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RESUMEN

El género Aeromonas pertenece a la familia Aeromonadaceae y comprende un
grupo de bacterias Gramnegativas ampliamente distribuidas de manera natural en
ambientes acuéticos. Sin embargo, también se han aislado de diferentes hébitats y
productos alimenticios. Hasta el momento, el género Aeromonas incluye 36
especies. A partir de la produccion de antigeno inactivado empleado en la técnica
de hemoaglutinacién, se determiné la actividad hemoaglutinante mediante el
método de microdilucién en placa de 28 aislamientos que comprendieron 9 especies
de Aeromonas previamente identificadas (obteniendo antigeno a partir de caldo y
de placa). Con los datos obtenidos después de haber realizado una curva patrén
(18 h) para las especies incluidas (A. caviae, A. bestiarum, A. hydrophila, A. media,
A. lusitana, A. salmonicida, A. veronii, A. sobria y A. poppoffii), se identificaron las
fases de crecimiento de los cultivos bacterianos (fase de latencia, exponencial y
estacionaria). Otros autores destacan el estado de activacion de los diferentes
factores de virulencia en diferentes fases del crecimiento bacteriano, la expresion
de algunos disminuye significativamente de la fase de crecimiento exponencial a la
estacionaria, mientras que la expresion de algunas enzimas (proteasas, lipasas,
quitinasas, entre otros) aumenta. Los resultados obtenidos en este estudio nos
llevan a concluir que la actividad hemoaglutinante y la especie de Aeromonas son
variables independientes, indicando que la actividad hemoaglutinante en bacterias

del género Aeromonas no es dependiente de la especie.



ABSTRACT

The genus Aeromonas belongs to the Aeromonadaceae family and comprises a
group of Gram-negative bacteria distributed naturally in aquatic environments.
However, they have also been isolated from different habitats and food products.
Currently, the genus Aeromonas includes 36 species. From the production of
inactivated antigen used in the hemagglutination technique, the hemagglutination
activity was determined by the microdilution plate method of 28 isolates that
comprised 9 previously identified Aeromonas species (obtaining antigen from broth
and plate). With the data obtained after making a standard curve (18 h) for the
species (A. caviae, A. bestiarum, A. hydrophila, A. media, A. lusitana, A.
salmonicida, A. veronii, A. sobria and A. poppoffii), the growth phases of the bacterial
cultures (latency, exponential and stationary phase) were identified. Other authors
highlight the state of activation of the different virulence factors in different phases
of bacterial growth, the expression of some decreases significantly from the
exponential to the stationary growth phase, while the expression of some enzymes
(proteases, lipases, chitinases, among others) increases. The results of this study
lead us to conclude that the hemagglutinating activity and the Aeromonas species
are independent variables, indicating that the hemagglutinating activity in bacteria of

the genus Aeromonas is not species dependent.
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INTRODUCCION

El género Aeromonas (del griego aer, gas y monas, unidades, significa
unidades productoras de gas) (Martin-Carnahan y Jospeh, 2005), pertenece a la
familia Aeromonadaceae. Actualmente comprende mas de treinta especies
bacterianas que se caracterizan por ser bacilos Gram negativos, anaerobios
facultativos, oxidasa y catalasa generalmente positivos, capaces de degradar
nitritos a nitratos, fermentadores de glucosa y resistentes en su mayoria al factor
vibriostatico O/129 (2,4-Diamino-6,7-di-isopropilpteridina fosfato) (Janda y Aboott,
2010).

El aislamiento del género Aeromonas de muestras de agua depende de
diversos factores, algunos de ellos son: la estacion del afio, la concentracion de
materia organica, el oxigeno disponible, los niveles de cloro y la salinidad (McClure
etal., 1994). Teniendo en cuenta lo anterior se consideran autdctonas de ambientes
acuaticos, sin embargo, su capacidad de adaptacién ha permitido su aislamiento a
partir de alimentos destinados al consumo humano, organismos acuaticos y
procesos infecciosos en humanos (Borrell et al., 1998; Martin-Carnahan y Joseph,
2005, Figueras et al., 2005, Figueras y Beaz-Hidalgo, 2015). Tomando gran
importancia en el ambito veterinario, la salud publica, ademas de relacionarse con
enfermedades transmitidas por alimentos.

La literatura muestra en bacterias de este género el establecimiento de
posibles mecanismos de patogenicidad (multifactorial); que a través de la
identificacion de una gama de factores de virulencia (Beaz-Hidalgo y Figueras,
2013; Atkinson y Trust, 1980) van a permitirle adherirse, invadir y destruir a las
células del hospedero, superando asi su respuesta inmune.

La actividad hemoaglutinante se ha utilizado para determinar la presencia de
adhesinas bacterianas en bacterias como Aeromonas, por lo cual se sugiere como
medio util para su deteccion preliminar. Se han sugerido patrones de
hemaglutinacion dependientes de azucares como un medio para tipificar
Aeromonas (Adams et al., 1983), pues la tipificacion seroldgica es dificil de aplicar

al género, pues la heterogeneidad de especies de Aeromonas requieren muchos
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sueros (Sakazaki y Shimada, 1984) provocando que una alta proporcién de cepas
pueden no ser tipificables (Leblanc et al., 1981). A través del método de micro
dilucion en placa, utilizando antigeno inactivado y eritrocitos de pollo fijados,
conoceremos la actividad hemoaglutinante de nueve especies del género
Aeromonas en un intento por determinar la probable utilidad de este como un medio
para diagnoéstico previo, ademas de proporcionar informacion relevante de su
actividad hemoaglutinante, pues este trabajo parece ser el primero en integrar
nueve especies identificadas por medio de genes rpoD y gyrB, asi como sus curvas

de crecimiento.



REVISION DE LITERATURA

Género Aeromonas: pasado y presente

Fueron Kluyver y van Niel en 1936, quienes propusieron el término
Aeromonas agrupando a bacterias productoras de gas. El primer reporte de una
especie del género Aeromonas se remonta a 1981 y 1984 cuando las bacterias
Bacillus hydrophillus fuscus (ahora Aeromonas hydrophila) y Bacillus de
Forellenseuche (ahora Aeromonas salmonicida) se vincularon a ranas y truchas
enfermas, respectivamente. Sin embargo, la descripcion formal del género, por
Stanier, se realiz6 hasta 1943 (Figueras y Beaz-Hidalgo, 2014). La primera
asociacion de Aeromonas salmonicida con la forunculosis fue en 1894 por
Emmerich y Weibel (Farmer et al., 2006).

A mediados de los afios 70 se agrupaba a la mayoria de las especies dentro
de dos grupos, con base a la temperatura de crecimiento, ademas de caracteristicas
como motilidad, produccion de pigmento en TSA o produccién de indol: cepas
mesofilas con crecimiento 6ptimo a 35-37 °C (bajo el nombre de A. hydrophila) y
cepas psicrofilas con crecimiento 6ptimo a 22-28 °C (A. salmonicida). Estos grupos
se reclasificaron posteriormente por estudios de re-asociacion ADN-ADN (Maclnnes
et al., 1979; Popoff y Veron, 1981).

El género Aeromonas se incluia en la familia Vibrionaceae desde 1965 junto
a los géneros Vibrio y Plesiomonas. Sin embargo, resultados como los de Colwell
et al., 1986, con base en el andlisis de secuencias de los genes del ARNr 5Sy 16S,
demostraban que el género Aeromonas tenia una divergencia evolutiva equidistante
con la familia Vibrionaceae y Enterobacteriacea justificando asi la creacion de la
familia Aeromonadaceae, actualmente Aeromonas forman parte de la clase
Gammaproteobacteria, orden Aeromonadales y comparte la familia
Aeromonadaceae con otros dos géneros: Tolumonas y Oceanonimonas (Martin-
Carnahan y Joseph, 2005).

Sin embargo, es importante mencionar que, la identificacion fenotipica

basada en caracteristicas clasicas del género (fisiologicas, morfolégicas y



bioguimicas) (Janda y Abbott, 2010; Abbott et al., 2003) y los sistemas de
identificacion comercial (API 20E, Vitek, BBL Crystal, MicroScan W/A, etc.) poseen
limitaciones (Lamy et al., 2010) y no son precisos al momento de la identificacion a
nivel de especie debido al comportamiento variable de las cepas. Existen
discrepancias basadas en la taxonomia del género que llevaron a varias
reclasificaciones y cuya razon principal es la organizacion de Aeromonas en varios
complejos de especies, grupos heterogéneos de cepas relacionadas, pero
genéticamente distintas. ElI enfoque taxondmico en un complejo de especies
generalmente conduce a la delimitacion de nuevas especies de los grupos mas
homogéneos dentro del complejo. En consecuencia, se describe un numero
creciente de nuevas especies en el género, pero algunas de estas descripciones
conducen a controversias posteriores sobre su delimitacion y robustez (Talagrand-
Reboul et al., 2017b). Los estudios de poblacion son un medio poderoso para
investigar la heterogeneidad dentro de un complejo de especies (Vandamme y
Dawyndt, 2011). El enfoque integrativo y poblacional se consideran de manera
amplia para conciliar la delimitacion de especies taxondémicas y la estructura
poblacional en géneros bacterianos organizados en complejos de especies
(Talagrand-Reboul et al., 2017b).

El género Aeromonas en la actualidad comprende 36 especies reconocidas
(Cuadro 1, Figura 1) que han sido descritas desde 1943: A. allosaccharophila
(Martinez-Murcia et al., 1992), A. aquatica, A. lacus y A. finlandiensis (Beaz-Hidalgo
et al., 2015b), A. aquatilis, A. crassostreae, A. entérica y A. intestinalis (Figueras et
al., 2017), A. australiensis (Aravena-Roman et al., 2013), A. bestiarum (Ali et al.,
1996), A. bivalvium (Mifiana-Galbis et al., 2007), A. cavernicola (Martinez-Murcia et
al., 2013), A. caviae y A. eucrenophila (Schubert et al., 1988), A. dhakensis (Beaz-
Hidalgo et al., 2013), A. diversa (Miflana-Galbis et al., 2010), A. encheleia (Esteve
et al.,, 1995), A. fluvialis (Alperi et al., 2010b), A. hydrophila (Stanier, 1943), A.
jandaei (Carnahan et al., 1991), A. media (Allen et al., 1983), A. molluscorum
(Mifana-Galbis, 2004), A. lusitana (Martinez-Murcia et al., 2016), A. piscicola (Beaz-
Hidalgo et al., 2009), A. popoffii (Huys et al., 1997), A. rivopollensis (Marti y Balcazar,
2015), A. rivuli (Figueras et al.,, 2011), A. salmonicida (Griffin et al., 1953), A.



schubertii (Hickman-Brenner et al., 1988), A. sanarelliiy A. taiwanensis (Alperi et al.,
2010c), A. simiae (Harf-Monteil et al., 2004), A. sobria (Popoff y Veron, 1981), A.
tecta (Demarta et al., 2008), A. trota (Carnahan et al., 1991) y A. veronii (Hickman-

Brenner et al., 1987). De las cuales 19 hasta ahora han estado implicadas en

enfermedades humanas y se consideran patdégenos oportunistas humanos

(Figueras et al., 2017).

Especie

Fuente de Aislamiento

. allosaccharophila

Anguila (1992)

. aquatica Agua de lago (2015)
lacus Agua de lago (2015)
. finlandiensis Agua de lago (2015)
. aquatilis Agua de lago (2017)
crassostreae Ostra (2017)
entérica Humano (heces diarreicas) (2017)
. intestinalis Humano (heces diarreicas) (2017)

. australiensis

Agua (2013)

A

A

A.

A

A

A.

A.

A

A

A. bestiarum Pez enfermo (1996)

A. bivalvium Moluscos bivalvos (2007)

A. cavernicola Agua dulce (2013)

A. caviae Conejillo de indias (1984)

A. eucrenophila Pez de agua dulce (1998)

A. dhakensis Agua de acuario (2008) / Humano (heces diarreicas) (2002)
A. diversa Humano (infeccién de la herida) (2010)
A. encheleia Anguila (1995)

A. fluvialis Agua de rio (2010)

A. hydrophila Leche (1943)

A. jandaei Humano (Heces) (1991)

A. media Agua (1983)

A. molluscorum Moluscos bivalvos (2004)

A. lusitana Agua (2012)

A. piscicola Pez enfermo (salmén) (2009)

A. popoffii Agua potable (1997)

A. rivopollensis Sedimentos de rio (2016)

A. rivuli Riachuelo (2011)

A. salmonicida Pez (salmon) (1953)

A. schubertii Humano (1988)

A. sanarellii Humano (infeccién de la herida) (2010)
A. taiwanensis Humano (infeccioén de la herida) (2010)
A. simiae Heces de mono (2004)

A. sobria Pez (1976)

A. tecta Heces humanas (2008)

A. trota Heces humanas (1991)

A. veronii Humano (esputo) (1987)

Cuadro 1. Especies reconocidas pertenecientes al género Aeromonas y fuente de
aislamiento de la cepa de referencia. Las especies en negrita representan las especies
clinicas mas prevalentes (Cuadro esta adaptado y modificado de Hoel et al., 2019).



9 , A bestiarum CECT 4227" (X60406)
A piscicola CECT 74437 (HQ832417)
A salmonicida CECT 8947 (X60405)
A sobria CECT 4245" (X60412)
A nivuli CECT 7518" (F1976900)
A entenca CECT 8981 (LT630760)
A encheleia CECT 43427 (HQ832414)
A crassostreae CECT 89827 (LT630761)
A popoffii CECT 5176 (HQ832415)
A bivalvium CECT 7113 (DQ504429)
A. molluscorum CECT 5864 (AY532691)
A aquatica CECT 80257 (HG970952)
A media CECT 42327 (X60410)
87 A. hydrophila CECT 839" (X60404)
A. eucrenophila CECT 4224" (X60411)
A lusitana CECT 7828 (HQ436039)
A rivipollensis LMG 26323 (FR775967)
A sanareflii CECT 74027 (F1230076)
65 A trota CECT4255" (X60415)
» A cavige CECT 838" (X60408)
A taiwanensis CECT 7403" (F1230077)
A. dhakensis CECT 5744 (AJS08765)
A finlandiensis CECT 8028" (LM654283)
A tecta CECT 7082" (HQ832416)
13 LA aquatilis CECT 8026" (LT630765)
A allosaccharophila CECT 41997 (S39232)
A fluwialis CECT 74017 (F1230078)
3] _.|: australiensis CECT 8023 (NR108872)
54 A lacus CECT 8024 (HG970953)

—'l_ A jandoei CECT 42287 (X60413)
A intestinaks CECT 8026" (LT630759)
— A. veroni CECT 42577 (X60414)

A cavernicola CECT 7862" (HQ436040)
A simiae |1BS S-6478 (GQ860945)
r A. schubertii CECT 4240" (X60416)
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Figura 1. Relacion filogenética de las 36 especies de Aeromonas con base en la secuencia
del gen 16S rRNA (1498 pb). Fuente: Fernandez-Bravo y Figueras, 2020.



Ecologiay Epidemiologia

Se considera a las Aeromonas como bacterias patdgenas responsables de
colonizar e infectar diferentes hospederos (Abu-Elala et al., 2015), principalmente
habitantes de ambientes acuaticos ampliamente conocidos en la acuicultura
(potencialmente infecciosos) (Awan et al., 2017) por causar enfermedades como la
septicemia y la furunculosis (Vega-Sanchez et al., 2014b). Se han aislado ademas
de alimentos, vegetales, productos lacteos y carne, en humanos estos
microorganismos son capaces de provocar problemas gastrointestinales que sin
tratamiento adecuado podrian evolucionar y llegar a niveles sistémico provocando
septicemia (Parker y Shaw, 2011). Algunas de las especies son consideradas
patbgeno emergente, capaces de afectar tanto a individuos inmunocompetentes

como inmunodeprimidos (Janda y Abbott, 2010; Figueras y Beaz-Hidalgo, 2015).

Aeromonas en ambientes acuaticos

Bacterias nativas del medio acuatico aisladas con facilidad de aguas
superficiales, subterraneas, potables, embotelladas, residuales tratadas y no
tratadas, agua de mar, estuarios y de riego (Holmes et al., 1996; Borrell et al., 1998;
Villari et al., 2003; Pianetti et al., 2004; Figueras et al., 2005; Emekdas et al., 2006;
Razzolini et al., 2008; Rahman et al., 2009; Martone-Rocha et al., 2010; Janda y
Abbott et al., 2010; Aravena-Roman et al., 2013; Igbinosa y Okoh, 2013). Araujo et
al. (1990) establecieron que la concentracion de Aeromonas puede ser similar a los
efluentes de agua terrestre.

Latif-Eugenin et al. (2016a) mostraron la importancia de las condiciones de
cultivo para la deteccion de Aeromonas en el agua. Los estudios de metagendmica
de aguas residuales revelaron que Aeromonas es una de las bacterias
predominantes probablemente debido a su capacidad de regeneracién en el
sistema de alcantarillado. La incidencia de Aeromonas en aguas residuales es alta;
factores como el aumento de la poblacion, alteracion de los patrones pluviométricos

y contaminacion de las fuentes naturales de agua, han provocado que sea cada vez



un recurso mas escaso, recurriendo a reutilizar el agua residual generando lo que
se conoce como agua reciclada (McLellan et al., 2010; Al-Jassim et al., 2015; Varela
et al., 2016). Tras haberla sometido a distintos tratamientos convencionales para
recuperar el agua en plantas de tratamiento de aguas residuales, con tratamiento
primario, secundario o biologico, no reducen en gran medida la concentracion de
Aeromonas. Sin embargo, disminuyen considerablemente al realizar tratamientos
terciarios adicionales, que pueden ser quimico (ozono, cloracion), fisico (radiacion
ultravioleta) (Latif-Eugenin et al., 2016a, 2016b; Latif-Eugenin et al., 2017;
Fernandez-Cassi et al., 2016) y natural como el lagunaje (proceso de purificacion,
gue se logra cuando el agua residual es almacenada temporalmente en balsas o
lagunas de poco profundidad) (Boussaid et al., 1991; Hassani et al., 1992; Jjemba
et al. 2010).

Con base en lo anterior estudios sugieren que, dependiendo de la calidad
microbioldgica del agua recuperada de sistemas de tratamiento, puede usarse para
riego, pues este tipo de aguas en su mayoria pueden contaminar frutas y verduras
(Pianetti et al., 2004) y, por lo tanto, causar infeccion en humanos. Existe evidencia
epidemioldgica de que el agua actia como vehiculo para la diseminacion de esta
bacteria, ha sido posible identificar las mismas cepas de Aeromonas en muestras
de agua potable y en las heces de individuos con diarrea (Khajanchi et al., 2010;
Pablos et al., 2011). En otro estudio, las mismas cepas aisladas de lechuga y tomate
se recuperaron del agua de riego (Latif-Eugenin et al., 2017).

Existen numerosos estudios en los que se detectd la presencia de
Aeromonas en el agua potable y las concentraciones estan relacionadas con la
capacidad de volver a crecer en el sistema (Salvat y Ashbolt, 2019; Montes et al.,
1999; Holmes et al., 1996; Van Der Kooij et al., 2015), que esté influenciada por la
cantidad de nutrientes disponibles, la temperatura y la concentracién de cloro
residual (Sisti et al., 1998).



Aeromonas en alimentos

Las Aeromonas se han aislado de una amplia variedad de alimentos,
principalmente pescados, mariscos, productos céarnicos y embutidos, frutas,
verduras y productos lacteos (Cuadro 2) (Chang et al., 2008; Nagar et al., 2011;
Nagar et al., 2013; Hoel et al., 2017; Hoel et al., 2019; Figueras y Beaz-Hidalgo,
2014; Hammad et al., 2018). La temperatura, la salinidad y el pH son factores
determinantes en la presencia y cantidad de Aeromonas en estos alimentos (Martin-
Carnahan y Joseph, 2005). En el caso de la temperatura, varios autores informaron
gue Aeromonas sobrevive a bajas temperaturas (2-10 °C). Ademas, la sal o el
cloruro de sodio (NaCl) es un conservante comun para los productos carnicos y el
pescado crudo, sin embargo, Aeromonas puede crecer en concentraciones de NaCl
de hasta el 4%. El pH es otro parametro que controla el crecimiento bacteriano en
los alimentos pues se ha demostrado que esta bacteria puede sobrevivir a pH = 5
(Figueras et al., 2014; John et al., 2019).

La radiacion gamma es altamente efectiva en la eliminacion de patégenos en
alimentos como vegetales, carnes y pescado. Se ha demostrado que dosis
equivalentes a 1.5 kiloGrays (kGy) eliminaban las altas concentraciones de
Aeromonas (105 unidades formadoras de colonias (UFC) /g) presentes en brotes
de vegetales, en pollo y en pescado (Figueras y Beaz-Hidalgo, 2014). También se
ha demostrado que Aeromonas es capaz de sobrevivir a otras condiciones usadas
para preservar los alimentos, como el vacio y modificacion de los gases
atmosféricos. Sin embargo, al modificar las condiciones atmosféricas del embalaje
de un pez (Etroplussuratensis) autéctono de India, el crecimiento de Aeromonas fue
inhibido, favoreciendo la duracién del producto (Figueras y Beaz-Hidalgo, 2014).

Muchos estudios han investigado la presencia de Aeromonas en diferentes
productos, segun la secuenciaciéon de genes housekeeping como rpoD y gyrB

(identificacion molecular) (Cuadro 2).



Especie Productos
Cérnicos (vacuno, cerdo, Peces destinados para Frutas y Verduras Lacteos y sus
pollo y conejo) consumo humano (tilapia y (zanahorias, derivad
salmonidos) y mariscos tomates, lechugas, ervados
(mejillones, ostras, camaronesy | pepinos, papas,
berberechos) cebollas y apio) Leche y quesos

A. veronii X X
A. salmonicida X X
A. jandaei X
A. simiae X
A. hydrophila X X X X
A. caviae X X X
A. bestiarum X
A. encheleia X
A. allosaccharophila X
A. bivalvium X
A. trota X
A. schubertii X

Referencias

Fontes et al., 2010;
Nagar et al., 2013;

Figueras y Beaz-Hidalgo,

2014:; Praveen et al.,

2016; Shen et al., 2018.

Figueras y Beaz-Hidalgo, 2014;
Castro-Escarpulli et al., 2003;
Woodring et al., 2012; Yano et
al., 2015.

Chang et al., 2008;
Nagar et al., 2013.

Janda y Abbott, 2010;
Palumbo et al., 1985;
Hammad et al., 2018.

Cuadro 2. Aeromonas spp.

en diferentes productos destinados al consumo humano.
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Aeromonas en animales

El género ha sido considerado patdgeno animal desde su primer aislamiento
de septicemia en ranas y peces enfermos (Beaz-Hidalgo et al., 2010; Farmer et al.,
2006). Estudios han investigado la presencia de Aeromonas en diferentes animales,
segun la secuenciacién de genes housekeeping como rpoD y gyrB (Cuadro 3).
Especies patdgenas importantes en peces son A. salmonicida y A. hydrophila, que
afectan particularmente a salmonidos, causandoles Ulceras, hemorragias,
furunculosis y septicemias. Estas infecciones causan importantes pérdidas
econommicas en la industria acuicola (Janda y Abbott, 2010; Beaz-Hidalgo et al.,
2010; Reith et al., 2008).

Rasmussen-lvey et al. (2016) describieron una cepa hipervirulenta de A.
hydrophila como agente causante de brotes mundiales en peces de aguas calidas.
Varios estudios han aislado otras especies de peces: A. veronii de bagre (Nawaz et
al., 2010); A. piscicola de salménidos (Beaz-Hidalgo et al., 2009); A. sobria de tilapia
(Liy Cai et al., 2011); A. schubertii del pez cabeza de serpiente (Chen et al., 2012);
A. veronii, A.bestiarum, A. encheleia y A. sobria de la carpa comun; y A.
allosaccharophila, A. dhakensis, A.caviae, A. veronii, A. hydrophila, A. jandaei, A.
media y A. trota de anguila (Martinez-Murcia et al., 1992; Esteve et al., 1995a;
1995b; 2012; Yi et al., 2013).

Este género también puede causar septicemia en aves de corral, aunque en
gaviotas se defini6 como microbiota normal (Kinzelman et al., 2008). Diversas
publicaciones describen al género como microbiota normal de dipteros, en este
sentido A. caviae se ha aislado del tracto digestivo de moscas comunes (Nayduch
et al., 2002) mientras que la especie A. veronii se aisl6é del intestino de mosquitos
hembra de las especies Culex quinquefasiatus y Aedes aegypti en la India (Pidiyar
et al., 2002). En 2012 se identificaron cepas de A. sanarellii y A. taiwanensis a partir
de masas de huevos de quirondmidos, lo cual representd un nuevo habitat
ambiental para estas especies (Beaz-Hidalgo et al., 2012).

Aeromonas también ha sido recuperada de mamiferos, como es el caso de

A. veronii aislada de heces fecales de lobos marinos sudamericanos (Otaria
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flavescens), A. hydrophila ha sido recuperada de ovinos, con antecedentes de
aborto y retencién de placenta (ilhan et al., 2006; Gonzalez et al., 2009) y A.
dhakensis fue aislada de un cetaceo neonato encontrado varado, y muerto un par
de dias después, mostrando neumonia y sepsis (Pérez et al., 2015). Se aislaron
también de brotes en granjas de conejos, se recuperaron también de las heces de
perros y gatos domeésticos (salud publica) y de procesos patolégicos en equinos,
como artritis séptica, enteritis y trastornos reproductivos (Ghenghesh et al., 1999;
Forga-Martel et al., 2000; Waldridge et al., 2011; Worthing et al., 2019).

Especies Gen Muestra Enfermedad Referencia
A.
allosaccharophila, | rpoD Trucha Clinicamente | Reyes-Rodriguez et
A. sobria, A. y arcoiris sanas al., 2019.
veronii, A. gyrB
rivopollensis, A.
piscicola, A.
popoffii.
A. salmonicida y rpoD | Carpa comun | Ulceras enla | Patil etal., 2016.
A. veronii y agua piel
A. hydrophila gyrB Caracol ND Roger et al., 2012.
y
rpoB,
A. sobria, A. gyrB Camardn NA Shakir et al., 2012
caviae y A. trota importado
A. veronii bv. gyrB Sindrome Caietal., 2012
veronii y Bagre chino ulcerativo
rpoD de hocico (diferentes
largo grados de
Ulceras
hemorragicas
profundas en el
cuerpo)
A. dhakensis rpoD Peces ND Martinez-Murcia et al.,
(aquariorum) y ornamentales 2008.
gyrB
A. hydrophila gyrB Bagre Epidemias Hossain et al., 2014.
A. crassostreae rpoD ND Figueras et al., 2017.
y Ostras
gyrB
A. piscola rpoD Peces enfermos | Beaz-Hidalgo et al.,
y Salmon 20009.
gyrB
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Aeromonas rpoD Neumoniay Pérez et al., 2015.
dhakensis Delfin sepsis

hemorragica

necrosante

ND: no determinado, NA: no aplica

Cuadro 3. Especies de Aeromonas (identificadas por rpoD y gyrB) reportadas en algunas
especies animales.

Aeromonas en humanos

Consideradas, patdgenos oportunistas emergente aislandose como agente
etiolégico en diversos procesos infecciosos, principalmente gastroenteritis,
septicemia e infecciones de heridas, asi como en otras infecciones que afectan al
sistema hepatobiliar, tracto respiratorio, huesos y articulaciones (Figueras y Beaz-
Hidalgo, 2015). Evidencia de lo anterior el Cuadro 4 donde se muestra la
distribucion de algunas especies de este género asociadas a infecciones en

humanos.
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Especie Heces Herida Sangre Tracto Orina Dializado Bilis Ascitis Absceso Otro Total
respiratorio peritoneal fluido
A. caviae 446 43 147 11 12 11 11 2 3 4 690
(37.26)
A. veronii 231 49 125 12 1 1 6 7 1 2 435
(23.49)
A. dhakensis 111 133 111 4 6 11 11 2 1 9 399
(21.54)
A. hydrophila 69 96 45 9 5 8 3 1 2 4 242
(13.07)
A. media 32 3 6 1 42
(2.27)
A. trota 2 2 1 1 6 (0.27)
A. taiwanensis 2 3 1 1 7 (0.32)
A. salmonicida 1 2 1 4 ()0.21
A. jandaei 3 2 1 1 1 8 (0.43)
A. sanarellii 1 4 5(0.27)
A. allosaccharophila 2 1 3(0.16)
A. tecta 2 2 (0.11)
A. diversa 2 2 (0.11)
A. schubertii 1 1 2 (0.11)
A. bestiarum 1 1 1 1 4 (0.21)
A. popoffii 1 1 (0.05)
A. intestinalis 1 1 (0.05)
A. enterica 1 1 (0.05)
Total 905 341 439 37 27 32 32 12 8 20 1852

Cuadro 4. Distribucion de Aeromonas spp identificadas con métodos moleculares y recuperadas de diferentes sitios en asociacion

con infeccion humana. Fuente: Fernandez-Bravo y Figueras, 2020.
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Mientras que las diarreas afectan principalmente a nifios e individuos
inmunocomprometidos, las infecciones de heridas afectan a la poblacion sana y
estan asociadas a accidentes o traumas, incluso, pueden ser adquiridas en el
hospital, después de una cirugia o de la aplicacién de terapia con sanguijuelas
(Figueras, 2005; Janda y Abbott, 2010; Igbinosa et al., 2012; Figueras y Beaz-
Hidalgo, 2015; Baruah et al.,, 2015). Se han descrito casos de bacteriemias e
infecciones extraintestinales tales como meningitis, neumonia, queratitis y
osteomielitis causadas por Aeromonas en paciente sanos e inmunocompetentes
(Figueras, 2005; Dwivedi et al., 2008; Gunasekaran et al., 2009; Janda y Abbott,
2010; Figueras y Beaz-Hidalgo, 2015).

La incidencia de Aeromonas en infecciones humanas en todo el mundo no
esta clara, pero varios estudios nos han acercado a las estimaciones. Un estudio
realizado en California en mayo de 1988 llev6 a cabo el primer estudio
epidemioldégico poblacional de las infecciones por Aeromonas. Los resultados
mostraron la incidencia anual de infecciones por Aeromonas, siendo de 10.5 casos
por millébn de personas (Janda y Abbott, 2010; King et al., 1992). En Inglaterra
Janda y Abbott (2004) informaron que la incidencia estimada de bacteriemia por
Aeromonas era de 1,5 casos por millon de personas, mientras que, en Francia, se
estimé 0,66 casos por millén de personas en 2006 (Lamy et al., 2009). Wu et al.
(2014) en Taiwan de 2008 a 2010 mostré que la incidencia de bacteriemia por
Aeromonas fue de 76 casos por millébn de personas. Por lo tanto, estos estudios
indican que la incidencia de Aeromonas varia segun la ubicacion geogréfica y
puede estar relacionada con practicas deficientes de higiene en areas
subdesarrolladas. (Figueras et al., 2005; Figueras y Beaz-Hidalgo, 2015; Mathur et
al., 2016; Hochedez et al., 2010; Su et al., 2013).

Aeromonas fue el microorganismo mas aislado después de desastres
naturales como el tsunami en Tailandia el afio 2001 (Aeromonas correspondio al
22,6% de todos los aislados) y el huracan Katrina en el sureste de Estados Unidos
de América en 2005, asociada principalmente a infeccion de heridas (Hiransuthikul
et al., 2005; Presley et al., 2006). Tanto las inundaciones como las sequias, se

consideraron las principales repercusiones del cambio climatico y hay evidencia de
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que tanto el aumento como la disminucién del volumen de lluvia, preceden los brotes
de Aeromonas asociado al consumo de agua (Figueras y Borrego, 2010). Ademas,
Aeromonas ha sido aislada junto con Vibriocholerae en brotes ocurridos en Haiti
(Hasan et al., 2012; Mendes-Marques et al., 2012; Figueras y Beaz-Hidalgo, 2015).

Hasta hace poco tiempo, eran sélo tres especies, A. caviae, A. veronii y A.
hydrophila, las predominantes en muestras clinicas, correspondiendo
aproximadamente al 92% de los aislados en diversos estudios (Figueras, 2005;
Janda y Abbott, 2010; Igbinosa et al., 2012; Figueras y Beaz-Hidalgo, 2015). Sin
embargo, desde la descripcién de A. dhakensis esta especie ha resultado ser mas
prevalente en muestras clinicas; segun la identificacion molecular de 817 cepas
obtenidas de diferentes estudios en todo el mundo, el 94.7% de las cepas asociadas
a casos clinicos corresponden a cuatro especies: A. caviae (30.5%), A. veronii
(23.1%), A. dhakensis (23%) y A. hydrophila (18.1%) (Figueras y Beaz-Hidalgo,
2015). Una actualizacion de los datos, agregando 1034 cepas en estudios mas
recientes, muestra que esas cuatro especies mencionadas representan el 95.4%
(1766/1852) de las cepas de Aeromonas relacionadas con infecciones humanas.
Sin embargo, la frecuencia de estas especies también varia segun el pais.

Hasta ahora A. dhakensis es la especie clinica mas prevalente con
importancia clinica en paises como Malasia (Puthucheary et al., 2012), Taiwan (Wu
et al.,, 2012; Chen et al.,, 2014) y Australia (Aravena-Roman et al., 2011). A.
dhakensis es la especie es mas virulenta y muestra una mayor actividad citotoxica
(Figueras y Beaz-Hidalgo, 2015; Chen et al., 2014; Aravena-Roman et al., 2011;
Puthucheary et al., 2012).

Sedlacek et al. (2012) publicaron un caso de diarrea aguda de 10 dias de
duraciéon en un hombre de 25 afos, atribuida a A. dhakensis, que regresaba a
Republica Checa de un viaje a Egipto y concluyeron que se trataba de una
enfermedad importada. Sin embargo, esta especie no ha sido notificada en Egipto,
lo que no es raro, ya que en este pais no se han publicado estudios en donde utilicen
métodos moleculares de identificacion. Un afio mas tarde, Shin et al. (2013)
publicaron un caso de sepsis debida a A. dhakensis con desenlace fatal. Chen et

al. (2014) demostraron la mayor virulencia de A. dhakensis y comprobaron que los
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pacientes que sufrian bacteriemia atribuida a esta especie tenian mayor mortandad
que la producida por otras especies.

Fernandez-Bravo (2019) demostr6 que los monocitos humanos que
presentan mayor dafio celular resultan ser aquellas células que inducen una mayor
expresion de genes relacionados con el sistema inmunoldgico, siendo A.
dhakensis, A. veronii y A. caviae las especies prevalentes.

En la misma muestra clinica, la infeccidon por Aeromonas generalmente
involucra m&s de un tipo de bacteria, que se define como una infeccién
polimicrobiana o mixta. (Figueras et al., 2005; Figueras y Beaz-Hidalgo, 2015; Lamy
et al.,, 2009; Mathur et al., 2016). En el caso de la diarrea, Aeromonas aparece
simultaneamente con Campylobacter y Salmonella, mientras que Staphylococus
aureus predomina en las infecciones de heridas. (Janda y Abbott, 2010).

Se han descrito interacciones de dos cepas de A. hydrophila aisladas de un
individuo inmunocompetente con fascitis necrotizante; sugiriendo la intervencion del
sistema de secrecion tipo seis (T6SS) y la exotoxina A (ExoA) en esta compleja
infeccion (Grim et al. 2014; Ponnusamy et al. 2016). Fernandez-Bravo et al. (2019)
utilizaron mutantes de T6SS y ExoA en las mismas cepas para dilucidar su papel

en infecciones mixtas.

Factores de virulencia

Las infecciones microbioldgicas implican la interaccion del hospedero y el
patébgeno. La virulencia en Aeromonas es compleja, especies de este género
poseen una gama heterogénea de factores de virulencia. La expresion de
componentes de la membrana, toxinas y enzimas, que al actuar de manera conjunta
o individual contribuyen que estos microorganismos colonicen e infecten

hospederos dando lugar a la patogenicidad bacteriana (Fernandez-Bravo, 2019b).

Los principales factores patogénicos asociados con Aeromonas son los
polisacéaridos de superficie (capsula, lipopolisacarido y glucano), capas S, sistemas
de union a hierro, exotoxinas y enzimas extracelulares, sistemas de secrecion,

fimbrias y otras adhesinas no filamentosas y flagelos (Zhou et al., 2019).
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Componentes estructurales

Las bacterias se adhieren a los tejidos y células del hospedero y cambian
sus mecanismos de defensa, comenzando asi a colonizar. En Aeromonas, los
componentes estructurales mas estudiados involucrados en el proceso de
colonizacion son flagelos, fimbrias, capsula, capa Sy lipopolisacarido (LPS) (Beaz-
Hidalgo y Figueras, 2013).

El flagelo es el organulo responsable de la migracion de bacterias,
compuesto por un filamento, un gancho y el cuerpo basal. Aeromonas tiene
flagelos polares y flagelos laterales. La presencia de flagelos laterales permite que
las bacterias se muevan rapidamente sobre superficies soélidas y formen
biopeliculas. El flagelo polar permite el movimiento en entornos liquidos. (Tomas,
2012; Beaz-Hidalgo y Figueras, 2013; Lowry et al., 2014).

Los pili son estructuras filamentosas que se encuentran en la superficie de
las bacterias y tienen subunidades llamadas pilina. Ademas de ser un organulo
adherente, la estructura también implica otras funciones, como la transferencia de
ADN, la formacion de biopeliculas, la agregacion celular y la invasion de la célula
del hospedero. (Beaz-Hidalgo y Figueras, 2013).

El LPS exclusivo de bacterias Gram negativas, posee tres subunidades: el
polisacarido O (antigeno O), el nucleo del LPS (polisacarido central) y el lipido A
(Beaz-Hidalgo y Figueras, 2013; Nazarenko et al., 2011; Heiss et al., 2019). Los
lipopolisacaridos desempefian un papel importante en la organizacion y el
mantenimiento de la membrana externa, son inductores clave de la respuesta
inmune innata con la produccion de una respuesta inflamatoria no especifica y
responsables de la virulencia. (Romero et al., 2016; Beaz-Hidalgo y Figueras, 2013).
Receptor tipo Toll (TLR); especialmente TLR4, es la proteina de membrana mas
conocida que reconoce LPS y puede inducir la respuesta inmune necesaria para
activar las defensas antibacterianas (Su et al., 2009).

La actividad mas destacada de LPS es su potencia inmunoestimuladora que
conduce al complejo sindrome clinico de sepsis gram negativa cuando la respuesta

inicial del hospedero a una infeccién se desregula. La manifestacion clinica de la
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sepsis se caracteriza por fiebre, hipotension, insuficiencia respiratoria y renal y
coagulacion diseminada intravascular (Cohen, 2002). Estos efectos no son el
resultado de la toxicidad de LPS, sino mas bien una consecuencia de la activacion
celular por LPS y una desregulacion posterior de la respuesta inflamatoria del
hospedero. La actividad biolégica de LPS se encuentra en el ancla de lipidos de la
molécula, denominada lipido A o "el principio endotéxico” de LPS (Luderitz et al.,
1978). Las propiedades endotoxicas del LPS se derivan de la liberacion del lipido A
de las bacterias lisadas que pueden provocar una inflamacioén sistémica importante
conocida como shock séptico o endotoxico.

Los LPS de Aeromonas son principalmente mezclas heterogéneas altas de
moléculas de LPS en forma de S que contienen de 1 a mas de 50 unidades de
oligosacaridos repetitivas y contienen ubicuamente una proporcion variable de
moléculas en forma de R que carecen de la cadena especifica de O. Muchas
bacterias Gramnegativas clinicamente relevantes sintetizan este tipo de LPS. Los
LPS son moléculas anfipaticas cuya hidrofobicidad disminuye al aumentar la
longitud de la parte de azucar (Caroff y Karibian, 2003).

La capsula es una estructura de polisacarido que recubre la membrana
externa de las bacterias que interactdan con el medio. Se describe como un factor
de virulencia importante que es resistente a la fagocitosis y al sistema del
complemento, facilita la interaccion con otras bacterias y tejidos del hospedero
actuando como una barrera contra las toxinas hidrofobas (Tomas, 2012; Beaz-
Hidalgo y Figueras, 2013; Merino y Tomas, 2010).

La capa S es una capa de proteina de superficie paracristalina producida por
un gran numero de bacterias que forma la envoltura celular mas externa. Ademas
de poseer multiples funciones relacionadas con la patogenicidad. Debido a su
exposicidén en la superficie celular, desempefia un papel importante en diversas
funciones bioldgicas: adhesion, proteccion contra el complemento y ataque de los
fagocitos, propiedades antigénicas, sitio de anclaje para exoenzimas hidroliticas,
receptor de bacteridfagos, entre otros (Beveridge et al., 1997; Tomas, 2012; Beaz-
Hidalgo y Figueras, 2013).
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La capa S de Aeromonas estd compuesta por subunidades de
autoensamblaje de una sola proteina que forma un complejo tetragonal que cubre
toda la célula bacteriana y constituye el antigeno de superficie predominante (Chu
etal., 1991). La capa S de A. salmonicida promueve la asociacion con las proteinas
de la matriz extracelular y los macrofagos, uniéndose a las porfirinas (Kay et al.,
1985) e inmunoglobulinas (Phipps y Kay, 1988), y la proteccion contra las proteasas
(Chu et al., 1991) y la destruccion oxidativa (Gardufio et al., 1993). La presencia
de Aeromonas spp. mesofilicas del serogrupo 0O:11 aumentan su capacidad de
adherencia, lo que contribuye a la colonizacion de la mucosa intestinal y genera una
gran resistencia a la opsonofagocitosis que podria facilitar la diseminacién sistémica

después de la invasion a través de la mucosa gastrointestinal (Kay et al., 1981).

Sistemas de unién de hierro

La baja disponibilidad de hierro libre hace que el crecimiento bacteriano y la
patogenicidad sean mas dificiles, pero no imposibles. Los microorganismos
desarrollaron una serie de mecanismos para secuestrar el hierro de sus hospederos
o de polimeros insolubles del medio ambiente. Si bien la evidencia directa de que
los mecanismos de alta afinidad para la adquisicion de hierro funcionan como
determinantes de la virulencia bacteriana se ha proporcionado solo en un pequefio
namero de casos, es probable que muchos, si no todos, estos sistemas
desempefien un papel central en la patogénesis de la infeccion (Wooldridge y
Williams, 1993).

Se conocen dos mecanismos de alta afinidad para adquirir hierro en
las cepas de Aeromonas: mecanismos dependientes de sideroforos e
independientes de sideréforos (Beyers et al., 1991). La adquisicion de hierro se
reconoce como uno de los pasos clave en la supervivencia de los patogenos
bacterianos dentro de sus hospederos, y contribuye significativamente a la
virulencia (Barun, 2005). Las proteinas de A. salmonicida reguladas con hierro han
demostrado ser antigenos protectores para los peces y son buenos candidatos para

la mejora de vacunas (Hirst y Ellis, 1994).
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Productos extracelulares

La interaccion entre bacterias patdgenas como Aeromonas y las células del
hospedero es causada por sus componentes extracelulares y toxinas secretadas en
el espacio extracelular (proteasas, lipasas, enterotoxinas, hemolisinas y toxinas
Shiga) (Janda y Abbott, 2010; Tomas, 2012; Beaz-Hidalgo y Figueras, 2013; Alperi
y Figueras, 2010a; Chopra y Houston, 1999; Galindo et al., 2006; Merino et al., 1995;
Janda, 2001; Palma-Martinez et al., 2016).

Se han descritos para Aeromonas enterotoxinas citotonicas y citotoxicas. De
las citoténicas hay dos tipos: termolabiles (Alt), que no reacciona con la antitoxina
del célera (56 °C durante 10 min) y termoestables (Ast), que si reaccionan (100 °C
durante 30 min) (Toméas, 2012; Beaz-Hidalgo y Figueras, 2013; Chopra y Houston,
1999). La enterotoxina citotoxica (act) inhibe la actividad fagocitica de las células
del hospedero, produce hemdlisis y aumenta los niveles de factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-alfa) e interleucina (IL-1beta) en la linea celular de macrofagos
murinos RAW 264.7 (Chopra et al., 2000).

Dos tipos de hemolisinas con diferencias fisiologicas y funcionales en
Aeromonas: alfa y beta (Singh y Sanyal, 1992), capaces de formar poros en la
membrana de la célula diana generando lisis osmatica (Galindo et al., 2006). Siendo
aerolisina el prototipo de hemolisina del género, codificado por el gen aerA.
Secretada por el sistema de secrecion tipo dos (T2SS) y transcrita como una pre-
pro-aerolisina (Beaz-Hidalgo y Figueras, 2013).

Aeromonas produce al menos tres tipos de proteasas: metaloproteasa (ahp,
aphB), acetilcolinesterasa y serin proteasa (aspA) (Seshadri et al., 2006; Reith et
al., 2008). Las proteasas hacen que las Aeromonas persistan en varios habitats y
promueven su interaccion con otros microorganismos. Contribuyen a la
patogenicidad ya que promueven la invasion por dafio directo al tejido del hospedero
0 por la activacion proteolitica de toxinas (Tomas, 2012; Beaz-Hidalgo y Figueras,
2013).

Las Aeromonas, secretan lipasas al medio y actian como hidrolasas en los

lipidos de la membrana, y cuando interactlian con leucocitos humanos o al afectar
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diversas funciones del sistema inmune, pueden proporcionar nutrientes o constituir
factores de virulencia (Tomas, 2012; Beaz-Hidalgo y Figueras, 2013). Una lipasa
importante en el género Aeromonas es el glicerolfosfolipido colesterol
aciltransferasa (GCAT), que tienen la capacidad de digerir las membranas de los
eritrocitos y producir su lisis. Ademas, el gen gcat se puede utilizar para la
identificacion a nivel de género (Chacodnet al., 2002; Beaz-Hidalgo y Figueras, 2013;
Latif-Eugenin et al., 2016b).

De acuerdo con la literatura, A. hydrophila expresa enzimas degradativas que
pueden contribuir con su virulencia. La colagenasa tiene citotoxicidad en las células
Vero (Sha et al., 2009). La enolasa es un enzima glucolitica que se secreta y
expresa en la superficie, se identific6 como un factor de virulencia en A. dhakensis
SSU, se observé que tiene funciones en la degradacion de las proteinas del plasma
sanguineo (Huang et al., 2015).

La toxina Shiga inactiva los ribosomas, frenando la sintesis de proteinas de
las células endoteliales vasculares, lo que conduce a la muerte celular (Beaz-
Hidalgo y Figueras, 2013; Alperi y Figueras, 2010a). Cuando se inicia el ciclo litico,
se liberan grandes cantidades de ellos capaces de infectar a otras bacterias, que
actuan como vectores de transmision horizontal del gen stx (Herold et al., 2004).
Recientemente, las toxinas Shiga solo se han detectado en cepas de Aeromonas

recuperadas de los alimentos (Palma-Martinez et al., 2016).

Sistemas de secrecion

Hoy en dia, se han descrito seis sistemas de secrecion en bacterias Gram-
negativas (I, II, lll, IV, V y VI), involucrados en el transporte de proteinas a la
superficie celular o al espacio extracelular del hospedero. Los mecanismos
implicados en el transporte de proteinas a través de la membrana citoplasmatica,
en todos los sistemas de secrecion, se pueden dividir en dos grupos: dependientes
de Sec e independientes de Sec. (Kostakioti et al., 2005). La via dependiente de

Sec incluye el sistema de secrecion tipo Il y V, lo que significa que los factores de
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virulencia secretados por estos mecanismos contienen péptidos sefial que son
reconocidos por las proteinas Sec que permiten su translocacion.

Las vias independientes de Sec permiten la exportacion del citoplasma al
ambiente extracelular en un solo paso y no involucran intermedios
periplasmicos. Estas vias incluyen sistemas de secrecion tipo I, Ill, IV y VI, aunque
el tipo IV también puede emplear la via dependiente de Sec (Tseng et al., 2009).

Se ha documentado que los T3SS y T6SS, desempefian un papel critico en
la virulencia de muchas bacterias Gram negativas, a menudo se activan al entrar en
contacto con las células diana y liberan sus proteinas de toxina (efectores),
directamente en las células del hospedero del citosol.

El T3SS o inyectosoma es uno de los sistemas de secrecion por el cual se
pueden inyectar proteinas directamente desde el protoplasma de células
bacterianas al citoplasma de la célula objetivo o al espacio extracelular (Tomas,
2012; Beaz-Hidalgo y Figueras, 2013; Tseng et al., 2009). Hasta hoy, la presencia
de un T3SS funcional se ha descrito en A. salmonicida (Burr et al., 2002) y en A.
hydrophila (Yu et al., 2004; Vilches et al., 2004; Sha et al., 2005). Ademas, se han
identificado cuatro proteinas efectoras de T3SS en A. salmonicida; AexT, AopP,
AopO y AopH (Burr et al., 2003; Burr et al., 2002; Fehr et al., 2006; Fehr et al., 2007).

El T3SS contiene tres tipos diferentes de proteinas: (a) componentes
estructurales que forman estructuras con forma de aguja, llamadas inyectosomas;
(b) sustratos de secrecion, llamados efectores; (c) chaperonas que ayudan y
protegen las proteinas estructurales y efectoras durante el transporte. El
inyectosoma consta de aproximadamente 20 proteinas diferentes que se
ensamblan para formar una estructura en forma de aguja con agujas huecas finas
y rigidas que se extienden desde la superficie celular y estan ancladas a la envoltura
por estructuras basales que se asemejan a los cuerpos basales de los flagelos. Esta
estructura generalmente se induce al contacto con las células del hospedero y
permite la translocacion de los efectores en el citosol eucariota (Galan y Collmer,
1999).

El T4SS juega un papel vital en la propagacion de genes de resistencia y

virulencia. Es el Unico con la capacidad de transportar ADN y proteinas; hace que
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el sistema de conjugacién bacteriano sea homélogo (Tomas, 2012; Beaz-Hidalgo y
Figueras, 2013; Chen et al., 2012).

El T6SS o0 Vas (secrecion asociada a la virulencia) es capaz de inyectar
efectores de proteinas directamente en el citosol de la célula (Bingle et al., 2008).
Altamente conservado y se puede encontrar en una o mas copias en una variedad
de bacterias Gram negativas, como Vibrio cholerae, Pseudomonas aeruginosa,
Yersinia pestis, E. coli y Salmonella enterica. Entre las proteinas efectoras
secretadas, las mas conocidas son las proteinas de repeticion G (VgrG) y la proteina
co-regulada con hemolisina (Hcp) (Tomas, 2012; Beaz-Hidalgo y Figueras, 2013;
Seshadri et al., 2006).

Suarez et al. (2008) demostraron el papel funcional en la virulencia de este
sistema de secrecion en A. hydrophila. En los dltimos afios, se ha informado que el
T6SS tiene un papel antibacteriano adicional en las infecciones polimicrobianas,
eliminando las bacterias competidoras (English et al., 2012). El T6SS se ha
asociado con un papel en las infecciones mixtas por dos cepas de A. hydrophila
(NF1-NF2) recuperadas de un caso de fascitis necrotizante. Los datos muestran
que, en las dos cepas, la expresion de los efectores relacionados con T6SS puede
estar regulada de manera diferencial, lo que lleva a infecciones mixtas que causan
una progresion diferente de la enfermedad a partir de una sola infeccion.

(Ponnusamy et al., 2016; Fernandez-Bravo et al., 2019).

La deteccién de quérum (QS)

Mecanismo que regula la expresion génica en respuesta a la densidad
celular. Las células involucradas producen y secretan sustancias llamadas
autoinductores, que actuan como sefiales quimicas para inducir la expresion
genética colectiva. Para bacterias Gram negativas la molécula sefal es la N-acil
homoserina-lactona (AHL), importante para regular el rango de funciones
biol6gicas, la formacién de biopeliculas, la produccién de antibiéticos y la motilidad
en el sistema QS con diferentes efectos. (Chan et al., 2016; Ding et al., 2017; Patel

et al., 2017; Talagrand-Reboul et al., 2017a). En Aeromonas la AHL puede regular

24



la respuesta inmune del hospedero (Beaz-Hidalgo y Figueras, 2013; Miller y Bassler,
2001; Grim e tal., 2014; Khajanchi et al., 2011).

Chan et al. (2016) encontraron 159 secuencias de genes relacionados con
QS en todo el genoma de una cepa de A. veronii, proporcionando un modelo para
explorar su papel en la virulencia y como un objetivo potencial para el tratamiento
de Aeromonas. Talagrand-Reboul et al. (2017a) centraron su revisidon en la
comprension de la biopeliculay el QS en Aeromonas, y explicaron que la biopelicula
proporciona alta densidad celular permitiendo la interaccion entre las bacterias con
el sistema QS en Aeromonas. Ademas de informar el posible papel de esta

formacion de biopelicula en infecciones mixtas.

Fases de crecimiento bacteriano

Las curvas de crecimiento microbiano, de forma general, poseen cuatro
fases en el tiempo (figura 2):
A. fase de latencia o adaptacion.
B. fase de crecimiento exponencial o logaritmico.
C. fase de crecimiento estacionaria 0 menguante.

D. fase de muerte o enddgena.
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Figura 2. Curva del crecimiento bacteriano.
Fuente: Modificado a partir de Henry, 1999.

25



Cinética microbiana

Después de la inoculacion de medio con una determinada cantidad de
células, transcurre un periodo de tiempo (fase de latencia) antes de que se
establezca una velocidad constante de crecimiento, debido a que el microorganismo
tiene una intensa actividad metabdlica para adaptarse al nuevo medio de cultivo
antes de poder duplicarse. Cuando el cultivo alcanz6 una velocidad constante de
crecimiento se dice que esta en la fase exponencial debido a que el nimero de
células se puede expresar como funcién de 2", donde n es el numero de ciclos de
duplicacién experimentado por la poblacion (Rose, 1977).

Finalmente, el cultivo entra en la fase estacionaria del crecimiento, en la que
permanece constante el nUmero de células. Dicha fase puede durar mucho tiempo,
pero siempre sera seguida, mas temprano o mas tarde, por la fase de muerte (Rose,
1977). En condiciones controladas (Nutrientes, pH, Temperatura, Disponibilidad de
agua u oxigeno), en el laboratorio, se puede seguir la evolucion del nimero de
células a lo largo del tiempo de un cultivo microbiano en un sistema cerrado.

En el caso de Aeromonas y teniendo como ejemplo Aeromonas salmonicida
la expresion de proteasas y lipasas es inducida por la deteccion de quérum a alta
densidad celular y es importante para inducir la virulencia (Rasch et al., 2007;
Schwenteit et al., 2011). Lo anterior en relacidén con la cinética de crecimiento, es
respaldado por andlisis proteimicos en la cepa de referencia de A. salmonicida
JF5054, donde se muestra que la expresion del T3SS disminuye significativamente
de la fase de crecimiento exponencial a la estacionaria, mientras que la expresion
de algunas enzimas (proteasas, lipasas, quitinasas, entre otras) aumenta. Estas
observaciones también destacan que ademas de las variaciones genéticas y la
pérdida de los atributos de virulencia el estado de activacion de T3SS en el cultivo
bacteriano es un punto critico para tener en cuenta para la preparacion del inoculo

en desafios experimentales con A. salmonicida (Bergh y Frey, 2014).
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Adhesion bacteriana en la patogénesis

Para la mayoria de los microorganismos, la capacidad para adherirse
(adhesinas) a la superficie epitelial de su hospedero es esencial para la colonizacién
y el desarrollo subsecuente de la enfermedad (Ofek y Doyle, 1994). Las adhesinas
son proteinas, lipidos o glicoconjugados generalmente localizadas en la superficie
de la célula bacteriana, involucradas en la interaccion entre la bacteria y la superficie
celular del hospedero en las primeras etapas de la colonizacién. Para lograr lo
anterior, ademas de las interacciones hidrofobicas y las fuerzas electrostaticas no
especificas, las bacterias utilizan proteinas de su superficie con afinidad especifica
por proteinas del plasma, por componentes de la matriz extracelular y por
constituyentes de la mucosa epitelial. En algunos casos se ha demostrado que
existe correlacion entre la virulencia de las bacterias patdogenas y su capacidad para
adherirse a estas glicoproteinas (Westerlund y Korhonen, 1993; Carnoy et al., 1994;
Dubreuil et al., 2002).

Mecanismo de adherencia bacteriana

Se sabe que las bacterias se adhieren a la superficie epitelial via receptores
especificos y que los factores bacterianos involucrados en las interacciones
bacteria-célula son diversos (Attridge y Rowley, 1983).

Las estructuras bacterianas hasta ahora conocidas responsables de la
adherencia incluyen fimbrias, adhesinas no fimbriales, LPS, proteinas de membrana
externa y la capsula; en general se asume que cualquier antigeno de la superficie
bacteriana que tenga una conformacion estereoquimica, perfil hidrofobico y carga
neta electrostatica complementaria con las estructuras de membrana de su célula
blanco puede funcionar como adhesinas (Finlay y Falkow, 1989). La presencia de
receptores celulares para adhesinas bacterianas se encuentra determinada
genéticamente, su expresion se relaciona con la edad del hospedero y varia en los
diferentes niveles de los tractos mucosales; explicando las diferencias en el grado

de colonizacion y la susceptibilidad o resistencia a la infeccion (Cohen et al., 1988).

27



Los receptores mejor conocidos son las cadenas de oligosacaridos de
glicoproteinas y glicolipidos de la superficie celular, los mas importantes son las
glicoproteinas, que ademas de localizarse en la superficie de la membrana, se
secretan dentro del moco que cubre el epitelio mucosal de los tractos digestivo y
respiratorio. Las tipicas adhesinas bacterianas son las fimbrias que han sido
ampliamente estudiadas por su capacidad para unirse a eritrocitos de manera
especifica, la union o interaccion entre la adhesina y los eritrocitos es casi idéntica
a la que se establece entre esta estructura y su célula blanco (el hecho de que la
proteina posea actividad hemoaglutinante, sugirié su participacion en el mecanismo
de adhesion de la bacteria). En Aeromonas se han descrito dos clases de
adhesinas: las asociadas con estructuras filamentosas (fimbrias) y las asociadas
con proteinas de la membrana externa (LPS, capa S, porinas que actian como
adhesinas de tipo lectinas) (Burke et al., 1984).

Adhesinas filamentosas: fimbrias / pili

Las fimbrias/pili son estructuras filamentosas en la superficie bacteriana,
formadas por subunidades conocidas como pilina. Aunque los pilis a menudo se
describen como organulos adhesivos, se han implicado en otras funciones, como la
union de fagos, la transferencia de ADN, la formacién de biopeliculas, la agregacién
celular, la invasion de la célula hospedera y la motilidad de contraccion (Proft y
Baker, 2009).

En aislamientos clinicos y ambientales de Aeromonas mesdfilas, se han
encontrado dos tipos distintos de fimbrias en funcion de su morfologia: fimbrias
cortas y rigidas (S/R) que se pueden encontrar en grandes cantidades en la célula
bacteriana y fimbrias largas y onduladas (L/W) que se puede encontrar en nUmeros
mas pequefios. Las fimbrias S/R son epitopes comunes en diferentes especies
analizadas; ampliamente distribuidos (mas del 95% de las cepas) y pueden causar
autoagregacion, pero no hemaglutinacion o union a las células intestinales (Kirov et
al.,, 1995). Las fimbrias L/W son grandes, finas, flexibles y consideradas

hemaglutininas, son el tipo predominante en cepas aisladas de peces. El andlisis de
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la secuencia de amino&cidos indica que corresponden a pilis de tipo IV (Pepe et al.,
1996), conocidas como estructuras importantes para la adhesion a las células
epiteliales e involucradas en la formacion de biopeliculas y la motilidad de
contraccion. Se han descrito dos pilis de tipo IV diferentes en especies de
Aeromonas asociadas con gastroenteritis: los pilis formadores de haces (Bfp) y los
pilis de tipo IV (Tap) (Barnett et al., 1997). Bfp pili estan involucrados en la adhesion
a las células intestinales (Kirov et al., 2000) y exhiben homologia de secuencia N-
terminal con la hemaglutinina, sensible a manosa de Vibriocholerae. Una de las
proteinas de la familia Tap (TapD) es esencial para la secrecion de aerolisina y
proteasas, contribuyendo al sistema de secrecion de tipo Il (Pepe et al., 1996). Se
ha demostrado también que el pili formador de haces es necesario para la adhesiéon

de Aeromonas veronii y la formacion de biopeliculas (Hadi et al., 2012).

Adhesinas no filamentosas

En la superficie de Aeromonas también hay otras macromoléculas
consideradas adhesinas, como los monémeros de la capa S, el lipopolisacarido y
las diferentes proteinas de la membrana externa. Entre las proteinas de la
membrana externa, se ha descrito especialmente que las porinas actian como una
adhesina de tipo lectina, uniendo las bacterias a superficies ricas en carbohidratos
como los eritrocitos y probablemente las células humanas intestinales (Quinn et al.,
1994).

Actividad hemoaglutinante

El fendbmeno de la hemoaglutinacion fue descrito por Hirst en 1941, quien
observo en un embridon de pollo la aglutinacion de glébulos rojos en un vaso
sanguineo roto, mientras realizaba pases de virus de influenza, y se define como la
capacidad que tienen ciertos virus y bacterias para unir entre si los glébulos rojos,

gracias a las proteinas que poseen en su capa externa (Neter, 1956).
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Puesto que las bacterias provocan aglutinacion de los eritrocitos, se han
probado hasta 14 especies diferentes. Varios investigadores estudiaron la
propiedad hemaglutinante de varias bacterias (Gupta et al., 1958; Barua y
Mukherjee, 1965). Se considera que la hemoaglutinacion es caracteristica
especialmente de bacterias que pertenecen a la familia Enterobacteriaceae. David
C. OId en su revision mencion6 que las bacterias con fimbrias de tipo | aglutinan
fuertemente las células humanas y las de las ovejas débilmente (Old et al., 1987).
Debido a la presencia de fimbrias, muchas bacterias exhiben la propiedad de
hemaglutinacion y esto se ha utilizado como marcador epidemiol6gico junto con
otros métodos de tipificacion (Crichton y Old, 1980).

Sabemos que el primer paso de la infeccion es la adhesion de los
microorganismos patdgenos a las células del hospedero. Esta caracteristica les
permite no solo penetrar y desplegar las estrategias ofensivas para iniciar la
colonizacion, si no contribuir a la proteccion y el resguardo de estos a los
mecanismos de defensa tanto inmunolégicos como mecanicos del hospedero;
proceso que se lleva a cabo en gran medida por la interaccién de adhesinas (Ofek
y Doyle, 1994).

En el caso particular de Aeromonas, bacteria patégena oportunista, que
inician la infeccién en barreras epiteliales susceptibles del hospedero, tanto en
cepas de origen clinico como en las de procedencia ambiental se ha descrito dos
tipos de fimbrias, las primeras rigidas y cortas; que suelen encontrarse en
proporciones elevadas sobre la superficie celular y las segundas largas, onduladas
y flexibles, en menor proporcion. Estas ultimas consideradas hemaglutininas con un
papel importante en la adhesion bacteriana a células epiteliales, en la formacién de
biofilm y en la motilidad (Tomas, 2012). Al igual que se describe en las cepas
enteropatdogenas de Escherichia coli, las fimbrias con actividad hemaglutinante
pueden ser inhibidas en presencia de algunos carbohidratos como manosa, fructosa
0 galactosa. La hemaglutinaciéon mediada por fimbrias manosa-resistentes parece
estar mas relacionada a la enteropatogenicidad (Evans et al., 1979).

Varios reportes sugieren que las cepas enterotoxigénicas de Aeromonas son

potentes productoras de hemaglutininas; esta capacidad, juntamente con la
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actividad hemolitica, podria servir como un indicador de la enterotoxigenicidad de
las cepas que afectan al hombre (Obi et al., 2007), pero al igual que la propiedad
hemolitica, presenta resultados divergentes entre los estudios, en cuanto a
frecuencia, especie que la expresa y procedencia de la cepa. La hemaglutinacion
se ha usado ampliamente para la caracterizacion de adhesinas; como antecedente,
las hemaglutininas fimbriales asociadas a células se han reportado con un papel
importante en la virulencia de Escherichia coli (Satterwhite et al., 1978). Se han
detectado patrones de hemaglutinacion en cepas de Aeromonas spp. en medios
sélidos (TSA, Agar nutritivo, Agar MacConkey, Agar BHI) (Atkinson y Trust, 1980;
Burke et al., 1984) evidenciando que las adhesinas de Aeromonas spp. pueden ser
fimbriales (Atkinson y Trust, 1980) o no fimbriales (Chang et al., 1985). A pesar de
no conocer del todo su papel como posibles factores de virulencia, la
hemaglutinacion resistente a fucosa se correlacionaba bien con los aislados de
origen clinicos (Burke et al., 1984).

Como primer antecedente al género, las hemaglutininas solubles producidas
por cepas de Vibriocholerae cultivadas en medios liquidos se han informado como
posibles factores de virulencia con importancia destacable (Finkelstein y Hanne,
1982).

Atkinson y Trust (1980), describieron la habilidad de hemoaglutinacion
producida por cepas de A. hydrophila de origen clinico. La hemaglutinacion se
correlacioné con la capacidad de adherirse a los eritrocitos humanos y las células
epiteliales bucales, aunque hubo algunas diferencias aparentes en los mecanismos
de unién. La hemaglutinacion y la adherencia a células de origen humano se
asociaron con la presencia de pilis (fimbrias). Ademas, estos autores también
utilizaron la aglutinacién de células de levadura para clasificar las adhesinas y
realizaron experimentos para determinar las condiciones 6ptimas (pH, temperatura,
Caz*, Mg2*, diferentes medios de cultivo) en la produccién y deteccion de
hemaglutininas, que podian ser inhibidas de manera especifica por azucares en
concentraciones milimolares. La agudeza de esta especificidad se podia juzgar por
la capacidad de la hemaglutinina bacteriana para reconocer diferencias

estructurales bastante sutiles en el posicionamiento de grupos hidroxilo individuales
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en hexosas, notando la rapida inactivacion por calor (55 °C durante 5 min),
indicando asi que probablemente eran proteinas. Con lo anterior su sensibilidad,
especificidad y la probable estructura proteica, se le atribuia una naturaleza similar
a una lectina; registrando incluso que A. hydrophila elabora al menos dos lectinas
diferentes capaces de reconocer L-fucosa o D-manosa.

Para 1984 Burke et al. informaron patrones de hemaglutinacién de cepas de
Aeromonas spp. en presencia de sacarosa, galactosa y manosa. Relacionaron sus
resultados con la produccién de enterotoxinas, el biotipo y la fuente de cada
aislamiento; sugiriendo que las hemaglutininas debian considerarse factores de
virulencia en bacterias de este género. Sin embargo, hasta este momento no existia
un modelo experimental adecuado para definir factores de virulencia importantes en
la patogénesis de la diarrea asociada a Aeromonas, reportando asi los posibles
factores de virulencia con enfermedades diarreicas mediante el uso de datos
epidemioldgicos.

Burke et al. (1986) a sus anteriores trabajos, agregaron a la relacion de cepas
de A. hydrophila aisladas de diferentes fuentes; la aglutinacion de diferentes
eritrocitos (humano, equino, rata y cobaya) y el efecto de los azlcares en la
hemaglutinacion, mencionando que la hemaglutinacién de eritrocitos de humano,
caballo, ratas y cobayas, particularmente era resistente a fucosa, esto sugeria que
lo anterior se deberia considerar en la busqueda como una caracteristicas que
posiblemente contribuya a la virulencia de Aeromonas spp.

Posteriormente para 1985, Crichton y Walker en su esfuerzo por determinar
la prevalencia y la complejidad de las hemaglutininas producidas por Aeromonas,
realizaron pruebas de hemaglutinacion con siete especies de eritrocitos frescos;
enfatizando que para una identificacion completa de hemaglutininas producidas por
Aeromonas spp., las cepas deben cultivarse en una variedad de condiciones
(diferentes medios de cultivo/caldo, temperatura, tiempo y pH) y analizarse con una
amplia gama de especies de glébulos rojos.

Trabajos como el de Elbashir y Millership (1989) determinaron la capacidad
de aislamientos de Aeromonas spp. de diferentes fuentes para aglutinar eritrocitos

de humano, caballo y/o cobaya y mencionaron que la capacidad de
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hemoaglutinacion se caracteriz6 ademas por reacciones en presencia de manosa,
galactosa o fucosa. Asociando una baja concentracion de sal con la falta de
agregacion e incapacidad de aglutinar células de levadura y eritrocitos humanos,
pero no de caballo o cobaya.

Singh et al. (1993) sugieren que la adhesion probablemente esté mediada
por una variedad de factores de virulencia (fimbrias) que pueden o no ser una
hemaglutinina. La HA se prob¢ utilizando eritrocitos fijados de pollo.

Se ha mencionado ademas que el mecanismo de la patogénesis de
Aeromonas es multifactorial y que la distribucion de cepas de este género
productoras de enterotoxina, citotoxina y hemolisina no esta relacionada con el
origen del aislamiento. El propésito de realizar ensayos de hemaglutinacion es
determinar la adherencia de cepas de Aeromonas en la superficie de los eritrocitos
y establecer si los patrones de inhibicion de la hemaglutinacion estan
correlacionados con cualquier fuente de aislamiento o con especies (Pal et al.,
1992).
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JUSTIFICACION

Con base en lo anterior este trabajo surge de la necesidad de definir la
actividad hemoaglutinante en especies del género Aeromonas (A.
allosaccharophila, A. bestiarum, A. caviae, A. hydrophila, A. lusitana, A. media, A.
popoffi, A. salmonicida, A. sobria, A. veronii). En este sentido adquiere importancia
el estudio de los mecanismos por los cuales una bacteria causa enfermedad,;
especialmente de aquellos factores que le confieren adherencia y que mediante la
capacidad de aglutinar eritrocitos pudieran representar indicadores del estado de
salud de los animales. Todo ello provee informacién relevante de los fundamentos
sobre los cuales se llevan a cabo los procesos bioldgicos a nivel celular. El estudio
de estos fatores y sus mecanismos de reconocimiento comienza a ser una

herramienta Gtil para el disefio de mejores métodos de prevencion y diagnéstico.
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HIPOTESIS

De las nueve especies evaluadas del género Aeromonas, con base en la
literatura cientifica al menos las especies Aeromonas hydrophila, Aeromonas
salmonicida, Aeromonas sobria, Aeromonas caviae mostraran actividad
hemoaglutinante.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar la activad hemoaglutinante de aislamientos de nueve especies del
género Aeromonas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar actividad hemoaglutinante de aislamientos del género Aeromonas.

Determinar la relacion entre la actividad hemoaglutinante y la especie de
Aeromonas.
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MATERIAL Y METODO

Disefio experimental

El trabajo se realiz6 bajo un disefio experimental descriptivo, estudio que tuvo
el propdsito de determinar la actividad hemoaglutinante de aislamientos de
Aeromonas spp., en una poblacion de aislamientos de nueve especies de
Aeromonas (A. bestiarum, A. caviae, A. hydrophila, A. lusitana, A. media, A. popoffi,
A. salmonicida, A. sobria y A. veronii) previamente identificadas por Vega-Sanchez
et al. (2014a). Se elabor6 antigeno inactivado para ensayos de hemaglutinacion.

Aislamientos bacterianos

Para el desarrollo de la investigacion, se analizaron 28 aislamientos de nueve
especies de Aeromonas spp., previamente identificadas por Vega-Sanchez et al.
(2014a), los cuales incluyen especies que se han aislado de muestras clinicas,

ambientales y alimentos (Cuadro 5).

Especie Aislamiento Origen Fuente de agua

ESV 375 Branquias

A. bestiarum ESV 352 Rifion Rio
ESV 353 Bazo
ESV 365 Lesion

A. caviae ESV 378 Branquias Ojo de agua
ESV 399 _

Branquias .

A. hydrophila ESV 356 Manantial
ESV 394 Lesion
ESV 380 Intestino

A. lusitana ESV 351 Branquias Arroyo
ESV 398 Bazo
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ESV 360 RifAdn Rio
A. media ESV 382 Branquias
ESV 383 Intestino
ESV 354 Rifdn
A. popoffi ESV 358 Branquias Arroyo
ESV 359 Intestino
A. salmonicida | ESV 396 Lesion Manantial
ESV 361 Branquias
A. sobria ESV 369 RifiGN Rio
ESV 355 Intestino
ESV 377
=5V 200 Branquias
) ESV 373 Manantial
A. veronii ESV 379
ESV 362 Intestino
ESV 397
ESV 391

Cuadro 5. Especies de Aeromonas spp. a empleadas en el estudio.

Medio de cultivo

Para el aislamiento y mantenimiento de las cepas se inocularon placas de
Agar tripticasa soya (TSA por sus siglas en inglés: trypticase soy agar, marca MCD
LAB), 40 g diluido en 1 | de agua, calentando para disolver, y se incubaron durante
24 horas a 24 °C. Posteriormente se cultivaron en matraces con caldo infusion
cerebro corazon (BHI por sus siglas en inglés: brain heart infusion, marca MCD LAB)

37 g diluido en 1 | de agua e incubaron a 24 °C por 24 horas.
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Antigeno hemoaglutinante

Se realizaron dos tratamientos para obtener antigeno hemoaglutinante.
Primero, se inocul6 cada aislamiento en placas de TSA a 24 °C durante 24 horas;
con ayuda de un asa bacterioldgica se colecto la bacteria y se resuspendié cada
aislamiento en 1 ml de PBS con timerosal en tubo eppendorf estéril y se
homogeneizo con ayuda del vortex durante 10 segundos, enseguida se centrifugo
a 12,000 revoluciones por minuto durante 5 minutos para lavarlo, lo anterior entre
dos y tres veces. Para el segundo antigeno también se inocul6 cada aislamiento en
placas de TSA a 24 °C durante 24 horas, las colonias se cosecharon con ayuda de
un asa bacteriologica y se inocularon matraces de 250 ml con caldo BHI incubadas
a 24 °C durante 24 horas para el primer experimento y mas de 24 horas para el
segundo experimento; posteriormente en cada experimento de este segundo
tratamiento se inactivd con timerosal y se dejé una noche a 24 °C. El medio se
centrifug6é a 10,000 revoluciones por minuto (rpm) durante 20 min. Se decant6 el
sobrenadante y se agreg6 PBS con timerosal para resuspender el botdn y lavar, lo
anterior entre dos y tres veces. También se sonicaron (Sonifier 250, Branson,
Emerson Electric Co., Ferguson, MO, USA) en hielo por dos ciclos de 5 segundos
(60% pulsos output; potencia output 5) los antigenos obtenidos del primer

tratamiento y del segundo experimento del segundo tratamiento.

Eritrocitos fijados con glutaraldehido

Para obtener eritrocitos fijados se colect6 sangre de pollo en solucion Alsever
a un volumen 50/50, se lavo con NaCl 0.15 M (2,000 rpm/5 min a 4 °C) y con agua
destilada (2,000 rpm/5 min), se fijaron con una solucién de glutaraldehido y solucién
de sales, con ligera agitacion en intervalos de 10 minutos aproximadamente. Se
resuspendié la solucion de eritrocitos en PBS con 0.01% de timerosal a
concentracion no mayor del 30%. Se almacenaron en refrigeracion (4 °C) hasta su

utilizacion (Soriano-Vargas et al., 2001).
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Solucidén Alsever

Contiene 2.05 g de dextrosa, 0.8g de citrato de sodio, 0.055 g de acido citrico,
0.42 g de cloruro de sodio (NaCl), por cada 100 ml de agua destilada, se filtr6 en un

tubo estéril y almaceno a 4 °C hasta su utilizacion (Blackall et al., 1990).

PBS con timerosal

Contiene 8.00 g de NaCl, 0.2 g de KCI, 1.44 g de Na24PO4, 0.24 g KH2PO4,
por cada 1,000 ml de agua destilada, se ajustara pH (7.2-7.4) y esterilizar4. Después

se agregara timerosal (0.01%) (Blackall et al., 1990).

Curvas de crecimiento

Con la finalidad de definir el mejor tiempo para la obtencion del antigeno
hemaglutinante se realizaron curvas de crecimiento, para lo cual, se inoculd la
bacteria de cultivo fresco a una concentracion del 1% en matraces de 250 ml, y se
procedié a incubar a 24 °C por 18 horas. Se tomd una muestra de 10 ml cada
periodo de tiempo desde cada hora, hasta concluir las 18 horas de incubacion y se
midio la turbidez con ayuda de un espectrofotometro. Finalmente se realiz6 un
contaje en placa de las muestras, para determinar el crecimiento bacteriano en el
tiempo establecido.

Los datos obtenidos fueron tabulados y se procedié a la realizacion de las
respectivas curvas de crecimiento, en las cuales se visualizaron los tiempos de
crecimiento maximos necesarios para la realizacion de las pruebas de

hemoaglutinacion.
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Prueba de hemoaglutinacion

La preparacion de la prueba de hemoaglutinacion de los antigenos se diluyo
en serie doble en placas de microtitulacion de fondo redondo. Los titulos de
hemaglutinacion de los antigenos se determinaron con volimenes de 50 ul de
antigeno en un método de microdilucién en placa. Se realizaron diluciones dobles
seriadas del antigeno con PBS (pH 7.2) diluido 1:10 con solucién PBS que contenia
0.01% (peso/vol) de timerosal. Los eritrocitos fijados de pollo (2% v/v) se agregaron
a cada dilucion para después incubar las placas durante 20 minutos a temperatura
ambiente. Los titulos hemoaglutinantes se expresaron como el reciproco de la
méaxima dilucién en la que se observa completa hemoaglutinacion de los eritrocitos
(Eaves et al., 1989; Honda et al., 1989).

Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico de los datos se aplicd la prueba de x? (chi
cuadrado) con un nivel de confiabilidad de 95% (p< 0.05). Los datos se integraron
en cuadros de frecuencia y cuadros de contingencia para su analisis, los mismos
incluyeron las variables: actividad hemoaglutinante y especie de Aeromonas spp.,

para asi determinar si las variables estaban relacionadas o no.
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RESULTADOS

Una vez que el cuadro de contingencia (Cuadro 6) que relaciona nuestras dos variables esta expresado en
porcentajes podremos pasar a su lectura y decir que a mas diferencia de porcentajes en cada fila (entre las categorias de
la variable en columnas), méas fuerte sera la relacion entre las variables. Si los porcentajes en una misma fila son muy

similares no habra relacion entre las variables. Si hay diferencias entre los porcentajes habra relacion entre las variables.

Especies de Aeromonas (%)

Hemoaglutina bestiarum  caviae hydrophila lusitana media  popoffi salmonicida sobria  veronii Total
Si 50 100 75 100 100 67 0 33 86 71
No s 0 25 0 0 33 100 67 14 29
Total 100

Cuadro 6. Cuadro de contingencia para evaltan dependencia de la actividad hemoaglutinante de especie en Aeromonas spp.
mediante el analisis de la distribucién de porcentajes.
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Curvas de Crecimiento

Se realizd una curva patron (18 h) de cada especie (A. caviae, A. bestiarum,
A. hydrophila, A. media, A. lusitana, A. salmonicida, A. veronii, A. sobria y A.
poppoffii) con lo que pudimos identificar puntos criticos en las fases de crecimiento
de los cultivos bacterianos; autores destacan el estado de activacion de los
diferentes factores de virulencia en diferentes fases del crecimiento bacteriano. La
expresion de algunos factores de virulencia (T3SS) disminuye significativamente de
la fase de crecimiento exponencial a la estacionaria, mientras que la expresion de
algunas enzimas aumenta.

Al someter a las baterias a condiciones de estrés; permaneciendo en un
cultivo cerrado, estan obligadas a desarrollar mecanismos de comunicacién basado
en la expresion y reconocimiento de moléculas sefial que les permita sincronizar la
expresion de genes con la densidad poblacional.

Una vez inoculados los matraces con las diferentes cepas, en intervalos de
cada hora y tres horas hasta las 18, se tomaron muestras para realizar el conteo de
colonias y medicion de turbidez del caldo (Figura 3) para la elaboracion de la curva

de crecimiento, e identificacion de las diferentes fases de crecimiento.

Figura 3. Placa con colonias de Aeromonas caviae.
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En lo correspondiente a A. veronii (Figura 4) se pudo observar las diferentes
fases de crecimiento, ademas de diferenciar el tiempo de crecimiento maximo que
va de la hora 4 a la 8, iniciando en esta ultima la fase estacionaria.

Aeromonas veronii

1,2
~ 1 y
<C
3 228x 106
0,8
©
o
% 0,6 161 x 106
o
-
o 04
8 /142x 106
< 0,2
OMG

0 2 4 6 8 10 12

Tiempo (h)

Figura 4. Curva de crecimiento Aeromonas veronii.

Lo anterior y los resultados registrados en el Cuadro 7 reflejan la variedad
existente entre especies de Aeromonas en cuanto a la actividad hemoaglutinante
reportada, incluso entre aislamientos de la misma especie no se visualiza similitud
en los titulos HA, pues aun dentro de la misma especie bajo las mismas condiciones
de crecimiento (tiempo, temperatura y concentracion) esta propiedad no es
particular de la misma.

El hecho de haber realizado una curva patrén de las seis especies nos dio la
oportunidad en primer punto de monitorear el comportamiento de esta bacteria en
su crecimiento; asi al momento de realizar la prueba de HA conocimos la cantidad
de bacteria en el antigeno al momento de realizar la técnica. Como segundo punto,

aungque no es algo totalmente contundente pues se requieren mas estudios; la

44



lectura de los titulos HA obtenidos de antigenos de cultivos de mas de 24 horas son
mas altos, que los titulos registrados de antigenos cultivados durante 24 horas.

Si bien no todos los aislamientos de la misma especie mostraron actividad
hemoaglutinante al menos un aislamiento de A. bestiarum (365), A. sobria (369), A.
veronii (373), A. hydrophilla (399), A. caviae (378), A. lusitana (351) y A. media (398)
registraron titulos HA mas altos al realizar la técnica con antigeno obtenido de medio
de cultivo de méas de 24 horas de incubacion. Es importante lo anterior pues pudiera
sugerirnos que al momento de someter a las baterias a condiciones de estrés;
permaneciendo en un cultivo cerrado, estamos obligandolas a desarrollar
mecanismos de comunicacién basado en la expresién y reconocimiento de
moléculas sefial que les permita sincronizar la expresion de genes con la densidad
poblacional y en este caso la hemoaglutinacién pudiera ser mas evidente en este
momento.

De manera adicional el antigeno obtenido del aislamiento 396 de A.
salmonicida a partir de un cultivo incubado a 37 °C por mas de 24 horas sin
tratamiento previo (lavados), mostro actividad hemoaglutinante (16 UH) pero a

temperatura ambiente el titulo fue mas alto (32 UH).
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Sonicado

Origen Caldo (24 h) Caldo (>72 h) Placa (24 h) Caldo (>72h) Placa (24 h)
550 nm, [1.6] ,10° (bacterias/ml)
Aislamiento UH UH UH UH UH
375 0 0 0 0 0
352 Aeromonas bestiarum 0 0 0 0 0
353 Lesidn 16 4 0 0 0
365 0 32 2 0 0
354 2 8 0 0 0
358 Aeromonas popoffi 8 2 0 0 2
359 0 0 0 0 2
361 0 0 0 0 0
369 Aeromonas sobria Rifidn 2 4 2 32 0
355 0 0 4 0 0
377 Branquias 0 4 16 2 0
373 Intestino 64 16 2 8 2
379 Aeromonas veronii 0 8 0 2 0
362 2 0 16 0 0
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400 Branquias 8 8 2 2 0

391 0 8 0 4 0
397 0 0 0 0 0
399 Branquias 0 16 2 16 0
394 Aeromonas hydrophila 0 0 0 2 2
356 0 32 0 0 0
380 Intestino 8 8 2 0 0
378 Aeromonas caviae 0 16 0 0 0
351 Aeromonas lusitana Branquias 2 8 8 0 0
398 Bazo 0 2 64 8 0
360 Aeromonas media Rifion 0 32 4 8 2
382 0 4 0 0 2
383 0 16 0 0 0
396 Aeromonas salmonicida  Lesion 0 0 0 0 0

Cuadro 7. Actividad hemoaglutinante de aislamientos de Aeromonas spp.

Al preparar antigeno inactivado de los aislamientos 396 (A. salmonicida), 351 (A. lusitana) y 373 (A. veronii) que como muestra la tabla
fueron los aislamientos que bajo diferentes condiciones siguen mostrando titulos significativos para el analisis del estudio, observamos
gue al no lavar y realizar directamente la prueba de HA los titulos aumentaron (Anexo 2).
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Analisis estadistico

Valores observados

Aislamiento de Actividad hemoaglutinante Total
Aeromonas Si NO

A. bestiarum 2 2 4
A. popoffi 2 1 3
A. sobria 1 2 3
A. veronii 6 1 7
A. hydrophila 3 1 4
A. caviae 1 0 1
A. lusitana 1 0 1
A. media 4 0 4
A. salmonicida 0 1 1

Total 20 8 28

Cuadro 8. Relacion entre actividad hemoaglutinante y especie de valores observados.

Frecuencias esperadas

Aislamiento de Actividad hemoaglutinante Total
Aeromonas S| NO

A. bestiarum 2.85 1.14 4
A. popoffi 2.14 0.86 3
A. sobria 2.14 0.86 3
A. veronii 5 2 7
A. hydrophila 2.86 1.14 4
A. caviae 0.71 0.29 1
A. lusitana 0.71 0.29 1
A. media 2.86 1.14 4
A. salmonicida 0.71 0.29 1

Total 20 8 28

Cuadro 9. Relacion entre actividad hemoaglutinante y especie de frecuencias esperadas.

a=0.05
X2 calculado= 8.63

Grados de libertad(gl) =8

X2 critico= 15 51

Teniendo en cuenta los valores obtenidos y considerando lo siguiente:
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HO (nula) = Parametros independientes

Se cumple cuando: X2 calculado<X2 critico
HI (alternativa) = Pardmetros dependientes

Se cumple cuando: X2 caIcuIado>X2 critico

Por lo que tenemos:

X2 calculado= 8.632<X2 critico =15.507

Cumpliéndose entonces la HO, la actividad hemoaglutinante y la especie en
Aeromonas son variables independientes por lo tanto la actividad hemoaglutinante

en bacterias del género Aeromonas no es dependiente de especie.
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DISCUSION GENERAL

A partir de los hallazgos encontrados, rechazamos la hipotesis alternativa
general que establece que existe relacion de dependencia entre la actividad
hemoaglutinante y especie en Aeromonas spp.

El presente estudio es la primera investigacion que determina la actividad
hemaglutinante de Aeromonas spp. utilizando la técnica de microdilucion en placa
con eritrocitos de pollo fijados sin la intervencion de azucares y con mas de tres
especies del género. Observamos asi las diferencias en la capacidad de aglutinar
los eritrocitos fijados de pollo fijados por los 28 aislamientos que incluian las nueve
especies de Aeromonas, evidenciando que algunas de las cepas estudiadas tienen
la capacidad de aglutinar eritrocitos de aves sin seguir patrones especificos
dependientes por especie. Con lo anterior lo reportado por Hashimoto et al. (1971),
donde mencionan que al fijar con formaldehido se incrementaba la actividad
hemoaglutinante de Aeromonas hydrophila, mediada por fimbrias (constantes en
longitud y ancho) del tipo manosa resistente, nos sirve como antecedente para
evidenciar la importancia de nuestra investigacion, pues es necesario considerar lo
diverso que es el género y a pesar de contar con sus resultados, en la actualidad
se necesitan incluir mas de una especie para aplicar las técnicas y no limitar los
resultados. Pues en nuestra investigacion a pesar de utilizar eritrocitos fijados de
pollo con glutaraldehido aislamientos de la misma especie (Aeromonas hydrophila)
no mostraron aglutinacion evidente.

Nuestros resultados guardan relacion con lo que sostienen Elbashir y
Millership (1989), para la actividad hemaglutinante de aislamientos de Aeromonas
spp. de diferentes fuentes; quienes registraron ocho patrones de hemaglutinacién
utilizando tres tipos de eritrocitos (humano, caballo y conejillo de indias), los cuales
mostraron que no existia asociacion estadisticamente significativa entre el patron
de hemaglutinacién y la especie en este género bacteriano. De igual manera Singh
y Sanyal (1993) mencionan que la actividad hemaglutinante causada por
aislamientos de Aeromonas spp., no estaba relacionada con la fuente del

aislamiento, pero se dio con mayor proporcién en aislamientos de A. hydrophila que
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en A. sobria o A. caviae. Mostrando una correlacién parcial entre su actividad
hemaglutinante o sensibilidad al suero y enterotoxigenicidad, pero las propiedades
probablemente no estaban genéticamente vinculadas (especie y fuente). Por tanto,
su observacién de aislamientos resistentes al suero y el potencial enterotoxigénico
de los hemaglutinantes, sugiere que estas dos propiedades pueden mejorar la
virulencia de este género. Sin embargo, no se observo correlacion entre
hemaglutinacion o sensibilidad al suero y especies o fuente del microorganismo.

Ademas, con el objetivo de determinar la presencia de actividad citotoxica y
hemaglutinante en aislamientos de Aeromonas spp. de carne de cordero procesada
y corderos sacrificados, Majeed y Macrae (1994) mostraron también que la actividad
hemaglutinante se encontr6 con frecuencia en Aeromonas moviles,
independientemente de su especie. Pal et al. (1992) quienes investigaron los rasgos
de virulencia de aislamientos de Aeromonas en relacion con la especie y fuente;
reportaron que la hemaglutinacion de los eritrocitos (humanos), no estaba
relacionada con la fuente de aislamiento o produccién de enterotoxinas, citotoxinas
o hemolisinas, pero si parecia estar relacionada con la especie. Sin embargo,
finalmente concluyen que el mecanismo de patogénesis de Aeromonas es
multifactorial y evidentemente no esta relacionado con la fuente de aislamiento ni
con la especie.

Es importante mencionar el antecedente donde Atkinson y Trust (1980)
declararon que las cepas enterotoxigénicas de A. hydrophila aglutinan fuertemente
las células sanguineas humanas, y Burke et al. (1984) correlacionaron el patron de
hemaglutinacion con la fuente de Aeromonas, sin mencionar relacion con el género.
Sin embargo, debemos destacar la importancia de estudios que difieren con
nuestros resultados, tal es el caso de Nishikawa y Kishi en 1988, quienes
identificaron el patrén de hemaglutinacién por el método de Burke, pero sus
resultados sugerian que sus patrones de hemoaglutinacion no se correlacionaron
con la fuente, aunque si con la especie.

En cuanto al método para este trabajo al igual que el de Singh et al. (1993),
la actividad hemaglutinante se probé utilizando eritrocitos de pollo fijados, teniendo

como antecedente el método de Atkinson y Trust (1980). Singh et al. (1993),
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registraron para la mayoria de sus aislamientos ambientales de eritrocitos humanos
hemaglutinados inhibicién por manosa o fucosa o por ambos (independientemente);
sin embargo, la mayoria de los aislamientos clinicos no causaron aglutinacion bajo
las mimas condiciones. También muestran que los aislados no hemaglutinantes y
hemaglutinantes de Aeromonas son capaces de adherirse y multiplicarse en el
intestino. Por lo tanto, sugieren que la actividad de hemaglutinacidén no es un criterio
esencial para la adhesién y multiplicacién del microorganismo. Sin embargo, para
este momento, nuestro estudio sugiere que, si es importante para el mecanismo de
patogenicidad que poseen estas bacterias, pues a través del tiempo y numerosos
esfuerzos y cada vez mas evidencias muestran el potencial patogénico que ha
desarrollado Aeromonas y su capacidad para adaptarse a numerosos ambientes.

Para el experimento de la cinética de crecimiento con la curva patrén para
seis especies de Aeromonas mostro la posible dependencia de la expresion de
hemaglutininas (adhesinas) y la interaccion con los receptores de eritrocitos en las
diferentes fases de crecimiento (después de las primeras horas de haber inoculado
nuestros matraces), pues se reporta que la expresion de ciertos factores de
virulencia disminuye significativamente de la fase de crecimiento exponencial a la
estacionaria, mientras que la expresion de algunas enzimas aumenta.

Se realizaron los tratamientos con la finalidad de obtener condiciones
Optimas de produccion de antigeno hemoaglutinante, sin embargo, demostramos
gue nos es suficiente para el género, pues la hemoaglutinacion ocurre de igual
manera tanto en placa como en caldo (24 h) para algunos aislamientos de especies
como A. sobria, A. veronii, A. hydrophilay A. lusitana, solo que con diferentes titulos
HA, caso contrario de A. bestiarum y A. popoffii, con titulos HA mas altos en caldo
y no en placa. El tiempo establecido en el segundo tratamiento no fue determinante
pues solo incrementaron los titulos HA en los mismos aislamientos de las mismas
especies.

A pesar de poseer la informacion anterior, se desconoce con exactitud como
es que estos antigenos hemaglutinantes particularmente de este género bacteriano
intervienen en la patogenicidad e inmunogenicidad de Aeromonas, como se ha

demostrado previamente para otras bacterias patégenas. Lo anterior nos deja con
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la posibilidad de seguir realizando trabajos que nos permitan conocer de manera

precisa la intervencion de estos mecanismos y factores.
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CONCLUSIONES

La actividad hemoaglutinante en bacterias del género Aeromonas no fue

dependiente de especie.

A pesar de establecer condiciones 6ptimas de crecimiento para Aeromonas,
su diversidad (especie) hace complejo el empleo de un Unico tratamiento
para obtener antigeno y que sea suficiente para conocer su actividad

hemoaglutinante.

Segun la informacién actual sobre la patogenicidad del género Aeromonas,
debemos suponer que las infecciones que producen estas bacterias tanto en
humanos como en animales seguirdn siendo un gran problema de salud en
el futuro. La distribucién ubicua de estas bacterias y la creciente poblacién,

facilitaran este problema.
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ANEXOS

Anexo 1. Curvas de crecimiento de especies de Aeromonas.
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Anexo 2. Titulos HA de tres aislamientos de Aeromonas.

Titulos HA de aislamientos representativos, a temperatura ambiente (més de 24h),

sin lavados previos para HA.

Aislamiento Especie Unidades
hemaglutinantes (UH)

373 Aeromonas veronii 256

351 Aeromonas lusitana 512

396 Aeromonas salmonicida 32
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