo 1 son las mds frecuentes y
estdn presentes en las bacterias gram-negativas. Presentan la propiedad de combinarse con
receptores que contienen D-manosa, que se encuentran en muchas glicoproteinas del moco,
asf como en los fagocitos y hematies de diversas especies de animales y del hombre, dando
lugar al fenémeno de la hemaglutinacién, reaccién que se inhibe por la adicién de D-manosa
al medio. Estas fimbrias se consideran poco relacionadas con el poder patégeno, pero
intervienen en ¢l proceso de colonizaci6n.

Las fimbrias manosa-resistentes o MR, por €l contrario, son menos frecuentes y se
caracterizan porque producen la aglutinacién de los hematies, ain en presencia de
D-manosa. Recientemente, se ha demostrado que las fimbrias manosa-resistentes no forman
un grupo homogéneo, sino que agrupan todas las fimbrias que s¢ combinan con receptores
especificos que no contienen manosa. La mayorfa de las fimbrias de E. coli asociadas con
patogenicidad en ¢l hombre y animales son manosa-resistentes (Pumarola, 1987¢).

Existe una subclase de fimbrias que intervienen en la conjugacién bacteriana. Estas
fimbrias son m4s largas, flexuosas y poco numerosas (1 a 4 por bacteria) y finalizan en una
especie de botén. Son necesarias para transferir el material genético desde las bacterias
donantes a las receptoras durante la conjugacién bacteriana (Garcia-Rodriguez, 1987).

Los estudios realizados con microscopia electrénica han puesto de manifiesto que al
menos existen dos tipos morfolégicos de fimbrias en cepas de Aeromonas clinicas y
ambientales (Carrello y col., 1988): los pili rigidos (numerosos por célula) con una longitud
de 0,6 a 2,0 pm., formados por subunidades de peso molecular de 17.000 a 18.000, y los
pili flexibles (1-60 por célula), denominados "mini pilin”, por el bajo peso molecular de la
subunidad que los constituye (4.000) (Ho y col., 1990; Honma y Nakasone, 1990). Sato y
col. (1989) han observado que no existen reacciones cruzadas entre los pili rigidos y los
antigenos de los factores de colonizacién I y I de E. coli. Ho y col. (1990) secuencian la
unidad constituyente de los pili flexible ("mini pilin”), observando que esta molécula de 46
aminodcidos parece ser totalmente nueva y no muestra homologia con otras secuencias de
pili conocidas. La expresién del "mini pilin" se puede regular ambientalmente, siendo
m4xima a 22°C, en medio liquido y en presencia de hierro reducido, mientras que los pili
rigidos parecen ser constitutivos y aparecen en todas las condiciones. Estos hechos sugieren
que la sintesis de los pili flexibles podria ser un requisito para la colonizacién en
hospedadores mamiferos dependiente de las condiciones del medio.
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1.4.2.2. - Proteinas de la membrana externa de la pared bacteriana {OMPs)

Aoki y Holland (1985) han separado electroforéticamente las protefnas de la
membrana externa de ocho cepas de A. hydrophila y otras ocho de A. salmonicida. En el
caso de A. hvdrophila, las proteinas de la membrana externa son distintas de una cepa a
otra, aunque la mayoria de ellas contenfan una proteina de 36 kDa; por el contrario, en las
cepas de A. salmonicida se observaron muchas proteinas comunes a todas las cepas, siendo
la mds abundante una de 32 kDa. Bajo condiciones restrictivas de hierro, tanto A,
hydrophila como A. salmonicida, sintetizaron nuevas proteinas de la membrana externa con
un peso molecular entre 68 y 93 kDa. Kuijper y col. (1989¢) estudian las proteinas de la
membrana externa en 46 cepas fecales, apareciendo las bandas més prominentes entre 25 y
45 kDa. En las cepas de A. caviae, los perfiles de las proteinas fueron similares, mientras
que en las cepas de A. hydrophila y A. veronii biotipo sobria se observé una marcada
heterogeneidad.

Atkinson y col. (1987} sefialaron que la hemaglutinacién y la produccién de pili son
independientes, al observar que la capacidad hemaglutinante se asocia 2 una proteina de la
membrana externa que permitirfa a las células adherirse a receptores (antigeno H) de los
eritrocitos humanos. Estos receptores también se encuentran en las células intestinales, por
lo que esta proteina de 12 membrana externa facilitaria la uni6n a las células intestinales, en
las que la produccién de enterotoxinas adquiere su méxima. relevancia. Por otra parte,
Wilcox y col. (1994) observan la expresidn de nuevas proteinas de la membrana externa,
que no aparecen en caldo de cultivo, cuando el crecimiento ocurre en contenido ileal
humano. Quinn y col. (1994) aislan, mediante cromatografia de afinidad basada en la
reactividad con carbohidratos, dos proteinas formadoras de poro en bicapas lipidicas que
podrian actuar como adhesinas.

Las acromonas son capaces de adherirse a eritrocitos, levaduras, células del epitelio
bucal y a la mucosa intestinal de conejo por mecanismos que implican la existencia de
proteinas no fimbriadas de la superficie bacteriana (Atkinson y Trust, 1980; Levett y Daniel,
1981). Singh y col. (1993), indican que la adhesién al epitelio intestinal puede estar
mediada por factores de colonizacién fimbriados o no y hemaglutinantes o no. Neves y col.
(1994), detectan adherencia agregativa a células HEp-2 en A. hydrophila y A. sobria,
similar a la enteroadherencia agregativa detectada en E. coli. Gray y Kirov (1993) observan
que A. veronli bioupo sobria presenta una capacitdad de adherencia a eélulas HEp-2 superior
al resto de las especies.
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1.4.2.3. - Lipopolisacdridos de la membrana externa de la pared bacteriana (LPSs)

Forman parte de la membrana externa de la pared celular de las bacterias
gram-negativas, asocidndose al antigeno O y a las endotoxinas. En el lipolisacirido de la
membrana externa de la pared bacteriana se describen tres fracciones (Pumarola, 1987a):

- Fraccién externa o cadenas laterales del lipopolisacdrido, constituida por unidades de
oligosacdridos, cuyo nimero, composicién y secuencia diferirfan segiin la especie
bacteriana y serian responsables de la especificidad del antigeno O.

- Fraccion central o nicleo del polisacérido (core), formado por oligosacaridos y
KDO (4cido ketodesoxiocténico) que serfa comiin entre las bacterias gram-negativas, y
explicaria las reacciones cruzadas que se presentan entre las distintas especies.

- Fraccién interna o lipido A, que se identificaria con la endotoxina, responsable de la
toxicidad y de ciertas manifestaciones clinicas similares en infecciones causadas por
distintas especies, que se liberaria por lisis celular. Su toxicidad es inferior a la de las
exotoxinas, diferencidndose de éstas en que su accién es inespecifica, son termoestables, no
se detoxican por accién del formol por lo que no se transforman en toxoides y tienen escaso
poder inmundégeno.

Al analizar los polisacdridos de la regi6n especifica (cadenas laterales O) del LPS por
SDS-PAGE se han detectado al menos tres modelos. Uno de ellos, de cardcter homogéneo,
se relaciona con el serogrupo O:11 de Aeromonas y, al parecer, este tipo de LPS desempefia
un importante papel en el anclaje de la capa S. Ademds, a este serogrupo se le ha
relacionado con la mayor virulencia en peces y con la resistencia a la accién bactericida del
suero. (Dooley y col., 1985; Kokka y col., 1991b). Esteve y col. (1994), describen dos
grupos de cepas patégenas, uno de ellos constituido por cepas PAB+, pertenecientes al
serotipo :19, que presentan cadenas de tamafio homogéneo en el LPS y una proteina de la
membrana externa de 50 kDa. Las cepas del otro grupo fueron serolégicamente variables,
PAB-, presentaron un LPS heterogéneo y OMPs de 33 a 45 kDa. Por otro lado, Francki y
Chang (1994) indican que el LPS podria actuar como una adhesina en A. sobriga.

1.4.2.4. - Flagelo

Los miembros de Aeromonas spp. son generalmente méviles con un dnico flagelo
polar de 1,7 um, aunque en cultivos jovenes, a veces se observan flagelos laterales cortos
(< 1,7 um) (Stelma, 1989). Existe muy poca informacién sobre el flagelo de Aeromonas

spp.. a pesar de que la movilidad se relaciona con la patogenicidad ya que, Gnicamente, las
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especies mdviles se consideran potencialmente patégenas para el hombre.,
1.4.2.5. - Capa extra, proteica y externa a fa pared bacteriana (Capa S)

La presencia de una "monocapa macromol¢cular periddica”, de estructura
paracristalina, sobre la pared bacteriana se observd, por primera vez, hace 42 afios, en
fotografias realizadas con un microscopio electronico (Houwink, 1953, citado en Sleyrt y
Messner, 1983). Posteriormente, se ha comprobado que esta capa es mds frecuente de lo
que en un principio se sospechaba, observdndose su presencia en Acinetobacter spp.,
Campylobacter fetus, Aeromonas salmonicida, distintas especies de Bacillus, de
Clostridium, de Lactobacillus y en otros microorganismos (Yamada y col., 1981; Ishiguro
y col., 1981; Evenberg vy col., 1982; Tsuboi y col., 1982; Sleyrt y Messner, 1983). La
capa S se puede considerar como la membrana bioldgica més sencilla desarrollada a lo largo
de la evolucién; generalmente, estd formada por un sélo polipéptido homogéneo de peso
molecular alto y, ocasionalmente, por carbohidratos como componentes minoritarios en
forma de glicoproteinas. Los pesos moleculares determinados por SDS-PAGE varfan de 40
a 200 kDa.

Estd directamente implicada en las interacciones entre la célula y su entorno v,
desaparece cuando la bacteria se cultiva de forma prolongada en el laboratorio, indicando
que su presencia es un elemento de proteccién para los microorganismos que la poseen
(Sleytr, 1978).

Se precisan 5 x 105 monémeros de la capa S para dar lugar a una cadena
bidimensional totalmente cerrada alrededor de un bacilo. En algunos microrganismos, la
sintesis de la proteina de la capa S parece estar completamente controlada, dada la escasa
cantidad que se¢ detecta en el medio de crecimiento (Thorne y col., 1976), mientras que, en
otros, la produccién es excesiva (Beveridge y Murray, 1975; Smit y col., 1981; Yamada y
col., 1981). La capa S no sélo desempefia una accién protectora frente a ataques externos e
internos, sino que también contribuye a mantener la morfologia celular y juega un papel
importante en la adhesién. La existencia de canales, de 2 a 3 nm de didmetro, no impediria
el paso de nutrientes y productos de degradacién, pero st podr{a proteger a las células de la
accién de enzimas liticas y de otros agentes hostiles del entorno (Sleyrt,1978; Beveridge.
1979; Stewart y Beveridge, 1980; Stewart y Murray, 1982). Se ha observado que la capa S
puede evitar la liberacion de macromoléculas, aumentando la concentracion celular sobre
todo en la fase exponencial de crecimiento (Sleyrt v Messner, 1983). Ademas de las

funciones dependicntes del tamafio de los poros, la capa S puede actuar como una barrera
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fisica frente a la respuesta inmune del hospedador (Trust y col, 1980; Ishiguro y col., 1981;
Evenberg y Lugtenberg, 1982; Evenberg y col., 1982; Munn y col., 1982). En ocasiones
se opone a la infeccién por bacteriéfagos (Ishiguro y col., 1981), aunque también puede
presentar receptores especificos a ciertos bacteridéfagos (Sleyrt y Messner, 1983). Ademis,
la capa S se considera implicada en fenémenos de adhesién como autoaglutinacién y
adhesién a epitelios (Sleyrt y Messner, 1983), en el intercambio iénico (Beveridge, 1978;
Beveridge, 1979) y en el efecto tampdn frente a dcidos e hidrogeniones de la célula y el
entorno (Sleyrt y Messner, 1983).

En lo que se refiere a Aeromonas, en 1981 Kay y col. identificaron, con el
microscopio electrénico de transmision, una capa adicional (originalmente Ilamada capa A)
externa a la pared celuiar en cepas autoaglutinantes de A. salmonicida (HG3) pat6genas para
peces. Los estudios bioquimicos y genéticos indican que estd compuesta por una simple
cadena proteica superficial de 49 a 51 kDa (Kay y col., 1984). La capa S confiere una
hidrofobicidad superficial elevada a las cepas autoaglutinantes de A. salmonicida y es el
factor de virulencia mds importante (Trust y col., 1983; Belland y Trust, 1985; Ishiguro y
col., 1985). La capacidad de unién al rojo Congo, la resistencia a la lisis mediada por el
complemento y la asociacidén a monocitos fagociticos parecen relacionarse con la presencia
de la capa S en A. salmonicida (Ishiguro y col., 1985; Munn y col., 1982; Trust y col.,
1983).

Posteriormente, en varias investigaciones simultdneas, se detectaron cepas de A.
hydrophila (GH1) y de A. veronii biotipo sobria (GH8), provistas de capa S, implicadas en
infecciones humanas y animales (Dooley y Trust, 1988; Paula y col., 1988; Kokka y col.,
1991a). Las cepas de origen humano se aislaron, principalmente, en infecciones
extraintestinales, como peritonitis y bacteriemias (Janda y col., 1987). Independicntemente
de su procedencia (humano, animal o ambiental), estas cepas presentaron idénticas
estructuras y propiedades genéticas, asf como, caracteristicas fenotipicas similares (Paula y
col., 1988; Kokka y col., 1991a). El andlisis electroforético de las proteinas superficiales de
la capa S, indicé que son moléculas dcidas con un peso de 52 a 58 kDa (Dooley y col.,
1988; Kokka y col., 1990, 1991a). La composicién en aminoécidos de estas proteinas
resulté similar a la de las proteinas de A. salmonicida, aunque no se observé homologia en
la secuencia aminoacidica terminal, que es repetitiva en las cepas de A. salmonicida (Kay y
col., 1984; Dooley y col., 1988). También se detectaron diferencias funcionales con
respecto a la capa S de A. salmonicida, ya que no se observé que se incrementase la
hidrofobicidad de la superficie celular. ni la capacidad de unién del rojo Congo (Paula y
col., 198K). Recientemente, Thomas y Trust (1995) han clonado y expresado en E. coli la
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subunidad proteica que constituye esta capa. Kokka y col. (1991b) afirman que la presencia
de capa S no estd directamente implicada en la patogenicidad para el ratdn e indican que su
papel en la patogénesis puede ser totalmente distinto al de la capa S de A. salmonicida. En
cualquier caso, las cepas de A. hvdrophila con capa S, pertenecientes al serotipo O:11, se
consideran altamente virulentas para hombres y peces (Dooley y Trust, 1988; Paula y col.,
1988). Algunas investigaciones serogpidemiolégicas ponen de manifiesto que este tipo de
cepas representan el 20-30% de todas las de A. hydrophila y A. veronii biotipo sobria
aisladas de infecciones humanas (Kokka y col., 1992). En este sentido, Merino y col.
(1993) han desarrollado una prueba inmunoenzimética para detectar este tipo de cepas en
alimentos.

1.4.2.6. - Invasividad

La capacidad de Aeromonas para producir sintomas disentéricos podria relacionarse
con la invasividad celular, como ocurre en Salmonella y Shigella (Watson y col., 1985). Al
investigar cepas de origen fecal, se observd que la invasividad era mis frecuente en A.
sobria que en el resto de las especies, aunque esta caracteristica no se relacionaba con la
enterotoxicidad. Sin embargo, en el caso de A. hydrophila, s{ se detecté asociacién entre la
aparicién de sintomas de disenterfa y la invasividad de las cepas (Watson y col., 1985). En
1985, Lawson y col. (1985) observaron que 6 de 10 cepas de A. hydrophila eran capaces
de invadir c€lulas HEp-2; la composicién plasmidica de estas cepas invasivas sugiri6 que,
probablemente, los genes responsables se localizaban en el cromosoma y que, en cualquier
caso, no estaba clara Ia relacidn entre invasividad in vitro y patogenicidad in vivo. Gray y
col. (1990) comprobaron que entre ¢! 14 y ¢l 36% de las cepas de Aeromonas invaden
células HEp-2, sicndo también A. sobria la mds invasiva. Nishikawa y col. (1994) sefialan
la adhesidn e invasién en células de carcinoma de colon humano (Caco-2).

L1.4.2.7. - Resistencia al suero

Muchas Aeromonas, tanto meséfilas como psicrétrofas, son resistentes a la lisis
mediada por el complemento humano, de peces y conejos (Munn y col., 1982; Janda y col.,
1984a). La mayoria de las cepas de A. hydrophila y A. sobria son més refractarias a la
accidn bactericida del suero que A. caviae; las cepas sensibles parecen activar el
complemento dando lugar a una rdpida lisis (Brenden y Janda, 1986). Mittal y col. (1980)

asociaron la resistencia a la accidn bactericida del suero con cepas altamente virulentas para
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peces. Sin embargo, Montenegro y col. (1985) no han detectado, en 66 cepas de
Aeromonas, el gen traT, que codifica una protefna de la membrana externa, responsable de
la resistencia al suero de E. coli. Merino y col. (1994) observan que la resistencia a la lisis
mediada por el complemento, ademds de ser dependiente de la temperatura de crecimiento y
de asociarse a distintas formas del lipopolisacdrido, puede deberse a la rdpida degradacion
de algunos elementos de este sistema, impidiendo la formacién del complejo litico. Janda y
col. (1994b) han detectado resistencia a la accién litica del complemento, principalmente, en
cepas del serogrupo O:11 y provistas de capa S.

1.4.2.8. - Plismidos

Entre el 20 y el 100% de las cepas de A. salmonicida, A. hydrophila y A. sobria
examinadas portaban pldsmidos de peso molecular entre 2 y 100 MDa (Toranzo y col.,
1983a; Chang y Bolton, 1987; Belland y Trust, 1989). La mayoria de las cepas de A.
salmonicida presentan perfiles plasmidicos bastante homogéneos. En A. hydrophila y A.
sobria, la frecuencia de pldsmidos es mds baja (20 a 58%) y las variaciones en los perfiles
plamidicos son mayores. Muchos de los pldsmidos de Aeromonas son factores R que llevan
marcadores de resistencia frente a la tetraciclina, ampicilina, tobramicina y kanamicina
(Toranzo y col., 1983a; Hedges y col., 1985; Chang y Bolton, 1987). Toranzo y col.
(1983a) observaron en una cepa de A. hydrophila, "curada" de pldsmidos, numerosas
diferencias con respecto a la cepa paterna, que afectaban a la produccién de indol y
gelatinasa, a las propiedades superficiales y a la resistencia a la tetraciclina. Posteriormente,
Hanes y Chandler (1993) detectan un plismido de 40 MDa que regula la adhesividad a
células Caco-2, la actividad hemolitica y la resistencia a antibiGticos.

En los dltimos afios se ha intentado establecer ¢l papel que las aeromonas juegan en
las enfermedades humanas y animales. Los mayores avances hacen referencia al
conocimiento de nuevas especies, la identificacién de estructuras (capa S, "mini pilin") y 1a
caracterizacion genética de factores de virulencia (hemolisinas y proteasas). Sin embargo,
quedan muchas cuestiones por resolver, siendo primordial el desarrollo de un modelo
animal donde se reproduzca la diarrea asociada a Aeromonas y, por tanto, sea posible

establecer, inequivocamente, el papel de Aeromonas como patdgenos gastrointestinales.
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También son necesarias las investigaciones sobre productos extracelulares y asociados a la
célula, en cepas patdgenas y no patGgenas, para determinar los factores implicados en la
virulencia. La frecuencia de los distintos grupos de hibridaci6n requiere también un estudio
m4s profundo con el fin de aclarar la epidemiologia de este tipo de infecciones (Janda,
1991). Por otro lado, son necesarios exdmenes rutinarios de heces diarreicas y de alimentos
sospechosos para valorar la importancia sanitaria de las gastroenteritis asociadas a
Aeromonas spp. transmitidas por alimentos. Algunos estudios sugieren que su presencia en
alimentos representaria un riesgo bajo, ya que tanto estos microrganismos como sus toxinas
son termoldbiles, la produccion de toxinas es mds elevada en medios bacteriol6gicos que en
los alimentos y, aunque algunas cepas pueden crecer competitivamente en alimentos a 5°C,
1a deteccién de una carga elevada en los mismos no parece ser frecuente (Kirov, 1993).
Hasta que las cuestiones concernientes a la patogenicidad de Aeromonas y su
comportamiento en alimentos no estén totalmente resueltas, la presencia de un ndmero
elevado de Aeromonas en alimentos deberia ser considerada, Gnicamente, como un riesgo
potencial para la salud, principalmente, en personas inmunodeficientes.
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OBJETIVOS DEL TRABAJO

El planteamiento de este trabajo se centré en el estudio comparativo de cepas de
Aeromonas spp. méviles aisladas de alimentos y de heces diarreicas humanas, en cuanto a
sus posibilidades de llegar a producir una accidn patégena en el hombre. En consecuencia,
una vez seleccionados los medios de cultivo y técnicas de identificacién y aislamiento de
mads garantia y después de comparar la resistencia de ambos tipos de cepas, se abordé el
problema del estudio y valoracién de los factores de virulencia asociados a los productos
exocelulares, propiedades superficiales y caracteristicas bioquimicas de las cepas de
Aeromonas spp. Para conseguir estos objetivos se estructur$ ¢l trabajo del siguiente modo:

- Evaluacién del comportamiento de tres medios selectivos para el aislamiento de
Aeromonas spp. méviles, asf como seleccién de las pruebas bacteriol6gicas y bioquimicas
que garantizan la correcta identificacion de este grupo bacteriano y su diferenciacién a nivel
de especie.

- Determinacién de su incidencia en alimentos espafioles (carnes, pescados, mariscos, etc.)
recogidos de supermercados y establecimientos de venta al piblico.

- Comaprobaci6n de 1a resistencia de Aeromonas spp. frente a diferentes pardmetros fisicos y
quimicos (temperatura, pH, cloruro sédico, nitritos, cloro, antibiéticos, etc.).

- Estudio de los factores de virulencia de cepas aisladas en alimentos y en heces diarreicas
humanas:

. Actividad hemolitica (eritrocitos de cordero y conejo y sangre de caballo y cordero).

. Actividad enzimitica (proteasas y lipasas).

. Citotoxicidad (lfneas celulares estables Vero y micloma).

. Hemaglutinacién ¢ inhibicién de la hemaglutinacién por azicares.

. Autoaglutinacién y aglutinacién con acriflavina.

. Hidrofobicidad superficial (uni6n a filtros de nitrocelulosa y adsorcién a hidrocarburos).
. Deteccién de pili y de la capa S mediante microscopia electrénica de transmisién.

. Caracteristicas bioquimicas que pudieran relacionarse con la patogenicidad.

. Asociaciones presentes entre 1os factores de virulencia estudiados.
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IIL.1. - Material y equipo

- Material de vidrio (pipetas, tubos, matraces, etc.) "Pyrex" o de calidad similar.

- Material de pléstico estéril (microplacas, placas de petri, botellas, tubos, etc.) "Nunc”,
"Falcon" y "Sterilin”

- Micropipetas autométicas P-20, P-200, P-1000 y P-5000 (Gilson), pipeteador automatico
(Falcon), agitadores, etc.

- Destilador de agua "Pobel”.

- Homogeneizador "Stomacher” mod. 400 Colworth.

- Balanzas "A/D" mod. ER-120A, "A/D" mod. ER-600A y mod. ER-3000A.

- Ph-metro Metrohm mod. 654.

- Autoclaves "Selecta” mod. 437-G.

- Estufa de aire forzado "Heraeus" mod. KFTU-K.

- Filtros "Millipore” de 0,22 y 0,45 um de didmetro de poro. La filtracién de grandes
volimenes se realizé con un sistema conectado a una bomba de vacio EYELA A-3S.

- Sistema de ultrafiltracién tangencial "Minisette” ™ de "FILTRON", conectado a una
bomba peristiltica "Masterflex" y con 3 paquetes compactos, "cassettes” o cartuchos de

membranas (serie "Omega”, "FILTRON") especificos para realizar cortes moleculares a 50,
30 y 8 kDa.

- Filtros de nitrocelulosa "Millipore™ mod. SCWP.

- Centrifugas "Sorvall" mods. RC-5B y GLC-1 con rotores §S8-34 y GSA y
microcentrifuga "Heraeus" mod. Biofuge con rotor 1220.

- Sistema de evaporacion-centrifugacién al vacio "Howe" mod. GV1 conectado a una
bomba de vacio "Titan" mod. Trap.

- Cédmara de flujo laminar "Telstar” mod. CE-A.

- Estufas "Heraeus" mods. KB-500, B6200 y BK-600 y "Selecta”, mod. Termotronic 338.
Bafios de agua o propilenglicol provistos con termostatos "Selecta”, mod. Tectron. Bafio de
agua con agitacién orbital "GFL" mod. 1092 conectado a una unidad de refrigeracién
"Braun" mod. Frigomix U. |

- Microscopio éptico "Nikon", mod. L-Ke, equipado con un dispositivo de contraste de
fases.

- Ultramicrotomo "LKB" mod. Ultratome ITI,

- Microscopio electronico de transmision "Zeiss" mod. 902 con equipo fotogrifico.

- Espectrofotémetros "Kontron” mod. Uvikon 820 y "Hitachi" mod. U-2000, con
impresora térmica "Kontron” mod. Uvikon LS Thermoprinter 4B. Lector de microplacas

51



MATERIAL Y METODOS

"Cultek” mod. Tietertek Multiskan Plus.

- Congeladores "Liebherr”, mod. GT6102 y "Sanyo” mod. Ultra low. Frigorifico
"Kelvinator” mod. AKR. Recipiente de Nitrégeno liquido

- Cdmara con equipo de filtracién-esterilizacion de aire "Telstar” y acondicionador de
temperatura "Interclisa”, provisto de: campana de flujo laminar "MDH" mod. 20134;
centrifuga "Sorvall” mod. TC6 con un rotor H-400; incubador de CO5 con camisa de agua
“REVCO" mod. Ultima; bafo de agua con termostato "Bunsen” mod. BA-12; microscopio
invertido equipado con cimara fotografica "Olympus” mod. CK2 y frigorifico y congelador
"Liebherr".

ITL.2. - Productos bioldgicos

111.2.1. - Microorganismos

Se emplearon 100 cepas de Aeromonas spp.: 4 procedentes de 1a Coleccién Espafiola
de Cultivos Tipo (Bunjasot, Valencia), 15 aisladas por el Dr. J. Reina en heces diarreicas
humanas (Hospital Son Dureta, Palma de Mallorca) y el resto obtenidas a partir de
alimentos y aguas. (Tabla II.1).

111.2.2. - Alimentos
Se tomaron muestras de los siguientes alimentos: carnes (vacuno, cerdo, pollo y

cordero), pescados (pescadilla, gallo, jurel, sardina, trucha), mariscos (chirlas, mejillones,
gambas, cigalas), leche cruda, queso fresco y ensaladas preparadas.

11L.2.3. - Aguas

Se recogieron muestras de agua potable clorada, agua potable no clorada y agua no
potable.

I11.2.4. - Preparados hematolégicos

La sangre de caballo y cordero, asi como, las suspensiones de eritrocitos de congjo y
cordero fueron suministrados por "Biomerieux".



Tabla I1I.1 - Cepas de Aeromonas spp. moviles empleadas en este trabajo

N° Especie Origen N° Especle Origen
1 A. hydrophila CECT (839)* 50  Noclasificada Carne de pollo
2 A. hydrophila CECT (398)* 51  Noclasificada Carne de pollo
3 A, cavige CECT (838)* 52 No clasificada Came de pollo
4 A. sobria CECT (837)* 53 A. sobria Came de cerdo
54 A. cavige Carne de cerdo

5 A. hydrophila  Heces diarreicas humanas 55 A hydrophila Carne de cerdo
6 A hydrophila  Heces diarreicas humanas 56 A hydrophila Carne de cerdo
7 A. hydrophila Heces diarreicas humanas 57 A. sobria Carne de cerdo

8 A hydrophila  Heces diarreicas humanas 58  No clasificada Came de pollo
9  A. hydrophila  Heces diarreicas humanas 59 A. sobria Carme de pollo
10 A. sobrig Heces diarreicas humanas 60  No clasificada Carne de cerdo
11 A. sobria Heces diarreicas humanas 61  No clasificada Carne de cerdo
12 A. sobria Heces diarreicas humanas 62  No clasificada Queso fresco
13 A. sobria Heces diarreicas humanas 63 A hydrophila Carne de vaca
14 A. sobria Heces diarreicas humanas 64  No clasificada Carne de pollo
15 A. cavige Heces diarreicas humanas 65 A hydrophila Pescadilla
16 A. caviae Heces diarreicas hurmanas 66  No clasificada Pescadilla
17 A. caviae Heces diarreicas humanas 67  A. hydrophila Jurel

18 A. cavige Heces diarreicas humanas 68 A. sobria Jurel

19 A, cavige Heces diarreicas humanas 69  No clasificada Jurel

70 No clasificada Pescadilla

20 A hydrophila Agua no potable 71 A hydrophila Gallo

21 A hydrophila Agua no potable 72  No clasificada Gallo

22 No clasificada Agua no potable 73 A hydrophila Sardina

23 A. sobria Agua no potable 74 A hydrophila Jurel

24 A hydrophila Agua no potable 75 A hydrophila Pescadilla
25 A hydrophila Agua no potable 76 A hydrophila Jurel

26  No clasificada Agua no potabie 77  No clasificada Sardina

27 A hydrophila Agua no potable 78 A hydrophila Trucha

28 A. sobria Agua no potable 79 A. sobria Trucha

29  No clasificada Camne de pollo 80 A. hydrophila Jurel

30 No clasificada Came de cordero 81 A, hydrophila Pescadilla
31 A hvdrophila Came de vaca 82  Noclasificada Pescadilla
32 Noclasificada Came de cordero 33 A, caviae Mejillén

33 A. caviae Came de cordero 34 A. sobria Chirla

34 A. sobria Carne de cordero 85 A hydrophila Chirla

35  No clasificada Came de pollo 86 A hydrophila Gambas

36 A hydrophila Came de pollo 87 A. caviae Gambas

37 A. sobria Came de pollo 838 A hydrophila Mejillén

38  A. hydrophila Carne de vaca 29 A. sobria Mejillén

39  No clasificada Queso fresco %0 A, caviae Mejillén
40  No clasificada Queso fresco 91 A. sobria Chirla

41 A. sobria Came de pollo 92 A. sobria Gambas

42  No clasificada Came de pollo 93  No clasificada Cigala

43 A hydrophila Carne de cordero 94 A hydrophila Chirla

44 A hydrophila Carne de pollo 905 No clasificada Cigala

45 A. hydrophila Camne de cerdo 96 A hydrophila Mejillén
46  A. hydrophila Carne de cerdo 97 A caviae Mgjillon

47 No clasificada Came de cordero 98 A hydrophila Mejillén

48 A. sobria Carmne de cordero 99 A. sobria Chirla

49 A sobria Carne de cerdo 100 A. hydrophila Leche ¢ruda

* - Nimero correspondiente en la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT) (Burjasot, Valencia)
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II11.2.5. - Lineas celulares estables

Se utiliz6 la linea celular Vero (rifién de mono verde africano), cedida por el Centro de
Biologia Molecular de la Universidad Auténoma de Madrid y células de mieloma de ratén
(P3X63-Ag 8.653), procedentes del Instituto Llorente de Madrid.

IIL3. - Reactivos

Los reactivos utilizados fueron de la calidad "reactivo” suministrados por "Merck”,
"Sigma", "Fluka" y "Panreac"”.

Los productos empleados en las experiencias microbiolégicas procedieron de las
firmas "Oxoid", "Merck" y "Difco".

Los cultivos celulares se realizaron con los productos suministrados por "Gibco".
111.4. - Metodos
111.4.1. - Preparacion de los medios de cultivo

Se llevéd a cabo, de acuerdo con las instrucciones de los suministradores. Se ajustaron
al pH correspondiente y se esterilizaron a 120°C y una atmésfera de presién durante 20
minutos, excepto aquellos medios o suplementos en los que se especifica otro método de
esterilizacion.

I11.4.2. - Preparacién de-soliciones

Se realizaron en agua destilada, excepto aquellas en las que se indicaba otro diluyente
particular.

II1.4.3. - Recuentos microbianos
Para realizar 1os recuentos se hicieron diluciones decimales de 1as muestras en suero

fisiolSgico (0,85%) o en agua de peptona (1%) estériles. Las diluciones se sembraron (en
masa o en superficie) en los medios sélidos, utilizando dos placas para cada dilucién.
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111.4.4. - Aislamiento de colonias

Se realizé de acuerdo con el método descrito por Ordéiiez (1978). Para ello se
numeraron las colonias de las placas, en las que aparecfan entre 100 y 200 colonias, y se
eligié el 20% de ellas, de acuerdo con una tabla de nimeros estrictamente aleatorios.

I11.4.5. - Toma de muestras

Las muestras de un mismo alimento se adquirieron en distintos dias y comercios de
Madrid. La leche cruda procedi6 de la granja Priégola La Chirigota de Madrid. El agua
potable clorada se recogi6 de la red de distribucién de Madrid, el agua potable no clorada de
un manantial situado en el Parque del Oeste de Madrid y las muestras de agua no potable de
distintos tramos de los rios Manzanares y Guadarrama.

II1.4.6. - Mantenimiento de las cepas

Medio empleado:

Caldo triptona soja con extracto de levadura (TSB+YE):

Caldo triptona soja: 31 gl
Digerido pancredtico de casefna 17 gn
Digerido papafnico de semillade soja 3 g/l
Cloruro sédico 5 g/l
Fosfato potasico dibasico 2,5 g
Glucosa 2,5 gl
Extracto de levadura 6 gl

Todas las cepas se conservaron a -80°C y a -20°C, en caldo triptona soja con extracto
de levadura (0,6%) (TSB+YE) y glicerol (12 a 15%).

IT1.4.7. - Revitalizacién de las cepas

Previamente a la realizacién de los ensayos se revitalizaron las cepas, partiendo
siempre de un cultivo puro de 24h obtenido en TSB+YE a 28°C.
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II1.4.8. - Mane¢jo de lineas celulares estables
I11.4.8.1. - Mantenimiento

Se resuspendieron 5x100 células por ml en la mezcla de congelacién (90% de suero
fetal bovino y 10% de dimetilsulféxido) y se dispensan en volumenes de 1 ml en viales
estériles. Se conservaron a -85°C en un arc6n congelador y a -150°C en nitrégeno liquido.

Tras la descongelacidn, las células se mantuvieron en los medios de cultivo a 37°C,
con un 5% de COy y una humedad relativa préxima al 100%, sustituyendo el medio de
cultivo por medio fresco recién preparado y ajustando el nimero de c€lulas, siempre que se
consideré necesario, con el fin de mantener la poblacién celular en fase de crecimiento
exponencial.

II1.4.8.2. - Recuentos celulares
El niimero aproximado de células se estim6 en una cdmara de Neubauer con la ayuda
de un microscopio invertido. Previamente, las células de mieloma se tifieron (1:1) con

Tripan azul al 2% en PBS.

IT1.4.8.3. - Cultivo de células Vero

Medio de Eagle modificado por Dulbecco:

CaCl3.2H,0 264  mgA L-Lisina HC} 146 mg/l
Fe(No03).9H,0 0,10 mgN L-Metionina 30 mg/1
KCl 400 mg/l L-Fenilalanina 66  mg/t
MgS04.7H50 200 mgA L-Serina 42 mgl
NaCl 6400 mg/l 1.-Treonina 95 mg/l
NaHCO, 3700 mghl L-TriptSfano 16 mg/l
NaH;PQ4.2H»0 141 mg/l L-Tirosina 72 mgll
D-Glucosa 1000 mg/ L-Valina 94  mg/l
Fenol rojo 15 mg/ Pantotenato cilcico 4 mg/l
Piruvato de sodio 110 mgh Cloruro de coling 4 mg/l
L-Arginina HCI 84 mgil Acido félico 4 mg/l
L-Cistina 48 mg/l i-Inositol 7.2 mgi
L-Glutamina 580 mgh Nicotinamida 4 mg/l
Gilicina 30 mgh Piridoxal HCY 4 mg/l
L-Histidina HC1.H2O 42 mg/l Riboflavina 0.4 mgl
L-Isoleucina 105 mgi Tiamina HCt 4 mg/l
1-Leucina 15 mg/l
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El medio de cultivo completo utilizado para las células Vero contenia:

- Medio de Eagle modificado por Dulbecco

- Suero fetal bovino (previamente inactivado a 56°C- 10 minutos)
- Solucién de Penicilina-Estreptomicina (10000 Ul'y 10 mg/ml, resp.)
- Solucién de L-Glutamina 200 mM

100 ml
10 mi
1 mi

1 ml

Las condiciones de crecimiento fueron 37°C, 5% de CO, y humedad relativa alta.

I11.4.8.4 - Cultivo de células de mieloma

Medio RPMI 1640 sin glutamina:

Ca(NO3)24H,0 100
K(Cl 400
MgS04.7H20 100
NaCl 6000
NaHCOs 2000
NaH;PO4(anhid) R00
D-Glucosa 2000
Glutationa 1
Fenol rojo 5
L-Arginina 200
L-Asparragina 50
Acido L- Aspértico 20
L-Cistina 50
Acido L-Glutdmico 20
Glicina 10
L-Histidina 15
L-Hidroxiprolina 20
L-Isoleucina 50
L-Leucina 50
L-Lisina HC1 40

mg/l
mg/l
mg/l
mg/l
mg/l
mg/l
mg/l
mg/l
mg/l
mg/l
mg/1
mg/l
mg/l
mg/l
mg/l
mg/t
mg/l
mg/l
mg/l
mg/l

L-Metionina
L-Fenilalanina
L-Prolina

L-Serina
L-Treonina
L-Triptéfano
L-Tirosina
L-Valina

Biotina
Pantotenato céicico
Cloruro de colina
Acido f6lico
i-Inositol
Nicotinamida
Acido Para-aminobenzoico
Piridoxina HC!
Riboflavina
Tiamina HCl
Vitamina B2

El medio de cultivo empleado en esta linea celular se componia de:
- Medio RPMI 1640 sin glutamina

- Suero fetal bovino (previamente inactivado a 56°C-10 minutos)

0,005

- Solucién de Penicilina-Estreptomicina (10000 Ul y 10 mg/ml, resp.)

- Solucién de L-Glutamina 200 mM

mg/]
mg/l
mg/1
mg/l
mg/1
mg/l
mg/l
mg/l
mg/l
mg/l
mg/1
mg/l
mg/l
mgfl
mg/l
mg/l
mg/l
mg/1
mg/l

100 ml
15ml
I ml
1 ml

Las condiciones de crecimiento fueron 37°C, 5% de CO, y humedad relativa aita.
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I11.4.9. - Técnica para comparar el comportamiento de los medios selectivos
(AAA, AGAP y mA) en el aislamiento de Aeromonas spp. moviles.

Medios:

- Medio de Aeromonas (mA) (Ryan, 1985. Datos proporcionados por Oxoid):

Proteosa-peptona 5 g/l Sales biliares n°3 3 gfl
Extracto de levadura 3 g Tiosulfato s6dico 10,67 gn
Clorhidrato de L-lisina 35 g Cloruro sédico 5 g/
Clorhidrato de L-arginina 2 gh Citrato amoénico férrico 0,8 gh
Inositol 25 gh Azul de bromotimol (0,04 gl
Lactosa 1.5 i Agar 12,5 gh
Sorbosa 3 gl Azul de timo! 0,04 gh
Xilosa 375 gl Ampicilina 0,005 gl
pHE £0]1

Las colonias de Aeromonas son de color verde oliva con el centro mis oscuro ¥y de 0,52 1,5 mm de
diimetro,

- Agar glutamato penicilina (AGAP) (Kielwein, 1969):

L{+)glutamato sédico 10 g/l
Almidén hidrosoluble 20 g/l
Dihidrégeno fosfato potisico 20 g/t
Sulfato de magnesio 0.5 g/l
Rojo de fenol 0,36 g/l
Agr 12 g
Pimaricina 0.01 gfl
Penicilina 100.000 UIA
pH 7,21 02

Aparecen colonias amarillas de 2-3 mm de diAmetro rodeadas de una zona amarillenta.

- Agar almidén ampicilina (AAA) (Palumbo et al. 1985a):

Almidén soluble 10 g/
Agar con rojo de fenol: 31 g/l
Proteosa peptonan®3 10 g/l
Extracto de came i gl
Cloruro sédico 5 g
Rojo fenol 0,025 gl
Agar 15 e/l
Ampicilina 001 g1
pH 7.0+ 0,1
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Aeromonas spp. dan lugar a colonias amarillas, de 3-5 mm de didmetro, que se caracterizan porque
después de afadir 5 mi de lugol (Solucién yodo yodurada de Lugol: Yodo 1 g; Yoduro potdsico 2 g ;

Agua destilada 200 ml) en la superficie de l1a placa se tornan de color mic! con un halo amarillo
alrededor.

- Agar triptona soja con extracto de levadura (TSA+YE):
TSB+YE, suplementado con agar (1,5%)

Los antibiéticos se afiadieron a los medios de cultivo en forma de solucién esterilizada
por filtracién (poro = 22 um).

Aguas v alimentos: agua clorada, leche cruda, carnes picadas de vacuno, cerdo y pollo,
pescadilla, trucha, chirlas y gambas.

Cepas: A. hydrophila CECT 839, A. hydrophila CECT 398, A. caviae CECT 838 y A.
sobria CECT 837.

Técnica: De cada alimento se obtuvieron cinco fracciones: alimentos s6lidos (10 g triturados
y homogeneizados en 90 ml de agua de peptona al 1%); alimentos liquidos (10 ml
homogeneizados en 90 m! de agua de peptona al 1%).

Las cepas de Aeromonas se sembraron en TSB+YE y se incubaron a 28°C durante
18h. La concentracién aproximada de los cultivos de las coatro cepas se determiné por
espectrofotometria a 600 nm, mediante la utilizacién de rectas patrén calculadas previamente
para cada cepa (Figuras I11.1, I11.2, I11.3 y III.4), que relacionaban la absorbancia a 600
nm con el logyq de las ufc/ml de cada cultivo en fase de crecimiento exponencial.

Cuatro de las muestras obtenidas de cada alimento se inocularon con 1 ml de un
cultivo de cada una de las cepas de Aeromonas spp., variando el volumen del alimento
inoculado de modo que, la concentracién final de cada cepa fuese aproximadamente de 107
ufc/ml de muestra de alimento. A continuacifn, se efectuaron los recuentos de todas las
muestras en los tres medios especificos descritos. La quinta muestra de cada alimento se
utiliz para realizar los recuentos de la flora natural de los alimentos, en agar triptona soja y
en los tres medios de cultivo selectivos para Aeromonas.

Las placas se incubaron a 28°C-24h, excepto las del medio AGAP que se incubaron
durante 48h. Tras rcalizar los recuentos, la capacidad de inhibicién de los medios selectivos
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frente a la flora natural de los distintos alimentos s¢ determiné comparando los recuentos de
colonias en estos medios con los obtenidos en TSA+YE. Finalmente, la capacidad de
recuperacion de las cepas de Aeromonas spp. méviles se determiné comparando los
recuentos en los medios especificos con el nivel de inoculacién determinado por
espectrofotometria,

I11.4.10. - Técnica para investigar el comportamiento de A. sobria CECT
837 en los medios selectivos (AAA, AGAP y mA) modificados

Medios:

La concentracién final de antibiéticos en los medios fue la siguiente:
- AAA sin ampicilina

- AAA con 0,005 g/l de ampicilina

- mA sin ampicilina

- mA con 0,01 g/ de ampicilina

- AGAP sin penicilina ni pimaricina

- AGAP sin penicilina

- mA con 25.000 Ul de penicilina

- mA con 50.000 UlI/1 de penicilina

- mA con 75.000 U/ de penicilina

- mA con 100.000 U1 de penicilina

- AGAP con 25.000 UV de penicilina
- AGAP con 50.000 UL/l de penicilina
- AGAP con 75.000 UI/1 de penicilina

Para estudiar el posible efecto inhibidor del rojo fenol se prepararon los medios:
- mA con 0,025 g/1 de rojo fenol
- AAA modificado sin rojo fenol y con 0,005 g/l de ampicilina:

Agar nutritivo: 31 g
Peptona 5 ght
Extracto de came 3 N
Cloruro sédico 5 g/l
Almidon 10 g1
Ampicilina 0,005 g1
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- AAA modificado con rojo fenol y 0,005 g/l de ampicilina:
AAA modificado sin rojo fenol y con 0,005 g/1 de ampicilina
Suplementado con 0,025 g/l de rojo fenol

Para observar la influencia de la interaccién de la ampicilina con el pH, la xilosa,
lisina libre, arginina libre y el extracto de levadura se prepararon los siguientes medios:

-mApH?7

- AAA (0,005 g/l de ampicilina) pH 8

- AAA (0,005 g/l de ampicilina) con 3,75 g/l de xilosa

- AAA (0,005 g/l de ampicilina) con 3,5 g/l de L-lisina

- AAA (0,005 g/l de ampicilina) con 2 g/l de L-arginina

- AAA (0,005 g/l de ampicilina) con 3,5 g/l de L-arginina y 2 g/l de L-lisina

- AAA (0,005 g/l de ampicilina) con 3 g/l de extracto de levadura

Todos los medios se esterilizaron por calentamiento hasta ebullicién y los
suplementos de antibiéticos y xilosa se esterlizaron por filtracién.

Técnica: Los recuentos de A. sobria CECT 837 en los medios modificados se realizaron, a
partir de un cultivo en TSB+YE, incubado a 28°C durante 18 h.

Los recuentos obtenidos en TSA+YE se utilizaron como referencia para expresar, en
forma de porcentaje, la recuperacién de A. sobria CECT 837 en los medios en estudio.

111.4.10.1. - Antibiograma

Se empled el medio Mueller-Hinton compuesto por:

Infusion de came 00 gl
Acidos de casamino 175 gl
Almiddn 1,5 ¢n
Agar 17 g/l

y discos impregnados en los siguientes antibidticos:

Acido nalidixico (30 ug) Lincomicina (2 pug) Kanamicina (30 pg)

Tetraciclina (30 p1g) Ampicilina (10 ug) Cefalotina (30 ug)

Estreptomicipa (10pg) Penicilina G (10 U Trimetroprim-Sulfametoxazol (25 pg)
Oxacilina {1 pg) Cloranfenicol (30 ug) Eritromicina (15 ug)

Necmicina (30 ug) Sulfisoxazol (300 pg) Bacitracina (10 UT)

Cefoxitina (30 pg) Gentamicina (10 1g) Novobiocina (30ug)

Polimixina B (300 UD Nitrofurantoina (200 ugs
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Se prepararon cultivos en TSB+YE, que se diluyeron en suero fisiol6gico hasta
obtener una concentracién aproximada de 107 ufc/ml. Se afiadieron 5 ml de este inéculo a la
superficie del medio distribuido en placas, eliminando, después de 5 minutos de reposo, el
liquido sobrante.

Los discos impregnados de antibi6ticos se colocaron sobre la superficie del medio
inoculado vy, tras 15 minutos de reposo, las placas se incubaron a 28°C durante 18 horas.

La sensibilidad o resistencia de los microrganismos se determind en funcién del
didmetro del halo de inhibicién alrededor de los discos (Tablas proporcionadas por la firma
suministradora).

1I1.4.11. - Técnicas de enriquecimiento, aislamiento e identificacion de
Aeromonas spp. moviles en aguas y alimentos

Se utilizaron las siguientes muestras: 2 de agua potable clorada, 3 de agua potable no
clorada y 7 de agua no potable; 5 muestras de carne de cerdo, 5 de cordero, 5 de vaca y 5 de
pollo; 5 muestras de trucha, 5 de pescadilla, 5 de jurel, 5 de sardina y 5 de gallo; 5 muestras
de chirla, 5 de gamba, 5 de cigala y 5 de mejillén; 5 muestras de leche cruda, 5 de queso
fresco y 5 de ensaladas preparadas.

La presencia de Aeromonas se investigé, en cada muestra, el dia de su adquisicién y
cuando aparecieron los primeros signos de aiteracién en esa misma muestra mantenida a
10°C.

I11.4.11.1. - Enriquecimiento y aislamiento

Medio de enriquecimiento: Agua de peptona alcalina:

Peptona 10 g1

Cloruro s6dico 10 g1
pH 8,6

El pH se ajusté con NaOH 1IN

Medio de aislamiento: medio de Aeromonas (mA)
Las muestras sélidas se trituraron en condiciones asépticas. Se tomaron 25 g de los

alimentos sélidos y 25 ml de las muestras liquidas que se homogeneizaron, en ambos

casos, con 225 ml de agua de peptona alcalina. El homogeneizado se mantuvo a 28°C
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durante 24h.

Las diluciones decimales del homogeneizado enriquecido se sembraron en la
superficie del medio de Aeromonas (mA), previamente distribuido en placas. Despuds de la
incubacién (30°C-24h), las colonias con las caracteristicas de Aeromonas se sembraron en
tubos inclinados de TSA+YE y se mantuvieron a 4°C, para su posterior identificacién
bioquimica. Las cepas se revitalizaron antes de realizar las pruebas bioguimicas.

111.4.11.2. - Identificacién bioquimica de género y especie

En todas las cepas consideradas como Aeromongas spp. méviles se comprobé su
capacidad para producir citocromo oxidasa y fermentar la glucosa en el agar de Kligler. En
las cepas oxidasa (+) y Kligler (+) se comprobd que cumplian las siguientes caracteristicas:
gram (-}, ONPG (+), DNasa (+), catalasa (+), crecimiento a 37°C (+), crecimiento sin CINa
(+), resistencia al agente vibriostatico (/129 (+), hidrélisis del almidén (+), fermentacién
del D-manitol (+) e I-inositol (-), ornitina descarboxilasa (-), arginina dihidrolasa (+),
produccion de H;S del tiosulfato (-) y ureasa (-).

De acuerdo con Popoff (1984), el criterio seguido para diferenciar las especies fue:

Pruebas bioquimicas A. hydrophila A. caviae A. sobria

Produccién de gas de 1a glucosa + - +
Hidrdélisis de la esculina + -
Fermentacién de la salicina + -
Voges Proskauer + t
Crecimiento con CNK + + -

14,11 -
111.4.11.2.1.1. - Oxidasa

Se emplearon bastones impregnados en una solucién de oxalato N.N-dimetil-p-
fenilenediamina, dctdo ascérbico y a-naftol.
El bastdn s¢ pone en contacto con una colonia obtenida en agar triptona soja con

extracto de levadura (0.6%) de 18-24h; la aparicion de un color azul pirpura en el extremo
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del bastén indica que la reaccion es positiva.
{I1.4.11.2.1.2. - Fermentacién de glucosa (Agar con hierro de Kligler)

Agar con hierro de Kligler:

"Lab-Lemco” en polvo 3 g/l
Extracto de levadura 3 g/l
Peptona 20 gl
Cloruro s6dico 5 g
Lactosa 10 gn
Glucosa 1 g/l
Citrato férrico 0,3 gn
Tiosulfato de sodio 0,3 gn
Rojo fenol 0,05 gn
Agar 12 gl

Los tubos esterilizados se dejaron solidificar en posicién inclinada, formando una
pendiente en la parte superior del agar. A partir de un cultivo revitalizado se realiz6 la
siembra en superficie y por picadura hasta la base del tubo. Se incubaron a 28°C durante
48h.

Una pendiente roja y un fondo amarillo, con o sin gas, indican la fermentacién de la
glucosa pero no de la lactosa del medio. Cuando tanto la pendiente como el fondo presentan
una reaccion dcida (amarillos), con o sin gas, se ha producido la fermentacién de la lactosa.
Cuando no se aprecian cambios de color, los microorganismos no fermentan ninguno de los
dos azdcares.

1I1.4.11.2.1.3. - Gram

Se efectud con cristal violeta como colorante principal y safranina como colorante de
contraste.

Tras realizar la tincién, las bacterias gram-negativas se observaban de color rojo-rosa,
mientras que la afinidad tintorial de la pared de las gram-positivas daba lugar a color
purpura.

1I1.4.11.2.1.4. - ONPG

La actividad B-galactosidasa de las cepas se determiné empleando discos impregnados

en el compuesto O-nitrofenol-B-D-galactopirandsido (ONPG). Para ello, se suspendié una

il
L
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colonia en un tubo de ensayo con 0,2 ml de una solucién estéril de CINa al 0,85%,
afiadiendo, a continuacién, un disco de ONPG. Los tubos se incuban a 37°C. La lectura se
realiza a los 20 minutos y a las 4 horas. La aparicién de un color amarillo en el disco y en el
medio indica la hidrélisis del O-nitrofenol-g-D-galactopiranésido.

[11.4.11.2.1.5. - DNasa

Agar para la prueba de DNasa
Triptosa 20 g
Acido desoximribonucléico 2 21
Clorure sédico 5 gh
Agar 15 i

Para determinar la actividad desoxirribonucleasa, se realizd una siembra en estrfas
sobre el agar DNasa. Estas placas se incubaron a 28°C durante 24h. A continuacién, las
placas se inundaron con una solucidn de 4cido clorhidrico 0,1N. Los microorganismos que
degradan el ADN del medio dan fugar a la aparicién de halos transparentes alrededor de las
estrias.

111.4.11.2.1.6. - Catalasa

Se realiz6 la siembra en TSA+YE. Las placas se incubaron a 28°C durante 24h. Se
verti6 sobre la superficie del cultivo 1 ml de perdxido de hidrégeno de 10 vol. La prueba se
considerd positiva cuando aparecia una marcada efervescencia sobre las colonias.

I11.4.11.2.1.7. - Crecimiento a 37°C

Se sembraron sobre TSA+YE. Después de incubar las placas a 37°C durante 7 dias se
observd la presencia 0 ausencia de crecimiento,

I11.4.11.2.1.8. - Crecimiento sin CINa

Los microorganismos se sembraron sobre caldo nutritivo:

Extracto de carne 3 gfl
Peptona 5 g/l

Después de incubar las tubos a 37°C durante 7 dias se observd la transparencia o
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turbidez del medio.
II1.4.11.2.1.9. - Resistencia al agente vibriostitico (/129

Se emplearon discos impregnados con 150 pg del agente vibriostdtico 0/129 (fosfato
2-4-diamino- 6-7-diisopropilpteridina). La siembra se realizé en estrias sobre placas de
TSA+YE, depositindose un disco sobre cada estria. Las placas se incubaron a 28°C durante
48h. Las cepas se consideraron resistentes cuando el crecimiento en la estrfa fue uniforme,
sin observarse halos de inhibicion alrededor del disco.

I11.4.11.2.1.10. - Hidr6lisis del almidén

Para estimar la hidr6lisis del almid6n se empleé una modificacién del agar almid6n
ampicilina, descrito por Palumbo (1985), como medio especifico para el aislamiento de
Aeromonas, a partir de alimentos. Este medio se modificé, excluyendo de su composicién
la ampicilina, quedando constituido por:

Agar con rojo de fenol 311
Almidén 10 g1

El medio se sembr6 e incubé a 28°C durante 24 h; posteriormente, se afiadieron 5 ml
de la solucién de Lugol a cada placa. Las cepas que hidrolizaron el almid6n dieron lugar a
halos amarillos alrededor de las colonias. Cuando las cepas eran amilasa negativas, la
superficie del agar, incluidos los limites de las colonias, tomé color violeta oscuro.

11L4.11.2.1.11. - Fermentacién de azdcares (D-manitol, i-inositol y salicina)

Se prepar6 un medio base constituido por:

Agar infusién de ternera 25 gl
Infusién de came
magra de emera 500 g/l
Proteosa peptonan®3 10 gft
Cloruro s6dico 5 git
Pdrpura de bromocresol 0,02 gl

Este medio se suplementé con 10 g/l de inositol, manitol o salicina.
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Los tubos s¢ sembraron e incubaron a 28°C durante 48h. La fermentacién se
evidencié por el cambio de color del indicador de pH desde pirpura a amarillo,

[M.4.11.2.1.12. - Descarboxilacién de la ornitina y (o dihidr6lisis) de la arginina

Medio base de Moeller para descarboxilasa:

Extracto de vacuno 5 g
Peptona 5 eA
Glucosa 0.5 gA
Prirpura de bromocresol 0,01 gn
Rojo cresol 0,005 gnt
Piridoxal 0.005 gn

Este medio se suplementé con 10 g/l de ornitina o arginina, ajustando a continuacién
el pH a 6. Los caldos inoculados se incubaron a 28°C, un méximo de 4 dfas. En este tiempo
se examiné 1a aparicién de color parpura.

I11.4.11.2.1.13. - Produccion de H,S del tiosuifaio sédico

L.a produccién de 4cido sulfidrico a partir del tiosulfato se puso de manifiesto por el
ennegrecimiento del agar hierro de Kligler (descrito en el apartado 111.4.11.2.1.2) y del agar
lisina hierro (descrito en el apartado 111.4.14.3.3).

111.4.11.2.1.14. - Producidén de urcasa
La produccitn de ureasa se detecté empleando la base de agar de urea suplementada,

después de su esterilizacioén y enfriamiento hasta 50°C, con una solucién de urea estéril,
obteniendo el siguiente medio:

Peptona 1 gl
Glucosa 1 ghl
Cloruro sodico 5 g/l
Fosfato potdsico monobdsico 2 g/l
Urea 20 gfl
Rojo fenol 0,012 g1
Agar 15 g/l

El medio se repartié en tubos, que solidificaron en posicidn inclinada, en los que se
inocularon 1os microoganismos. Los tubos se incubaron a 28°C durante 24h. Los

microorganismos que no producen ureasa no modifican el color del medio; 1a deteccion de
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ureasa implica el cambio de color de amarillo a rojo purpura.
IT1.4.11.2.1.15. - Produccién de gas a partir de glucosa

Se preparé el medio base utilizado para detectar la fermentacién de azicares
(I11.4.11.2.1.11). Este medio se suplementd con 10 g/l de glucosa y se repartié en tubos,
con campana Durham.

Los tubos se sembraron y se incubaron a 28°C durante 48h. La produccién de gas se
detectd por la aparicién de una burbuja de gas en la campana.

II1.4.11.2.1.16. - Hidrélisis de la esculina

Se emple6 el agar con esculina y bilis.

Extracto de came 3 g/l
Peplona 5 gl
Bilis de buey 40 g/l
Esculina 1 gh
Citrato férrico 05 gl
Agar 15 gfl

Las placas se sembraron y se incubaron a 28°C durante 24h. La aparicién de color
negro alrededor de las colonias es consecuencia de la hidrélisis de la esculina.

1I1.4.11.2.1.17. - Voges Proskauer

Se utilizé el medio Rojo de metilo Voges Proskauer (MR VP) distribuido en tubos con

5ml
Peptona de came 7 g/l
Glucosa 5 gl
Tampdn de fosfatos 5 gl

Los tubos se inoculan y se incuban a 30°C durante 24h. A cada tubo se le afiade:

- (0,5 m! de una solucién de o-naftol al 6 % en etanol

- 0,5 ml de KOH al 40% en agua destilada

Después de agitar los tubos y exponerlos al aire se observa color rojo (+) en la
superficie del medio, como consecuencia de la produccién de acetilmetilcarbinol a partir de
la glucosa del medio.
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[1.4.11.2.1.18. - Crecimiento con cianuro potdsico

Se empled el medio base de CNK suplementado con una solucién de CNK,
esterilizada por filtracidn, que se afiadia después de la esterilizacién y enfriamiento del
medio hasta 50°C:

Proteosa peptona n°3 3 gfl
Fosfato disédico 564 g
Fosfato monopotésico 0,225 g/l
Cloruro sédico 5 g/t
Cianuro potdsico 0075 gn

Después de incubar las tubos, previamente sembrados a 28°C durante 7 dias, se
observé la transparencia o turbidez del medio.

II1.4.12. - Técnica para la estimacion de la resistencia al cloro

Se emplearon comprimidos esterilizantes que contenian;
Halazona Smg
Excipiente c. s. p. 1 comprimido

Se prepararon cultivos en 5 ml de TSB+YE, incubdndolos a 28°C durante 24 horas, y
diluyéndolos en suero fisiologico hasta la concentracién adecuada.

Para cada cepa se prepararon 4 matraces con 1 litro de suero fisiolégico estéril,
inoculados con 103 ufe/ml, aproximadamente. Tres de estos matraces se cloraron con 2,5, 5
y 10 mg de halazona, dando lugar a niveles de 1.2, 2,5 y 5 ppm de cloro activo,
respectivamente, el cuarto matraz se utiliz6 como control no ¢lorado. Tras 30 minutos en
agitacién, se realizaron recuentos de todos los matraces en TSA+YE.

I11.4.13. - Técnica para la estimaciéon de la resistencia en distintas
condiciones de cultivo (temperatura, cloruro sédico, pH y nitrito soédico)

Se empleé TSB+YE, como medio base, que se modificaba por Ia adicién de cloruro
s6dico, nitrito sédico o variacion del pH, esterilizdndose por filtracién (poro = 0,22 pum). El
medio modificado, de acuerdo con la variable en ¢studio, se dispensé en microplacas
estériles (250 W por pocillo), obteniéndose cuatro pocillos con las mismas condiciones de
cultivo; dos de ellos se sembraron con 10 p del indeulo y los otros dos se utilizaron como

controles no inoculados.
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Las microplacas se incubaron dentro de cajas herméticas con agua en el fondo para
mantener una humedad elevada. A lo largo de la incubacién y a intervalos adecuados se
midié la absorbancia a 620 nm de cada pocillo en un lector de microplacas. De acuerdo con
Ferreira y Lund (1987), el crecimiento se considerd positivo cuando la media aritmética de
la absorbancia de los pocillos inoculados era al menos 0,025 unidades superior a la de los
dos pocillos no inoculados.

Se obtuvo una curva de crecimiento para cada cepa, en cada una de las condiciones de
cultivo estudiadas y, a partir de ella, se calcularon los siguientes pardmetros:

D: Tiempo (horas) que tarda en detectarse el crecimiento

P: Tiempo (horas) necesario para alcanzar una tasa bacteriana de 10° ufc/ml

g: Tiempo de generacién o duplicacion de 1a poblacién bacteriana

M: Mdxima absorbancia detectada durante la incubacién (620 nm).

La relacién entre el nimero de bacterias viables por ml y la densidad dptica se
determiné en un cultivo de A. sobria 13 en TSB+YE incubado a 28°C, realizando los
recuentos sobre TSA+YE y midiendo la absorbancia a 620 nm en el lector de microplacas

cada dos horas (Figura I11.5).
y =4,1525¢-2 + 3,5120¢-10x R = (3,998
(p < 0,0001)
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Figura IIL.5 - Relaci6n entre 1a absorbancia (620 nm)
y el niamero de ufc/mi de un cultivo de A. sobria 13
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Temperatura: El efecto de la temperatura se determiné a pH 7, 0,5% de CINa y en ausencia
de nitritos; para ello las placas se incubaron a 4, 10, 28, 37 y 45°C.

Cloruro_s¢dico: Se registrd el crecimiento de las cepas a 0,5, 2,5, 4.5 y 6,5% de ClINa,
manteniendo en todos los casos una temperatura de 28°C, pH 7 y ausencia de nitritos.

pH: Los pardmetros constantes durante la incubacién fueron la temperatura (28°C), el
cloruro sédico (0,5%) y 1a ausencia de nitritos, comprobando en estas condiciones el efecto
del pH (3,5; 4,5; 6; 7; 8,5) sobre ¢l crecimiento.

Nitrito sédico: Para estudiar la influencia del nitrito sédico se mantuvo constante Ia
temperatura (28°C), el cloruro s6dico (0,5%) y el pH (7) y se adicionaron al medio 0, 63,
125, 250, 500 y 1000 pg/ml de nitrito sédico.

Posteriormente, se realizaron todas las combinaciones posibles entre la temperatura
(4, 10, 28 y 37°C), la concentracién de cloruro sédico (0.5 y 2,5%), el pH (6,7 y 8,5) y la
concentracion de nitritos (0, 63, 125, 250, 500 y 1000 pg/ml). Unicamente se emplearon
los valores en los que, previamente, al estudiar el efecto individual de cada pardmetro sobre
el desarrollo de las cepas de Aeromonas se habfa detectado crecimiento.

I11.4.14. - Técnicas para la determinaciéon de caracteristicas relacionadas
con la virulencia de Aeromonas spp. méviles

I11.4.14.1. - Factores extracelulares
41411, - idn ren
111.4.14.1.1.1. - A distintas temperaturas y tiempos

Las cepas de Aeromonas spp. se sembraron en 10 ml de TSB+YE distribuidos en
matraces de 100 ml. La incubacién se realizé en agitacién (150 rpm) a diferentes tiempos y
lemperaturas:

- Para el estudio de ia actividad hemolitica: 7°C-336 horas; 20°C-5() horas; 28°C-24

horas; 37°C-18 horas

- Para detectar las actividades proteolitica y lipolitica: 28°C-48 horas
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- Para detectar la actividad citotéxica: 28°C-24 horas

El sobrenadante se obtuvo (Figura I1L.6) por centrifugacién (10.000 rpm, 30™, 4°C).
Se emplearon filtros con un tamafio de poro de 0,22 um, recogiendo el filtrado en viales
estériles. El sobrenadante se almacené a 4°C y se utilizd en las 24 h siguientes a su
obtenciodn.

111.4.14.1.1.2. - Tratados por calor

Volimenes de 1 ml de los sobrenadantes, obtenidos a partir de los cultivos incubados
a 28°C-24h, se mantuvieron en un bafio termostitico, a 56°C durante 10 minutos.

I11.4.14.1.1.3. - Concentrados y fraccionados por diafiltracién

Cada cepa se sembré en 22 matraces (de 500 ml) que contenian volumenes de 100 ml
de TSB-YE. La incubaci6n se realiz6 con agitacién (150 rpm) a 28°C durante 24 horas. Los
cultivos se centrifugaron (10.000 rpm, 30™, 4°C) y se filtraron (poro = 0,45 pum),
obteniéndose 2 litros de sobrenadante filtrado.

La diafiltracién, tal y como indica la Figura III.7, se basa en realizar dos
ultrafiltraciones: en primer lugar, se realiz6 la ultrafiltracién del sobrenadante (2 litros),
obteniéndose 1,9 litros de filtrado y 100 ml de retenido, que queda en la parte superior del
sistema. La segunda ultratiltracién se realizé adicionando 2 litros de agua destilada, que al
atravesar ¢l cartucho purifican el retenido y dan lugar a 2 litros de filtrado, del que se
aprovechan los primeros 100 ml. Finalmente, se recogen los 100 ml de retenido.

Con cada sobrenadante sc¢ realizaron tres diafiltraciones sucesivas, a través de tres
cartuchos o paquetes de membranas poliméricas de poliéster sulfona, para realizar cortes
moleculares a 50, 30 y 8 kDa (Figura [11.8.). Con ello se obtuvieron cuatro fracciones, tres
de ellas concentradas unas 20 veces: fraccién de PM > 50 kKDa, fraccién de PM <50 v > 30
kDa vy fraccién de PM < 30 y > 8 kDa v una cuarta sin concentrar: fraccién de PM < 8 kDa.

Esta ditima fraccién se concentré, aproximadamente 20 veces, por

evaporacién-centrifugacion al vacio a temperatura inferior a 30°C.
Las fracciones se esterilizaron por filtracién (poro = 0,22 unm), dispensdndose en

alicuotas de | ml en viales estériles que se conservaron a -20°C hasta su utilizacién,
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Figura 1116 - Preparacion del sobrenadante

Revitalizacion:
TSB +0,6% YE
28°C - 24h.

_E

Mantenimiento de cepas:
-85°C
(15% glicerol)

Condiciones de cultivo:
TSB +0,6% YE
150 rpm
Temperatura/tiempo variable

Centrifugacion:
10000 r.p.m.
30minutos
4°C
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Filtracién del sobrenadante:
poro = 0,22 um.

Almacenamiento del sobrenadante filtrado:

24 h - 4°C méaximo
0 -20°C
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Figura II1.7. - Esquema de la diafiltracién
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Figura L8 - Esquema del fraccionamiento del sobrenadante por diafiltracion

Sobrenadante filtrado (2 litros)

'

Diafiltracion a través del cartucho de 50 kDa

Retenido (100 m]) =
E ion
Concentrada unas 20 veces

Filtrado (2 litros) PM < 50 kDa

y

Diafiltracion a través del cartucho de 30 kDa

Retenido (100 ml) =
Fracei <
Concentrada unas 20 veces

Filtrado (2 litros) PM < 30 kDa

y

Diafiltracion a través del cartucho de 8 kDa

Retenido {100 ml) =
raccidn M
Concentrada unas 20 veces

Filtrado (2 litros) = Fraccién de PM < 8kDa

Sin concentrar
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111.4.14.1.1.4. - Correspondientes a las distintas fases de crecimiento bacteriano

Cada cepa se sembré en 12 matraces de 50 ml que contenfan 5 ml de TSB+YE. Los
medios inoculados se incubaron a 28°C, en agitacién (150 rpm) durante 22 horas. Cada dos
horas se retir6 un matraz para realizar el recuento en TSA+YE y obtener el sobrenadante tal
y como se ha indicado anteriormente (Figura I11.6). El sobrenadante se dividi6 en alicuotas
de 1 ml que se mantuvieron a -20°C hasta su utilizacién.

I11.4.14.1.2.1. - En agar sangre de caballo o cordero (Burke y col., 1981a)

El medio TSA+YE, después de esterilizado, se dej6é enfriar hasta 45°C, para
adicionarle un 5% de sangre de caballo o cordero desfibrinada estéril. E1 medio se reparti6
en placas que se sembraron ¢ incubaron a 20°C-50h, 28°C-24h y 37°C-18h.

La hemolisis a se detect$ por la aparicién de halos opacos alrededor de las colonias,
mientras que la cepas 8-hemoliticas dieron lugar a halos transparentes.

I1.4.14.1.2.2. - En eritrocitos de conejo o cordero en suspensién (Burke y col., 1981a)

Tamp6n fosfato salino (PBS) pH 7,2:

CINa 8 g
KH,PO, 02 ¢/
Na,HPO,.12H,0 29 g
CIK 02 gl

Los eritrocitos de cordero o conejo se lavaron tres veces en PBS estéril pH 7,2 antes
de preparar la suspensidn de eritrocitos al 1% en PBS estéril.

Se utilizaron microplacas de 96 pocillos de fondo céncavo. En cada pocillo se
afiadieron 100 pl de sobrenadante o de las correspondientes diluciones dobles del mismo,
en PBS estéril, y el mismo volumen de la suspensién de eritrocitos. Cada microplaca inclufa
dos pocillos con TSB+YE y otros dos con PBS estéril como controles. Las placas se
incubaron lh a 37°C y, a contnuacion, el mismo tiempo a 4°C.

17
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El titulo hemolitico representaba la inversa de la dilucidn mds alta que producia el
100% de hemolisis. Las cepas se consideraron hemoliticas cuando mostraron titulos
superiores a 2.

1I1.4.14.1.2.3. - En eritrocitos de conejo incluidos en agar (Ljungh y col., 1981)

Para detectar el tipo de hemolisis se prepar6 un gel de agar purificado (10 g/1). Una
vez esterilizado se dej6 enfriar hasta 45°C, afiadiéndole un 5% de eritrocitos de conejo,
previamente lavados en PBS estéril.

Scbre portaobjetos de 7,5 cm x 2,5 cm, situados sobre una mesa niveladora, se
depositaron 5 ml del agar con eritrocitos a 45°C. Se efectuaron cortes circulares sobre el
agar solidificado para obtener tres pocillos, de S mm de didmetro, en cada portaobjetos. En
cada pocillo se depositaron, por duplicado, 50 pl de las diferentes fracciones del
sobrenadante. Dos pocillos contenian TSB+YE y otros dos PBS estéril que representaban
los correspondientes controles.

Los portaobjetos se mantuvieron en una cubeta, herméticamente cerrada, en cuyo
fondo se habia depositado una pequefia cantidad de una solucién de azida de sodio al 1%.
La cubeta se mantuvo a 37°C 1 dia, y a 4°C 1 hora. Después de esta incubacién se observé
la presencia de halos de hemolisis (a o B).

4,14 - P iti
H1.4.14.1.3.1. - Casefna (Garcfa de Fernando y Fox, 1991)

A 1 ml de sobrenadante se afiadié 1 ml de azocaseina al 0,8% en tamp6n Tris-CIH
(2M, pH 7) y se incubd a 37°C durante 2 horas, en un baifio termostatico.

A continuacioén, se adicionaron 2 ml de 4cido tricloroacético (TCA) al 6% v se filtré
todo el volumen a través de papel Whatman n°® 42. La absorbancia del filtrado se midi6 a
440 nm.

Para cada cepa se realiz6 un control negativo mezclando, 1 ml de sobrenadante y 1 ml
de azocaseina al 0.8% en tamp6n Tris-CIH (2M, pH 7) y afiadiendo, inmediatamente, 2 ml
de TCA (6%). Los tubos se incubaron a 37°C durante 2 horas y su contenido se paso a
través de papel Wathman n® 42. El filtrado obtenido se emple6 para ajustar a O la
absorbancia a 440 nm, leyendo, a continuacién, la absorbancia desarrollada por las
proteasas presentcs en el sobrenadante de la cepa correspondicnie.
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Se considerd como unidad proteolitica, la actividad enzimdtica de 1 ml de
sobrenadante que produce un incremento de 0,1 unidades de la absorbancia a 440 nm
{Mateos y col., 1993).

Absorbancia a 440 nm

Unidades proteoliticas =
0,1

[11.4.14.1.3.2. - Elastina (Bjorn y col., 1979)

A 1 ml de sobrenadante se adicionaron 2 ml de tampén Tris-maleato (0,1M, pH 7),
suplementado con Cl,Ca (0,001M) y con 10 mg de Rojo Congo-elastina. Se incub6 en un
baiio termostdtico a 37°C durante 2 horas en agitacién (200 rpm).

La reaccién cesa por la adicién de 2 ml de tampén fosfato sédico (0,7M, pH 6). El
Rojo Congo-elastina no hidrolizado permanece insoluble, siendo eliminado por filtracién
(Wathman n°42). La absorbancia del filtrado se mide a 495 nm.

Para cada cepa se preparé un blanco con 1 ml de sobrenadante, 2 ml de tamp6n
Tris-maleato (0,1M, pH 7) suplementado con Cl,Ca (0,001M) y con 10 mg de Rojo
Congo-elastina y 2 ml de tampén fosfato sédico (0,7M, pH 6), que se incuba a 37°C en
agitacién (200 rpm) durante 2 horas. Después de filtrar a través de papel Wathman n® 42, se
ajusta a 0 la absorbancia a 440 nm midiendo, a continuacion, la actividad elastinolitica del
sobrenadante correspondiente y calculando las unidades proteoliticas de acuerdo con lo
descrito en el apartado I11.4.14.1.3.1.

1IL4.14 - ipolitj
Reactivos:
Tampén BES:

BES 10,64 g/l
Taurocolato sddico 3,2 g/l
Cloruro célcico 0.11 e/l
Solucién de umerosal al 5% 1 ml/l
El pH se ajustaa 7
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Solucidn de p-naftilcaprilato:
Se disuelven 0,27 g de B-naftilcaprilato en 10 ml de
dimetilsulféxido (DMSO).

Solucién de "Fast Blue":
Se disuelven 0,041 g de "Fast Blue" en 1 ml de DMSO

Esta solucién se prepara inmediatamente antes de su
utilizacion.

A cada tubo y, por duplicado, se afiadieron 2 ml de tampdn BES, 20 pl de la solucién
de B-naftil caprilato y 50 ul de sobrenadante. Se agit6 e incubé a 40°C durante 30 minutos
en un bafio termostdtico. A continuacidn, se afiadieron 20 ul de la solucién de "Fast Blue",
manteniendo los tubos a 40°C durante 5 minutos mds,

Para parar la reacci6n se afiadieron 200 pl de TCA (0,72 N). La extraccién se realizé
con S ml de acetato de etilo, agitando fuertemente hasta observar color blanquecino en la
fase inferior. La separacién de fases se llevé a cabo centrifugando a 3000 rpm durante 10
minutos. Finalmente, la absorbancia de la fase superior se midi6 a 540 nm.

El control negativo, utilizado para ajustar a { el espectrofotémetro con la absorbancia
seleccionada, se realiz6 sustituyendo los 50 pl de sobrenadante por 50 pl de agua destilada.

La cantidad absoluta de B-naftol liberada, como consecuencia de la actividad lipolitica
de los sobrenadantes, se extrapolé de un recta patrén, previamente elaborada, que
relacionaba absorbancia a 540 nm y ug de B-naftol presentes (Figura IT1.9).

Para hacer la recta patrén se partié de una solucién de B-naftol 3,7 mM. Los 50 ul de
los sobrenadantes se sustituyeron por 50 pl de esta solucién y sus diluciones, que
representaban la adicién de 26,5 ug, 13,5 pg, 5.3 pg, 2,65 ug y 0,53 ug de B-naftol en
cantidades absolutas. El proceso fue idéntico al realizado con los sobrenadantes.

y = -7,3004e-3 + 2,9631e-2x R = 0,999

(p < 0.0001)
’E U8
=
S 064 . .
&S Figura 1.9 - Relacion entre ios ug de B-nafiol
- liberados, como consecuencia de la actividad lipolitica,
< 0.4 y la absorbancia a 540 nm.
: r
£ 024
3 !
F-]
< 0‘0 - - T La— | Y 1
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4,14, 1.5 - Pruebas de toxicidad sobre cultivos celulargs

Todas las incubaciones de los cultivos celulares se realizaron a 37°C con 5% de COq y
humedad relativa alta. Después de utilizar los sobrenadante en los ensayos citotéxicos se
comprobé su esterilidad incub4ndolos 1 semana a 28°C.
I1.4.14.1.5.1. - Células Vero (Jenssen, 1984)

Reactivos:

Solucién salina de Hank sin Ca*+ ni Mg*+ con HEPES (HBSS-/ HEPES):

- Soluci6n salina de Hank sin Ca**+ ni Mg++ (HBSS-) 100 mi
- Solucién de Penicilina-Estreptomicina (10000 Ul y 10 mg/ml, resp.) 2m]
- Tampén HEPES IM 2ml
Solucitn salina de Hank (HBSS+):
CaCly.2H;0 185 mg/ NaCl 8000 mg/i
KCl 400 mgil NaHCO;3 350 mg/l
KH>PO4 60 mgl NazHPO4 48 mgl
MgCly.6H,0 100 mg!t D-Glucosa 1 mg/1
MgS804.7H,0 100 mg/l Rojo fenol 0,01 mg/l

Solucion salina de Hank sin Cat+ ni Mg++ (HBSS- ):

K(Cl 400 mg/l NaHCO, 350 mgh
KH7PO4 60 myg/! D-Glucosa 1 mg/l
Nay;HPOy4 48 mg/ Rojo fenct 0,01 mgn
NaCl 8000 mg/l

Tripsina-EDTA en solucién salina:
Tripsina 05 g/l
EDTA 0.2 gh

Siembra de células Vero (Figura I1.10)

Se inocularon 5x105 células en frascos de 25 ml con 5 ml de medio completo,
incubdndolos durante 24 horas, con el fin de que las células se adhieran a la pared del frasco
y comience a formarse Ja monocapa. Este hecho permite cambiar et medio con facilidad
mediante el simple vaciado de los frascos.

g1
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Figura III. 10 - Esquema del ensayo citotoxico sobre célufas Vero
Jenssen (1984)

5x105 célatas Vero 5 mi de medio fresco

1 ml sobrenadante + medio usado
4 ml medio fresco

sobrenadante + medio usado

4 ml HBSS+
4 ml HBSS+
5 ml de medio fresco

medio usado
4 ml HBSS- / HEPES

Tripsina / EDTA
5 ml HBSS+
—[__F
[l
I
100w

5 ml de medio fresco —»"

7 dias O = Tincion Giemsa —- O
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Tratamiento de las células

El medio utilizado sc eliminé de los frascos, sustituyéndolo por medio completo
fresco (4 ml / frasco) y 1 ml de cada sobrenadante o de sus diluciones realizadas por
duplicado en medio fresco. El control positivo se obtuvo afiadiendo 1 ml de una solucién de
etilmetanosulfonato (1,515 mg / ml). Se eligié esta concentracién (equivalente a la presencia
de 303 pig de ctilmetanosulfonato por ml de medio en contacto con las células) porque,
previamente, se habia determinado que daba lugar a un 50% de supervivencia al actuar
sobre células Vero (Figura II1.11). Como control negativo se utiliz6 un frasco que contenia
dnicamente 5 ml de medio de cultivo fresco. También se realizé un control con TSB+YE.
Los frascos se incubaron durante 18 horas y se observé el efecto de las distintas diluciones
del sobrenadante sobre la morfologia de las células de la monocapa. El medio con el
sobrenadante se elimind de los frascos lavando las células dos veces con 4 ml de la solucién
salina de Hank (HBSS*). Después se aiiadia, de nuevo, medio completo fresco (5 ml /
frasco) antes de incubar los frascos otras 24 horas.

N 120 1 y=12211-0,23775x R=0,982

= ] (p<0,05)
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Figura IL11 - Disminucién de la supervivencia de las
células Vero en funcion del aumento en Ia concentracién
de etilmetanosulfonato

Supervivencia de las células

A partir de los frascos correspondientes a las diluciones del sobrenadante en los que
se¢ habian observado células muertas, lesionadas e intactas se efectuaron recuentos de las
células viables.
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Para cllo, se elimind ¢l medio de los Irascos y se afadicron, a continuacién , a cada
uno, 4 ml de la solucion salina de Hank, sin Ca*t ni Mg*t y con HEPES (HBSS-/
HEPES), mcubdndotos durante 10 minutos. Este tampoén se retird de los frascos y s
adiciond tripsina-EDTA (1 miffrasco), incubdndose durante 5 minutos. A continuacion, se
elimind la tripsina y s¢ anadicron, 5 ml de tampdn salino de Hank. Tras despegar las células
de los rascos se realizaron recucntos, diluyendo la suspensién celular en la solucion salina
de Hank (HBSS*). Las diluciones scleccionadas se depositaban, por triplicado, en ¢l centro
de placas (6 cm de didmetro), dispersando 100 pl de 1a dilucién de eélulas ¢n 5 ml de medio
completo. Las placas se incubaron durante 7 dias.

Tras eliminar ¢l medio de las placas se realizo l1a tincién con Giemsa de las células
viables que sc habian desarroliado hasta tormar colonias visibles a simple vista (Figura
I11.12). Para ¢llo, sc cubren las placas con 5 ml de metanol (100%) durante 20 minutos. A
continuacién, se¢ elimina el metanol y se afiaden 5 ml de colorante Gicmsa al 10%.

Transcurridos 20 minutos se lavan las placas con agua destilada y se cuentan las colonias

celulares viables que han tomado color violeta.

Figura II1.12 -
Colonias de células Vero,
viables, tefiidas con Giemsa
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Para obtener el porcentaje de supervivencia correspondiente a cada ditucion del
sobrenadante, se compararon el nimero de células viables detectadas en los frascos,
tratados con las diluciones del sobrenadante, y el nimero de células contadas en el frasco
sin tratar o control negativo, que equivalfa a un 100% de supervivencia. De este modo, para
cada sobrenadante, se elabor6 una recta (Figura I11.13) que relacionaba la media aritmética
de los porcentajes de supervivencia celular, obtenidos en seis ensayos distintos, con la
dilucién del sobrenadante. A partir de esta recta se determind Ia dilucién que daba lugar al
50% de supervivencia (o 50% de muerte) celular.

y= -4,6614 + 0,65034x R =0,993

100 A (p< 0,00
3 75
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Inversa de la dilucidn del sobrenadante

Figura 1I1.13 - Aumento de la supervivencia de
las células Vero en funcién de la dilucifn progresiva
del sobrenadante de la cepa 77

111.4.14.1.5.2. - Células de mieloma (Eley y col., 1993)
Reactivos:

Solucion salina de Hank con HEPES (HBSS*/ HEPES):

- Solucién salina de Hank (HBSS*) 100 m]
- Solucién de Penicilina-Estreptomicina (10000 Ul 'y 10 mg/ml, resp.) 2 ml
- Tamp6n HEPES IM 2ml
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Se emplearon microplacas estériles de 96 pocillos con tapa. En cada pocillo se
afiadieron, por duplicado, 50 pul del sobrenadante de la cepa problema de Aeromonas spp. y
sus diluciones dobles en solucidn salina de Hank con HEPES (HBSS+ / HEPES). A
continuacién, se adicionaron 200 ! de medio fresco completo que contenia unas 5 G600
células de mieloma en suspensién. Las microplacas se incubaron 18 horas.

El control positive se realizé afiadiendo a los pocillos unos 400 pg de
etilmetanosulfonato por ml de suspensién celular, ya que, previamente, s¢ habia
comprobado que esta era la concentracién m4s baja de EMS que provocaba la muerte del
100% de las células. El control negativo contenia inicamente la suspensién celular.
También se realizaron controles del TSB+YE y del HBSS*/ HEPES.

Se considerdé que existia muerte celular cuando con el microscopio invertido se
observaban c€lulas pequeiias y arrugadas, considerdndose como titulo citotéxico la dilucién
mads alta en la que todas las células del pocillo tenifan estas caracteristicas.

El ensayo se repitié tres veces y se determiné la media aritmética de los titulos
obtenidos.

I11.4.14.2. - Propiedades superficiales
111.4.14.2.1. - Hemaglutinaci6n con eritrocitos de cordero y conejo (Burke y col., 1984a)

Los eritrocitos s¢ lavaron tres veces con PBS estéril, centrifugando a 1200 rpm 100 y
4°C, para preparar una suspensién de eritrocitos de cordero o de conejo al 5% en PBS
estéril.

Las cepas se inocularon en 5 ml de TSB+YE y se incubaron a 28°C durante 18 h.
Estos cultivos se vertieron sobre placas de TSA+YE, que se dejaron secar a 37°C durante
30-45 minutos y se incubaron a 28°C durante 24 horas. Las colonias desarrolladas se
suspendieron en 2 ml de PBS estéril. A continuacién, se hizo €l recuento de las
suspensiones en TSA+YE. Se consiguieron concentraciones aproximadas de 1012 ufc/ml.

La aglutinacién de eritrocitos s¢ observé en una placa de cristal, situada sobre un foco
de luz, en la que se depositaban 20 pl de la suspensién bacteriana y el mismo volumen de la
de eritrocitos. En todas las placas se incluy6 un control negativo, sustitiyendo los 20 il de
1a suspensién bacteriana por 20 jtl de PBS esténl.

Las cepas fuertemente hemaglutinantes dieron lugar a una aglutinacién completa ¢
inmediata. En las cepas hemaglutinanies débiles se ohserv una reaccidn incompleta o no

instantdnea y en las cepas no hemaglutinantes na se observaba agregacidn de eritrocitos en 5
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Minuos.
111.4.14.2.2. - Inhibicién de la hemaglutinacién por D-manosa, L-fucosa y D-galactosa
Los azdcares (D-manosa, L-fucosa y D-galactosa) se prepararon al 3% en PBS estéril.

Para cada cepa hemaglutinante y sobre una misma placa de cristal se depositaron:

- 20 p de la suspensién bacteriana + 20 ul de la solucién de D-manosa, L-fucosa o
D-galactosa + 20 pi de la suspensidn de eritrocitos.

- 20 i de la suspensién bacteriana + 20 pl de la suspensién de eritrocitos.

Ademds, se efectuaron controles del PBS y de las soluciones de azdcares (20 pl de la
solucién de azicar + 20 ul de la suspension de eritrocitos).

Se consideré que un azdcar inhibifa la hemaglutinacién cuando las cepas
hemaglutinantes no mostraban esta propiedad o 1a hemaglutinacién fuerte se transformaba
en débil. Este ensayo se realizé por duplicado.

I11.4.14.2.3. - Autoaglutinacién (Janda y col., 1987)

Caldo infusién cerebro corazén (BHIB):

Infusitn de cerebro de temera 200 gfl
Infusién de corazén de vacuno 250 g/l
Proteosa peplona 10 g/l
Glucosa 2 g/l
Cloruro s6dico 5 g/l
Fosfato sédico dibdsico 2,5 ght
Acido p-aminobenzéico 0,05 g/l

Las cepas se sembraron en tubos con 6 ml de caldo infusién cerebro corazén (BHIB)
y se incubaron a 30°C durante 18 horas.

Las cepas SP+ ("self pelleting”) fueron aquellas en las gue se detectd precipitacién
espontdnea durante el crecimiento, observindose un botén celular en el fondo del tubo y
escasa turbidez en la parte superior. Las cepas SP- crecieron de forma homogénea en todo
el wbo.

Para cuantificar la agregaci6n celular durante el crecimiento, se midié la absorbancia a
540 nm de la parte superior del cultivo (A). A continuacidn, se agita el tubo para volver a
medir la absorbancia del cultivo (B). Con estos datos se calculd el porcentaje de
precipitacidn espontdnea:
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qu_o de B - A540 de A
% SP = X 100
A540 de B

Después, cada cultivo se agit6é de nuevo y se dividié en dos fracciones de 3 ml. Una
de estas fracciones se mantuvo a 100°C, en un baito de polietilenglicol, durante 1 hora (C),
mientras la otra permanecia el mismo tiempo, a temperatura ambiente (D). En las cepas
PAB+ ("precipitation afier boiling") se observé precipitacién celular (grumos) en el fondo
del tubo mantenido a 100°C. Los tubos a 100°C de las cepas PAB- y los mantenidos a
temperatura ambienie presentaron un aspecto homogéneo.

Para determinar el porcentaje de precipitacion de los culttivos a 100°C-1h, se midi6 la
absorbancia a 540 nm, de la fase superior de cada cultivo a 100°C y a temperatura ambiente,
aplicando la siguiente férmula:

Asmde D- A540 deC
% SP = X 100
A540de D

El ensayo se realizé dos veces. Se consideraron cepas autoaglutinantes (AA+)
aquellas que mostraron un comportamiento SP+ y/o PAB+ (Figura 111.14).

1i1.4.14.2.4. - Aglutinacién con acriflavina (Janda y col., 1987)

Se prepararon suspensiones bacterianas concentradas, tal y como se describe en el
apartado 1I1.4.14.2.1, y una solucién de acriflavina al 0,4% en PBS estéril.

Sobre una placa de vidrio situada sobre un foco de luz, se mezclé una gota de la
suspensién bacteriana y una gota de la solucién de acriflavina. Se considerd que las cepas
eran positivas para este cardcter cuando aparecian agregados bacterianos en los cinco
segundos posteriores a la mezcla. El ensayo se realizé por duplicado.

[1L4,14.2,5, - Pruchas para estimar la hidrofobicidad celular
Las cepas s¢ sembraron en TSB+YE y se incubaron a 28°C durante 16-18 horas. Los

cultivos se centrifugaron (7000 rpm, 10, 4°C) v el sedimento se resuspendié en PBS (pH
7). La absorbancia a 540 nm de la suspension bacteriana se ajusté a 1 con este mismo
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tampon. La hidrofobicidad superficial se midié tres veces con cada uno de los métodos que
se describen a continuacion.

111.4.14.2.5.1. - Unién a filtros de nitrocelulosa (FNC) (Lachica y Zink, 1984)

Se pasaron 3 ml de cada suspensién bacteriana a través de los filtros de nitrocelulosa.
A continuacidn, se midié la absorbancia a 540 nm del control (suspensién bacteriana sin
filtrar) y del filtrado, determindndose el porcentaje de unién al filtro:

Asgg del control - Aguq del filtrado
% Uni6n al FNC = X 100
Agyp del control

Las cepas se consideraron "fuertemente hidrofébicas” cuando este porcentaje era
superior al 70%, "medianamente hidrofébicas” si se encontraba entre ¢l 35S y el 70% y
"poco hidrofébicas” si era inferior al 35% (clasificdndolas como no hidrofébicas cuando era
cercano al 0%).

111.4.14.2.5.2. - Adsorcién a hidrocarburos (n-hexadecano, n-octano y p-xileno)
(Rosenberg y col., 1980; Sweet y col., 1987)

La suspension bacteriana se distribuy6 en volumenes de 3 m! que se afiadian a tubos
con 1 ml de n-hexadecano, n-octano o p-xyleno. Esta operacién se realiz6 por duplicado.
Como control se utilizé un tubo con 3 ml de suspensién bactieriana.

Los tubos se incubaron a 30°C durante 10 minutos. Se agitaron fuertemente durante
30 segundos y se incubaron de nuevo a 30°C durante 30 minutos. A continuacién, se
recogié la fase inferior acuosa, borbotedndola con aire ! minuto. Por dltimo, se determind
la absorbancia a 540 nm de la fase acuosa y del control; estas medidas se emplearon para
determinar la hidrofobicidad superficial en funcién de la adsorcién a los hidrocarburos:

Aqypdel control - Asyg de la fase acuosa
% Adsorcion al hidrocarburo = X 100
Ay del control

Se consideraron cepas "fuertemente hidrofébicas” las que mostraron una adsorcién
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superior al 70%. Cuando la adsorcién se encontraba entre el 35 v el 70% se registraron
como "medianamente hidrofébicas”. Una adsorci6n inferior al 35% indicé que la superficie
bacteriana era "poco hidrofdbica” y "no hidrofébica” cuando los valores eran préximos al
0%.

I11.4.14.2.6. - Inclusi6én de las muestras para la observacién de las estructuras bacterianas
con el microscopio electrénico de transmisién (Janda y col., 1987)

Reactivos:

Tarnpén Milloning pH 7,3 0,1M, para fijacién y para lavado:

Solucion 1 - NaH,PO4.H,0 22,6 gl
Solucién 2 - NaOH 252 gfl
Solucién 3 - Glucosa 54 gl
Soluci6n 4 - Cl)Ca 10 g/l

Solucién A - 830 ml de la solucién 1 + 170 ml de la solucién 2. Se ajusia
elpHa73

Tampdén Milloning (para fijacidn):
900 ml de ia solucién A + 100 ml de l1a solucién 3 + 5 ml de la solucidn 4

Tamp6n Milloning pH 7,3 0,1M (para lavado):
Tampoén Milloning (para fijacién) + 68,4 g/l de sacarosa.

Mezcla de Mullenhaver o Epon-Araldita:

Epon 812 15 ml
Araldita (502, 605 epoxy resina) 55 ml
Dibutiltalato (plastificador) 2-4 ml
DMP-30 (acelerador) 1,153 %
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Solucién de citrato de plomo:

Ph(NO3), 1,33 g
Na3(C6H507).2H20 1 ,76 g
Na3(CgHs07).5 1/2H,0 2,14 g
Agua destilada desmineralizada 30 ml

Antes de utilizarla se le afiaden 8 ml de NaOH 1N, se centrifuga y se filtra
(poro = 0,22 um)

Técnica (*):
1) Obtencién de Jas células bacterianas:

Cada cepa se sembré en 5 ml de TSB+YE y se incub6 a 28°C durante 24h. A
continuaci6n, el cultivo se cenirifugé, lavando el sedimento en tampdn
Milloning (para lavado). Por Giltimo, se centrifugd de nuevo.

2) Fijaci6n de las c€lulas:

El sedimento se suspendi6 en 2 ml de glutaraldehido al 3% en tampén
Milloning (para fijacién) y se mantuvo 1 h a 4°C. Seguidamente, se centrifugd, se
lavé con tamp6n Milloning (para lavado) durante 20 h a 4°C y se volvié a centrifugar.
A continuacion, el sedimento se resuspendié en 2 ml de osmio al 1% en tampén
Milloning (para fijacién) y s¢ mantuvo 1 hora a temperatura ambiente. Por dltimo, se
centrifugd y se lavd, tres veces, con agua destilada, 10 minutos a temperatura
ambiente.

3) Tincién del sedimento:

Después de lavar el sedimento en agua destilada se le ahadieron 2 ml de una
solucidn de acetato de uranilo al 2% en agua destilada (filtrada justo antes de su
utilizacién; poro = 0,22 um) y se mantuvo 1 hora a temperatura ambiente. A
continuacién, se lavo tres veces en agua destilada, 10 minutos a temperatura
ambiente.

* Todas las centniugaciones de la suspension bacteriana se realizaron a 2000 rpm. 10m y 4°C,
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4) Deshidratacién del sedimento:

Se realiz6 a temperatura ambiente con la siguiente secuencia:
- 2 ml de etanol de 30° durante 10™
- 2 ml de etanol de 50° durante 10™m
- 2 ml de etanol de 70° durante 10™
- 2 ml de etanol de 80° durante 10™
- 2 ml de etanol de 96° durante 107
- 2 ml de etanol de 1({)° durante 10/
- 2 ml de etanol de 100° durante 10™

5) Inclusion en resina:

Al sedimento, una vez deshidratado, se le afiadieron de 2 ml de 6xido de
propileno que se mantuvo 10 minutos a temperatura ambiente, antes de su
eliminacion. Esta operacién se efectud dos veces. Después se le afiadieron 2 ml de la
mezcla (1:1) de 6xido de propileno y epon-araldita, manteniéndolo 24 h a 4°C. El
sedimento, en pequefias fracciones, se colocé en moldes que se rellenaron,
posteriormente, con epon-araldita. Una vez solidificada la resina, a 60°C-24h, se
obtuvieron los cortes de 60-90 nm de grosor.

6) Tincién de los cortes:

Las rejillas, portando los cortes, se sumergieron en una solucién de acetato de
uranilo al 2% (filtrada justo antes de su utilizacién; poro = 0,22 {im) durante 3
minutos y, posteriormente, en agua destilada durante 1 minuto. Después de secarlas
con papel, se volvieron a sumergir en la solucién de citrato de plomo, durante 4
minutos, y en agua destilada, durante un minuto. Por dltimo, se secaron y se
observaron al microscopio electronico de ransmisién a 80 kilovoltios.

111.4.14.3. - Caracteristicas bioquimicas
111.4.14.3.1. - Voges Proskauer

Descrito ¢n el apartado 111.4.11.2.1.17
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111.4.14.3.2. - Fermentaci6n de la arabinosa

Se realizé como se detalla en el apartado I11.4.11.2.1.11, aftadiendo 10 g/l de
arabinosa al medio base descrito.

IT1.4.14.3.3. - Descarboxilacién de la lisina

Se empled el agar lisina hierro:

Peptona de came 5 gl
Extracto de levadura 3 g/l
Di+)-Glucosa 1 g/l
L-Lisina monoclorhidrato 10 g/l
Tiosulfato sédico 0,04 gt
Citrato de amdaico férrico 05 gl
Piirpura de bromocresol 0,02 gn
Agar 12,5 gA

El medio esterilizado se repartié en tubos que se dejaron enfriar en posicion inclinada;
la siembra se realizé sobre la pendiente y en picadura hasta la base de cada tubo. La
incubacién se realizé a 28°C-18h. Los microorganismos que descarboxilan la lisina
producen un viraje del indicador de pH a color violeta.

I11.4.15. - Analisis estadistico

Se realizaron las pruebas estadisticas de "t" de Student y de "Ji" cuadrado, utilizando
el programa "Stat View", en un ordenador Macintosh.
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IV,}. - Medios d 1tiv cifi ra el gislamien Aer nas

s vil

IV.1.1. - Recuperacion de Aeromonas spp. moviles e inhibicion de la flora
natural de los alimentos en los medios mA, AGAP y AAA

Una vez descartados, para el aislamiento de Aeromonas spp. méviles, los medios de
cultivo disefiados para microorganismos entéricos y vibrios marinos, se han ensayado una
amplia variedad de medios especificos en todo tipo de muestras, con resultados escasamente
concluyentes.

La falta de resultados significativos ha hecho necesaria la comparacién de los medios
disponibles, con el fin de elegir el més apropiado para el posterior aislamiento de
Aeromonas spp. a partir de alimentos.

Se ha estudiado el comportamiento de tres medios selectivos propuestos para el
aislamiento de Aeromonas spp. moéviles: medio de Aeromanas o mA (Ryan, 1985, datos no
publicados. Disponible comercialmente en Oxoid), agar glutamato almidén penicilina o
AGAP (Kielwein, 1969) y agar almidén ampicilina 0 AAA (Palumbo y col., 1985a).

La selectividad de estos medios para Aeromonas spp. méviles se estimé estudiando
su capacidad de inhibicion frente a otros microorganismos presentes de forma natural en los
alimentos y su capacidad de recuperacién para las especies mdviles de Aeromonas,
previamente inoculadas en estos alimentos. Otra técnica propuesta para la evaluacién
sistemética de medios de cultivo es la "técnica ecométrica”, desarrollada por Mossell y col.
(1983), que fue descartada por su carécter cualitativo, falta de uniformidad en las siembras
y complejidad de los resultados.

La capacidad de inhibicién frente a la flora natural de los alimentos se determiné
comparando los recuentos obtenidos, a partir de distintos alimentos (agua clorada, leche
cruda, carnes de vaca, pollo y cerdo, pescadilla, trucha, chirlas y gambas) sobre los medios
especificos en estudio, con los registrados sobre agar triptona soja (TSA). Como se observa
en la Tabla IV.1 (Véase Ancxo IVa, pdgina 143), la inhibici6n fue superior en mA, que sélo
permiti6 el crecimiento del 61,64% de la flora natural, mientras que en AAA y AGAP se
detectaron el 75,94% y el 75,54%, respectivamente, del nimero total de microorganismos
obtenidos sobre agar triptona soja. Este efecto fue atin mds intenso en el caso particular de
la leche cruda, donde se observé que el medio de mA unicamente detecté el 42,37% de la
flora total, frente al 90,60% en AAA y AGAP. Posiblemente este hecho se deba a que ¢l
mA incorpora en su formulacion sales biliares, que afectan muy directamenie al desarrolio
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de las bacterias Hcticas. Los recuentos de microorganismos acrobios totales sobre agar
triptona soja mostraron que la carga microbiana de los distintos alimentos oscilaba entre 10°
y 107 ufe/ml o g de alimento, excepto en el agua clorada donde la carga estimada fuc de |
ufc/ml. Las amplias variaciones en las desviaciones estdndar posiblemente se deban a la
heterogencidad de las muestras de alimentos.

La capacidad de recuperacién para las especies méviles de Aeromonas, se determiné
inoculando los alimentos citados con A. hydrophila 839, A. hydrophila 398, A. caviae 838
y A. sobria 837, procedentes de la Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo (CECT), y
comparando los recuentos obtenidos en los distintos medios especificos con los niveles de
inoculacién de cada alimento, determinados por espectrofotometrfa. Los recuentos de los
diferentes alimentos contaminados con cada una de estas cepas, oscil6 en torno a 107 ufc/ml
0 g de alimento. Considerando las cuatro cepas conjuntamente (Tabla IV.2. Véase Anexo
IVa, pdgina 144) se observa que el medio mA alcanza un porcentaje de recuperacion, para
las cepas de Aeromonas inoculadas en los alimentos, de 94,11%, superior 2 AGAP y AAA
(80,14% y 80,01%,respectivamente). Contrariamente, Ribas y col., (1991) no encuentran
diferencias en el nimero de Aeromonas spp. aisladas, a partir de distintos tipos de aguas,
utilizando varios medios: Aeromonas medium de Rippey y Cabelli, (1979), agar almidén
ampicilina de Palumbo y col. (1985a), agar dextrina ampicilina de Havelaar y col., (1987) y
agar almid6n glutamato ampicilina penicilina-10C de Huguet y Ribas, (1991). Sin embargo,
Fricker y Tompsett, (1989), comparan los resultados obtenidos al aislar estos
microorganismos en agar MacConkey, agar sangre ampicilina y medio de Aeromonas
(Difco), registrando los mejores resultados con este ltimo. Knockel (1989b) destaca el
mejor comportamiento del agar almidén ampicilina, frente al agar dextrina fucsina sulfito,
agar sangre ampicilina (10mg.J/1.) y agar sangre ampicilina (30mgJ/1.). Stern y col. (1987)
emplean agar 2lmidén ampicilina, agar MacConkey ampicilina, agar infusién cerebro
corazén, agar infusidn cerebro corazén sangre ampicilina y agar cefsulodin irgasén
novobiocina, consiguiendo un mayor nimero de aislamientos con el agar almidén
ampicilina. Respecto al agar almidén ampicilina y al agar dextrina ampicilina, Varnam y
Evans (1991) y Stelma (1989) advierten sobre el posible crecimiento de Vibrios spp.
amiloliticos, principalmente, en muestras de marisco y pescado. Varnam y Evans (1991)
también sefialan que el medio de Aeromonas (Difco) es uno de los mis empleados en la
industria alimentaria, aunque tiene la desventiaja de permitir el crecimiento de otros
microorganismos que dan lugar a colonias de similar morfologfa a las de Aeromonas spp.
moviles. Un estudio reciente (Holmes y Sartory, 1993) ha confirmado el buen
comportamiento del medio de Aeromonas de Ryan (mA) para aislar estos microorganismos
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a partir de aguas, al observar que presenta mayor sensibilidad y especificidad que el agar
xilosa ampicilina y el medio de Aeromonas (Difco). Contrariamente, Bernagozzi y col.
(1994) han sefialado que el medio de Aeromonas es superior a los medios de Ryan y de
Rimler-Shotts. Por otro lado, Gobat y Jemmi (1995), comparan el comportamiento de 7
medios selectivos y 2 medios de enriquecimiento para el aislamiento en alimentos,
obteniendo los mejores resultados con agua de peptona alcalina, agar sangre ampicilina (30
Hg) y agar sales biliares irgasdn verde brillante, recomendando el empleo de més de un
medio s6lido.

El comportamiento superior del mA para la recuperacién de Aeromonas spp. moviles
se debe, probablemente, a la fuerte inhibicién que presentan los otros dos medios sobre A.
sobria CECT 838. Asi, mientras los porcentajes de recuperacién de A. hydrophila CECT
839, A. hydrophila CECT 398 y A. caviae CECT 838 fueron satisfactorios y bastanies
similares para los tres medios, superando en todos los casos el 90% (Tablas IV.3,1V.4 y
IV.5. Véase Anexo IVa, piginas 145 a 147), con A. sobria CECT 837 (Tabla IV.6. Véase
Anexo IVa, pdgina 148) fue mejor la recuperaci6n sobre mA (95,48%), que sobre los otros
dos medios (31,61% en AAA y 33,02% en AGAP). Estos resultados, podrian justificar, el
escaso niimero de aislamientos de A. sobria detectados por Callister y Agger (1987) y
Hudson y De Lacy (1991) en alimentos y Figura y col. (1986) en procesos clinicos. Del
mismo modo, Stern y col., (1987), trabajando con muesiras de heces previamente
inoculadas con Aeromonas obtienen una baja recuperacién de A. sobria y A. caviae en los
medios que contienen antibiticos.

En definitiva, el medio de Aeromonas es el que presenta mayor poder de inhibicion
frente a la flora natural de los alimentos y més capacidad de recuperacién de las especies
mdviles de Aeromonas, siendo por ello el medio més selectivo de los estudiados para el
aislamiento de Aeromonas spp. moviles a partir de alimentos. El medio de Aeromonas se
puede considerar el mds indicado para la deteccién de las especies méviles de Aeromonas
(sobre todo de A. sobria), en el caso de muestras de alimentos con una carga microbiana
elevada. En productos con una flora moderada y cuando se pretenda aislar A. hydrophila
y/o A. cavige se podria emplear el agar almidén ampicilina o el agar glutamato almidén
penicilina con resultados satisfactorios.

I1V.1.2. - Comportamiento de A. sobria CECT 837 sobre los medios mA,
AGAP y AAA.

La inhibici6n del crecimiento de A. sobria CECT 837 deteciada sobre AAA y AGAP,
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en comparacidn a su comportamiento sobre el medio mA, hizo necesario considerar la
composicién de dichos medios con el fin de investigar las posibles causas de este hecho.

El mA contiene ampicilina (Smg./1.), el AAA también, pero en una concentracion dos
veces superior (10mg./l.) y el AGAP lleva penicilina G s6dica (100.000U.1.1.) y
pimaricina (10mg./1.). Para comprobar si estos antibi6ticos eran la causa de la inhibicién se
realiz6 un antibiograma (técnica de Mueller-Hinton) frente a las cuatro cepas de Aeromonas,
empleando veinte antibidticos, entre los que se incluyeron la ampicilina y la penicilina G
s6dica. En la Tabla IV.7 (Véase Anexo IVa, pigina 149)se observa que las cuatro cepas
fueron sensibles al dcido nalidixico, tetraciclina, estreptomicina, cloranfenicol, sulfisoxazol,
gentamicina, nitrofurantoina, kanamicina y trimetroprim-sulfametoxazol. En este sentido,
Fainstein y col. (1982) y Fass y Barnishan (1981) sefialan una susceptibilidad marcada a la
tetraciclina, cloranfenicol y trimetroprim-sulfometoxazol, mientras que Rahim y col. (1984)
describen cepas resistentes a estos antibidticos. Por el contrario, las cuatro cepas fueron
resistentes frente a la oxacilina, lincomicina, bacitracina y novobiocina. En todos los casos
se observé un grado de sensibilidad medio frente a la polimixina B, mientras que el
comportamiento de cada cepa fue variable frente a la neomicina, cefoxitina, ampicilina,
penicilina, cefalotina y eritromicina. A. sobria 837 fue sensible a la ampicilina y a la
penicilina, antibi6ticos utilizados frecuentemente en medios selectivos para el aislamiento de
Aeromonas spp. moéviles, y que podrian limitar la deteccién de ciertas cepas sobre estos
medios. Estos resultados estarian de acuerdo con los de Seidler y col. (1980) y Rahim y
col. (1984) que también han encontrado cepas susceptibles a la ampicilina, Contrariamente,
Villuendas y col., (1991) sefialan que todas las cepas clinicas son resistentes a la ampicilina
y Morita y col. (1994) han detectado beta-lactamasas en las 182 cepas analizadas. A.
hydrophila CECT 839, A. hydrophila CECT 398 y A. caviae CECT 838 eran resistentes a
ambos antibi6ticos.

Estos resultados explicarian la inhibicién detectada en el crecimiento de A. sobria
CECT 837 sobre AAA y AGAP. La falta de inhibicién del crecimiento de A. sobria CECT
837, en el medio de Ryan (mA), podria deberse a que la concentracién de ampicilina en este
medio es inferior a la presente en el agar almidén ampicilina. En la Tabla IV.8 (Véase
Anexo IVa, pdgina 150) se observa que el crecimiento de esta cepa se inhibié con 10 mg./L
de ampicilina, tanto en mA como ¢n AAA, sin embargo, cuando la concentracién de
ampicilina era de 5 mg./l. en ambos medios, sélo se detectd inhibicidén en el AAA. Esta
experiencia también aclaré que la inhibicién de A, sobria CECT 837, en agar glutamato
almidén penicilina, se debia a la presencia de 100.000U.L/1. de penicilina G sédica,
mientras que la pimaricina, con un papel fundamentalmente antifdngico, no inhibié cl
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crecimiento de A. sobria CECT 837,

La actividad inhibidora de 5Smg./l. de ampicilina sobre el crecimiento de A. sobria
CECT 837, desaparece en el medio mA. En base a ello, se pensé que podria detectarse un
efecto similar empleando distintas concentraciones de penicilina G sédica sobre el citado
medio, sin embargo, se comprob6 que el crecimiento de A. sobria CECT 837 era inhibido,
précticamente con igual intensidad, en los medios mA y AGAP, cuando la concentracién de
penicilina G oscilaba entre 25.000 y 100.000U.I/1.(Tabla IV.9. Véase Anexo I'Va, pdgina
151).

La inhibicién del crecimiento de A. sobria CECT 837 sobre el medio AAA podria
explicarse por una interaccién sinérgica de la ampicilina con el rojo fenol, utilizado como
indicador del pH en este medio. El efecto inhibidor del rojo fenol, presente en el medio
AAA auna concentracion de 0,25mg./l. y ausente en el mA, podria potenciar la accion de la
ampicilina. La Tabla IV.10 (Véase Anexo [Va, pdgina 152) muestra la recuperacidén de A.
sobria CECT 837 en mA y AAA con y sin 0,25mg./l. de rojo fenol, incluyendo en ambos
casos Smg./l. de ampicilina. De acuerdo con estos resultados, €l rojo fenol no modifica la
actividad inhibidora de la ampicilina (concentracién de 5 mg./1.), sobre ¢l crecimiento de A.
sobria CECT 837, en los medios AAA y mA.

La diferencia de pH {pH 8 en mA y 7 en AAA) también se consideré como posible
causa del distinto comportamiento de la ampicilina en estos dos medios. En la Tabla IV.11
(Véase Anexo I'Va, pigina 153) se observan los resultados obtenidos al modificar el pH, en
presencia de 5mg./l. de ampicilina en ambos medios. Se concluye que la inhibicién sobre el
crecimiento de A. sobria CECT 837, detectada tinicamente en el agar almidén ampicilina, es
independiente del pH, al menos considerado aisladamente.

También se controlaron otros componentes, presentes exclusivamente en el medio
mA, por su posible capacidad para proteger o potenciar el crecimiento de A. sobria CECT
837, en presencia de Smg./l. de ampicilina. Para ello, comparamos la recuperacién de este
microorganismo en los medios mA y AAA, con Smg. de ampicilina por litro y adicionados
con xilosa (Tabla IV.12. Véase Anexo IVa, pigina 154), lisina y arginina libres (Tabla
IV.13. Véase Anexo [Va, pdgina 155) y extracto de levadura (Tabla IV.14. Véase Anexo
IVa, pigina 156), frente a los medios originales mA y al AAA, modificados Gnicamente en
su contenido en ampicilina (35mg./1.). En ningiin caso se pudo demostrar que la falta de
inhibicién de la ampicilina (5mg./1.) sobre A. sobria CECT 837, al emplear mA se debicra a
la presencia de las sustancias contrastadas.

Posiblemente, alguno o algunos de los numerosos componentes presentes en el medio
mA, actuando de forma individual 0 asociada, acomplejen o inactiven a la ampicilina,
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cuando su concentracion es de Smg /1., provocando la pérdida de su efecto inhibidor sobre

el crecimiento de A. sobria CECT 837. En cualquier caso, una concentracién de ampicilina

de 10mg./l. en dicho medio provoca una notoria inhibicién sobre el crecimiento de esta
cepa, equiparable a la detectada en los medios AAA y AGAP, siendo por ello aconsejable
no modificar la concentracién de ampicilina en el medio original de Ryan (mA), con el fin
de detectar aquellas cepas de Aeromonas spp. méviles que puedan ser sensibles a este
antibi6tico.

La incidencia de Aeromonas spp. méviles en alimentos es relativamente poco
conocida, aunque se sabe que son contaminanies habituales de los mismos y que participan
en la alteracidn de los alimentos refrigerados (Buchanan y Palumbo, 1985; Palumbo y col.,
1985a). La asociacién entre las especies méviles de Aeromonas e infecciones
gastrointestinales en el hombre (Freij, 1987) justifica el interés actual por conocer el papel
que puedan jugar en los alimentos.

El aislamiento de estos microorganismos se realizé sobre un total de 92 muestras de
diferentes alimentos y aguas, previo enriquecimiento selectivo en agua de peptona alcalina
(pH 8.6), ya que da lugar a una mayor eficacia en la deteccién de especies méviles de
Aeromonas en muestras clinicas y medioambientales, sobre todo, cuando en ellas no existe

un nimero elevado de microorganismos (Millership y Chattopadhyay, 1984).

De acuerdo con los resultados obtenidos con anterioridad, al comparar la eficacia de
tres medios especificos para el aislamiento de Aeromonas spp. méviles de alimentos, el
medio de Ryan 0 mA (Oxoid) se seleccioné para investigar la presencia de Aeromonas spp.
en las muestras de alimentos.

IV.2.1. - Pruebas bioquimicas seleccionadas para su identificacion y
diferenciacidn

La identificacién de Aeromonas spp. méviles se bas6 en una amplia gama de pruebas
bioquimicas (oxidasa, Kligler, gram, ONPG, DNasa, catalasa, crecimiento a 37°C,
crecimiento sin ClNa, hidrélisis de almiddén, fermentacién de D-manitol ¢ i-inositol,

| descarboxilacion de la ornitina, dihidrélisis de la arginina, produccién de H7S del tiosulfato
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y ureasa), de acuerdo con Popoff (1984}, Stelma (1989) y Varmam y Evans (1991). Las
cepas que no fermentaron el D-manitol, descarboxilaron Ia ornitina 0 no hidrolizaron la
arginina no se excluyeron, ya que Kampfer y Altwegg (1992) sefialan que A. schubertii no
fermenta el D-manitol y Hickman-Brenner y col. (1987) que A. veronii es ornitina
descarboxilasa positiva y arginina dihidrolasa negativa. Hudson y De Lacy (1991) y Correa
y col. (1993) utilizan, también, un esquema de identificacién similar .

Otros sistemas menos laboriosos y mds rdpidos han sido utilizados por otros autores.
Asi, Overman y col. (1985), comparan los sistemas API 20E, API RE y API NFT,
obteniendo los mejores resultados con el API 20E, al igual que Abeyta y col. (1986) y
Stelma y col. (1986). En este sentido, Figura y Guglielmetti (1987) consideran adecuados
tanto el sistema API 20E como el API 20NE. Sin embargo, Toranzo y col. (1986) afirman
que la utilidad del sistema API 20E es relativa, siendo necesarias pruebas bioguimicas
complementarias como fermentacidn de la arabinosa, gelatinasa, Voges Proskauer y
utilizacién del citrato. Coincidiendo con estos autores, George y col. (1986) emplean el
sistema API 20E complementado con gram, oxidasa, fermentacién de la glucosa y
resistencia al agente vibriostdtico /129, mientras que Kirov y col. (1990) agregan a esta
pauta de identificacién la prueba de la movilidad y la reacci6n en el medio de Kaper (Kaper
y col., 1979). Krovacek y col. (1992a) afiaden estas mismas pruebas complementarias,
exceptuando la reaccién en el medio de Kaper, al sistema API 20NE. Recientemente, Ogden
y col. (1994), al comparar la eficacia de los sistemas AP1 20E, AP1 20NE y Microbact 24E,
consiguen los mejores resultados con los dos iltimos citados. Otro método rdpido de
identificaci6n y clasificacién en especies, propuesto por Kiihn y col. (1992), es el sistema
PhP (Phene plate), basado en el seguimiento espectrofotométrico de la cinética de 48
pruebas bioguimicas realizadas en placas de poliestireno de 96 pociilos. Hasta el momento,
parece que estos sistemas no son lo suficientemente fiables para utilizarlos, de forma
exclusiva, en la identificacién de las especies méviles de Aeromonas. En distinta lfnea, se
han propuesto otros sistemas de identificacién rdpidos basados en el andlisis de la secuencia
de ARN; 168 (Dorsch, y col.. 1994) y en la deteccién inmunoenzimadtica de A. hydrophila
serotipo O:11 (Merino y col., 1993).

Janda (1991) sefiala que la diferenciacién bioquimica de los grupos de hibridacion es
aun confusa y requiere un nimero elevado de pruebas bioquimicas que conlleven un claro
riesgo de identificaciones erréneas, proponiendo como alternativa a los métodos genéticos,
la diferenciacion fenotipica cldsica de A. hydrophila, A. sobria y A. caviae.

Enfocando el trabajo desde un punto de vista higiosanitario y no taxonémico, la
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clasificacion de las especies méviles de Aeromonas se realizé de acuerdo con el criterio de
Papoff (1984), diferenciando A. hydrophila, A. caviae y A. sobria en base a la produccion
de gas de 1a glucosa, hidrélisis de la esculina, fermentacién de la salicina, Voges Proskauer
y crecimiento con KCN. Las cepas que bioquimicamente no encajaban en ninguna de estas
tres especies, se incluyeron en el grupo de Aeromonas spp. méviles no clasificadas. El
esquema de clasificacion elegido es similar al utilizado por Stern y col. (1987), Kirov y cob.
{1990), Hudson y De Lacy (1991) y Poffé y Op de Beeck (1991). Por otro lado, Varmam y
Evans (1991) sefialan que los sistemas rapidos API 20NE, ATB 32E y AP1 20E no son
itiles, por sf solos, para la diferenciacién de estas tres especies. Figura y Guglielmetti
(1987) proponen el factor "CAMP-like" para este fin. Okrend y col. (1987) se basan
exclusivamente en la produccidn de gas de glucosa y 1a hidrélisis de 1a esculina. Namdari y
Bottone (1989}, también utilizan un protocolo simplificado para definir estas tres especics,
afiadiendo el denominado "fendmeno suicida” a las dos pruchas citadas.

IV.2.2, - Influencia del almacenamiento de los alimentos a baja temperatura
en su aislamiento

En la Tabla IV.15 (Véase Anexo IVa, pdgina 157) se observa la deteccién de
Aeromonas spp. en el 40,21% de las muestras de alimentos analizadas ¢l dfa cero o dia de
su adquisicién en el mercado, cifra que aumentd hasta el 53,26% (Tabla IV.16. Véase
Anexo IVa, pédgina 158) tras el almacenamiento de las muestras a 10°C, cuando se
apreciaban signos leves de alteracin en el alimento. El aumento del nimero de muestras
positivas, tras la conservacién de los alimentos a bajas temperaturas, coincide con los
resultados obtenidos por Palumbo y col. (1985b), Callister y Agger (1987) y Hudson y
Avery (1994) y podria deberse, no sélo al efecto selectivo de las bajas temperaturas, sino
también al aumento general de la carga microbiana de los alimentos en funcién del tiempo de
almacenamiento.

Es importante destacar que, con cierta frecuencia, se aislé mas de una cepa o especie
distinta a partir de una misma muestra de alimento.

1V.2.3. - Incidencia en aguas y alimentos

IV.2.3.1. - Aguas

En ¢l agua de hebida, tanto clorada como no tratada, no se detectaron Aeromonas spp.
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moviles. Moyer (1987) advierte que ¢l agva no tratada es un factor de riesgo importante en
relacién con este grupo de microorganismos. La ausencia de Aeromonas spp. en el agua
clorada ha sido justificada y demostrada por Cattabiani (1986) y van der Kooij y Hijnen
(1988). Estos autores no admiten que Aeromonas sea resistente al cloro, a pesar de los
numerosos atslamientos efectuados en aguas cloradas, (Hazen y col., 1978; Burke y col.,
1984c; Schubert, 1991; Krovacek y col., 1992a), asf como en agua salada de estuario
(Kaper y col., 1981) e, incluso, en agua embotellada (Slade y col., 1986).

El agua no potable presentd una incidencia elevada de Aeromonas spp. méviles (Tabla
IV.15. Véase Anexo IVa, pagina 157), que se aislaron en el 71,4% de las muestras,
resultados que coinciden con los obtenidos por Huguet y Ribas (1991} y Poffé y Op de
Beek (1991), confirmandose asi la amplia distribucién de este grupo bacteriano en medios
acudticos y terrestres, registrada por Austin y Austin (1985) y Abeyta y Wekell (1988).

Burke y col. (1984c), Krovacek y col. (1989) y Knickel y Jeppesen (1990) sefialan
al agua de bebida como posible fuente de infeccién. La elevada frecuencia de aislamientos
en aguas de consumo ha permitido que este grupo de microorganismos se incluya entre los
tradicionales indicadores higiénicos utilizados para contrastar la calidad del agua (Rippey y
Cabelli, 1980; Clark y col., 1982; Krovacek y col., 1989). Contrariamente, Nishikawa y
Kishi (1988) consideran que las carnes, pescados y vegetales, pueden ser un vehiculo de
transmisién m4s significativo que el agua.

1V.2.3.2. - Carnes

En catorce de las veinte muestras de carne de pollo, cerdo, cordero y ternera
analizadas se aislaron Aeromonas spp. méviles (Tabla IV.15. Véase Anexo IVa, pdgina
157), alcanzando este producto el segundo puesto en incidencia, con un 60%, después del
agua no potable. Estos resultados coinciden con la marcada frecuencia de aislamientos en
carnes, sefialada por Fricker y Tompsett (1989), Majeed y col. (1989a,b) y Krovacek y col.
(1992b). La carne de pollo fue la que presenté una mayor incidencia (100%).

Stern y col. (1987) informan de la escasa deteccién de Aeromonas spp. en las heces
de los animales de abasto. lo que induce a pensar que la elevada contaminacién de la carne
no se¢ debe, Unicamente, a contaminacién fecal a nivel de matadero, sino también a una

deficiente manipulacién y a la amplia distribucidn de estos microorganismos en el entorno.
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1V.2.3.3. - Pescados y mariscos

Hudson y De Lacy (1991) aislan especies moviles de Aeromonas en el 34% de las
muestras de pescado que anatizan y Abeyta y Wekell (1988) en el 70% de las de marisco.
En nuestro trabajo, la incidencia en las muestras utilizadas fue del 36% para el pescado y
45% para el marisco (Tabla IV.15. Véase Anexo IVa, pigina 157), llegando al 80% en
alguna especie de pescado (jurel) y al 60% en chirlas y mejillones. La importancia de estos
datos se incrementa al considerar que son productos susceptibles de consumirse crudos o
poco cocinados y que se han establecido relaciones significativas entre cepas procedentes de
alimentos de origen marino (sobre todo moluscos bivalvos) y brotes de gastroenteritis en el
hombre (Altwegg y col., 1991).

1V.2.3.4. - Leche cruda y queso fresco

La presencia del citado grupo se evidencié en el 20% de las muestras licteas
analizadas (Tabla IV.15. Véase Anexo IVa, pdgina 157). Kielwein y col. (1969) y Palumbo
y col. (1985a) afslan Aeromonas spp. en leche cruda. Santos y col. (1991) y Correa y col.
(1993) encuentran una incidencia cercana al 30% en queso fresco. La deteccién en queso
fresco elaborado con leche pasterizada, posiblemente sea debida a la recontaminacién
posterior al tratamiento térmico, dada la termolabilidad demostrada, al menos para A.
hydrophila, por Palumbo y col. (1987) y Condén y col. (1992).

IV.2.3.5. - Ensaladas preparadas

En ninguna de las ensaladas preparadas se detectaron especies méviles de
Aeromonas. Las ensaladas estaban elaboradas con distintos vegetales (lechuga, tomate,
cebolla, zanahoria, escarola, col, pepino...) lavadas y listas para el consumo directo, lo cual
explicaria la ausencia de microorganismos patégenos o potencialmente patégenos. S6lo un
upo de ensalada lievaba en su composicién mayonesa, cuyo pH bajo podria ser un factor
limitante para el desarrollo y deteccién de Aeromonas. Fricker y Tompsett (1989)
encuentran una incidencia muy baja en este tipo de ensaladas, mientras Krovacek y col.
(1992b) no detectan Aeromonas en vegetales crudos. Contrariamente, Callister y Agger
(1987) informan de elevadas tasas de aislamientos en vegetales, sobre todo tras su
almacenamiento en refrigeracién.
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1V.2.4. - Distribucion en especies de las cepas aisladas en los distintos
alimentos

Coincidiendo con Knockel y Jeppesen (1990), como se observa en la Tabla IV.17
(Véase Anexo IVa, pagina 159), A. hydrophila fue la especie aislada con mayor frecuencia
(39,50%). Sélo seis cepas fueron identificadas como A. caviae; en este sentido Krovacek y
col. (1992b) obtienen resultados similares al estudiar la incidencia de Aeromonas en
alimentos suizos. El 20,98% de las cepas correspondian al perfil biogufmico de A. sobria'y
un 32,09% no se pudieron incluir en ninguna de estas tres especies.

A. caviae se aisl6 principalmente en mariscos y no se detect$ en carnes ni pescado, A.
hydrophila en carnes y pescados y A. sobria en carnes. En este sentido, Nishikawa y Kishi
(1988) observan que mientras A. hydrophila y A. sobria se aislan mds frecuentemente en
carnes, A. caviae estd presenie, sobre todo, en vegetales, pescados y mariscos.

La resistencia al cloro de estos microorganismos se comprobé efectuando recuentos a
partir de suero fisioldgico estéril, contaminado con 6 cepas diarreicas y 6 alimentarias de
forma independiente y, posteriormente, clorando con halazona hasta niveles de cloro activo
de 1,2,2,5y 5 ppm.

Los controles se efectuaron con suero fisiolégico contaminado y no sometido a
cloracién. Los resultados de los correspondientes recuentos se recogen en la Tabla IV.18
(Véase Anexo IVa, pagina 160).

En los sueros fisiol6gicos, contaminados con los mismos inéculos que los sueros
controles y, posteriormente, clorados, no se detectd la presencia de las cepas de Aeromonas
spp. mdviles, previamente inoculadas, poniendo de manifiesto la sensibilidad de estos
microorganismos a la cloracién sefialada por Cattabiani (1986). En este sentido, Burke y
col. (1984c) también indican que el nivel de cloro libre afecta significativamente a la
presencia de acromonas en el agua y, Van der Kooij (1988) concluye que el aislamiento de
estos microorganismos en agua clorada se debe a la insuficiente concentracién de cloro libre
residual y al tratamiento incorrecto. Por otro lado, Yesim y Aykut (1994) sefialan que
niveles de hasta 2,5 ppm de cloro no afectan a la supervivencia de A. hydrophila.

Por lo tanto, se puede considerar que estos microorganismos son sensibles a la

cloracién y que los problemas ¢n ¢l agua clorada se deben a recontaminaciones posteriores.
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Por ello. es fundamental hacer un seguimiento de los niveles de cloro residual que, por lo
general, deben ser como minimo superiores a (L5 ppm, aunque este limite se eleve en

determinadas circunstancias,

Se emplearon las siguientes cepas. De origen diarreico: A. hydrophila 6, A.
hydrophila 9, A. caviae 16, A. caviae 18, A. sobria 11 y A. sobria 13. De origen
alimentario: A. hydrophila 55, A. hydrophila 96, A. caviae 54, A. caviae 97, A. sobria 34 y
A. sobria 92. Se consider$ crecimiento positivo cuando la lectura de absorbancia en los

pocillos inoculados era 0.025 unidades superior a la de cuatro pocillos equivalentes no
inoculados. Dicha absorbancia era aproximadamente 0.080 y se correspondia con una carga
de 5.106 ufc/ml. Igualmente, se determiné que una absorbancia de 0,394 unidades
significaba una tasa bacteriana de 109 ufc/ml.

IV4.1. - Temperatura

Como se observa en la Tabla IV.19 (Véase Anexo IVa, pigina 161), las temperaturas
de incubacién ensayadas corresponden a 4, 10, 28, 37 y 45°C. En este trabajo se detect6
crecimiento a 4°C en 7 cepas (2 diarreicas y 5 alimentarias), alcanzando 4 de origen
alimentario el nivel de 109 ufc/ml.

El grupo de Aeromonas spp. méviles ha sido considerado de naturaleza psicrétrofa
por numerosos autores (Buchanan y Palumbo, 1985; Majeed y col., 1989b; Kirov y col.,
1990; Beuchat, 1991; Kirov, 1993) e, incluso, con capacidad para producir exotoxinas,
relacionadas con la virulencia, a temperaturas de refrigeracién (Majeed y col., 1990; Eley y
col., 1993).

Las cuatro cepas alimentarias que alcanzaron la tasa de 10% ufc/ml pueden
considerarse especialmente peligrosas desde el punto de vista de la Salud Publica ya que, de
acuerdo con Majeed y col. (1990). es necesario llegar a ese nivel de crecimiento para la
produccién y deteccion de enterotoxinas y hemolisinas. Por otra parte, es preciso tener
presente que esta tasa de microorganismos potencialmente patégenos representa una dosis
infectiva que se alcanzaria en unos 9 dias a 4°C.

El desarrollo elevado de las cepas aisladas en alimentos refrigerados, en comparacion
con las de origen diarreico, se podria explicar por la mejor y més rdpida adaptacién de las

108



RESULTADOS ¥ DISCUSION

primeras a estas temperaturas bajas. Este hecho ya ha sido sefialado por Knochel (19903,
Hudson (1992) y Buncic y Avery (1995) que encuentran menor crecimiento a 5°C en cepas
clinicas o aisladas en ambientes cdlidos que en las procedentes de alimentos refrigerados y
ambientes frios.

No obstante, en ninggin caso debe descartarse el crecimiento de cepas clinicas a 4°C.
Esta conclusién no sélo estd respaldada por los resultados de este trabajo (2 de 6), sino
también por los trabajos de Kirov y col. (1990) y Eley y col. (1993) en los que se afirma
que la mayorfa de las cepas de origen clinico pueden crecer a 5°C y que lo hacen
rdpidamente a 10°C.

Cuando la temperatura de incubacidn se elevé a 10°C, crecieron no sélo las cepas
alimentarias sino también las clinicas y no se encontraron diferencias significativas entre
ellas. No obstante este incremento de temperatura supuso que ¢l tiempo de deteccion de
crecimiento disminuyese unas cuatro veces y que, el necesario para alcanzar la tasa de 10°
ufc/ml, quedase reducido a 4 dfas aproximadamente.

Los resultados de la Tabla IV.19 (Véase Anexo I'Va, pagina 161), indican que el
crecimiento mis efectivo de Aeromonas spp. méviles se obtiene a 28°C, al igual que han
seftalado Popoff (1984) y Varnam y Evans (1991) que fijaron esta temperatura como la
Optima.

Cuando la incubaci6n se realiz6 a 37°C, una cepa de origen alimentario no creci6. En
relacion con este hecho, Knochel (1990) apunta que ciertas cepas ambientales son incapaces
de crecer a 37°C, S6lo una cepa de origen diarreico alcanzé el nivel de 109 ufc/ml a esta
temperatura, lo que podria explicar una menor produccién de factores relacionados con la
virulencia a 37°C. Mateos y col. (1993) indican que a 37°C las cepas ambientales
disminuyen la produccién de proteasas y hemolisinas aunque no de citotoxinas, mientras
que, en cepas clinicas, s6lo es mds baja la produccién de proteasas, aumentando la de
citotoxinas y hemolisinas. La dificultad para crecer hasta tasas microbianas importantes a
37°C, de algunas cepas de Aeromonas, podria ser una de las causas que influyeran en la
presentacién de diferentes grados de patogenicidad en el hombre. Asi, las cepas con
capacidad virulenta s6lo causarian gastroenteritis en ¢l caso de coincidir con otros factores
que estimularan su crecimiento y facilitaran la produccién de toxinas y enzimas a 37°C.

En este trabajo no se ha detectado crecimiento, en ningin caso, cuando la incubacién
se efectud a 45°C. En la bibliograffa consultada, Rouf y Rigney (1971) registran cepas que
se desarrollan incluso a 35°C, mientras que para Varnam y Evans (1991) la temperatura
mixima de crecimiento de Aeromonas spp. moviles seria de 38-41°C y para Palumbo y col.
(1985b) de 42°C. Esta heterogeneidad de resultados, posiblemente se deba a las diferencias
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de las condictones de cultivo y a la propia variabilidad de las cepas ensayadas.
IV.4.2. - Cloruro sdédico

Como seiiala la Tabla IV.20 (Véase Anexo IVa, pdgina 162), todas las cepas
alcanzaron una tasa bacteriana de 10° ufc/ml en presencia de 0,5 y 2,5% de CINa, aunque el
crecimiento fue més rdpido con 0,5% de CiNa. Knochel (1990) observa que cn presencia
de 0,5% de CINa, crecen el 100% de las cepas, mientras que con un 2% de sal s6lo se
desarrollan el 96%. Contrariamente, Palumbo y col. (1985b) no encontraron diferencias
cuando las concentraciones de CINa eran del 0.5, 1.5 y 2.5%, detectando cepas capaces de
crecer hasta con 4.5%. En nuestro caso, se registré el crecimiento de tes cepas diarreicas y
tres alimentarias en presencia de 4.5% de CINa, aunque ninguna alcanz6 la tasa de 109
ufc/ml, por lo que esta concentracion de sal podria prevenir la actividad patdgena de
Aeromonas. Sin embargo, cuando el medio de cultivo contenfa 6.5% de CINa no se detectd
crecimiento en ningin caso. En este sentido, Santos y col. (1994) apuntan que mientras en
presencia de 4.5% de CINa algunas cepas crecen, un 5% de CINa es ya suficiente para
inhibir el crecimiento.

V43, - pH

Como se observa en la Tabla IV.21 (Véase Anexo IVa, pdgina 163), tanto las cepas
diarreicas como las alimentarias alcanzaron tasas superiores a 10° ufc/ml a pH 7, aunque los
mejores niveles de crecimiento se obtuvieron a pH 8,5. Este hecho justifica la utilizacién de
agua de peptona alcalina (pH 8,6) como medio de enriquecimiento, previo al aislamiento.

De acuerdo con nuestra experiencia todas las cepas crecieron a pH 6, alcanzando el
nivel de 109 ufc/ml cuatro diarreicas y cinco alimentarias. Cuando el pH baj6 a 4,5, s6lo se
detect6 desarrollo en dos cepas procedentes de alimentos, con tasas de crecimiento
menores. A pH 3,5, ya no se registré proliferacién bacteriana de ningtin tipo. En este
sentido, Palumbo y col. (1985b) seiialan el crecimiento de cepas a pH 4,5 y Karem y col.
(1994) indican que ciertas cepas de A. hydrophila, en medios dcidos (pH 3,5), sintetizan
proteinas protectoras de la célula bacteriana para adaptarse a estas condiciones.

Finalmente, se podria concluir que ¢l pH 6ptimo de Aeromonas spp. moviles se
encuentra alrededor de 8,5 y que, en condiciones experimentales favorables, estos
microorganismos son bacterias relativamente tolerantes a la acidez o con capacidad para
adaptarse a un medio de estas caracteristicas.
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IV.4.4. - Nitrito sddico

Como se comprueba en la Tabla IV.22 (Véase Anexo IVa, pigina 164), a partir de
125 pg/ml de nitritos se comenzd a detectar un efecto negativo sobre el crecimiento de
Aeromonas spp. méviles. En presencia de concentraciones tan elevadas como 1000 pg/ml
se desarrollaron seis cepas de alimentos y cuatro diarreicas, aunque precisaron tiempos de
incubacién superiores. Otros autores, como Palumbo y col. (1992), comprueban que la
cepa K144 de A. hydrophila es capaz de crecer en presencia de 200 pg/ml de nitritos. En
consecuencia, se puede afirmar que los nitritos, por sf solos, a las concentraciones
permitidas en los alimentos, précticamente no afectan al desarrollo de Aeromonas sSpp.
mdviles.

La influencia de la temperatura de incubacién, cloruro sédico, pH y nitritos sobre €l
desarrolio de Aeromonas spp. méviles dependié més del origen (diarreico o alimentario)
que de las especies implicadas. No obstante, se puede matizar que las cepas de A.
hydrophila resultaron ser las ms resistentes a la accién de los nitritos.

IV.4.5. - Efecto combinado de los parametros ensayados

Los efectos individuales de los diversos pardmetros no se utilizan en la conservacion
de los alimentos, ya que rara vez actda un solo factor y, en cualquier caso, la actividad
antimicrobiana se modifica al actuar conjuntamente varios de ellos.

A 4°C y 10°C se potenci6 el efecto inhibidor del pH, cloruro sédico y nitrito sédico.
En la Tabla IV.23 (Véase Anexo IVa, piginas 165 y 166) se observaque unpH 6a4°Ces
capaz de impedir por completo el desarrollo de Aeromonas spp.. Palumbo (1988) y
Palumbo y Buchanan (1988) han apuntado que la combinacién de bajas temperaturas y pHs
inferiores a 6 controla eficazmente estos microorganismos en los alimentos. En este sentido,
Aytac y Ozbas (1994) han observado una inhibicién completa del crecimiento en yogur a
4°C. Cuando el pH se eleva a 7 es preciso que la concentracién de cloruro sédico sea del
2,5% y que los nitritos se incrementen hasta 250-500 pg/ml para que la inhibicién sea
completa.

De acuerdo con la Tabla I'V.24 (Véase Anexo 1Va, pdginas 167 y 168), a temperaturas
de 10°C y pH 6 es necesario adicionar 125 pg/m] de nitrito sédico o bien 62 pg/ml de este
antimicrobiano y elevar a 2.5% la concentracién de nitrito sédico para que el crecimiento de

estos microorganismos no tenga lugar. El desarrollo de Aeromonas spp. a bajas
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temperaturas es una de las razones que justifican este trabajo, ya que se ha comprobado su
presencia en cames refrigeradas (Jay, 1967; Toule y Murphy, 1978; Len, 1987), pescado y
marisco (Smith y col., 1984; Gorezyca y col., 1985; Gram y col., 1987). y cspecialmente
en platos cocinados mantenidos en refrigeracién (Toule y Murphy, 1978). El empleo de
temperaturas de conservacién de 4°C-10°C, combinadas con la adicién de nitrito sédico
(125 pg/ml), cloruro sédico (2.5%) y un grado de acidez moderado (pH 6) es suficiente
para controlar la proliferacién de estos microorganismos en los alimentos. De acuerdo con
estos resultados, Palumbo y col. (1985a), Palumbo y Buchanan (1988), Knochel (1990),
Beuchat (1991) y Palumbo y col. (1991, 1992) seifialan que el desarrollo y supervivencia
de Aeromonas en alimentos a bajas temperaturas estd interrelacionado con otros factores
(sal, pH, nitritos, entorno atmosférico y flora competitiva).

A 4°Cy 10°C se observaron diferencias significativas (p < 0,05) entre cepas diarreicas
y alimentarias. Estos resultados estdn de acuerdo con los trabajos de Knochel (1990) y
Hudson (1992} en los que se demuestra 1a mayor adaptacién de cepas alimentarias para
crecer a bajas temperaturas, al igual que su mayor tolerancia a la acidez, cloruro sédico y
nitrito sédico.

En la Tabla IV.25 (Véase Anexo IVa, piginas 169 y 170) se comprueba que la
temperatura 6ptima de crecimiento, en funcién del tiempo de generacién, fue de 28°C como
admiten de forma general diversos autores aunque y, al igual que observa Palumbo y col.
(1991), 1a fase de latencia, en ocasiones, fue més corta a 37°C. Las diferencias entre las
distintas cepas fueron escasas a esta temperatura, decantdndose, en todo caso, a favor de las
de origen diarreico, que fueron mds resistentes a la acidez. La influencia de los nitritos a
28°C estuvo fuertemente determinada por el pH, ya que las cepas alimentarias fueron m4s
resistentes a pH 7 y las diarreicas cuando este pardmetro descendia a 6. Estos resultados
podrian seitalar que los pHs bajos juegan un papel importante en el control de Aeromonas
spp. méviles en alimentos, apoyados por el hecho evidente de que, en todos los casos, el
pH 6ptimo de crecimiento fue de 8,5.

A 37°C, como se indica en 1a Tabla IV.26 (Véase Anexo IVa, pdginas 171 y 172), las
cepas diarreicas mostraron mayor adaptacién, resistiendo mejor las condiciones
desfavorables de pH, cloruro s6dico y nitrito s6édico. De modo general, se podria concluir
que el origen de las cepas (diarreicas y alimentarias) tiene cierta influencia en la resistencia
frente a los diferentes agentes utilizados en la conservacion de los alimentos, de los que la
temperatura ¢s €l factor de mayor interés.
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IV.5.1. - Productos exocelulares de cepas diarreicas y alimentarias
IV.5.1.1. - Hemolisinas

El ensayo hemolitico, adem4s de ser por si mismo indicador de virulencia, ha sido
propuesto por Burke y col. (1981a) como técnica sencilla para investigar, con un 5% de
error, la actividad enterotdxica de las cepas de Aeromonas spp., al considerar al igual que
Majeed y col. (1989a), que en la gran mayorfa de las cepas, las actividades hemolitica,
citotéxica y enterotéxica estdn asociadas. En este sentido, Baloda y col. (1995) han
propuesto ¢l empleo de la reaccién en cadena de la polimerasa para agilizar la deteccién de
cepas hemoliticas de Aeromonas spp. Sin embargo, Okitsu y col. (1985) y Krovacek y col.
(1994) no han encontrado una relacién significativa entre hemolisis y enterotoxicidad, y
Todd y col. (1989) y Notermans y col. {(1986) tampoco detectaron correlacién entre
citotoxicidad y hemolisis. No obstante, Asao y col. (1984), Stelma y col. (1986), Bunning
y col. (1986) y Burke y col. (1987) han purificado una B-hemolisina citotdxica y
enterotéxica, a partir del sobrenadante de un cultivo de A. hydrophila.

IV.5.1.1.1. - Hemolisis desarrollada por las colonias bacterianas sobre agar sangre

De acuerdo con Cahill (1990} se consideré a-hemolisis 0 hemolisis incompleta,
cuando sobre agar sangre de caballo o cordero aparecia un halo opaco airededor de las
colonias de aeromonas. Las cepas que originaron un halo transparente, al crecer sobre agar
sangre de caballo o cordero, s¢ consideraron g-hemoliticas.

Como se observa en la Tabla IV.27 (Véase Anexo IVa, pdgina 173) se detect6 un
mayor nimero de cepas hemoliticas cuando se empled agar sangre de caballo que cuando s¢
utiliz6 agar sangre de cordero. Todas las cepas hemoliticas, sobre agar sangre de cordero,
lo fueron también sobre agar sangre de caballo y un ndmero importante de cepas
a-hemoliticas, sobre agar sangre de cordero, originaron B-hemolisis sobre agar sangre de
caballo. Howard y Buckley (1986) advirtieron que la a-hemolisis, puede ser consecuencia
de la acuvidad residual de la B-hemolisina, lo que explicaria que algunas cepas B-hemoliticas
sobre sangre de caballo se comporten como a-hemoliticas sobre sangre de cordero, sin gque
ello implique la produccién de las dos hemolisinas (o y B). Por tanto, s¢ podria deducir que
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la sangre de caballo es mds inestable que la sangre de cordero o bien mds sensible a las
hemolisinas producidas por Aeromonas spp. Dado que el agar sangre de caballo resulté m4s
cficaz para detectar cepas hemoliticas y actividad beta hemolitica s¢ consideraron,
fundamentalmente, los resultados obtenidos con este medio.

No se apreciaron diferencias importantes en el nimero de cepas hemoliticas 0 en el
tipo de hemolisis observado sobre agar sangre de caballo, al incubar las placas a las
distintas temperaturas y tiempos especificadas en la Tabla IV.27 (Véase Anexo IVa, pigina
173), sin embargo, podrfa seftalarse que al trabajar con agar sangre de cordero a 37°C, en
las cepas de origen diarreico no se detectd B-hemolisis y el mimero de cepas B-hemoliticas
de A. sobria se redujo considerablemente. Contrariamente, Ljungh y col. (1981), aislaron
dos hemolisinas: la a-hemolisina, cuyo pico méximo de produccién aparece,
aproximadamente, a las 50 horas de incubacién a 20°C y no se detecta cuando la
temperatura es superior a 30°C, y la B-hemolisina, cuya produccién 6ptima se consigue a
37°C, en 18-20 horas. Cabe resaltar que el ensayo hemolitico, basado en la observacién de
los halos de hemolisis, que aparecen alrededor de las colonias sobre agar sangre, no
permite, l6gicamente, detectar ia produccién de a-hemolisinas en cepas productoras de
ambas hemolisinas.

Los resultados de 1a Tabla IV.27 (Véase Anexo TVa, pdgina 173) no permiten apreciar
diferencias importantes en la actividad hemolitica de las cepas diarreicas, alimentarias o de
coleccién sobre agar sangre de caballo y cordero, lo que coincide con los resultados
obtenidos por Mateos y col. (1993) al trabajar con cepas de origen acudtico y humano sobre
agar sangre de cordero.

Contrariamente a los resultados observados para las demds especies, las cepas de A.
caviae, tanto diarreicas como alimentarias, se comportaron predominantemente como
a-hemolfticas.

IV.5.1.1.2. - Hemolisis desarrollada por el sobrenadante completo libre de células sobre
eritrocitos en suspension

El titulo hemolitico asignado a cada sobrenadante fue la inversa de la dilucion més alta
que producia el 100% de hemolisis (Mateos y col., 1993).

Los resultados mds satisfaciorios se obtuvieron con critrocitos de conejo (Tablas
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IV.28; IV.29; IV.30 y IV.31. Véase Ancxo [Va, pdginas 147 a 177). Asi, el nimero de
cepas hemoliticas con eritrocitos de conejo fue siempre superior y todas la cepas que lisaron
los eritrocitos de cordero, hemolizaron también los de conejo alcanzando, ademads, titulos
superiores. En este sentido, Ljungh (1987) ha sefialado que los eritrocitos de roedores son
los m4s sensibles, por poseer una glicoforina en la membrana que actiia como receptora
para las hemolisinas de aeromonas. Todd y col. (1989) encontraron diferencias en los
resultados obtenidos con eritrocitos de conejo y de hamster, siendo estos Gltimos los més
sensibles o f4ciles de lisar, e indican, al mismo tiempo, que la actividad hemolitica depende
también del medio donde se obtiene el sobrenadante.

El empleo de ambos tipos de eritrocitos en este ensayo dio lugar a diferencias
estadisticamente significativas entre los titulos hemoliticos registrados a 37°C (p < 0,0005),
a 28°C (p < 0,0005) , a 20°C (p < 0,0005), y a 7°C (p < 0,0005).

Dada la mayor labilidad de los eritrocitos de conejo 0 su mds elevada sensibilidad
frente a las hemolisinas de acromonas en comparacién con los de cordero, la discusién de
1os resultados se centra en los datos obtenidos con los primeros.

Los sobrenadantes obtenidos a partir de cultivos incubados a 7°C-336h. (Tabla IV.28.
Véase Anexo IVa, pigina 174), dieron lugar a titulos hemoliticos sobre eritrocitos de conejo
inferiores a los obtenidos a 20°C-50h., a 28°C-24h.y a 37°C-18h (Tablas I'V.29, 1V.30,
IV.31. Véase Anexo IVa, pédginas 148 a 177). Las diferencias son estadisticamente
significativas en todos los casos (p < (,0005) y el nimero de cepas hemoliticas detectadas
a 7°C se redujo notablemente. Majeed y col. (1990) indican que, la mayor parte de las cepas
hemoliticas a 37°C, también lo son a 5°C y sefialan que la produccién de exotoxinas estd en
funcién de la poblacién bacteriana, por lo que las diferencias, que observaron a distintas
temperaturas, fueron consideradas cuantitativas y dependientes de la tasa bacteriana
alcanzada a esa temperatura. Complementando esta informacién, Mateos y col. (1993)
apuntan que la produccién de factores extracelulares puede depender también del efecto de
la temperatura sobre su sintesis o secrecion.

El mayor nimero de cepas hemoliticas se detecté a 28°C, sin embargo, los titulos
hemoliticos obtenidos a esta temperatura fueron inferiores a los registrados a 20°C y a 37°C,
(p < 0,025 y p < 0,005, respectivamente). Este hecho pone de manifiesto que la
temperatura éptima de crecimiento no coincide con la temperatura 6ptima de produccién de
factores extracelulares. Al analizar el comportamiento de las cepas de origen alimentario, el
mayor némero de cepas hemoliticas se registra a 28°C, mientras que el nimero de las
detectadas a 20 y 37°C es bastante similar, indicando que existen cepas hemoliticas a 37°C
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que no lo son a 20°C y si a 28°C. Algo parecido ocurre con algunas cepas hemotliticas a
20°C que no lo son a 37°C y si a 28°C. Estos hechos hacen pensar que existen temperaturas
6ptimas de produccidn de hemolisinas inferiores o superiores a 28°C que darfan lugar a
titulos hemoliticos, significativamente m4s altos, a 20°C y 37°C que a 28°C (p < 0,025, en
ambos casos). En el caso de las cepas diarreicas no se apreciaron diferencias en ¢l niimero
de cepas hemoliticas ni en los tftulos registrados a distintas temperaturas. Esta mayor
variabilidad en las temperaturas de produccién de exotoxinas de las cepas alimentarias frente
a las diarreicas ha sido también sefialada por Kirov (1993).

Al comparar los titulos hemoliticos o el nimero de cepas hemoliticas detectadas con
eritrociios de conejo, a las distintas temperaturas, no se apreciaron diferencias importantes
asociadas al origen de las cepas (Tablas V.28, IV.29, IV.30 y IV.31. Véase Anexo IVa,
pdginas 147 a 177). Sin embargo, Knochel (1989a) ha sefialado un nimero de cepas
hemoliticas notablemente menor a 37°C que a 10°C, en aislamientos procedentes de
ambientes frios, concluyendo que muchas cepas productoras de toxinas a bajas
temperaturas no tendrian un papel significativo in vive. Contrariamente, Krovacek y col.
(1994) no encontraron diferencias en el nimero de cepas hemoliticas diarreicas o
procedentes de sedimentos marinos, detectadas a 37°C, aunque estas ultimas mostraron
titulos mds bajos. Igualmente, Figura y col. (1986) hallan actividades hemoliticas,
citotOxicas y enterotéxicas bastante similares entre cepas aisladas en pacientes con diarrea y
en controles sanos,

A 7°C ninguna cepa diarreica o alimentaria de A. caviae fue hemolitica, mientras que
en las otras especies se detecté un nimero considerable de cepas hemoliticas. A 20, 28 y
37°C las cepas de A. caviae mostraron titulos mucho més bajos que el resto de las cepas. A.
hydrophila fue la especie en la que se detectd el mayor nimero de cepas hemoliticas y los
titulos hemolfticos m4s altos. De acuerdo con estos resultados, Majeed y col. (198%9a,b) y
Correa y col. (1993) apuntan que la produccién de hemolisinas estd asociada a A.
hydrophila y A. sobria, en mayor medida que a A. caviae. Karunakaran y Devi (1994) han
sefialado que la deteccién de hemolisinas en A. caviae depende de las condiciones
ambientales, principalmente, del hierro. Diversos estudios sobre la actividad hemolitica han
puesto de manifiesto que un 90% de cepas de A. hvdrophila son positivas y existe una
estrecha correlacién entre hemolisis y citotoxicidad (Callister y Agger, 1987; Okrend y col.
1987). Sin embargo, en un trabajo realizado en Dinamarca, sélo el 37% de las cepas de A.
hydrophila fueron hemolfticas (Knochel y Jeppesen, 1990).
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Por dltimo, conviene sefialar que la actividad hemolitica de los sobrenadantes,
obtenidos a 28°C-24 h, desapareci6 después de someterlos a 56°C durante 10 minutos, por
1o que las hemolisinas detectadas se pueden considerar termoldbiles.

IV.5.1.1.3. - Hemolisis desarrollada por el sobrenadante libre de células, concentrado y
fraccionado por diafiltracién, sobre eritrocitos de conejo

Se seleccionaron 6 cepas cuyos sobrenadantes mostraron titulos hemoliticos
superiores a 200 sobre eritrocitos de conejo, cuando la incubacién se realizé a 28°C (A.
hydrophila 2 procedente de la Coleccién Espaiiola de Cultivos Tipo, A. sobria 11 de origen
diarreico y A. hydrophila 27, A. hydrophila 55, A. hydrophila 75 y A. hydrophila 96 de
origen alimentario). A continuacion, el sobrenadante se concentré 20 veces y se dividi6 en
cuatro fracciones por diafiltracion.

Como se observa en la Figura IV.1 (Véase Anexo IVa, pagina 196), la fraccién que
contenia los componentes del sobrenadante de peso molecular superior a 50 kDa alcanz6
titulos hemoliticos superiores a 2000 en todos los cepas y, ademads, era B-hemolitica sobre
agar sangre de caballo. Estos resultados coinciden con los obtenidos por Ljungh y col.
(1981) que afslan una B-hemolisina citotéxica y no enterotéxica de S0 kDa y por Asao y col.
(1984), cuya B-hemolisina citotdxica y enterot6xica mostr$ un peso molecular de 60 kDa.
Stelma (1988) atribuye la disparidad de resultados de la enterotoxicidad al método de
purificacién, ya que mientras Ljungh s6lo recupera el 0,6% de las unidades hemoliticas,
Asao recupera el 65%, por 1o que su B-hemolisina seria indudablemente mds activa. Burke y
col. (1987) y Stelma y col. (1986) han detectado una B-hemolisina citotéxica y enterotéxica
de 63 kDa, similar a la de Asao. Esto sugiere que la actividades enterot6xica, citot6xica y
hemolitica podrian radicar en la misma molécula. Contrariamente, Cahill (1990) considera
que hemolisinas, enterotoxinas y citotoxinas son moléculas distintas, dada la existencia de
cepas que presentan estas actividades de forma aislada e independiente y Chakraborty y col.
(1984) han sefialado que las moléculas responsables de estas actividades estarian
codificadas en genes distintos.

Ljungh y col. {1981) describen una a-hemolisina citoténica y no enterotéxica de 63
kDa. Las técnicas emplcadas en esta tesis no han permitido poner de manifiesto la posible
existencia de vna a-hemolisina, presente en la fraccién con peso molecular superior a 50
kDa, ya que hubiera sido enmascarada por la actividad g-hemolitica.

La fraccion de 30-50 kDa mostré titulos hemoliticos bajos (4-8) sobre eritrocitos de
concjo y no originé hemolisis sobre agar sangre de caballo, lo que podria deberse a la
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diferente sensibilidad de los eritrocitos de una y otra especie frente a tas hemolisinas de
aeromonas o bien a la menor difusion del sobrenadante en el agar sangre de caballo. La
actividad detectada en esta fraccién podria considerarse de tipo residual, ya que la capacidad
de separacitn de la técnica empleada es dnicamente del 90%,

En la fracci6n de peso molecular entre 8-30 kDa se registraron titulos hemoliticos
variables en funcidn de la cepa (entre 64 y 256) y permiti$ observar a-hemolisis sobre agar
sangre de caballo. Esta fraccién podria contener alguna subunidad activa de las hemolisinas
descritas por Ljungh y col. (1981), Asao y col. (1984), Stelma y col. (1986) y Burke y col.
(1987) o algin factor extracelular a-hemolitico de peso molecular inferior al de la
a-hemolisina detectada por Ljungh y col. (1981).

En la fraccién que contenia los componentes de peso molecular inferiores a 8 kDa no
se detecté actividad hemolitica sobre eritrocitos de conejo, ni sobre agar sangre de caballo.

Al considerar estos resultados y para llegar a concretar la actividad de las fracciones
serfa preciso, previamente, purificar y caracterizar cada una de ellas.

IV.5.1.1.4. - Evolucién de la produccién de hemolisinas, activas sobre eritrocitos de
conejo, en funcién del crecimiento bacteriano

Se seleccionaron ocho cepas cuyos titulos hemoliticos eran superiores a 100 cuando la
incubacién se realizd a 28°C (A. sobria 13 y A. sobria 14 de origen diarreico; A. hydrophila
24, A. sobria 34, A. hydrophila 75, A. sobria 92 A. hydrophila 94 y A. hydrophila 96 de
origen alimentario).

La produccién de hemolisinas sobre eritrocitos de conejo (sin diferenciar por tanto el
tipo de hemolisis) se empezé a detectar al final de la fase logaritmica o al principio de la
estacionaria de crecimiento (Figura IV.2. Véase Anexo IVa, pigina 197). Ljungh y col.
(1981) sefialan que la -hemolisina se produce en la fase logarftmica y la a-hemolisina en la
estacionaria.

En todas las cepas la actividad hemolitica se evidencié cuando la poblacién bacteriana
alcanz6 niveles préximos a 109 ufc/ml. En este sentido, Majeed y col. (1990) ya habian
indicado que la tasa bacteriana minima necesaria para detectar la produccion de factores
extracelulares, aunque es especifica para cada cepa, siempre es superior a 108 ufc/ml.
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1V.5.1.2. - Enzimas (proteasas y lipasas}

Iv5121 -Pr

IV.5.1.2.1.1. - Caseinolisis y elastinolisis desarrollada por el sobrenadante completo libre
de células

La mayoria de las cepas, tanto diarreicas como alimentarias, hidrolizaron la caseina
(Tabla IV.32. Véase Anexo IVa, p4gina 178). El nivel de produccién de proteasas de
ambos grupos, expresado en unidades proteoliticas, fue similar. En este sentido, Krovacek
y col. (1992b) observan gue la mayorfa de las cepas aisladas en alimentos suizos son
caseinoliticas y, en el trabajo de Mateos y col. (1993), no se aprecian diferencias
importantes en la actividades proteolfticas de los sobrenadantes de cepas clinicas y
ambientales, obtenidos a 28°C.

A. caviae registré el menor porcentaje de cepas caseinoliticas, asf como la més baja
produccién de proteasas. Iguaimente, Leung y Stevenson (1988) observaron que todas las
cepas de A. hydrophila y 1a mayoria de las cepas de A. sebria produjeron proteasas,
mientras que s6lo tres cepas de A. caviae fueron proteoliticas. Krovacek y col. (1992b)
también han detectado actividad proteolitica tanto en A. hydrophila como en A. sobria.

La elastasa ha sido considerada un factor indicador de virulencia en Pseudomonas
(Hsu y col., 1981). Como se observa en la Tabla IV.32 (Véase Anexo IVa, pagina 178),
s6lo una cepa no identificada a nivel de especie y de origen alimentario, hidrolizé la elastina.
Estos resultados no concuerdan con los de Santos y col. (1988), que registran un 42,4% de
las cepas de Aeromonas con capacidad de hidrolizar la elastina, al mismo tiempo que, en el
caso de A. hydrophila, estos autores relacionaron la virulencia para peces no sélo con la
elastinolisis sino también con la estafilolisis. Por otro lado, Mateos y col. (1993)
observaron que la actividad elasunolitica es mds frecuente en cepas ambientales que en
clinicas.

1V.5.1.2.1.2. - Casemolisis desarrollada por el sobrenadante libre de células, concentrado y
fraccionado por diafiltracién

En todas las cepas, la mayor actividad proteolitica se detecté en la fraccién del
sobrenadante que contenia los componentes de peso molecular superior a 50 kDa (Figura
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IV.3. Véase Anexo [Va, pdgina 198). No obstante, las tres cepas (una diarreica y dos
alimentarias) que presentaron mds capacidad de caseinolisis en esta fraccidn, también
registraron una actividad proteolitica importante en la fraccién de peso molecular entre 8 'y
30 kDa. En todas las cepas, la fracci6n inferior a 8 kDa hidrolizé la azocasefna, aunque no
registré una actividad tan alta como las dos fracciones ya citadas. En el tramo comprendido
entre 30 y 50 kDa se puede considerar que la escasa actividad proteolitica registrada (en tan
s6lo dos cepas) es de cardcter residual, ya que la eficacia de separacién de la técnica
empleada es de aproximadamente el 90%. Sin embargo, Leung y Steveson (1988)
describen una metalproteasa termoestable de 35 kDa y una serinoproteasa termolébil de
68kDa, afirmando que la secrecién de una o de las dos proteasas depende de la cepa de
Aeromonas. De acuerdo con este autor, Rivero y col. (1990) han conseguido clonar una
proteasa termoestable de 38kDa. Por otro lado, Thune y col. (1982) ponen de manifiesto la
existencia de una proteasa termoestable en el sobrenadante crudo, que relacionan con la
accibn letal en peces. En la misma linea, Kanai y Wakabayashi (1984) y Shieh (1987,
1988) consideran que, en general, las protcasas tendrian accién letal sobre peces.

Podria concluirse que la actividad proteolitica se concentra principalmente en las
fracciones de peso superior a 50 kDa y entre 8 y 30 kDa, aunque una cepa alimentaria
mostré una proteolisis importante en la fraccién de peso inferior a 8 kDa. Estos resultados
ponen de de manifiesto la existencia de toda una variedad de proteasas exocelulares
secretadas por Aeromonas spp., asf como de diferencias manifiestas entre las distintas
cepas. En este sentido, Nieto y Ellis (1986) han descrito S tipos de proteasas en Aeromonas
spp.» al mismo tiempo que registran diferencias entre las aisladas de distintas cepas.

1V.5.1.2.1.3. - Evolucién de la produccién de caseinasa en funcién del crecimiento
bacteriano

Se seleccionaron ocho cepas en las que se habia detectado una actividad caseinolitica
de 10 unidades, aproximadamente.

La produccidn de proteasas se detecté al final de la fase logaritmica de crecimiento o al
principio de la estacionaria. cuando la poblacién bacteriana alcanz¢ aproximadamente 109
ufc/ml (Figura IV 4. Véase Anexo IVa, pdgina 199).

En las Figuras IV.2 y IV 4 (Véase Anexo 1Va, p4ginas 197 y 199) se comprueba, tal
y como indica Cahill (1990), que la méxima produccién de hemolisinas coincide con el
aumento en la elaboracién de proteasas. En relacion con este hecho, Howard y Buckley
(1985) apuntan que las proteasas no sélo activarian las hemolisinas que se secretan
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inactivas, sino que ademds serfan capaces de facilitar el acceso de otras enzimas a sus
receptores. Contrariamente a esta accién estimulante, Hardy y col. (1986) sefialan que
inhibiendo las proteasas extracelulares se aumentaria 1a estabilidad de las enterotoxinas.
Otro papel atribuido a las proteasas, relacionado con su capacidad patogena para el hombre,
hace referencia a la capacidad de contrarrestar el efecto bactericida del suero, ademés de
facilitar la nutricién de la célula bacteriana, a partir de los tejidos del hospedador.

1¥.5.1.2.2. - Lipasas
IV.5.1.2.2.1. - Lipolisis desarroilada por el sobrenadante completo libre de células

Las 100 cepas ensayadas se comportaron como lipolfticas, y no se pudieron detectar
diferencias significativas en el nivel de produccién de lipasas exocelulares (expresado como
g de B-naftol liberados) en funcién de su origen (Tabla IV.33. Véase Anexo IVa, pigina
179). Wakabayashi y col. (1981) y Santos y col. (1988) estudian la produccién de enzimas
en cepas ambientales, observando que la mayorfa son lipoliticas, aunque en la bibliograffa
consultada no se relaciona la produccién de lipasas con virulencia.

La cepas de A. hydrophila, presentaron mayor capacidad para hidrolizar el
B-naftilcaprilato, mientras que las cepas de A. sobria registraron menor actividad lipolitica.
La fuerte produccién de proteasas y lipasas extracelulares en A. hydrophila explica la
importancia de esta especie en la conservacién de los alimentos. Algunos autores, como
Suhren (1989) y McKellar (1989), incluyen a las aeromonas dentro del grupo de
microorganismos alterantes de alimentos refrigerados ya que crecen a bajas temperaturas y
producen una gran variedad de enzimas exocelulares.

IV.5.1.2.2.2. - Lipolisis desarroliada por el sobrenadante libre de células, concentrado y
fraccionado por diafiltracion

La actividad lipolitica se concentré en la fraccién de peso molecular superior a 50
kDa. Como se puede observar en la Figura IV.5 (Véase Anexo IVa, pdgina 200) la lipolisis
registrada en el resto de las fracciones puede considerarse un artefacto de la técnica.
Estudios efectuados sobre lipasas en P. fragi, indican que pueden existir compuestos
lipoliticos constituidos por subunidades de 25 kDa que, por agregacién, darfan lugar a
lipasas de 250 kDa (Lawrence y col., 1967). Anguita y col. (1993}, en uno de los escasos
trabajos existentes sobre las lipasas de Aeromonas, han purificado una lipasa extracelular de
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67 kDa de A. hydrophila.
IV.5.1.2.2.3. - Evolucién de la produccién de lipasas en funcién del crecimiento bacteriano

Se seleccionaron ocho cepas cuya actividad lipolitica daba lugar, aproximadamente, a
la liberaci6n de 8 ptg de B-naftol.

La actividad lipolitica comenzé a detectarse al final de la fase logaritmica de
crecimiento o principio de la estacionaria, aunque en algunas cepas no se puso de manifiesto
hasta alcanzar la fase estacionaria avanzada (Figura IV.6. Véase Anexo IVa, pagina 201).
Este hecho explicarfa la variedad en ¢l comportamiento de las cepas que, en algunos casos
(Priest, 1983), coincide con la deteccidn temprana obtenida en P. fluorescens, mientras que
en otros {Mckellar, 1989), la méxima produccitn de lipasas tiene lugar en la dltima fase de
crecimiento.

IV.5.1.3. - Citotoxinas

Como ya se afirm6 al hablar de hemolisis, Burke y col. (1981a) han sefialado que la
actividad hemolitica, citotéxica y enterotéxica estdn correlacionadas, aunque otros autores,
como Todd y col. (1989}, no admiten esta asociacién entre la produccién de enterotoxinas y
citotoxinas. El estudio de la citopatogenicidad puede ampliar 1a informaci6én obtenida en los
ensayos hemoliticos, si se considera que Ljungh y col. (1981) y Chakraborty y col. (1984)
han aislado una enterotoxina no hemolitica citot6nica (que altera la morfologfa , pero no
causa la muerte celular). La B-hemolisina obtenida por Asao y col. (1984) es enterotdxica y
citotOxica (determina muerte celular). En cualquier caso, la deteccién de la enterotoxina
citoténica es mucho menos frecuente que la de la enterotoxina citotéxica (Seidler y col.,
1980; Johnson y Lior, 1981). Ademds, Burke y col. (1987) indican que, probablemente, Ia
enterotoxina citotdxica tiene més importancia como factor de virulencia que la enterotoxina
citoténica y Potomski y col. (1987a) observan que la actividad citotéxica se asocia con
frecuencia a cepas aisladas en heces diarreicas. En este sentido, Buning y col. (1986)
consideran que el efecto citot6nico podria ser un efecto citotéxico residual, ya que, al diluir
1a enterotoxina citotéxica hasta dosis subletales o calentarla a 56°C, el efecto sobre las
células pasa a ser citot6nico. Vadively y col. (1995) han detectado, en todas las cepas

aisladas de pacientes con septicemia, actividad citotéxica y hemolitica pero no enterotéxica.
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IV.5.1.3.1. - Citotoxicidad desarrollada por el sobrenadante completo libre de células sobre
lineas celulares estables

El titulo citotéxico se expresa como la inversa de la dilucién mds alta que provoca el
50% de muerte celular sobre células Vero o el 100% sobre células de mieloma.

La citotoxicidad sobre células de mieloma se llevé a cabo sobre las 100 cepas.
Cuando se emplearon células Vero se ensayaron 28 cepas seleccionadas por su actividad
hemolitica: 2 procedentes de la Coleccidn Espafiola de Cultivog Tipo (A. hydrophila 1 y A.
hydrophila 2); 4 aisladas en heces diarrcicas humanas (A. hydrophila 8, A. sobria 11,
sobria 13 y A. caviae 18) y 22 aisladas en alimentos v aguas (A. sobria 23, Aeromonas no
clasificada 26, A. hydrophila 27, A. sobria 37, Aeromonas no clasificada 40 , A.
hydrophila 43, A. caviae 54, A. hydrophila 55, Aeromonas no clasificada 62, A.
hydrophila 63, A. sobria 68, Aeromonas no clasificada 70, Aeromonas no clasificada 72,
A, hydrophila 75, Aeromonas no clasificada 77, A. hydrophila 78, A. caviae 87, A. sobria
91, Aeromonas no clasificada 95, A. hydrophila 96, A. caviae 97 y A. hydrophila 100)

La actividad citot6xica de Aeromonas spp. se ha estudiado sobre numerosas lincas
celulares: Vero, Int. 407, higado de chimpancé, CHO, HeLa (Boulanger y col., 1977;
Barer y col., 1986; Kindschuch y col., 1987). Santos y col.(1988) incluso utilizan lineas
celulares poiquilotermas (de peces), comparindolas con los efectos observados sobre
células homeotermas (HeLa, Vero y fibroblastos), sin apreciar diferencias claras en la
toxicidad. Sin embargo, en este trabajo (Tabla IV.34. Véase Anexo IVa, p4gina 180), las
células de mieloma registraron titulos citot6xicos significativamente (p < (0,0005) m4s altos
que las células Vero, a pesar de que, el titulo obtenido sobre células de mieloma se referfa a
1a dilucién que provocaba el 100% de muerte celular y, sobre las Vero, a la que originaba el
50%. Todas las cepas citotdxicas sobre células Vero también lo fueron sobre células de
mieloma y sélo una cepa citotdxica sobre células de micloma, aungue con un titulo muy
bajo (1,67), no lo fue sobre células Vero. Por tanto, las células de mieloma podrian ser més
adecuadas para estimar la actividad citotéxica de Aeromonas spp., principalmente, cuando
ésta es escasa. No obstante, dada la mayor proximidad filogenética de las células Vero a la
especie humana, es posible que la informacién que proporcionan sobre la virulencia de las
cepas esté mds vinculada a la patogenicidad en el hombre.

El distinto comportamiento de ambas lineas celulares podria deberse a la mayor
sensibilidad de las células de mieloma frente a las citotoxinas de Aeromonas. En este

sentido, Bunnig y col. (1986) observan que las células de melanoma son unas 100 veces
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m4s sensibles que las células CHO mientras que, Todd y col.(1989) registran una actividad
similar sobre células HeLa (carcinoma epitelial de cervix humano), células Y1 (tumor de
corteza adrenal en ratén) y células CHO, aunque estas dltimas fueron ligeramente mds
sensibles. También se podria pensar que las células tumorales, al crecer més rdpidamente y
no alcanzar una diferenciacidn celular completa, serfan mds inestables ante cualquier
agresién, sin embargo no existieron diferencias importantes en la toxicidad del
etilmetanosulfonato, utilizado como control positivo, sobre células Vero (303 pg/ml
provocaron el 50% de muerte celular) y células de mieloma (443 pg/ml provocaron el 100%
de muerte celular).

Por otro lado, las lesiones morfolégicas indicadoras de toxicidad, tal y como se
observa en la Figura IV.7 (Véase Anexo [Va, pdgina 202), consisten fundamentalmente en
redondeamiento y desprendimiento, en el caso de las células Vero, pasando de una
monocapa de células ligeramente elongadas adherida a la pared del frasco a células
redondeadas en suspension. Las células de micloma lesionadas sufrieron un cambio menos
espectacular, perdieron su turgencia y esfericidad, arrugdndose y disminuyendo de tamaiio
(Figura I'V.8. Véase Anexo IVa, pdgina 203).

Veinte de las 28 cepas ensayadas sobre c€lulas Vero (71,5%) y 75 de las 100 sobre
células de mieloma se comportaron como citotéxicas. Sin embargo, Fricker y Tompsett
(1989) observan citotoxicidad sobre células HeLa s6lo en el 30% de las cepas.

Como se muestra en la Tabla IV.34 (Véase Anexo IVa, pdgina 180), ias cepas
alimentarias registraron los tftulos m4s altos, aunque no se pudieron establecer diferencias
significativas entre éstos y los obtenidos de cepas diarreicas. Krovacek y col. (1994)
seflalan que, aunque todas las cepas fueron citotéxicas sobre células CHO, las de origen
humano alcanzaron titulos de citotoxicidad superiores a las aisladas en sedimentos marinos,
mientras que Mateos y col. (1993) no encuentran diferencias entre cepas clinicas y
ambientales cuando utilizan células Vero. igualmente, Santos y col. (1988) observan que la
citopatogenicidad de cepas clinicas y ambientales es similar sobre varias lineas celulares
homeotermas y poiquilotermas y, contrariamente, Toranzo y col. (1983a), Morgan y col.
(1985) y Cipriano y col. (1981) no encuentran asociacién entre citotoxicidad y virulencia
para peces o enteropatogenicidad en el hombre

Ninguna cepa de A. caviae resulté citotdxica sobre células Vero y sélo cuatro lo
fueron sobre células de mieloma, registrando titulos considerablemente mds bajos que ¢l
resto de las cepas. Eley y col. (1993), Correa y col. (1993) y Majeed y MacRae (1994)

observan que la citotoxicidad se asocia, en escasas ocasiones, a A. caviae y.
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frecuentemente, a A. hydrophila y A. sobria. Burke y col. (1984b) y Fricker y Tompsett
(1989) no detectaron cepas de A. cavige citotdxicas y seflalan que A. sobria es la especie
que, con mayor frecuencia, muestra esta actividad. Yamamoto y col. (1994) emplean la
hibridacién del ADN para clasificar las cepas de Aeromonas y observan que la citotoxicidad
se asocia, preferenternente, a A. hydrophila, A. veronii biotipo sobria y A. jandai (cuyo
fenotipo coincide con A sobria), y, con poca frecuencia, a A. sobria biotipo sobria y A.
caviae. Por tanto, el grupo de cepas denominado A. sobria, segin la clasificacién
bioquimica de Popoff (1984), incluye cuatro grupos de hibridacién distintos, destacando
A. sobria biotipo sobria de escasa virulencia y A. veronii biotipo sobria de mayor virulencia
¢ invasividad (Janda y col., 1984b; Watson y col., 1985; Carello y col., 1988; Gray y col,,
1990; Havelaar y col., 1992). Namdari y Bottone (1990b) no estdn de acuerdo con los
autores citados, seflalando que A. caviae ¢s capaz de producir citotoxinas y enterotoxinas en
funcién del tiempo y las condiciones de cultivo. Asi, consideran que esta especie necesitaria
16 horas de incubaci6n, mientras que A. hydrophila y A. sobria producirian exotoxinas a
partir de las 8 horas de incubacién en caldo triptona soja. Por otro lado puntualizan que,
ademds, A. caviae necesitaria caldo triptona soja a doble concentracién y exento de glucosa,
ya que la presencia de este azicar puede inhibir la sintesis de estas moléculas, at igual que
¢s capaz de reprimir la ruta de las 4cidos tricarboxilicos, dando lugar al acimulo de 4cido
acético responsable del fenémeno suicida que se asocia pricipalmente a A. caviae. Como
factor adicional, la mayor concentracién de sales del medio podria favorecer la estabilidad
de las exotoxinas.

1V.5.1.3.2. - Citotoxicidad desarrollada por el sobrenadante libre de células, concentrado y
fraccionado por diafiltracién, sobre células Vero

Los mayores titulos citotéxicos (Figura IV.9. Véase Anexo IVa, pdgina 204) se
registraron en la fraccién de peso molecular superior a 50 kDa. Las cepas con m4s actividad
citotéxica, en esta fraccién, fueron las mismas que mostraron mds poder hemolftico (Figura
IV.1. Véase Anexo IVa, pigina 196). Estos resultados coinciden con los obtenidos por
Ljungh y col. (1981), que detectaron una B-hemolisina citotéxica no enterotéxica de 50-51
kDa y por Asao y col. (1984} que aislaron una molécula de unos 63 kDa con actividad
p-hemolitica y citotéxica, que difiere de la exotoxina de Ljungh en que, ademds, provoca
actimulo de fluidos al actuar sobre el asa intestinal ligada de congjo.

Igualmente se observé citotoxicidad cuando las células Vero se enfrentaron con las

fracciones del sobrenadante de peso molecular entre 8 y 30 kDa, aunque la correspondiente
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a A. sobria 11, que habia obtenido uno de los titulos hemoliticos mds elevados, registré el
titulo citotéxico mds bajo. A la vista de los resultados podrfamos afirmar que, en esta
fraccién, las actividades citotdxicas y hemoliticas no estarfan asociadas. A este respecto,
Ljungh y col. (1981) y Chopra y col. (1994) describen una enterotoxina citoténica y no
hemolitica de 15 kDa, y Potomski y col. (1987b) detectan una molécula similar, aunque de
peso molecular superior (27 kDa). Estos autores iinicamente registran actividad citoténica
sobre cuitivos celulares, pero como ya se ha seflalado con anterioridad, la citotonicidad
puede deberse a una escasa concentracién o a la parcial desnaturalizacion de la citotoxina,
como consecuencia del método de purificacién empleado. La diafiltracién pricticamente no
afecta al estado nativo de las moléculas, aunque al concentrarlas propiciaria ia muerte celular
producida por esta fraccién .

Las fracciones de peso molecular inferior a 8 kDa y entre 30 y 50 kDa no afectaron a
los cultivos celulares.

IV.5.2. - Propiedades superficiales de cepas diarreicas y alimentarias

IV.5.2.1. - Hemaglutinacifn

La hemaglutinacién es una técnica sencilla que se utiliza para observar la capacidad de
unién de los microorganismos a células eucariotas (Cahill, 1990). Singh y Sanyal (1993)
han descrito una asociacién relativa entre la capacidad hemaglutinante, la resistencia al suero
y la actividad enterotéxica de cepas de Aeromonas spp.

De acuerdo con Burke y col. (1984a), la aglutinacién de los eritrocitos de conejo o
cordero, se considerd fuerte cuando la agregacidn era inmediata y completa (HGL++) y
débil si era incompleta o no instantdnea (HGL+).

En la Tabla IV.35 (Véase Anexo IVa, pdgina 181), se observa que sélo 43 cepas
aglutinaron los eritrocitos de conejo; de ellas, sélo 12 también hemaglutinaron los de
cordero. Estas diferencias fueron significativas (p < 0,001) e indican que los glébulos rojos
de conejo son més sensibles a las hemaglutininas de Aeromonas spp. En este sentido, Faris
y col. (1982) encuentran diferentes grados de hemaglutinacién en funcién del tipo de
eritrocitos y Vadively y col. (1995) observaron que las cepas de Aeromonas no
hemaglutinaban los eritrocitos de cordero, aunque si los de hamster, conejo y ave. Santos y
col. (1988) ohservaron mayor nimero de cepas hemaglutinantes con critrocitos humanos

que con eritrocitos de trucha. no encontrando asociacion entre la hemaglutinacion de
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eritrocitos de trucha y la virulencia de la cepas para peces, ni entre la hemaglutinacién de
eritrocttos humanos y la enterotoxicidad en ratén. Por otra parte, Atkinson y Trust (1980)
relacionan la aglutinacién de eritrocitos humanos con la agregacidn a células del epitelio
bucal aunque, en este caso, el mecanismo de adhesién es diferente.

De acuerdo con los resultados obtenidos por Burke y col. (1984a), que no sefialan
diferencias en la capacidad hemaglutinante entre cepas aisladas en pacientes con
gastroenteritis asociada a Aeromonas spp. y cepas acudticas, en la Tabla IV.35 (Véase
Anexo IVa, pdgina 181) se observa que no existié una asociacién significativa entre la
aglutinacién de eritrocitos de conejo o cordero y las cepas diarreicas o alimentarias.
Coincidiendo con estos resultados, Singh y Sanyal (1993) no observan que el origen
clinico o ambiental de las cepas se relacione con una mayor o menor capacidad
hemaglutinante. Contrariamente, Atkinson y Trust (1980) detectan aglutinacién fuerte de
eritrocitos humanos y adhesién a células del epitelio bucal de cepas aisladas en heces
diarreicas humanas y de cepas enterotoxigénicas y Cahill (1990) asocia {a hemaglutinacién
con una proteina de Ja membrana externa que posibilita la unién de las bacterias a los
receptores antigénicos H de los eritrocitos humanos. Este antigeno H también aparece en la
superficie de las células intestinales, por lo que podria intervenir en la unidn a estas células
antes de que tenga lugar la liberaci6n de las enterotoxinas. Burke y col. (1984a) sugieren
que las hemaglutininas y, no s6lo las enterotoxinas, deberfan ser consideradas factores de
virulencia. Sin embargo, Jiwa (1983) y Santos y col. (1987) observaron que las
hemaglutininas no son especificas de cepas aisladas en heces diarreicas humanas. Stewart y
col. {1986} aislan una hemaglutinina soluble, a partir del sobrenandante libre de células de
A. hydrophila, A. sobria y A. caviae, que no parece relacionarse con la patogenicidad.

IV.5.2.2. - Inhibicién de la hemaglutinacién por D-manosa, L-fucosa y D-galactosa

La inhibicién de 1a hemaglutinacidn con distintos azicares puede aclarar, en parte, la
naturaleza y especificidad de 1as hemaglutininas de la superficie bacteriana que interaccionan
con los receptores existentes en la superficie de los eritrocitos (Trust y col,, 1980). Dada la
sensibilidad, especificidad y probable naturaleza proteica, Cahill (1990) recuerda que las
moléculas responsables de la hemaglutinacién podrfan ser lectinas (que reconocerfan los
azicares terminales) y que se corresponderian con aquellas que inhiben las propiedades
aglutinantes de los receptores de la superficie celular. Hanne y Finkelstein (1982) describen

cuatro hemaglutininas en V. cholerae con diferente especificidad frente a eritrocitos de
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distintas especies, una de ellas es inhibida por fucosa, otra por manosa, la tercera no es
inhibida por manosa ni fucosa y la cvarta es una hemaglutinina soluble resistente también a
ambos azilcares.

Se consideré que habifa existido inhibici6én de la hemaglutinacién cvando las cepas
hemaglutinantes dejaban de serlo, o bien cuando la hemaglutinacién fuerte se transformaba
en débil, en presencia de D-manosa, L-fucosa o D-galactosa.

La capacidad hemaglutinante frente a eritrocitos de cordero fue inhibida por uno, dos o
los tres aziicares. El 23,3% de las cepas hemaglutinantes con eritrocitos de conejo presentaron
hemaglutinacién resistente a los tres aziicares y, en ningiin caso, se detecté hemaglutinacién
sensible a todos ellos (Tabla IV.36. Véase Anexo IVa, pdgina 182).

Los patrones de inhibicién con eritrocitos de cordero difieren a los obtenidos con
eritrocitos de conejo, por lo que podria considerarse la intervencién de distintos elementos
superficiales en la adhesion a uno u otro tipo de eritrocito, o bien que la unién con los de
cordero es mds 14bil y facil de inhibir. Morgan y col. (1985) y Santos y col. (1988) observan
también distintos patrones de inhibicién de la hemaglutinacién en funcién del tipo de
eritrocitos.

El patrén de inhibicion mds frecuente fue M+F-G-, tanto en cepas diarreicas como
alimentarias y, la manosa el aziicar que m4s veces inhibi6 la hemaglutinacién (Tabla I'V.36.
Véase Ancxo IVa, pdgina 182). El papel de 1a manosa como inhibidor de la hemaglutinacién
de Aeromonas spp. ha sido sefialado por Morgan y col. (1985), al observar que todas las
cepas mostraban hemaglutinacion sensible a manosa con eritrocitos de alguna especie animal,
asi como por Atkinson y Trust (1980), Burke y col. (1984a) y Santos y col. (1988). Este
ultimo autor, ademds, afiade que la hemaglutinacién resistente a la manosa es mis frecuente
en cepas diarreicas que acudticas.

Santos y col. (1988) observaron que el patrén de inhibicién m4s comiin, frente a
eritrocitos humanos y de trucha, era M+G-F+. Contrariamente, en la Tabla IV.36 (Véase
Anexo [Va, pigina 182) se puede apreciar que sélo dos cepas de origen alimentario
mostraron este patrén sobre eritrocitos de conejo. Burke y col. {1984a) indican que la
inhibicion de la aglutinaci6n de eritrocitos humanos por manosa, fucosa y no por galactosa es
¢l patron que menos se asocia a la diarrea.

Por otro lado, Elbashir y Millership (1989) observaron que la hemaglutinacién
resistente a los tres azdcares (M-G-F-) predomina en cepas aisladas en heces diarreicas y en
cepas citotéxicas sobre células Vero. Contrariamente, los resultados reflejados en la Tabla
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IV.36 (Véase Anexo IVa, pdgina 182) indican que ninguna cepa diarreica mostrd este patrén.
Majeed y MacRae (1994) han sefialado que la hemaglutinacién fue inhibida, en la mayor{a de
los casos, por uno 0 mis azicares.

Sélo una cepa de A. caviae era hemaglutinante con eritrocitos de conejo, mostrando un
patrén de inhibicién resistente a los tres azicares, mientras que Burke y col. (1984a),
observan el patr6n M+G-F+ para esta especie.

IV.5.2.3. - Autoaglutinacién

Janda y col. (1987) han asociado la capacidad autoaglutinante de Aeromonas spp. con
distintas propiedades superficiales, proponiendo este cardcter como marcador de virulencia
al afirmar que el tipo SP-PAB+ se asocia a cepas altamente virulentas aisladas de procesos
invasivos. En este sentido, Dooley y Trust (1988) observan que las cepas PAB+ son mds
virulentas para el raton.

Las cepas autoaglutinantes mostraron precipitacién espontinea (SP) al crecer en caldo
infusién cerebro corazén incubado a 30°C-18h. y o precipitacién después de mantener estos
cultivos 1 hora a 100°C (PAB).

El porcentaje de precipitacién espontdnea se calculé comparando la absorbancia a
540nm. de la parte superior del cultivo, desarrollado a 30°C-18h., con la de ese mismo
cultivo, después de agitarlo. El porcentaje de precipitacion de las células bacterianas,
mantenidas a 100°C-1h, se obtuvo comparando la absorbancia a 540nm., de la parte
superior de una fraccién del cultivo sometida este tratamiento térmico, con la de 1a fraccién
mantenida a temperatura ambiente ¢l mismo tiempo.

El cardcter autoaglutinante (Tabla IV.37. Véase Anexo [Va, pigina 183) y los
porcentajes de precipitacién de las cepas autoaglutinantes (Tabla I'V.38. Véase Anexo IVa,
pédgina 184) no pudieron asociarse con el origen diarreico o alimentario.

En la Tabla V.37 (Véase Anexo IVa, pdgina 183) se puede apreciar que 5 cepas de
las 15 de origen diarreico y 23 de las 81 alimentarias fueron autoaglutinantes, detectdndose
los tres tipos de autoaglutinacién (SP-PAB+, SP+PAB+ y SP+PAB-) en ambos grupos.
Dos cepas diarreicas y 8 alimentarias mostraron el fenotipo SP-PAB+. Coincidiendo con
estos resultados, Janda y col. (1987) tampoco observaron diferencias entre cepas clfnicas y
ambientales, registrando un 30% de cepas autoaglutinantes, de las que mds de la mitad
fueron SP-PAB+. En esta linea, Santos y col. (1988) no apreciaron diferencias en la

autoaglutinacidn de cepas virulentas y avirulentas para peces. ni les fue posible relacionar

126



RESULTADOS Y DISCUSION

autoaglutinacién y enterotoxicidad.

Ninguna cepa de A. caviae era autoaglutinante, Como se ha indicado anteriormente,
Janda y col. (1987), asociaron 12 autoaglutinacién a cepas aisladas de procesos invasivos,
por lo que estos resultados serfan aceptables al considerar que A. caviae, rara vez, se afsla
de bacteriemnias y estas son siempre polimicrobianas (Janda y col., 1984b).

IV.5.2.4. - Aglutinacién con acriflavina

Como se observa en la Tabla IV.39 (Véase Anexo IVa, pigina 185), el 53,3% de las
cepas diarreicas y el 56,8% de las alimentarias no se agregaron en presencia de acriflavina
(Acri-). En este sentido, Santos y col. (1988) detectaron un 50% de cepas Acri-,
relacionando este cardcter con la enterotoxicidad aunque no con la virulencia para peces.
Janda y col. {1987) han asociado la incapacidad para agregarse en presencia de acriflavina
con la letalidad para el ratn, aunque también encuentran algunas cepas Acri+ letales para el
raton

IV.5.2.5. - Hidrofobicidad superficial

La adherencia bacteriana, esencialmente, es el resultado de dos mecanismos diferentes
de uni6én: uno de carécter especifico y otro inespecifico. El primero implicarfa la interaccién
de componentes complementarios de la superficie bacteriana y de la superficie colonizable
con marcada afinidad. La unién no especifica conlleva interacciones electrostéticas o
hidrofébicas de mucha menor afinidad (Sweet y col., 1987). Referente a Aeromonas,
Bartkova y Cizner (1994) han sefialado que en cepas no fimbriadas la hidrofobicidad puede
ser el factor mds importante responsable de la adhesion a células epiteliales.

Las interacciones hidrof6bicas juegan un papel importante en la adherencia y
proliferacién de los microorganismos a una amplia variedad de superficies sélidas
{Marshall, 1976). La hidrofobicidad natural de 1a superficie externa bacteriana interviene en
la distribucién de los microorganismos en interfases (Marshall, 1976; Blanchard y Syzdek,
1978}, en la adherencia bacteriana a superficies pldsticas impermeables {Dexter y col.,
1975; Fletcher y Loeb, 1979; Gerson y Scheer, 1980) y en la unidn a células fagocitarias
(van Oss, 1978) y otras células de mamiferos (Perers y col., 1977; Smyth y col., 1978;
Beachey y col., 198(); Rosenberg y col., 1981).

Dillon v col. (1986) apuntan que los resultados obtenidos a través de una séla técnica

no reflejan la hidrofobicidad superficial real. Por este motivo, la hidrofobicidad se estimé en
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base a la unién a filtros de nitrocelulosa (Lachica y Zink, 1984) y a la adsorci6n a
hidrocarburos liquidos: hexadecano, octano y xileno (Rosemberg y col., 1980; Sweet y
col., 1987). Otras técnicas propuestas para estudiar la hidrofobicidad son la agregacion con
sal (Lindahl y col., 1981), la cromatografia de interaccién hidrofébica (Smyth y col.,
1978), la aglutinacién de particulas de ldtex, la unién al cristal violeta (Paula y col., 1988) y
la adherencia a superficies de poliestireno (Rosenberg, 1981).

1V.5.2.5.1. - Uni6n a filtros de nitrocelulosa

Las 15 cepas de origen diarreico y las 81 de origen alimentario mostraron una
capacidad de unién pr6xima al 75%, sin que se detectasen diferencias significativas entre
ambos grupos (Tabla IV.40. Véase Anexo IVa, pigina 186). De acuerdo con Paula y col.
(1988), 1a gran mayorfa de las cepas de Aeromonas se pueden considerar "fuertemente
hidrofébicas” cuando esta propiedad se estima en funci6n de la uni6én a filtros de
nitrocelulosa. Estos autores consideran fuertemente hidrofébica a A. salmonicida 449, que
presenta un porcentaje de unién del 82% y relacionan esta propiedad con la existencia de la
capa A, al considerar que la mutante 449-3, carente de capa A, muestra una capacidad de
unién de s6lo el 20%. Por otro lado, la hidrofobicidad de la cepa 449, estimada en funcién
de su adsorcién a hidrocarburos, es moderada con xileno y, pricticamente nula, con octano
y hexadecano.

[V.5.5.2. - Adsorei6n a hidrocarburos liquid

La adsorcion a hidrocarburos liquidos y la unién a filtros de nitrocelulosa pueden dar
lugar a resultados no concordantes, asf Paula y col. (1988) indican que Acinetobacter
calcoaceticus ATCC 31012 es fuertemente hidrofébico en funcién de su adsorcién al xileno
(88%), al octano (90%) y al hexadecano (100%) y, moderadamente hidrofébico, crando se
determina el porcentaje de unién a filtros de nitrocelulosa (46%).

Iv.5.2.5.2.1. - Al hexadecano

Los resultados recogidos en la Tabla IV.40 (Véase Anexo IVa, pigina 186) muestran
que tanto las cepas diarreicas como las alimentarias registraron un porcentaje de adsorcién
préximo al 15 %, por lo que la hidrofobicidad se puede considerar pricticamente nula. Por
lo general, 1os resultados obtenidos con el hexadecano fueron escasamente reproducibles y,
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en ocasiones, la absorbancia de la suspension bacteriana tratada con este hidrocarburo era
incluso superior a la del control. En este sentido, Sweet y col. (1987) indican que la
fiabilidad de los ensayos de hidrofobicidad, en funcién de la adherencia a hidrocarburos
liquidos, mejora con la aireacién final de la suspensién bacteriana que elimina los restos del
hidrocarburo, excepto en ¢l caso de que se emplee hexadecano. Por tanto, aunque se
detectaron diferencias significativas en los porcentajes de adsorcién que presentaron las
cepas diarreicas y alimentarias, los resultados obtenidos con el hexadecano no se consideran
con el grado de fiabilidad preciso.

IV.5.2.5.2.2, - Al octano

La mayoria de las cepas mostraron hidrofobicidad media, en funcién de la capacidad
de adsorcién a este hidrocarburo, predominando los valores de adsorcién préximos al 60%
(Tabla I'V.40. Véase Anexo I'Va, pdgina 186). Al comparar los porcentajes de adsorcién de
cepas diarreicas y alimentarias se observaron diferencias significativas (p < 0,003),
resultando las cepas aisladas en alimentos mds hidrof6bicas. Sin embargo, Janda y col.
(1987) observaron hidrofobicidad tanto en cepas virulentas como en avirulentas para el
ratén. Contrariamente, Lachica y Zink (1984) asocian la hidrofobicidad superficial de
Yersinia enterocolitica a la existencia de un pldsmido de 40-48 megadaltons, que
determinaria la colonizacién del tracto gastrointestinal en el ratén y cambios en las
propiedades fisico-quimicas de la superficie bacteriana.

1V.5.2.5.2.3. - Al xileno

Coincidiendo con Janda y col. (1987) y Paula y col. (1988), el xileno fue el
hidrocarburo con el que se registraron los porcentajes m4s altos de adhesion. Las cepas de
Aeromonas mostraron una hidrofobicidad media con una capacidad de adhesién préxima al
62%, registrdndose diferencias significativas (p < 0,01) entre cepas diarreicas (menos
hidrofébicas) y cepas alimentarias (més hidrof6obicas) (Tabla IV.40. Véase Anexo 1Va,
pagina 186).

La superficie de las bacterias gram-negativas es normalmente hidrofilica, como
consecuencia de la presencia de lipopolisacdridos o cadenas de polisacdridos (Lugtenberg y
Van Alphen, 1983). El aumento de la hidrofobicidad superficial suele asociarse a
mutaciones que conllevan cambios de los lipopolisacdridos hacia formas rugosas
{Lugtenberg y Van Alphen, 1983), a la produccién de adhesinas (Jones, 1977; Smyth y
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col., 1978; Lindahl y col., 1981) que incrementarian la hidrofobicidad al facilitar la
adhesién (JTones, 1977) o a la presencia de una capa extra superficial de naturaleza proteica,
como la capa A de A. salmonicida (Trust y col., 1983). Sin embargo, la capa S de
Aeromonas spp. moviles, similar por su naturaleza y estructura a la capa A de A.
salmonicida, no aumenta la hidrofobicidad superficial de las células bacterianas (Dooley y
col., 1988). Tal y como se ha expuesto anteriormente, la hidrofobicidad se relacionaria con
la capacidad de adhesién y, por tanto, con la virulencia. Sin embargo, Merino y col. (1995)
observan que las cepas de A. hydrophila més virulentas para peces, productoras de
septicemias, poseen una cdpsula de naturaleza polisacdrida y, por tanto hidrofilica, que daria
lugar a una disminucién de la hidrofobicidad superficial en estas cepas altamente virulentas.

IV.5.2.6. - Aspectos morfolégicos de la superficie bacteriana

IV.5.26.1. - Capa §

Una amplia variedad de bacterias presentan capas superficiales proteicas (capas S) de
estructura cristalina (Sletyr y Messner, 1983). Estas estructuras, normalmente, estdn
constituidas por monémeros proteicos o glicoproteicos ensamblados con simetrfa
hexagonal, tetragonal o lineal (Sletyr y Messner, 1983), que forman la capa m4s externa de
la célula y regulan, en gran medida, las interacciones entre los microorganismos y el medio
externo. Una de sus funciones es de simple proteccion fisica frente a agentes liticos, como
protefnas del suero (Munn y col., 1982) o bacteriéfagos (Ishiguro y col., 1981). La capa S,
identificada por Kay y col. (1981) en cepas autoaglutinantes de A. salmonicida,
(oniginalmente denominada capa A) es uno de los principales factores determinantes de
virulencia para peces, hasta el punto de que las cepas que carecen de capa A se consideran
avirulentas (Evenberg y Lugtenberg, 1982; Evenberg y col., 1982; Munn y col., 1982;
Parker y Munn 1984).

Posteriormente, se ha observado la presencia de capa S en cepas de A. hydrophila
GH-1 y A. veronii biotipo sobria GH-8 (fenotipicamente se corresponde con A. sobria)
implicadas en distintas infecciones humanas y animales (Dooley y Trust, 1988; Paula y
col., 1988; Kokka y col., 1991b). La capa S de Aeromonas spp. mdéviles Ginicamente
aumenta la resistencia a la accion bactericida del suero (Murray y col., 1988) y no ¢s capaz,
como la de A. salmonicida, de facilitar la adhesién a macréfagos (Trust y col., 1983) o
presentar puntos especificos de unién para porfirinas (Kay y col,, 1985) ¢
inmunoglobulinas (Phipps y Kay, 1986). Dooley y col. (1988) han indicado que la capa S,
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constituida por unidades proteicas de 52 kDa, es relativamente hidrof6bica, aunque cuando
estd unida a la célula bacteriana no le confiere mayor hidrofobicidad.

Como se aprecia en la Tabla IV.41 (Véase Anexo [Va, pdgina 187), la capa S (Figura
IV.10. Véase Anexo IVa, pdgina 205) se detecté en 65 de las 100 cepas ensayadas
observindose, indistintamente, en cepas diarreicas y alimentarias. Este resultado podria
suponer 1a presencia de cepas potencialmente virulentas en alimentos, st se tiene en cuenta
que Dooley y col. (1986) y Murray y col. (1988) han apuntado que las cepas de A.
hydrophila , altamente virulentas para peces, poseen un antigeno somdtico comtn (0:11) y
una capa proteica uniforme en la superficie externa de la célula, cuyas subunidades se
denominan protefna S. Las unidades proteicas de la capa S no son idénticas a las proteinas
de la capa A de A. salmonicida y, parece ser que, también se diferencian antigénicamente
(Janda y col. 1987). Por otro lado, Janda y col. (1987) sefialan que no se ha podido
relacionar la existencia de la capa S con el comportamiento PAB+ de cepas de A. hydrophila
altamente virulentas. Sin embargo, Paula y col. (1988) hacen referencia a un nuevo grupo
de Aeromonas mes6filas patGgenas, con capa S, implicadas en infecciones graves de peces
y seres humanos, con un mismo fenotipo actoaglutinante (PAB+) y un antigeno somético
comuiin (O:11).

Por otro lado, la frecuencia con que se detecta la capa S entre las cepas de Aeromonas
(Tabla IV.41. Véase Anexo IVa, pigina 187) tanto diarreicas como alimentarias, podria
poner en duda su validez como indicador de virulencia En este sentido, la opinién de los
investigadores que han estudiado este problema no es coincidente, asi Cahill (1990) sefiala
que la capa S proteica es el mejor indicador de virulencia, mientras que, Merino y col.
(1993) consideran mds fiables las pruebas inmunoenziméticas para detectar el antigeno
O:11.

IV.52.62. - Pili

Los pili de Aeromonas spp. méviles pueden clasificarse, en funcién de su
morfologia, en dos tipos: pili cortos y rigidos, abundantes en la superficie celular que se
detectan en cepas ambientales y pili largos y flexibles, en menor nimero por célula (1 a 60),
que aparecen tanto en cepas clinicas como ambientales (Carrello y coi., 1988; Hokama y
col., 1990; Ho y col., 1990; Kirov y col., 1993b). Carrello y col. (1988) apuntan que la
adhesion a células HEp-2 estd relacionada con la expresién de los pili flexibles, aunque no
existe certeza de que esta lfnea celular estable tenga los mismos receptores de superficie
para bacterias que las células intestinales humanas in vivo. Nishikawa y col. (1991)



RESULTADOS Y DISCUSION

demuestran que la adhesién de las cepas de Aeromonas a esta linea celular es paralela a la
adhesi6n a células intestinales de embrién humano y Rogers y col. (1990) y Grey y Kirov
(1993} afirman que la adhesion de las cepas de Aeromonas se correlaciona con la que tiene
lugar sobre tejido ileal humano formolizado.

Como se muestra en la Figura IV.11 (Véase Anexo IVa, pdgina 206) se pudieron
observar los dos tipos de pili en cepas diarreicas y alimentarias.

En la Tabla IV.41 (Véase Anexo IVa, pdgina 187) se aprecia que se detectaron pili
cortos y rigidos en 22 cepas, y largos y flexibles en 5 cepas, sin que se apreciasen
diferencias significativas entre cepas diarreicas y alimentarias. Se han purificado los pili
largos, a partir de dos cepas de A. hydrophila (Hokama y col., 1990; Ho y col., 1990) y de
tres cepas de A. sobria (Hokama e Iwanaga, 1991, 1992; Iwanaga y Hokama, 1992).
Cuatro de los pili purificados (uno de A. hydrophila y tres de A. sobria) se comportaron
como factores que favorecerfan la colonizacién (Hokama y col., 1990; Hokama e Iwanaga,
1991, 1992; Iwanaga y Hokama, 1992), habiéndose comprobado capacidad hemaglutinante
en tres de ellos. También, Sato y col. (1989) afslan un pilus en A. hydrophila, aunque no
logran correlacionarlo con hidrofobicidad ni hemaglutinacion. Por otro lado, parece ser que
las cepas enterotoxigénicas de origen fecal (A. veronii biotipo sobria) muestran menos pili
que las cepas ambientales de 1a misma especie (Kirov y col., 1986) y las bajas temperaturas
de crecimiento favorecen la expresion de los pili, independientemente del origen de la cepa
(Kirov y col., 1993a,b).

IV.5.3. - Caracteristicas bioquimicas de cepas diarreicas y alimentarias

Se han propuesto como indicadores de enteropatogenicidad distintas caracteristicas
fenotipicas, tales como la hemolisis, la descarboxilacién de la lisina, Ia reaccién Voges
Proskauer , la fermentacién de la arabinosa, de la salicina y del sorbitol (Burke y col.,
1984b; Abeyta y col., 1986; Kirov y ¢ol., 1986; Callister y Agger, 1987). Sin embargo,
Figura y col. (1986) y Kindschuch y col. (1987) han cuestionado la validez de algunos de
estos caracteres como marcadores de virulencia. Carnahan y col. (1990) seiialan que la
actividad pirazinamidasa puede ser indicador de virulencia en A. sobria. Por otro lado,
Namdari y Bottone (1988) relacionan el comportamiento no suicida, al crecer en presencia
de 0,5% de glucosa, con la enteropatogenicidad de A. sobria y A. hydrophila. Mateos y
col. (1993) consideraron que la utilizacidon de la ramnosa y el DL-lactato dependeria del
origen, dc modo que, ninguna cepa clinica asimilarfa la ramnosa y ninguna ambicntal el
DL-lactato.
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IV.5.3.1. - Voges Proskauer

Como se observa en la Tabla IV .42 (Véase Anexo IVa, pdgina 188) el 60% de las
cepas diarreicas y el 71,60% de las alimentarias son positivas para esta reaccion. No se
apreciaron diferencias significativas en la respuesta a esta reaccién en funcién del origen,
mientras que Callister y Agger (1987) atirman que se correlaciona con la citotoxicidad. Sin
embargo, Janda y col. (1983b) encontraron que s6lo el 42% de 12 cepas citotéxicas de A.
hydrophila, aisladas en nifios con gastroenteritis, son Voges Proskauer positivas aunque,
de acuerdo con Ia clasificacién de Popoff (1984), las cepas Voges Proskauer negativas
serian A.caviae 0 A. sobria. Abeyta y col. (1986), al igual que Burke y col. (1983b),
observaron una fuerte relacion entre el cardcter Voges Proskaver positivo y la
enterotoxigenicidad para el ratén.

Al aplicar el esquema de identificacién bioquimica empleado en este trabajo para
diferenciar 1as especies ninguna cepa de A. caviae resulté Voges Proskauer positiva.

1V.5.3.2. - Descarboxilacién de la lisina

Aproximadamente, el 67% de las cepas diarreicas y el 50% de las alimentarias
descarboxilaron la lisina (Tabla IV.42. Véase Anexo IVa, pigina 1838). En consecuencia,
este cardcter no pudo asociarse al origen de las cepas. Callister y Agger (1987) apuntan que
la produccién de lisina descarboxilasa es un importante indicador de actividad citot6xica.
Otros autores (Cumberbatch y col., 1979; Kaper y col., 1981; Burke y col., 1983b)
observaron también correlacidn entre este cardcter fenotipico y la produccién de toxinas. Sin
embargo, Abeyta y col. (1986} no han detectado asociacin alguna entre la descarboxilacién
de la lisina y la actividad citotéxica.

1V.5.3.3. - Fermentaci6n de 1a arabinosa

Un 60-70% de las cepas, tanto diarreicas como alimentarias, fermentaron este azicar,
por lo que no se han apreciado diferencias significativas en funcién del origen (Tabla [V 42.
Véase Anexo 1Va, pagina 188). Contrariamente, Abeyta y col. (1986) y Burke y col.
(1983b) relacionan la actividad enterotoxica con la incapacidad para fermentar la arabinosa y
la reaccion VP-positiva. Sin embargo, Mateos y col. (1993) no encuentran diferencias en ia

fermentacion de la arabinosa entre cepas clinicas y ambientales
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RESULTADOS Y DISCUSION

Después de estudiar los factores de virulencia, independientemente, en cepas
diarreicas y alimentarias, se ha investigado si las asociaciones entre estos factores, descritas
por otros autores como indicadoras de virulencia, son capaces de diferenciar ambos grupos
de cepas. En este sentido, Mittal y col. (1980) y Lallier y col. (1981} comprueban que las
cepas PAB+ y Acri- son altamente virulentas para peces, poseen un antigeno O comun y
mayor resistencia a la actividad bactericida del suero. En la Tabla IV.43 (Véase Anexo [Va,
pigina 189) se observa una mayor incidencia de patrones PAB+ Acri- entre las cepas
diarreicas (20%) que entre las alimentarias (6%), aunque esta asociacién no es significativa
(p < 0,1). Janda y Brenden (1987), Paula y col. (1988) y Kokka y col. (1991a,b)
encuentran un grupo de cepas autoaglutinantes con capa S y un antigeno comidn (0O:11)
implicadas en infecciones graves de hombres y animales. La Tabla IV.43 (Véase Anexo
IVa, pdgina 189) muestra que las cepas autoaglutinantes con capa S se detectaron tanto en
cepas de origen diarreico como alimentario. Burke y col. (1983b) y Abeyta y col. {1986)
sefialan que la reaccién Voges Proskauer positiva y la incapacidad para fermentar la
arabinosa se correlacionan con la enterotoxicidad. De acuerdo con la Tabla IV.43 (Véase
Anexo IVa, pdgina 189), este criterio no permitié diferenciar cepas diarreicas de
alimentarias, en las condiciones de nuestra experiencia.

IV.5.4. - Asociaciones detectadas entre los factores indicadores de
virulencia

Contrariamente a lo indicado por numerosos autores (Boulanger y col., 1977; Burke
y col., 1984b; Turnbull y col., 1984; Agger y col., 1985; Callister y Agger, 1987), aunque
coincidiendo con otros (Figura y col., 1986; Krovacek y col., 1992a), no se detect6
relacién entre actividad hemolitica y citotéxica.

En la Tabla 1V.44 (Véase Anexo IVa, pdgina 190) se aprecia que las cepas
hemaglutinantes muestran titulos hemolfticos significativamente més altos. Considerando
que la hemolisis puede constituir un indicador de enterotoxicidad (Burke y col., 1981a;
Majeed y col., 1989a), el empleo conjunto de estas dos técnicas podria diferenciar las cepas
m4s enterotdxicas.

Las cepas con pili muestran mayor actividad lipolitica (Tabla IV.45. Véase Anexo
IVa, pigina 190)). La asociacidn de estos dos factores podria constituir un indicador de
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RESULTADOS Y DISCUSION

cepas poco virulentas ya que, otros marcadores de virulencia, como la autoaglutinacién, la
descarboxilacién de la lisina y la fermentacidn de la arabinosa indican que la cepas
potencialmente mds patdgenas se asocian con baja actividad lipolitica y ausencia de pili.

Las cepas que presentan capa S mostraron menor adhesion al octano (Tabla IV.46.
Véase Anexo I'Va, pdgina 191), pero no se diferenciaron, en la capacidad de unién a los
filtros de nitrocelulosa, de las cepas carentes de capa S. Por otro lado, las cepas
descarboxiladoras de la lisina presentan menor capacidad de unién a los filtros de
nitrocelulosa (Tabla IV.47. Véase Anexo IVa, pdgina 191), aunque no se apreciaron
diferencias en la adhesi6n al octano. De acuerdo con nuestros resultados, asi como los de
Dooley y col. (1988), la frecuencia de capa S en Aeromonas spp. méviles no aumenta la
hidrofobicidad. Otros factores indicadores de virulencia como la autoaglutinacién,
descarboxilacién de la lisina y reaccién Voges Proskauer se asociaron en mayor o0 menor
grado a la hidrofobicidad.

Las cepas no aglutinantes en presencia de acriflavina muestran mayor actividad
proteolitica (sobre la caseina) y capa S (Tabla IV.48. Véase Anexo IVa, pdgina 192).
Aunque la bibliograffa menciona un grupo de cepas altamente virulentas provistas de capa
S, autoaglutinantes y con un antigeno comiin (O:11), Janda y col. (1987) no encuentran una
correlacién clara entre autoaglutinacién y presencia de capa S. La no aglutinacién con
acriflavina podria constituir un indicador 1til para diferenciar cepas con una capa extra de
naturaleza proteica en la superficie celular y, por ello, posiblemente virulentas.

La actividad proteolitica marcada se ha relacionado también con autoagiutinacion y
reaccién Voges Proskauer positiva. Por tanto, aunque no estd muy claro el papel de estas
enzimas en la patogenicidad, las cepas mds virulentas parecen producir o secretar mds
proteasas.

Para Janda y col. (1987) la autoaglutinacién es un marcador de cepas altamente
virulentas, aisladas de procesos invasivos. La relacién de la autoaglutinacién con una
actividad proteolitica elevada y una lipolitica baja (Tabla IV.49. Véase Anexo IVa, pagina
193) indica que estas actividades se asocian a cepas potenciaimente mds virulentas. Las
cepas autoaglutinantes fueron mds hidrofébicas, mientras que otros indicadores de
virulencia (descarboxilacién de la lisina y presencia de capa S) se asocian a escasa

hidrofocibidad, sin olvidar que, tal v como se ha expuesto anteriormente, las cepas de
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RESULTADOS Y DISCUSION

origen diarreico mostraron menor capacidad de adhesién al octano que las cepas
alimentarias.

El fracaso para fermentar la arabinosa y, especialmente, la reaccién Voges Proskauer
positiva fueron los factores asociados a alta actividad citotéxica (sobre células de mieloma).
Ademds, las cepas no fermentadoras de la arabinosa se asociaron a una baja actividad
lipolitica, menor presencia de pili, capacidad hemaglutinante y descarboxilactén de la lisina
(Tabla IV.50. Véase Anexo IVa, pdgina 194), indicando que la no fermentacién de la
arabinosa podria seleccionar las cepas con més posibilidades de ser virulentas.

La reaccién Voges Proskauer positiva es la que se asocia al mayor nimero de factores
de virulencia (Tabla IV.51. Véase Anexo IVa, pdgina 195). Ademds, es el indicador més
relacionado con las actividades citotéxica y hemolftica. También se asocia claramente a la
actividad proteolitica, autoaglutinacién, hemaglutinacién, aglutinacién con acriflavina,
descarboxilacién de la lisina e hidrofobicidad. Las cepas Voges Proskauer positivas
muestran menor capacidad de umén a los filiros de nitrocelulosa y méds adsorcion al octano,
indicando que, aunque ias cepas de Aeromonas se pueden considerar hidrofébicas por
ambos métodos, estos no diferencian las que lo son en mayor grado.

La reaccién Voges Proskauer positiva, al ser empleada en la identificacién de
especies, excluye las cepas de A. caviae. Como ya se ha indicado, esta especie es deficitaria
para un importante nimero de factores de virulencia y se considera menos virulenta que A.
hydrophila y A. sobria (Burke y col., 1984b; Callister y Agger, 1987; Correa y col., 1993).

Se puede deducir, de acuerdo con nuestros resultados, que la reaccién Voges
Proskauer informa, en cierta medida, sobre la patogenicidad potencial de Aeromonas spp.
moviles, como previamente ya han sefialado Burke y col. (1983b), Abeyta y col. (1986) y
Callister y Agger (1987).

Serfa necesario determinar la implicacién real de cada uno de estos factores con la
virulencia para escoger ¢l indicador mds adecuado. Hay que tener en cuenta que estos
factores de virulencia se han detectado tanto en cepas diarreicas como alimentarias, por lo
que, estas dltimas podrian ser, potencialmente, tan peligrosas como las diarreicas.
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Tabla IV.1. - Recuento de la flora natural presente en diversos alimentos sobre los

medios ensayados

Alimentos ISA AAA mA AGAP
(a) (@ (b @ (b @ (b
Agua clorada 1 N.D. N.D. N.D.

Leche cruda 5,64 511 90,60) 239 4237) 511 (90,60)
Came vacuno 7,51 4,17 (55,52) 377 (50,19) 4,11 (54,72)
Camepollo 595 461 (77477 400 (6722) 441 (74,11)
Camnecerdo 6,13 420 (68,51) 439 (71.61) 420 (68.51)
Pescadilla 4,88 390 (7991) 321 (6577) 393 (80,53)

Trucha 4,66 373 (80,04 323 (69.31) 337 (723D
Chirlas 4,95 3,53 (71,31) 2,77 (55.95) 3,43 (69,29)
Gambas 6,84 576 (84,21) 4,84 (70,76) 590 (86,25)
X 5,82 437 (7594) 357 (61.64) 430 (74,54)
D.S. 1 075 (10,76) 0,82 (10,85) 0,84 (11,29)

N.D. - Crecimiento no detectado

(a). - Expresado en log, ufc/ml. 0 g. de alimento
(b). - Porcentaje de recuperacion

TSA. - Agar triptona soja

AAA. - Agar almidén ampiciling

mA. - Medio de Ryan (Unipath)

AGAP. - Agar glutamato almidén penicilina

X. - Media aritmética

D.S. - Desviacién estdndar
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Tabla IV.2 - Recuentos obtenidos en diversos alimentos inoculados con Aeromonas

spp- moviles (cepas 839, 398, 837 y 838) sobre los medios ensayados

Alimentos N.L AAA mA AGAP
(a) (a) (b) (a) (b) (a) (b)

Agua clorada 7,62 6,24 (81,88) 7,38 (96,85) 6,26 (82,21}
Leche cruda 7,48 594 (7941) 7,02 (93,85) 6,01 (80,34)

Carne vacuno 7,47 5,80 (77.64) 6,95 (93,03) 5,86 (78,44)
Carne pollo 7.2 5,85 (81,25) 6,66 (92,50) 5,70 (79,16)

Came cerdo 7,02 5,63 (80,19) 6,64 (94,58) 5,68 (80,91)

Pescadilla 6,95 5,56 (80,00) 6,60 (94,96) 5,61 (80,71)

Trucha 6,93 5,58 (80,51) 6,34 (91,48) 5,52 (79,65)
Chirlas 7,03 5,58 (79,37) 6,63 (94,31) 5,60 (79,65)
Gambas 6.82 545 (79.91) 6,51 (95.45) 547 (80,20)

X 7.16 5,73 (80,01) 6,74 (94,11) 5,74 (80,14)

D.S. 0,28 0,24 (1,21) 0,31 (1,62) 0,25 (1,09

NI - Nivel de inoculacién

{a). - Expresado en log. uf¢/ml. 0 g. de alimento
(b). - Porcentaje de recuperacion

AAA - Agar almid6n ampicilina

mA. - Medio de Ryan (Unipath)

AGAP. - Agar glutamato almiddn penicilina

X. - Media aritmética

D.S. - Desviacion estandar



Tabla IV.3 - Recuentos obtenidos en diversos alimentos inoculados con

A. hydrophila CECT 839 sobre los medios ensayados

Agua clorada
Leche cruda
Carne vacuno
Came polio
Carne cerdo
Pescadilla
Trucha
Chirlas

Gambas

X
D.S.

(a)

6,93
7,42
7,37
73

7,31
7,21
7,19
1,2

7,16

7.23
0,14

AAA

(a)

6,76
6,91
7,07
6,90
7,00
6,95
7,07
6,82
6,90

6,93

(b)

(97,54)
93,12)
(95,92)
(94,52)
95,75)
(96,39)
(98,33)
(94,72)
(96,36)

(95,85)

0,10 (1,58)

(a)

6,59
6,78
6,89
6,70
6,72
6,69
6,61
6,64
6,75

6,70
0,09

mA
(b)

95,09)
(91,37)
(93,48)
(91,78)
(91,92)
(92,78)
(91,93)
(92,22)
94,27)

(92,76)
(1,26)

AGAP

(a)

6,66
6,91
7,17
6,85
7,04
6,92
6,79
6,82
6,86

6,89
0,14

(b)

96,10)
(93,12)
(97,28)
(93,83)
(96,30)
(95,97)
(94,43)
(94,72)
(95,81)

(95,28)
(1,33)

N.IL - Nivel de inoculacién
(a). - Expresado en log. ufc/ml. o g. de alimento

(b). - Porcentaje de recuperacion

AAA, - Agar almid6n ampicilina

mA. - Medio de Ryan (Unipath)

AGAP. - Agar glutamato almidén penicilina

X. - Media aritmética

D.S. - Desviacién estandar
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Tabla I'V.4 - Recuentos obtenidos en diversos alimentos inoculados con

A. hydrophila CECT 398 sobre los medios ensayados

Apgua clorada
Leche cruda
Carne vacuno
Carne pollo
Carmne cerdo
Pescadilla
Trucha
Chirlas

Gambas

wi

D.S.

(a)

7.94
7,45
7,52
7,06
6,99
6,93
6,96
7,81
6,92

7,28
0.4

AAA

(a)

7,65
7,00
7,07
6,66
6,80
6,76
6.83
7,32
6.69

6,97
0,32

(b)

(96,34)
(93,95)
(94,01)
(94,33)
(97,28)
(97.54)
(98,13)
(93,72)
(96,67)

(95,77)
(1,76)

(a)

7,67
6,85
6,92
6,50
6,82
6,72
6,34
7.23
6,65

6.85
0,39

mA
(b)

(96,59)
(91,94)
(92,02)
(92,06)
(97,56)
(96,96)
(91,09)
(92,57)
(96,09)

(94,09)
(2,61)

AGAP

@  ®
7,69 (96,85)
6,95 (93,28)
7.07 (94,01)
6,57 (93,05)
6,83 (97,11)
6,73 (97,11)
6,90 (99,13)
7,25 (92,82)
6,61 (95,52)

6,95 (95,49)
0,34 (2,31)

NLL - Nivel de inoculacién
(a). - Expresado en log. ufc/ml. o g. de alimento

(b). - Porcentaje de recuperacion

AAA. - Agar almidén ampicilina

mA. - Medio de Ryan (Unipath)

AGAP., - Agar glutamato almiddn penicilina
X. - Media aritmética

D.S. - Desviacién estandar



Tabla IV.5 - Recuentos obtenidos en diversos alimentos inoculados con A. caviae

CECT 838 sobre los medios ensayados

Alimentos N.L AAA mA AGAP
() @ O @ b @@ (b

Agua clorada 7,79 7,56 (97,04) 7.68 (98,58) 7,61 (97,68)
Leche cruda 7,43 6,92 (93,13) 704 (94,75) 6,91 (93,00)
Carne vacuno 7,48 6,85 (91,57) 6,50 (86,8%9) 6,89 (92,11)
Came pollo 6,89 6,69 (97,09) 6,43 (93,32) 6,46 (93,75)
Carne cerdo 7,26 6,88 (94,76) 6,87 (94,62) 6,89 (94,90)
Pescadilla 7,24 6,83 (94,33) 693 (95.71) 6,87 (94,88

Trucha 7,18 6,63 (92,33) 6,55 (91,22) 6,57 (91,500
Chirlas 6,82 6,64 (97.36) 6,61 (96,92) 6,71 (98,38)
Gambas 6,88 6,46 (93,89) 6,60 (95,93) 6,55 (95,20)

X 7.21 6,82 (94,61) 6,80 (94,21) 6,82 (94,60)

D.S. 0,32 0,31 (2,14) 0,39 (3.45) 033 (2,32

NI - Nivel de inoculacién

{a). - Expresado en log. ufc/ml. o g. de alimento
(b). - Porcentaje de recuperacién

AAA. - Agar almid6n ampicilina

mA. - Medio de Ryan (Unipath)

AGAP. - Agar glutamato almidon penicilina

X. - Media aritmética

D.S. - Desviacién estdndar
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Tabal IV.6 - Recuentos obtenidos en diversos alimentos inoculados con A. sobria

CECT 837 sobre los medios ensayados

Alimentos N.L AAA mA AGAP
(a) (@)  (b) (@ (b (@ (b

Agua clorada 7,85 3,01 (38,34) 7,58 (96,56) 3,10 (39,49)
Leche cruda 7,65 2,93 (38,38) 7,44 (97,25) 3,27 (42,74)
Carne vacuno 7.52 2,23 (29,65 7,49 (99,60) 2,33 (30,98)
Carne pollo 7,55 3,16 (41,85) 7,04 (93,24) 2,94 (38,84)

Carne cerdo 6,55 1,87 (28,84) 6,17 (94,92) 1,98 (30,46)
Pescadilla 6,44 1,73 (26,94) 6,07 (94,25) 1,95 (30,27)
Trucha 6.39 1,79 (28,01) 5,86 (91,70} 1,84 (28,79)
Chirlas 6,3 1,56 (24,76) 6,04 (95,87) 1,64 (26,03)
Gambas 6,33 1,76  (27.80) 6,07 (95,98) 1,87 (29,54)
X 6,95 2,22 (31,61) 6,64 (95,48) 2,32 (33,02)

D.S. 0,66 0,63 (6,16) 0,72 (2,31) 0,61 (5,79)

N.L - Nivel de inoculacién

(a). - Expresado en log. ufc/ml. o g. de alimento
(b). - Porcentaje de recuperacion

AAA. - Agar almid6n ampicilina

mA. - Medio de Ryan (Unipath)

AGAP. - Agar glutamato almidon penicilina

X. - Media aritmética

D.S. - Desviacién estindar
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Tabla IV.7 - Antibiograma de las cepas CECT 839, 398, 837 y 838 de Aeromonas spp. mbviles

Antibidticos A. caviae 838 A. sobria 837 A. hydrophila 398 A. hydrophila 839

(a) (b) (a) (b) (a) (b (a) (b)
Ac. nalidixico 30 pg. 28 S 31 S 26 S 28 S
Tetraciclina 30 pg. 21 S 24 S 21 S 21 S
Estreptomicina 10 g. 16 S 24 S 17 S 20 S
Oxacilina 1 pg. 0 R 0 R 0 R 0 R
Neomicina 30 pg. 16 I 22 S 16 I 20 R
Cefoxitina 30 pg. 13 R 32 S 30 S 15 1
Polimixina B 300 U.L. 11 I 11 i 11 | 11 I
Lincomicina 2 4g. 0 R 0 R 0 R 0 R
Ampicilina 10 pg. 0 R 16 S 0 R 0 R
= Penicitina G 10 U.L 0 R 12 I 0 R 0 R
= Cloranfenicol 30 pg. 26 S 35 S 28 S 32 S
Sulfisoxazol 300 pg. 19 S 29 S 21 S 19 S
Gentamicina 10 pg, 18 S 22 S 18 S 20 S
Nitrofurantoina 300 pg. 18 S 21 S 17 S 22 S
Kanamicina 30 ug. 19 S 22 S 19 S 19 S
Cefalotina 30 pg. 0 R 17 I 22 S 0 R
Trimetropim-sulfametoxazol 25 pug. 18 S 32 S 25 S 25 S
Eritromicina 15 pg. 16 1 25 S 17 I 18 S
Bacitracina 10 U.L 0 R 0 R 0 R 0 R
Novobiocina 30 pg. 9 R 14 R 9 R 10 R

(a).- Didmetro del halo de inhibicién (mm.)
(b).- Calificaciones: R-resistente; I-intermedio; S-sensible



Tabla I'V.8 - Recuentos de A. sobria CECT 837 sobre los medios selectivos
con diferentes concentraciones de antibidticos

Medios  Antibidtico = Concentracion  Recuento  Porcentaje de
(log ufc/ml)  recuperacién
TSA 8,01 100
AAA Ampicilina 0 mg./1. 7,99 99,75
AAA Ampicilina 5 mg/l. 2,91 36,32
AAA* Ampicilina 10 mg./1. 2,74 34,2
mA Ampicilina 0 mg/1. 7,72 96,37
mA* Ampicilina 5 mg/l 7.45 93
mA Ampicilina 10 mg /1. 2,64 32,95
AGAP Penicilina 0U.IN 7,93 99
Pimaricina 0 mg./1.
AGAP Penicilina 0 U.LA. 7.92 98,87
Pimaricina 10 mg /1.
AGAP* Penicilina 100.000 U.L/. 2,96 36,95
Pimaricina 10 mg /1.

* - Concentracciones de antibidticos indicadas en las férmulas originales de los medios.
TSA.- Agar triptona soja

AAA, - Agar almidén ampicilina
mA. - Medio de Ryan (Unipath)

AGAP. - Agar glutamato almidén penicilina
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Tabla IV.9 - Recuperacion de A. sobria CECT 837 sobre los medios mA y AGAP

con distintas concentracciones de penicilina G sodica

Medi Antibigti C (racié R I p taie d

TSA 8,38 100
mA Penicilina 0 7.85 93,67
mA Penicilina 25.000 U.L/. 3,9 46,53
mA Penicilina 50.000 U.LA. 3.2 38,18
mA Penicilina 75.000 U.L/. 3,21 38,3
mA Penicilina 100.000 U.L/L 3,17 37,82

AGAP Penicilina 0 7,84 93,55
AGAP Penicilina 25.000 U.1AN. 3,04 36,27
AGAP Penicilina 50.000 U.L/. 29 34,6
AGAP Penicilina 75.000 U.1A. 2,81 33,53
AGAP Penicilina 100.000 UL/ 2,93 34,96

TSA.- Agar triptona soja
mA. - Medio de Ryan (Unipath)
AGAP. - Agar glutamato almid6n penicilina
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Tabla IV.10 - Efecto de la interaccién ampicilina-rojo fenol sobre la recuperacion de A. sobrig CECT 837 en
los medios mA y AGAP

Medios Concentraccién Concentraccién Recuento Porcentaje de
de ampicilina de rojo fenol (og ufc/mi) recuperacion
TSA Omg/l. 0O mg/L 9,32 100
mA 5 mg/l. 0,25 mg/1. 9,33 100,1
mA 5mg/l. 0 mgdi. 9,2 98,71
AAA Smg/l. 0,25 mg./1. 3,77 40,45
AAA 5mgA. 0 mg/. 3,89 4173
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TSA.- Agar triptona soja
mA. - Medio de Ryan (Unipath)
AAA. - Agar almidon ampicilina
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Tabla IV.11 - Efecto de la interaccién ampicilina-pH sobre la recuperacién de A. sobria CECT
837 en los medios mA y AAA

Medios Concentraccién pH Recuento Porcentaje de
de ampicilina (log ufc/mi) recuperacioén
ATS 0 mg/L 7.2 7.38 100
mA 5 mg/l. 7 6,65 90,1
mA 5 mgJ/l. 8 7.98 108,13
AAA 5 mg./L. 7 3,38 45,79
AAA 5mg/l. 8 3,6 48,78

TSA.- Agar triptona soja
mA.- Medio de Ryan (Unipath)
AAA.- Agar almid6n ampicilina




Tabla 1V.12 - Efecto de la interaccion ampicilina-xilosa sobre Ia recuperacién de A. sobria CECT 837
en los medios mA y AAA

Medios Concentraccién Concentraccién Recuento Porcentaje de
de ampicilina de xilosa {log ufc/ml) recuperacion
TSA 0 mg/l. 0g/ 7,56 100
mA 5 mg/l. 3,75 gN. 7.49 99,07
AAA 5 mg/l. 3,75 g/l 2,81 37,16
AAA 5 mg/L 0g/. 2.8 37,03

TSA.- Agar triptona soja
mA.- Medio de Ryan (Unipath)
AAA - Agar almiddn ampicilina
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Tabla IV.13 - Efecto de la interaccién ampicilina-lisina libre-arginina libre sobre la recuperacion de A. sobria
CECT 837 en los medios mA y AAA

Medios  Concentraccién  Concentraccién  Comncentraccién ~ Recuento Porcentajede
de ampicilina  delisinalibre  deargininalibre  dogufc/ml} recuperacién

TSA 0O mg/l. 0g/. 0 g 7.88 100
mA 5mg/l. 3,5 g/ 2g/ 8,01 101,64
AAA Smg/l 3,5 g/l 0g/ 2,99 37,94
AAA Smgl/l. 0gA 2g. 2,74 34,77
AAA 5mgJ/l. 3,5g/. 2g/l 2,63 33,37
AAA 5 mgJ/l. 0gA.. 0gA.. ' 2,61 33,12

TSA.- Agar triptona soja
mA .- Medio de Ryan (Unipath)
AAA.- Agar almid6n ampicilina




Tabla IV.14 - Efecto de la interaccién ampicilina-extracto de levadura sobre la recuperacién A. sobria
CECT 837 en los medios mA y AAA

de ampicilina ~ extractodelevadura  (ogufc¢/ml)  recuperacién

TSA Omg/l. 0g/. 7,41 160

mA 5 mgAl. 3 g 7.23 97,57

AAA 5 mg/l. 3g/. 3,39 45,74

AAA 5 mgJ/l. 0 g/l 3,39 45,74

TSA.- Agar triptona soja
mA.- Medio de Ryan (Unipath)
AAA. - Agar almidén ampicilina
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'Tabla IV.15 - Incidencia de Aeromonas spp. en diferentes alimentos analizados el dfa de su adquisicién en el mercado

iyl

N° muestras con:
Alimentos N* muestras Aeromonas A. hydrophila A. caviae A. sobria Aeromonas
examinadas spp. méviles no clasificadas

Agua potable clorada 2 0 0 0 0 0
Agua potable no clorada 3 0 0 0 0 0
Agua no potable 7 5(71,42%) 3 0 2 1
Carnes (total) 20 12 (60%) 6 1 6 5
Cerdo 5 2 2 1 2 0
Cordero 5 3 1 0 1 2
Vaca 5 2 1 0 0 0
Pollo 5 5 (100%) 2 0 3 3
Pescadeos (total) 25 9 (36%) 6 0 2 5
Trucha 5 1 1 0 1 0
Pescadilla 5 3 2 0 0 3
Jurel 5 4 3 0 1 1
Sardina 5 1 0 0 0 1
Gallo 5 0 0 0 0 0
Mariscos (tetal) 20 9 (45%) 4 3 4 1
Chirla 5 3 2 0 2 0
Gamba 5 2 1 1 1 0
Cigala 5 1 0 0 0 1
Mcjillén 5 3 1 2 1 0
Lécteos(total) 10 2 (209%) 1 0 0 1
Leche cruda 5 1 1 0 0 0
Queso fresco 5 1 0 0 0 1
Ensaladas preparadas 5 0(0%) 0 0 0 0

Total 92 37 (40,21) 20 (21,73%) 4 (4,34%) 14 (1521 %) 13 (14,13%)

*. - Con frecuencia, diferentes especies se aislaron de una misma muestra



Tabla IV.16 - Incidencia de Aeromonas spp. en alimentos ailmacenados a2 10°C, durante diferentes periodos de tlempo

Allmentos

Agua potable clorada
Agua potable no clorada
Agua no potable
Carnes (total)
Cerdo
Cordero
Vaca
Pollo
Pescados (total)
Trucha
Pescadilia
Jurel
Sardina
Galio
Marlscos (total)
Chirla
(iamba
Cigala
Mejillén
Ldcteos(total)
Leche cruda
Queso fresco
Ensaladas preparadas

Total

*_ . Con frecuencia, diferentes especies se aislaron de una misma muestra

Tiempo (h.)

a 10°C

168
168
168

48-96
96-120
72-96
24-96

48-72
43
48-72
48
48-96

48-96
48-96
24-48
48-96

48-72
72-120
48-120

N°® muestras
examinadas

nuwuwuuwuwuBuruuwrwuBuuuaullae e

N
[ 3]

N muestras con:

Aeromonas
spp. méviles

0
0
6 (86%)
14 (70%)
3
3
3
5 (100%)
15 (60%)
2
4
5
2
2
12 (60%)
4 (90%)
2
2
4 (90%)
2 (20%)
1
1
00%)

49 (53,26 %)

A. hydrophila

b W= W oo

i
>

D e WD e N SN e e b D e

28 (3043%)

A. caviage

S OO0 RO = OWoOoOOoO0OO e OO0 -==NOo OO

5(543%)

A, sobria

SO0 D= O = WhOO O =NWONNMCNNOO

16 (17,39%)

Aeromonas
no clasificadas

W@ D o OO O R e o WD S B O R el DD

18 (19,56 %)
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Tabla IV.17 - Distribucién, segiin especie, de las cepas aisladas en diferentes alimentos

Alimentos Aeromanas A. hydrophila A, caviage A, sobria Aeromonas
spp. miviles no clasificadas
Agua potable clorada 0 0 0 0 0
Agua potable no clorada 0 0 0 0 0
Agua no potable 9 5 0 2 2
Carnes (total) 33 10 2 8 13
Cerdo 10 4 1 3 2
Cordero 7 1 1 2 3
Vaca 3 3 0 0 0
Pollo 13 2 0 3 8
Pescados (total) 18 10 8 2 6
Trucha 2 1 0 1 0
Pescadilia 6 3 0 0 3
Jurel 6 4 0 1 1
Sardina 2 1 0 0 1
Gallo 2 1 0 0 1
Marlscos (total) 17 6 4 5 2
Chirla 5 2 0 3 0
Gamba 3 1 1 1 0
Cigala 2 0 0 0 2
Mejillén 7 3 3 1 0
Lécteos(total) 4 1 0 0 3
Leche cruda 1 1 0 0 0
Queso fresco 3 0 0 0 3
Ensaladas preparadas 0 0 0 0 0
Total 81 32 (39,50) 6 {7,40) 17 (20,98) 26 (32,09)



Tabla IV.18 - Recuentos de los controles de suero fisiologico,

contaminados con seis cepas diarreicas y seis alimentarias, no sometidos a
la cloracién

Cepas de Aeromonas spp. Origen Recuento
(ufc/ml)

A. hydrophila 6 Heces diarreicas 2,26 x 103
A. hydrophila 9 Heces diarreicas 1,20 x 103
A. sobria 11 Heces diarreicas 4,30 x 102
A. sobria 13 Heces diarreicas 3,10 x 103
A. caviae 16 Heces diarreicas 8,54 x 102
A. caviae 18 Heces diarreicas 4,60 x 102
A. hydrophila 55 Carne de cerdo 8,10 x 102
A. hydrophila 96 Mejillones 2,47 x 103
A. sobria 34 Carne de cordero 4,40 x 103
A. sobria 92 Gambas 3,02 x 103
A. caviae 54 Carne de cerdo 1,17 x 102
A. caviae 97 Mejillones 3,67 x 103
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Tabla IV.19 - Influencia de la temperatura en el crecimiento de seis cepas diarreicas y seis alimentarias de Aeromonas
spp. méviles a pH 7, 0,5% de cloruro sédico y diferentes tiempos de incubacién

Temperatura
(°C)

10

28

45

Horas de
Incubacién

384

216

48

48

384

Origen

Diarreico
Alimentario

Diarreico
Alimentario

Diarreico
Alimentario

Diarreico
Alimentario

Diarreico
Alimentario

Parametros de crecimiento
g M
Horas N° cepas Horas N° cepas

236,97 2 N.D. 0 19,235 0,179
188,78 5 236,5 4 9,254 0,585
61,05 6 104,778 6 5,772 0,871
58,76 6 94,17 6 4,678 1,024
8,33 6 13,296 6 0,652 0,839
8,79 6 14,467 6 0,747 0,745
8,82 6 17,01 0 0,95 0,336
10,53 5 ND 0 1,362 0,25
‘ ND 0 ND 0 ND ND
ND 0 ND 0 ND ND

D: Tiempo (horas) que tarda en detectarse crecimiento; P: Tiempo (horas) necesario para alcanzar una tasa bacteriana de 1E9 ufc/ml; g: Tiempo de
generacion (media de los valores registrados en las cepas que crecieron); M: Méxima absorbancia detectada durante la incubacion (media de los
valores registrados en las cepas que crecieron); ND: Crecimiento no detectado



Tabla IV.20 - Influencia de la concentraccién de cloruro sodico en ¢l crecimiento de seis cepas diarreicas y seis
alimentarias de Aeromonas spp. moviles a pH 7, 28°C y diferentes tiempos de incubacién

CINa Horasde  Origen Parametros de crecimiento
(%) Incubacién
D P : g M
Horas N° cepas | Horas N° cepas i
0.5 48 Diarreico 8,78 6 12,87 6 0,536 0.837
Alimentario 9,44 6 14,368 6 0,648 0,772
<
25 48 Diarreico 12,58 6 : 18,08 6 0,72 0,66 -
Alimentario 13,53 6 i 19,237 6 0,75 0.577
45 384 Diarreico 51,04 3 ND 0 14,995 0,199
Alimentario 58,16 3 ! ND 0 14,227 0,22
6.5 384 Diarreico ND 0 i ND 0 ND ND
Alimentario ND 0 ND 0 ND ND

D: Tiempo (horas) que tarda en detectarse crecimiento; P: Tiempo {horas) necesario para alcanzar una tasa bacteriana de 1E9 ufc/ml; g: Tiempo de
generacion (media de los valores registrados en las cepas que crecieron); M: Maxima absorbancia detectada durante la incubacion (inedia de los
valores registrados en tas cepas que creciercn), ND: Crecimiento no deteciado
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Tabla V.21 - Influencia del pH en el crecimiento de seis cepas diarreicas y seis alimentarias de Aeromonas spp.
mdéviles a 28°C, 0,5% de cloruro sodico y diferentes tiempos de incubacion

pH Horasde  Origen Parametros de crecimiento
Incubacién
D P g M
Horas N° cepas Horas N° cepas

3.5 384 Diarreico ND 0 ND 0 ND ND
Alimentario ND 0 ND 0 ND ND

4,5 384 Diarreico ND 0 ND 0 ND ND
Alimentario 58,53 2 ND 0 10,65 0,249
6 48 Diarreico 10,31 6 14,15 4 0,73 0,802
Alimentario 11,18 6 16,63 5 0,82 0,694
7 43 Diarreico 8,64 6 12,92 6 0,56 0,831
Alimentario 9,08 6 14,1 6 0,66 - 0,755

8.5 48 Diarreico 89 6 12,66 6 0,49 0,91
Alimentario 8,41 6 12,77 6 0,57 0,985

D: Tiempo (horas) que tarda en detectarse crecimiento; P: Tiempo (horas) necesario para alcanzar una tasa bacteriana de 1E9 ufc/ml; g: Tiempo de
generacion (media de los valores registrados en las cepas que crecieron); M: M4axima absorbancia detectada durante la incubacién (media de los
valores registrados en las cepas que crecieron); ND: Crecimiento no detectado



Tabla 1V.22 - Influencia de la concentracién de nitrito sédico en el crecimiento de seis cepas diarreicas y seis

alimentarias de Aeromonas spp. méviles a 28°C, pH 7, 0,5% de cloruro sédico y diferentes tiempos de incubacién

Nitrito sddico Horas de
Incubacion

(ug/mb)

63

125

250

500

1000

48

48

438

48

168

168

Origen

Diarreico
Alimentario
Diarreico
Alimentario
Diarreico
Alimentario
Diarreico
Alimentario
Diarreico
Alimentario
Diarreico
Alimentario

Parametros de crecimiento
g M

Horas N° cepas Horas N° cepas
8,53 6 13,05 6 0,59 0,847
9,08 6 15,33 6 0,83 0,843
8,48 6 12,92 6 0,58 0,812
9,2 6 15,34 6 0,81 0,919
8,55 6 13,6 5 0,66 0,815
971 6 16,18 6 0,85 0,897
9,05 6 14,83 4 0,76 0,774
10,05 6 17,61 6 1,00 0,683
12,71 6 19,81 3 0,94 0,691
13,42 6 21,58 2 1,08 0,589
2293 4 42.66 2 2,61 0,415
23,17 6 3745 1 1,89 (0,335

D: Tiempo (horas) que tarda en detectarse crecimiento; P: Tiempo (horas) necesario para alcanzar una tasa bacteriana de 1E9 ufe/ml; g: Tiempo de
generacion (media de los valores registrados en las cepas que crecieron); M: Méxima absorbancia detectada durante 1a incubacién (media de los
valores registrados en las cepas que crecieron)
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Tabla IV.23 - Crecimiento de seis cepas diarreicas y seis alimentarias de Aeromonas spp. méviles, frente a diferentes combinaciones
de cloruro sédico, pH y nitrito sédico a 4°C

Condiciones de cultivo cepas diarreicas cepas alimentarias
N° Temp. CiNa pH NO,Na Horas D P g M % D P g M
(%) (ug/ml) incub. horas N°cepas horas N°cepas § horas N°cepas horas N°cepas

1 4C 05 6 0 384 ND  0/6 ND 0/6 ND ND i ND 0/6 ND  0/6 ND ND
2 4#C 05 6 62 384 ND  0/6 ND 0/6 ND ND & ND 0/6 ND 0/6 ND  ND
3 4C 05 6 125 384 ND 0/6 ND O0/6 ND ND . ND O0/6 ND 0/6 ND ND
4 4C 05 6 250 384 ND 0/6 ND 0/6 ND ND | ND  0/6 ND  0/6 ND ND
S 4C 05 6 S00 384 ND 0/6 ND  0/6 ND ND . ND 0/6 ND  0/6 ND  ND
6 4°C 05 6 1000 384 ND 0/6 ND 0/6 ND ND [ ND 0/6 ND  0/6 ND ND
7 4C 05 7 0 38 29001 2/6 ND 0/6 2212 0162 i 22116 5/6 25582 4/6 785 0,488
8 4C 05 7 62 384 ND  0/6 ND  0/6 ND ND g 22428 5/6 27413 416 934 0,688
9 4C 05 7 125 384 ND 0/6 ND 0/6 ND ND | 24136 5/6 28761 3/6 1067 0652
10 4°C 05 7 250 384 ND 0/6 ND 0/6 ND ND | 27088 4/6 31670 2/6 1434 0527
11 4C 05 7 500 384 ND 0/6 ND  0/6 ND ND g 342,38 1/6 ND.  0/6 2307 0175
12 4C 05 7 1000 38 ND 0/6 ND O0/6 ND ND | ND 0/6 ND 0/6 ND ND
13 4C 05 85 ' 0 38 28811 3/6 36860 1/6 1015 0394 ; 20134 6/6 23943 5/6 854 0755
14 4°C 05 85 62 384 31818 3/6 37720 1/6 1367 0334 . 21452 6/6 24701 5/6 985 0,746
15 4°C 05 85 125 38 31380 3/6 ND  0/6 1592 0287 23501 6/6 26849 5/6 9,84 0,694
16 4°C 05 85 250 384 32845 3/6 ND /6 2342 0223 _ 23998 6/6 25887 4/6 1156 0645
17 4C 05 85 500 38 33051 3/6 ND 0/6 2204 0200 | 24333 6/6 26878 d4/6 1367 0544

:i;f (contimia)

D: Tiempo (horas) que tarda en detectarse crecimiento; P: Tiempo (horas) necesario para alcanzar una tasa bacteriana de 1E9 ufc/ml.; g: Tiempo (horas) de generacion (media de los
valores registrados en las cepas que crecieron); M: Méxima absorbancia detectada (media de los valores registrados en las cepas que crecieron); ND: Crecimiento no detectado; En negrita
las diferencias del nimero de cepas D y P en funci6n de su origen (diarreico o alimentario)



Tabla IV.23 (continuacién)

Condiciones de cultivo cepas diarreicas cepas alimentarias
N° Temp. CINa pH NO,Na Horas D P g M D P g M
(%) (ug/ml) incub.  horas N°cepas horas N°cepas horas N°®cepas horas N°cepas
18 4°C 05 85 1000 384 338,15 1/6 ND 0/6 21,86 0,150 26708 576 30837 4/6 19,58 0,407
19 4°C 25 6 0 384 . ND 0/6 ND 0/6 ND ND ND 0/6 ND 0/6 ND ND
20 4°C 25 6 62 384 ND 0/6 ND 0/6 ND ND ND 0/6 ND 0/6 ND ND
21 4°C 25 6 125 384 ND 0/6 ND 0/6 ND ND ND 0/6 ND 0/6 ND ND
22 4C 25 6 250 384 ND 0/6 ND 0/6 ND ND ND 0/6 ND 0/6 ND ND
23 4C 25 6 500 384 ND 0/6 ND 0/6 ND ND ND 0/6 ND 0/6 ND ND
24 4°C 25 6 1000 384 ND 0/6 ND 0/6 ND ND ND ¢/6 ND 0/6 ND ND
25 4C 25 1 1] 384 32599 2/6 ND 0/6 36,18 0116 27299  2/6 36192 2/6 11,76 0475
26 4°C 25 7 62 384 ND 0/6 ND 0/6 ND ND 245,15 4/6 28644 2/6 12,42 0,540
27 4C 25 1 125 384 ND 0/6 ND 0/6 ND ND 250,18  3/6 20458 2/6 9,98 0,664
28 4°C 25 7 250 384 ND 0/6 ND 0/6 ND ND 313,32 3/6 ND G/6 2051 G236
20 4C 25 7 500 384 ND 0/6 ND 0/6 ND ND ND 0/6 ND 0/6 ND ND
30 4°C 25 7 1000 384 ND 0/6 ND 0/6 ND ND ND 0/6 ND G6/6 ND ND
31 4°C 25 85 0 384 ND - 0/6 ND 0/6 ND ND 205,45 3/6 25982 3/6 7,19 0,812
32 4°C 25 85 62 384 ND 0/6 ND 0/6 ND ND 213,50 3/6 279,15 3/6 8,90 0,705
33 4°C 25 8BS 125 384 ND 0/6 ND 0/6 ND ND 20542 3/6 26649 3/6 8.07 0,750
4 4°C 25 B85 250 384 ND 0/6 ND 0/6 ND ND 23488 3/6 30024  3/6 8,64 0,685
35 4°C 25 85 500 384 ND 0/6 ND 0/6 ND ND 263,16  4/6 31894 3/6 16,57 0478
36 4°C 25 85 1000 334 ND 0/6 ND 0/6 ND ND 25385 3/6 30858 1/6 19.53 0399

D: Tiempo (horas) que tarda en detectarse crecimiento; P: Tiempo (horas) necesario para alcanzar una tasa bacteriana de 1E9 ufc/ml.; g: Tiempo (horas) de generacidn (media de los
valores registrados en las cepas que crecieron); M: Mixima absorbancia detectada (media de los valores registrados en las cepas que crecieron); ND: Crecimiento no delectado; En negrita
las diferencias del nimero de cepas D y P en funcién de su origen (diarreico o alimentario}
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Tabla 1V.24 - Crecimiento de sels cepas diarreicas y seis alimentarias de Aeromonas spp. méviles, frente a diferentes combinaciones

de clorurg sédico, pH y nitrito sédico a 10°C

Condiciones de cultivo cepas diarreicas cepas alimentarias
N° Temp. CINa pH NO,Na Horas D P g P g M
(%) (ug/ml) incub. horas N°cepas horas N°cepas horas N°®cepas horas N°cepas

1 10°C 05 6 0 216 6/6 12394 2/6 778 6/6 10268 2/6 152 0634
2 1°C 05 6 62 216 16540 3/6 18325 2/6 816 5/6 14637 2/6 1065 0591
3 10°C 05 6 125 216 ND ©/6 ND 0/6  ND 2/6 19126 1/6 681 0472
4 10°C 05 6 250 216 ND 0/6 ND 0/6 ND ND 7 ND 0/6 ND 0/6 ND ND
5 10°C 05 6 50 216 ND 0/6 ND 0/6 ND ND ND 0/6 ND 0/6 ND ND
6 1°C 05 6 1000 216 ND 0/6 ND 0/6 _ND ND 7 ND O0/6 ND 0/6 ND ND
7 1°0Cc 05 7 0 216 5897 o6/6 999 3/6 [652][0667]: 6906 6/6 10425 6s/6 | 465 || 1,036
8 10°C 05 7 62 216 7051 6/6 10944 3/6 663 | 07 |7 7184 6/6 11217 S5/6 533 | 1011
o 1°C 05 7 125 216 7879 6/6 14086 2/6 1039 0563 g 8561 6/6 11995 S§/6 138 08
10 1°C 05 7 250 216 10423 6/6 [16452] 2/6 1375 0487 . 8543 5/6 2/6 964 0623
11 1°C 05 7 500 216 17059 3/6  ND  0/6 2226 0164 . 13907 5/6 19397 1/6 1398 0327
2 10°C 05 7 100 216 ND ©/6 _ND . 0/6 ND ND i 197,14 1/6 _ND  0/6 1538 0209
13 10)c 05 85 0 206 [7;311] 6/6 [10995] 6/6 487 0989 | [5619] 6/6 [8326] 6/6 358 1,092
4 10°C 05 B85 62 216 |7484] 6/6 [10888) 6/6 450 1001 i:[s61s| 6/6 [8465] 6/6 377 1052
i5 10°C 05 85 125 216 |7494| 6/6 11307 6/6 504 0984 | [5936] 6/6 10212 6/6 565 1017
16 10°C 05 85 250 216- 7324 6/6 12839 6/6 729 0833 . 6039 6/6 10050 5/6 818 0388
17 10°C 05 85 500 216 6/6 14804 6/6 987 068 | [5838] 6/6 11921 6/6 1079 0754

i (continda)

D: Tiempo (horas) que tarda en detectarse crecimiento; P: Tiempo (horas) necesario para alcanzar una tasa bacteriana de 1E9 ufe/ml.; g: Tiempo (horas) de generacion (media de los
valores registrados en las cepas que crecieron); M: Mixima absorbancia detectada (media de los valores registrados en las cepas que crecieron); ND: Crecimiento no detectado; En negrita
las diferencias Jel nimero de cepas D y P en funcién de su origen (diarreico o alimentario); Sc han enmarcado los valores D, P, g y M cuando coincidiendo el nimero de cepas D y P,
existian diferencias significativas (p < 0,05) cntre ccpas clinicas y alimentarias




Tabla 1V.24 (continuaciéon) |

Condiciones de cultivo | cepas diarreicas cepas alimentarias
N° Temp. CiNa pH NO,Na Horas D | 'd g M D P g M
(%) (ug/mi) incub. horas N°cepas heoras N°cepas horas N°cepas horas N°cepas
18 10°C 05 85 1000 216 76,27 6/6 170,57 6/6 1247 0,546 60,55 6/6 12932 5/6 12,95 0,659
19 10°C 25 6 0 216 [15823] 6/6 21602 1/6 0203  {10336] 6/6 15787 376 [ 7201 ] 0498
20 10°C 25 6 62 216 ND 0/6 ND 0/6 ND  ND 15084 6/6 17416 4/6 21385 0305
21 10°C 25 6 125 216 ND 0/6 ND 0/6 ND ND ND 0/6 ND 0/6 ND ND
22 10°C 25 6 250 216 ND 0/6 ND 0/6 ND ND ND 0/6 ND 0/6 Nb ND
23 10°C 25 6 500 216 ND 0/6 ND 0/6 ND ND ND 0/6 ND 0/6 ND ND
24 10°C 25 6 1000 216 ND 0/6 ND 0/6 ND ND ND 0/6 ND 0/6 ND ND
25 10°C 25 7 0 216 131,31] 6/6 197,37 3/6 11,89 1] 0,371 90,79 6/6 125,13 §/6 6,20 | | 0,639
26 10°C 25 7 62 216 127,58] 6/6 190,72 5/¢ 9,40 0,44 92,761 66 13682 6/% 5,83 110,663
27 10°C 25 7 125 216 |12820] 6/6 19897 4/6 1085 0437 9405| 6/6 13852 5/6 7.63 0597
28 10°C 25 7 250 216 [15322] 6/6 25353 2/6 1461 0,306 114,17 6/6 15768 3/6 10,96 0,466
29 10°C 25 7 500 216 17428 3/6 ND 0/6 2243 0,187 150,31 5/6 211,74 2/6 11,10 0,341
30 10°C 25 7 1000 216 _ND  0/6 ND _ 0/6 ND _ ND 16944 3/6 21395 1/6 9,97 0308
31 10°C 25 85 0O 216 | 109‘,97! 6/6 149,591 6/6 5.24 {0,686 | 7741 6/6 11990 6/6 559 | 0,834
2 1°C 25 85 62 216 [u41s| 6/6 [15796] 6/6 579 [0652] [8022] 6/6 [12295] 6/6 566 | 0.797

179411 6/6 12726 646 633 0818

79751 616 6/6 812 0723

33 10°C 25 85 125 216 ]11030] 6/6 15625 6/6 607 0,716
34 10°C 25 85 250 26 (11194] 676 6/6 826 0,606

35 10°C 2,5 85 500 216 114,79] 6/6 17727 3/6 959 0431 . l76451 6/6 12262 4/6 10,10 0,628
36 10°C 25 85 1000 216 [130,75] 6/6 31841 1/6 1827 [0270] @ | 77601 6/6 13730 4/6 13,18 | 0,503

D: Tiempo (horas) que tarda en detectarse crecimiento; P: Tiempo (horas) necesario para alcanzar una tasa bacteriana de 1E9 ufc/ml.; g: Tiempo (boras) de generacion (media de los
valores registrados en las cepas que crecieron); M: Mixima absorbancia detectada (media de los valores registrados en las cepas que crecieron); ND:; Crecimiento no detectado; En negrita
las diferencias del niimero de cepas DD y P en funcién de su origen (diamreico o alimentario); Se han enmarcado los valores D, P, g y M cuando coincidiendo ei nimero de cepas D y P,

existian diferencias significativas {p < 0,05) entre cepas clinicas y alimentarias
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Tabla IV.25 - Crecimiento de seis cepas diarreicas y seis alimentarias de Aeromonas spp. méviles, frente a diferentes combinaciones
de clorur» sédico, pH y nitrito sédico a 28°C

Condiciones de cultivo cepas diarreicas cepas alimentarias
N° Temp. CINa pH NO,Na Horas D P g M D P g M
(%) (ug/ml) incub.  horas N°cepas horas N°cepas N®cepas horas N°cepas

b ¢ 0S5 6 0 48 10,47 6/6 1406 4/6 0,70 0,823 6/6 16,04 5/6 080 0686
2 28C 05 6 62 4 1258 6/6 1558 476 09t 0813 6/6 2063 4/6 1L11 0614
3 28°C 05 6 125 48 1574 6/6 2/6 139 0620 6/6 216 139 0445
4 28°C 65 6 250 48 31,46 6/6 40,19 2/6 272 0299 5/6 4323 1/6 3,10 0233
5 28°C 05 6 500 48 ND 0/6 ND 0/6 ND ND 0/6 ND 0/6 ND  ND

6 28°C 05 & 1000 438 ND 0/6 ND  0/6 ND ND 016 ND  0/6 ND  ND

7 28C 05 7 O 43 860 6/6 1293 6/6 057 0,844 6/6 1471  6/6 070 0,743
8 28°C 05 7 62 48 882 6/6 1326 6/6 0,58 0,906 6/6 14,67 6/6 066 0870
9 28°C 05 7 125 48 898 6/6 1378 576 069 0,900 6/6 1563 6/6 076 0922
10 28°C 05 7 250 48 954 6/6 1537 476 081 0,747 6/6 1743 5/6 09 0,638
11 28C 05 7 SO0 48 1148 6/6 1756 376 1,12 0,586 13,22 616 2324 276 1,14 0401
12 28°C 05 7 1000 48 2411  4/6 4054 2/6. 140 0378 21,52 6/6 4120 1/6 210 0279
13 28°C 05 85 O 48 885 6/6 1238 6/6: 046 0977 894 6/6 1299  6/6 053 0,969
14 28°C 05 85 62 43 888  6/6 1231 6/6 045 1022 ¢ 900 6/6 1269 6/6 048 1,113
15 28°C 05 85 125 48 939  6/6 1300 6/6 047 1015 . 902 6/6 1295  6/6 0,52 1,132
16 28°C 05 85 250 48 941 6/6 1337  6/6 0,52 0982 g 911 6/6 13,58 6/6 059 1,063
17 28°C 05 85 500 48 993  6/6 1457 6/6 060 0895 é 928  6/6 1427  6/6 066 0879

% (continda)

D: Tiempo (horas) que tarda en detectarse crecimiento; P: Tiempo (horas) necesario para alcanzar una tasa bacteriana de 1ES ufc/mi.; g: Tiempo (horas) de generacion (media de los
valores registrados cn las cepas que crecieron); M: Mixima absorbancia detectada (media de los valores registrados en las cepas que crecicron); ND: Crecimiento no detectado; En negrita
las diferencias del niimero de cepas D y P en funcién de su origen (diarreico o alimentario); S¢ han enmarcado los valores D, P, g y M cuando coincidiendo el nimero de cepas DyP,
existian diferencias significativas (p < 0,05) entre cepas clinicas y alimentarias



Tabla 1V.25 {continuacién)

Condiciones de cultivo cepas diarreicas cepas alimentarias

N° Temp. CINa pH NO,Na Horas D P g D P g M

horas N°cepas boras N"cepas

(%) (ug/ml) incub. horas N°cepas horas N°cepas

18 28°C 05 85 1000 48 1030 6/6 15,78 6/6 0,72 941 6/6 15,45 5/6 0,80 0,709
19 28°C 25 6 0 48 15,65 6/6 22,13 5/6 1,07 17,43 5/6 2049 3/6 2,32 0471
20 28°C 25 6 62 48 17,93 6/6 25,01 4/6 113 20,35 6/6 24,17 3/6 166 0524
21 28°C 25 6 125 48 2240 6/6 33,47 3/e6 2,02 24,17 6/6 3289 3/6 1,97 0487
22 28°C 25 6 250 48 26,16 1/6 36,84 1/6 141 30,58 1/6 ND 0/6 403 0,19
23 28°C 25 6 500 48 ND 0/6 ND 0/6 ND 0/6 ND /6 ND ND

24 28°C 25 6 1000 48 ND 0/6 ND 0/6 ND 0/6 ND 0/6 ND ND

25 28°C 25 7 0 48 1386 6/6 1902 6/6 0,68 6/6 1960 6/6 0,68 0604
26 28°C 25 7 62 48 1406 6/6 18,59 6/6 0,60 6/6 19,05 6/6 060 0,647
27 8°C 25 17 125 48 150 6/6 17,75 5/6 0,82 6/6 1994 6/6 0,65 0,668
28 28°C 25 7 250 48 1645 6/6 19,83 4/6 0,97 6/6 2228 6/6 0.8% 0,636
29 28°C 25 7 500 48 18,19 6/6 22,51 4/6 1,04 6/6 2648 3/6 1,29 0449
0 28°C 25 7 1000 43 2346 5/6 35,33 3/6 1,51 6/6 ND 0/6 298 0282
31 28°C 25 85 0 48 13,35 6/6 16,98 6/6 0,48 6/6 17,65 6/6 053 0.684
32 28°C 25 85 62 48 1400 6/6 18,82 6/6 0.64 6/6 18,16 6/6 0,56 0648
33 28°C 25 85 125 48 13,93 6/6 18,93 6/6 0,66 6/6 18.71 6/6 0,54 0,757
34 28°C 25 85 250 48 1577 6/6 22,85 6/6 0,78 6/6 21,39 646 0,85 0,685
35 28°C 25 85 500 48 14,05 5/6 23,41 5/6 1,24 6/6 22,91 6/6 1,05 0.629
36 28°C 25 85 1000 48 1480 4/6 2556 4/6 1,41 G/ 6 2606 5/6 1,65 0,507

D: Tiempo (horas) que tarda en detectarse crecimiento; P: Tiempo (horas) necesario para alcanzar una tasa bacteriana de 1E9 ufc/ml.; g: Tiempo (horas) de generacion (media de los
valores registrados en las cepas que crecieron); M: Mixima absorbancia detectada (media de los valores registrados en las cepas que crecieron); ND: Crecimiento no dutectado; En negrita

las diferencias del niimero de cepas D y P en funcién de su origen (diarreico o alimentario)
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Tabla 1V.26 - Crecimiento de seis cepas diarreicas y seis alimentarias de Aeromonas spp. méviles, frente a diferentes combinaciones

de clorure sodico, pH y nitrito sédico a 37°C

Condiciones de cultivo cepas diarreicas cepas alimentarias
N® Temp. CINa pH NO,Na Horas D P g g M
(%) (ug/ml) incub. horas N°cepas horas N°cepas N®cepas horas N°cepas
1 37°C 05 6 0 48 13,18 6/6 ND 0/6 1,38 3/6 ND 0/6 2,58 0,213
2 37°C 05 6 62 48 12,87 6/6 ND 0/6 1,51 5/6 ND 0/6 2,09 0,199
3 37°C 05 6 125 48 15,04 6/6 ND 0/6 1,50 4/6 ND 0/6 2,04 0,187
4 37°C 05 6 250 48 29,03 3/6 ND 0/6 5,61 2/6 ND 0/6 5,14 0,150
5 37°%C 05 6 500 43 ND 0/6 ND 0/6 ND 0/6 ND 0/6 ND ND
6 37°C 05 6 1000 48 ND 0/6 ND 0/6 ND 0/6 ND 0/6 ND ND
7 37°C 05 7 0 48 9,30 6/6 16,89 1/6 0,91 5§76 ND 0/6 1.43 0,195
8§ 37°C 05 17 62 48 9,05 6/6 13,60 1/6 0,92 6/6 24,17 1/6 1,38 0,247
9 3°C 05 7 125 48 8,96 6/6 ND 0/6 0,96 6/6 22,50 1/6 1,14 0,342
10 37°C 05 7 250 48 9,16 6/6 ND 0/6 1,11 6/6 2422 1/6 1,27 0,311
11 37°C 0,5 7 500 48 10,62 6/6 ND 0/6 145 6/6 ND 0/6 1,60 0,271
12 37°C 05 7 1000 48 15,49 6/6 ND 0/6 228 6/6 ND 0/6 2,36 0,200
13 37°C 05 B85 0 48 8,49 6/6 13,27 6/6 0,63 576 13,82 576 0,62 0,523
14 37°C 05 85 62 48 9,09 6/6 14,52 6/6 0,72 5/6 14,61 4/6 0,72 0,443
15 37°C 05 85 125 48 8,85 6/6 ND 6/6 0,79 5/6 14,36 4/6 0,64 0,526
16 37°C 05 85 250 48 8,97 6/6 13,72 1/6 091 5/6 14,70 4/6 0,69 0,488
17 37°C 05 85 500 48 941 6/6 13,40 1/6 1,01 5/6 17,88 3/6 0,95 0,389
(continda)

D: Tiempo {horas) que tarda en detectarse crecimiento; P: Tiempo (horas) necesario para alcanzar una tasa bacteriana de 1E9 ufc/ml.; g: Tiempo (horas) de generacion (media de los
valores registrados en las cepas que crecieron); M: Mixima absorbancia detectada (media de los valores registrados en las cepas que crecieron); ND: Crecimiento ne detectado; En negrita
las diferencias del nimero de cepas D y P en funcidn de su origen (diarreico o alimentario)



Tabla IV.26 (continuacion)

Condiciones de cultivo

cepas diarreicas

cepas alimentarias

N°® Temp. CINa pH NOzNa Horas
(%)

18 37°C
19 37°C
20 37°C
21 37°C
22 37°C
23 37°C
24 37°C
25 37°C
26 37°C
27 37°C
28 37°C
29 37°C
30 37°C
31 37°C
12 37°C
33 37°C
34 37°C
35 37°C
36 37°C

05
25
2,5
25
25
2,5
2,5
2,5
25
25
2,5
2.5
2,5
2,5
25
2.5
2,5
2,5
2,5

NNNNNoaa oo

g 00 00 0
th Lh th La

8,5
8,5

(ug/ml) incub.

1000 48
0 48
62 48
125 48
250 48
500 48
1000 48
0 48
62 48
125 48
250 48
500 48
1000 48
0 48
62 48
i25 48
250 48
500 48
1000 48

D P g D P g M
horas N°'cepas horas N°cepas horas N°cepas horas N°cepas
9,80 6/6 ND 0/6 1,11 11,35 5/6 ND 0/6 1,28 (321
15,99 5/6 ND 0/6 2,09 12,43 1/6 20,13 1/6 1,01 0,397
18,41 6/6 26,87 4/6 2,17 25,11 3/6 1892 '1/6 2,34 029
20,07 576 27,41 3/6 2,98 4023 2/6 20,78 1/6 1200 0344
ND 0/6 ND 0/6 ND 076 ND 0/6 ND ND
ND 0/6 ND 0/6 ND 0/6 ND 0/6 ND ND
ND 0/6 ND 0/6 ND 0/6 ND /6 ND ND
1241 6/6 15,65 1/6 1,20 576 15,57 1/6 1,39 0,358
11,27 6/6 17,60 5/6 0,91 5/6 1904 3/¢ 1,23 040l
11,27 6/6 17,28 4/6 086 5/6 1748 2/6 1,38 0456
11,83 6/6 18,49 4/6 0,94 5/6 22,74 1/6 1,59 0357
13,34 6/6 21,80 2/6 1,39 5/6 ND 0/6 2,67 0278
1980 6/6 ND 0/6 3,24 4/6 ND 0/6 358 0,238
9,82 6/6 15,20 6/6 0,71 : 576 16,38  3/6 070 0460
9.87 6/6 15,72 6/6 0,77 516 1664 3/6 0,82 4,381
992 6/6 15,41 6/6 0,72 5/6 1797 4/6 0,69 0489
10,74 6/6 17,08 5/6 0,89 5/6 18,99 /e 118 0,387
1074 6/6 16,61 3/6 0,97 5/¢6 20,76 4/6 Lig 0417
1254 6/6 ND 0/6 1,93 5/6 ND 0/6 1,47 0324

D: Tiempo (boras) que tarda en detectarse crecimiento; P; Tiempo (horas) necesario para alcanzar una tasa bacteriana de 1E9 ufc/mi.; g: Tiempo (horas) de generacitn (media de los
valores registrados en las cepas que crecieron), M: Mixima absorbancia detectada (media de los valores registrados en las cepas que crecieron); ND: Crecimiento no detectado; En negrita
las diferencias del nimero de cepas D y P en funcidn de su origen (diarreico o alimentario)
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Tabla IV.27 - Tipos de hemdlisis de las cepas de Aeromonas spp. mévlles sobre agar sangre de caballo y de cordero a distintas temperaturas y

tiempos de incubacién

Orlgen. N° cepas N° de cepas hemoliticas (%)
probadas
Agar sangre de caballo Agar sangre de cordero
20°C-50h. 28°C-24h, 37°C-18h. 20°C-50h. 28°C-24h. 37°C-18h.
o p o p o B o p o B o p
- Diarreicas 15 1(6,7) 12(80,0) 3(20,0) 12(80,0) 4(266) 11(73,3) 7(46,7) 4267y 9(60,0) 4267 11(73,3) 0(0,0)

Alimentarias 81 14 (17,3) 63 (77,8) 15(18,5) 62 (76,5} 16(19,8) 62 (76,5)

CECT 4 125,00 3(7500 00,0y 410000 0(0,0) 4(100,0)

‘Fotal 100 16 (16,0) 78 (78,0) 18 (18,0) 78 (78,0) 20(20,0) 77 (77.0)

35 (43,2) 31 (38,3) 33(40,7) 34 (42,0)

4(100,0) 0(0,0) 4(100,00 000

46 (46,0) 35 (35,0) 46(46,0) 38 (38.,0)

31 (38,3) 37¢(45.7)

4 (100,00 0(0,0)

46 (46,0) 37 (37,0)

CECT - Coleccion Espaiiola de Cultivos Tipo



Tabla IV.28 - Actividad hemolitica, sobre eritrocitos de conejo y cordero, del sobrenadante completo de las cepas de
Aeromonas spp., incubadas a 7°C durante 336 h.

Origen Eritrocitos de conejo Eritrocitos de cordero

N° de cepas Titulo hemolitico N° de cepas Titulo hemolitico

probadas hemolfticas X D.S. Max. Min.  probadas hemolfticas X D.S. Max. Min.

Diarreicas 15 9 84,00 100,40 256 4 15 2 6,00 2,83 8 4
Alimentarias 81 40 113,40 22738 1024 4 81 12 20,00 26,59 64 4
CECT 4 3 3733 2444 64 16 4 0 ND _ . L
Total 100 52 103,92 203,82 1024 4 100 14 18,00 2499 64 4

Titulo hemolitico - Inversa de la dilucién mas alta en la que se observa 100% de hemolisis
CECT - Coleccién Espariola de Cultivos Tipo

X - Media aritmética; D. S, - Desviacion estandar; Max - Valor miximo; Min - Valor mfnimo
ND - Actividad hemolftica no detectada
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Tabla [V.29 - Actividad hemolitica, sobre eritrocitos de conejo y cordero, del sobrenadante completo de las cepas de Aeromonas
spp., incubadas a 20°C durante 50 h.

rigen Eritrocitos de conejo ' ‘ Eritrocitos de cordero

N° de cepas Titulo hemolitico N° de cepas Titulo hemolftico

probadas hemoliticas X D.S. Max. Min.  probadas hemolfticas X D.S. Max. Min.

Diarreicas 15 14 92,86 139,69 512 4 15 6 8,00 6,20 16 4
Alimentarias 81 66 341,58 589,95 4096 4 81 37 2476 45,75 256 4
CECT 4 4 161,00 235,70 512 4 4 1 16,00 __ 16 16
Total 100 84 291,52 535,81 4096 4 1060 44 22,27 4233 256 4

Titulo hemolitico - Inversa de la dilucién més alta en la que se observa 100% de hemolisis

CECT - Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo
X - Medra aritmética; D. S. - Desviaci6n estdndar; Max - Valor méximo; Min - Valor mfnimo



Tabla 1V.30 - Actividad hemolitica, sobre eritrocitos de conejo y cordero, del sobrenadante completo de las cepas de Aeromonas
SpP., incubadas a 28°C durante 24 h,

Qrigen : Eritrocitos de conejo _ Eritrocitos de cordero

N° de cepas Titulo hemolftico N° de cepas Titulo hemolftico

probadas hemoliticas X D.S. Max. Min probadas hemolfticas X D.S. Max. Min.

Diarreicas 15 14 87,43 83,03 256 4 15 5 16,80 13,97 32 4
Alimentarias 81 77 151,95 17390 1024 4 81 49 2049 22,15 128 4
CECT 4 4 224,00 192,00 512 128 4 4 20,00 8,00 32 16

I
Total 100 95 145,47 16546 1024 4 100 58 20,14 20,76 128 4

Titulo hemolitico - Inversa de la dilucién més alta en la que se observa 100% de bhemolisis

CECT - Coleccion Espaiicla de Cultivos Tipo
X - Media aritmética; . S. - Desviacién estdndar; Max - Valor maximo; Min - Valor minimo
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Tabla V.31 - Actividad hemolitica, sobre eritrocitos de conejo y cordero, del sobrenadante completo de las cepas de Aeromonas
spp., incubadas a 37°C durante 18 h.

Origen Eritrocitos de conejo Eritrocitos de cordero

N° de cepas -~ Titulo hemolitico N° de cepas Titulo hemolftico

probadas hemolfticas X  D.S. Max. Min.  probadas hemolfticas X D.S. Max. Min.

Diarreicas 15 14 112,86 133,69 512 4 15 1 4,00 o 4 4
Alimentarias 81 65 365,66 637,45 4096 4 81 37 47,68 8947 512 4
CECT 4 4 290,00 490,04 1024 8 4 2 4,00 0,00 4 |
Total 100 83 319,37 581,19 4096 4 100 40 4440 86,75 512 4

Titulo hemnolftico - Inversa de la dilucién mis alta en la que se observa 100% de hemolisis
CECT - Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo
X - Media aritmética; D. S. - Desviacién estandar; Max - Valor méximo; Mip - Valor minimo



Tabla IV.32 - Actividad proteolitica sobre azocaseina y elastina de las cepas de Aeromonas spp.

Origen sobre azocaseina sobre elastina
N° de cepas Unidades proteolfticz.ts N° de cepas Unidades protedlﬂicas
probadas proteolfticas X D.S. Max. Min.  probadas proteolfticas X D.S. Max. Min.
Diarreicas 15 14 6,04 3,15 1059 1,79 15 0 ND — — _
Alimentarias 81 72 548 3,16 13,56 093 81 1 3,57 _ — —
CECT 4 2 242 146 345 1,39 4 0 ND _ — —
Total 100 88 550 3,15 13,56 093 100 1 3,57 - — —

Unidad proteolitica: Actividad enzimética que produce un incremento ¢n la absorbancia a 440 nmn de 0,1, por ml de sobrenadante

CECT: Coleccitn Espafiola de Cultivos Tipo

X: Media aritética; D.S.: Desviacion estdndar; Max.: Valor maximo; Min.: Valor mfnimo

ND: Actividad proteolitica no detectada
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Tabla IV.33 - Actividad lipolitica sobre B-naftilcaprilato de las cepas de Aeromonas spp.

N° de cepas ug de B-naftol liberados
Origen -
probadas lipolfticas X D.S. Max. Min.
Diarreicas 15 15 9,22 4,38 16,87
Alimentarias 81 81 13,15 9,60 46,46 1,82
CECT 4 4 11,39 2,52 14,04 8.08
Total 100 100 12,49 891 46,46 1,82

CECT: Colecci6én Espaiiola de Cultivos Tipo
X: Media aritmética; D. S.: Desviacién estandar; Max.: Valor m4ximo; Min.: Valor minimo




Tabla I'V.34 - Actividad citotoxica, sobre células de mieloma y células Vero, del sobrenadante completo de las cepas de Aeromonas
Spp., incubadas a 28°C durante 24 h,

Origen Células de mieloma _ Células Vero

N° de cepas Titulo citotéxico N de cepas Titulo citotéxico

probadas citotéxicas X D.S. Max. Min. probadas citot6xicas X D.S. Max. Min,

Diarreicas 15 9 428,52 360,64 960 1,67 4 9 9167 71,51 174 45
Alimentarias 81 61 621,83 487,69 21333 1,67 2 15 173,07 8406 319 31
CECT 4 4 592,08 763,60 17067 8,33 2 2 198,50 8697 260 137
Total 100 75 592,31 48576 21333 1,67 28 20 16340 8461 319 31l

Titulo citotdxico - Inversa de la dilucién més alta en la que se observa 100% de muerte en células de micloma o el 50% de muerte en células Vero
CECT - Coleccion Espaiiola de Cultivos Tipo
X - Media aritmética; D. S. - Desviacion estdndar; Max - Valor m4ximo; Min - Valor mfnimo
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Tabla IV.35 - Actividad hemaglutinante de las cepas de Aeromonas spp., con eritrocitos de conejo y
cordero

Cepas Eritrocitos de conejo Eritrocitos de cordero

Origen N°probadas  HGL-  HGL+ HGL++  HGL-  HGL+  HGL++

Diarreico 15 8(53,3%) 2(13,3%) 5(33,3%) 10(66,7%) 3(20,0%) 2(13,3%)
Alimentario 81 47 (58,0%) 11(13,6%) 23 (284%) 75(92,6%) 3(3,7%) 3(3.7%)
CECT 4 2(50,0%) 1(250%) 1(250%) 3(7150%) 0©0,0%) 1(250%)
Total 100 57(57,0%) 14(14,0%) 29 (29,0%) 88 (88.0%) 6(6,0%) 6(6,0%)

CECT - Coleccidén Espaiiola de Cultivos Tipo

HGL.- : Hemaglutinacién negativa

HGL+ : Hemaglutinaci6én débil (agregaci6n de eritrocitos incompleta o no instanténea)
HGI .++ : Hemaglutinacion fuerte (agregacién de eritrocitos completa e inmediata)




Tabla I'V.36 - Inhibicion de ta hemaglutinacion de las cepas de Aeromonas spp., en
presencia de D-manosa, L-fucosa y D-galactosa

Origen Total
Diarreico Alimentario CECT
Cepas hemaglutinantes 7 34 2 43
(Eritrocitos de conejo)
M+ F+ G+ 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0.0%)
M+ F+ G- 0 (0,0%) 2(5,9%) 0 (0,0%) 2(4,7%)
M+ F. G+ 1(143%) 4(11,8%) 0(0,0%) 5(11,6%)
Patrones de | M+ F- G- 5(71,4%) 13(38.2%) 1 (50,0%) 19 (44,2)
inhibicion | M-F-G- 00,0%) 9265%) 1(50,0%) 10 (23.3%)
M- F- G+ 1(143%) 6(17,6%) 0(0,0%) 7(16,3%)
M- F+ G- 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0.0%)
M-F+ G+ 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Cepas hemaglutinantes 5 6 1 12
{Eritrocitos de cordero)
M+ F+ G+ 3(60,0%) 0(0,0%) 0 (0,0%) 3 (25,0%)
M+ F+ G- 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
M+ F- G+ 00,0%) 30,0%) 00,0%) 3 (25,0%)
Patrones de | M+ F- G- 2(40,0%) 1(16,7%) 1(100,0%) 4 (33,3%)
inhibicion | M- F- G- 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0.0%)
M- F- G+ 0(0,0%) 2(333%) 0O©O,0%) 2 (16,7%)
M- F+ G- 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) G (0,0%)
M- F+ G+ 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) (0 (0,0%)

CECT - Coleccion Espaiola de Cultivos Tipo

M: Manosa: F: Fucosa; G: Galactosa

Se consider6 que existia inhibicién de la hemaglatinacion, cuando las cepas perdieron su capacidad
hemaglutinante o cuando la hemaglutinacién fucrte se transformé en déhil, en presencia de manosa
(M+), fucosa (T'+) o galactosa (G+)
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Tabla IV.37 - Autoaglutinacion de las cepas de Aeromonas Spp.

-

Origen N° de cepas Fenotipos de autoaglutinacién
‘ probadas
SP+ PAB+ SP+ PAB- SP- PAB+ SP- PAB-
Diarreico 15 2(13,3%) 1(6,7%) 2 (13,3%) 10 (66,6%)
Alimentario 81 3(3,7%) 12 (14,8%) 8 (9,9%) 58 (7,2%)
CECT 4 2 (50,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 2 (50,0%)
Total 100 7 (7,.0%) 13 (13,0%) 10 (10,0%) 70 (70,0%)

CECT - Coleccitn Espafiola de Cuitivos Tipo
SP - Precipitaci6n esponténea durante 12 incubaci6n del cultivo a 30°C-18h.
PAB - Precipitacion al mantener a 100°C-1h., cultivos previamente crecidos




Tabla I'V.38 - Estimaci6n de la precipitacién de las cepas autoaglutinantes (PAB+ y o SP+) de Aeromonas spp.

Precipitacién esponténea (SP) Precipitacion a 100°C-1h. (PAB)
Origen N° de cepas - % de precipitacion N° de cepas % de precipitacion
Probadas SP+ X D.S. Max. Min. Probadas PAB+ X D.S. Max. Min
Diarreicas 15 3 49,69 10,87 5815 3743 1§ 4 51,00 17,56 66,09 26,36
Alimentarias 81 15 5735 699 69,36 48,56 81 11 54,67 14,11 69,86 27.79
CECT 4 2 5240 244 54,12 50,67 4 2 64,13 11,52 72,27 5598
Total 100 20 55,70 7,60 69,36 3743 100 17 5492 1432 7227 26,36

CECT - Coleccién Espaiiola de Cultivos Tipo

SP - Precipitacién espontanea durante la incubaci6n del cultivo a 30°C-18h.

PAB - Precipitaci6n al mantener a 100°C-1h., cultivos previamente crecidos

% - Media aritmética; D. S. - Desviaci6n Estdndar; Max. - Valor mximo; Min. - Valor mfnimo
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Tabla 1V.39 - Aglutinacién en presencia de acrifiavina de las cepas de Aeromonas spp.

!

Cepas Aglutinacién con acriflavina

Origen N° probadas Acri+ Acri-
Diarreico 15 7 (46,7%) 8 (53,3%)
Alimentario 81 35 (43,2%) 46 (56,8%)
CECT 4 0 (0,0%) 4 (100,0%)
Tatal 100 42 (42,0%) 58 (58,0%)

CECT - Coleccitn Espafiola de Cultivos Tipo
Acti+ : Agregacioi bacleriana en presencia de acriflavina
Acri- : No deteccién de agregacion bacteriana en presencia de acriflavina




Tabla I'V.40 - Hidrofebicidad superficial de las cepas de Aergmonas spp.

Orlgen
Diarreicas  Alimentarias CECT Total
N° de cepas probadas: 15 81 4 100
Uni6n a filtros de nitrocelulosa:
F 11 50 2 63 (63%)
Cepas* M 4 31 1 36 (36%)
P 0 0 i 1(1%)
T 15 (100%) 81 (100%) 4 (100%) 100 (100%)
X 78,68 74,35 64,30 74,59
Porcentaje |D. S, 13,77 14,59 24,47 14,96
de unién |Max. 94 67 95,67 8359 95,67
Min, 51,33 40,28 32,24 32,24
Adsorcién a hidrocarburos:
F 0 0 0 0 (0%)
Cepas* M 1 3 ¢ 4 (5,19%)
P 6 66 1 73 (94,80%)
T 7 {46,67%) 69 (85,19%) 1(25%) 77 {(T7%)
Hexadecano _
X 15,67 15,87 4,06 15,70
Porcentaje 1D.S. 14,43 11,45 — 11,64
de adsorcién |Max. 36,33 56,49 _ 56,49
Min. 1,24 1,27 . 1,24
. F 1 13 0 14 (14%)
Cepas* M 13 67 4 84 (84%)
P 1 1 0 202%)
T 15 (100%) 81 (100%}) 4 (100%) 100 (100%)
Octano _
X 52,02 60,57 56,70 59,14
Porcentaje |D.S. 11,07 11,04 . 8,81 11,30
de adsorcién {Max 74,57 80,83 66,50 B0,83
Min 27,96 9,75 4558 975
F 0 17 1 18 (183%)
Cepas* M 15 64 3 82 (82%)
P 0 0 0 0 (0%)
T 15 (100%) 81 (100%) 4 (100%) 100 (100%)
Xileno _
X 57,90 63,52 62,73 62,65
Porcentaje {D. S. 5,57 8,55 7.47 8,32
de adsorcién [Max. 65,90 8395 70,08 83,95
Min. 50,20 4307 53,84 43,07

CECT - Coleccion kspaioia de Cultivos Tipo
* . I: Cepas fuertemente hidrofdbicas; M: Medianamente hidrofébicas; P Poeo hidrofdbicas; T: Totaies

X. .8, Max_ y Min.; - Media aritmética, Desviacion estdndar, Valor méximo y Yalor minimo, respectivamente, de las
cepas totales (T
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Tabla IV.41 - Capa S, pili cortos y rigidos (C/R) y pili largos y flexibles (L/F) observados en la superficie
de las cepas de Aeromonas Spp.

Cepas Cepas con:
Origen N° probadas Capa S pili pili
C/R L/F
= Diarreicas 15 10 (66,67%) 3 (20,00%) 0 (0,00%)
Alimentarias 81 54 (66,67%) 17 (20,99%) 4 (4,94%)
CECT 4 1 (25,00%) 2 (50,00%) 1 (25,00%)
Total 100 65 (65,00%) 22 (22,00%) 5 (5.00%)

CECT - Coleccitén Espaiiola de Cultivos Tipo




Tabla IV.42 - Actividad bioquimica (Voges Proskauer, descarboxilacién de la lisina y fermentacion de la

arabinosa) de las cepas de Aeromonas Spp-

Cepas Voges-Proskauer  Descarboxilacion Fermentacion
de la lisina de la arabinosa
Origen N° probadas Cepas positivas Cepas positivas Cepas negativas
Diarreicas 15 9 (60,00%) 10 (66,67%) 6 (40,00%)
Alimentarias 81 58 (71,60%) 40 (49,38%) 26 (32,09%)
CECT 4 3 (75.00%) 2 (50,00%) 2 (50,00%)
Total 100 70 (70,00%) 52 (52,00%) 34 (34,00%)

CECT - Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo
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Tabla IV.43 - Marcadores de alta virulencia de Aeromonas spp., en cepas diarreicas y alimentarias

Cepas No aglutinacién con No fermentacién de la
Autoaglutinacion (AA+)/ acriflavina (Acri-) / arabinosa /
Presencia de capa S autoaglutinacion tras 1h. Voges Proskauer positivo
a 100°C (PAB+)
(% de cepas) (% de cepas) (% de cepas)
Diarréicas 26,66 20,00 33,33

Alimentarias 20,98 6,17 24,69




Tabla IV.44 - Asociacién de factores de virulencia: hemaglutinacién y hemolisis

Cepas Actividad hemolitica

Caracter N°
(Titulo hemolitico)*
Hemaglutinantes 41 174,93 (£154,86)
No hemaglutinantes 55 104,60 (£164,37)
P < 0,025

* - Media arimmética (+ Desviacién estdndar)
Titulo hemolitico - Inversa de la dilucién m4s alta en la que se observa 100% de hemdlisis

‘Tabla IV.45 - Asociacion de factores de virulencia: presencia de pili y lipolisis

Cepas Actividad lipolitica
Caracter N°®
(i.g. de B-naftol)*
con pili 25 15,314 (£12,459)
sin pili 71 11,561 (£7,417)
p < 0,05

* _ Media aritmética (+ Desviacidn estandar)
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Tabla IV.46 - Asociacion de factores de virulencia: Capa S e hidrofobicidad

Cepas Hidrofobicidad

Caracter N°

(% de adsorcion al octang)*

con capa S 64 57,746 (12,029}
sin capa S 32 62,22 (19,058)
p < 0,05

* . Media artimética (+ Desviacion estdndar)

Tabla IV.47 - Asociacion de factores de virulencia: descarboxilacién de la lisina
¢ hidrofobicidad

Cepas Hidrofobicidad
Caracter N°
(% de union a FNC)*
Descarboxiladoras 50 71,555 (£15,17)
No descarboxiladoras 46 78,795 (£12,81)
p <0,001

FNC - Fitros de nitrocelulosa
* . Media artimética ( Desviacién estandar)
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Tabla I'V.48 - Factores de virulencia (proteolisis y presencia de capa S) asociados a la
no aglutinacién en presencia de acriflavina

Cepas Actividad proteolitica CapaS

Carécter N°

(Unidades proteoliticas)* (% de cepas con capa S)

No aglutinantes 54 5,599 (£3,61) 78,26
con acriflavina

Aglutinantes 42 4,204 (3,05 56
con acriflavina

p < 0,025 < 0,05

* _ Media aritmética (+ Desviacion estandar)
Unidad proteolitica - Actividad enzimética que produce un incremento de Ja absorbancia a 440 nm de 0,1 por ml

de sobrenadante
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Tabla V.49 - Factores de virulencia (proteolisis, lipolisis e hidrofobicidad) asociados a la autoaglutinacién

Cepas Actividad proteolitica  Actividad lipolitica Hidrofobicidad
Caricter N° _
(Unidades proteoliticas)*  (ug. de B-naftol)* (% unién a FNC)* (% adsorcién al octano)*
Autoaglutinantes 28 7,497 (£3,81) 7,816 (+5,38) 79,739 (£14,42) 62,558 (19,.87)
% No autoaglutinantes 58 3,956 (+2,67) 14,483 (19,60) 73,082 (£14,15) 57,883 (+11,82)
p < 0,0005 < 0,0005 < 0,025 <0,05

FNC - Filtros de nitrocelulosa

* . Media aritmética (+ Desviacion estdndar)
Unidad proteolitica - Actividad enzimatica que produce un incremento de la absorbancia a 440 nm de 0,1 por m! de sobrenadante




Tabla 1'V.50 - Factores de virulencia (lipolisis, citotoxicidad, hemaglutinacion, presencia de pili y descarboxilacidn de la
lisina) asociados a la no fermentacién de la arabinosa

Cepas Actividad lipolitica  Actividad citotéxica  Hemaglutinaci6n Pily DC de la lisina
Cardcter N°
(1.g. de B-naftol)* (Titulo citotdxico)* (% de cepas (% de cepas (% de cepas
hemaglutinantes) con pili) descarboxiladoras
No fermentadoras 32 9,021 (3,57) 556,146 (£528,52) 67,74 14,63 81.25
Fermentadoras 64 14,297 (£10,43) 379.039 (£451,98) 31,25 34,55 37.5
p < (0,005 < 0,05 < 0,001 < (0,05 < (0,001

DC - Descarboxilacion
* . Media aritmética (+ Desviacién estdndar)

Titulo citoidxico - Inversa de la dilucion m4s alta en la que se observa 100% de muerte celular
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Tabla IV.51 « Factores de virulencia (proteolisis, citotoxicidad, hemolisis, hidrofobicidad, autoaglutinacién, hemaglutinacién, descarboxilacién de la lisina
¥ no aglutinacion con acriflavina) asociados a a la reaccién Voges Proskauer

Cepas Actividad proteolftica  Actividad citotéxica Actividad hemolitica Hidrofobicidad

Caricter N¢
(Unidades proteoliticas)* (Titulo citotéxico)*  (Tftulo hemolftico)* (% de adsorcién al octano)* (% de unién a FNC)*

Voges Proskaver + 67 6,137 (#3,31) 554,008 (+475,41) 171,955 (+174,39) 61,581 (£8,65) 71,429 (£14,82)
Voges Proskauer - 29 2,335 (21,87 170,230 (£391,89) 48,414 (+88,33) 53,719 (£15,20) 83,329 (#9,57)

p < 0,0005 < 00,0005 < 0,0005 < 0,005 < 0,0005

Cepas Autoaglutinacién Hemaglutinacién DC de la lisina No aglutinacién con acriflavina
(% de cepas (% de cepas (% de cepas (% de cepas no aglutinantes)
autoaglutinantes) hemaglutinantes) descarboxiladoras)

Voges Proskauer + 35,82 55,22 62,69 64,18
Voges Proskauer - 13,79 13,79 27,59 37,93

P < 0,05 < 0,001 < 0,01 < 0,02

[FNC - Fltros de nitrocelulosa

* - Media aritmética (t Debviacién estdndar)

Titulo hemolitico - Inversa de la dilucién mds alta en l1a que se observa 100% de hemélisis

Titulo citotéxico - Inversa de la dilucién mds alta en la que se observa el 100% de muerte celular

Unidad proteolitica - Actividad enzimética que produce un incremento de la absorbancia a 440 nm de 0,1 por ml de sobrenadante
DC - Descarboxilacion
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Figura IV.1 - Acividad heroolitica detectada en las fracciones del sobrenadante,
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Figura IV.3 - Actividad proteolitica detectada en las fracciones del

sobrenadante, obtenidas por diafiltraci6n, de scis cepas de Aeromonas spp.
moviles

Unidad proteolitica - Actividad enzimitica que produce un incremente en la
absorbancia a 440 nm de 0,1, por m! de sobrepadante
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Figura 1V.7 - Lifecto citotéxico de distintas diluciones de los sobrenadantes de Aeromonas spp. sobre la
monocapa de células Vero. (a y b): Diferentes grados de citotoxicidad, en funcién de la dilucién empleada.
(c): Monocapa no lesionada (control)
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(a)

(b)

Figura IV.8 - Efecto citotéxico de los sobrenadantes de Aeromonas
spp. sobre células de micloma. (a): Células lesionadas. (b): C€lulas no
lesionadas (contral)
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Figura I'V.9 - Actividad citotéxica sobre células Vero detectada en las fracciones del sobrenadante,
obtenidas por diafiltracién, de seis cepas de Aeromonas spp. méviles
Titulo citotéxico - Inversa de 1a dilucién mds alta en la que se observa 50% de muerte celular
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(a)

(b)

Figura IV.10 - Microscopfa electronica de Aeromonas 70, provista de capa S (a) y de Aeromonas 64
desprovista de capa S (b)
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Figura IV.11 - Microscopfa electronica de Aeromonas 32 con NUIMETOSO:
de A. hydrophila 25 con pili largos y flexibles (b)
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CONCLUSIONES

1. - El medio selectivo mds adecuado para el aislamiento de Aeromonas spp. méviles, a
partir de alimentos y aguas, es ¢l medio de Ryan. La proporcién de ampicilina y los
componentes presentes en el medio de Ryan permiten el crecimiento de A. sobria CECT
837, a pesar de ser la cepa con mayor sensibilidad frente a este antibidtico.

2. - Aeromonas spp. méviles estdn ampliamente distribuidas en alimentos espafioles (carnes
de aves y mamiferos, pescados y mariscos, leche cruda, etc.). Su incidencia es muy elevada
en aguas no potables de rios y arroyos.

3. - Aunque Aeromonas spp. mdéviles son, en general, psicrétrofas, las cepas de origen
alimentario crecen mejor a temperaturas de refrigeracién que las diarreicas. Tanto unas
como otras son incapaces de proliferar a 4°C, si el pH es inferior a 6. El nitrito s6dico y el
cloruro sédico afectan, notablemente, al crecimiento de estos microorganismos que,
ademds, son sensibles al cloro.

4. - El mayor nimero de cepas hemoliticas se detecta cuando la incubacién se realiza a
28°C, aunque la produccién méxima de hemotlisinas se puede conseguir tanto a temperaturas
inferiores como superiores. Los eritrocitos de conejo son mds sensibles a las hemolisinas y
hemaglutininas de Aeromonas spp. que los de cordero.

5. - La produccién de hemolisinas, proteasas y lipasas se detecta al final de la fase
logaritmica de crecimiento y principio de la estacionaria de Aeromonas spp..

6. - Las actividades hemolitica, lipolitica, proteolitica y citotéxica se asocian,
principalmente, con los componentes del sobrenadante de PM superior a 50 kDa y, en
ningin caso, han permitido establecer diferencias significativas entre cepas alimentarias y
diarreicas.

7. - Las células de mieloma son mis susceptibles a las citotoxinas producidas por
Aeromonas spp. que las células Vero.

8. - Se han detectado cepas hemaglutinanies, autoaglutinantes, no aglutinantes en presencia
de acrifiavina, hidrofébicas, con capa S y con pili, tanto en Aeromonas spp. de origen

alimentario como diarreico, aunque la hidrofobicidad es significativamente superior en las



CONCLUSIONES

cepas de alimentos.

9. - Se han seleccionado tres pruebas (Voges Proskauer positiva, no fermentacion de la
arabinosa y no aglutinacién en presencia de acriflavina) que, consideradas conjuntamente,
permiten su asociacién con la totalidad de los factores de virulencia estudiados. De ellas, la
reaccién de Voges Proskauer puede constituir una prueba sencilla y de utilidad para
seleccionar cepas potencialmente patégenas, ya que se relaciona, significativamente, con la
hemolisis, proteolisis, citotoxicidad, hemaglutinacitn, autoaglutinacién y no aglutinacion en
presencia de acriflavina.

10. - La amplia distribucién de Aeromonas spp. en alimentos y en los medios acuéticos y
terrestres, el escaso nimero de brotes declarados en los paises desarrollados, asi como las
dificultades para confirmar esta etiologfa en los mismos, nos inclinan a pensar que este
grupo de microorganismos debe ser considerado, al menos, como patégeno potencial para
el hombre.
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