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IMrRODUCCION

En la décadade los 80 tienelugarunaexplosiónde interéscientífico de los miembros

del géneroAeromonascomopatógenosparael hombrey animalesdebido,principalmente.

a la asociaciónde estasbacteriascon procesosgastroentéricoshumanos.Actualmente,

existenotrasáreasde interéscreciente,comola complejataxonomíay los factoresasociados

ala virulencia,potencialmenteresponsablesde infeccioneshumanasy animales.

En distintaspartesdel mundo sehan descritoprocesosgastroentéricosasociados,

aunqueno necesariamentecausadosporAeromonasspp. (Graceyy col., 1982;Janday

Duffey, 1988; Altweggy Geiss,1989);al parecerestaasociaciónesmásfrecuenteen niños

menoresde 2 aflos, adultosmayoresde 50 añosy personasinmunodeficientes(Burke y

col., 1983a;Agger, 1986; SanJoaquiny Pickett, 1988; Kuijper y col., 1989a;Gluskin y

col., 1992)habiéndosedetectadoun mayornúmerode casosen verano(Burke y col.,

1984b;Aggery col., 1985; Nishikaway Kishi, 1988;Wilcox y col., 1992).En general,las

cepasposeenfactores indicadoresde virulencia como enterotoxinas,citotoxinas,

hemolisinas,proteasasy o capacidadinvasiva,aunqueno estáclarala repercusiónrelativa

de estaspropiedadesen la patogenicidad,de modoque no todaslas cepasque lasposeen

parecenservirulentas,siendonecesariala combinaciónde estaspropiedadesbacterianas

con factorespredisponentesen el hospedadorparaque aparezcala diarrea(Kirov, 1993).

La hospitalización,terapia antimicrobiana, neutralización del ácido gástrico o inhibición de
la secreciónácida,enfermedadeshepáticaso desórdenesintestinales,asícomolascirugías

gástricao entérica,cáncerde colon, hemorragiasgastrointestinalese inflamaciones

idiopáticasseconsideranfactorespredisponentesporpartedel hospedador(Goodwin y

col., 1983;Georgey col., 1985; Moyer, 1987).

Noexisteun modeloanimalquepermitareproducirla diarreaasociadaaAeromonas,

por lo quelos postuladosde Koch,necesariosparaconsideraraun microorganismocomo

agentecausalde unaenfermedadinfecciosa,no secumplen(Janda,1991).Pazzagliay col.

(1994)hanintentandoestablecerun modeloanimaladministrando108ufe/dladurante4 días

a ratonesalimentadoscon dietashipoproteicas,sin detectarsíntomasde enfermedaden

ningún animal.Morgany col. (1985),observanquesólo dospersonasde 57 voluntarios

sanosdesarrollarondiarreatras ingerir dosis superioresa 1010 bacteriasprocedentesde

hecesdiarreicasy concapacidadtoxigénica.Sin embargo,en esteestudiono setienenen

cuentalas propiedadesadhesivasde las cepaso el nivel de inmunidaddeestaspersonas.

La principal fuentede infecciónpareceserel agua.Así, sehandetectadorecuentos

elevadosde Aerornonasen, prácticamente,todos los tipos de aguas,inclusoen las

sometidasa cloración (Hazen y col., 1978; Burke y col., 1984b; Schubert,1991).

considerándoseel aguano tratadacomo un importantefactorde riesgo(Moycr, 1987>.

3



I,VrRODUCCION

El aislamientode estosmicroorganismosa partir dealimentosesun hechofrecuente

(Callistery Agger, 1987;Okrendy col., 1987;Abeytay Wekell, 1988;Nishikaway Kishi,

1988; Palumboy col., 1989) por lo que, potencialmente,puedenincluirse dentrode los

patógenoscausantesde toxiinfeccionesalimentarias(Buchanany Palumbo,1985;Morgany

Wood, 1988; Wadstil5m y Ljungh. 1991). Además,Palumbo(1986)y Beuchat(1991)

entre otros autores,compruebanque ciertas cepas,incluso enterotoxigénicas,son

psicrótrofaspor lo quela refrigeraciónde los alimentosno seríasuficienteparafrenarsu

desarrollo.

Numerososinvestigadoreshan detectadoenterotoxinasproducidasporestegrupo e,

bacteriano(Burke y col., 1981b;Palumboy col., 1987; Houstony col., 1991; Condony

col., 1992) inclusoenalimentosrefrigerados(Majeedy MacRae,1991).Esto supondría
Mv

quela presenciade un númeroelevadodeAeromonasenalimentosno sólo significarfaun

riesgo de infección, sino tambiénde intoxicación. No obstante,los pocoscasosde
MvgastroenteritisasociadosaAeromonasregistradoshastael momento,presentanun periodo

de incubacióndemasiadolargo(> 6h.)como paraserreflejo de unaintoxicación(Tabla

1.1).

El controvertidopapeldeAeromonasspp.móviles en las toxiinfeccionesalimentarias

es una realidaddesdeque los estudiosmicrobiológicos.epidemiológicos,clínicos e e,

inmunológicosindicanque,al menosalgunascepas,sonenteropatógenas.

WC

1.1. - Taxonomía

1.1.1. - Precedenteshistóricos

El primerautorquedescribióun miembropertenecienteal actualgéneroAeromonas

fue, probablemente,Zimmennarrn(1890).Esteinvestigadoraisléunabacteriadel agua

potablede la ciudadde Chemnitzquesecaracterizabaporsucrecimientopuntiformeen agar

gelatina,por lo quela denominóBacillus puncratus.En añosposteriores,variosautores

describieroncepassimilares,procedentesde distintos orígenesacuáticos(Franklandy

Franldand,1889; Burckhardt,1917) y su denominaciónpasóde Bacteriumpunctarum

(Lehmanny Neumann,1899)aAchronzobacíerpunctatum(Bergeyy col., 1923),siendo,

posteriormente,transferidaal géneroPseudomonas,como Rs. punctata (Scbliperclaus, Mv

1930; Hitchner, 1948). Finalmente,en la séptimaedición del Manual Bergey(Snieszko,

1957)estemicroorganismoseregistracomoAeromonaspunetata. 9>

Un año despuésde la publicaciónde Zimmermann(1890).Sanarelli(1891),aisló un

Mv
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IWFRODUCCI’ON

bacilo de sangrey linfa de rana,quedesignécomoBacillus hydrophilusfuscas.El estudio

comparativode estemicroorganismocon la descripciónmicrobiológica¡ralizadaporErnst

(1890)dcl bacilo Bacilasranicida (agentecausaldela enfermedadprimaveralde las ranas),

llevó aSanarellia la conclusióndequelas dosespeciesdebíande seríasmismas.Además,

esteautorrechazóel términoranicida, yaqueestebacilo tambiénpodíaseragenteinfeccioso

depecesy animalesde sangrecaliente.En el Manual Bergey(Bergeyy col., 1923)a esta

especiesele denominaProreus hydrophilus,manteniéndosecon estenombre(Reedy a-

Toner, 1942; Kulp y Borden, 1942; Guthrie y Hitchner,1943) hastaque setransfirió al

géneroPseudomonas(Hitchner, 1948). En la séptima edición del Manual Bergey a-

(Snieszko,1957)sereclasificócomoAeromonashydrophila.

Hammer(1917) esel primer autorque describela presenciadeAeromonasen
a-

alimentos,al aislarunabacteriaen lechealteradaque denominéBacilas ichthyosm¿us.

Entrelos primerosinvestigadoresqueobservaronAeromonasspp.asociadasa infecciones

humanaso animalessecita a Aiken y col. (1936)y Miles y Halnan(1937).En 1954.Hill a-

y col, aíslanunacepa,apartir deun procesosepticémicodesarrolladoen un hombrey.

posteriormente,Caselitz(1955)le asignael nombrede V¡briojamaicensis.

La especiedenominadaactualmenteA. caviae fue descritapor primeravez por

Scherago(1936)comoPseudomonascaviae, agentecausantede lasepticemiaepizoóticade a-

los cobayas.Mástarde,Liu (1962)y Schubert(1964)establecieronqueestebacilopodía

serunacepaanaerógenadel grupoAeronzonasy la llamaronA. puncratasubsp.caviae.
a-

En 1936, Kluyver y van Niel proponenel nombrede Aeromonas;Stanier(1943)

apoyaestainiciativay, finalmente,la séptimaedicióndel ManualBergey( Snieszko,1957)

incluyeestegénerodentrode la familia Pseudonwnadaceae.La octava(Schubert,1974)y a-

novena(Popoff, 1984)ediciónreclasificanestegénerodentrodela familia Vibrionaceae.

En 1969 Schubert,describedos especies:A. hydrophila (con tressubespecies:A. a-

hydrop/i¡la, A. anaerogenesy A. proreolytica)y A. punetata (con dossubespecies:A.

puncrwayA. caviae).

Los datosexpuestos,antenormente,sehan recogidode los trabajospublicadospor

vonGraevenitz(1987)y Reina(1992).

En 1976,Popoffy Veronestudiaronel comportamientode 68 Aeronwnasmesófilas

(anteriormentedenominadasA. hydrophilayA.puncunta)frentea203 pruebasbioquímicas
WC

y fisiológicas,diferenciandoA. hydrophita (con las biovariedadesX1 y X2) y A. sobria.
Posteriormente,Popoffy col. (1981)pudieroncomprobar,estudiandola homologíadel

ADN. quelas tresespeciespreviamentedescritas(A. bvdrophila.A. sobria y A. caviar, a-

0
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I,VFRODUCCION

estaúltima seríala biovariedadX2 de A. hydrophila)erangenéticamentedistintasy que,al

menosdentrode cadaunade ellas,seintegrabandos o tres gruposde hibridación,lo que

hacíasuponerlaexistenciade másespeciesde lasqueen esemomentopodíandiferenciarse

bioquimicamente.

1.1.2. - Clasificación

El géneroAeromonasestáconstituidopor formasbacilaresrectaso curvas,de

extremosredondeados,de 0,3 a 1,0 gm de diámetroy de 1,0 a 3,5 jxm de longitud.

Aparecencomocélulasaisladas,enparejaso formandocadenascortas.Gram-negativas,

generalmentemóviles (hayespeciesinmóviles) con un único flagelo polar. Anaerobias

facultativas,conmetabolismorespiratorioy fermentativode la glucosa.Catalasay oxidasa

positivasy resistentesal agentevibriostítico 2,4,diamino-6,7,diisopropilpteridina(0/129).

El porcentajemolecularde G-¡-Cdel ADN es57-63(Bd, Tm) (Joshepy col., 1987).

Las principalescaracterísticasquepermitendiferenciarel grupodeAeromonasspp.

móviles de otros microorganismosfrecuentesen los mismosambientesradicanen su

carácteroxidasapositivo,quelas diferenciade la familiaEnterobacteriaceae;sucapacidad

parafennentarloscarbohidratosquelas distinguedePseudomonasspp.;sucrecimientoen

caldo nutritivo en ausenciade CíNa y resistenciaal agentevibriostético 0/129, en

contraposiciónal comportamientode Vibrios spp.halófilos; la produccióndeDNasa,el

fracasoparametabolizarel inositol y. como seha dicho anteriormente,la resistenciaal

agentevibriostático0/129quelas distinguedePlesiomonasshigelloides.A diferenciade las

aeromonasmóviles y mesófilasAeromonassalmonicidaesinmóvil y no crecea 37
0C

(Holmbergy Farmer,1984;Popoff, 1984;von Graevenitz,1985).

Actualmente,elgéneroAeromonasestáincluido junto con Vibrio, Photobacreriumy

Plesiomonasen la familia Vibrionaceae(Popoff, 1984; von Graevenitz,1985). Estos

autoresdescribendosgruposdeAeromonas,el primeroformadopor un grupohomogéneo

y reducidodecepaspsicrótrofas,inmóviles,incapacesdecrecera 370C,productorasde un

pigmentopardosolubleen agua,altamentepatógenasparapecesaunqueno parael hombre,

cuya únicaespecieesA. salmonicida.que incluye tres subespecies:salmonicida,

achromogenesy mausocida. El segundogrupo, amplio y heterogéneo,constituidopor

aeromonasmóvilesmesófilas,a menudodenominadasgenéricamentecomoA. hydrophila,

.7
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y dividido en tresespecies A. hydrophila.A. caviaey A. sobria.El interésen losúltimos

añossehacentradoenestesegundogrupopor su implicaciónen enfermedadeshumanas.

Lasdiferenciasbioquímicasentreestastresespeciesde aeromonasmóvilessebasan

en la incapacidaddeA. sobriade hidrolizarla esculina.creceren presenciadeCNK. utilizar

la L-arginina,L-histidina y L-arabinosay fermentarla salicina,mientrasque, al igual que

A. hydrophila. producegas de la glucosa,H2S de la cisteina,aunquemuestraun

comportamientovariableen el Voges Proskauer(producciónde acetoinaa partir de la

glucosa).A. caviae, porel contrario,no producegas,ni H2S, ni acetoina.siendopositiva

(al igual queA. hydrophila)enel restode las pruebasen las quefracasaA. sobria. (Popoff,

1984).

Colwell y col. (1986)al estudiarlas fraccionesSS y 16Sdel ARN, han observado

que la evoluciónfilogenéticade lascepasincluidasen el géneroAeromonasdifieren lo —

suficientede la de los microorganismospertenecientesalas familiasEnrerobacteriaceaey

Vibrionaceae,comoparaexcluiríasde estaúltima, y proponenla creaciónde la familia
a-

Aeromonadaceae.Ruimy y col. (1994)coincidenen la necesidadde crearestafamilia, al

analizarla secuenciade la subunidadpequeñadel ARNr.
a-

Los estudiosrealizadospor Fanning y col. (1985), confirmaron los resultados

obtenidospreviamenteporPopoffy col.(1981),demostrandolaexistenciadecepasqueno

podíanincluirseen ningunade las especiesconocidashastael momento,asícomodistintos

gruposde hibridación,en basea la cinéticadeasociaciónADN-ADN, dentrode cadauna de

lasespeciesbioquimicamentedefmidas.

a-

Alíen y col. ya describieronen 1983 una nuevaespeciepertenecienteal género

Aeromonas,denominadaA. mediay caracterizadaporserinmóvil y producirun pigmento

pardo.

En 1987, Hickman-Brennery col., estudiangenéticamente11 cepasque,por su

semejanzacon y. choleraey serornitina descarboxilasanegativas,hablansido previamente a-.

designadascomo“Grupo ent&ico 77”. En estetrabajosecomprobóque podríanconstituir

unanuevaespecie(A. veronhi).cuyasprincipalescaracterísticasbioquímicasradicabanen a-

carecerde omitinadescarboxilasay poseerargininadihidrolasa.En estemismoestudiose

comparóla cepatipo de A. veronii conotrasdel géneroAeromonas,diferenciándoseun
a-

grupocon un elevadogradode hibridacióngenéticaquesc caracterizabaporser ornitina

u,



IATRODUCCION

descarboxilasanegativo y arginina dihidrolasa y lisina descarboxilasapositivo; la

confirmaci6ndeestosdatosconllevaríala existenciade un biogrupodentrodeestaespecie

(Fanning y col.. 1985). Hickman-Brennery col. (1988), comprobaronque 8 cepas

similaresa Vibrio darnsela,aunquecrecíanen ausenciade CINa y hablansidoconsideradas

como ‘Grupo entérico 501”, en realidad, pertenecíanal géneroAeromonasy se

correspondíancon la especiedenominadaA. schuberrii. Un segundogrupo,actualmente

designadocomo“Grupo de Aerotnonas501”, essimilar aA. schubertiiaunquemuestra

ciertasdiferenciasfenotípicas(indol positivoy lisina descarboxilasanegativo).

Schuberty Hegazy(1988)caracterizanaA. eucrenophilaque,bioquimicanhente,se

correspondecon cepasaemgénicasdeA. caviaey querepresentarlala especieanteriormente

denominadaA.punctatasubsp.punctata.

Carnahany col. (1991c)detectanun nuevogrupode hibridación,denominadoA.

jandaei,similaraA. sobriaperosacarosanegativo.Posteriormente,sedescribióotro grupo

dehibridación,caracterizadoporsu sensibilidada la ampicilina,quesedenominóA. troja

(Carnahany col., 1991b).

En 1992, Martínez-Murciay col., basándoseen la secuenciagenéticade la fracción

165 del ARN, describenunanuevaespecie,A. allosaccharophila,cuyacepatipo esCECT

4199. Estudiosde letalidaden pecesparecenindicar que estanuevaespeciepuedeque,

únicamente,seapatógenaoportunista,al contrarioqueA, jandaeique sehamanifestado

comopatógenoprimario(Estevey col., 1995).

Schuberty col. (1990a,b)propusierondosespeciesde Aeromonasmesófdas:A.

enteropelogenesy A. ichihiosmia,aunquela secuenciacióndela fracción165 del ARNr ha

demostradoque estos microorganismosson idénticos a A. troja y A. veronii,

respectivamente(Collins y col., 1993).

1.1.2.1. - Gruposde Hibridación: identificaciónbioquímica

Los gmposdehibridación(GH) sehanconstituidoen funciónde la reasociacióndel

ADN de las cepas.Los criteriosempleadosparaestablecerlos 13 gruposdehibridación

(Tabla 1.2), descritoshastaahora,sebasanen las tasasrelativasde unióndel ADN. La

especiegenéticaincluidaen cadagrupode hibridación,lo estáen funciónde la cepatipo que

seintegreenél (Janda,1991).Deestemodosehanconstituidooncedelos trecegruposde

hibridación, ya que el 2 (GH2) y el II (GHl 1) no han podido serasimiladosen las

especiesdescritas(Janda,1991).

La especiefenotípicaA.hydrophilaenglobatresgruposde hibridación(GRI. GH2 y

9
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GH3); la cepatipo de A. hydrophi¡aATCC 7966estáincluidaenel GHl, porlo queeste

grupoconstituyelaespecie(genética)A. hydrnphila. Lacepacipo deA. saimonicidaATCC

33658se integraen el GH3, por lo que las diferenciasfenotípicas(inmóvil y pigmento

pardo)que,originalmente,distinguíanlas cepasde A. salmonicidade las Aeromonas

mesófilasahora,únicamente,definenuna subespeciedentro del GH3 (Janda,1991).

Existen controversiasen relacióncon el GH4, ya queA. caviae y A. punetatatienen la

mismacepatipo (ATCC 15468)(Farmery col., 1986).

El GH5 contienela cepatipo A. mediaATCC 33907.Hickman-Brennery col. (1988)

observandosgruposdehibridación,relacionadosgenéticamente,quedenominanGH5A y
GH5B;A. mediasubsp.newnamela incluyenen el GH5A y aA. mediasubsp.mediaen
el GH5B. Debidoalas importantesdiferenciasfenotípicasdetectadasentrelascepasdeA.

media subsp.media,aisladasen aguasy en muestrasclínicas,es precisoapuntarla
posibilidaddequeexistandosbiogrupos:el 1, constituidoporcepasinmóvilese incapaces
de usarla sacarosacomo única fuentede carbonoy el biogrupoII, que incluidacepas
móvilesquecrecencondicho azúcar(Allen y col., 1983).

Los gruposde hibridaciónGH6 (A. eucrenophila)y GH7 (A. sobria) comprenden
cepasquehastael momentono hansidoaisladasde muestrasclínicas.

La mayoríadelas cepasdeA. sobria,aisladasenla clínica,no seintegranenel GH7

(quecontienelacepatipo deA. sobriaCW 7433),sinoen el GH8 (queincluye la cepatipo
de A. veroniiATCC 9071),por lo que los aislamientosclínicos de A. sobriaenrealidad

corresponderíanaA. veronilbiotiposobria (Reina, 1992).
Los gruposGH8 y GH1O seestablecieronindependientementey son distintos

bioquimicamente,paraHickman-Brennery col. (1987)el GH8 corresponderíaal fenotipo
de A. sobria y el GH1O al de A. veronii. Sin embargo,recientemente,Kuijper y col.
(198%)hancomprobadoqueestosdosgrupossonidénticosgenéticamentey, ya queel
GH1O sedescribióantes,el GHS debeconsiderarseun biotipo deA. veronii. Altwegg y

col. (1990) hancomprobadoquela cepatipo A. sobria CII’ 7433 (GH7) muestraescasa
correlacióncon lascaracterísticasbioquímicasobservadasen los aislamientosclínicos,
mientrasquela cepatipo A. sobria ATCC 9071 (incluida enel 0H8) seasociaen mayor
medida.

Kuijper y col. (1989b), trabajandocon 142 cepas, compararonlos grupos
establecidospor hibridacióndel ADN conlos obtenidossegúnla clasificaciónfenotípicade

Popoff y col. <1981). llegando a observarseríasdiferencias;así, de las 26 cepas

identificadasfenotípicamentecomoA. hydrophilasólo 15 pertenecíanal genotipoCHI y el

ti
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u’

restose repartíaentreel GH2, GI-13, GH5A y GH8.
Janda(1991)opinaque lascepasdeAeromonasdebenconsiderarsegenéricamente

comoAeronwnasspp. o integrarseen el complejodeA. hydrophila.Es decir,sólose debe
identificarel género,yaque el papelde las especiesen los procesosgastroentéricosno está

u
establecidode formaconcluyente,la identificacióngenéticade lasespeciesresultacaray la
bioquímicaes excesivamentelaboriosay puededar lugar a errores,sin olvidar queno
existen informes de comunidadesu hospitalessobre brotes de gastroenteritispor St

Aeromonasquejustifiquenla identificaciónespecífica.
Porel contrario,otrosautoresconsideranimportantediferenciarlas especies,desde a-

queseconoceque la mayoríade las cepasfecaleshumanas(> 85%) pertenecena Gui,
GH4y GH8 (A. hydrophila,A. caviaeyA. veronil biotipo sobria)y el 15%restanteaA.

St

media (GH5) (Carnahany col., 1991a, 1992; Abbott y col., 1992).Al parecer,A. veronil

biotipo sobria (GH8) esel grupo de mayor virulencia (Daily y col., 1981; Janda y col.,
St1984b;Kirov y col., 1986;Carelloy col.. 1988;Havelaary coL, 1992; Kirov y Hayward,

1993),A. caviae (GH4) esmáscomúnen diarreasinfantiles (Altwegg, 1985; Namdariy

Botione, 1990a,b,1991>,A. veronhibiotipo veronii (OHiO), A. janáaei (GH9) y A. troja

(GHl4) se aíslan de hecesdiarreicascon pocafrecuencia(Camahany col., 1991b)y A.

schubertiiseha asociadoa heridasinfectadasa travésdel agua,perono a gastroenteritis
(Hickman-Brennery col., 1988;Caniahany col.. 1989b).En lo queserefiereal complejo
deA. hydrophila, lascepaspertenecientesal GHl, frecuentementese aíslande muestras

a-

clínicasy producenfactoresde virulencia,mientrasqueel GH2 no elaboraestosfactoresy

el GH3 preferentementeseaíslade muestrasambientales(Kirov y col., 1994).
a-Carnahany col. (1991a)proponenun sencilloesquemade sietepruebasbioquímicas,

denominado“Aerokey II” (Figura 1.1), paradiferenciarlas especiesfenotípicas.Por otra
parte,Abbou y col. (1992),recomiendanentre19 y 24 pruebasbioqufluicasparaidentificar

los gruposde hibridación,siendonecesarias9 pruebas(Usina descarboxilasa,ornitina
descarboxilasa,argininadihidrolasa.hidrólisis de la esculina,gas de glucosa,Voges
Proskauer,fermentaciónde la arabinosa,del ¡nanitol y de la sacarosa)parasepararel

complejoA. hydrophila(GHL, GH2 y GH3),A. caviae (GH4 y GHS), el dúoGHI2 y
OH 13 y, de forma individualizada,el 0H6. G87, OHE, GH9, GH1O y 0H11. La

diferenciaciónde los tresgruposde hibridaciónqueconstituyenA. hydrophilasepuede
Strealizaren función de otrassietepruebas(producciónde ácidode 0-ramnosa,D-sorbitol,

salicinay lactosa,oxidacióndel gluconato,elastasay producciónde ácido fenilpirúvico).
Los genotiposquetienenel fenotipodeA. caviae (GH4, GH5y GH6) se diferencianen la u’

u’
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Figura Li. - Aerokey II (Carnahan etal., 1991)

A. trota
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+
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utilizacióndel citrato,producciónde ácidodel glicerol y de la0-manosa,H2S de la cisteina,

hemolisis,pirazinamidasay producciónde ácidofenilpirúvico. A. eucrenophila(GH6)
podríadiferenciarsepor la producciónde gas,pero éstaesdébil en comparacióncon la

capacidadaerogénicade A. hydrophiloo A. veronii, porlo queincluirla enesteesquema

evitaríaun posibleerrorde identificación.Finalmente,la lipolisis sobreaceitede maíz, la

producciónde ácidoapartir de la celobiosay de H2S de la cisteina,asícomola sensibilidad

alacefalotinay a la ampicilinasonlas cincopruebasadicionalesquediferencianA. troja y

A. schubertii.

Recientemente,Hiinninen (1994)observaque en el complejoA. hydrophila,el 0111

puedediferenciarsedel GH2y GH3 en funciónde la temperaturamáximade crecimiento,

mientrasque, en los patronesobtenidosen el análisiselectroforéticode las proteínas,el

GH3poseeunabandadepesomolecularvariableentre24, 25 o 26 kDa,queno apareceen

lascepasdelOHí y GH2. Ash y col. (1993)hanpropuestoel usode la reacciónen cadena

de lapolimerasay sondasgénicasparala identificacióndeA. schuberñiy A. jandaei.

1.2. - Aislamiento e identificación de Aeromonasspp. móviles

En un principio seemplearonmediosdiseñadosparael aislamientodeenterobacterias

(Pitarangsiy col., 1982; Champsaury col., 1982; Le Chevalliery col.. 1982) y vibrios

marinos(Graceyy col., 1982). El grupode Aeromonasspp. incluye microorganismos

lactosapositivosy lactosanegativos(Popoffy Veron, 1976),porlo quenoesadecuadoel

usodemediosentéricos,comoel agarMacConkeyo el agarazulde metilenoeosina(von

Graevenitz,1985; von Gravenitzy Bucher, 1983). Además,Desmondy Janda(1986)

compruebanque los mediosutilizadosparael aislamientode patógenosentéricospueden

inhibir el crecimientodeAeromonos.

Von Graevenitzy Bucher(1983)evaluanmediosadaptadoso desarrolladosparael

aislamientoespecíficode Aeromonasa partirde heceshumanas,recomendandoel aguade a-

peptonaalcalinacomomedio deenriquecimientofrenteal caldotriptonasojacon ampicilina.

Porotro lado, sehandescritocomo mediossólidosselectivosel agarinositol verdebrillante

salesbiliares,el agardextrina fucsina sulfito (descritoen 1967 por Schubertparael

aislamientoespecíficode Aeromonasen aguas),el agarxilosadesoxicolatosódicocitrato
a-

(Shready col., 1981)o el agarpril xilosaampicilina (Rogol y col.. 1979).Estos autores

observaronque el agarpeptonaextracto de carnede vacaglicógeno(McKoy y Pilcher,

1974)no diferenciaestosmicroorganismosde la flora normalde las hecesy el medio
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Riniler Shotts (Shotts y Rimíer, 1973) no es lo suficientementeinhibidor para otros

microorganismosgram-negativos.El agar DNasaazul de toluidina ampicilina (von

Oraevenitzy Zinterbofer, 197<)), el medio mA (Rippey y Cabelli, 1979) y el agarsal

almidón xilosa lisina desoxicolatosódico (Roland, 1977). tampoco dieron buenos

resultados.

Otro medio conel que variosautoresobtuvieronaislamientosfue el agarsangrede

corderocon 10 ó 15 gg/l de ampicilina(Aggery col., 1985;Oraceyy col., 1982),siendo

ademásadecuadopararealizarla pruebadela oxidasa,puesla fermentaciónde azúcaresen

otrosmediosalterael pHy dificulta surealización.

Palumboy col. (1985a)desarrollanun medioespecífico(agaralmidónampicilina),
parala cuantificacióndirectadeAeromonasspp.en alimentos,quecontieneampicilina(10
¡¿gil) comoagenteselectivoy almidóncomodiferencial,aunquetieneel inconvenientedeno

separarAeromonasde Vibrio spp..
Altorfer y col. (1985) proponenel agarcefsulodínirgasánnovobiocina(agarCIN),

descritopor Schiemannen 1979 parael aislamientode Yersinia enterocolitica,aunque
recomiendandisminuirla concentracióndecefsulodin(CIN II) parala detecciónsimultánea

de Yersínia spp. y Aeromonasspp. Fricker y Tompsett (1989) destacanel buen
comportamientodel mediodeAeromonas(Difco) en el análisisde alimentos.

Para el análisis de aguasse han desarrolladodos medios, previa filtración y
concentracióna travésde membranas:el agarde Rimíer Shoíts(Shottsy Rimíer, 1973)que
contienecitrato, novobiocinay desoxicolatosádicocomo agentesselectivosy usina,
ornitina y maltosacomo diferencialesy el medio mA (Rippey y Cabelli, 1979) con
ampicilina, etanol y desoxicolatosádico como agentesselectivosy trealosacomo

diferencial. Posteriormente,Havelaary col. (1987, 1988) proponenel agar dextrina

ampicilina(ADA), aunqueno diferenciaAeromonasspp.de Vibrios marinos.Huguety

Ribas(1991) modificanel medio glutamatoalmidónampicilina (OSP),propuestopor
Kielwein en 1969parael aislamientosimultáneodeAeromonasy Pseudomonas,añadiendo

10 ¡xg/l de C-glucosay 20 de ampicilina(SGAP-lOC),conlo quesemejorala recuperación

deAeromonasa partir de muestrasacuáticasy seinhibeel crecimientode Pseudonwnas.

Holmes y Sartory (1993)empleanel medio de Aeronwnasde Ryan (comercializadopor

Oxoid) y resaltansubuencomportamiento.Warburtony col. (1994)diseftanun protocolo

paraaislarAeromonasa partir del agua,que incluye filtración a travésde membranas

hidrofóbicas,revitalizaciónen agartripticasasoja y siembraen dosmediosselectivos:

mediodeAerornonasy agartrealosaAeromonas.

Aunquemuchosautoreshanempleadola siembradirectaen placa.la recuperaciónde
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Acromonas aumenta,considerablemente,cuandoserealizaun enriquecimientoprevio(von

Graevenitzy Bucher,1983).Okrend(1987)comparael efectode mediosselectivosen la
StrecuperacióndcAeromonas,utilizandocomomediosde enriquecimientoaguade peptona

alcalina(pH 8.6),caldo triptonasoja, caldotriptonasojaconampicilina.caldo triptonasoja
conCINa y caldotriptona.observandolosmejoresresultadosconel caldotriptonasojacon
ampicilina. Sin embargo,muchosinvestigadoresprefierenemplearel aguade peptona
alcalinapuesno impide la detecciónde cepassensiblesa la ampicilina(Varnam y Evans, a-

1991).

a

Un medioquepodríaresultarútil en la identificación,seríael AH, desarrolladopor
Kaper y col. (1979),ya quepermite realizar, simultáneamente,cinco pruebas bioquímicas.

StEl géneroAeromonaspuedeserdiferenciadoa travésdel sistemaAPI 20E, aunquese

requierenotraspruebascomplementarias,comola sensibilidadal agentevibriostático0/129

(Varnamy Evans,1991).El apartadoIV.2.1 recogemásdatossobreestepunto.

Ademásde los sistemasclásicosde aislamientoe identificación,cienosautores

proponenotrosmásactualescomoel “ON microplate”,basadoen la oxidaciónde sustratos a.

carbonados,capazdediferenciarA. hydrophila, A. sobriay A. caviae (Carnahany col.,

1989a).Lasensibilidadalacefalotinay la actividadpirazinamidasasehanpropuestocomo
a-

pruebasespecíficasparadiferenciarA. sobriadel restode lasespecies.(Janday Motyl,

1985; Carnaham y col., 1990).Sugita y col. (1994)señalanla posibilidad de identificar
e

especiesrealizandola hibridaciónenmicroplacas.

El serotipadoseha realizadoen cepaspatógenasparalos peces,pero hay pocos

estudiosefectuadossobrecepasde Aeronwnasspp. potencialmentepatógenaspara el a-

hombre. Fricker (1987) utilizando 16 antisuerosfrentea antígenoslipopolisacáridos.

desarrollaun esquemacapazde tipificar el 46% de las cepasaisladasen heceshumanas, a-

Thomasy col. (1990) reconocen,provisionalmente,52 serogrupos.Janday col. (1994a>
indican queel 60% de las cepasimplicadasen septicemiaspertenecena los serogrupos
0:11,0:16,0:18yO:34.

Otrossistemasde tipificación sebasanen la comparaciónde los patronesproteicos
St

obtenidosmediantemarcajeradioactivo(Stephesony col., 1987), tinción con plata

(Millership y Want. 1989, 1993), quimioluminiscencia(Carey y col., 1994) o

“inmunoblotting” (Mulla y Millership, 1993)de los componentescelularesseparadospor e

SDS-PAGE. Frecuentemente,tambiénse realiza la tipificación a nivel molecular,

empleandoel análisisdelADN con endonucleasasderestriccióny la electroforesisen gel de St

poliacrilamidade lascubiertascelulares(Kuijper y col.. 1989c).Huys y col. (1994,1995).
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al igual que Kampfery col. (1994)y Altwegg y Kersters(1994),proponeny empleanel

análisis, por cromatografíagaseosa,de los ácidosgrasoscelularespara identificar las

especiesfenotípicasy los gruposde hibridaciónincluidosen estegénero.

1.3. - Epidemioloela

1.3.1. - Heces humanas

Las publicacionessobredatosepidemiológicosde Aeromonasspp.sonescasas,

debido,fundamentalmente,a quelas tasasde aislamientoen los mediosentéricosestándar

son bajas y no existe una clara evidencia de que estos microorganismossean

enteropatógenos,comoparajustificarsuinvestigaciónespecíficaen alimentossospechosos

o en heces.Sin embargo,la tasade aislamientosaumentaconsiderablementecuando,

previamente,seefectúaenriquecimientoy seutilizan mediosespecíficos(Burke y col.,

1983a).

EnThailandia,Pitarangsiy col. (1982)observanun mayornivel de aislamientosentre

la población indígena(9-30%)sin síntomasde diarreao con una rápidarespuestaal

tratamiento.Por el contrario, Echeverriay col. (1984) detectanque el aislamientode

Aeromonases,significativamentemásfrecuente,enpersonascondiarrea(31-48%)queen

individuossin síntomasaparentes(9-15%),cuandosetratade sujetosreciénllegadosa las

zonasafectadas.Graceyy col. (1984)enAsia,Black (1986)enáreasde Latinoaméricay

Africa y Mattila y col. (1993)en Finlandiaincluyen estosmicrorganismosdentrode los

agentescausantesdela denominada‘diarreade los viajeros”.

En un estudiorealizadoen Perth(Australia),Burke y col. (1983a)comprobaronque

la deteccióndeAeromonasfuesignificativamentemásaltaen niñoscon diarrea(10,8%)que

encontrolesasintomáticos(0,7%)observando,además,una marcadaestacionalidaden los

mesescálidosde veranoy otoño,comotambiénseñalanGraceyy col. (1982),Janday col.

(1983a),Aggery col. (1985)y Georgey col. (1985).Contrariamente,en Italia las tasasde

aislamientofueronescasas(1%) sin diferenciasmarcadasentrelos casossintomáticosy los
controles(Figuray col., 1986).En Bangladesh(Kay y col., 1986,citadoen Sacky col.,

1987)el usodeenriquecimientoprevio y de mediosselectivosha puestode manifiestouna

tasaelevadade aislamientosen pacientescon diarreaaguda(33%).

En Perú(Gilman, R.H., citado en Sacky col., 1987) secontrolaron400 familias

(2000personas)de bajonivel económicoa lo largode dosaños,analizandola presenciade

Aeromonasspp.en hecesdiarreicasy normales,previoenriquecimientoen aguade peptona
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alcalinay aislamientosobreagarsangreampicilina.obteniéndoseun númerosuperiorde

aislamientosenhecesdiarreicas.Las mayoresdiferenciassedetectaronenel grupodeedad

inferior a seismeses(16% en hecesdiarreicasy 9% en controles).Un año después,al

analizarel grupodeedadinferior a3 años,seobservarontambiéndiferencias,peromenos

marcadas(9% en hecesdiarreicasy 4,3%en hecesnormales).A lo largode esteperiodo, r

Aeromonasspp. seaisló, deformaconstante,en el aguade bebidade estacomunidad.En

estesentido.Graceyy col. (1982) observanque el 13% de los procesosgastroentéricos

asociadosaAeromonasafectana niños menoresde 6 meses,el 57,4%entre6 mesesy 2

años,el 22%a niñosde 2 a 5 añosy sólo el ‘7,6% a mayoresde 5 años.Estosestudios

sugierenque, al menosalgunascepas,son enteropatógenasy que las exposiciones

primariasdaríanlugaral desarrollodela enfermedad(niñospequeñosy visitantesazonas

endémicas).

EnEgipto sehandetectadoAeromonasspp.en hecesdiarreicasdeniñosconmayor

frecuenciaque en no diarreicas,aunquela actividadenterotoxigénicano se asoció

preferentementea unasu otrascepas(Ghanemy col., 1993).

En Queensland(Australia)seha observadola presenciadeAeromonasen las heces a-

diarreicasde pacientesinmunocompetentes,distribuidosen dosgruposdeedad:menoresde
5 añosy mayoresde 25 (Ashdowny Koehler, 1993).

San Joaquiny Pickett (1988) y Kuijper y col. (1989a) observanque la diarrea
asociadaaAeromonassedetecta,fundamentalmente,en niños de edadescomprendidas

St

entre6 mesesy 5 añosy que las cepascitotoxigénicasparecensermásfrecuentesen

personasmayoresde 50 años.En conformidadcon estosdatos,Aggery col. (1985) y
a!

Millership y col. (1983)tambiénobservaronestamayorincidenciaen niños y personas
mayores.Namdari y Bottone (1990a)apuntanque cienosalimentosinfantiles pueden

incrementarel riesgode infecciónal favorecerun aumentoconsiderabledel pH intestinal a-

(superiora 7,5). De la Morenay col. (1993) aíslanespeciesmóviles de Aeronionas,

principalmentedeA. caviae,enhecesdiarreicasdeniños, a-

Otros autoreshan aisladotasasmoderadasde estosmicroorganismosen casosde
colitis crónicas,aunqueno en las biopsiasde los tejidos lesionados(Robertsy col., 1987;

a
Domany coL, 1989;Farrayey col., 1989;Wiloughby y col., 1989).

Durantemuchotiempo,estegrupode microorganismosse haconsideradocomo

oportunistaen individuos inmunodeficientes(Stelma, 1989). En los últimos años,

numerososautoreshan manifestadoque podríanserademáspatógenosprimarios,puesto

que tambiénse han aisladoen procesosinfecciososde personasnormales(Rhamony e

Willoughby, 1980; Janday col.. l983a),destacandoel aislamientodeA. hydroph¡la de un
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procesosepticémicomortal desarrolladoen un jovenaparentementesanoy de un hombre

inmunocompetentede 37 añosconmeningitisy bacteriemia(Qadri y col., 1976).

Aeromonases un génerode presenciatransitoriaen el tracto gastrointestinaldel

hombre.Las tasasde aislamientoa partir de heceshumanassonmás altasen regiones

tropicales,comoAsia,Sudaméricay Australiaqueen EstadosUnidosy Europa.Pareceser

queno son necesariasprecaucionesespecialescon respectoa los portadoresde Acromonas,

quepuedanmanipularalimentos(Varnamy Evans,1991).

1.3.2. - Alimentos: Factores que influyen en la supervivencia y en el

crecimiento

Estegéneroseconsiderapartedela flora acrobiatotal presente,deformanatural,en

alimentos(Palumboy col., 1985a).Palumboy col. (1985a)observanla presenciade A.

hydrophilaen distintospescadosy mariscos,carnesrojasy de avesy lechecruda.Myersy

col. (1982) y Simardy col. (1984) la aíslandecarnesenvasadasal vacío. Numerosos

autoreshancomunicadoel aislamientode Aeromonasspp.enestosproductosdeorigen

animal, inclusoenvasadosen atmósferasmodificadas(Eddy y Kitchell, 1959;Gardner,

1965; Kielwein y col., 1969; Kleeberger,1975; Toule y Murphy, 1978; Enfordsy col.,

1979; Grau, 1981; Blickstandy Molin, 1983; Hudsony DeLacy,1991;Hanninen,1993;
Hudsony Mott, 1993). Tambiénse han detectadocon frecuenciaen vegetalescrudos

(Callister y Agger, 1987; Hudsony DeLacy, 1991). Gobaty Jemmi (1993)señalansu
presenciaen alimentoscrudos,contasasde 106 ufc/g, y listos parael consumo,aniveles

de 10~ ufc/g. Otros productosinvestigadoscomo helados,huevos, ancasde rana y
caracolestambiénhanresultadopositivos(Huntery Burge, 1987;Varnamy Evans,1991).

La incidenciade las distintasespeciesdeAeromonasen alimentosvaría,en funciónde

la zonageográficaconsiderada.Lascepasdetectadasen aguasy alimentosaustralianos,que

mostraronpropiedadesasociadasa virulencia, se incluían,principalmente,dentrode los

gruposA. veronhl biotipo sobriay A. hydrophlla (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 especieaisladacon másfrecuenciaen casosde gastroenteritisen

Australia (Kirov y col., 1986). Tambiénse ha detectadoen el 24% del total de los

aislamientosobtenidosen alimentosjaponeses(Nishikaway Kishi, 1988) y enel 42% de

los alimentosingleses(Fricker y Tompsett,1989).Sin embargo,enotraspartesdel mundo

como en USA (Palumboy col., 1989),en Dinamarca(Knochel y Jeppcscn.1990) y en
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NuevaZelanda(Hudsony DeLacy, 1991)A. veronil biotipo sobriaprácticamenteno se

encontróen alimentos,predominandoA. hydrophilayA. caviae (Janday col., 1984b;
St

Altwegg, 1985; Altwegg y Geiss. 1989; Moyer y col., 1991). Recientemente,se ha

comprobadoque las tres especiescomprendenmicroorganismospotencialmente

enterotoxigénicos,independientementede la fuente de aislamiento,ya que cepasque

inicialmenteno provocabanacúmulode fluidos, comenzarona producir enterotoxinas

despuésde uno atres pasesporasaintestinal ligadade conejo(Singh y Sanyal,1992a,b). a-

Hussleiny col. (1991, 1992)observanque la secuenciacorrespondientea la citotoxina

hemolítica(aerolisina)esun gen estructuralampliamentedistribuido en las cepasde a!

Aeromonasdeestastresespecies.
e

Actualmente,losconsumidoresdemandanalimentosmásnaturales,pocoprocesados
y sin aditivos; en consecuencia,la refrigeraciónsehaerigidocomounade lasprincipales
medidasparacontrolar el desarrollode microorganismospatógenosy alterantesen u.

alimentos. Aunque las aeromonasmuestranuna temperaturaóptima y máxima de
crecimientomesófila,sepuedendefinir comomicroorganismospsicrótrofossi, de acuerdo e

con Eddy(1960>,seasumequeel término psicrótrofocorrespondea los microorganismos
capacesdecreceratemperaturasde refrigeración,independientementede sutemperatura a-

óptimade desarrollo.Muchosautoreshandescritoel crecimientodeAeromonas,inclusode
cepasexotoxigénicas,a bajas temperaturas(Palumboy col., 1985a;Callister y Agger,
1987;Berrangy col., 1989;Kirov y col., 1990;Beuchat,1991). La temperaturamínimade
crecimientodependede la cepaen cuestióny Rouf y Rigney (1971), Palumboy col.

(1985b),Walkery Stringer,1987y Kirov y col. (1993a,b)encuentranquealgunasdeellas
elaboranfactoresasociadosa virulenciaa temperaturasde crecimientoentre4,4 y 60C.
Kirov y col. (1993a)observaronen una cepaaisladaen leche de cabrauna temperatura a-

mínimadecrecimientode -5,30C,óptimade 19%?y máximade430C,mientrasqueel resto

de lascepasaisladasde alimentos,aunquecrecieronabajastemperaturas,precisaronmás a-

deseisdíasparaquela poblaciónaumentasesignificativamente.

Numerososautoreshan comunicadola capacidadde cepasde Aeromonaspara
Stproducirexotoxinasa bajas temperaturasen mediosdecultivo (Knochel, 1989a;Majeedy

col., 1990; Krovaceky col., 1991; Eley y col., 1993; Kirov y col., 1993a)y alimentos

(Majeedy MacRae,1991; Kirov y Brodribb, 1993)aunque,en estosúltimos. Todd y col. e

(1989) detectanactividadesenterotóxicas,citotóxicas y hemolíticasinferioresa las

registradasenmediosbacteriológicosa las mismastemperaturas.Contrariamente,Kirov y a!

Brodribb (¡993)señalanque.exceptoen preparadosalimenticiosinfantilesy leche Uf-IT, la

e
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producciónde exotoxinases taneficazen alimentoscomoen mediosde cultivo.

La concentraciónde sal, el pH, la atmósferay la flora competitivainfluyen en el

crecimientoy supervivenciade lasAeromonasen alimentosa bajastemperaturas(Palumbo.
1988;Palumboy Buchanan,1988;Knochel, 1990; Beuchat,1991; Palumboy col., 1991,
1992).Así, la toleranciaa la sal y al pH se reduceconsiderablementea temperaturasde
refrigeración,siendoincapacesde crecer con 3-3,5% de CINa o a pHs inferioresa 6

(Palumbo,1988; Palumboy Buchanan,1988). Sin embargo,cuandola temperaturade
incubaciónespróximaala óptimade crecimientopuedenmultiplicarseinclusoen presencia
de 6% deCíNa(Knochel,1990)y a pH4,5 (Palumboy col., 1985b).

No hayevidenciaclarade quelasAeromonasseanlo suficientementecompetitivas,

frenteal restode la flora presenteen los alimentos,paraalcanzartasasimportantesabajas
temperaturas(Palumboy Buchanan,1988; Inghamy Potter, 1988; Kirov y col., 1990;
Erickson y Jenkins,1992). La disminucióndel oxígenoen la atmósferaquerodeaa los
alimentosparecefavorecerel crecimientodeAeromonas,posiblemente,porqueretardael

crecimientode la flora aerobiacompetitiva(Buchanany Palumbo,1985).Palumboy col.
(1992)observanqueotros parámetroscomoel pH, el CíNa y los nitritos puedenser
necesariosparacontrolarel crecimientode algunasespeciesde Aeromonasa bajas
temperaturas.

Aeromonasspp. forma partede la flota alterantede alimentosrefrigerados,como

carnesrojas (Jay,1967; Len, 1987),pollo (Toule y Murphy, 1978)pescado(Gorczycay
col., 1985; Gram y col., 1987), mariscos(Smith y col., 1984) y huevosenteros
pasteurizados(Mackenziey Skerman,1982). Especialmenteen alimentoscocinados,
mantenidosen refrigeración,puedendar lugar a unarápidaalteración(Toule y Murphy,
1978). Sin embargo,en lecheUHT esposiblellegar a alcanzartasasmuy elevadassin

modificacionesorganolépticas(Kirov y col., 1993c).
Goldeny col. (1989)handemostradola inhibición específicadel dióxidode carbono

sobreel crecimientodeA. hydrophila, aunqueGilí y Reichel (1989)e Ingham (1990)

observarondesarrollobacterianoa 100C enalimentosenvasadosen atmósferasdeCO
2. Sin

embargo,los ambientesricos en nitrógenofavorecenel crecimientode célulaslesionadase
indemnesa 5

0C; estehechoseatribuyeal funcionamientodeficientedel sistemaprotector
frente al oxígeno(enzimasuperóxido-dismutasa)en Aercmonasa 50C, por lo que,el

aumentoen la concentraciónde nitrógeno, con la consiguientedisminución en la de
oxígeno,tendríaun efectoprotector(Goldeny col., 1989).No obstante.Manoy Garcíade

Femando(1995)observanque el tiempo de duplicaciónde estemicroorganismosobre
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carnede cerdoy pavo,esmásprolongadocuandocreceen 100%denitrógenoquecuando

lo haceen aire.
w.

En “mince” y “surimi”, elaboradoscon pocasal, A. hydrophila crecebiena50C, pero

se inhibe cuandoel ‘surimi” contiene2,5-3% de NaCí (Inghamy Potter, 1988).En carne

decerdoenvasadaal vacío,un 3% deCINaessuficienteparaimpedir la multiplicaciónde

Aerornonas(Palumbo,1988).

Tambiénseha investigadola influenciadel sorbatoy del humo líquido (Gram, 1991),

poniéndosede manifiestoque el sorbato(1000 ¡.iglml) combinadocon la sal impide el

crecimientoatemperaturaselevadas(25-37%?).Sin embargo,el humolíquido sólo eseficaz

cuandola contaminacióninicial esbaja(< 10~ ufc/ml).
Aeronwnasseelimina de los alimentospor los tratamientostérmicosdiseñadospara

SamoneHa (Condón y col., 1992; Palumboy col., 1991). No obstante,las curvasde

supervivenciamuestranunarespuestadifásica,debidoa la presenciade unasubpoblación
moderadamentetermorresistente(Palumboy col., 1987).Tambiénesrelativamentesensible a-

a las radiacionesionizantes,convaloresDentomoa 1,4-2,2¡cOy (Palumboy col., 1986).
Nishikaway col. (1993)hanobservadoqueestosmicroorganismossonmássensiblesa los a-

tratamientostérmicosy a la acidezque otros patógenospresentesen alimentoscomo

Escherichiacdi 0157:H7,Staphilococcusaureusy Solnionella¡yphimurium.

1.3.3. - Procesos clínicos

1.3.3.1. - Gastroenteritisasociadasa alimentos
a!

Los pocoscasospublicadosde gastroenteritisasociadasal consumode alimentos,en

los que se han implicado a las aeromonasmóviles, se recogenen la Tabla 1.1. Los a-

alimentossospechososfueron,principalmente,ostrasy otrosmariscos.En todoslos casos,

el cocinado,previo al consumode los alimentos,presumíblemente,fue inadecuadoo pv

incluso inexistente.Altwegg y col. (1991)encuentranpruebasconcluyentesde que los
alimentospuedenser vehículosde transmisión,en las gastroenteritisasociadasa

e
Aeromonas,al hallarunafuerte asociaciónentrecepasaisladasen gambascontaminadasy

en las hecesdiarreicasde un pacienteque consumiódicho producto.Sin embargo,el

númerode casosdetectadoses bajo y los alimentosimplicadosno son aquellosque, en mt

teoría,consumenlos gruposde poblaciónmásafectados(niños pequeños),por lo que

Kirov (1993) indicaque, o bien la transmisiónpor alimentosno es frecuente,o bien los a-

adultospodadoresasintomáticos,contaminadosa partir de alimentos,sedanel vehículo
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transmisorde la gastroenteritisen niños del entorno familiar. También, es preciso

considerarlos casosde gastroenteritis,asociadosaAeromonasporalimentos,queno son
detectados,y queforman partede eseelevadoporcentaje(40%)de infeccionestransmitidas

poralimentosqueno aparecenen lasestadísticasoficiales.La investigaciónsistemáticade

Aeromonasen infeccionesasociadasal consumode alimentosaclararla,en parte,estos

problemas.
Los estudios inmunológicos, realizadosrecientemente,han proporcionado

información importantesobrela actividadenteropatógenade Aeromonasen el hombre.

Kuijper y col. (1990) observan,en pacientescon gastroenteritisagudasasociadasa
Aeromonas,unarespuestainmunológicaespecíficafrentea variasestructurascelularesy a
la citolisinadela cepahomóloga,mediantela técnicaELISA; sin embargo,los resultados
obtenidospor radioinmunoensayono fueron concluyentesporque el suero no sólo

reaccionófrente a cepashomólogasy heterólogasde Aeromonassino tambiénfrente a
Escherichiacoli y Vibrio cholerae.Jiangy col. (1990)detectaron,en 12 de 13 pacientes

infectadosconA. hydrophilay A. sobria, respuestasinmunológicasespecíficasfrente a
cepashomólogas.En estosindividuosseregistróun aumentosignificativo de la secreción

de inmunoglobulinaA frentealoscomponenteslipopolisacáridosde pesomolecularentre
20 y 80 kDa de lascepasinfectantes.Si secontrastasenestosresultadossepodríahablarde
un avanceimportanteen la confirmacióndeAeromonascomopatógenogastrointestinal.

Se handescritodos tiposde síndromesgastrointestinalesasociadosaAeromonas

(Graceyy col., 1982).El primeroy máscomúnesun procesosimilar al cólera,quecursa

conhecesacuosasy fiebre moderada,pudiendoaparecervómitosenniños menoresde dos
añosy, en ocasiones,doloresabdominales.El segundotipo, quese ha observadoen,
aproximadamente,el 25% de los casosdetectados(Georgey col., 1985; Graceyy col.,

1982), sedesarrollade forma similar ala disentería,condiarreamucohemorrágica,raravez
con vómitosy, en ocasiones,con doloresabdominales.Estosprocesos,generalmente,
tienenbuenpronóstico(Holmbergy Farmer,1984),aunquealgunoscasoshanpuestoen
peligrola vida de los pacientes(Rhamony Willoughby, 1980;Champsaury col., 1982).

1.3.3.2.- Infeccionesextraintestinales

La vía de entradaen infeccionessistémicases, probablemente,a través del tracto

gastrointestinalcomoconsecuenciade la ingestiónde alimentoscontaminados(Harris y
col., 1985; Beebe,1986). Se han aisladoAeromonasspp.en procesossepticémicos(von
Graevenitzy 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; Panasy col., 1993) y heridas

infectadas(von Graevenitzy Mensch,1968;Wolff y col., 1980;Ellison y Mostow, 1984;
Newton y Kennedy. 1993; GoId y Salit, 1993). En ninguno de estoscasosse detectó,

únicamente,Aeromonas.La mayoríade las septicemiasy meningitisatribuidas a
Aeronwnassehandesarrolladoen personasinmunodeficientes,principalmente,encasosde

leucemiay cirrosis (Davis y col., 1978; Wolff y col., 1980; Ellison y Mostow, 1984;

Harris y col.. 1985) aunquetambiénse ha detectadosepticemiaen personasanémicasy r

sometidasa hemodiálisis(Wolff y col., 1980). Otras manifestacionesmásinusualesde
estosprocesosextraintestinalesincluyeninfeccionesoculares,osteomielitis,infeccionesdel
tracto urinario y respiratorio,peritonitis y endocarditis(Slotnick, 1970; Tumbulíy col.,
1984; Muñozy col., 1994;Pietuy col., 1993;Poiriery col., 1993).La tasade mortalidad

en infeccionesextraintestinalesasociadasa Aeromonasen personasinmunodeficientes
superael 60%(Abeytay Wekell, 1988).

mt
Las infeccionesde heridasporAero.’nonasestándirectamenterelacionadascon la

exposicióndel traumatismoal aguao tierra (Davis y col., 1978; Wolff y col., 1980); en
individuos sanos se desarrollancomo heridas localizadas,mientras que en sujetos a-

inmunodeficientespuedenderivaren septicemiasy darlugar,en ocasiones,al fallecimiento
(Wolff y col., 1980;Krovaceky col., 1993).

Recientemente,se ha descritoun nuevosíndromeasociadoaAeromonas,como
consecuenciadelempleodesanguijuelasconfinesterapéuticos(Abrutyn, 1988).Esteviejo
procedimientose utiliza actualmenteparatratar congestionesvenosas,subsiguientesa.
cirugíasplásticaso microvasculares,y se han descritoal menosocho casosde heridas

mtinfectadasporAeromonasderivadasde dichapráctica(Dickson y col., 1984;Mercery col.,

1987; Snowery col., 1989).Todoslos casosremitieroncondesbridaciónde la heriday o
terapiaantimicrobiana.La fuente de esta infecciónpareceserla sanguijuelaHirudo

medicinalis,que mantienesimbióticamenteaeromonasen su intestinoparafacilitar la

digestiónenzimáticade la sangreque ingiere. En otrassanguijuelas,utilizadascon fines
medicinales,tambiénsehan detectadoestosmicroorganismoscomopartede la flora

intestinal (Willcen y Appleton, 1993;Bkkel y col., 1994). a-

De las recientesespeciesincorporadasal génerosóloA. schubertiiseha aisladode
procesosextraintestinales(sangrey heridas)(Hickman-Brennery col.. 1988).

mt

1.3.4. - Agua y portadores animales
a

Acromonas esun géneroubicuo que se ha aisladode muchosambientes,pero al

e
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parecerel hábitatmásfrecuentees el agua(Hazeny col., 1978; Grabowy DuPreez,1979;
Biamon y Hazen,1983: Hazen,1983).En ríos y lagosse handetectadotasasdesde<

ufc/ml hasta>to~ ufc/ml; miembrosde estegénerose han aisladoen botellasde agua
mineral,pantanos(Abeytay Wekell, 1988) y pozos,tambiénen aguadorada(LeChevalier,

1980. 1982; Burke y col., 1984c) y en distintos puntosde sistemasmunicipalesde
distribución de agua(Clark y col., 1982; LeChevalliery col., 1982: Notermansy col.,
1986).En Suiza,el aguade un pozomostró640 ufc/mldeA. hydrophila,considerándose
al génerocomoun marcadorde calidadde aguamáseficaz quelos colifornieso E. cdi

(Krovaceky col., 1989).En Holanda.van derKooij (1988)proponeunatasamáximade
20 ufc/ml de Aeromonasen aguade bebida y de 200 ufc/ml. en los sistemasde
distribución.Actualmente,en Canadála presenciade Aeromonasen aguaembotelladaestá
regulada,siendoel límite admisibledeO ufc/100ml de agua(Warburtony col., 1994).

El aguade bebidase suele contaminara partir de efluentesdepuradoso no,

presentandoalgunosdeellos, comolos de los mataderos,un alto contenidoen nutrientes
que favorecensumultiplicación (García-Lópezy col., 1993).Wadstrómy Ljungh (1991)
adviertendel riesgoquesuponenlos fallosen el procesadodel aguade bebiday Vamamy
Evans(1991)resaltanquela actualtendenciaaemplearaguaembotelladaen la alimentación

de niñosy personasinmunodeficientesentrañaun peligropotencial,yaqueconstituyenlos
gruposde poblaciónconmayorriesgode padecerinfeccionesporAeromonas.

El númerodeAeromonasen el aguadependede la polución,estadotrófico del aguay
temperaturaambiente.Su tasaes mayor en aguascorrientesqueen las estancadas,

encontrándoseconmásfrecuenciaen aguasconciertaconcentracióndesales,conpH 5,2 a
9,8 y temperaturasde 40C a 450C. No pareceestarpresenteen lagoshipersalinosni en
aguastermales(>450C) y tampocoen las muy contaminadas;ademáspresentavariaciones
estacionalesconmayorincidenciaen épocascálidas(con temperaturas>200C) (Hazeny
col.. 1978). Kaper y col. (1981> apuntanque la detecciónde Aeromonasen aguas
disminuye cuandose trata de aguascon baja concentraciónde oxígenodisuelto.

Aeromonas,probablemente,senutredelfitoplactony pareceserqueexistecorrelaciónentre
el númerodeAeromonasy la concentraciónde clorofila y fósforo (van derKooij, 1988).
Por estarazón, la cargade Aeromonases un buen indicadordel estadotrófico del agua

(Rippeyy Cabelli, 1980).
Aeronwnasescapazde creceren aguasresidualeshastanivelesde lO~-lO~ ufe/mí.

Estemicroorganismoes frecuenteen sistemasdomésticos,como tuberíasde drenajede

agua sucia, sumideros, pilas de fregar y tuberíasde salida de electrodomésticos

(lavaplatos).Sin embargo,la polución que puedanrepresentarestasfuentesno permite
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explicarel alto númerodeAeromonaspresentesen el ambiente(Vamaniy Evaus.1991).

Estemicroorganismotambiénse ha aisladoen aguasalinay estuarios(Williams y
w

LaRoche, 1985; Abeyta y col., 1986), aunqueen estos ambientessu presenciaes

transitoria.
a-

Los animalesde abastopuedenactuarcomo portadoressanos,yaquesehanaislado
Aeromonasen susheces,en proporcionesqueoscilan desdeel 4% (Sterny col., 1987) e,

hasta el 11,8% (Gray, 1984). Wohlegemuthy col. (1972) relacionaron estos
microorganismoscon brotesde abortos bovinos y Dobrescu(1978) con diarrea en
lechones.Morsey Hind (1984)detectaronAeromonasenun 5.7% de nóduloslinfáticosde

cerdoy en avesseha puestode manifiestoun alto nivel de portadores.Por otra parte,
u

Pasqualey col. (1994) describenun broteinfecciosocausadoporA. hydrophilaentortugas

conun95% de mortalidade indican queestosanimalespuedenactuarcomoreservorios
naturales.Tambiénestosmicroorganismosse hanvisto implicadosen diversasinfecciones a-

de animalespoiquilotermos(Heywood,1968; Austiny Austin, 1987).En estesentido,una

de lascausasa las queseatribuyeel declive de las poblacionesde anfibios, en distintas
zonasdel mundo,hacereferenciaalas infeccionesporA. hydrophila (Blausteiny Wake,
1995).
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1.4. - Factores de virulencia

Aunquela mayoríade las investigaciones,hoy día, secentranen la identificaciónde

factoreso mecanismosde virulencia,potencialmenteimplicadosen infeccioneshumanaso
animales,sólo la capa S de A. salmonicida (Kay y col.. 1981) se ha asociado,

inequívocamente,a la patogenicidadde cepasde estaespecieen peces.La mayoríadelos
factoresproducidospor Aeromonasspp. seconsideranindicadoresde virulenciapor
inferencia, es decir, por presentarmoléculassimilares a otras que determinanla
patogenicidadde otrosmicroorganismos,comoE. coli. La falta de un modelo animalque
reproduzcala gastroenteritisasociadaa Aeromonas incrementael interés en el

establecimientode un esquemabasadoen propiedadesestructuralesy enzimáticas.
asociadasa la célula, que puedanestarimplicadasen las infeccionesporAeromonasde
hombresy animales.

1.4.1. - Productosexocelulares

1.4.1.1. - Exotoxinas

Atendiendoasurelacióncon la bacteria,las toxinassehandividido en exotoxinasy
endotoxinas.Lasexotoxinassonsustanciassolublesy difusiblesquela bacteriasintetizaen
el cursode sudesarrolloy secretaal exterior,mientrasquelasendotoxinasestánligadasa
determinadasestructurasy seconsiderancompuestostóxicospreformados,queseliberan
por lisis de la bacteria. Sin embargo,el hecho de que las endotoxinasseencuentren
localizadasen la superficiebacterianay de quealgunasexotoxinasseliberen,en granparte,

por lisis de la bacteriao esténasociadasa componentesestructuralesha hechoque, aún
manteniéndoseestaclasificación,seconsideremásapropiadodividirlas, por sunaturaleza
química,en toxinasproteicasy lipopolisacáridas.

Segúnsu importanciaen la patogeniade las enfermedades,las exotoxinasse
clasificanen toxinasmayores,cuandoporsí solassonresponsablesdel cuadroclínico, y

toxinasmenores,cuandosólo coadyuvana la acciónpatógenajunto con otros factores.
Segúnel sitio deacciónsedividenen toxinasqueactúansobrelas membranasy toxinasque
lo hacensobre compuestosintracelularesy éstas,a su vez, segúnsu especificidady

tropismos,se puedenclasificaren toxinasde accióngeneral,neurotoxinasy enterotoxinas.
Lasenterotoxinasmuestranunaacciónespecíficasobrelascélulas intestinales,queda

lugara la presentaciónde diarrea.Se clasificanen enterotoxinascitotónicascuandosólo
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producenalteracionesfuncionalesen el metabolismodel enterocitoy enterotoxinas

citotóxicascuandoproducenalteracionesanatómicaso necróticas(Pumarola,1987a).

Sehan descritodos tiposde enterotoxinasenAeronwnas:

- la enterotoxinacitotónica,similar a la toxinacoléricay ala toxina termolábilde E.

coli, potencialmenteresponsablede la diarreaacuosa(Dubeyy col., 1980;Ljungh y col.,

1982;Chakrabortyy col., 1984).Estatoxina redondeay estimulala esteroidogénesisde las

célulasY1 (Turnbull y col., 1984).
- la enterotoxinacitotóxica(Cumberbachty col., 1979;Johnsony Lior, 1981;Asaoy

col., 1984; Stelmay col., 1986),queda lugara síntomassimilaresala disentería,al igual

quealgunasespeciesde Salmonellay Shigella,caracterizadapor diarreamucohemorrágica.

Estossíntomassehandetectadosóloen un 20% de las infeccionesasociadasaAeronionas

(Graceyy col., 1982). En estudiosrealizadosen diferenteslineascelulares(Vero,bit 407,
CHO, HeLa, etc.), los efectoscitotóxicos de los sobrenadantesde los cultivos de
Aeromonasdan lugara lesioneso muertecelular (Boulangery col., 1977; Barery col.,

1986; Kindschuhy col., 1987).

Al parecer,laenterotoxinacitotónicasedetectacon menosfrecuenciaquela citotóxica

(Stelma,1988)y, sin embargo,la mayoríade las infeccionesrelacionadasconAeromonas

muestransíntomasasociadosa la enterotoxinacitotónica.Además,Morgany col. (1985)

administraroncepascitotóxicas (dosis de 1Wt a 1010) a 57 voluntarioshumanos,
pv

observandounadiarreadébil en solodosde ellos,y Kindschuhy col. (1987) afirmanque

el gradodecitotoxicidadde lascepasno secorrelacionaconla gravedadde los síntomasde
enfermedad(diarreao sepsis).por lo quesepodríasugerirqueestaenterotoxinacitotóxica a-

no juegaun papel prioritario en la patogénesis.Por otro lado, Potomski y col. (1987b)
indicanquesólo la enterotoxinacitotóxicaesfactorde virulencia,yaque fue la únicaque e

asociaronala apariciónde diarrea.

e

1.4.1.1.1.- Enterotoxinacitotónica

e
Ljungh y col. (1981, 1982),en funcióndel puntoisoeléctricoy la filtración porgel,

separarondoshemolisinas(a y ~)y unaenterotoxina.Lascaracterísticasdela enterotoxina,
parcialmentepurificada,secorrespondíancon la de unaenterotoxinacitotónica:las células
y i scredondearonsin producirsemuertecelular,se vio estimuladala síntesisde AMPc y la
secreciónde esteroidesy, en asaligada de intestinode conejo,sedetectóun incrementoen
la acumulaciónde fluidos. La inoculaciónintradérmicaenconejoprodujosólo induración

pv
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de la piel y no resultóletalparael ratón.El pesomolecularseestimóen 15.000daltons.Las

actividadesbiológicas permanecieronestablesa 560C durante 10 minutos, pero
desaparecierondespuésdeun tratamientot¿rmicode 600C-2()minutos.No sehan detectado
reaccionescruzadascon la toxina del cólerani conlas hemolisinas(a y ~),aunqueseha
observadosuneutralizaciónconun antisuerohomólogo.

Dubey y col. (1980) purificaron tambiénunaenterotoxinacitotónica, aunqueno
determinaronsu pesomolecular.Chakrabortyy col. (1984)donanel gende la enterotoxina

citotónicade A. hydrophilaenE. cali y las enterotoxinasqueobtienenson establesa
560C-20minutos,elonganlascélulasCHO, provocanacúmulode fluidosen asaligadade

intestinodeconejoy difierendela toxinacoléricay dela toxinaTL deE. cotí

Goslingy col. (1993) aislarony purificaronunaenterotoxinacitotónicade 15 kDa y

detectaronotro pico con estaactividad,que parecíacorrespondera otra enterotoxina
citotí5nicadistinta.

Chopray col. (1994) indican que Aeromonasspp. producedos enterotoxinas
citotónicas:unatermolábily la otratermoestable.

Muchosinvestigadoreshandetectadola enterotoxinacitotónicaen escasonúmerode

cepas.En estesentido,Johnsony Lior (1981) no encontraronactividadcitotónica en
ningunade las 73 cepasutilizadasy Seidier y col. (1980) sólo observaronactividad
citotónica en el 6% de las cepas.Stelma (1988)basándoseen estosdatos, sugiereque la

enterotoxinacitotónica debeser menosfrecuenteque la citotóxica. Sin embargo,el
síndrome diarreico más frecuentementeasociadoa Aeromonascoincide con el

correspondienteaestegrupode enterotoxinas.

1.4.1.1.2. - Enterotoxinacitotóxica

Cumberbatchy col. (1979) relacionaronlas actividadescitotóxica. hemolíticay
enterotóxica,evidenciandolaexistenciade unaenterotoxinacitotóxica,al igualqueJohnson

y Lior (1981)que tambiénrelacionaronla actividadcitotóxicacon la enterotóxica.Sin

embargo,es en 1984cuandoMao y col., purificaronuna»-hemolisinaapartirde unacepa
aisladade un pacientecon diarrea,que fue citotóxicasobrecélulas Vero y enterotóxica,

tantoen asaligadade intestinode conejocomoen la pruebadel ratón lactante.Por otra
parte,eracapazde provocarla muerteen ratonesun minuto despuésde la inoculación

intravenosa,por lo que presentabapropiedadesenterotóxicas,¡3-hemolíticasy citotóxicas.
El pesomolecularestimadofue de 60.00<) daltonsy seinactivabaa 560C en 5 minutos.
Stelmay col. (1986)observanqueel sueroelaborado(reine a estahemolisinaneutraliza

2’)
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completamentela actividaddecuatro cepas13-hemolíticas,por lo queconcluyenque la

¡3-hemolisina,por sí sola, puededeterminarcambiosen la permeabilidadintestinal.
—Q

Hostackay col. (1982). Bloch y Monteil (1989), Asao y col. (1984). Bunning y col.

(1986), Stelma y col. (1986) y Burke y col. (1987) describieronmoléculascon estas

características.

Burke y col. (198 la) trabajancon 100 cepasde A. hydrophila. examinandosus
actividadeshemolítica,citotóxicay enterotóxica.Aunqueencontraronuna relacióntotal 9:

entrela producciónde hemolisinas,citotoxinasy enterotoxinas,no hallaronunaasociación

constanteentrelas diferentescepas,por lo queconsideraronquehemolisis,citotoxicidady
enterotoxicidad,en ocasiones,podríanno ser propiedadesde una misma molécula.
Además,observaronquela actividadenterotóxicadetectadaen ratapersistíadespuésde

u,
calentarel sobrenadantelibre de célulasy seneutralizabacon la antitoxinacolérica,mientras

que la enterotoxicidaden ratoneslactantesera extremadamentetermolábil y no se
neutralizabacondicho suero,por lo queexistiríandos enterotoxinasdistintas. e

Jiwa (1983), trabajandocon cepasde Aeromonasde diversasfuentes (heces
humanas,pescado,conejos, lombrices), encuentrarelación entre citotoxicidad, u

enterotoxicidady alteraciónde la permeabilidaden piel de conejo,por lo queatribuyetodas
estasactividadesala enterotoxina. a-

Chopray col. (1986)pusieronde manifiestodos enterotoxinasen los filtrados de A.

hydrophil.a:unapresentabareaccionescruzadascon la antitoxinacoléricay eraterniolábil,y
a-

otra de carácterheterólogoy termoestable(1000C- 20 minutos).Potomskiy col. (1987a)
purificaronunaproteína¡3-hemolítica,citotóxicay enterotóxicaqueno reaccionabaconla
antitoxina coléricay era termolábil. Mientras que Rose y col. (1989a,b)aislaronuna
enterotoxinacitolitica, queya ha sido secuenciada(Chopra y col., 1993) y quepuede

detectarse,inmunológicamente,conanticuerposelaboradosfrenteala toxinacolérica.
En 68 cepasde origenclínico y ambiental,Watsony col. (1985) observaronque el

41% de las aisladasen casosde diarreano eranenterotoxigénicas.Esto sugierequela a-

gastroenteritispodríadeberseaotrosfactoreso quelos métodosempleadosparadeterminar
laenterotoxicidad(asaligadade intestinodeconejoy ratoneslactantes)no permitendetectar

u
la actividadde estamolécula.Por otra parte,el aislamientode Aeromonasspp. en heces
podríaúnicamentereflejar su ingesta,mientrasque la presenciade unacargaelevadase
deberíaa la alteraciónde la ecologíaintestinal.Por todo ello, parecenecesarioprecisary a-

aclararlas relacionesentrebacterias,enterotoxinasy diarrea.
pv
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1.4.1.1.3.- Hemolisinas

Lashemolisinassonproteínasextracelularescitoliticasmuy frecuentementeasociadas

aA. hydrophilay A. sobria (Brendeny Janda,1987; Kozaki y col., 1988). Pertenecenal
grupode citolisinasbacterianasformadorasde porosy causantesde Vrdida del contenido
citoplásmicoporalteraciónde la membranacelular(Bhakdiy Tranum-Jensen,1988).

Ljungh y col., (1981)handescritodoshemolisinasenAeromonas:

- la a-hemolisina,caracterizadapor producirunazonaopacade hemolisisen agarsangre,
quese inactiva a 560C en 10 minutosy que producemodificacionesmorfológicasen
cultivos celulares.No esenterotóxicaen asaligadade intestino de conejo,pero por
inoculaciónintradérmicacausainduración,roturade capilaresy dennonecrosis,provocando
ademásmuerteen el ratón.Supesomolecularaproximadoesde 65.000daltonsy supunto
isoeléctricode 4,8.
- la p-hemolisina,detectadaen grandescantidadescuandola temperaturade incubaciónes
de 370C, seinactiva conel mismo tratamientotérmico y da lugar a unazonaclara de
hemolisisen agarsangrey vacuolizaciónirreversibledel citoplasmaen ensayoscelulares.
No es enterotóxicaen asaligadade intestinode conejo,pero sí letal en el ratónpor

inoculaciónintraperitoneal,presentandolosmismosefectossobrepiel de conejoque la
cz-hemolisina.Supesomolecularseestimóen tomoa 49.000-53.0000daltonsy supunto
isoeléctricoen 5.5. Se la conocetambiéncomo aerolisina’(Bernheimery Avigad, 1974) y
presentareaccióninniunológicacruzadaconla hemolisinaa.

Al menos se han descrito otras dos 13-hemolisinas, distintas y con actividad

enterotóxica,producidasporAeromonas(Mao y col., 1984;Asaoy col., 1986; Kozaki y

col., 1987). Ambasproteínastienen un pesomolecularaproximadode 50.000daltons,

aunquesuspuntosisoeléctricosdifieren notablemente(5.3a54 frentea7.6).Los ensayos
de inmunodifusión indican que estasdos jB-hemolisinas están inmunológicaniente
relacionadas(Asaoy col., 1986).

La escasaactividadenterotóxicade la [3-hemolisinaparcialmentepurificadaporLjung

y col (1981)y la elevadaactividadde la hemolisinadetectadapor Maoy col. (1984)sobre
asaligada de intestinode conejo,probablemente,se debaa las distintas técnicasde

purificaciónempleadas(Stelma.1988).
Chakrabortyy col. (1984) han señaladoquelos clonesde E. cotíqueportabanlos

genesde la hemolisinay la citotoxinade A. hydrophilason inactivossobreel asaligadade

intestinodeconejo,posiblemente,por la incapacidadde E. cotí paraliberarlashemolisinas
al medio(Chakrabortyy col.. 1986).
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1.4.1.1.4. - Mecanismode acciónde la [3-hemolisina

Lashemolisinasde Aeromonasproducenalteracionesen la permeabilidadvascular,
redemasy necrosis(Chakrabortyy col., 1986). Scheffer y col. (1988) estudiaronla

capacidadde las bacteriasproductorasde hemolisinasparaliberarfactoresmediadoresde la
inflamación. La a-hemolisinade E. cali y la ¡3-hemolisinadeAeromonasson potentes

estimuladoresde la liberaciónde leucotrienos(LTB4 y LTC4) a partir de granulocitos

humanos.El primeroesquimiotácticoparaneutrófilosy eosinófiloshumanosy el segundo

es un mediadorde las reaccionesanafilácticas,implicado en la broncoconstricción,
producciónde mucusy aumentode la permeabilidadvascular. La liberaciónde estos
mediadoresde la inflamaciónpuedenser la causadel incrementode la permeabilidad
vasculary de la formaciónde edemasporhemolisinas,mientrasquela interacciónde la

u
aerolisinacon los polimorfonucleocitoshumanospuede dar lugar a la liberaciónde
metabolitos,apartir deestascélulas,queestimulenla secreciónen la mucosa.Estoshechos

podríanexplicarla apariciónde la diarrea.
Chakrabortyy col. (1987) constataronque una cepamutante, deficiente en la

[3-hemolisina,eramenostóxicaparael ratón,no causólesionesnecróticasen el puntode
inyeccióny no sedetectóen cultivos realizados24 horas despuésde la inoculación,
mientrasquela cepapaterna[3-hemolíticaeramástóxica,produjonecrosisy seaislóhasta a-.

14 díasdespuésdesu inoculación.

Garlandy Buckley (1988)comprobaronquela 13-hemolisinaesun proteínahidrofílica
u

y solublequesesecretacomounaprotoxinainactivay sereactivapor la eliminaciónde 25
aminoácidosdel extremoC terminal. La rupturade los glóbulosrojos implica tres fases:
unión a los receptores,agregaciónde toxinasy rupturade la membranadel eritrocito.Van a-

der Goot y col. (1993) observanque tanto la proaerolisinacomola forma activa son
dímerosde similarestabilidady solublesen agua.La protoxinaseactivaríaeliminandoel a

péptidodel carbonoterminal, que no estaríaimplicado en la formación de porosen

membranas,pudiendoentoncesoligomerizarsey darlugara la formaactiva(Van derGoot a-

y col., 1994a,b).
Bunningy col. (1986)utilizaroncélulasde melanomaparacomprobarla producción

a
de los efectos,mediadosporel AMPe, de la [3-hemolisinapurificada (inhibición del
crecimientocelular, incrementode la actividad tirosinasay acúmulo de melanina)

característicosde las enterotoxinascitotónicas. Esta 13-hemolisina purificada era e

0<
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extremadamentetóxica para las célulasde melanornay no sela considerócon efectos

citotónicos.

1.4.1.1.5.- Factorquepresentareaccionescruzadascon la toxinadel cólera(CTC)

Jiwa(1983),Burke y col. (1984b)y Tumbulí y col. (1984)han observadoreacción

cruzadaentrela toxinacoléricay la enterotoxinadeAeronionasspp. El usode la antitoxina
coléricaen técnicasELISA mostróla existenciade un factorenterotóxicoy hemolíticoen

Aeromonasspp.,quereaccionacon los anticuerposde la antitoxinacolérica.En ningún

casoseha podidodetectarhomologíaentreestefactory la toxinacoléricapor lo queno se
ha podidodenominartoxina“cólera-hice”,sino“factor quepresentareaccionescruzadascon
la toxina colérica” o “CTC”. La similitud antigénicay el hechode que seobservara
incrementointestinalde fluidos sugierequeesenterotóxicoy, por tanto, un posiblefactor
devirulenciaenAeromonasspp. (Campbelly Houston,1985).

Schultzy McCardell(1988)utilizaronsondasgénicasespecíficas,sintetizadasapartir

deciertasregionesde lassubunidadesA y B de la toxinacolérica,y comprobaronqueestas

sondashibridabanconel ADN de algunascepasdeA. hydrophila;además,la enterotoxina
queproducíanestascepasreaccionabaconel suerode antitoxinacoléricay sela podía

describircomounaenterotoxinacitotónica.Potomskiy col. (1987b)detectaronunatoxina,
a partir de cepasfecalesdeAeromonasspp.,quereaccionabaconla antitoxinacolérica,no

era citotóxica ni hemolíticay tenía efectoscixotónicos. Hoy día, aunqueno está
completamenteestablecido,algunosautoresopinanque la enterotoxinacitotónicay este

factorsepuedenconsiderarmoléculasmuy similareso inclusoidénticas(Janda.1991). No
obstante,hayque teneren cuentaquela enterotoxinacitotónica,descritapor Ljungh y col.
(1981)y Chakrabortyy col. (1984),esmástermorresistentey no presentareacciones

cruzadasconla toxinadelcólera,porlo queen todo caso,estefactorqueseinactivaa560C
en 10 minutos(Caliill, 1990)constituidaunaenterotoxinacitotónicadistinta.

Lasreaccionesinmunológicascruzadasdetectadasentrelasenterotoxinascitotóxicas
descritaspor Asaoy col. (1984),Howard y Buckley (1986>,Chakrabortyy col. (1986) y
Bunningy col. (1986)sugierenqueson moléculassimilares,aunquepuedenpresentar

diferenciasestructuralesy funcionalesimportantesy, en cualquiercaso,no se relacionan
antigénicanientecon la toxinacolérica(Cahilí, 1990). Por todo ello, parecequesólo la
enterotoxinacitotónicay la enterotoxinacitolítica purificadapor Rosey col. (1989a.b) se
asocianconla toxinadel cólera.
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1.4.1.2. - Proteasas

Las proteasas producen una acción patógena de lesión directa de los tejidos,

facilitando asíla invasividad(Sakai, 1985>; además,puedentener un efecto indirecto al

activarel precursorde la [3-hemolisina(Leung y Stevenson,1988). Ciertasproteasas

exocelulares,producidasporotrasbacteriasgram-negativas,como laelastasa(33kDa) de

Pseudonwnasaeruginosay algunasproteasasde Serradarnarcescens(50y 56 kDa)tienen

un papelimportanteenla patogenicidad(Wandersman,1989).
Aeromonasspp.secretaal menoscuatroo cincoproteasas,en funcióndel pH óptimo

y la especificidaddel sustrato(Nieto y Ellis, 1986).Lasdosproteasasprincipaleshansido

descritaspor Leungy Stevenson(1988);unade ellasesunametalproteasatermoestabley,

la otra, unaserinoproteasatermolábil.La mayoríade lascepasde Aeromonas,analizadas

inmunológicamente,secretanambasproteasas.Loewy y col. (1993) han purificado y
caracterizadounanuevazinc-proteinasade 19 kDa.Aunqueel papelde las proteasasno está

claro, la LD50 parael salmóny la truchade unacepamutante,deficienteen proteasas,fue

de 1000a 10000vecesmásaltaque la dela cepapaterna,productorade proteasas(Sakai,
1985).

L4.1.3. a Sideróforos
pv

Los sideróforosson compuestosde bajo pesomolecularcon unaalta afinidad y
pv.

capacidadde unión a distintasformasorgánicase inorgánicasde hierro, particularmente
bajo condicioneslimitantes paraestemetal (Crosa,1989>.Estos compuestospueden
desarrollarimportantespapelesenelestablecimientode la infección,ya queel hierroes

fundamentalpara el crecimientode la mayoríade las especiesbacterianas.Los

microorganismospatógenosson capacesde obtenerel hierro a partir de formas
combinadas,mediantela síntesisde sustanciasquelanteso secuestradorasde hierro
(sideróforoso quelinas)(Pumarola,1987b),asociándoseciertossideróforosextracelulares

abacteriasgram-negativas,comoE. colí, productorasde enfermedadesinvasivas(Payne,

1988). Fn el caso de Aeromonasspp., Janday col. (1994a) observanque las cepas
u

implicadasen bacteriemias.elaboransideróforos,son muy hemolíticasy proteolíticasy
resistentesal complemento.

Casi todaslas cepasde A. salmonicida,A. hvdrophila.A. sobria y A. caviaeelaboran u

a-
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uno o mástipos de sideróforos(Barghouthiy col., 1981; Chany Trust, 1983). En A.

salmonicidaexisteun mecanismodeadquisiciónde hierro,queprecisaun sideróforode
bajo pesomolecular(Chany Trust, 1983).En el casode las Aeromonasmesótilas,la
mayoríade las cepasde A. hydrophilay A. caviaey, algunasde A. sobria, producenun
sideróforodenominadoamonabactina,o bien,el llamadoenterobactina(Barghouthiy col.,
1981, 1989; Zywno y col., 1989). Massady col. (1991)observandosmecanismosde

adquisiciónde hierro en distintas cepasde estegénero,uno de ellos, mediadopor la

amonabactina,permiteutilizar el hierro de la Fe-transferrina,mientrasel otro proceso,
independientede lossideróforos,accedeal hierro de distintoscompuestoshemo.Telfordy

col. (1994)describen4 variedadesde amonabactinasproducidaspordistintascepasdeA.

hydrophila bajo condicionesrestrictivasde hierro. Massady col. (1994)señalanquela
síntesisdelácido 2-3 dihidroxibenzoico,presenteen sideróforos,estácodificadaen dos
gruposde genesdistintos,uno deellosdetectadoen las cepasproductorasdeenterobactina
y el otro en las de amonabactina.

1.4.2.- Característicasasociadasa la célula bacteriana

Muchosfactoresasociadosa la patogenicidad,comolos determinantesdeinvasividad

o de resistenciaal suero,lasproteínasde la membranaexternareguladorasde hierro y la
capacidadparaenfrentarseal sistemainmunemediantela variaciónantigénicano hansido
objeto de un estudioprofundoque, sin embargo,podría aportardatosmuy interesantes
(Finlay y Falkow, 1989;Smith, 1990).

1.4.2.1. - Fimbrias o pili

La presenciade adhesinasen las fimbrias o en otrasestructurasde la superficie

bacteriana(proteínasde la membranaexterna,lipopolisacáridosy flagelos) explica la

adhesiónde lasbacteriasgram-negativas.En bacteriasgram-positivas,la adherenciase

encuentraasociadaa otros mecanismos(ácido lipoteitóico, glicocalix u otrasestructuras
superficiales).

La adherenciarequiereel contactode la bacteriacon la célulapero, comoambas
superficiessonelectronegativas,secreaunafuerzade repulsión,quesóloesneutralizada,

en parte, por débilesimpulsosde atracción(fuerzasde Van derWaals,enlacesiónicos,

enlacesde hidrógeno,interaccioneshidrofóbicas)quedan lugara una barreraelectrostática
que dificulta la aproximación.La presenciaen la superficie de la bacteriade moléculas
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irolóbicasy. enespecialde adhesinas,que por su pequeñotamañono estánsujetasalas

fuerzasde repulsión,facilitan el contacto.
Una infección es un procesosecuencialcuyaprimeraetapasería la fijación y

colonizaciónde las bacteriaspatógenasen las célulasepitelialesde la puertade entrada.La
adherenciade las bacteriaspatógenasal epitelioevita sueliminaciónpor factoresmecánicos
y facilita sudesarrolloy multiplicación.Todoello, no sólorepresentaunaprotecciónfrente
a losagentesexternos,sinoque, además,les permitealcanzarel númerocrítico de bacterias
o la concentraciónadecuadade productosparapoderiniciar la infección. El estudiode la

relaciónentreadherenciae infectividadha demostradoque, en la mayoríade los casos,
existeun gradodecorrelaciónalto,tanto en las infeccionesinvasivascomopor toxinas.Por
otra parte, seha sugeridoque los fenómenosde adherenciatambiénintervienenen la

difusiónde infeccionesbacterianassecundarias.Sehaseñaladoquelas alteracionesde las
célulasepiteliales,producidasen la infecciónprimaria, podríandarlugara la pérdidade
ciertassustanciasde la superficiede lacélula(fibronectina),quefacilitadael accesoalos

receptores,o biena la formaciónde otrosnuevos,comosesuponequeocurreen las células

infectadasporvirus.
Sin embargo,la adhesiónno constituyeun factor indispensableparala infección,

puesanulandoo reduciendolos mecanismosde defensade la mucosa,las bacteriassin
capacidadde adhesiónpuedenmultiplicarsee incluso producirunaacciónpatógena.En
consecuencia,la capacidadde adherenciarepresentauna ventajaecológicapara la
colonizacióneinfecciónperono constituyeun requisitoimprescindible.

Lasfimbrias o pili sonapéndicesfilamentososde naturalezaproteicaconcapacidad
antigénicay, frecuentemente,portadoresde adhesinas,que presentanla propiedadde

combinarsecon receptoresde naturalezapolisacárida,localizadosen la superficiede las

célulasepiteliales,medianteunionesdel tipo azúcar-lectina.La zonacombinanteestá
constituidapor un pequeñosegmentode las subunidadesproteicasde la fimbria (región
amino-terminal).

Lasfimbrias sepuedendiferenciarporunaseriede caracterescomoel tamaño,peso

molecular,composiciónen aminoácidosy poderinmunógenoy. además,en relacióncon la
O

presenciade adhesinas,por la capacidadde fijaciónselectivaen los receptoresde diversas
célulasy especiesde hematíesresponsablesdel fenómenodehemaglutinación;también,por
la naturalezaquímicade estosreceptoresy, sobretodo,porquela adiciónde los mismoso
de sustanciasanálogaspermiteinhibir específicamenteel fenómenode adherenciao de
hemaglutinación.Las adhesinasde las fimbrias, atendiendo a su sensibilidadal a-

monosacáridomanosa,se dividen en dos grandesgrupos: sensiblesy resistentesa la
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manosa.

Las fimbrias manosa-sensibles,MS o fimbrias de tipo 1 son las másfrecuentesy
estánpresentesen las bacteriasgram-negativas.Presentanla propiedadde combinarsecon
receptoresquecontienenD-manosa,queseencuentranen muchasglicoproteinasdelmoco,

asícomoen los fagocitosy hematíesde diversasespeciesde animalesy del hombre,dando

lugaral fenómenode la hemaglutinación,reacciónqueseinhibepor la adiciónde n-manosa

al medio. Estasfimbrias seconsideranpoco relacionadascon el poderpatógeno,pero

intervienenen el procesodecolonización.

Lasfimbrias manosa-resistenteso MR, por el contrario,sonmenosfrecuentesy se
caracterizanporqueproducenla aglutinación de los hematíes,aún en presenciade
D-¡nanosa.Recientemente,seha demostradoquelas fimbriasmanosa-resistentesno forman
un grupohomogéneo,sinoqueagwpantodaslas fimbriasquesecombinanconreceptores
específicosqueno contienenmanosa.Lamayoríade las fimbrias deE. coli asociadascon
patogenicidadenel hombrey animalessonmanosa-resistentes(Pumarola,1987c).

Existeunasubclasede fimbriasque intervienenen la conjugaciónbacteriana.Estas
fimbrias sonmáslargas,flexuosasy poconumerosas(1 a4 por bacteria)y finalizanen una

especiede botón. Son necesariasparatransferirel materialgenéticodesdelasbacterias
donantesalasreceptorasdurantela conjugaciónbacteriana(García-Rodríguez.1987).

Los estudiosrealizadosconmicroscopiaelectrónicahanpuestodemanifiestoqueal
menosexistendos tipos morfológicosde fimbrias en cepasdeAcromonasclínicasy

ambientales(Carrello y col., 1988):lospili rígidos(numerososporcélula)conunalongitud
de 0,6 a 2,0 ~tm.,formadospor subunidadesde pesomolecularde 17.000a 18.000,y los
pili flexibles (1-60 porcélula),denominados“mini pilin”, porel bajopesomolecularde la
subunidadquelos constituye(4.000)(Ho y col., 1990;Honmay Nakasone,1990).Satoy
col. (1989) hanobservadoqueno existenreaccionescruzadasentrelospili rígidosy los

antígenosde los factoresde colonización1 y II de E. cali. Ho y col. (1990)secuencianla
unidadconstituyentede lospili flexible (“mini pilir”), observandoqueestamoléculade46
aminoácidosparecesertotalmentenuevay no muestrahomologíaconotrassecuenciasde

pilí conocidas.La expresióndel “mini pilin” se puederegularambientalmente,siendo
máximaa 220C,enmedioliquido y en presenciade hierro reducido,mientrasquelospili

rígidosparecenserconstitutivosy aparecenen todaslas condiciones.Estoshechossugieren
que la síntesisde los pili flexibles podría ser un requisito para la colonización en
hospedadoresmamíferosdependientede las condicionesdel medio.
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1.4.2.2. - Proteínasde la membranaexternade la paredbacteriana(OMPs)

Aoki y Holland (1985) han separadoelectroforéticamentelas proteínasde la

membranaexternade ochocepasdeA. hydrophila y otrasocho deA. salmonicida.En el
wcasode A. hydrophila, las proteínasde la membranaexternason distintasde unacepaa

otra, aunquela mayoríadeellasconteníanunaproteínade 36 kDa; porel contrario,en las

cepasdeA. salmonicidaseobservaronmuchasproteínascomunesatodaslascepas,siendo a-

la más abundanteuna de 32 kDa. Bajo condicionesrestrictivasde hierro, tanto A.

hydrophila cornoA. salmonicida,sintetizaronnuevasproteínasde la membranaexternacon a-

unpesomolecularentre68 y 93 kDa. Kuijper y col. (1989c)estudianlas proteínasde la

membranaexternaen 46 cepasfecales,apareciendolas bandasmásprominentesentre25 y
45 kDa. En lascepasdeA. caviae,los perfilesde las proteínasfueronsimilares,mientras
queen las cepasdeA. hydrophila y A. veronhl biotipo sobria seobservóunamarcada
heterogeneidad.

Atkinsony col. (1987)señalaronquela hemaglutinacióny laproducciónde piEl son

independientes,al observarque la capacidadhemaglutinanteseasociaaunaproteínade la o

membranaexternaquepermitiríaa las célulasadherirsea receptores(antígenoH) de los

eritrocitoshumanos.Estosreceptorestambiénseencuentranen lascélulasintestinales,por
lo queestaproteínade la membranaexternafacilitaríala uniónalascélulasintestinales,en

las que la producciónde enterotoxinasadquieresu máximarelevancia.Por otra parte,
o

Wilcox y col. (1994)observanla expresiónde nuevasproteínasde la membranaexterna,

que no aparecenen caldo de cultivo, cuandoel crecimientoocurreen contenidoileal
humano.Quinn y col. (1994)aíslan,mediantecromatografíade afinidad basadaen la a-

reactividadconcarbohidratos,dosproteínasformadorasde poroenbicapaslipídicasque

podríanactuarcomoadhesinas. a-

Lasaeromonassoncapacesde adherirseaeritrocitos,levaduras,célulasdel epitelio

bucal y a la mucosaintestinalde conejopor mecanismosque implican la existenciade
proteínasno finibriadasdela superficiebacteriana(Atkinson y Trust,1980; Levetty Daniel,
1981). Singh y col. (1993), indican que la adhesiónal epitelio intestinalpuedeestar

e
mediadapor factoresde colonizaciónfimbriadoso no y hemaglutinanteso no. Nevesy col.

(1994), detectanadherenciaagregativaa células HEp-2en A. hydrophilay A. sobria,

similara la enteroadherenciaagregativadetectadaenE. cdi.Grayy Kirov (1993)observan e;

queA. vcronhi biotipo sobria prescntaunacapacidaddeadherenciaacélulasHEp-2superior
al resto de las especies. e

O
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1.4.2.3.- Lipopolisacáridosde la membranaexternade la paredbacteriana(LPSs)

Forman parte de la membranaexterna de la pared celular de las bacterias

gram-negativas,asociándoseal antígenoO y a las endotoxinas.En el lipolisacáridode la
membranaexternade la paredbacterianasedescribentresfracciones(Pumarola,1987a):

- Fracciónexternao cadenaslateralesdel lipopolisacárido,constituidapor unidadesde
oligosacáridos,cuyo número, composicióny secuenciadiferirían segúnla especie

bacterianay seríanresponsablesde laespecificidaddel antígenoO.
- Fracción centralo núcleodel polisacárido(core), formadoporoligosacáridosy

KDO (ácidoketodesoxioctónico)queseríacomúnentrelas bacteriasgram-negativas,y
explicaríalasreaccionescruzadasquesepresentanentrelas distintasespecies.

- Fraccióninternao lípido A, queseidentificaríaconla endotoxina,responsablede la
toxicidad y de ciertasmanifestacionesclínicassimilaresen infeccionescausadaspor
distintasespecies,que se liberaríapor lisis celular. Su toxicidad es inferior a la de las

exotoxinas,diferenciándosede éstasenquesuacciónesinespecífica.sontermoestables,no
sedetoxicanpor accióndel formol porlo queno setransformanen toxoidesy tienenescaso
poderinmunógeno.

Al analizarlospolisacáridosdela regiónespecífica(cadenaslateralesO) del LPSpor

SDS-PAGEsehandetectadoal menostresmodelos.Uno deellos,de carácterhomogéneo,
serelacionaconel serogrupo0:11 deAeromonasy, al parecer,estetipo de LPS desempeña
un importantepapel en el anclaje de la capa 5. Además,a esteserogrupose le ha
relacionadoconla mayorvirulenciaen pecesy con la resistenciaala acciónbactericidadel

suero. (Dooley y col., 1985; Kokka y col., 1991b).Estevey col. (1994),describendos
gruposde cepaspatógenas,uno de ellos constituidopor cepasPAB+, pertenecientesal
serotipo0:19,quepresentancadenasde tamañohomogéneoen el LPSy unaproteínade la
membranaexternade 50kDa. Lascepasdel otro grupofueronserológicamentevariables,
PAB-, presentaronun LPSheterogéneoy OMPs de 33 a 45 kDa.Porotro lado,Franckiy

Chang(1994)indicanqueel LPS podríaactuarcomounaadhesinaenA. sobria.

1.4.2.4. - Flagelo

Los miembrosdeAeromonasspp. son generalmentemóvilescon un único flagelo
polarde 1,7 jlm, aunqueen cultivosjóvenes,a vecesseobservanflagelos lateralescortos
(< 1,7 ~tm)(Stelma, 1989). Existe muy pocainformaciónsobreel flagelo de Aeromonas

spp..apesarde quela movilidadserelacionacon la patogenicidadya que. únicamente,las
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especiesmóvilesseconsideranpotencialmentepatógenasparael hombre.

1.4.2.5.- Capaextra,proteicay externaa la paredbacteriana(CapaS)

La presenciade una “monocapamacromolecularperiódica”, de estructura

paracristalina.sobrela paredbacterianaseobservó,por primeravez, hace42 años,en
fotografíasrealizadascon un microscopioelectrónico(Houwink, 1953,citadoen Sleyrty

Messner,1983).Posteriormente,seha comprobadoque estacapaesmásfrecuentede lo
queen un principio sesospechaba,observándosesu presenciaen Acinetobacterspp.,

Campylobacterfetus,Aeromonassalmonicida,distintas especiesde Bacillus, de
Clostridium,de Laciobaciflusy en otrosmicroorganismos(Yaxnaday col., 1981;Ishiguro
y col., 1981; Evenberg y col., 1982; Tsuboi y col., 1982; Sleyrt y Messner,1983). La

capa5 sepuedeconsiderarcomola membranabiológicamássencilladesarrolladaalo largo
de la evolución;generalmente,estáformadaporun sólo polipéptidohomogéneode peso
molecularalto y, ocasionalmente,por carbohidratoscomocomponentesminoritariosen
forma de glicoproteinas.Los pesosmolecularesdeterminadospor SDS-PAGEvaríande 40
a200kDa.

Estádirectamenteimplicadaen las interaccionesentre la célula y su entorno y,
desaparececuandola bacteriasecultivade forma prolongadaen el laboratorio,indicando

quesu presenciaesun elementode protecciónparalos microorganismosque la poseen
(Sleytr, 1978).

Se precisan5 x ío~ monómerosde la capa 5 para dar lugar a una cadena
bidimensionaltotalmentecerradaalrededorde un bacilo.En algunosmicrorganismos,la

síntesisde la proteínade la capaS pareceestarcompletamentecontrolada,dadala escasa

cantidadquesedetectaen el medio de crecimiento(Thorney col., 1976),mientrasque,en

otros,la producciónes excesiva(Beveridgey Murray, 1975; Smity col., 1981; Ya¡naday
col., 1981).La capaSno sólodesempeñaunaacciónprotectorafrenteaataquesexternose
internos, sinoque tambiéncontribuyea mantenerla morfologíacelulary juegaun papel

importanteenla adhesión.La existenciade canales,de 2 a3 nm de diámetro,no impediría
0<

el pasodenutrientesy productosde degradación,pero si podríaprotegera las célulasde la
acciónde enzimaslíticas y de otros agenteshostilesdel entorno(Sleyrt,1978;Beveridge.

0<

1979; Stewarty Beveridge,1980; Stewarty Murray. 1982). Seha observadoquela capaS
puedeevitar la liberaciónde macromoléculas,aumentandola concentracióncelularsobre

todo en la fase exponencialde crecimiento(Sleyrt y Messner.1983). Ademásde las o

funcionesdependientesdel tamañode los poros,la capaS puedeactuarcomo una barrera

st
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física frentea la respuestainmunedel hospedador(Trusty col, 1980; Ishiguroy col., 1981;
Evenbergy Lugtenberg,1982; Evenbergy col., 1982;Munn y col., 1982).En ocasiones

seoponea la infecciónporbacteriófagos(Ishiguroy col., 1981), aunquetambiénpuede

presentarreceptoresespecíficosa cienosbacteriófagos(Sleyrty Messner,1983).Además,

la capaS seconsideraimplicadaen fenómenosde adhesióncomo autoaglutinacióny
adhesiónaepitelios (Sleyrty Messner,1983), enel intercambioiónico (Beveridge,1978;
Beveridge,1979) y en el efectotampónfrentea ácidose hidrogenionesde lacélula y el

entorno(Sleyrt y Messner,1983).
En lo que serefiere a Aeromonas,en 1981 Kay y col, identificaron, con el

microscopioelectrónicode transmisión,unacapaadicional(originalmentellamadacapaA)
externaala paredcelularen cepasautoaglutinantesdeA. salmonicida(HG3) patógenaspara
peces.Los estudiosbioquímicosy genéticosindican queestácompuestapor unasimple
cadenaproteicasuperficialde 49 a 51 kDa (Kay y col., 1984). La capa5 confiere una
hidrofobicidadsuperficialelevadaa las cepasautoaglutinantesdeA. salmoniciday esel
factordevirulenciamásimportante(Trusty col., 1983;Bellandy Trust. 1985;Ishiguroy
col., 1985). La capacidadde unión al rojo Congo,la resistenciaala lisis mediadapor el
complementoy la asociacióna monocitosfagocíticosparecenrelacionarsecon la presencia
de la capa5 enA. salmonicida(Ishiguro y col., 1985; Munn y col., 1982; Trust y col.,
1983).

Posteriormente,en varias investigacionessimultáneas,se detectaroncepasde A.

hydrophila(GHI) y deA.veroniibiotipo sobria(GHE), provistasdecapaS,implicadasen

infeccioneshumanasy animales(Dooley y Trust, 1988; Paulay col., 1988; Kokkay col.,
1991a). Las cepasde origen humanose aislaron, principalmente,en infecciones
extraintestinales,comoperitonitisy bacteriemias(Janday col., 1987). Independientemente

de su procedencia (humano,animal o ambiental),estascepaspresentaronidénticas
estructurasy propiedadesgenéticas,asícomo,característicasfenotípicassimilares(Paulay

col., 1988;KokJcay col., 1991a).El análisiselectroforéticode lasproteínassuperficialesde
la capa8, indicé queson moléculasácidasconun pesode 52 a 58 kDa (Dooley y col.,
1988; Kolcka y col., 1990, 1991a). La composiciónen aminoácidosde estasproteínas
resultósimilarala delas proteínasdeA. salinonicida,aunqueno seobservóhomologíaen
la secuenciaaminoacídicaterminal,queesrepetitivaen lascepasde A. sainionicida(Kayy

col., 1984; Dooley y col., 1988). También sedetectarondiferenciasfuncionalescon
respectoa la capaS de A. salmonicida,ya que no seobservóque seincrementasela

hidrofobicidadde la superficiecelular, ni la capacidadde unión del rojo Congo (Paulay

col., 1988). Recientemente.Thomasy Trust (1995)handonadoy expresadoen E. cotí la
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subunidadproteicaqueconstituyeestacapa.Kokka y col. (199Ib) afirmanquela presencia
de capa5 no estádirectamenteimplicadaen la patogenicidadparael ratóneindicanque su

‘y
papelen la patogénesispuedesertotalmentedistinto al de lacapaSdeA. salmonicida.En

cualquiercaso,las cepasdeA. hydrophilacon capaS, pertenecientesal serotipo0:11,se

consideranaltamentevirulentasparahombresy peces(Dooley y Trust. 1988;Paulay col., 0<

1988).Algunasinvestigacionesseroepidemiológicasponende manifiestoqueestetipo de

cepasrepresentanel 20-30%de todas las de A. hydrophilay A. veronhi biotipo sobria e

aisladasde infeccioneshumanas(Kokka y col.. 1992). En este sentido,Merino y col.
(1993)handesarrolladounapruebainmunoenzimáticaparadetectarestetipo de cepasen

alimentos.

0<
1.4.2.6. - Invasividad

La capacidadde Aeromonasparaproducirsíntomasdisentéricospodríarelacionarse
conla invasividadcelular,comoocurreen Salmonellay Shigella(Watsony col., 1985).Al

investigarcepasde origen fecal, seobservóque la invasividaderamás frecuenteen A.

sobriaqueen el restode las especies,aunqueestacaracterísticano se relacionabaconla

enterotoxicidad.Sinembargo,enel casodeA.hydrophila,sísedetectóasociaciónentrela
apariciónde síntomasde disenteríay la invasividadde las cepas(Watsony col., 1985).En
1985, Lawsony col. (1985)observaronque6 de 10 cepasdeA. hydrophilaerancapaces

St
de invadir célulasHEp-2; la composiciónplasmídicadeestascepasinvasivassugirió que,
probablemente,losgenesresponsablesselocalizabanen el cromosomay que,en cualquier

caso,no estabaclarala relaciónentreinvasividadiii viti-o y patogenicidad¡ti vivo.Gray y

col. (1990)comprobaronque entreel 14 y el 36% de las cepasde Aerontonasinvaden

célulasHEp-2,siendotambiénA. sobria la másinvasiva.Nishikaway col. (1994)señalan e

la adhesióne invasiónen célulasdecarcinomade colonhumano(Caco-2).

a-

1.4.2.7. - Resistenciaal suero
St

MuchasAeromonas,tantomesófilascomo psicrótrofas.son resistentesa la lisis

mediadapor el complementohumano,de pecesy conejos(Munn y col.. 1982;Janday col.,
1984a).La mayoríade lascepasdeA. hydrophila y A. sobria son másrefractariasa la a-

acción bactericidadel suero que A. caviae; las cepassensiblesparecenactivar el
complementodandolugara unarápidalisis (Brendeny Janda,1986).Mittal y col. (1980) e

asociaronla resistenciaa la acciónbactericidadel suerocon cepasaltamentevirulentaspara

5,
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peces.Sin embargo,Montenegroy col. (1985) no han detectado,en 66 cepasde
Aeromonas,el gen traT,quecodificaunaproteínade la membranaexterna,responsablede
la resistenciaal suerode E. cotí. Merino y col. (1994)observanquela resistenciaa la lisis

mediadapor el complemento,ademásdeserdependientede la temperaturade crecimientoy

de asociarsea distintasformasdellipopolisacárido,puededebersea la rápidadegradación

de algunoselementosde estesistema,impidiendola formacióndel complejolítico. Janday

col. (1994b)handetectadoresistenciaa la acciónlítica delcomplemento,principalmente,en
cepasdel serogrupo0:11y provistasde capaS.

1.4.2.8. - Plásmidos

Entreel 20 y el 100% de las cepasdeA. salmonicida,A. hydrophilay A. sobria

examinadasportabanplásmidosde pesomolecularentre2 y 100 MDa (Toranzoy col.,
1983a;Changy Bolton, 1987; Belland y Trust, 1989). La mayoríade las cepasde A.

salmonicidapresentanperfilesplasmídicosbastantehomogéneos.En A. hydrophilay A.

sobria, la frecuenciade plásmidosesmásbaja(20a 58%)y lasvariacionesen los perfiles

plamídicossonmayores.Muchosde los plásmidosdeAeromonassonfactoresR quellevan
marcadoresde resistenciafrente a la tetraciclina,ampicilina, tobramicinay kanamicina

(Toranzo y col., 1983a; Hedgesy col., 1985; Chang y Bolton, 1987). Toranzo y col.

(1983a)observaronen una cepade A. hydrophila,“curada” de plásmidos,numerosas
diferenciascon respectoa la cepapaterna,que afectabana la producciónde indol y
gelatinasa,alaspropiedadessupeificialesy ala resistenciaala tetraciclina.Posteriormente,
Hanesy Chandíer(1993) detectanun plásmido de 40 MDa queregulala adhesividada
célulasCaco-2,la actividadhemolíticay la resistenciaaantibióticos.

En los últimos añosseha intentadoestablecerel papelquelasaeromonasjueganen
las enfermedadeshumanasy animales.Los mayoresavanceshacen referenciaal

conocimientode nuevasespecies,la identificaciónde estructuras(capaS, “mini pum”) y la

caracterizacióngenéticade factoresde virulencia(hemolisinasy proteasas).Sin embargo,
quedanmuchascuestionespor resolver,siendoprimordial el desarrollode un modelo
animal dondese reproduzcala diarreaasociadaa Aeroinonasy, por tanto, seaposible
establecer,inequívocamente,el papel de Atromonas comopatógenosgastrointestinales.
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Tambiénsonnecesariaslas investigacionessobreproductosextracelularrsy asociadosa la

célula,encepaspatógenasy no patógenas,paradeterminarlos factoresimplicadosen la

virulencia.La frecuenciade los distintosgruposde hibridaciónrequieretambiénun estudio

másprofundo con el fin de aclararla epidemiologíade estetipo de infecciones(Janda,

1991).Por otro lado,sonnecesariosexámenesrutinariosde hecesdiarreicasy de alimentos
sospechosospara valorar la importanciasanitaria de las gastroenteritisasociadasa

Aeromonasspp. transmitidaspor alimentos.Algunosestudiossugierenquesu presenciaen

alimentosrepresentaríaun riesgobajo,ya quetantoestosmicrorganismoscomosustoxinas

sontermolábiles,la producciónde toxinasesmáselevadaen mediosbacteriológicosqueen a-

los alimentosy. aunquealgunascepaspuedencrecercompetitivanienteen alimentosa50C,

la detecciónde unacargaelevadaen los mismosno pareceserfrecuente(Kirov, 1993).
St

Hasta que las cuestionesconcernientesa la patogenicidadde Aeromonasy su

comportamientoen alimentosno esténtotalmenteresueltas,la presenciade un número
elevadodeAeromonasen alimentosdeberíaserconsiderada,únicamente,como un riesgo a-

potencialparala salud,principalmente,en personasinmunodeficientes.
0’

a-

St

a-
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OBJbIT VOSDEL TRABAJO

El planteamientode este trabajosecentréen el estudiocomparativode cepasde
Aeromonasspp.móvilesaisladasde alimentosy de hecesdiarreicashumanas,en cuantoa

susposibilidadesde llegara produciruna acciónpatógenaenel hombre.En consecuencia,
unavezseleccionadoslos mediosde cultivo y técnicasde identificacióny aislamientode

másgarantíay despuésde compararla resistenciade ambostiposde cepas,se abordéel

problemadel estudioy valoraciónde los factoresde virulenciaasociadosa los productos

exocelulares,propiedadessuperficialesy característicasbioquímicasde las cepasde

Aeromonasspp. Paraconseguirestosobjetivosseestructuróel trabajodel siguientemodo:

- Evaluacióndel comportamientode tres mediosselectivospara el aislamientode
Aeronzonasspp.móviles,asícomoselecciónde las pruebasbacteriológicasy bioquímicas

quegarantizanla correctaidentificacióndeestegrupobacterianoy sudiferenciaciónanivel
de especie.

- Determinaciónde su incidenciaen alimentosespañoles(carnes,pescados,mariscos,etc.)
recogidosde supermercadosy establecimientosde ventaal público.

- Comprobaciónde la resistenciadeAeromonasspp.frenteadiferentesparámetrosfísicosy

químicos(temperatura,pH, clorurosódico,nitritos, cloro, antibióticos,etc.).

- Estudiode los factoresde virulenciadecepasaisladasen alimentosy en hecesdiarreicas
humanas:

Actividad hemolitica(eritrocitosde corderoy conejoy sangrede caballoy cordero).

• Actividadenzimética(proteasasy lipasas).
Citotoxicidad(lineascelularesestablesVero y mieloma).
Hemaglutinacióne inhibiciónde lahemaglutinaciónporazúcares.
Autoaglutinacióny aglutinaciónconacriflavina.

• Hidrofobicidadsuperficial(uniónafiltros de nitrocelulosay adsorciónahidrocarburos).
Deteccióndepilí y de la capa5 mediantemicroscopiaelectrónicade transmisión.

• Característicasbioquímicasquepudieranrelacionarseconla patogenicidad.
Asociacionespresentesentrelos factoresde virulenciaestudiados.
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MATERIAL Y MFYTODOS

111.1. - Material y equipo

- Materialde vidrio (pipetas,tubos,matraces,etc.) “Pyrex” o de calidadsimilar.

- Material de plásticoestéril (microplacas.placasde petri, botellas,tubos,etc.) “Nunc”,
“Falcon” y “Sterilin”

- MicropipetasautomáticasP-20,P-200,P-1000y P-5000(Gilson),pipeteadorautomático

(Falcon).agitadores,etc.

- Destiladorde agua“Pobel”.

- Homogeneizador“Stomacher”mod.400 Colworth.

- Balanzas“A/D” mod.ER-120A. “A/D” mod.ER-600Ay mod. ER-3000A.
- Ph-metroMetrohmmod.654.
- Autoclaves“Selecta”mod.437-G.
- Estufadeaire forzado“Heraeus” mod. KFTU-K.
- Filtros “Millipore” de 0,22 y 0,45 jm de diámetrode poro.La filtración de grandes

volúmenesserealizóconun sistemaconectadoaunabombade vacíoEYELA A-3S.
- Sistemade ultrafiltración tangencial“Minisette” TM de “FILTRON”, conectadoauna
bombaperistáltica“Masterflex” y con 3 paquetescompactos,“cassettes”o cartuchosde

membranas(serie“Omega”,“FILTRON”) específicospararealizarcortesmolecularesa50,
30 y 8 kDa.
- Filtros denitrocelulosa“Millipore” mod.SCWP.
- Centrífugas“Sorvail” mods. RC-5B y GLC-l con rotores SS-34 y OSA y

microcentrífuga“Heraeus” mod.Biofugeconrotor 1220.
- Sistemade evaporación-centrifugaciónal vacío “Howe” mod. GV1 conectadoa una

bombade vacío“Titan” mod. Trap.

- Cámarade flujo laminar“Telstar” mod.CE-A.
- Estufas“Heraeus” mods.K.B-500, B6200y BK-600 y “Selecta”,mod.Termotronic338.

Bañosdeaguao propilenglicolprovistoscontermostatos“Selecta”,mod.Tectron.Bañode
aguacon agitaciónorbital “GFL” mod. 1092 conectadoa unaunidad de refrigeración
“Braun” mod. Frigomix U.

- Microscopioóptico “Nikon”, mod. L-Ke, equipadocon un dispositivodecontrastede
fases.
- Ultraniicrotomo“LKiB” mod.UltratomeIII,
- Microscopioelectrónicode transmisión“Zeiss’ mod. 902 conequipofotográfico.
- Espectrofotómetros“Kontron” mod. Uvikon 820 y “Hitachi” mod. U-2000, con
impresoratérmica“Kontron” mod. Uvikon LS Thermoprinter4B. Lectorde microplacas

SI
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“Cultelc” mod.TietertekMultiskanPlus.

- Congeladores“Liebherr”, mod. GT6102 y “Sanyo” mod. Ultra low. Frigorífico

“Kelvinator” mod. AKR. Recipientede Nitrógenolíquido

- Cámaracon equipo de filtración-esterilizaciónde aire “Telstar” y acondicionadorde

temperatura“Interelisa”, provisto de: campanade flujo laminar “MDH” mod. 20134;

centrífuga“Sorvalí” mod. TC6 con un rotor H-400;incubadorde£02con camisade agua

“REVCO” mod.Ulúma; bañode aguacon temrnstato‘Bunsen” mod.BA-12; microscopio a-

invertido equipadoconcámarafotográfica“Olympus” mod.CK2 y frigorífico y congelador

“Liebherr”. a-

1111.2. - Productos biológicos

111.2.1. - Microorganismos
ab

Seemplearon100cepasdeAeronionasspp.:4 procedentesde la ColecciónEspaflola
de Cultivos Tipo (Burjasot,Valencia),15 aisladaspor el Dr. J.Reinaen hecesdiarreicas
humanas(Hospital Son Dureta, Palmade Mallorca) y el resto obtenidasa partir de

alimentosyaguas.(Tabla111.1).

111.2.2. - Alimentos

Se tomaronmuestrasde los siguientesalimentos:carnes(vacuno,cerdo, polío y
mtcordero),pescados(pescadilla,gallo, jurel, sardina,trucha),mariscos(chirlas, mejillones,

gambas,cigalas),lechecruda,quesofrescoy ensaladaspreparadas.
0;

111.2.3. - Aguas

Serecogieronmuestrasde aguapotabledorada,aguapotableno doraday aguano
potable.

111.2.4. - Preparados hematológicos
0;

La sangrede caballoy cordero,asícomo,las suspensionesdc eritrocitosdeconejoy

corderofueronsuministradospor “Biomerieux”. a

a
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Tabla 111.1 - Cepas de Aeromonasspp. móviles empleadas en este trabajo

Especie Origen Especie Origen

A. hydrophila
A. hydrophila
A. hydrophila
A. hydrophila
A. hydrophila

A. sobria
A. sobria
A. sobria
A. sobria
A. sobria
A. caviae
A. caviae
A. caviae
A. caviae
A. caviae

A. hydrophita
A. hydrophila
Noclasificada

A. sobria
A. hydrophila
A. hydrophila
No clasificada
A. hydrophita

A. sobria
No clasificada
No clasificada
A. hydrophita
No clasificada

A. caviae
A. sobria

Noclasificada
A. hydrophila

A. sobria
A. hydrophita
Noclasificada
Noclasificada

A. sobria
No clasificada
A. hydrophita
A. hydropbila
A. bydrophila
A. hydrophila
No clasificada

A. sobria
A. sobria

CECT (839)*
CECT (398)*
CECT (838)*
CECT (837)*

Hecesdiarreicashumanas
Hecesdiarreicashumanas
Hecesdiarreicashumanas
Hecesdiarreicashumanas
Hecesdiarreicashumanas
Hecesdiarreicashumanas
Hecesdiarreicashumanas
Hecesdiarreicashumanas
Hecesdiarreicashumanas
Hecesdiarreicashumanas
Hecesdiarreicashumanas
Hecesdiarreicashumanas
Hecesdiarreicasbumanas
Hecesdiarreicashumanas
Hecesdiarreicashumanas

Aguano potable
Aguano potable
Aguano potable
Agua no potable
Agua no potable
Agua nopotable
Agua nopotable
Agua nopotable
Agua nopotable
Carnede pollo

Carnedecordero
Carnedevaca

Carnede cordero
Carnede cordero
Carnede cordero
Carnede pollo
Carnede pollo
Carnede pollo
Carnedevaca
Quesofresco
Quesofresco

Carne de pollo
Carne de pollo

Carnedecordero
Carnede pollo
Carnedecerdo
Carnede cerdo

Carnede cordero
Carnede cordero
Carnede cerdo

50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
loo

No clasificada
Noclasificada
Noclasificada

A. sobria
A. caviae

A. hydrophi¡a
A. hydrophi¡a

A. sobria
No clasificada

A. sobria
No clasificada
No clasificada
No clasificada
A. hydrophila
No clasificada
A. hydrophila
No clasificada
A. hydrophila

A. sobria
No clasificada
No clasificada
A. hydrophila
No clasificada
A. hydrophila
A. hydrc’phila
A. hydrophila
A. hydrophila
No clasificada
A. hydrophila

A. sobria
A. hydrophila
A. hydrophita
Noclasificada

A. caviae
A. sobria

A. hydrophila
A. hydrophila

A. caviae
A. hydrophila

A. sobria
A. caviae
A. sobria
A. sobria

No clasificada
A. hydrophita
No clasificada
A. hydrophila

A. caviae
A. hydrophila

A. sobria
A. hydrophila

Carne de pollo
Carnedepollo
Carnedepollo
Carnede cerdo
Carnedecerdo
Carnedecerdo
Carnedecerdo
Carnedecerdo
Carne de pollo
Carnedepollo
Carne de cerdo
Carne de cerdo
Quesoftesco
Carnede vra
Carne de pollo

Pescadilla
Pescadilla

Jurel
Jurel
Jurel

Pescadilla
Gallo
Gallo

Sardina
Jurel

Pescadilla
Jurel

Sardina
Trucha
Trucha

Jurel
Pescadilla
Pescadilla
Mej ilión
Chuña
Chirla

Gambas
Gambas
Mejillón
Mejillón
Mejillón
China

Gambas
Cigala
Chirla
Cigala

Mejillón
Mejillón
Mejillón
Chirla

Lechecrnda

* - Nómerocori-espond~eflteenla ColecciónEspafloladeCultivosTi~ (CECT) (Budasol. Valencia)

1 A. hydrophila
2 A. hydrophila
3 A. caviae
4 A. sobria

5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19

20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
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111.2,5. - Líneas celulares estables a-

Seutilizó la líneacelularVero (riñón demonoverdeafricano),cedidaporel Centrode
a-

BiologíaMolecularde la UniversidadAutónomade Madrid y célulasde mielomade ratón

(P3X63-Ag8.653),procedentesdel Instimto Llorentede Madrid.

111.3. - R&aflixn~

*

Los reactivosutilizadosfueronde la calidad“reactivo” suministradospor “Merck”,
“Sigma”, “Fluka” y “Panreac”.

Los productosempleadosen las experienciasmicrobiológicasprocedieronde las
firmas “Oxoid”, “Merck” y “Difco”.

a-
Los cultivos celularesserealizaroncon los productossuministradospor “Gibeo”.

111.4. - Mkladns 0;

111.4.1. - Preparación de los medios de cultivo

Sellevó a cabo,de acuerdocon lasinstruccionesde los suministradores.Seajustaron e
al pH correspondientey seesterilizarona 1200C y una atmósferade presióndurante20
minutos, exceptoaquellosmedioso suplementosen los queseespecificaotrométodode
esterilización, e

III.4,L Prepar-adón-cle---soluciones O’

Se realizaron en aguadestilada,exceptoaquellasenlasqueseindicabaotrodiluyente
particular.

e

111.4.3. - Recuentos microbianos

Pararealizarlos recuentossehicierondilucionesdecimalesdelasmuestrasen suero e

fisiológico (0,85%)o en aguade peptona(1%) estériles.Las dilucionessesembraron(en

masao en superficie)en los mediossólidos.utilizandodosplacasparacadadilución. O’
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111,4.4. - Aislamiento de colonias

Se realizó de acuerdocon el método descrito por Ordóñez(1978). Paraello se
numeraronlas coloniasde las placas,en las queaparecíanentre 100 y 200 colonias,y se
eligió el 20%de ellas,de acuerdoconunatablade númerosestrictamentealeatorios.

111.4.5. - Toma de muestras

Lasmuestrasde un mismoalimentoseadquirieronen distintosdíasy comerciosde

Madrid. La lechecrudaprocedióde la granjaPriégolaLa Chirigota de Madrid. El agua

potabledoradaserecogiódela reddedistribuciónde Madrid,el aguapotableno doradade
un manantialsituadoen el Parquedel Oestede Madrid y las muestrasde aguano potablede

distintostramosde losñosManzanaresy Guadarrania.

111.4.6. - Mantenimiento de las cepas

Medio empleado:

Caldo triptona sojacon extractode levadura <TSB-f.YE):

Caldo triptonasoja: 31g11

Digetidopancreáticodecaseína 17 g/l
Digeridopapafnicodeseinilladesoja 3 g/l
Clomro sódico 5 g/l
FosfatopotÁsico dibésico 2,5 gIl
Glucosa 2,5 g/í

Extracto de levadura 6g/l

Todaslas cepasseconservarona -80~Cy a~20oC,en caldotriptonasojaconextracto
delevadura(0,6%)(TSB+YE) y glicerol (12 a 15%).

111.4.7. - Revitalización de las cepas

Previamentea la realizaciónde los ensayosse revitalizaron lascepas,partiendo

siemprede un cultivo purode 24h obtenidoenTSB+YE a280£.
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r

111.4.8. - Manejo de lineas celulares estables

111.4.8.1. - Mantenimiento

Seresuspendieron5x106célulasporml en la mezclade congelación(90% de suero

fetal bovino y 10% de dimetilsulfóxido) y se dispensanen volumenesde 1 ml en viales
estériles.Se conservarona -850Cen un arcéncongeladory a~l50ÓCen nitrógenoliquido.

Tras la descongelación,las célulassemantuvieronen los mediosde cultivo a 370C,
conun 5% de CO

2y una humedadrelativapróximaal 100%,sustituyendoel medio de

cultivo por mediofrescoreciénpreparadoy ajustandoel númerode células,siemprequese
consideró necesario,conel fin de mantenerla poblacióncelularen fasede crecimiento
exponencial.

111.4.8.2. - Recuentos celulares

El númeroaproximadode célulasseestiméenunacámarade Neubauercon la ayuda
de un microscopioinvertido. Previamente,las célulasde mielomase tiñeron(Id) con
Thpanazul al 2% en PBS.

111.4.8.3.- Cultivo de células Vero

Medio deFaglemodificado por Dulbecco:

a-:

CaCI2.2H20
Fe(No3).9H20
KCI
MgSO4.7H20

NaCJ
NaHC%
NaH2PO4.2H20
O-Glucosa
Fenolrojo
Piruvatodesodio
L-Arginina.HCI
L-Cistina
L-Glutamina
Glicina
L-Histidina IICI.1120
L-lsoleucina
I~-Leucina

264

0,10

400
200

6400
3700

141
1000
15
HO
84
48
580

mg/l

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

30 mg/l
42 mg/l

105 mg/l
105 mg/I

L-Lisina HCI
L-Metionina

L-Fenilalanina
L-Serma
L Treonina
L-Triptófano
L-Tirosina
L-Valina
Pantotenatocálcico
Cloruro de colina
Acido fálico
1-Inositol
Nicotinamida
Pifidoxal HO
Riboflavina
TiaminaHO

rs
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a-

St

a-

St

e146

30

66
42

95
16

72
94
4
4
4
7,2
4

mg/l

mg/1
mgIl
mg/l

mg/]
mg/l
mg/l
mg/l
mg/1
mg/l
mglI
mg/l
mg/l

e

St

0;

4 mg/l
0,4 rng/l

4 mg/1

O’
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El medio decultivo completoutilizadoparalascélulasVero contenía:

- MediodeEaglemodificadoporDulbecco
- Suerofetal bovino (previamenteinactivadoa 56oC~10 minutos)
- Soluciónde Penicilina-Estreptomicina(10000UI y 10 mg/mí, resp.)
- Soluciónde L-Glutamina200mM

100ml

lOmí

lml

imí

Las condicionesdecrecimientofueron37”C, 5%de CO2y humedadrelativaalta.

111.4.8.4- Cultivo de célulasde mieloma

Medio RPMI 1640sin glutamina

Ca(N03)2.4H20
KCI
MgSO4.7H20
NaCí
NaIICO3
NaH2PO4(anlúd)
O-Glucosa
Glutationa
Fenolrojo
L-Arginina
L-Asparragina
Ácido L-Aspártico
L-Cistina
Ácido L-Olutémico
Glicina
L-Histidina
L-Hidroxiprolina
[-Isoleucina
L-Leucina

L-Lisina HCI

100
400
100
6600
2000
800
2000
1
5
200
50
20
50
20
10
15
20
50
50
40

mg!)
mg/l
mg/l
mg/l
mg/l

mg!)
mg!)
mg/l
mg/l
mg/l
mg!)
mg!)
mg!)
mg/1
mg!)
mg!)
mg!)
mg!)
mg!)
mg!)

L-Metionina
L-Fenilalanina
L-Prolina
L-Serina
L-Treonina
L-Triptéfano

L-Tirosina
L-Valina
Biotina
Pantotenatocálcico
Clorurodecolina
Ácido félico
i-lnositol
Nicotinamida
Ácido Para-aminobenzoico
PiridoxinaMCI
Riboflavina
TiaminaMCI
VitaminaB12

15

15

20
30
20
5

20
20
0.2
0.3
3
1
35
1
1
1
0,2
1
0,005

El mediode cultivo empleadoenestalíneacelularsecomponíade:

- MedioRPMI 1640sin glutamina
- Suerofetal bovino (previamenteinactivadoa56

0C-10minutos)
- Soluciónde Penicilina-Estreptomicina(10000UI y 10 mg/mí, resp.)
- Soluciónde L-Glutaniina200mM

Lascondicionesde crecimientofueron370C, 5% de£02 y humedadrelativaalta.

mg/l
mg/l
mg/l
mg/l
mg/l
mg/l

mg/l
mg/l
mg!)
m~l
mg/l
mg!)
mg!)
mgIl
mg/l
mg/l
mg!)
mg/l
mg/l

100 ml

iSmí

lml
imí
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111.4.9. - Técnica para comparar el comportamiento de los medios selectivos

(AAA, AGAP y mA) en el aislamiento de Aeromonas spp. móviles.

- Mediode Aeronwnos(mA) (Ryan, 1985.DatosproporcionadosporOxoid):

Proteosa-peptona
Extracto de levadura
Clorhidrato de L-lisina
Clorhidrato deL-arginina
Inositol
Lactosa
Sorbosa
Xilosa

5 gIl
3
3,5
2
2,5
1,5
3
3,75

gil
g/l
g/l
g/l
g/l

gIl
gil

Salesbiliares n03
Tiosulfatosédico
Clorurosédico
Citratoamónicofénico
Azul debromotimol
Agar
Azul de timol
Ampicilina

pH 8±0,1

Las coloniasdeAeronionassonde colorverde etNaconel centroinésoscuroy de 0,5a 1,5 mm de
diámetro.

St

- Agarglutainatopenicilina(AGAP) (Kielwein, 1969):

L(+)glutamato sédico
Almidón hidrosoluble
Dihidrógeno fosfatopotásico
Sulfatodemagnesio
Rojo de fenol
Agar
Pimaricina
Penicilina

10 gil
20 g/l
20 gil
0,5 gIl
0.36 g/l

gIl
gil

12
0,01
100.000

pH 7,2 + 02

Aparecencoloniasamarillasde2-3 mm dediámetrorodeadasdeunazonaainauiflenta.

- Agaralmidónaxnpicilina(AAA> (Palumboel al. 1985a):

Almidón soluble
Agarconrojo de fenol:

Proteosapeptonanl
Extractodecarne
Clorurosédico
Rojo fenol
Agar

10
1
5
0,025
15

Ampicilina

10 g/l
31 g/l

g/l
gil
gil
g/l
g/l

0,01 g/l
pH 7,0±0,1

8W
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a-
3
10,67
5
0.8
0,04
12,5
0,04
0,005

g/l
g/l

gIl
gil
g!)
g/l
gIl
g/l

e
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Aeronionasspp.dsrn lugaracoioniasamarillas,de 3-5 mm de diámetro,quese caracterizanporque

despuésdeafiadir 5 mIdelugol <Soluciónyodo yoduradadeLugol: Yodo 1 g; YoduropoAsico2 g;

Aguadestilada200 mí) en la superficiede la placase tornande color miel con un halo amarillo

- Agar triptonasojaconextractode levadura(TSA+YE>:

TSB+YE,suplementadoconagar(1,5%)

Losantibióticosseañadieronalosmediosdecultivo enformadesoluciónesterilizada

por filtración (poro = 22 I.tnx)

Anuasy alimentos:aguadorada,lechecruda,carnespicadasde vacuno,cerdo y poíío,

pescadilla,trucha,chirlasy gambas.

£~¡a~:A. hydrophilaCECT 839, A. hydrophilaCECT398, A. caviaeCECT 838 y A.
sobria£ECT837.

~i~¡: Decadaalimentoseobtuvieroncincofracciones:alimentossólidos(10g triturados

y homogeneizadosen 90 ml de agua de peptonaal 1%); alimentoslíquidos (10 ml

homogeneizadosen 90 mide aguade peptonaal 1%).

Las cepasdeAeromonassesembraronenTSB+YE y se incubarona280C durante

18h. La concentraciónaproximadade los cultivos de las cuatrocepassedeterminópor
espectrofotometríaa600nm, mediantela utilizaciónde rectaspatróncalculadaspreviamente

paracadacepa(Figuras111.1, 111.2, 111.3 y 111.4),que relacionabanla absorbanciaa 600
nm con el 1og

10de las ufc/m] decadacultivo en fasedecrecimientoexponencial.

Cuatro de las muestrasobtenidasdecadaalimentose inocularoncon 1 ml de un

cultivo de cadaunade lascepasde Aeromonasspp.,variandoel volumendel alimento

inoculadode modoque,la concentraciónfmal decadacepafueseaproximadamentede ío~

ufe/mí de muestrade alimento. A continuación,seefectuaronlos recuentosde todaslas

muestrasen los tresmediosespecíficosdescritos.La quintamuestrade cadaalimentose

utilizó pararealizarlos recuentosde la flora naturalde los alimentos,en agartriptonasojay

en los tresmediosde cultivo selectivosparaAeromonas.

Lasplacasse incubarona28
0C-24h,exceptolas del medio AGAP quese incubaron

durante48h.Trasrealizarlos recuentos,la capacidadde inhibición de losmediosselectivos
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(p<0,01)
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Figura 111.1 - Relaciónentrela absorbancia
(600orn)y el log ufc/ml deun cultivo de
A. hydrophilaCECT 398
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Figura 111.2 - Relaciónentre la absorbancia
(600 nnfl y el log ufc/ml deun cultivo de
A. hydrophila CECT839
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(600 nmn) y el Iog ufc/ml de un cultivo de
A. sobña CIICT 837
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frentea la flora naturalde los distintosalimentossedeterminócomparandolos recuentosde

coloniasen estosmedioscon los obtenidosen TSA+YE. Finalmente,la capacidadde

recuperaciónde las cepasde Aeromonasspp. móviles se determinécomparandolos

recuentos en los medios específicoscon el nivel de inoculacióndeterminadopor

espectrofotometría.

111.4.10. - Técnica para investigar el comportamiento de A. sobria CECT

837 en los medios selectivos (AAA, AGAP y mA) modificados

Laconcentraciónfmal de antibióticos
- AAA sinampicilina
- AAA con0,005gIl deampicilina

- mA sin ampicilina

- mA con0,01 gIl de ampicilina
- AGAP sin penicilinani pimaricina

- AGAP sin penicilina
- mA con 25.000IJIA de penicilina

- mA con50.000UT/l de penicilina

- mA con75.000131/1 de penicilina
- mA con 100.000UI/l de penicilina
- AGAP con 25.000UI/l de penicilina

- AGAP con50.000UI/l de penicilina

- AGAP con 75.000UN de penicilina

en losmediosfue la siguiente:

Para estudiar elposibleefectoinhibidor

- mAcon0,025gIl de rojo fenol
- AAA modificado sin rojo fenol y con0,005g/l de ampicilina:

Agarnutritivo:

Peptona
Extractodecarne

Cloruro sódico
Almidón
Ampicilina

delrojo fenol seprepararon los medios:

31 g/l

5 gil
3 gIl

5 gil
10 g/l
0,005 g/l
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- AAA modificadoconrojo fenol y 0,005g/l deanipiciina:

AAA modificadosin rojo fenol y con0,005 gIl de ampicilina

Suplementadocon 0,025gIl de rojo fenol

Paraobservarla influenciade la interacciónde la ampicilina con el pH. la xilosa,

lisina libre, argininalibrey el extractode levaduraseprepararonlos siguientesmedios:

-mApI-{7

-AAA

-AAA

-AAA

-AAA

-AAA

-AAA

(0,005gil

(0.005gIl

(0,005gIl
(0,005gIl

(0,005gIl

(0,005gIl

de ampiciina)pH 8

de anipiciina)con 3,75g/l dexiosa

de ampicilina)con 3,5 g/l de L-lisina
de ampidiina)con2 gIl deL-arginina

deampicilina) con 3,5 gIl deL-argininay 2 g/l deL-lisina

de ampicilina) con 3 gIl de extracto de levadura

Todos

suplementos

los medios se esterilizaronpor calentamientohastaebullición y los

de antibióticosy xilosaseesterilizaronpor filtración.

I~nia: Los recuentosdeA. sobriaCECT 837 en los mediosmodificadosserealizaron, a

partir de un cultivo en TSB+YE, incubadoa280Cdurante18 h.

Los recuentosobtenidosen TSA+YE seutilizaroncomo referenciaparaexpresar,en
forma de porcentaje, la recuperación deA. sobriaCECT 837enlos mediosen estudio.

111.4.10.1.- Antibiograma

Se empleóel medio Mueller-Hintoncompuestopor:

Infusióndecarne
Ácidosdecasamino
Almidón
Agar

Ir

e

g/l
gí e
gR
gil

y discosimpregnadosen los siguientesantibióticos:

Mido nalidfxico (30 ~‘g)
Tetmaciclina(30íg)
Estreptomicina(1 Ogg>
Oxaciina(1 I’g)
Neomicina(30 ~íg)
Cefoxitina (30 ~sg)
Polirnixina 13(300(71)

Lincomicina(2 gg)
A¡npicilina (10 i’g)
Penicilina6(10 171)
Cloranfenicol<30 pg)
Sulfisoxazol(300gg)
Gentamicina(10 ~tg)
Nitrofunmtoína(300pg)

Kanajnicina(30 ig)
Cefalotina(30 ~íg)
Trimctroprim-Sulfamctoxazol(25 pg)
Eritromicina(15 j.tg)
Bacitracina(10 UI)
Novobiocina(30¡ig)

y.

r

a-:

Ir

Ir

Ir

300
17,5
1,5
17

e

e

e

Ir
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Se prepararoncultivos en TSB+YE, que se diluyeron en suerofisiológico hasta

obtenerunaconcentraciónaproximadade í0~ ufc/ml. Se añadieron5 ml de esteinóculoa la

superficiedel mediodistribuidoen placas,eliminando,despuésde 5 minutosde reposo,el

líquido sobrante.

Los discosimpregnadosde antibióticossecolocaronsobrela superficiedel medio

inoculadoy, tras 15 minutosde reposo,las placasscincubarona 280Cdurante18 horas.

La sensibilidado resistenciade los microrganismossedeterminóen función del

didmetrodel halode inhibición alrededorde los discos(Tablasproporcionadaspor la firma

suministradora).

111.4.11. - Técnicas de enriquecimiento, aislamiento e identificación de
Áeromonasspp. móviles en aguas y alimentos

Seutilizaronlas siguientesmuestras:2 de aguapotabledorada,3 de aguapotableno

doraday 7 de aguano potable; 5 muestrasde carnede cerdo,5 decordero,5 devacay 5 de

pollo; 5 muestrasde trucha,5 de pescadilla,5 dejurel, 5 de sardinay 5 de gallo; 5 muestras

dechirla, 5 degamba,5 de cigalay 5 de mejillón; 5 muestrasde lechecruda,5 dequeso

frescoy 5 deensaladaspreparadas.

LapresenciadeÁeromonasseinvestigó,encadamuestra,el díade suadquisicióny

cuandoaparecieronlos primerossignosdealteraciónenesamismamuestramantenidaa

100C.

Ifl.4.1 1.1. - Enriquecimientoy aislamiento

Medio de enriquecimiento:Aguade peptonaalcalina:

Peptona 10 gIl
Cloruro sódico 10 g/l

pH 8,6
El pH scajustóconNaOHlN

Medio de aislamiento:mediodeAeronionas(mA)

Lasmuestrassólidasse trituraron en condicionesasépticas.Se tomaron25 g de los
alimentossólidosy 25 ml de las muestraslíquidas que sehomogeneizaron,en ambos
casos,con 225 ml de aguade peptonaalcalina.El homogeneizadose mantuvo a 280C
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durante24h.

Las diluciones decimalesdel homogeneizadoenriquecidosc sembraronen la
superficiedelmediodeAeromonas(mA), previamentedistribuidoen placas.Despuésde la

incubación(300C-24h),lascoloniascon lascaracterísticasde Aeronwnassesembraronen

tubos inclinadosde TSA+YE y semantuvierona 40C, parasu posterioridentificación

bioquímica.Lascepasserevitalizaronantesde realizarlas pruebasbioquímicas.

‘4

111.4.11.2.- Identificaciónbioquímicade géneroy especie

En todaslas cepasconsideradascomoAeromonasspp. móviles secomprobósu
capacidadparaproducircitocromooxidasay fermentarla glucosaenel agarde Kligler. En
lascepasoxidasa(+) y Kligler (+) secomprobóquecumplíanlas siguientescaracterísticas:
gram(-), ONPG (+), DNasa(+), catalasa(+), crecimientoa370<2(+), crecimientosinCINa

(+>. resistenciaal agentevibriostático0/129(+), hidrólisisdel almidón(+), fermentación

delD-manitol (+) e 1-inositol (-), ornitinadescarboxilasa(-), argininadihidrolasa(+),

producciónde H
2S del tiosulfato(-) y ureasa(-).

DeacuerdoconPopoff(1984),el criterioseguidopandiferenciarlasespeciesfue:

Pruebasbioquímicas A. hydrophlla A. caviae A. sobria

Producciónde gasde la glucosa + - +

Hidrólisisde la esculina + + -

Fermentaciónde la salicina + + -

VogesProskauer + - +

CrecimientoconCNK + + -

111.4.11.2.1.- Pruebas

Ir
III.4.1l.2.l.l. - Oxidasa

Se emplearonbastonesimpregnadosen una solución de oxalato N~N-dimetil-p-

fenilenediamina,zicido ascórbicoy a-naftol.

El bastónse poneen contactocon unacolonia obtenidaen agartriptona sojacon

extractode levadura(0.6%) de 18-24h; la apariciónde un colorazul púrpuraen el extremo

Ir
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del bastónindicaquela reacciónespositiva.

111.4.11.2.1.2.- Fermentaciónde glucosa(Agarcon hierrode Kligler)

Agarconhierrode Kligler:

“Lab-Lemco”en polvo 3 gIl
Extractode levadura 3 gil
Peptona 20 g/l
Clorurosédico 5 gIl
Lactosa 10 g/l
Glucosa 1 gIl
Citrato fénico 0,3 gIl
Tiosulfatode sodio 0,3 g/l
Rojo fenol 0,05 gIl
Agar 12 gIl

Los tubosesterilizadosse dejaronsolidificar en posición inclinada,formandouna

pendienteen la partesuperiordel agar. A partir de un cultivo revitalizadoserealizó la

siembraensuperficiey porpicadurahastala basedel tubo. Se incubaron a280<2durante
48h.

Unapendienteroja y un fondo amarillo,cono singas,indican la fermentaciónde la

glucosaperono de la lactosadel medio.Cuandotantola pendientecomoel fondopresentan

unareacciónácida(amarillos),con o sin gas,seha producidola fermentaciónde la lactosa.

Cuandono seapreciancambiosdecolor, los microorganismosno fermentanningunodelos

dosazúcares.

Ill.4.1l.2.l.3. - Gram

Seefectuócon cristal violetacomocoloranteprincipaly safraninacomocolorantede

contraste.

Trasrealizarla tinción, las bacteriasgram-negativasseobservabande color rojo-rosa,

mientrasque la afinidad tintorial de la paredde las gram-positivasdabalugara color

púrpura.

III.4.ll.2.1.4. - ONPG

La actividadIS-galactosidasadelas cepassedeterminóempleandodiscosimpregnados

en el compuesto(J-nitrofenoI-~-D-galactopiranósido(ONPG). Paraello, se suspendióuna
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colonia en un tubo de ensayocon 0.2 ml de una soluciónestéril de CINa al 0,85%,

añadiendo,acontinuación,undiscode ONPG.Los tubosseincubana 370C. La lecturase

realizaa los 20 minutosya las 4 horas.La apariciónde un color amarilloen el discoyen el

medio indicalahidrólisisdel O-nitrofenol43-O-galactopiranósido.
a-

111.4.11.2.1.5.- DNasa

Agarparala pruebade DNasa

Triptosa 20 gIl
Mido desoxinibonucléico 2 gIl

5 gIl
Agar 15 gil a-

Paradeterminarla actividaddesoxirribonucleasa,serealizóuna siembraenestrías
“4sobreel agar DNasa.Estasplacasseincubarona 280<2 durante24h. A continuación,las

placasseinundaronconunasoluciónde ácidoclorhídrico0.IN. Los microorganismosque
degradanel ADN del mediodanlugara la apariciónde halostransparentesalrededorde las

estrías.

111.4.ll.2.l.6. - Catalasa
y

Serealizóla siembraenTSA+YE. Las placasseincubarona 280<2durante24h. Se

vertiósobrela superficiedel cultivo 1 ml deperóxidode hidrógenode 10 vol. La pmebase

considerópositivacuandoaparecíaunamarcadaefervescenciasobrelascolonias.

I1I.4.1l.2.l.7.- Crecimientoa 370<2 vi

SesembraronsobreTSA+YE. Despuésde incubarlas placasa 370C durante7 díasse

observólapresenciao ausenciade crecimiento.

e’
llI.4.ll.2.l.8. - Crecimientosin CiNa

Los microorganismossesembraronsobrecaldonutritivo: e’

Exrodc carne 3 gil

Peptona 5 g/l

Despuésde incubarlas tubosa 370C durante7 díasse observóla transparenciao
Ir
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turbidezdel medio.

HI.4.ll.2.l.9. - Resistenciaal agentevibriostático01129

Seemplearondiscosimpregnadoscon 150gg del agentevibriostárico0/129(fosfato

2-4-diamino-6-7-diisopropilpteridina).La siembraserealizóen estríassobreplacasde

TSA±YE,depositándoseun discosobrecadaestría.Las placasseincubarona280<2durante

48h. Lascepasseconsideraronresistentescuandoel crecimientoen la estríafueuniforme,

sin observarsehalosde inhibición alrededordel disco.

u1.4.1l.2.1.10.- Hidrólisis del almidón

Paraestimarla hidrólisisdel almidónseempleóunamodificacióndel agaralmidón

ampicilina,descritoporPalumbo(1985),como medio específicoparael aislamientode

Aeromonas,a partir de alimentos.Estemedio semodificó, excluyendode sucomposición

la ampicilina,quedandoconstituidopor:

Agarconrojo de fenol 31 g/l

Almidón lOg/l

El mediosesembróeincubóa 280<2durante24 h; posteriormente,seañadieron5 ml

dela soluciónde Lugol acadaplaca.Las cepasquehidrolizaronel almidóndieronlugara

halos amarillosalrededorde las colonias. Cuando las cepaseran amilasanegativas,la

superficiedelagar,incluidos los limites de lascolonias,tomócolor violetaoscuro.

111.4.11.2.1.11.- Fermentaciónde azúcares(D-manitol, i-inositol y salicina)

Se preparóun mediobaseconstituidopor:

Agar infusiónde ternera 25 gIl

Infusióndecarne
¡nagrade ternera 500 g/l
Proteosapeponan03 10 g/l
Cloruro sádico 5 gIl

Púrpurade bromocresol 0,02 gil

Estemedio sesuplementécon 10 g/l de inositol, manitol o salicina.
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r

Los tubos se sembrarone incubarona 280<2 durante48h. La fermentaciónse

evidencióporel cambiode colordel indicadorde pH desdepúrpuraa amarillo.

Ill.4.1l.2.l.12. - Descarboxilaciónde la ornitina y (o dihidrólisis) de la arginina
‘4

Medio basede Moellerparadescarboxilasa:

e’
Extxauode vacuno 5 gIl
Peptona 5 gIl
Glucosa 0,5 gil
Púrpurade bxx>mocresol 0,01 gil
Rojo creso! 0,005 gil
Piridoxal 0.005 gil

e’

Estemediosesuplementócon 10 gIl de ornitinao arginina,ajustandoa continuación

elpH a 6. Loscaldosinoculadosseincubarona 280<2, un máximode 4 días.Enestetiempo a-

seexaminóla apariciónde colorpúrpura

si

Lll.4.11.2.1.13. - Producciónde 1125 del tiosulfatosódico

vi

La produccióndeácidosulfídricoapartir del tiosulfatosepusode manifiestoporel

ennegrecimientodel agarhierrode Kligler (descritoen elapanado111.4.11.2.1.2)y del agar

lisina hierro(descritoenel apartado1114.14.3.3).

I11.4.1l.2.l.14.- Produciónde ureasa

Laproduccióndeureasasedetectéempleandola basede agarde ureasuplementada,

despuésdesuesterilizacióny enfriamientohasta5O~C, con unasoluciónde ureaestéril,

obteniendoel siguientemedio:
a

Peptona 1 gil
Glucosa 1 gil
Clorurosédico 5 gií e’

Fosfaopotásicomonobésico 2 g/l
20 g/l

Rojo fenol 0,012 g/l
Ágar 15 g/l

El medio serepartió en tubos,quesolidificaron en posicióninclinada,en los quese
Ir

inocularon los microoganismos.Los tubos se incubarona 280C durante24h. Los

microorganismosqueno producenureasano modificanelcolor del medio;la detecciónde
e’
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ureasaimplica el cambiode colorde amarilloarojo púrpura.

III.4.ll.2.l.15. - Producciónde gasapartirdeglucosa

Se preparóel medio baseutilizado para detectarla fermentación de azúcares

(III.4.l1.2.l.ll). Estemediose suplementócon 10 g/l de glucosay serepartióen tubos,

con campanaDurham.

Los tubossesembrarony seincubarona 280<2durante48h.La producciónde gasse

detectópor laaparicióndeunaburbujade gasen la campana.

1II.4.11.2.1.l6.- Hidrólisis de la esculina

Seempleóel agarconesculinay bilis.

Extractodecarne 3 gil
Peptona 5 g/l
Bilis debuey 40 g/l
Esculina 1 g/l
Cintoférrico 0.5 g/l
Agar 15 g/l

Las placassesembrarony se incubarona 28~Cdurante24h. La aparicióndecolor

negroalrededordelascoloniasesconsecuenciadela hidrólisisdelaesculina.

I11.4.1l.2.1.17.- VogesProskauer

Seutilizó el medioRojo de metiloVogesProskauer(MRVP) distribuidoen tuboscon

5 mí:

Peptonadecarne 7 g/í
Glucosa 5 gIl
Tampóndefosfatos 5 gIl

Lostubosseinoculany seincubana30~Cdurante24h.A cadatubo sele añade:
- 0,5 ml de unasolucióndea-naftolal 6 % en etanol

- 0,5 ml de KOH al 40%en aguadestilada

Despuésde agitar los tubos y exponerlosal aire seobservacolor rojo (+) en la

superficiedel medio,comoconsecuenciade la producciónde acetilmetilcarbinola partirde

la glucosadel medio.
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1I1.4.1l.2.l.18.- Crecimientocon cianuropotásico

Se empleóel medio basede <2NK suplementadocon una solución de CNK,

esterilizadapor filtración, que se añadíadespuésde la esterilizacióny enfriamientodel
‘4

mediohasta500C:

Proteosapeptonanl 3 gIl
Fosfatodisódico 5.64 gIl ‘4

Fosfatomonopotásico 0,225 g/1
Clorurosádico 5 gIl
Cianuropotásico 0,075 g/l

Despuésde incubarlas tubos, previamentesembradosa 280<2 durante7 días,se

observóla transparenciao turbidezdel medio.

111.4.12. - Técnica para la estimación de la resistenciaal cloro a-

Se emplearoncomprimidosesterilizantesquecontenían:
Halazona 5 mg

Excipientee. s. p. 1 comprimido a-

Seprepararoncultivosen5 ml deTSB+YE, incubándolosa280<2durante24 horas,y

diluyéndolosen suerofisiológicohastala concentraciónadecuada, a-

Paracadacepaseprepararon4 matracescon 1 litro de suerofisiológico estéril,

inoculadoscon 1O~ ufeímí, aproximadamente.Tresdeestosmatracessedoraroncon 2.5, 5 e’

y 10 mg de halazona,dandolugar a niveles de 1,2, 2,5 y 5 ppm de cloro activo,

respectivamente,el cuartomatrazseutilizó comocontrol no dorado.Tras30 minutosen

agitación,serealizaronrecuentosdetodoslos matracesenTSA+YE.

e’
111.4.13. - Técnica para la estimación de la resistencia en distintas

condiciones de cultivo (temperatura, cloruro sódico, pH y nitrito sódico)
si.

SeempleóTSB+YE,comomediobase,quesemodificabaporla adición de cloruro

sódico,nitrito sódicoo variacióndel pH, esterilizándoseporfiltración (poro= 0,22 gm). El

medio modificado, de acuerdocon la variable en estudio,se dispenséen microplacas

estériles(250 gí porpocillo), obteniéndosecuatropocilloscon las mismascondicionesde a-

cultivo; dosde ellossesembraroncon It) ¡fi del inéculoy los otrosdosseutilizaron como

controlesno inoculados.
vi
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Lasmicroplacasseincubarondentrode cajasherméticascon aguaen el fondo para

mantenerunahumedadelevada.A lo largo de la incubacióny a intervalosadecuadosse

midió laabsorbanciaa620 nm decadapocillo en un lectorde microplacas.De acuerdocon

Ferreiray Lund (1987),el crecimientose considerópositivo cuandola mediaaritméticade

la absorbanciade los pocillos inoculadoseraal menos0,025 unidadessuperiora la de los

dospocillos no inoculados.

Seobtuvounacurvadecrecimientoparacadacepa,encadaunade lascondicionesde

cultivo estudiadasy, apartirdeella, secalcularonlos siguientesparámetros:

D: Tiempo(horas)quetardaendetectarseel crecimiento

P: Tiempo(horas)necesarioparaalcanzarunatasabacterianade i<P ufcíml
g: Tiempode generacióno duplicaciónde la poblaciónbacteriana
M: Máxima absorbanciadetectadadurantela incubación(620nm).

La relaciónentreel númerode bacteriasviablespor ml y la densidadóptica se

determinóen un cultivo deA. sobria 13 en TSB+YE incubadoa 280<2, realizandolos
recuentossobreTSA+YE y midiendola absorbanciaa620 nmen el lectorde microplacas

cadados horas(Figura111.5).

y = 4.1525e-2+ 3,5120e-LOxR = 0,998

1,2

1
o
<.4‘o 0.8
0

a
ua
SS
o 0,4a

1E+9 2E+9 3E+9 4E+9

ufc/ml

Figura 111.5 - Relaciónentrelaabsorbancia(620 nm)
y el númerode ufe/mídc un cultivodeA. sobria 13
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Temperatura:El efectode la temperaturase determinóapH 7, 0,5%dc CINa y en ausencia

de nitritos; paraello las placasse incubarona4, 10, 28. 37 y 450<2.

Ckruxs~54i~a:Seregistróel crecimientode las cepasa 0.5, 2,5, 4,5 y 6.5%de CINa.

manteniendoentodoslos casosunatemperaturade 280<2,pH 7 y ausenciade nitritos.

ph: Los parámetrosconstantesdurantela incubaciónfueron la temperatura(28~C), el

clorurosódico(0,5%)y la ausenciade nitritos, comprobandoen estascondicionesel efecto

del pH (3,5; 4,5; 6; 7; 8,5)sobree] crecimiento.

‘e

Nixriin..s~dLn: Para estudiar la influencia del nitrito sódico se mantuvoconstantela

temperatura(28~<2).el clorurosádico(0,5%)y el pH (7) y seadicionaronal medio 0, 63,

125,250, 500 y 1000pg/ml de nitrito sódico.

Posteriormente,serealizarontodaslas combinacionesposiblesentrela temperatura
(4, 10, 28 y 370C),la concentraciónde clorurosádico(0.5 y 2,5%),el pH (6. 7 y 8,5) y la

e’

concentraci6nde nitritos (0, 63, 125, 250, 500y 1000ng/ml). Unicanienteseemplearon

los valoresen los que,previamente,al estudiarel efectoindividual decadaparámetrosobre
e’

el desarrollode lascepasde Aeromono.ssehabladetectadocrecimiento.

111.4.14. - Técnicas para la determinación de características relacionadas e’

con la virulencia de Áeromónas spp. móviles

e’

111.4.14.1.- Factoresextracelulares

e,

111.4.14.1.1.- Obtenciónde sobrenadantes

a
III.4.14.1.1.l. - A distintastemperaturasy tiempos

Las cepasdeAeromonasspp.sesembraronen 10 ml de TSB+YE distribuidosen

matracesde 100 ml. La incubaciónserealizóen agitación(150rpm) adiferentestiemposy
temperaturas:

- Parael estudiode la actividadhemolítica:70C~336 horas;200C-5()horas;28oC~24

horas;370<218horas a-

- Paradetectarlas actividadesproteolíticay lipolítica: 280C~48horas

u
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- Paradetectarla actividadcitotóxica: 280C~24horas

El sobrenadanteseobtuvo(Figura111.6) porcentrifugación(10.000rpm, 30’~, 4~C)

Seemplearonfiltros con un tamañode porode 0,22 ~tm.recogiendoel filtrado en viales

estériles.El sobrenadantese almacenóa 40<2 y se utilizó en las 24 h siguientesa su

obtención.

111.4.14.1.1.2.- Tratadosporcalor

Volúmenesde 1 ml de los sobrenadantes,obtenidosapartir de loscultivosincubados

a 280<2-24h,semantuvieronen un bañotermostítico,a 560Cdurante10 minutos.

111.4.14.1.1.3.- Concentradosy fraccionadospor diafiltración

Cadacepasesembróen 22 matraces(de500mí) queconteníanvolumenesde 100ml

deTSR-YE.La incubaciónserealizóconagitación(150rpm) a 28~<2 durante24 horas.Los

cultivos se centrifugaron(10.000 rpm, 30m, 40<2) y se filtraron (poro = 0,45 gm),

obteniéndose2 litros de sobrenadantefiltrado.

La diafiltración, tal y como indica la Figura 111.7, se basa en realizar dos
ultrafiltraciones:en primer lugar, serealizóla ultrafiltración del sobrenadante(2 litros),

obteniéndose1,9 litros de filtrado y 100 ml de retenido,quequedaen la partesuperiordel
sistema.La segundaultraíiltraciónserealizóadicionando2 litros de aguadestilada,que al

atravesarel cartuchopurifican el retenidoy dan lugara 2 litros de filtrado, del que se

aprovechanlos primeros100ml. Finalmente,serecogenlos 100 ml de retenido.

Con cadasobrenadantcserealizarontresdiafiltracionessucesivas,a travésde tres

cartuchoso paquetesde membranaspoliméricasdepoliéstersulfona,pararealizarcortes
molecularesa 50, 30 y 8 kDa(Figura111.8.).Con ello seobtuvieroncuatrofracciones,tres

deellasconcentradasunas20 veces:fraccióndePM> 50 kDa, fracciónde PM c 50 y > 30

kDa y fracciónde PM < 30 y > 8 kDa y unacuartasin concentrar:fracción de PM <8 kDa

.

Esta última fracción se concentró. aproximadamente20 veces, por

evaporación-centrifugaciónal vacíoa temperaturainferiora300C.
Las fraccionesseesterilizaronpor filtración (poro = 0,22 ~tnm).dispensándoseen

alícuotasde 1 ml en vialesestérilesquese conservarona -200C hastasu utilización.
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Figura 111.6-Preparacióndel sobrenadante

Mantenimientode cepas:
850<2

(15% glicerol)
*

Revitalización:
TSB + 0,6%YE

28~C - 24h.

Condicionesdecultivo:
TSB + 0,6%YE

150 rpm
Temperatura/tiempovariable

e’

0

e’

Centrifugación:
10000r.p.m.
3Oxninutos

40<2

/<

Filtracióndel sobrenadante:

poro= 0.22 gm.

o

Almacenamientodel sobrenadantefiltrado:
24 h - 4’>C máximo

o -200C
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Figura 111.8 - Esquemadel fraccionamientodelsobrenadantepor diafiltración

Sobrenadantefiltrado (2 litros)

$
Diafiltración a través del cartucho de 50 kDa

e.

Retenido(100mí) =

Fracciónde PM >50kDa
Concentradaunas20 veces

a-

Filtrado (2 litros) PM <50 kDa

$
Diaflítración a través del cartucho de 30 kDa

Retenido(100mí) =
FraccióndePM < SOy >30kDa

Concentradaunas20 veces

Filtrado (2 litros) PM <30kDa

y
Diafiltración a travésdel cartucho de 8 kDa

Retenido(100mí) =

Fracciónde PM .c 30 y > E kDa
Concentradaunas20 vecesFiltrado (2 litros) = Fracciónde PM < 8 kDa

Sin concentrar
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111.4.14.1.1.4.- Correspondientesa las distintasfasesde crecimientobacteriano

Cadacepasesembróen 12 matracesde 50 ml quecontenían5 ml de TSB+YE. Los
mediosinoculadosseincubarona280<2,enagitación(150rpm) durante22 horas.Cadados
horasseretiró un matrazpararealizarel recuentoen TSA+YE y obtenerel sobrenadantetal
y comosehaindicadoanteriormente(Figura111.6).El sobrenadantesedividió en alícuotas
de 1 ml quesemantuvierona -200Chastasuutilización.

111.4.14.1.2.- Pruebashemolíticas

111.4.14.1.2.1.- En agarsangrede caballoo cordero(Burkey col., 198la)

El medio TSA+YE, despuésde esterilizado,se dejó enfriar hasta450C, para
adicionarleun 5% desangrede caballoo corderodesfibrinadaestéril. El medio serepartió
en placasquesesembraroneincubarona200C-50h,280C-24hy 370C-18h.

Lahemolisisu sedetectópor la aparicióndehalosopacosalrededorde lascolonias,
mientrasquela cepas13-hemolíticasdieronlugarahalostransparentes.

III.4.14.1.2.2.- En eritrocitosde conejoo corderoen suspensión(Burke y col., 1981a)

Tampónfosfato salino (PBS)pH 7,2:

CINa 8 gIl

KH
2PO4 0,2 g/l

Na2HPO4.12H20 2,9 gIl

<21K 0,2 g/l

Los eritrocitosde corderoo conejoselavarontresvecesen PBSestérilpH 7,2 antes

deprepararla suspensiónde eritrocitosal 1%en PBSestéril.

Se utilizaron microplacasde 96 pocillos de fondo cóncavo.En cadapocillo se

añadieron100 fl de sobrenadanteo de las correspondientesdilucionesdoblesdel mismo,

en PBSestéril,y el mismovolumen de la suspensiónde eritrocitos.Cadamicroplacaincluía

dos pocillos con TSB+YE y otros dos con PBS estéril como controles.Las placasse

incubaronlh a370<2 y. a continuación,el mismotiempoa 40<2.
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El úulo hemolitico representabala inversade la dilución másaltaqueproductael

100% de hemolisis. Las cepasse consideraronhemolíticascuandomostrarontítulos

superioresa 2.

111.4.14.1.2.3.- Eneritrocitosdeconejoincluidos en agar(Ljungh y col., 1981)

Paradetectarel tipo de hemolisissepreparóun gel de agarpurificado (10 gIl). Una
vez esterilizadose dejó enfriarhasta450<2, añadiéndoleun 5% de eritrocitosde conejo,

previamentelavadosen PBSestéril.
Sobre portaobjetosde 7,5 cm x 2,5 cm, situadossobreunamesaniveladora,se

depositaron5 ml del agarcon eritrocitosa 450<2. Se efectuaroncortescircularessobree]
agarsolidificadoparaobtenertrespocillos, de 5 mm de diámetro,en cadaportaobjetos.En
cada pocillo se depositaron,por duplicado, 50 pJ de las diferentesfraccionesdel
sobrenadante.Dospocillos conteníanTSB+YEy otrosdosPBSestérilquerepresentaban
los correspondientescontroles.

Los portaobjetossemantuvieronen unacubeta,herméticamentecerrada,en cuyo e.

fondo sehabíadepositadounapequeñacantidadde unasoluciónde azidade sodioal 1%.
Lacubetasemantuvoa370C 1 día,y a4~C 1 hora.Despuésdeestaincubaciónseobservó e.

la presenciade halosde hemolisis(a o lO-

e.?
111.4.14.1.3.- Pruebasproteolíticas

111.4.14.1.3.1.- Caseína(Garcíade Femandoy Fox, 1991) a-

A 1 ml de sobrenadanteseañadió1 ml de azocaseinaal 0,8%en tampónTris-ClH a-

(2M, pH 7) y seincubóa 370<2durante2 horas,en un bailo termostático.

A continuación,seadicionaron2 ml de ácidotricloroacético(TCA) al 6% y sefiltró

todoel volumen a travésde papelWhatmann0 42. La absorbanciadel filtrado semidió a

440 nm.
e,

Paracadacepaserealizó un controlnegativomezclando,1 ml desobrenadantey 1 ml

de azocaseinaal 0,8%en tampónTris-CIH (2M, pH 7)y añadiendo,inmediatamente,2 ml
stde TCA (6%). Los tubos seincubarona 370<2 durante2 horasy su contenidose pasóa

travésde papel Waíhmann0 42. El filtrado obtenido se empleópara ajustara O la

absorbanciaa 440 nm, leyendo,a continuación,la absorbanciadesarrolladapor las

proteasaspresentesen el sobrenadantede lacepacorrespondiente.
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Se considerócomo unidad proteolítica. la actividad enzimática de 1 ml de

sobrenadanteque produceun incrementode 0.1 unidadesde la absorbanciaa 440 nm

(Mateosy col., 1993).

Absorbanciaa440 nin
Unidadesproteolíticas= _______________

0,1

111.4.14.1.3.2.- Elastina (Bjorn y col., 1979)

A 1 ml desobrenadanteseadicionaron2 ml de tampónTris-maleato(0,lM, pH7),

suplementadocon Cl2Ca (0,OOIM) y con 10 mg de Rojo Congo-elastina.Se incubóen un

bañotermostáticoa37~<2 durante2 horasen agitación(200rpm).

La reaccióncesapor la adición de 2 ml de tampónfosfatosódico(O,7M, pH 6). El

Rojo Congo-elastinano hidrolizado pennaneceinsoluble, siendoeliminado por filtración

(Wathniann
042).La absorbanciadel filtrado semide a495 nm.

Paracadacepase preparóun blancocon 1 ml de sobrenadante,2 ml de tampón

Tris-maleato(0,IM, pH 7) suplementadocon CI
2Ca (0,OO1M) y con 10 mg de Rojo

Congo-elastinay 2 ml de tampónfosfatosódico(0,7M, pH 6), que seincubaa 370<2 en

agitación(200rpm) durante2 horas.Despuésde filtrar a travésde papelWathmann
0 42, se

ajustaa O la absorbanciaa 440 mix midiendo,a continuación,la actividadelastinolíticadel

sobrenadantecorrespondientey calculandolas unidadesproteolíticasde acuerdocon lo

descritoen el apartado111.4.14.1.3.1.

111.4.14.1.4.- Pruebaslipolíticas (McKellar. 1986

)

Reactivos:

TampónBES:

BES 10.64 gIl

Taurocolatosódico 3,2 gIl

Cloruro cálcico 0,11 gIl

Soluciónde timerosalal 5% 1 ml/]

El pH seajustaa 7
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Soluciónde j3-naftilcaprilato:

Se disuelven0,27 g de 13-naftilcaprilato en 10 ml de

dimetilsulfóxido (DMSO).

Solución de ‘FastBlue’:
Sedisuelven0,041g de “FastBlue” en 1 ml de DMSO
Esta solución se preparainmediatamenteantes de su

utilización.

e.

A cadatuboy, porduplicado,seañadieron2 ml detampónBES, 20 hl dela solución

de j3-naftil caprilatoy 50 ¡.tl de sobituadante.Seagité e incubó a 40~Cdurante30minutos
a-

en un bañotermostático.A continuación,seañadieron20 t~ de la soluciónde “Fast Blue’,

manteniendolos tubosa400<2durante5 minutosmás.

Parapararla reacciónseañadieron200gl deTCA (0,72N¿). Laextracciónserealizó e.

con 5 ml deacetatodeetilo, agitandofuertementehastaobservarcolorblanquecinoen la

faseinferior. La separaciónde fasessellevó a cabocentrifugandoa 3000rpm durante10

minutos.Finalmente,laabsorbanciade la fasesuperiorsemidió a540nm.

El controlnegativo,utilizado paraajustaraO el espectrofotómetrocon laabsorbancia

seleccionada,serealizó sustituyendolos 50 ~ilde sobrenadantepor SO ¡tI deaguadestilada.

a--

Lacantidadabsolutade 13-naftolliberada,comoconsecuenciade laactividadlipolítica

de los sobrenadantes,se extrapolé de un recta patrón,previamenteelaborada,que

relacionabaabsorbanciaa 540 nm y j.tg de13-naftol presentes(Figura111.9).

Parahacerla rectapatrónsepartióde unasoluciónde 13-naftol 3,7 mM. Los 50 gl de

los sobrenadantesse sustituyeronpor 50 ¡tI de estasolución y sus diluciones, que e.

representabanla adición de 26,5 p.g, 13.5 ¡tg, 5,3 ¡tg, 2,65 ¡tg y 0,53 ¡tg de 13-naftol en

cantidadesabsolutas.El procesofue idénticoa] realizadoconlos sobrenadantes. e,

y -7,3004e-3+ 2.9631e~2x It = 0.999
(pCOXUOI)

E O,fl

o
0,6 Figura 111.9 - Relaciónente los pg de ~-nafloI

It
liberados, comoconsecuenciade la actividad lipolítica.

.5 0,4 y la absorbanciaa 540 ¡un.

.. 0.2
e.,

•< 0,0•
30

e

0 10 20
pg ¡3-naftol
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111.4.14.1.5.- Pruebasde roxi.gjd~I~hrecultivos celulares

Todaslas incubacionesdelos cultivoscelularesserealizarona370<2con 5%de CO2y

humedadrelativaalta. Despuésde utilizar los sobrenadanteen los ensayoscitotóxicosse

comprobósuesterilidadincubándolos1 semanaa 28
0C.

111.4.14.1.5.1.- Células Vero (Jenssen,1984)

Reactivos:

Soluciónsalinade Hanksin Ca~ni Mg~ con HEPES(HBSS 1 HEPES):

- Soluciónsalinade Hanksin Ca~ni Mg~ (HBSSI 100 ml

- Soluciónde Penicilina-Estreptomicina(10000UI y 10 mg/mi, resp.) 2 ml

- Tampón HEPES 1M 2m1

Soluciónsalina de Hank (HflSS~):

CaCI
2.2H20 185 mg!! NaCI 8000 mg/l

XCI 400 mg/l NaHCO3 350 mg/1
KH2PO4 60 mg/I Na2HPO4 48 mg/1
MgCl2.611~O 100 mg!! D-Glucosa 1 mg/l
MgSO4.7H20 100 mg/l Rojo fenol 0,01 mg/l

Soluciónsalinade Hanksin Ca~~ ni Mg~~ (14H55-):

KCl 400 mg/I NaHCO3 350 mg/1
KH2PO4 60 mg!! O-Glucosa 1 mgIl
Na2HPO4 48 mg/l Rojo fenol 0,01 mg/1
NaCí 8000 mg!!

Tripsina-EDTAensoluciónsalina:

Tripsina 0,5 gIl
lIBIA 0,2 gIl

Siembrade célulasVero (Figura111.10)

Se inocularon5x10
5 célulasen frascosde 25 ml con 5 ml de medio completo,

incubándolosdurante24 horas,con el fin dequelas célulasseadhierana la pareddel frasco

y comiencea formarse la monocapa.Estehecho permite cambiar el medio con facilidad

medianteel simplevaciadodelos frascos.
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Figura III. 10 - Esquemadel ensayocitotóxico sobre célulasVero
Jenssen(1984)

5x105 célulasVero 5 ml demedio fresco
*

24 b

1 ml sobrenadante+
4 ml medio fresco

e.< medio usado

a-
lSh

4 ml HHSS+

4 ml HBSS+

5 ml demedio fresco

24h

4 ml HiBSS- 1 HEPES

sobrenadante+ medio usado

- .- a- ‘- .-~ — 10 mm
HiHSS- 1 HEPES

1 ml Tripsina/ FDTA

5 mm

5 ml HBSS+ —~

—~ Tripsina 1 EDTA

loo

5 mi de medio fresco

7 días Q r~ Tinción Giemsa —~
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Tratamientode las células

El medio utilizado seeliminó de los frascos,sustituyéndolopor medio completo

fresco (4 ml 1 frasco) y 1 ml de cadasobrenadanteo de susdilucionesrealizadaspor

duplicadoen mediofresco.El control positivose obtuvoañadiendo1 ml de unasoluciónde

etilmetanosulfonato(1,515 mg! mí). Seeligió estaconcentración(equivalentealapresencia

dc 303 ¡íg deetilmetanosulfonatoporml de medio en contactocon lascélulas)porque,

previamente,sehabíadeterminadoque dabalugara un 50% de supervivenciaal actuar

sobrecélulasVero (Figura111.11).Comocontrolnegativoseutilizó un frascoquecontenía

únicamente5 ml de medio de cultivo fresco.Tambiénserealizóun control conTSB±YE.

Los frascosseincubarondurante18 horasy seobservóel efectode las distintasdiluciones

del sobrenadantesobrela morfología de las células de la monocapa. El medio con el

sobrenadanteseeliminó de los frascoslavandolas célulasdosvecescon 4 ml de la solución

salinade Hank (HBSS+). Despuésseañadía,de nuevo,medio completofresco(5 mí!

frasco)antesde incubarlos frascosotras24 horas.

‘4

sioo
4>u

80
u
4>~ 60
1-
~> 40os
u,
~, 20

~ o
mo ~oo 5oo

Figura 11.11 - Disminución de lasupervivenciade las
célulasVeroenfuncióndel aumentoenlaconcentración
deebhnetanosulfonato

Supervivenciade las células

A partir de los frascoscorrespondientesa las dilucionesdel sobrenadanteen losque

schabíanobservadocélulasmuertas,lesionadase intactasseefectuaronrecuentosde las

célulasviables.

300 400

gg/mnl de etilmetanosulfonato

120 y = 122,11 - O,23775x R = 0,982
(pc 0,05)
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Parael lo, secli mi rió cl mcdjo dc los ¡ascosy seañadieron,a continuación , a cada

ti no, 4 ml dc la sol tic ion sal¡mx dc ¡-lank, sin Ca+±ni Mg+±y con II EPES (HB SS- ¡

HEPES), ¡ncuh-andolos durante It) minulos. Este tampón se retiró de los fi-ascos y se

adicionótripsina-EIYIA (3 mi/frasco), ineubándose duranteSminutos. A conUnuación,se

eliminó la tíipsinay se añadieron,5 ml de tampónsalinode Hank.Trasdespegarlas células
a-

de los frascosserealizaronrecuentos,diluyendola suspensióncelularen la soluciónsalina

de Hank (HBSSfl. Las dilucionesseleccionadassedepositaban,por triplicado,en el centro

deplacas(6cm dediámetro),dispersando1(X) ~dde la dilución de célulasen 5 ml de medio

completo.Las placasseincubarondurante?días.

Tras eliminarel mediode lasplacasse realizó la tinción conGiemsade las células

viablesque sehabíandesarrolladohastaformar coloniasvisiblesa simple vista (Figura

111.12).Paraello, secubrenlas placascon 5 ml de metanol(100%)durante20 minutos.A
e

continuación, se elimina el metanol y se añaden5 ml de coloranteGicmsaal 10%.

Transcurridos20 minutosse lavan las placascon aguadestiladay secuentanlas colonias
e

celularesviablesquehantomadocolor violeta.

e

e

5<

eFigura 111.12 -

ColoniasdecélulasVero,
viables,tcñi(Iascon(iiiernsa e.

a

e

e

e

e
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Paraobtenerel porcentajede supervivenciacorrespondientea cadadilución del

sobrenadante,se compararonel númerode célulasviablesdetectadasen los frascos,

tratadoscon las dilucionesdel sobrenadante,y el númerode célulascontadasenel frasco

sin trataro control negativo,queequivalíaa un 100% de supervivencia.De estemodo,para

cadasobrenadante,seelaboréunamcta (Figura111.13)querelacionabala mediaaritmética

de los porcentajesde supervivenciacelular,obtenidosen seisensayosdistintos,con la

dilución del sobrenadante.A partirde estarectasedeterminéla dilución quedabalugaral

50%desupervivencia(o 50%demuerte)celular.

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

íoo- (p<0,O1)

‘4 75..
u
4.

t 50a.

4>
~ 25-
*

0-
20 60 100 140

Inversa de la dilución del sobrenadante

Figura 111.13- Aumento de la supervivenciade
las célulasVero en función de la dilución progresiva
del sobrenadantede la cepa77

111.4.14.1.5.2.- Célulasde mieloma (Eley y col., 1993)

Reactivos:

Soluciónsalinade HankconHEPES(HBSS~1 HEPES):

- SoluciónsalinadeHank (HBSS~) 100 ni]

- SolucióndePenicilina-Estreptomicina(10000UI y 10 mg/ml. resp.) 2 ml

-TampónHEPESIM 2m1
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Se emplearonmicroplacasestérilesde 96 pocillos con tapa.En cadapocillo se

añadieron,porduplicado,50 ¡tI del sobrenadantedela cepaproblemadeAeromonasspp. y

sus dilucionesdobles en solución salina de Hank con HEPES (HBSS~¡ HEPES).A

continuación,seadicionaron200 ~tlde medio fresco completoqueconteníaunas5 000

célulasdemielomaen suspensión.Las microplacasseincubaron18 horas.

El control positivo se realizó añadiendoa los pocillos unos 400 ¡tg de

etilmetanosulfonatopor ml de suspensióncelular, ya que, previamente,se había

comprobadoqueestaerala concentraciónmásbajade EMS queprovocabalamuertedel

100% de las células.El control negativoconteníaúnicamentela suspensióncelular.

TambiénserealizaroncontrolesdelTSB+YE y del HBSS~1 HEPES.

Se consideróque existía muertecelularcuandocon el microscopioinvertido se
0:

observabancélulaspequeñasy arrugadas,considerándosecomotítulo citotóxico la dilución

másalta enla quetodaslas célulasdelpocillo teníanestascaracterísticas.

El ensayoserepitió tres vecesy sedeterminóla mediaaritméticade los títulos

obtenidos.
e-

111.414.2.- Propiedadessuperficiales

a

111.4.14.2.1.- Hemaglutinaciónconeritrocitosdecorderoy conejo(Burkey col., 1984a)

Los eritrocitosselavarontresvecesconPBSestéril,centrifugandoa 1200rpm 10”~ y
40<2, paraprepararunasuspensióndeeritrocitosde corderoo de conejoal 5% en PBS

estéril, a-

Las cepasseinocularonen 5 ml de TSB+YE y se incubarona 280C durante18 h.

Estoscultivos severtieronsobreplacasde TSA+YE, que sedejaronsecara370<2durante

30-45 minutos y seincubarona 280C durante24 horas. Las coloniasdesarrolladasse

suspendieronen 2 ml de PBS estéril. A continuación,se hizo el recuentode las

suspensionesenTSA+YE. Seconsiguieronconcentracionesaproximadasde 1012 ufelmí.

Laaglutinaciónde eritrocitosseobservóen unaplacadecristal,situadasobreun foco
5<

de luz, en la quesedepositaban20 ¡tI de la suspensiónbacterianay el mismovolumende la

de eritrocitos.En todaslas placasseincluyó un control negativo,sustituyendolos 20 ¡tI de

la suspensiónbacterianapor 20 ¡tI de PBSestéril.

Las cepasfuertementehemaglutinantesdieron lugar a unaaglutinacióncompletae

inmediata.En las cepashemaglutinantesdébilesse observóunareacciónincompletao no 5<

instantáneay en lascepasno hemaglutinantesno seobservabaagregaciónde eritrocitosen 5

ea-
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minutos.

111.4.14.2.2.- Inhibición de la hernaglutinaciónpor0-manosa,t-fucosay o-galactosa

Los azúcares(D-manosa,L-fucosay D-galactosa)seprepararonal3%enPBSestéril.

Paracadacepahemaglutinantey sobreunamismaplacadecristalsedepositaron:

- 20 ¡tI de la suspensiónbacteriana+ 20 ¡tí de la soluciónde D-manosa,L-fucosao

D-galactosa+ 20 pl de la suspensiónde eritrocitos.

- 20 pl de la suspensiónbacteriana+ 20 ¡tI de la suspensióndeeritrocitos.

Además,seefectuaroncontrolesdel PBS y de lassolucionesde azúcares(20 ¡ti de la

soluciónde azúcar+ 20 gí de ]a suspensióndeeritrocitos).

Se consideró que un azúcar inhibía la hemaglutinacióncuando las cepas

hemaglutinantesno mostrabanestapropiedado la hemaglutinaciónfuertesetransformaba

en débil. Esteensayoserealizóporduplicado.

111.4.14.2.3.- Autoaglutinación(Janday col., 1987)

Caldoinfusióncerebrocowzón(BHm):

Infusióndecerebrodetemen 200 gIl
Infusióndecorazóndevacuno 250 gIl
Proteosapeptona 10 gIl
Glucosa 2 gIl
Clorurosédico 5 gIl
Fosfatosédicodibásico 2,5 gIl
Acidop-aminobenzóico 0.05 g/l

Lascepassesembraronen tuboscon 6 ml decaldoinfusióncerebrocorazón(BHLB)

y seincubarona 300C durante18 horas.

LascepasSP+ (self pelleting’) fueron aquellasen lasque sedetectóprecipitación

espontáneaduranteel crecimiento,observándoseun botóncelularen el fondo del tubo y

escasaturbidezen la partesuperior.Las cepasSP-crecieronde formahomogéneaen todo

el tubo.

Paracuantificarla agregacióncelularduranteel crecimiento,semidió la absorbanciaa

540 nm de la partesuperiordel cultivo (A). A continuación,seagitael tubo paravolver a

medir la absorbanciadel cultivo (B). Con estos datos se calculó el porcentajede

precipitaciónespontánea:
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r..

A511> d¿B - A540 deA
%SP= XlOO

A540de E

Después,cadacultivo seagitéde nuevoy sedividió en dosfraccionesde 3 ml. Una

de estasfraccionessemantuvoa 100
0C,en un bailo de polietilenglicol,durante1 hora(C),

mientrasla otra permanecíael mismotiempo, a temperaturaambiente(D). En las cepas

PAB+ (“precipitationaftaboiing”) scobservóprecipitacióncelular(grumos)enel fondo

del tubo mantenidoa 1000C. Los tubos a 1000C de lascepasPAB- y los mantenidosa
“y

temperaturaambientepresentaronun aspectohomogéneo.

Paradeterminarel porcentajedeprecipitaciónde los cultivos a 1000C-lh,semidió la

absorbanciaa 540nm, de la fasesuperiorde cadacultivo a 1000Cy a temperaturaambiente,

aplicandola siguientefórmula:

As
4~~deD- A540deC

%SP= X100
A5~deD

3v

El ensayose realizó dos veces.Se consideraroncepasautoaglutinantes(AA+)

aquellasquemostraronun comportamientoSP+y/o PAB+ (Figura111.14). 5<

111.4.14.2.4.- Aglutinacióncon acriflavina (Janday col., 1987)
e-

Se prepararonsuspensionesbacterianasconcentradas,tal y comosedescribeenel

apanado111.4.14.2.1,y unasoluciónde acriflavinaal 0,4% en PBS estéril.
Sobreunaplacade vidrio situadasobreun foco de luz, semezclóuna gotade la

suspensiónbacterianay unagotade la soluciónde acriflavina.Seconsideróquelascepas

eran positivasparaestecaráctercuandoaparecíanagregadosbacterianosen los cinco

segundosposterioresala mezcla.El ensayose realizópor duplicado.

111.4.14.2.5.- Pruebasparaestimarla hidrofobicidadcelulaj
a,

Lascepasscsembraronen TSB+YE y se incubarona 28
0C durante16-18horas.Los

cultivos secentrifugaron(7000rpm, 10, 40C) y el sedimentoseresuspendióen PES(pH

7). La absorbanciaa 540 nm de la suspensiónbacterianaseajustéa 1 con estemismo

sg
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Figura 111.14 - Autoaglutinación(3anda

Cultivo BHIB (6 ml.)

u
300C-18h.

Agitación y división
en dosalicuotasde 3 ml.

u
1000C - lh.

y-)
PAB+ PAB-
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•h.

c
Control
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+h.

u
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o

o

¿
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Ii
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a-

tampón. La hidrofobicidadsuperficialse midió tresvecescon cadauno de los métodosque

sedescribenacontinuación.

a-

11L4.14.2.5.1.- Unión afiltros de nitrocelulosa(FN(S) (Lachicay Zink, 1984)

Sepasaron3 ml de cadasuspensiónbacterianaatravésde los filtros de nitrocelulosa.

A continuación,semidió la absorbanciaa 540 mxi delcontrol (suspensiónbacterianasin

filtrar) y delfiltrado, determinándoseel porcentajede unión al filtro:

3v

A5~delcontrol - A5~ del filtrado
% Unión al FNC = _______________ XlOO

A540del control e

Las cepasseconsideraron“fuertementehidrofóbicas”cuandoesteporcentajeera

superioral 70%, “medianamentehidrofóbicas” si seencontrabaentreel 35 y el 70% y

“poco hidrofóbicas”si erainferior al 35% (clasificándolascomono hidrofóbicascuandoera

cercanoal0%).
“y

111.4.14.2.5.2.- Adsorción a hidrocarburos(n-hexadecano,n-octanoy p-xileno)

(Rosenbergy col., 1980;Sweety col., 1987)

La suspensiónbacterianasedistribuyóenvolunienesde3 ml queseañadíanatubos

con 1 ml den-hexadecano,ti-octano o p-xyleno.Estaoperaciónserealizóporduplicado.

Comocontrolseutilizó un tubo con3 ml de suspensiónbacteriana.
“y

Los tubos seincubarona 30~Cdurante10 minutos.Se agitaronfuertementedurante

30 segundosy se incubaronde nuevo a 3Q0(S durante30 minutos.A continuación,se

recogióla faseinferior acuosa,borboteándolacon aire 1 minuto. Porúltimo, sedeterminó

la absorbanciaa 540 mxi de la faseacuosay del control; estasmedidasseemplearonpara .2

determinarla hidrofobicidadsuperficialen función de la adsorcióna los hidrocarburos:

a-

A540del control - A540 de la faseacuosa
% Adsorciónal hidrocarburo= _______________________________ XlOO

A540del control

Seconsideraroncepas“fuertementehidrofóbicas’ lasquemostraronunaadsorción
a-2
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superioral 70%. Cuandola adsorciónse encontrabaentreel 35 y el 70% seregistraron

como“medianamentehidrofóbicas”.Unaadsorcióninferioral 35%indicó quela superficie

bacterianaera “poco hidrofóbica” y ‘no hidrofóbica” cuandolos valoreseranpróximosal

0%.

111.4.14.2.6.- Inclusiónde lasmuestrasparala observaciónde las estructurasbacterianas

conel microscopioelectrónicode transmisión(Janday col., 1987)

Reactivos:

TampónMilloning pH 7,3 0,lM, parafijación y paralavado:

Solución1 -

Solución2 -

Solución3 -

Solución4 -

NaH2PO4.H20

NaOH

Glucosa

CI2Ca

SoluciónA - 830 ml de la solución1 + 170 ml de la solución2. Seajusta

el pH a7,3

TampónMifloning (parafijación):

900 ml de la soluciónA + 100ml de la solución3 + 5 ml de la solución4

TampónMifloning pH 7,3 0,IM (paralavado):

TampónMilloning (parafijación) + 68,4 gIl de sacarosa.

MezcladeMullenhavero Epon-Araldita:

Epon812

Araldita (502, 6005 epoxyresma)

Dibutiltalato(plastificador)

DMP-30 (acelerador)

15

55

2-4

1,15-3

ml

ml

ml

22,6

25,2

54

10

g/l

gIl

g/l

g/l
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r

Soluciónde citratodeplomo:

Pb(N03), 1,33

Na3(C6H507).2H-,O 1,76

Na3(C6H5045l/2H20 2,14
Aguadestiladadesmineralizada 30

Antesde utilizarlasele añaden8 ml deNaOH IN,

(poro= 0,22 p.im)

g

g

g
ml

secentrifugay sefiltra

3v

Técnica(~I9:

a
1) Obtencióndelas célulasbacterianas:

Cadacepasesembróen 5 ml de TSB+YE y seincubóa280C durante24h. A

continuación,el cultiQo secentrifugó, lavandoel sedimentoen tampón

Miloning (paralavado).Porúltimo, secentrifugóde nuevo. e

2) Fijación de las células: a,

El sedimentose suspendióen 2 ml de glutaraldehídoal 3% en tampón

Milloning (parafijación) y semantuvo 1 h a 4~(2. Seguidamente,secentrifugó,se

lavó con tampónMilloning (paralavado)durante20 h a40(2y se volvió acentrifugar.

A continuación,el sedimentoseresuspendióen 2 ml de osmioal 1% en tampón

Milloning (parafijación) y semantuvo 1 horaa temperaturaambiente.Porúltimo, se

centrifugó y selavó, tres veces,con aguadestilada,10 minutos a temperatura

ambiente.

e

e

e

a
3)Tinción del sedimento:

“y

Despuésde lavarel sedimentoen aguadestiladase le añadieron2 ml de una

soluciónde acetatodeuranilo al 2% en aguadestilada(filtrada justo antesde su

utilización; poro = 0,22 ¡tm) y se mantuvo 1 hora a temperaturaambiente.A

continuación,se lavé tres vecesen agua destilada, 10 minutos a temperatura

ambiente.

0:

“y

* PodaslascentrlttIgaci(M1CSdeLa suspensiénbacterianase wali¡aroii a 20(X) rpm. 10’” y 4W.
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4) Deshidratación del sedimento:

Se realizóa temperaturaambientecon la siguientesecuencia:

- 2 ml deetanol de300 durante10”‘

- 2 ml deetanolde500 durante10”’

- 2 ml de etanolde70~ durante10”’

- 2 ml deetanolde 800durante10”’

-2 ml deetanolde96~ durante10”’

- 2 mIdeetanolde 1000 duranteIOm

mide etanolde 1000 durante10”‘

5) Inclusiónen resma:

Al sedimento,una vez deshidratado, se le añadieron de 2 ml de óxido de

propileno que se mantuvo 10 minutos a temperaturaambiente,antesde su

eliminación.Estaoperaciónseefectuódosveces.Despuéssele añadieron2 ml dela

mezcla(1:1) de óxido de propilenoy epon-araldita,manteniéndolo24 h a40(S• El

sedimento,en pequeñasfracciones,se colocó en moldes que se rellenaron,

posteriormente,con epon-araldita.Una vez solidificadala resma,a 600C-24h,se

obtuvieronlos cortesde 60-90nm de grosor.

6)Tuición delos eones:

Las rejillas, portandolos cortes,sesumergieronen unasolucióndeacetatode

uranio al 2% (filtrada justo antesde su utilización; poro = 0,22 ¡tm) durante3

minutosy, posteriormente,en aguadestiladadurante1 minuto. Despuésdesecarlas

con papel,sevolvieron a sumergiren la soluciónde citrato de plomo, durante4

minutos, y en agua destilada,duranteun minuto. Por último, se secarony se

observaronal microscopioelectrónicode transmisióna 80 kilovoltios.

111.4.14.3.- Característicasbioquímicas

111.4.14.3.1.- VogesProskauer

Descritoen el apartado111.4.11.2.1.17
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111.4.14.3.2.- Fermentaciónde la arabinosa

Se realizó como se detallaen el apanado111.4.11.2.1.11,añadiendo10 g/l dc

arabinosaal medio basedescrito.

111,4.14.3.3.- Descarboxilaciónde lausina

Seempleóelagarlisina hierro:

Peptonadecarne 5 g/l
Extractode 1ev~lum 3 g/l
]X+)-Glucosa 1 gIl
L-Lis¡namonoclorhidrato 10 g/l
Tiosulfatosálico 0,04 g/l
Citratodeamónicofénico 0,5 gIl r
Púrpuradebromocresol 0,02 gIl
Agar 12,5 gIl

e

El medioesterilizadoserepartióen tubosquesedejaronenfriaren posicióninclinada;

la siembraserealizó sobrela pendientey en picadurahastala basede cadatubo. La a,

incubaciónse realizó a 280C-18h.Los microorganismosque descarboxilanla lisina

producenun viraje del indicadorde pH acolor violeta.

111.4.15. - Análisis estadístico
e

Serealizaronlaspruebasestadísticasde “t” de Studenty de “Ji” cuadrado,utilizando

el programa“Stat View”, en un ordenadorMacintosh.

a

e

e

e

u
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IV.]. - Medios de cultivo específicospara el aislamiento de Aero~gjzas

sp»~mxiln

¡Vii. Recuperación de Aeromonasspp. móviles e inhibición de la flora
natural de los alimentos en los medios mA, AGAP y AAA

Unavez descartados,parael aislamientodeAeromonasspp. móviles, losmediosde
cultivo disefiadosparamicroorganismosentéricosy vibriosmarinos,sehanensayadouna

ampliavariedaddemediosespecíficosen todo tipo de muestras,con resultadosescasamente

concluyentes.

La faltade resultadossignificativosha hechonecesariala comparaciónde los medios

disponibles,con el fin de elegir el más apropiadopara el posterioraislamientode

Aeromonasspp.apartir de alimentos.

Se ha estudiadoel comportamientode tresmediosselectivospropuestosparael

aislamientodeAeromonasspp.móviles:mediodeAeromonaso mA (Ryan,1985,datosno

publicados.Disponiblecomercialmenteen Oxoid),agarglutaznatoalmidónpenicilina o

AGAP (Kielwein, 1969)y agaralmidónampidiinao ANAL (Palumboy col., 1985a).

La selectividadde estosmediosparaAeromonasspp.móvilesseestiméestudiando

sucapacidadde inhibición frenteaotrosmicroorganismospresentesde formanaturalen los

alimentosy su capacidadde recuperaciónpara las especiesmóviles de Aeromonas,

previamenteinoculadasen estosalimentos.Otra técnicapropuestaparala evaluación

sistemáticade mediosde cultivo esla “técnicaecométrica”,desarrolladaporMosselly col.

(1983),quefue descartadaporsucaráctercualitativo,faltade uniformidaden las siembras

y complejidadde los resultados.

La capacidadde inhibición frentea la flora naturalde los alimentossedeterminé

comparandolos recuentosobtenidos,apartir de distintosalimentos(aguadorada,leche

cruda,carnesde vaca,pollo y cerdo,pescadilla,trucha,chirlasy gambas)sobrelos medios

específicosen estudio,con los registradossobreagartriptonasoja(TSA). Comoseobserva

en laTablaIVA (VéaseAnexoIVa, página143), la inhibiciónfue superioren mA, quesólo

permitió el crecimientodel 61,64%de la flora natural,mientrasqueen AAA y AGAP se

detectaronel 75,94%y el 75,54%,respectivamente,delnúmerototal de microorganismos

obtenidossobreagartriptonasoja.Esteefectofue aúnmásintensoen el casoparticularde

la lechecruda,dondeseobservóqueel mediode mA únicamentedetectéel 42,37%de la

flora total, frenteal 90,60%en AAA y AGAP. Posiblementeestehechosedebaa que el

mA incorporaensuformulaciónsalesbiliares,queafectanmuy directamenteal desarrollo
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de las bacteriaslácticas.Los recuentosde microorganismosaerobiostotalessobreagar

triptonasojamostraronquelacargamicrobianade los distintosalimentososcilabaentreiO~

y l0~ ufc/ml o g de alimento,exceptoen el aguadoradadondelacargaestimadafue de 1

ufe/mí. Las ampliasvariacionesen las desviacionesestándarposiblementesc debana la
‘y

heterogeneidadde lasmuestrasdealimentos.

La capacidadde recuperaciónparalas especiesmóvilesdeAeromonas,sedeterminé

inoculandolos alimentoscitadosconA. hydrophila 839,A. hydrophila 398,A. caviae838

y A. sobria 837, procedentesde la Colección Españolade Cultivos Tipo (CECT), y

comparandolos recuentosobtenidosen los distintosmediosespecíficoscon losnivelesde

inoculacióndecadaalimento,determinadosporespectrofotometría.Los recuentosde los

diferentesalimentoscontaminadosconcadaunade estascepas,osciléen tomoa io~ ufe/mí

o g de alimento.Considerandolas cuatrocepasconjuntamente(TablaIV.2. VéaseAnexo

IVa, página144)seobservaqueel mediomA alcanzaun porcentajede recuperación,para
e

lascepasde Aeromonasinoculadasen los alimentos,de 94,11%,superiora ACIAP y AAA

(80,14%y 80,01%,respectivamente).Contrariamente,Ribasy col., (1991)no encuentran

diferenciasen el númerode Aeromo¡w.sspp.aisladas,apartir de distintostiposdeaguas,

utilizandovariosmedios:Acromonasmediumde Rippeyy Cabelíl,(1979),agaralmidón
ampicilinade Palumboy col. (1985a),agardextrinaampicilinade Havelaary col., (1987)y e

agaralmidón glutamatoarnpicilinapenidiina-IOCde Huguety Ribas,(1991).Sin embargo,

Fricker y Tompseu,(1989), comparan los resultadosobtenidos al aislar estos

microorganismosen agarMacConkey,agarsangreampicilina y medio de Aeromonas

(Difco), registrandolos mejoresresultadoscon esteúltimo. Knockel (1989b)destacael
e

mejorcomportamientodel agaralmidónampicilina, frenteal agardextrinafucsinasulfito.

agarsangreampicilina (lOmgJl.) y agarsangreanipicilina(30m8i1.).Sterny col. (1987)

empleanagaralmidón anipicilina, agarMacConkeyampicilina, agarinfusión cerebro

corazón,agar infusión cerebrocorazónsangreampicilina y agar cefsulodínirgasán

novobiocina,consiguiendoun mayor número de aislamientoscon el agar almidón

ampicilina.Respectoal agaralmidónampicilina y al agardextrinaampicilina,Varnamy

Evans (1991) y Stelma(1989)advienensobreel posiblecrecimientode Vibrios spp.

amilolíticos. principalmente,en muestrasde mariscoy pescado.Varnamy Evans(1991)

tambiénseñalanque el medio de Aeromonas(Difco) esuno de los másempleadosen la
e

industria alimentaria,aunquetiene la desventajade permitir el crecimientode otros

microorganismosquedanlugara coloniasde similar morfologíaa las de Aeromonasspp.

móviles. Un estudio reciente (Holmes y Sartory. 1993) ha confirmado el buen

comportamientodel mediodeAeromonasde Ryan (mA) paraaislarestosmicroorganismos
*
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a partirde aguas,al observarque presentamayorsensibilidady especificidadqueel agar

xilosaampicilina y el mediode Aeromonas(Difeo). Contrariamente,Bemagozziy col.

(1994)han selialadoque el medio de Aerotnonasessuperiora los mediosde Ryan y de

Rimler-Shotts.Porotro lado,Gobaty Jemmi(1995),comparanel comportamientode 7

medios selectivosy 2 mediosde enriquecimientoparael aislamientoen alimentos,

obteniendolos mejoresresultadoscon aguade peptonaalcalina,agarsangreampicilina(30

gg) y agarsalesbiliares irgasánverdebrillante, recomendandoel empleode másde un

mediosólido.

El comportamientosuperiordelmA parala recuperacióndeAeromonasspp.móviles

sedebe,probablemente,a la fuerteinhibición quepresentanlos otrosdosmediossobreA.

sobriaCECT838. Así, mientraslos porcentajesde recuperacióndeA. hydrophilaCECT

839, A. hydrophilaCECT 398 y A. caviaeCECT 838 fueron satisfactoriosy bastantes

similaresparalos tres medios,superandoen todos los casosel 90%(TablasIV.3, IV.4 y

IIV.5. VéaseAnexoIVa, páginas145 a 147),conA. sobria CECT837 (TablaIV.6. Véase

Anexo¡Va, página148) fue mejorla recuperaciónsobremA (95,48%),quesobrelos otros

dosmedios(31,61%en AAA y 33,02%enAGAP). Estosresultados,podríanjustificar, el
escasonúmerodeaislamientosde A. sobria detectadospor Callister y Agger (1987)y
Hudsony De Lacy (1991) en alimentosy Figuray col. (1986)en procesosclínicos.Del

mismo modo, Stem y col., (1987), trabajandocon muestrasde hecespreviamente

inoculadasconAeromonasobtienenunabajarecuperacióndeA. sobriay A. caviaeen los

mediosquecontienenantibióticos.

En definitiva,el mediodeAeronzonasesel quepresentamayorpoderde inhibición

frentea la flora naturalde los alimentosy máscapacidadde recuperaciónde lasespecies

móviles de Aeromonas,siendoporello el mediomásselectivode los estudiadosparael

aislamientodeAeromonasspp.móvilesapartir de alimentos.El mediodeAeromonasse

puedeconsiderarel más indicadoparala detecciónde las especiesmóvilesdeAeromonas

(sobretodo de A. sobria),en el casode muestrasde alimentoscon unacargamicrobiana

elevada.En productoscon unaflora moderaday cuandose pretendaaislarA. hydrophila

y/o A. caviaesepodríaemplearel agaralmidónampicilinao el agarglutamatoalmidón

penicilinaconresultadossatisfactorios.

IV.L2. - Comportamientode A. sobria CECT 837 sobre los medios mA,

AGAP y AAA.

La inhibición del crecimientodeA. sobriaCECT837 detectadasobreAAA y AGAP,
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en comparacióna su comportamientosobreel medio niA, hizo necesarioconsiderarla

composiciónde dichosmediosconel fin de investigarlas posiblescausasdeestehecho.

El mA contieneampicilina(Smg./L),el AAA también,peroen unaconcentracióndos

veces superior (lOmg./l.) y el AGAP lleva penicilina G sádica(l00.OOOU.I./l.) y

pimaricina(lOmgJl.). Paracomprobarsi estosantibióticoseranlacausade la inhibición se

realizóun antibiogrania(técnicade Mueller-Hinton) frentea lascuatrocepasdeAeromonas,

empleandoveinteantibióticos,entrelos queseincluyeronla ampicilina y la penicilinaO

sódica.En la Tabla IV.7 (VéaseAnexo IVa, página149)seobservaquelas cuatrocepas

fueron sensiblesal ácidonalidixico, tetracidina,estreptomicina,cloranfenicol.sulfisoxazol,

gentamicina,nitrofurantoina,kanamicinay trimetroprim-sulfametoxazol.En estesentido,

Fainsteiny col. (1982)y Fassy Barnishan(1981)señalanunasusceptibilidadmarcadaala

tetraciclina,cloranfenicoly trimetroprim-sulfometoxazol,mientrasqueRahimy col. (1984)

describencepasresistentesa estosantibióticos. Porel contrario, las cuatrocepasfueron

resistentesfrentea laoxacilina,lincomicina,bacitracinay novobiocintEn todoslos casos

se observéun grado de sensibilidadmedio frente a la polimixina B, mientrasque el

comportamientode cadacepafue variablefrentea la neomicina,cefoxitina,ampicilina,

penicilina, cefalotinay eritromicina.A. sobria 837 fue sensiblea la ampidilinay a la

penicilina,antibióticosutilizadosfrecuentementeenmediosselectivosparael aislamientode

Aeromonasspp.móviles, y que podríanlimitar la deteccióndeciertascepassobreestos

medios.Estosresultadosestaríande acuerdocon los de Seidiery col. (1980)y Rahim y

col. (1984)quetambiénhanencontradocepassusceptiblesa la ampicilina.Contrariamente.

Villuendasy col., (1991)señalanquetodaslascepasclínicassonresistentesa la ampicilina

y Monta y col. (1994) han detectadobeta-lactamasasen las 182 cepasanalizadas.A.

hydrophilaCECT839,A. /zydrophilaCECT398 y A. caviaeCECT838 eranresistentesa

ambosantibióticos.

Estosresultadosexplicaríanla inhibición detectadaen el crecimientode A. sobria

CECT837 sobreAAA y AGAP. La falta de inhibición del crecimientodeA. sobriaCECT
837, en el mediode Ryan(mA), podríadeberseaquela concentraciónde ampicilinaen este

medio esinferior a la presenteenel agaralmidón ampicilina.En la TablaIV .8 (Véase

AnexoIVa, página150)seobservaqueel crecimientode estacepaseinhibió con 10 mg./l.

de ampicilina, tanto en mA comoen AAA, sin embargo,cuandola concentraciónde

ampicilinaerade 5 mg.f1. en ambosmedios,sólo sedetectéinhibición en el AAA. Esta

experienciatambiénaclaréque la inhibición de A. sobria CECT 837, en agarglutamato

almidón penicilina, se debía a la presenciade l00.OOOU.I./l. de penicilina 6 sádica,

mientrasque la pimaricina,con un papel fundamentalmenteantifúngico,no inhibió el

loo
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crecimientodeA. sobriaCECT 837.

La actividadinhibidorade Smg./l.de ampicilinasobreel crecimientodeA. sobria

CECT 837, desapareceen el medio mA. En basea ello, sepensóque podríadetectarseun

efectosimilar empleandodistintasconcentracionesde penicilina O sódicasobreel citado

medio,sin embargo,secomprobóqueel crecimientodeA.sobriaCECT837 erainhibido,

prácticamenteconigual intensidad,en los mediosmA y AGAP,cuandolaconcentraciónde

penicilinaG oscilabaentre25.000y 100.OOOU.IIl.(TablaIV.9. VéaseAnexo IVa, página

151).
La inhibición del crecimientodeA. sobriaCECT 837 sobreel medio AAA podría

explicarseporunainteracciónsinérgicade la ampicilinaconel rojo fenol, utilizado como

indicadordel pH en estemedio. El efectoinhibidor del rojo fenol, presenteen el medio

AAA a unaconcentraciónde0,25mg.¡1.y ausenteen el mA, podríapotenciarlaacciónde la

ampicilina.La TablaIV.l0 (VéaseAnexoIVa, página152)muestrala recuperacióndeA.

sobria CECT837 en mA y AAA con y sin O,25mg./l.de rojo fenol, incluyendoenambos

casosSmgil. de ampicilina.Deacuerdocon estosresultados,el rojo fenol no modificala

actividadinhibidorade laampidiina(concentraciónde 5 mgJl.),sobreel crecimientodeA.

sobriaCEO?837,en los mediosAAA y mA.

Ladiferenciade pH(pH 8 en mA y 7 en AAA) tambiénseconsiderócomoposible

causadel distintocomportamientode la ampidiinaen estosdosmedios.Enla TablaIV. 11

(VéaseAnexoIVa, página153)seobservanlos resultadosobtenidosal modificarel pH, en

presenciadeSmg./l. de ampidiinaen ambosmedios.Seconcluyequela inhibiciónsobreel

crecimientodeA. sobriaCECT837,detectadaúnicamenteen el agaralmidónampicilina,es

independientedelpH, al menosconsideradoaisladamente.

Tambiénsecontrolaronotros componentes,presentesexclusivamenteen el medio

mA, porsu posiblecapacidadparaprotegero potenciarel crecimientodeA. sobriaCECT
837, en presenciade Smg./l.deanipiciina.Paraello, comparamosla recuperacióndeeste

microorganismoen los mediosmA y AAA,con Smg. de ampicilinapor litro y adicionados

con xilosa (TablaIV.12. VéaseAnexo IVa, página154), usinay arginina libres (Tabla

IV.13. VéaseAnexo IVa. página155) y extractode levadura(TablaIV.14. VéaseAnexo

IVa, página156), frentea los mediosoriginalesmA y al AAA, modificadosúnicamenteen

su contenidoen ampicilina (Smg.Il.). En ningún casosepudo demostrarque la falta de

inhibición de la ampicilina(Smg./l.) sobreA. sobriaCECT 837,al emplearmA sedebieraa

la presenciade las sustanciascontrastadas.

Posiblemente,algunoo algunosde los numerososcomponentespresentesenel medio

mA, actuandode forma individual o asociada,acomplejeno inactivena la ampicilina.
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cuandosuconcentraciónesde Smg./l.,provocandola pérdidade su efectoinhibidor sobre

el crecimientodeA. sobriaCECT837. En cualquiercaso,unaconcentraciónde ampicilina

de lOmg./I. en dicho medio provocauna notoria inhibición sobreel crecimientode esta

cepa,equiparablea la detectadaen los mediosAAA y AGAP, siendopor ello aconsejable

no modificarla concentraciónde arnpicilinaen el medio original de Ryan(mA), conel fin

dedetectaraquellascepasde Aeromonasspp. móvilesque puedansersensiblesa este

antibiótico.

¡Vi. - Aislamiento e identificación de Aeromonasspp. móviles

La incidenciadeAeromonasspp. móviles en alimentoses relativamentepoco

conocida,aunquesesabequesoncontaminanteshabitualesde los mismosy queparticipan

en la alteraciónde los alimentosrefrigerados(Buchanany Palumbo,1985;Palumboy col.,

1985a). La asociaciónentre las especiesmóviles de Aeromonase infecciones

gastrointestinalesenel hombre(Freij, 1987)justificael interésactualporconocerel papel

quepuedanjugaren los alimentos.

El aislamientodeestosmicroorganismosserealizósobreun total de 92 muestrasde

diferentesalimentosy aguas,previo enriquecimientoselectivoen aguade peptonaalcalina

(pH 8,6), ya que da lugara unamayoreficaciaen la detecciónde especiesmóviles de

Aeromonasen muestrasclínicasy medioambientales,sobretodo, cuandoen ellasno existe

unnúmeroelevadode microorganismos(Millership y Chattopadhyay,1984).

Deacuerdocon los resultadosobtenidoscon anterioridad,al compararla eficaciade

tres mediosespecíficosparael aislamientode Aeromonasspp.móviles de alimentos,el

mediode Ryano mA (Oxoid) seseleccionéparainvestigarla presenciadeAeromonasspp.

en las muestrasde alimentos.

“y

IV.2.l. - Pruebas bioquímicas seleccionadaspara su identificación y

diferenciación

La identificaciónde Aeronionasspp.móvilessebaséen unaamplia gamade pruebas

bioquímicas(oxidasa,Kligler, gram, ONPO, DNasa, catalasa,crecimiento a 370C,

crecimientosin CINa, hidrólisis de almidón, fermentaciónde D-manitol e ¡-inositol,

descarboxilaciónde la ornitina.dihidrólisis dela arginina,producciónde H
2S del tiosulfato
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y ureasa),de acuerdocon Popoff (1984>.Stelma(1989)y Varnam y Evans (1991). Las

cepasque no fermentaronel 0-manitol,descarboxilaronla ornitina o no hidrolizaronla

argininano seexcluyeron,yaque Kampfery Altwegg (1992)señalanqueA. schubertiino

fermentael D-manitol y Hickman-Brennery col. (1987) que A. veronhi es ornitina

descarboxilasapositivay argininadihidrolasanegativa.Hudsony De Lacy (1991)y Córrea
y col. (1993)utilizan, también,un esquemadeidentificaciónsimilar.

Otrossistemasmenoslaboriososy másrápidoshansidoutilizadosporotrosautores.
Así, Overmany col. (1985), comparanlos sistemasAPI 20E, API RE y API NFT,
obteniendolos mejoresresultadoscon el API 20E, al igual que Abeyta y col. (1986)y

Stelmay col. (1986).En estesentido,Figuray Guglielmetti(1987)consideranadecuados
tantoel sistemaAPI 20E comoel API 2ONE. Sin embargo,Toranzoy col. (1986)afirman

que la utilidad del sistemaAPI 20E esrelativa,siendonecesariaspruebasbioquímicas

complementariascomofermentaciónde la arabinosa,gelatinasa,Voges Proskauery

utilización del citrato. Coincidiendoconestosautores,Georgey col. (1986)empleanel

sistemaAPI 20E complementadocon gramn, oxidasa,fermentaciónde la glucosay
resistenciaal agentevibriostático0/129,mientrasqueKirov y col. (1990)agregana esta

pautadeidentificaciónla pruebade la movilidady la reacciónen el mediode Kaper(Kaper

y col., 1979). Krovacek y col. (1992a)afíadenestasmismaspruebascomplementarias,
exceptuandola reacciónen el mediode Kaper.al sistemaAPI 2ONE.Recientemente,Ogden
y col. (1994),al compararlaeficaciade los sistemasAPI 20E,API 20NEy Microbact24E,

consiguenlos mejoresresultadoscon los dosúltimos citados.Otro método rápidode

identificacióny clasificaciónenespecies,propuestoporKtihn y col. (1992),esel sistema

PhP(Pheneplate),basadoen el seguimientoespectrofotométricode la cinética de 48
pruebasbioquímicasrealizadasen placasdepoliestirenode96 pocillos. Hastael momento,
pareceque estossistemasno son lo suficientementefiablesparautilizarlos, de forma

exclusiva,en la identificaciónde lasespeciesmóviles deAeromonas.En distintalínea,se
hanpropuestootrossistemasde identificaciónrápidosbasadosen el análisisde lasecuencia

deARNr lÓS (Dorsch,y col.. 1994)yen la deteccióninmunoenzimáticadeA. hydrophita

serotipo0:11 (Merino y col., 1993).

Janda(1991)señalaquela diferenciaciónbioquímicade los gruposdehibridaciónes

aúnconfusay requiereun númeroelevadode pruebasbioquímicasqueconllevenun claro

riesgode identificacioneserróneas,proponiendocomo alternativaa los métodosgenéticos,

la diferenciaciónfenotípicaclásicadeA. hydrophita,A. sobriay A. caviae.

Enfocandoel trabajodesdeun punto de vistahigiosanitarioy no taxonómico,la
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clasificaciónde lasespeciesmóvilesde Aeromonasserealizóde acuerdocon el criterio de

Popoff (1984),diferenciandoA. hydrophila,A. caviaeyA.sobriaen basealaproducción

de gasde la glucosa,hidrólisisde la esculina,fermentaciónde la salicina,VogesProskaucr

y crecimientocon KCN. Lascepasquebioquimicamenteno encajabanen ningunadcesas
‘ytresespecies,se incluyeronen el grupode Aerornonasspp.móviles no clasificadas.El

esquemadeclasificaciónelegidoessimilar al utilizadoporStemy col. (1987),Kirov y col.
(19%),Hudsony DeLacy (1991)y Pofféy OpdeBeeck(1991). Porotro lado,Varnamy
Evans(1991) señalanque lossistemasrápidosAPI 2ONE, ATB 32Ey API 20E no son
útiles, por sí solos,para la diferenciaciónde estastresespecies.Figura y Guglielmetti

(1987)proponenel factor ‘CAMP-like” pataestefin. Okrendy col. (1987) sebasan

exclusivamenteenla producciónde gasde glucosay la hidrólisisde la esculina.Namdariy

Bottone(1989),tambiénutilizan un protocolosimplificadoparadefinir estastresespecies,

añadiendoel denominado“fenómenosuicida” a lasdospruebascitadas.

IV.2.2. Influencia del almacenamientode los alimentosa baja temperatura

en su aislamiento

En la Tabla IV.l5 (VéaseAnexo IVa, página 157) se observala detecciónde

Aeromonasspp.en el 40,21%de las muestrasde alimentosanalizadaseldíaceroo díade

su adquisiciónen el mercado,cifra que aumentóhastael 53,26%(Tabla IV.16. Véase

Anexo IVa, página 158) tras el almacenamientode las muestrasa 100C, cuandose

apreciabansignoslevesde alteraciónen el alimento.El aumentodel númerodemuestras

positivas,tras la conservaciónde los alimentosa bajastemperaturas,coincidecon los
resultadosobtenidosporPalumboy col. (1985b),Callistery Agger (1987)y Hudsony

Avery (1994) y podríadeberse,no sólo al efectoselectivode lasbajastemperaturas,sino
tambiénal aumentogeneralde lacargamicrobianadelos alimentosen funcióndel tiempode

almacenamiento. t

Es importantedestacarque,con ciertafrecuencia,seaislémásde unacepao especie

distintaa partir de unamismamuestrade alimento.

IV.2.3. - Incidenciaen aguas y alimentos
u

IV.2.3.1. - Aguas

En el aguade bebida,tantodoradacomono tratada,no sedetectaronAcromonasspp.

u

mt



RESULTADOSY DISCUSION

móviles.Moyer (1987)adviertequeeJ aguano tratadaes un factor deriesgoimportanteen

relaciónconestegrupode microorganismos.La ausenciade Aeromonasspp.en el agua

doradaha sido justificaday demostradaporCattabiani(1986)y van der Kooij y Hijnen

(1988). Estos autoresno admitenqueAeromonassearesistenteal cloro, a pesarde los

numerososaislamientosefectuadosenaguasdoradas,(Hazeny col., 1978; Burke y col.,

1984c;Schubert,1991; Krovaceky col., 1992a),así comoen aguasabidade estuario

(Kapery col., 1981)e, incluso,enaguaembotellada(Síadey col., 1986).

El aguano potablepresentéunaincidenciaelevadadeAeromonasspp.móviles (Tabla

IV.15. VéaseAnexo IVa, página157), que seaislaronen el 71,4% de las muestras,

resultadosque coincidencon los obtenidosporHuguety Ribas(1991)y Poffé y Op de

Beek(1991),confirmándoseasílaampliadistribuciónde estegrupobacterianoenmedios

acuáticosy terrestres,registradapor Austin y Austin (1985)y Abeytay Wekell (1988).

Burke y col. (1984<,Krovaceky col. (1989)y Knóckely Jeppesen(1990)señalan

al aguadebebidacomoposiblefuentede infección.La elevadafrecuenciadeaislamientos

enaguasde consumoha permitidoqueestegrupode microorganismosseincluyaentrelos

tradicionalesindicadoreshigiénicosutilizadosparacontrastarla calidaddel agua(Rippeyy

Cabelil, 1980; Clark y col., 1982; Krovaceky col., 1989).Contrariamente,Nishikaway

Kishi (1988)consideranquelascarnes,pescadosy vegetales,puedenserun vehículode

transmisiónmássignificativo queel agua.

IV.2.3.2. - Carnes

En catorcede las veinte muestrasde carnede poíío, cerdo,corderoy ternera

analizadasseaislaronAeromonasspp. móviles (TablaIV.15. VéaseAnexo IVa, página

157),alcanzandoesteproductoel segundopuestoen incidencia,con un 60%,despuésdel

aguano potable.Estosresultadoscoincidenconla marcadafrecuenciade aislamientosen

carnes,señaladaporFrickery Tompsett(1989),Majeedy col. (1989a,b)y Krovaceky col.

(1992b).La carnede pollo fue la quepresentóunamayorincidencia(100%).

Stemy col. (1987)informandela escasadeteccióndeAeromonasspp.en lasheces

de los animalesdeabasto,lo queinducea pensarquelaelevadacontaminaciónde la carne

no sedebe,únicamente,a contaminaciónfecal a nivel de matadero,sino tambiéna una

deficientemanipulacióny a laampliadistribucióndeestosmicroorganismosen el entorno.
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IV.2.3.3. - Pescadosy mariscos

Hudsony De Lacy (1991)aíslanespeciesmóviles de Aerornonasen el 34% de las

muestrasde pescadoqueanalizany Abeytay Wekell (1988)en el70% de las de mansco.

En nuestrotrabajo, la incidenciaen lasmuestrasutilizadasfue del 36% parael pescadoy
45% parael marisco(TablaIV.15. VéaseAnexo IVa. página 157), llegandoal 80% en

algunaespeciede pescado(jurel) y al 60%en chirlasy mejillones.La importanciade estos

datosseincrementaal considerarquesonproductossusceptiblesdeconsumirsecrudoso

pocococinadosy quese hanestablecidorelacionessignificativasentrecepasprocedentesde

alimentosde origenmarino(sobretodo moluscosbivalvos)y brotesdegastroenteritisenel

hombre(Altwegg y col., 1991).

IV.2.3.4. - Lechecruda y quesofresco

La presenciadel citado grupo se evidencióen el 20% de las muestraslácteas

analizadas(TablaIV.15. VéaseAnexoIVa, página157). Kielwein y col. (1969)y Palumbo n

y col. (1985a) aíslanAeromonasspp.en lechecrudt Santosy col. (1991) y Córreay col.
(1993)encuentranunaincidenciacercanaal 30%en quesofresco.La detecciónen queso
frescoelaboradocon leche pasterizada,posiblementeseadebidaa la recontaminación

posterioral tratamientotérmico,dadala termolabilidaddemostrada,al menosparaA.

hydrophfla,porPalumboy col. (1987)y Condóny col. (1992).

IV.2.3.5. - Ensaladaspreparadas

En ninguna de las ensaladaspreparadasse detectaronespeciesmóviles de u

Aeromonas.Lasensaladasestabanelaboradascon distintosvegetales(lechuga,tomate,

cebolla,zanahoria,escarola,col, pepino...)lavadasy listas parael consumodirecto,lo cual

explicaríala ausenciade microorganismospatógenoso potencialmentepatógenos.Sólo un

tipo de ensaladallevabaen sucomposiciónmayonesa,cuyo pH bajopodríaserun factor

limitante para el desarrolloy detecciónde Aeromonas. Fricker y Tompsett (1989)

encuentranunaincidenciamuy bajaenestetipo de ensaladas,mientrasKrovaceky col.

(1992b)no detectanAeronwnasen vegetalescrudos.Contrariamente,Callister y Agger e’

(1987) informan de elevadastasasde aislamientosen vegetales,sobre todo tras su

almacenamientoen refrigeración, es

u
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IV.2.4. - Distribución en especies de las cepas aisladas en los distintos

alimentos

Coincidiendocon Knóckel y Jeppesen(1990),como seobservaen la Tabla IV.17

(VéaseAnexoIVa,página159),A. hydrophilafue la especieaisladaconmayorfrecuencia

(39,50%).Sólo seiscepasfueronidentificadascomoA. caviae;enestesentidoKrovaceky

col. (1992b)obtienenresultadossimilares al estudiarla incidenciade Aeromonasen

alimentossuizos.El 20,98%delas cepascorrespondíanal perfil bioquímicode A. sobriay

un 32,09%no sepudieronincluir en ningunade estastresespecies.

A. caviaeseaislóprincipalmenteen mariscosy no sedetectóencarnesni pescado,A.

hydrophilaen carnesy pescadosy A. sobriaen carnes.En estesentido,Nishikaway Kishi

(1988)observanque mientrasA. hydrophita y A. sobriaseaíslanmásfrecuentementeen

carnes,A. caviaeestápresente,sobretodo,en vegetales,pescadosy mariscos.

IV.3. - Resistenciaal cloro de seis cepasdiarreicasy seis alimentariasde

Atromonas spp. móviles

Laresistenciaal clorodeestosmicroorganismossecomprobóefectuandorecuentosa

partirdesuerofisiológico estéril,contaminadocon 6 cepasdiarreicasy 6 alimentariasde

formaindependientey. posteriormente,dorandocon halazonahastanivelesdecloro activo

de 1,2, 2,5 y 5 ppm.

Los controlesseefectuaroncon suerofisiológico contaminadoy no sometidoa

cloración.Los resultadosde los correspondientesrecuentosserecogenenla Tabla IV.18

(VéaseAnexoIVa, página160).

En los suerosfisiológicos, contaminadoscon los mismos inóculosque los sueros

controlesy, posteriormente.dorados,no sedetectóla presenciade lascepasdeAeromonas

spp. móviles, previamenteinoculadas,poniendode manifiestola sensibilidadde estos

microorganismosa la cloraciónseñaladaporCattabiani(1986).En estesentido,Burke y

col. (1984c) tambiénindican que el nivel de cloro libre afectasignificativamentea la

presenciade acromonasen elaguay,Van der Kooij (1988)concluyequeel aislamientode

estosmicroorganismosen aguadoradasedebea la insuficienteconcentracióndecloroUbre

residualy al tratamientoincorrecto.Porotro lado, Yesim y Aykut (1994) señalanque

nivelesde hasta2,5 ppm de clorono afectana la supervivenciadeA. hydrophila.

Por lo tanto, se puedeconsiderarque estosmicroorganismosson sensiblesa la

cloracióny quelos problemasen el aguadoradasedebena recontaminacionesposteriores.
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Porello, esfundamentalhacerun seguimientode los nivelesde cloro residualque. por lo

general,debensercomomínimo superioresa 0,5 ppm, aunqueestelímite se eleveen

determinadascircunstancias.

IV.4. Influencia de diferentesparámetrosexófenossobre el crecimiento
de seis cepasdiarreicasy seis alimentariasdc Atromonas spp. móviles

Se emplearonlas siguientescepas. De origen diarreico: A. hydroph¡la 6, A.

hydrop/z¡la 9, A. caviae 16, A. caviae 18, A. sobria 11 y A. sobria 13. De origen

alimentario:A. hydrophila55,A. hydrophila96,A. caviae54,A. caviae97, A. sobria34 y
A. sobria92. Seconsiderécrecimientopositivocuandola lecturade absorbanciaen los

0<
pocillos inoculadosera0.025 unidadessuperiora la de cuatropocillos equivalentesno

inoculados.Dichaabsorbanciaeraaproximadamente0.080y secorrespondíacon unacarga

de 5.106 ufc/ml. Igualmente,se determinéque unaabsorbanciade 0,394 unidades 0<

significabaunatasabacterianade 10~ ufeiml.
u

IV.4.l. - Temperatura

e
Comoseobservaen la TablaIV.19 (VéaseAnexo IVa, página161),las temperaturas

de incubaciónensayadascorrespondena 4, 10. 28, 37 y 450C. En estetrabajosedetecté
0<

crecimientoa 40C en 7 cepas(2 diarreicasy 5 alimentarias),alcanzando4 de origen

alimentarioel nivel de io9 ufc/ml.

El grupodeAeromonasspp.móvilesha sido consideradodenaturalezapsicrótrofa e

pornumerososautores(Buchanany Palumbo,1985; Majeedy col., 1989b;Kirov y col.,

1990; Beuchat,1991; Kirov, 1993)e, incluso,con capacidadparaproducirexotoxinas, es

relacionadascon la virulencia,atemperaturasde refrigeración(Majeedy col., 1990;Eley y

col., 1993). 0<

Las cuatro cepasalimentariasque alcanzaronla tasa de io~ ufc/ml pueden

considerarseespecialmentepeligrosasdesdeel punto de vistade la SaludPúblicayaque,de
0<

acuerdocon Majeedy col. (1990).esnecesariollegar a esenivel de crecimientoparala
produccióny detecciónde enterotoxinasy hemolisinas.Porotra parte.esprecisotener

presentequeestatasademicroorganismospotencialmentepatógenosrepresentaunadosis

infectivaquesealcanzaríaen unos9 díasa40C.
El desarrolloelevadode lascepasaisladasen alimentosrefrigerados,en comparación

con las de origendiarreico,se podríaexplicarpor lamejory másrápidaadaptaciónde las
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primerasa estastemperaturasbajas.Estehechoya ha sidosefialadopor Knoehel (199<)).
Hudson(1992)y Buncicy Ave¡y (1995)queencuentranmenorcrecimientoa 50Cencepas
clínicaso aisladasen ambientescálidosqueen las procedentesde alimentosrefrigeradosy

ambientesfríos.
No obstante,en ningúncasodebedescartarseel crecimientode cepasclínicasa 4”C.

Estaconclusiónno sóloestárespaldadapor los resultadosde estetrabajo (2 de 6), sino

tambiénpor los trabajosde Kirov y col. (1990) y Eley y col. (1993) en los queseafirma
que la mayoríade las cepasde origen clínico puedencrecera 50C y quelo hacen
rápidamentea 100<2.

Cuandola temperaturade incubaciónseelevéa 100C, crecieronno sólo lascepas
alimentariassino tambiénlas clínicasy no seencontrarondiferenciassignificativasentre
ellas. No obstanteesteincrementode temperaturasupusoque el tiempo de detecciónde
crecimientodisminuyeseunascuatrovecesy que,el necesarioparaalcanzarla tasade 1o~
ufc/ml, quedasereducidoa4 díasaproximadamente.

Los resultadosde la Tabla IV.19 (VéaseAnexo IVa, página161), indicanqueel
crecimientomásefectivodeAeromonasspp. móvilesseobtienea 280C, al igualquehan
señaladoPopoff (1984) y Vamam y Evans(1991)quefijaron estatemperaturacomola
óptima.

Cuandola incubaciónserealizóa370<2,unacepadeorigen alimentariono creció.En
relaciónconestehecho,Knochel (1990)apuntaqueciertascepasambientalesson incapaces

de crecera370C. Sólounacepade origendiarreicoalcanzóel nivel de i0~ ufc/ml a esta
temperatura,lo que podríaexplicarunamenorproducciónde factoresrelacionadosconla
virulencia a 370C. Mateosy col. (1993) indican que a 37~C las cepasambientales

disminuyenla producciónde proteasasy hemolisinasaunqueno de citotoxinas,mientras
que, encepasclínicas,sólo esmásbaja la producciónde proteasas,aumentandola de
citotoxinasy hemolisinas.La dificultad paracrecerhastatasasmicrobianasimportantesa

37~C,de algunascepasdeAeromonas,podríaseruna de lascausasque influyeran en la
presentaciónde diferentesgradosde patogenicidaden el hombre.Así, las cepascon
capacidadvirulentasólocausaríangastroenteritisen e] casode coincidir conotrosfactores

que estimularansu crecimientoy facilitaranla producciónde toxinasy enzimasa 370C.
En estetrabajono sehadetectadocrecimiento,en ningúncaso,cuandola incubación

seefectuéa450<2. En la bibliografíaconsultada,Rouf y Rigney(1971) registrancepasque
sedesarrollaninclusoa 550<2, mientrasqueparaVarnamy Evans(1991) la temperatura
máximade crecimientodeAeromonasspp. móvilessedade 38-41OC y paraPalumboy col.
(1985b)de 420C. Estaheterogeneidadderesultados,posiblementese debaa lis diferencias
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de lascondicionesdecultivo y a la propiavariabilidad delas cepasensayadas.

IV.4.2. - Cloruro sódico

Como señalala Tabla IV.20 (VéaseAnexo IVa, página 162), todas las cepas

alcanzaronunausabacterianade io~ ufc/ml en presenciade0,5 y 2,5%de CINa,aunqueel

crecimientofue másrápidocon0,5%de CINa. Knochel (1990)observaqueen presencia

de0,5%de CíNa, crecenel 100% de las cepas,mientrasque con un 2% dc sal sólo se

desarrollanel 96%.Contrariamente,Paluniboy col. (1985b)no encontrarondiferencias *

cuandolas concentracionesdeCíNaerandel 0.5, 1.5 y 2.5%,detectandocepascapacesde

crecerhastacon4.5%.Ennuestrocaso,seregistréel crecimientodetrescepasdiarreicasy

tres alimentariasen presenciade 4.5% de CiNa, aunqueningunaalcanzóla tasade ío~

ufc/ml, por lo que estaconcentraciónde sal podríaprevenirla actividadpatógenade

Aeromonas.Sin embargo,cuandoel medio de cultivo contenía6.5%deCíNano sedetecté 0<

crecimientoenningúncaso.En estesentido,Santosy col. (1994)apuntanquemientrasen

presenciade 4.5%de CíNa algunascepascrecen,un 5% de CINa esya suficientepara

inhibir el crecimiento.

0<

IV.4.3. - pH

0<

Como seobservaen la TablaIV.21 (VéaseAnexoIVa, página163), tanto lascepas
diaffeicascomolas alimentariasalcanzarontasassuperioresa ío~uit/ml apH 7, aunquelos

mejoresnivelesde crecimientoseobtuvieronapH 8,5. Estehechojustifica la utilizaciónde 0<

aguade peptonaalcalina(pH 8,6)comomedio deenriquecimiento,previoal aislamiento.

Deacuerdoconnuestraexperienciatodaslas cepascrecierona pH 6, alcanzandoel

nivel de i09 ufc/ml cuatrodiarreicasy cincoalimentarias.Cuandoel pH bajóa4,5, sólo se

detectédesarrolloen dos cepasprocedentesde alimentos,con tasasde crecimiento

menores.A pH 3,5, ya no se registró proliferaciónbacterianade ningún tipo. En este

sentido,Palumboy col. (1985b)señalanel crecimientode cepasa pH 4,5 y Karem y col.
0<

(1994) indican que ciertascepasdeA. hydrophila,en mediosácidos(pH 3.5).sintetizan

proteínasprotectorasdelacélulabacterianaparaadaptarsea estascondiciones.

Finalmente,se podríaconcluir que el pH óptimo de Aerotnonasspp. móviles se

encuentraalrededorde 8,5 y que, en condicionesexperimentalesfavorables,estos

microorganismossonbacteriasrelativamentetolerantesa la acidezo concapacidadpara

adaptarsea un mediode estascaracterísticas.
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IV.4.4. - Nitrito sádico

Comosecompruebaen la TablaIV.22 (VéaseAnexoIVa, página164),a partirde

125 ~.tgJmlde nitritos secomenzóadetectarun efectonegativosobreel crecimientode
Aeromonasspp.móviles.En presenciade concentracionestanelevadascomo1000 I.Ig/ifll
sedesarrollaronseiscepasde alimentosy cuatrodiarreicas,aunqueprecisarontiemposde

incubaciónsuperiores.Otros autores,comoPalumboy col. (1992),compruebanque la

cepaK144 de A. hydroph¡la escapazde creceren presenciade 200 gg/ml denitritos. En

consecuencia,sepuedeafirmar que los nitritos, por sí solos,a las concentraciones
permitidasen los alimentos,prácticamenteno afectanal desarrollode Aeromonasspp.

móviles.

La influenciade la temperaturadeincubación,clorurosódico,pH y nitritos sobreel

desarrollode Aeromonasspp. móvilesdependiómásdel origen(diarreicoo alimentario)
que de las especiesimplicadas.No obstante,se puede matizarque las cepasde A.

hydrophilaresultaronserlasmásresistentesala accióndelos nitritos.

IV.4.5. - Efecto combinadode los parámetrosensayados

Los efectosindividualesdelos diversosparámetrosno seutilizan en la conservaci6n

de los alimentos,ya que raravez actúaun solo factor y, en cualquiercaso, la actividad

antunicrobianasemodificaal actuarconjuntamentevariosdeellos.
A 4~C y 100Csepotencióel efectoinhibidor delpH, cloruro sódicoy nitrito sódico.

En la TablaIV.23 (VéaseAnexoIVa, páginas165y 166)seobservaqueunpH6 a40<2es

capazde impedir por completoel desarrollodeAeromonasspp.. Palumbo(1988) y

Palumboy Buchanan(1988)hanapuntadoquela combinaci6nde bajastemperaturasy pHs
inferioresa 6 controlaeficazmenteestosmicroorganismosen los alimentos.En estesentido,

Aytac y Ozbas(1994)han observadounainhibición completadel crecimientoen yogura

40<2. Cuandoel pH seelexaa 7 esprecisoquela concentracióndecloruro sédicoseadel
2,5% y que los nitritos se incrementenhasta250-500 xg/ml paraque la inhibición sea

completa.

Deacuerdocon la TablaIV.24 (VéaseAnexorVa,páginas167 y 168),a temperaturas

de 100<2 y pH 6 esnecesarioadicionar125 ¡xg/ml de nitrito sódicoo bien 62 ¡sg/mldeeste

antiniicrobianoy elevara 2.5%la concentraciónde nitrito sódicoparaqueel crecimientode

estos microorganismosno tenga lugar. El desarrollo de Aeromonasspp. a bajas
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temperaturasesunade las razonesque justifican estetrabajo,yaque se ha comprobadosu

presenciaencarnesrefrigeradas(Jay,1967;bule y Murphy, 1978;Len,1987),pescadoy

marisco(Smith y col., 1984; Gorczycay col., 1985;Gram y col., 1987). y especialmente

en platoscocinadosmantenidosen refrigeración(Toule y Murphy, 1978).El empleode

temperaturasdeconservaciónde 4oC~lOoC,combinadascon la adiciónde nitrito sódico

(125 ~igIml),clorurosódico(2.5%) y un gradode acidezmoderado(pH 6) essuficiente

paracontrolarla proliferaciónde estosmicroorganismosen los alimentos.Deacuerdocon

estos resultados,Palumboy col. (1985a),Palumboy Buchanan(1988),Knóchel (1990),

Beuchat(1991)y Palumboy col. (1991, 1992) señalanqueel desarrolloy supervivencia

deAeromonasen alimentosa bajastemperaturasestáinterrelacionadocon otrosfactores

(sal,pH, nitritos,entornoatmosféricoy flora competitiva).

A 40Cy 100<2seobservarondiferenciassignificativas(p <0,05)entrecepasdiarreicas

y alimentarias.Estosresultadosestánde acuerdocon los trabajosde Knóchel (1990) y

Hudson(1992)en los quesedemuestrala mayoradaptaciónde cepasalimentariaspara

crecera bajastemperaturas,al igual quesumayortoleranciaa laacidez,clorurosódicoy

nitrito sódico.

En la Tabla IV.25 (VéaseAnexo IVa, páginas169 y 170) secompruebaque la

temperaturaóptimade crecimiento,en funcióndel tiempode generación,fuede 280Ccomo

admitende formageneral diversosautoresaunquey, al igual que observaPalumboy col.

(1991),la fasede latencia.en ocasiones,fue máscortaa 370<2. Las diferenciasentre las

distintascepasfueronescasasaestatemperatura,decanuindose,en todocaso,afavorde las

de origendiarreico,quefueronmásresistentesa la acidez.La influenciade los nitritos a

280<2estuvofuertementedeterminadaporel pH, ya quelas cepasalimentariasfueron más

resistentesa pH 7 y las diarreicascuandoesteparámetrodescendíaa 6. Estosresultados

podríanseñalarquelos pHs bajosjueganun papelimportanteen el controldeAeromonas

spp. móvilesen alimentos,apoyadosporel hechoevidentede que,en todos los casos,el

pH óptimo de crecimientofue de 8,5.

A 370<2, comoseindicaen la TablaIV.26 (VéaseAnexo[Va, páginas171 y 172). las

cepas diarreicas mostraron mayor adaptación,resistiendomejor las condiciones

desfavorablesde pH, clorurosódicoy nitrito sódico. De modogeneral,se podríaconcluir

queel origen de las cepas(diarreicasy alimentarias)tieneciertainfluenciaen la resistencia

frentea los diferentesagentesutilizadosen la conservaciónde los alimentos,de los que la

temperaturaesel factordemayorinterés.
nr
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IV.5. Factoresde virulencia de Aeromonasspp. móviles

JV.5.1. - Productosexocelulares de cepas diarreicas y alimentarias

IV.5.1.1. - Hemolisinas

El ensayohemolítico,ademásde serpor símismo indicadorde virulencia,ha sido

propuestopor Burkey col. (198la) como técnicasencillaparainvestigar,con un 5% de

error, la actividadenterotóxicade las cepasdeAeromonasspp.,al consideraral igual que

Majeedy col. (1989a),que en la granmayoríade lascepas,las actividadeshemolítica,
citotóxica y enterotóxicaestánasociadas.En estesentido,Baloday col. (1995) han

propuestoel empleode la reacciónen cadenade la polimerasaparaagilizarla detecciónde

cepashemolíticasdeAeronwnasspp.Sin embargo,Okitsuy col. (1985)y Krovaceky col.

(1994) no hanencontradounarelaciónsignificativaentrehemolisisy enterotoxicidad,y
Todd y col. (1989) y Notermansy col. (1986) tampocodetectaroncorrelaciónentre
citotoxicidady hemolisis.No obstante,Asaoy col. (1984),Stelmay col. (1986),Bunning
y col. (1986) y Burke y col. (1987) han purificado una p-hemolisina citotóxica y

enterotóxica,apartir del sobrenadantedeun cultivo deA. hydrophila.

IV.5.1.1.1. - Hemólisisdesarrolladapor las coloniasbacterianassobreagarsangre

De acuerdocon CaNil (1990) seconsideróa-hemolisiso hemolisisincompleta,
cuandosobreagarsangrede caballoo corderoaparecíaun halo opaco alrededorde las

coloniasde aeromonas.Lascepasque originaronun halo transparente,al crecersobreagar
sangredecaballoo cordero,seconsideraronf3-hemolíticas.

Comoseobservaen la TablaIV.27 (VéaseAnexo IVa, página173) sedetectóun
mayornúmerode cepashemolíticascuandoseempleóagarsangredecaballoquecuandose

utilizó agarsangrede cordero.Todaslas cepashemolíticas,sobreagarsangredecordero,

lo fueron tambiénsobre agar sangrede caballo y un númeroimportantede cepas

a-hemolíticas,sobreagarsangrede cordero,originaronj3-hemolisissobreagarsangrede

caballo.Howard y Buckley (1986)advirtieronquela a-hemolisis,puedeserconsecuencia

de laactividadresidualde la 13-hemolisina,lo queexplicaríaquealgunascepasp-hemolíticas

sobresangrede caballosecomportencomo a-hemolíticassobresangrede cordero,sin que

ello impliquela producciónde las doshemolisinas(a y 3). Por tanto. sepodríadeducirque
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la sangrede caballoesmás inestableque la sangrede corderoo bien mássensiblea las

hemolisinasproducidasporAeromonasspp.Dadoqueel agarsangredecaballoresultémás

eficaz para detectarcepashemolíticasy actividad beta hemolíticasc consideraron,

fundamentalmente,los resultadosobtenidosconestemedio.

No seapreciarondiferenciasimportantesen el númerode cepashemolíticaso en el
tipo de hemolisisobservadosobreagarsangrede caballo,al incubarlas placasa las

distintastemperaturasy tiemposespecificadasenlaTablalV.27 (VéaseAnexoIVa, página

173).sin embargo,podríaselialarsequeal trabajarcon agarsangrede corderoa 370<2,en

las cepasde origendiarreicono sedetectéj3-hemolisisy el númerode cepas¡3-hemolíticas

de A. sobriaseredujoconsiderablemente.Contrariamente,Ljungh y col. (1981),aislaron
9

dos hemolisinas: la a-hemolisina,cuyo pico máximo de producción aparece,

aproximadamente,a las 50 horasde incubacióna 200C y no se detectacuandola

temperaturaessuperiora 300<2,y la p-hemolisina,cuyaproducciónóptimaseconsiguea

370<2 en 18-20horas.Caberesaltarqueel ensayohemolítico,basadoen laobservaciónde

los halos de hemolisis,que aparecenalrededorde las coloniassobreagarsangre,no

permite,lógicamente,detectarla producciónde a-hemolisinasen cepasproductorasde
ambashemolisinas.

Los resultadosde la TablaIV.27 (VéaseAnexoIVa, página1>73) no permitenapreciar
e

diferenciasimportantesen laactividadhemolíticade las cepasdiarreicas,alimentariaso de

colecciónsobre agarsangrede caballoy cordero,lo que coincide con los resultados
e

obtenidospor Mateosy col. (1993)al trabajarconcepasde origenacuáticoy humanosobre
agarsangrede cordero.

Contrariamentea los resultadosobservadosparalasdemásespecies,lascepasdeA. mv

cav¡ae, tanto diarreicascomoalimentarias,secomportaronpredominantementecomo
a-hemolíticas.

IV.5.l.l.2. - Hemolisisdesarrolladaporel sobrenadantecompletolibre de célulassobre
e

eritrocitosen suspensión

El título hemolíticoasignadoa cadasobrenadantefue la inversadela dilución másalta

queproducíael 100%de hemolisis(Mateosy col.. 1993).
nr

Los resultadosmássatisfactoriosseobtuvieroncon eritrocitos de conejo(Tablas
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IV.28; IV.29; IV.30 y IV.31. VéaseAnexo IVa, páginas147 a 177). Así, el númerode

cepashemolíticasconeritrocitosde conejofuesiempresuperiory todasla cepasqueUsaron

los eritrocitosdc cordero,hemolizarontambiénlos de conejoalcanzando,además,títulos

superiores.En estesentido,Ljungh (1987)ha señaladoquelos eritrocitosde roedoresson

losmássensibles,por poseerunaglicoforina en la membranaqueactúacomoreceptora
para las hemolisinasde aeromonas.Todd y col. (1989) encontrarondiferenciasen los
resultadosobtenidoscon eritrocitosde conejoy de hamster,siendoestosúltimos los más

sensibleso fácilesde lisar,e indican,al mismotiempo,que la actividadhemolíticadepende
tambiéndelmediodondeseobtieneel sobrenadante.

El empleode ambostipos de eritrocitos en esteensayodio lugar a diferencias

estadísticanientesignificativasentrelos títuloshemolíticosregistradosa370<2 (p < 0.0005),

a 280<2(pc 0,0005) , a 20~<2 (ji <0,0005),y a 70<2 (ji <0,0005).

Dadala mayorlabilidad de los eritrocitosde conejoo su máselevadasensibilidad

frentea las hemolisinasde aeromonasen comparaciónconlos decordero,la discusiónde
los resultadossecentraen los datosobtenidoscon losprimeros.

Lossobrenadantesobtenidosapartir decultivosincubadosa‘70C-336h.(FablaIV.28.
VéaseAnexoIVa, página174), dieronlugaratítuloshemoliticossobreeritrocitosde conejo
inferioresa los obtenidosa 200C-SOh.,a 280C-24h.ya 370C-18h(TablasIV.29, JV.30,
IV.31. VéaseAnexo IVa, páginas148 a 177). Las diferenciasson estadísticamente
significativasen todoslos casos(ji <0,0005)y el númerodecepashemolíticasdetectadas

a70<2 seredujonotablemente.Majeedy col. (1990)indicanque, la mayorpartede lascepas

hemolíticasa 37~C,tambiénlo sona 50<2y señalanquela produccióndeexotoxinasestáen

funciónde la poblaciónbacteriana,por lo quelas diferencias,queobservarona distintas
temperaturas,fueron consideradascuantitativasy dependientesde la tasabacteriana
alcanzadaa esatemperatura.Complementandoestainformación,Mateos y col. (1993)

apuntanque la produccióndefactoresextracelularespuededependertambiéndel efectode

la temperaturasobresu síntesiso secreción.

El mayornúmerodecepashemolíticassedetectóa 280<2, sin embargo,los títulos

hemolíticosobtenidosa estatemperaturafueroninferioresalos registradosa 200<2 y a 370<2,

(ji < 0,025 y ji < 0,005, respectivamente).Este hecho pone de manifiesto que la

temperaturaóptimade crecimientono coincidecon la temperaturaóptimadeproducciónde

factoresextracelulares.Al analizarel comportamientode las cepasde origen alimentario,el
mayor númerode cepashemolíticasse registraa 280<2, mientrasque el númerode las

detectadasa 20 y 370<2esbastantesimilar, indicandoqueexistencepashemolíticasa370<2
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queno lo son a 200C y sí a 280<?. Algo parecidoocurrecon algunascepashemolíticasa

200<2queno lo sona 370<2 y si a28~C.Estoshechoshacenpensarqueexistentemperaturas
r

óptimasde producciónde hemolisinasinferioreso superioresa 280C que daríanlugara

títulos hemolíticos,significativamentemásaltos,a20~Cy 370<?quea 280<?(p <0,025,en
4,

amboscasos).En el casode las cepasdiarreicasno seapreciarondiferenciasenel número
de cepashemolíticasni en los títulos registradosa distintastemperaturas.Estamayor
variabilidaden las temperaturasde produccióndeexotoxinasde lascepasalimentariasfrente
alasdiarreicashasidotambiénseñaladapor Kirov (1993).

r.

Al compararlos títuloshemolíticoso el númerodecepashemolfticasdetectadascon

eritrocitosdeconejo,a las distintastemperaturas,no seapreciarondiferenciasimportantes

asociadasal origen de lascepas(TablasIV.28, IV.29, IV.30 y JV.31. VéaseAnexo IVa,

páginas 147 a 177). Sin embargo,Knochel (1989a)ha señaladoun númerode cepas

hemolfticasnotablementemenora 37~C que a 1O~C, en aislamientosprocedentesde

ambientesfríos, concluyendoque muchascepasproductorasde toxinas a bajas
temperaturasno tendríanun papelsignificativo in vivo. Contrariamente,Krovaceky col.
(1994) no encontrarondiferenciasen el número de cepashemolíticasdiarreicaso
procedentesde sedimentosmarinos,detectadasa 37~C,aunqueestasúltimas mostraron
títulos más bajos. Igualmente,Figura y col. (1986) hallan actividadeshemolíticas,

citotóxicasy enterotóxicasbastantesimilaresentrecepasaisladasen pacientescon diarreay

encontrolessanos.

A 70<2 ningunacepadiarreicao alimentariadeA. caviaefue hemolítica,mientrasque
en las otrasespeciessedetectéun númeroconsiderabledecepashemolíticas.A 20, 28 y

370C lascepasdeA. caviaemostrarontítulosmuchomásbajosqueel restode lascepas.A.

hydrophila fue la especieen la quesedetectéel mayornúmerode cepashemolíticasy los

títuloshemoliticosmásaltos.De acuerdocon estosresultados,Majeedy col. (1989a,b)y
Correay col. (1993) apuntanque la producciónde hemolisinasestáasociadaa A.

hydrophulay A. sobria, enmayormedidaqueaA. caviae.Karunakarany Devi (1994)han

señaladoque la detecciónde hemolisinasen A. caviae dependede las condiciones
mv

ambientales,principalmente,del hierro. Diversosestudiossobrela actividadhemolíticahan

puestode manifiestoque un 90% de cepasde A. hydrophilason positivasy existeuna

estrechacorrelaciónentrehemolisisy citotoxicidad(Callistery Agger, 1987;Okrendy col.

1987). Sin embargo,en un trabajorealizadoen Dinamarca,sóloel 37%de las cepasde A.

hydrophilafueronhemolíticas(Knochel y Jeppesen.1990). w
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Por último, conviene señalarque la actividadhemolíticade los sobrenadantes,

obtenidosa28OC~24h. desapareciódespuésde someterlosa 560<2durante10 minutos,por

lo quelas hemolisinasdetectadasse puedenconsiderartermolábiles.

IV.5.l.1.3. - Hemolisisdesarrolladapor el sobrenadantelibre de células,concentradoy
fraccionadopordiafiltración,sobreeritrocitosde conejo

Se seleccionaron6 cepascuyos sobrenadantesmostraron títulos hemolíticos
superioresa 200 sobreeritrocitos de conejo,cuandola incubaciónserealizó a 280<? (A.

hydrophila 2 procedentede la ColecciónEspafiolade Cultivos Tipo,A. sobria 11 de origen

diarreico y A. hydrophila 27, A. hydrophila 55, A. hydrophila 75 y A. hydrophila96 de
origenalimentario).A continuación,el sobrenadanteseconcentró20 vecesy sedividió en

cuatrofraccionespor diafiltración.

Comoseobservaen la Figura[‘1.1(VéaseAnexo iVa, página196), la fracciónque
conteníalos componentesdel sobrenadantede pesomolecularsuperiora 50 kDaalcanzó

títuloshemolíticossuperioresa 2000en todosloscepasy, además,era13-hemolíticasobre
agar sangrede caballo.Estosresultadoscoincidencon los obtenidospor Ljungh y col.
(1981)queaíslanuna¡3-hemolisinacitotóxicay no enterotóxicade 50kDa y porAsaoy col.

(1984),cuya13-hemolisinacitotóxicay enterotóxicamostróun pesomolecularde 60 kDa.
Stelma(1988) atribuyela disparidadde resultadosde la enterotoxicidadal métodode

purificación,ya quemientrasLjungh sólo recuperael 0,6%de las unidadeshemolíticas,

Asaorecuperael65%,porlo quesu ¡3-hemolisinaseríaindudablementemásactiva.Burkey

col. (1987)y Stelmay col. (1986)handetectadouna¡3-hemolisinacitotóxicay enterotóxica

de 63 kDa, similar a la de Asao.Estosugierequela actividadesenterotóxica,citotóxicay

hemolíticapodríanradicaren la mismamolécula.Contrariamente,Cahilí (1990)considera

que hemolisinas,enterotoxinasy citotoxinassonmoléculasdistintas,dadala existenciade

cepasquepresentanestasactividadesde formaaisladaeindependientey <2hakrabortyy col.

(1984) han señaladoque las moléculasresponsablesde estas actividadesestarían

codificadasen genesdistintos.

Ljungh y col. (1981)describenunaa-hemolisinacitotónicay no enterotóxicade 63

kDa. Las técnicasempleadasen estatesisno hanpermitidoponerde manifiestola posible

existenciade unaa-hemolisina,presenteen la fracciónconpesomolecularsuperiora 50

kDa,yaque hubierasido enmascaradapor la actividad¡3-hemolítica.

La fracciónde 30-50kDamostró títulos hemoliticosbajos(4-8)sobreeritrocitosde

conejoy no originó hemolisissobreagarsangrede caballo,lo que podríadebersea la
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diferentesensibilidadde los eritrocitosde una y otraespeciefrente a las hemolisinasde

acromonaso biena la menordifusión del sobrenadanteen el agarsangrede caballo. La
4,

actividaddetectadaen estafracción podríaconsiderarsedetipo residual,ya que la capacidad

de separaciónde la técnicaempleadaesúnicamentedel90%.

En la fracción depesomolecularentre8-30kDa se registrarontítulos hemoliticos

variablesen funcióndela cepa(entre64y 256)y permitióobservara-hemolisissobreagar
sangredecaballo.Estafracciónpodríaconteneralgunasubunidadactivadelas hernolisinas

descritasporLjungh y col. (1981),Maoy col. (1984),Stelmay col. (1986)y Burke y col.

(1987) o algún factor extracelulara-hemolíticode peso molecularinferior al de la

a-hemolisinadetectadaporLjungh y col. (1981).
En la fracciónqueconteníalos componentesde pesomolecularinferioresa 8 k¿Dano

1’•
sedetectóactividadhemolíticasobreeritrocitosdeconejo,ni sobreagarsangredecaballo.

Al considerarestosresultadosy parallegar a concretarla actividadde las fracciones

seríapreciso,previamente,purificary caracterizarcadaunade ellas.

IV.5. 1.1.4. - Evolución de la producciónde hemolisinas,activas sobre eritrocitos de
conejo,enfuncióndelcrecimientobacteriano

u-
Seseleccionaronochocepascuyostítulos hemoliticoseransuperioresa 100cuandola

incubaciónserealizóa280<2(A. sobria 13 y A. sobria14 deorigendiarreico;A. hydrophila
ev

24, A. sobria34, A. hydrop/uita75,A. sobria92 A. hydrophila94 y A. hydrophila96 de

origenalimentario).

La produccióndehemolisinassobreeritrocitosde conejo(sin diferenciarportantoel

tipo de hemolisis)seempezóa detectaral final de la faselogarítmicao al principio de la
estacionadade crecimiento(FiguraIV.2. VéaseAnexo IVa, página197). Ljungh y col.
(1981)señalanquela ¡3-hemolisinaseproduceen la faselogarítmicay la a-hemolisinaen la

estacionana.
En todaslas cepasla actividadhemolíticaseevidenciócuandola poblaciónbacteriana

alcanzónivelespróximosa í09 ufe/mí. Enestesentido,Majeedy col. (1990)ya habían
e,

indicadoque la tasabacterianamínima necesariaparadetectarla producciónde factores

extracelulares.aunqueesespecíficaparacadacepa.siempreessuperiora 108 ufc/ml.

a
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IV.5.l.2. - Enzimas(proteasasy lipasas)

IV.5.l.2.l. - Proteasas

IV.5. 1.2.1.1. - Caseinolisisy elastinolisisdesarrolladaporel sobrenadantecompletolibre
decélulas

La mayoríade lascepas,tantodiarreicascomo alimentarias,hidrolizaronla caseína

(Tabla IV.32. VéaseAnexo IVa, página178). El nivel de producciónde proteasasde

ambosgrupos,expresadoen unidadesproteolfticas,fue similar. Enestesentido,Krovacek
y col. (1992b) observanque la mayoríade lascepasaisladasen alimentossuizosson

caseinolíticasy, en el trabajo de Mateos y col. (1993), no se apreciandiferencias

importantesen la actividadesproteolíticasde los sobrenadantesde cepasclínicas y

ambientales,obtenidosa28~>C.
A. caviae registréel menorporcentajedecepascaseinolíticas,asícomola másbaja

produccióndeproteasas.Igualmente,Leungy Stevenson(1988)observaronquetodaslas
cepasde A. hydrophila y la mayoríade las cepasde A. sobria produjeron proteasas,
mientrasquesólotrescepasde A. caviae fueronproteolíticas.Krovaceky col. (1992b)

tambiénhandetectadoactividadproteolítica tantoenA. hydrophilacomoenA. sobria.

La elastasaha sidoconsideradaun factor indicadordevirulenciaen Pseudomonas

(Hsu y col., 1981). Como seobservaen la TablaIV.32 (VéaseAnexoIVa, página178),

sólounacepano identificadaanivel deespeciey de origenalimentario,hidrolizóla elastina.
Estosresultadosno concuerdancon los de Santosy col. (1988).queregistranun 42,4%de
lascepasde Aeromonasconcapacidadde hidrolizarla elastina,al mismotiempoque,en el

casode A. hydrophila,estosautoresrelacionaronla virulenciaparapecesno sóloconla

elastinolisissino también con la estafilolisis. Por otro lado, Mateos y col. (1993)
observaronque la actividadelastinolíticaesmásfrecuenteen cepasambientalesqueen

clínicas.

IV.5. 1.2.1.2. - Caseinolisisdesarrolladaporel sobrenadantelibre decélulas,concentradoy

fraccionadopor diafiltración

En todas las cepas,la mayoractividadproteoliticasedetectóen la fracción del

sobrenadantequeconteníalos componentesde pesomolecularsuperiora 50 kDa(Figura
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r

IV.3. VéaseAnexo IVa, página 198). No obstante,las tres cepas(una diarreicay dos

alimentarias)que presentaronmáscapacidaddecaseinolisisen estafracción, también
ev

registraronunaactividadproteolíticaimportanteen la fracciónde pesomolecularentre8 y

30 kDa. En todaslas cepas,la fraccióninferiora 8 kDa hidrolizó la azocaseina,aunqueno

registréunaactividadtanaltacomo lasdosfraccionesyacitadas.Enel tramocomprendido

entre30y 50kDasepuedeconsiderarquelaescasaactividadproteolíticaregistrada(en tan

sólo doscepas)esde carácterresidual,ya que la eficaciade separaciónde la técnica

empleadaes de aproximadamenteel 90%. Sin embargo,Leung y Steveson(1988)

describenunametaiproteasatermoestablede 35 kDa y una serinoproteasatermolábil de

áSkDa,afirmandoquela secreciónde unao de las dosproteasasdependede la cepade

Aeronwnas.De acuerdocon esteautor,Rivero y col. (1990)hanconseguidodonaruna

proteasatermoestablede 38kDa.Porotro lado,Thunc y col. (1982)ponende manifiestola

existenciade una proteasatermoestableen el sobrenadantecrudo,que relacionancon la
aacciónletal en peces.En la mismalínea, Kanai y Wakabayashi(1984) y Shieh(1987,

1988) consideranque,en general,lasproteasastendríanacciónletalsobrepeces.

Podríaconcluirseque la actividadproteolíticaseconcentraprincipalmenteen las a

fraccionesde pesosuperiora 50 kDa y entre8 y 30 kDa, aunqueuna cepaalimentaria
mostróunaproteolisisimportanteen la fracciónde pesoinferiora 8 kDa. Estosresultados
ponende de manifiestola existenciade toda una variedadde proteasasexocelulares
secretadasporAeromonasspp.,asícomo de diferenciasmanifiestasentrelas distintas

o
cepas.En estesentido,Nietoy Ellis (1986) handescrito5 tipos deproteasasenAeromonas

spp.,al mismotiempoqueregistrandiferenciasentrelasaisladasdedistintascepas.

e-

IV.5.l.2.l.3. - Evolución de la producción de caseinasaen función del crecimiento

bacteriano

Seseleccionaronochocepasen las quesehabíadetectadouna actividadcaseinolítica u-

de 10 unidades,aproximadamente.

La producciónde proteasasscdetectóal final de la faselogarítmicadecrecimientoo al

principio de la estacionaria,cuandola poblaciónbacterianaalcanzóaproximadamentel0~j

ufc/ml (FiguraIV.4. VéaseAnexoIVa, página199).

En las FigurasIV.2 y IV.4 (VéaseAnexoIVa. páginas19? y 199)secomprueba,tal u-

y como indicaCahilí (1990),que la máximaproducciónde hemolisinascoincideconel

aumentoen la elaboraciónde proteasas.En relacióncon estehecho,Howard y Buckley u-

(1985) apuntanque las proteasasno sólo activaríanlas hemolísinasque se secretan

u,
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inactivas,sino que ademássedancapacesde facilitar el accesode otrasenzimasa sus

receptores.Contrariamentea estaacciónestimulante,Hardy y col. (1986)señalanque

inhibiendolas proteasasextracelularesse aumentadala estabilidadde las enterotoxinas.

Otro papelatribuidoa las proteasas,relacionadocon sucapacidadpatógenaparael hombre,
hacereferenciaa la capacidadde contrarrestarel efectobactericidadel suero,ademásde

facilitar la nutriciónde la célulabacteriana,apartir delos tejidosdelhospedador.

IV.5.1.2.2. - Lipasas

IV.5.1.2.2.l.- Lipolisis desaifolladaporel sobrenadantecompletolibre decélulas

Las 100 cepasensayadassecomportaroncomolipolifticas, y no sepudierondetectar
diferenciassignificativasenel nivel de produccióndelipasasexocelulares(expresadocomo
¡tg de ¡3-naftol liberados)en funciónde su origen(TablaIV.33. VéaseAnexoIVa, página

179). Wakabayashiy col. (1981)y Santosy col. (1988)estudianla produccióndeenzimas

en cepasambientales,observandoquela mayoríasonlipolíticas,aunqueen la bibliografía
consultadano se¡tlacionala produccióndelipasasconvirulencia.

La cepasde A. hydrophlla, presentaronmayor capacidadpara hidrolizar el
p-naftilcaprilato,mientrasquelascepasdeA. sobria registraronmenoractividadlipoliltica.
La fuerte producciónde proteasasy lipasasextracelularesen A. hydrophilaexplicala
importanciade estaespecieen la conservaciónde los alimentos.Algunos autores,como
Suhren(1989) y McKellar (1989), incluyen a las aeromonasdentro del grupo de
microorganismosalterantesde alimentosrefrigeradosyaquecrecena bajastemperaturasy
producenunagranvariedadde enzimasexocelulares.

IV.5.I.2.2.2. - Lipolisis desarrolladaporel sobrenadantelibre de células,concentradoy
fraccionadopordiafiltración

Laactividadlipolítica seconcentróen la fracciónde pesomolecularsuperiora 50
kDa. Comosepuedeobservaren la FiguraIV.5 (VéaseAnexo¡Va, página200) la lipolisis
registradaen el restode las fraccionespuedeconsiderarseun artefactode la técnica.

Estudiosefectuadossobre lipasasen 1’. fragí, indican quepuedenexistir compuestos
lipolíticos constituidospor subunidadesde 25 kDa que, por agregación,daríanlugar a

lipasasde 250kDa (Lawrencey col.. 1967). Anguitay col. (1993),en uno de los escasos
trabajosexistentessobrelas lipasasde Acromonas,hanpurificadounalipasaextracelularde
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67 kDa de A. hydrop/ziIa.

IV.5.1.2.2.3.- Evoluciónde la producciónde lipasasen funcióndelcrecimientobacteriano

Seseleccionaronochocepascuyaactividadlipolíticadabalugar,aproximadamente,a u-

la liberaciónde 8 gg de¡3-naftol.

La actividad lipolítica comenzóa detectarseal final de la fase logarítmicade ev

crecimientoo principio de la estacionaria,aunqueen algunascepasno sepusode manifiesto

hastaalcanzarla faseestacionariaavanzada(FiguraIV.6. VéaseAnexo IVa, página201). u-

Estehechoexplicarlala variedaden el comportamientode lascepasque,en algunoscasos

(Priest, 1983),coincidecon ladeteccióntempranaobtenidaenP.fluorescens,mientrasque
e

en otros (Mckellar, 1989>,la máximaproduccióndelipasastienelugaren laúltimafasede

crecimiento.
e

IV.5.1.3. - Citotoxinas
e

Comoya seafirmó al hablarde hemolisis,Burkey col. (1981a)hanseñaladoquela
actividadhemolítica,citotóxicay enterotóxicaestáncorrelacionadas,aunqueotrosautores, e>

comoToddycol. (1989),no admitenestaasociaciónentrela producciónde enterotoxinasy
citotoxinas.El estudiodela citopatogenicidadpuedeampliarla informaciónobtenidaenlos

e-
ensayoshemolíticos,si seconsideraqueLjungh y col. (1981)y Chakrabortyy col. (1984)
hanaisladounaenterotoxinano hemolíticacitotónica(quealterala morfología , pero no
causala muertecelular).La ¡3-hemolisinaobtenidaporMao y col. (1984)esenterotóxicay e-

citotóxica (determinamuertecelular). En cualquiercaso,la detecciónde la enterotoxina

citotónicaesmuchomenosfrecuentequela de la enterotoxinacitotóxica(Seidíery col., u

1980; Johnsony Lior, 1981).Además,Burke y col. (1987) indicanque,probablemente,la

enterotoxinacitotóxicatienemásimportanciacomofactorde virulenciaquela enterotoxina 0

citotónicay Potomskiy col. (1987a)observanquela actividadcitotóxica seasociacon

frecuenciaa cepasaisladasen hecesdiarreicas.En estesentido,Buning y col. (1986)
a

consideranqueel efectocitotónicopodríaserun efectocitotóxico residual,yaque,al diluir
la enterotoxinacitotóxicahastadosissubletaleso calentarlaa 560C, el efectosobrelas

célulaspasaa sercitotónico. Vadively y col. (1995)han detectado,en todaslas cepas 0

aisladasde pacientescon septicemia,actividadcitotóxicay hemolíticaperono enterotóxica.

e-

e-
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IV.5. 13.1. - Citotoxicidaddesarrolladaporel sobrenadantecompletolibre decélulassobre

líneascelularesestables

El título citotóxico seexpresacomola inversade la dilución másaltaque provocael

50%de muertecelularsobrecélulasVero o el 100%sobrecélulasde mieloma.

La citotoxicidad sobrecélulasde mielomasellevó a cabo sobrelas 100 cepas.

CuandoseemplearoncélulasVero seensayaron28 cepasseleccionadaspor su actividad

hemolítica:2 procedentesdelaColecciónEspaifoladeCultivosTipo (A. hydrophila 1 y A.

hydrophila2); 4 aisladasen hecesdiarreicashumanas(A. hydrophila8, A. sobria 11,.

sobria 13 y A. caviae 18) y 22 aisladasenahimuno&Lagua& (A. sobria23,Aeromonasno

clasificada26, A. hydrophila 27, A. sobria 37, Aeromonasno clasificada40 , A.

hydrophila 43, A. caviae54, A. hydrophila 55, Aeromonasno clasificada62, A.

hydrophila63,A. sobria68, Aeromonasno clasificada70,Aeromonasno clasificada72,
A. hydrophila75. Aeromonasno clasificada77,A. hydrophila78,A. caviae 87, A. sobria

91,Aeromonosno clasificada95,A. hydrophila96,A. caviae97 y A. hydrophila100)

La actividadcitotóxica deAeromonasspp. seha estudiadosobrenumerosaslíneas
celulares:Vero, Int. 407, hígadode chimpancé,CHO, HeLa (Boulangery col., 1977;

Barery col., 1986; Kindschuchy col., 1987).Santosy col.(1988)incluso utilizan líneas
celulares poiquilotermas(de peces),comparándolascon los efectosobservadossobre

célulashomeotermas(HeLa, Vero y fibroblastos),sin apreciardiferenciasclarasen la
toxicidad.Sin embargo,enestetrabajo(TablaIV.34. VéaseAnexoiVa, página180),las

célulasdemielomaregistrarontítulos citotóxicossignificativamente(p<0.0005)másaltos

quelascélulasVero,a pesarde que,el título obtenidosobrecélulasde mielomasereferíaa

ladiluciónqueprovocabael 100%demuertecelulary, sobrelas Vero,a laqueoriginabael

50%.Todaslas cepascitotóxicassobrecélulasVero tambiénlo fueron sobrecélulasde

mielomay sólo unacepacitotóxicasobrecélulasde mieloma,aunqueconun título muy

bajo (1,67),no lo fue sobrecélulasVero. Portanto,las célulasde mielomapodríansermás
adecuadasparaestimarla actividadcitotóxicadeAeromonasspp.,principalmente,cuando
éstaesescasa.No obstante,dadala mayorproximidadfilogenéticade lascélulasVero ala

especiehumana,esposiblequela informaciónqueproporcionansobrela virulenciade las

cepasestémásvinculadaala patogenicidadenel hombre.

El distinto comportamientode ambaslíneascelularespodríadebersea la mayor

sensibilidadde las célulasde mieloma frente a las citotoxinasde Aeromonas.En este

sentido,Bunnig y col. (1986)observanque las célulasde melanomasonunas100 veces

123



RESULTADOS Y DiSCUSION

mássensiblesquelascélulasCROmientrasque,Todd y col.(1989)Tegistranunaactividad

similar sobrecélulasHeLa(carcinomaepitelial de cervix humano),célulasYl (tumorde

cortezaadrenalen ratón) y célulasCRO, aunqueestasúltimas fueron ligeramentemás

sensibles.Tambiénsepodríapensarquelascélulastumorales.al crecermásrápidamentey

no alcanzaruna diferenciacióncelularcompleta,seríanmás inestablesantecualquier

agresión,sin embargono existieron diferencias importantesen la toxicidad del

etilmetanosulfonato,utilizado como control positivo, sobrecélulasVero (303 ~.tgIml

provocaronel 50% demuertecelular)y célulasde mieloma(443¡tg/ml provocaronel 100%

demuertecelular).
*

Por otro lado, las lesionesmorfológicasindicadorasde toxicidad, tal y como se

observaen la FiguraIV.7 (VéaseAnexo[Va,página202), consistenfundamentalmenteen
redondeamientoy desprendimiento,en el caso de las células Vero, pasandode una
monocapade células ligeramenteelongadasadheridaa la pareddel frasco a células
redondeadasensuspensión.Lascélulasde mielomalesionadassufrieronun cambiomenos

espectacular,perdieronsuturgenciay esfericidad,arrugándosey disminuyendode tamailo
(FiguraIV.8. VéaseAnexoIVa, página203). —,

Veinte de las28 cepasensayadassobrecélulasVero (71,5%)y 75 de las 100 sobre
célulasdemielomasecomportaroncomocitotóxicas.Sin embargo,Frickery Tompsett
(1989)observancitotoxicidadsobrecélulasHeLasólo en el 30%de las cepas.

Como semuestraen la Tabla IV.34 (VéaseAnexo IVa, página 180), lascepas

alimentariasregistraronlos títulosmásaltos,aunqueno sepudieronestablecerdiferencias

significativasentreéstosy los obtenidosde cepasdiarreicas.Krovacek y col. (1994)

señalanque,aunquetodaslascepasfueron citotóxicassobrecélulasCRO, las de origen

humanoalcanzarontítulos de citotoxicidadsuperioresa las aisladasen sedimentosmarinos,

mientrasque Mateosy col. (1993) no encuentrandiferenciasentrecepasclínicas y
ambientalescuandoutilizan célulasVero. Igualmente,Santosy col. (1988)observanquela

citopatogenicidadde cepasclínicasy ambientalesessimilar sobrevariaslineascelulares

homeotermasy poiquilotermasy, contrariamente,Toranzoy col. (1983a),Morgany col.

(1985)y Ciprianoy col. (1981)no encuentranasociaciónentrecitotoxicidady virulencia

parapeceso enteropatogenicidaden el hombre

Ningunacepade A. caviae resultócitotóxicasobre célulasVero y sólo cuatrolo
fueronsobrecélulasde mieloma,registrandotítulos considerablementemásbajosqueel

restode las cepas.Eley y col. (1993),Correay col. (1993)y Majeedy MacRae(1994)

observan que la citotoxicidad se asocia,en escasasocasiones,a A. envine y.

¡24
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frecuentemente,aA. hydrophila y A. sobria. Burke y col. (1984b)y Frickery Tompsett

(1989)no detectaroncepasde A. caviaecitotóxicasy señalanqueA. sobria esla especie
que, con mayorfrecuencia,muestraestaactividad.Yamamotoy col. (1994) empleanla

hibridacióndelADN paraclasificarlas cepasdeAeromonasy observanquela citotoxicidad

seasocia,preferentemente,aA. hydrophila,A. veronhibiotipo sobria y A. jandai (cuyo

fenotipocoincideconA sobria),y, conpocafrecuencia,aA. sobriabiotipo sobria y A.

caviae.Por tanto, el grupo de cepasdenominadoA. sobria, segúnla clasificación

bioquímicade Popoff(1984), incluye cuatrogruposde hibridacióndistintos,destacando
A. sobriabiotiposobriadeescasavirulenciayA. veronil biotiposobriade mayorvirulencia

e invasividad(Janday col., 1984b;Watsony col., 1985; Carelloy col., 1988; Grayy col.,

1990; Havelaary col., 1992).Namdariy Bottone (1990b) no estánde acuerdocon los
autorescitados,señalandoqueA. caviaeescapazdeproducircitotoxinasy enterotoxinasen

funcióndel tiempoy lascondicionesde cultivo. Así, consideranqueestaespecienecesitaría
16 horasde incubación,mientrasqueA. hydrophila y A. sobria produciríanexotoxinasa

partir de las 8 horasde incubaciónen caldo triptonasoja. Por otro ladopuntualizanque,

además,A. caviaenecesitaríacaldotriptonasojaadobleconcentracióny exentode glucosa,
ya quela presenciadeesteazúcarpuedeinhibir la síntesisde estasmoléculas,al igual que
escapazde reprimir la ruta delasácidostricarboxfficos,dandolugaral acúmulode ácido
acéticoresponsabledel fenómenosuicidaqueseasociapricipalmenteaA. caviae.Como
factoradicional,la mayorconcentraciónde salesdel mediopodríafavorecerla estabilidad

delasexotoxinas.

IV.5.l.3.2. - Citotoxicidaddesarrolladaporel sobrenadantelibre de células,concentradoy
fraccionadopordiafiltración,sobrecélulasVero

Los mayorestítulos citotóxicos (Figura IV.9. VéaseAnexo IVa. página204) se

registraronen la fraccióndepesomolecularsuperiora50 kDa.Lascepasconmásactividad
citotóxica,en estafracción,fueronlasmismasquemostraronmáspoderhemolítico(Figura
IV.1. VéaseAnexo [Va, página196). Estosresultadoscoincidencon los obtenidospor
Ljunghy col. (1981),quedetectaronuna¡3-hemolisinacitotóxicano enterotóxicade50-51
kDa y por Asaoy col. (1984)que aislaronuna moléculade unos63 kDa conactividad
¡3-hemolíticay citotóxica,quedifiere de la exotoxinade Ljungh en que, además,provoca

acúmulode fluidos al actuarsobreel asaintestinalligadade conejo.

Igualmentese observócitotoxicidadcuandolas célulasVeroseenfrentaroncon las

fraccionesdel sobrenadantede pesomolecularentre8 y 30 kDa. aunquela correspondiente
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aA. sobria 11, que habíaobtenidouno de los títulos hemolíticosmáselevados.registróel

título citotóxico másbajo. A la vista de los resultadospodríamosafirmarque,en esta

fracción, las actividadescitotóxicasy hemolíticasno estaríanasociadas.A esterespecto,

Ljungh y col. (1981)y Chopray col. (1994)describenunaenterotoxinacitotónicay no

hemolíticade 15 kDa,y Potomskiy col. (1987b)detectanunamoléculasimilar, aunquede

pesomolecularsuperior(27 kDa). Estosautoresúnicamenteregistranactividadcitotónica

sobrecultivos celulares,pero como ya seha señaladocon anterioridad,la citotonicidad

puededebersea unaescasaconcentracióno a la parcialdesnaturalizaciónde la citotoxina,

comoconsecuenciadelmétodode purificaciónempleado.La diafiltración prácticamenteno
afectaal estadonativodelas moléculas,aunqueal concentrarlaspropiciaríala muertecelular

producidaporestafracción.
Lasfraccionesdepesomolecularinferiora8 kDa y entre30y 50 kDa no afectarona

loscultivoscelulares.

IV.5.2. - Propiedadessuperficialesde cepasdiarreicasy alimentarias

IV.5.2.1. - Hemaglutinación

La hemaglutinaciónesunat&nica sencillaqueseutiliza paraobservarla capacidadde
uniónde los microorganismosacélulaseucariotas(Cahilí, 1990). Singh y Sanyal(1993)

e>handescritounaasociaciónrelativaentrelacapacidadhemaglutinante,la resistenciaal suero

y la actividadenterotóxicade cepasdeAeromonasspp.
De acuerdocon Burke y col. (1984a),la aglutinaciónde los eritrocitosdeconejoo

cordero,seconsiderófuertecuandola agregaciónerainmediatay completa(HGL++) y

débil si eraincompletao no instantánea(HGL+). e>

En la Tabla IV.35 (VéaseAnexo IVa, página 181), seobservaquesólo43 cepas
aglutinaronlos eritrocitosde conejo;de ellas, sólo 12 tambiénhemaglutinaronlos de
cordero.Estasdiferenciasfueronsignificativas(ji <0,001)eindicanquelos glóbulosrojos

e
deconejosonmássensiblesa las hemaglutininasdeAeromonasspp.En estesentido,Paris
y col. (1982) encuentrandiferentesgradosde hemaglutinaciónen función del tipo de

eritrocitos y Vadively y col. (1995) observaronque las cepasde Aeromonasno e>

hemaglutinabanlos eritrocitosde cordero,aunquesi los de hamster,conejoy ave. Santosy

col. (1988) observaronmayor númerodecepashemaglutinantescon eritrocitoshumanos
que con eritrocitos de trucha,no encontrandoasociaciónentrela hemaglutinaciónde

e
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eritrocitosde truchay la virulenciade la cepasparapeces,ni entrela hemaglutinaciónde

eritrocitoshumanosy la enterotoxicidaden ratón.Por otra parte,Atkinsony Trust(1980)

relacionanla aglutinaciónde eritrocitoshumanoscon la agregaciónacélulasdel epitelio

bucalaunque,en estecaso,el mecanismode adhesiónesdiferente.

De acuerdocon los resultadosobtenidosporBurke y col. (1984a),queno señalan

diferenciasen la capacidadhemaglutinanteentre cepasaisladasen pacientescon

gastroenteritisasociadaaAeromonasspp. y cepasacuáticas,en la TablaIV.35 (Véase
Anexo IVa, página181) seobservaque no existió unaasociaciónsignificativa entrela
aglutinaciónde eritrocitos de conejoo corderoy las cepasdiarreicaso alimentarias.
Coincidiendocon estosresultados,Singh y Sanyal (1993) no observanque el origen
clínico o ambiental de las cepasse relacionecon una mayor o menor capacidad
hemnaglutinante.Contrariamente,Atkinson y Trust (1980) detectanaglutinaciónfuertede
eritrocitoshumanosy adhesióna célulasdel epitelio bucal de cepasaisladasen heces
diarreicashumanasy de cepasenterotoxigénicasy Caihill (1990)asociala hemaglutinación
con unaproteínade la membranaexternaqueposibilita la unión de las bacteriasa los
receptoresantigénicosH deloseritrocitoshumanos.EsteantígenoH tambiénapareceenla
superficiedelascélulasintestinales,por lo que podríainterveniren la uniónaestascélulas
antesde quetengalugar la liberaciónde lasenterotoxinas.Burkey col. (1984a)sugieren

quelas hemaglutininasy, no sólo las enterotoxinas,deberíanserconsideradasfactoresde
virulencia. Sin embargo,Jiwa (1983) y Santosy col. (1987) observaronque las
hemaglutininasno sonespecificasdecepasaisladasenhecesdiarreicashumanas.Stewarty
col. (1986)aislanunahemaglutininasoluble,apartir del sobrenandantelibre de célulasde
A. hydrophila,A. sobriay A. caviae,queno parecerelacionarseconla patogenicidad.

IV.5.2.2. - Inhibición de la hemaglutinaciónpor D-manosa,L-fucosay D-galactosa

La inhibición de la hemaglutinacióncon distintosazúcarespuedeaclarar,en parte, la
naturalezay especificidaddelas hemaglutininasdela superficiebacterianaqueinteraccionan

conlos receptoresexistentesen la superficiedeloseritrocitos(Trusty col., 1980).Dadala
sensibilidad,especificidady probablenaturalezaproteica,Cahilí (1990)recuerdaque las
moléculasresponsablesde la hemaglutinaciónpodríanser lectinas(que reconoceríanlos
azúcaresterminales)y quesecorresponderíancon aquellasque inhiben las propiedades

aglutinantesde los receptoresde la superficiecelular.Hanney Finkelstein(1982)describen

cuatrohemaglutininasen y. cholerae con diferenteespecificidadfrentea eritrocitosde
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distintasespecies,unade ellases inhibida por fucosa,otra por manosa,la tercerano es
inhibidapormanosani fucosay la cuartaesunahemaglutininasolubleresistentetambiéna
ambosazúcares.

Seconsideróque hablaexistido inhibición de lahemaglutinacióncuandolascepas

hemaglutinantesdejabandeserlo,o biencuandola hemaglutinaciónfuertesetransformaba

endébil, en presenciade D-manosa,L-fucosao D-galactosa.

e,

La capacidadhemaglutinantefrenteaeritrocitosdecorderofue inhibidaporuno, doso

los tresazúcares.El 23,3%de lascepashemaglutinantesconeritrocitosde conejopresentaron
hemaglutinaciónresistentealos tresazúcaresy, en ningúncaso,sedetectóhemaglutinación

sensibleatodosellos(TablaIV.36. VéaseAnexo IVa, página182).
Los patronesde inhibición con eritrocitosde corderodifieren a los obtenidoscon

eritrocitosde conejo,por lo quepodríaconsiderarsela intervenciónde distintoselementos
superficialesen la adhesióna uno u otro tipo de eritrocito, o bien que la unión con los de
corderoesmáslábil y fácil de inhibir. Morgany col. (1985)y Santosy col. (1988)observan
tambiéndistintos patronesde inhibición de la hemaglutinaciónen función del tipo de

eritrocitos.

El patrón de inhibición másfrecuentefue M+F-G-, tantoencepasdiarreicascomo

alimentariasy, la manosael azúcarquemásvecesinhibió la hemaglutinación(TablaIV.36.
a

VéaseAnexoIVa, página182). El papelde la manosacomoinhibidorde la hemaglutinación
deAeromonasspp. ha sidoseñaladopor Morgany col. (1985),al observarque todaslas
cepasmostrabanhemaglutinaciónsensibleamanosaconeritrocitosde algunaespecieanimal, e>

así comopor Atkinson y Trust (1980),Burke y col. (1984a)y Santosy col. (1988).Este

último autor,además,añadeque la hemaglutinaciónresistentea lamanosaesmásfrecuente e>

en cepasdiarreicasqueacuáticas.
Santosy col. (1988) observaronque el patrónde inhibición máscomún, frente a

Rs

eritrocitoshumanosy de trucha,eraM+G-F+. Contrariamente,en la Tabla FV.36 (Véase
Anexo IVa, página 182) sepuedeapreciarque sólo dos cepasde origen alimentario

el
mostraronestepatrón sobreeritrocitos deconejo. Burke y col. (1984a)indican que la

inhibición dela aglutinacióndeeritrocitoshumanospor manosa,fucosay no porgalactosaes

el patrónquemenosseasociaala diarrea, el

Por otro lado, Elbashir y Millership (1989) observaronque la hemaglutinación
resistentealos tresazúcares(M-G-F-) predominaen cepasaisladasen hecesdiarreicasy en e>

cepascitotéxicassobrecélulasVero.Contrariamente,los resultadosreflejadosen la Tabla

e>
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IV.36 (VéaseAnexo IVa. página182) indicanqueningunacepadiarreicamostréestepatrón.

Majeedy MacRae(1994)han señaladoquela hemaglutinaciónfueinhibida,enla mayoríade
los casos,poruno o másazúcares.

Sólo unacepadeA. caviaeerahemaglutinanteconeritrocitosde conejo,mostrandoun
patrón de inhibición resistentea los tres azúcares,mientrasque Burke y col. (1984a),
observanel patrónM+G-F+ paraestaespecie.

IV.5.2.3. - Autoaglutinación

Janday col. (1987)hanasociadola capacidadautoaglutinantedeAeromonosspp.con
distintaspropiedadessuperficiales,proponiendoestecaráctercomomarcadorde virulencia
al afirmar queel tipo SP-PAB+seasociaacepasaltamentevirulentasaisladasde procesos
invasivos.En estesentido,Dooley y Trust (1988)observanquelas cepasPAB+ son más
virulentasparael ratón.

LascepasautoaglutinantesmostraronprecipitaciónespontAnea(SP)al crecerencaldo
infusióncerebrocorazónincubadoa300C-18h.y o precipitacióndespuésde mantenerestos

cultivos 1 horaa 1000C(PAR).
El porcentajede precipitaciónespontáneasecalculécomparandola absorbanciaa

540nm. de la partesuperiordel cultivo, desarrolladoa 30<’C-18h.,con la de esemismo
cultivo, despuésde agitarlo.El porcentajede precipitaciónde las célulasbacterianas,
mantenidasa 1000<2-lh,seobtuvo comparandola absorbanciaa 540nm.,de la parte
superiorde unafraccióndel cultivosometidaestetratamientotérmico,conla de la fracción
mantenidaatemperaturaambienteel mismotiempo.

El carácterautoaglutinante(Tabla IV.37. VéaseAnexo IVa, página183) y los
porcentajesde precipitacióndelascepasautoaglutinantes(TablaIV.38. VéaseAnexo IVa,
página184)no pudieronasociarseconel origendiancicoo ajinientario.

En la TablaIV.37 (VéaseAnexoIVa, página183)sepuedeapreciarque5 cepasde
las 15 de origendiarreicoy 23 de las 81 alimentariasfueronautoaglutinantes,detectándose

los tres tipos de autoaglutinación(SP-PAiB+,SP+PAB+y SP+PAB-)en ambosgrupos.
Doscepasdiarreicasy 8 alimentariasmostraronel fenotipoSP-PAiB+. Coincidiendocon

estosresultados,Janday col. (1987)tampocoobservarondiferenciasentrecepasclínicasy
ambientales,registrandoun 30% de cepasautoaglutinantes,de las que másde la mitad

fueron SP-PAB+.En estalínea, Santosy col. (1988) no apreciarondiferenciasen la

autoaglutinacidnde cepasvirulentasy avirulentasparapeces.ni les fue posiblerelacionar
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autoaglutinacióny enterotoxicidad.

NingunacepadeA. caviaeeraautoaglutinante.Comosehaindicadoanteriormente,
t

Janday col. (1987),asociaronla autoaglutinacióna cepasaisladasde procesosinvasivos.

por lo queestosresultadosseríanaceptablesal considerarque A. caviae.raravez,se aísla
debacteriemiasy estassonsiemprepolimicrobianas(Janday col., 1984b).

IV.5.2.4. - Aglutinación con acriflavina gr

Comoseobservaen la Tabla IV.39 (VéaseAnexoIVa, página185), el 53,3%de las

cepasdiarreicasy el 56,8%de lasalimentariasno seagregaronen presenciadeacriflavina
(Acri-). En estesentido,Santosy col. (1988) detectaronun 50% de cepasAcri-,

e>
relacionandoestecarácterconla enterotoxicidadaunqueno conla virulenciaparapeces.
Janday col. (1987)hanasociadola incapacidadparaagzvgarseenpresenciadeacriflavina
conla letalidadparael ratón,aunquetambiénencuentranalgunascepasAcri+ letalesparael e>

ratón
e>

IV.5.2.5. - Hidrofobicidad superficial

e>
La adherenciabacteriana,esencialmente,esel resultadode dosmecanismosdiferentes

de unión:uno decarácterespecíficoy otroinespecífico.El primeroimplicaríala interacción
e>

decomponentescomplementariosdela superficiebacterianay de la superficiecolonizable

con marcadaafinidad. La unión no específicaconlíevainteraccioneselectrostáticaso
hidrofóbicasde muchamenorafinidad (Sweet y col., 1987). ReferenteaAeronwnas, e>

Bartkovay Cizner(1994)hanseñaladoqueen cepasno fimbriadasla hidrofobicidadpuede

serel factor másimportanteresponsablede la adhesiónacélulasepiteliales. e>

Las interaccioneshidrofóbicasjuegan un papel importanteen la adherenciay
proliferación de los microorganismosa una amplia variedadde superficiessólidas e>,

(Marshall, 1976).La hidrofobicidadnaturaldela superficieexternabacterianaintervieneen
la distribuciónde los microorganismosen interfases(Marshall, 1976; Blanchardy Syzdek,

e>
1978),en la adherenciabacterianaa superficiesplásticasimpermeables(Dexter y col.,
1975; Fletchery Loeb, 1979; Gersony Scheer,1980)y en la unión a célulasfagocitarias
(van Oss,1978) y otrascélulasde mamíferos(Perers y col., 1977; Smythy col., 1978;

Beacheyy col., 1980; Rosenbergy col., 1981).
Dillon y col. (1986)apuntanquelos resultadosobtenidosatravésde unasólatécnica e

no reflejan la hidrofohicidadsuperficialreaJ.Porestemotivo, la hidrofobicidadseestimóen

gr
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base a la unión a filtros de nitrocelulosa(Lachicay Zink, 1984) y a la adsorcióna

hidrocarburoslíquidos: hexadecano,octanoy xileno (Rosembergy col., 1980; Sweety
col., 1987).Otrastécnicaspropuestasparaestudiarla hidrofobicidadsonla agregacióncon

sal (Lindahí y col., 1981), la cromatograffade interacciónhidrofóbica(Smyth y col..
1978),laaglutinaciónde partículasde látex, la unión al cristal violeta(Paulay col., 1988)y

la adherenciaa superficiesde poliestireno(Rosenberg,1981).

IV.5.2.5.1. - Unión afiltros de nitrocelulosa

Las 15 cepasde origen diarreico y las 81 de origen alimentariomostraronuna

capacidadde uniónpróximaal 75%, sin quesedetectasendiferenciassignificativasentre
ambosgrupos(Tabla IV.40. VéaseAnexo IVa, página186). De acuerdocon Paulay col.
(1988),la gran mayoríade lascepasdeAeromonas sepuedenconsiderar“fuertemente
hidrofóbicas”cuandoesta propiedadse estimaen función de la unión a filtros de
nitrocelulosa.EstosautoresconsideranfuertementehidrofóbicaaA. salmonicida449,que

presentaun porcentajedeunióndel 82%y relacionanestapropiedadcon la existenciade la
capaA, al considerarquela mutante449-3,carentede capaA, muestraunacapacidadde
uniónde sóloel 20%.Porotro lado,la hidrofobicidadde la cepa449,estimadaen función
de suadsorcióna hidrocarburos,esmoderadaconxileno y, prácticamentenula,conoctano
y hexadecano.

IV.5.5.2. - Adsorcióna hidrocarburoslíquidos

La adsorciónahidrocarburoslíquidosy la unióna filtros de nitrocelulosapuedendar
lugar a resultadosno concordantes,asíPaulay col. (1988) indicanqueAcinetobacrer

calcoaceticusATCC 31012esfuertementehidrofóbicoen función desu adsorciónal xileno

(88%),al octano(90%)y al hexadecano(100%) y, moderadamentehidrofóbico,cuandose
determinael porcentajede unióna filtros denitrocelulosa(46%).

IV.5.2.5.2.1. - Al hexadecano

Los resultadosrecogidosen la TablaIV.40 (VéaseAnexoIVa, página186)muestran
que tanto las cepasdiarreicascomolas alimentariasregistraronun porcentajede adsorción

próximoal 15 %, porlo que la hidrofobicidadsepuedeconsiderarprácticamentenula. Por

lo general.los resultadosobtenidoscon el hexadecanofueron escasamentereproduciblesy.
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enocasiones,la absorbanciade lasuspensiónbacterianatratadacon estehidrocarburoera
incluso superiora la del control. En este sentido,Sweet y col. (1987) indican que la

fiabilidad de los ensayosde hidrofobicidad,en función de laadherenciaa hidrocarburos

líquidos,mejoracon laaireaciónfinal de la suspensiónbacterianaqueelimina los restosdel

hidrocarburo,exceptoen el caso de que se empleehexadecano.Por tanto, aunquese

detectarondiferenciassignificativasen los porcentajesde adsorciónque presentaronlas

cepasdiarreicasy alimentarias,los resultadosobtenidoscon el hexadecanono seconsideran

conel gradode fiabilidadpreciso.

IV.5.2.5.2.2.- Al octano

Lamayoríade las cepasmostraronhidrofobicidadmedia,en funciónde la capacidad

de adsorciónaestehidrocarburo,predominandolos valoresde adsorciónpróximosal 60%
(TablaIV.40. VéaseAnexo[Va,página186). Al compararlosporcentajesdeadsorciónde e>

cepasdiarreicasy alimentariasse observarondiferenciassignificativas (p < 0,005),
resultandolas cepasaisladasen alimentosmás hidrofóbicas.Sin embargo,Janday col, e>,

(1987)observaronhidrofobicidadtanto en cepasvirulentascomoen avirulentasparael
ratón.Contrariamente,Lachicay Zink (1984) asocianla hidrofobicidadsuperficialde

st
Yersinia enterocolíticaa la existenciade un plásmidode 40-48 megadaltons,que

determinaríala colonizacióndel tracto gastrointestinalen el ratón y cambiosen las
e>:

propiedadesffsico-quimicasde la superficiebacteriana.

IV.5.2.5.2.3. - Al xileno st

Coincidiendo con Janday col. (1987) y Paulay col. (1988), el xileno fue el e>

hidrocarburoconel que seregistraronlos porcentajesmásaltosde adhesión.Las cepasde

Aeromonasmostraronunahidrofobicidadmediacon unacapacidadde adhesiónpróximaal
gr

62%, registrándosediferenciassignificativas (p <0,01)entrecepasdiarreicas(menos
hidrofóbicas)y cepasalimentarias(máshidrofóbicas)(TablaIV.40. VéaseAnexo IVa,

página186).
La superficiede las bacteriasgram-negativasesnormalmentehidrofiica, como

consecuenciade la presenciadelipopolisacáridoso cadenasde polisacáridos(Lugtenbergy
Van Alphen, 1983). El aumentode la hidrofobicidadsuperficial sueleasociarsea
mutacionesque conllevan cambios de los lipopolisacáridoshacia formas rugosas
(Lugtenbergy Van Alphen, 1983), a la producciónde adhesinas(Jones,1977: Smythy
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col., 1978; Lindahí y col., 1981) que incrementaríanla hidrofobicidadal facilitar la

adhesión(Jones,1977) o ala presenciade unacapaextrasuperficialde naturalezaproteica,
como la capaA de A. salmonicida(Trust y col., 1983). Sin embargo,la capa5 de
Aeromonasspp. móviles, similar por su naturalezay estructuraa la capaA de A.

salmonicida.no aumentala hidrofobicidadsuperficialde las célulasbacterianas(Dooley y

col., 1988).Tal y comosehaexpuestoanteriormente,la hidrofobicidadserelacionaríacon

la capacidadde adhesióny. por tanto,conla virulencia. Sinembargo,Merino y col. (1995)

observanquelas cepasde A. hydrophila más virulentas para peces,productorasde
septicemias,poseenunacápsulade naturalezapolisacáriday, por tantohidrofflica, que daría
lugaraunadisminuciónde la bidrofobicidadsuperficialen estascepasaltamentevirulentas.

IV.5.2.6. - Aspectosmorfológicosde la superficiebacteriana

IV.5.2.6.1. - Capa5

Unaampliavariedadde bacteriaspresentancapassuperficialesproteicas(capas5) de
estructuracristalina (Sletyr y Messner, 1983). Estasestructuras,normalmente,están
constituidaspor monómerosproteicoso glicoproteicosensambladoscon simetría
hexagonal,tetragonalo lineal(Sletyr y Messner,1983),queformanla capamásexternade
la célulay regulan,en granmedida,lasinteraccionesentrelos microorganismosy el medio

externo.Una de susfunciones esde simpleprotecciónfísica frenteaagenteslíticos, como
protefnasdel suero(Munn y col., 1982)o bacteriófagos(Ishiguroy col., 1981).LacapaS,
identificadapor Kay y col. (1981) en cepas autoaglutinantesde It. salmonicida,

(originalmentedenominadacapaA) esuno de los principalesfactoresdeterminantesde

virulenciaparapeces,hastael puntodeque las cepasquecarecendecapaA seconsideran
avirulentas(Evenbergy Lugtenberg,1982; Evenbcrgy col., 1982; Munn y col., 1982;
Parkery Munn 1984).

Posteriormente,seha observadola presenciade capa5 en cepasde A. hydrophila

GH-1 y A. veronil biotipo sobriaGH-8 (fenotípicamentesecorrespondecon A. sobria)

implicadasen distintasinfeccioneshumanasy animales(Dooley y Trust, 1988; Paulay
col., 1988; Kokka y col., 1991b).La capa5 de Aeromonasspp. móviles únicamente

aumentala resistenciaa la acciónbactericidadelsuero(Murray y col., 1988)y no escapaz,
comola de A. salmonicida,de facilitar la adhesióna macrófagos(Trust y col., 1983) o

presentarpuntos específicos de unión para porfirinas (Kay y col., 1985) e

inmunoglobulinas(Phippsy Kay, 1986).Dooleyy col. (1988)han indicadoquela capaS,
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constituidapor unidadesproteicasde 52 kDa,esrelativamentehidrofóbica,aunquecuando

estáunidaala célulabacterianano le confieremayorhidrofobicidad.

Comoseapreciaen la Tabla IV.4 1 (VéaseAnexoIVa, página187),la capa5 (Figura

IV.l0. VéaseAnexo IVa, página205) se detectóen 65 de las 100 cepasensayadas

observándose,indistintamente,en cepasdiarreicasy alimentarias.Esteresultadopodría

suponerla presenciade cepaspotencialmentevirulentasen alimentos,si setieneencuenta

que Dooley y col. (1986) y Murray y col. (1988)han apuntadoque las cepasde A.

hydrophila, altamentevirulentasparapeces,poseenun antígenosomáticocomún (0:11) y

unacapaproteicauniforme en la superficieexternade la célula, cuyassubunidadesse e>

denominanproteína5. Lasunidadesproteicasde la capa5 no son idénticasa las proteínas
de la capaA deA. salmoniciday, pareceserque, tambiénse diferencianantigénicamente

1’
(Janday col. 1987). Por otro lado, Janday col. (1987) señalanqueno se ha podido
relacionarla existenciadela capa5 conel comportamientoPAB+de cepasdeA. hydrophila

altamentevirulentas.Sin embargo,Paulay col. (1988)hacenreferenciaa un nuevogrupo
deIteromonasmesófiiaspatógenas,con capa5. implicadasen infeccionesgravesde peces

y sereshumanos,con un mismofenotipoautoaglutinante(PAB±)y un antígenosomático

común(0:11).

Porotro lado,la frecuenciaconquesedetectalacapa8 entrelascepasdeAeromonas e>

(TablaIV.41. VéaseAnexo[Va, página187) tanto diarreicascomoalimentarias,podría

ponerendudasuvalidezcomo indicadorde virulencia En estesentido,la opiniónde los
gr

investigadoresquehanestudiadoesteproblemano escoincidente,asíCahill (1990)señala
quela capa5 proteicaesel mejor indicadorde virulencia, mientrasque, Merino y col.
(1993)consideranmásfiables las pruebasinmunoenzimáticasparadetectarel antígeno

0:11.

1V.5.2.6.2. - Pu

u
Los pili de Aeromonasspp. móviles puedenclasificarse,en función de su

morfología,en dostipos:pili cortosy rígidos, abundantesen la superficiecelularquese
e

detectanen cepasambientalesy pili largosy flexibles,en menornúmeroporcélula (1 a 60),
queaparecentantoen cepaselínicáscomoambientales(Carrello y col., 1988;Hokamay
col., 1990; Ho y col., 1990; Kirov y col., 1993b). Carrello y col. (1988) apuntanque la e>

adhesióna célulasHEp-2 estárelacionadacon la expresióndelos pilí flexibles,aunqueno

existe certezade que estalíneacelularestabletengalos mismosreceptoresde superficie st

para bacteriasque las células intestinaleshumanasin vivo. Nishikawa y col. (1991>

gr

‘34

e,



RESULTADOS Y DISCUSION

demuestranquela adhesiónde las cepasdeAeromona,saestalíneacelularesparalelaa la

adhesiónacélulasintestinalesde embriónhumanoy Rogersy col. (1990)y Greyy Kirov

(1993)afinnanquela adhesiónde las cepasdeAeromonassecorrelacionacon laquetiene

lugarsobretejido ileal humanoformolizado.

Comosemuestraen la FiguraIV. 11 (VéaseAnexo IVa. página206) sepudieron

observarlos dostipos depili encepasdiarreicasy alimentarias.

En la TablaIV.41 (VéaseAnexoIVa, página187) seapreciaquesedetectaronpili

conosy rígidos en 22 cepas,y largos y flexibles en 5 cepas,sin que se apreciasen
diferenciassignificativasentrecepasdiarreicasy alimentarias.Sehanpurificado los pilí

largos,a partir de dos cepasde A. hydrophila(Hokaniay col., 1990; Ho y col., 1990) y de
trescepasde A. sobria (Hokamae Iwanaga,1991, 1992; Iwanagay Hokama, 1992).
Cuatrode lospili purificados(uno deA. hydrophilay tresdeA. sobria) secomportaron

comofactoresquefavoreceríanla colonización(Hokamay col., 1990;HokamaeIwanaga,
1991, 1992;Iwanagay Hokama,1992),habiéndosecomprobadocapacidadhemaglutinante

en tresdeellos.También,Satoy col. (1989)aIslan un pilusen A. hydrophila,aunqueno
lograncorrelacionarloconhidrofobicidadni hemaglutinación.Porotro lado,pareceserque
lascepasenterotoxigénicasdeorigenfecal (A. veroniibiotiposobria)muestranmenos¡>111

quelascepasambientalesde la mismaespecie(Kimv y col., 1986)y las bajastemperaturas
decrecimientofavorecenla expresiónde 1ospili, independientementedel origendela cepa

(Kirov y col., 1993a,b).

IV.5.3. - Característicasbioquímicasde cepasdiarreicasy alimentadas

Se hanpropuestocomoindicadoresde enteropatogenicidaddistintascaracterísticas

fenotípicas,talescomo la bemolisis, la descarboxilaciónde la lisina, la reacciónVoges

Proskauer, la fermentaciónde la arabinosa,de la salicinay del sorbitol (Burke y col.,

1984b;Abeytay col., 1986; Kirov y col., 1986; Callister y Agger, 1987). Sin embargo,
Figuray col. (1986)y Kindschuchy col. (1987) hancuestionadola validezde algunosde
estoscaracterescomomarcadoresde virulencia. Carnahany col. (1990)señalanque la

actividadpirazinamidasapuedeser indicadorde virulenciaen A. sobria. Por otro lado,
Namdariy Bottone(1988)relacionanel comportamientono suicida,al creceren presencia
de 0,5% deglucosa,con la enteropatogenicidaddeA. sobriay A. hydrophila.Mateosy

col. (1993) consideraronque la utilización de la ramnosay el DL-lactato dependeríadel
origen.de modo que, ningunacepaclínica asimilaríala ramnosay ningunaambientalel

DL-lactato.
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IV.5.3.1. - Voges Proskauer

Comoseobservaen la Tabla IV.42 (VéaseAnexo IVa, página188) el 60% dc las

cepasdiarreicasy el 71,60%de las alimentadassonpositivasparaestareacción.No se

apreciarondiferenciassignificativasen la respuestaa estareacciónen funcióndel origen,

mientrasqueCallistery Agger(1987)afirmanquesecorrelacionacon lacitotoxicidad.Sin

embargo,Janday col. (1983b)encontraronque sólo el 42% de 12 cepascitotóxicasdeA.

hydrophila, aisladasen niñoscongastroenteritis,sonVogesProskauerpositivasaunque,
deacuerdocon la clasificaciónde Popoff (1984),las cepasVoges Proskauernegativas

seríanA.caviaeo A. sobria. Abeyta y coL (1986), al igual que Burke y col. (1983b),
st

observaronuna fuerte relación entre el carácter Voges Proskauerpositivo y la
enterotoxigenicidadparael ratón.

Al aplicarel esquemade identificaciónbioquímicaempleadoen estetrabajopara

diferenciarlasespeciesningunacepadeA. caviaeresultáSVogesProskauerpositiva.
e,

JN.3.3.2.- Descarboxilaciónde la lisina

e,

Aproximadamente,el 67% de las cepasdiarreicasy el 50% de las alimentarias

descarboxilaronla lisina (TablaIV.42. VéaseAnexoIVa, página188). En consecuencia,
e,

estecarácterno pudoasociarseal origende las cepas.Cailistery Agger(1987)apuntanque
la producciónde lisina descarboxilasaesun importanteindicadorde actividadcitotóxica.
Otros autores(Cumberbatchy col., 1979; Kaper y col., 1981; Burke y col., 1983b)
observarontambiéncorrelaciónentreestecarácterfenotípicoy la producciónde toxinas.Sin
embargo,Abeytay col. (1986)no handetectadoasociaciónalgunaentrela descarboxilación e,

de la lisina y la actividadcitotóxica.

e,

IV.5.3.3. - Fennentaciónde la arabinosa
e,

Un 60-70% de lascepas,tantodianeicascomoalimentarias,fermentaronesteazúcar,
porlo queno sehanapreciadodiferenciassignificativasenfunción delorigen(TablaIV.42.

VéaseAnexo IVa, página 188). Contrariamente,Abeytay col. (1986) y Burke y col.
(1983b) relacionanla actividadenterotéxicacon la incapacidadparafermentarla arabinosay

la reacciónVP-positiva.Sin embargo,Mateesy col. (1993)no encuentrandiferenciasen la

fennentaciénde la arahinosa entre cepas clínicasy ambientales
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Despuésde estudiar los factores de virulencia, independientemente,en cepas

diarreicasy alimentarias,seha investigadosi las asociacionesentreestosfactores,descritas

por otrosautorescomoindicadorasde virulencia,soncapacesdediferenciarambosgrupos
de cepas.En estesentido,Mittal y col. (1980) y Lallier y col. (1981) compruebanque las
cepasPAiB+ y Acri- sonaltamentevirulentasparapeces,poseenun antígenoO comúny
mayorresistenciaa la actividadbactericidadel suero.En laTablaIV.43 (VéaseAnexoIVa,

página 189)seobservaunamayor incidenciade patronesPAiB+ Acri- entrelas cepas
diarreicas(20%)queentrelas alimentarias(6%), aunqueestaasociaciónno essignificativa
(p c 0,1). Janday Brenden (1987), Paulay col. (1988) y Kokka y col. (1991a,b)

encuentranun grupo decepasautoaglutinantesconcapa5 y un antígenocomún(0:11)
implicadasen infeccionesgravesde hombresy animales.La TablaIV.43 (VéaseAnexo
IVa, página189)muestraquelascepasautoaglutinantesconcapa5 sedetectarontantoen

cepasde origen diarreicocomoalimentario.Burkey col. (1983b) y Abeytay col. (1986)
señalanquela reacciónVoges Proskauerpositiva y la incapacidadpara fermentarla
arabinosasecorrelacionanconla enterotoxicidad.De acuerdoconla Tabla IV.43 (Véase
Anexo IVa, página 189), estecriterio no permitió diferenciar cepasdiarreicasde
alimentarias,en las condicionesdenuestraexperiencia

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

virulencia

Contrariamentea lo indicadopor numerososautores(Boulangery col., 1977;Burke
y col., 1984b;Tumbulíy col., 1984; Aggery col., 1985;Callistery Agger, 1987),aunque

coincidiendocon otros (Figura y col., 1986; Krovaceky col., 1992a), no se detecté
relaciónentreactividadhemolíticay citotóxica.

En la Tabla IV.44 (VéaseAnexo IVa, página 190) se apreciaque las cepas
hemaglutinantesmuestrantítuloshemolíticossignificativamentemásaltos.Considerando
quela hemolisispuedeconstituirun indicadorde enterotoxicidad(Burke y col., 1981a;
Majeedy col.. 1989a),el empleoconjuntode estasdostécnicaspodríadiferenciarlascepas

másenterotóxicas.

Lascepascon pili muestranmayoractividadlipolítica (TablaIV.45. VéaseAnexo

IVa. página 190). La asociaciónde estosdos factorespodríaconstituir un indicadorde
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cepaspocovirulentasyaque. otrosmarcadoresde virulencia,comola autoaglutinación,la

descarboxilaciónde la lisina y la fermentaciónde la arabinosaindican quela cepas
r

potencialmentemáspatógenasseasociancon bajaactividadlipolítica y ausenciadepilí.

Lascepasque presentancapa5 mostraronmenoradhesiónal octano(Tabla IV.46.
VéaseAnexoIVa, página191), pero no sediferenciaron,en la capacidadde unión a los
filtros de nitrocelulosa,de las cepascarentesde capa 5. Por otro lado, las cepas

descarboxiladorasde la lisina presentanmenorcapacidadde unión a los filtros de
nitrocelulosa(Tabla IV.47. VéaseAnexo IVa, página 191), aunqueno seapreciaron
diferenciasenla adhesiónal octano.Deacuerdoconnuestrosresultados,asícomolos de
Dooley y col. (1988),la frecuenciadecapa5 enAeronwnasspp.móvilesrio aumentala

hidrofobicidad.Otros factores indicadoresde virulencia como la autoaglutinación,
descarboxilaciónde la lisina y reacciónVogesProskauerseasociaronen mayoro menor
gradoala hidrofobicidad.

Las cepasno aglutinantesen presenciade acriflavinamuestranmayor actividad
proteolítica(sobrela caseína)y capa5 (Tabla IV.48. VéaseAnexo IVa, página192).
Aunquela bibliografíamencionaun grupode cepasaltamentevirulentasprovistasde capa

S, autoaglutinantesy conun antígenocomún(0:11), Janday col. (1987)no encuentranuna
correlaciónclara entreautoaglutinacióny presenciade capa5. La no aglutinacióncon

y

acriflavinapodríaconstituirun indicadorútil paradiferenciarcepascon unacapaextrade

naturalezaproteicaen la superficiecelulary, porello, posiblementevirulentas.

La actividadproteolíticamarcadaseha relacionadotambiéncon autoaglutinacióny

reacciónVogesProskauerpositiva. Por tanto, aunqueno estámuy claroel papelde estas e,

enzimasen la patogenicidad,las cepasmás virulentasparecenproduciro secretarmás
proteasas.

ParaJanday col. (1987) la autoaglutinaciónesun marcadorde cepasaltamente
e,virulentas,aisladasde procesosinvasivos.La relaciónde la autoaglutinacióncon una

actividadproteolíticaelevaday unalipolítica baja(TablaIY.49. VéaseAnexoIVa, página
193) indicaqueestasactividadesseasocianacepaspotencialmentemásvirulentas.Las

cepasautoaglutinantesfueron más hidrofóbicas,mientrasque otros indicadoresde
virulencia (descarboxilaciónde la Usina y presenciade capaS) se asociana escasa e,

hidrofocibidad,sin olvidarque. tal y como se ha expuestoanteriormente,las cepasdc

e,
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RESULTADOS Y DISCUSiON

origen diarreico mostraronmenor capacidadde adhesiónal octanoque las cepas

alimentarias.

El fracasoparafermentarlaarabinosay, especialmente,la reacciónVogesProskauer

positivafueronlos factoresasociadosaaltaactividadcitotóxica(sobrecélulasde mieloma).

Además,las cepasno fermentadorasde la arabinosase asociarona una bajaactividad

lipolítica, menorpresenciadepili, capacidadhemaglutinantey descarboxilaciónde la lisina

(TablaIV.50. VéaseAnexo IVa, página194), indicando que la no fermentaciónde la
arabinosapodríaseleccionarlascepasconmásposibilidadesde servirulentas.

LareacciónVogesProskauerpositivaesla que seasociaal mayornúmerode factores

de virulencia(TablaIV.51. VéaseAnexoIVa, página195). Además,esel indicadormás
relacionadoconlasactividadescitotóxicay hemolítica.Tambiénseasociaclaramenteala

actividadproteolitica,autoaglutinación,hemaglutinación.aglutinacióncon acriflavina,
descarboxilaciónde la lisina e hidrofobicidad.Las cepasVoges Proskauerpositivas
muestranmenorcapacidaddeuniónalosfiltros de nitrocelulosay másadsorciónal octano,

indicandoque, aunquelas cepasdeAeromonassepuedenconsiderarhidrofóbicaspor

ambosmétodos,estosno diferencianlasquelo son en mayorgrado.
La reacciónVogesProskauerpositiva, al ser empleadaen la identificación de

especies,excluyelascepasdeA. caviae.Comoyasehaindicado,estaespecieesdeficitaria
paraun importantenúmerodefactoresde virulenciay seconsideramenosvinilentaqueA.

hydrophllay A.sobria (Burke y col., 1984b;Callistery Agger, 1987;Correay col., 1993).
Se puedededucir,de acuerdocon nuestrosresultados,que la reacción Voges

Proskauerinforma,enciertamedida,sobrela patogenicidadpotencialdeAeromonasspp.

móviles,comopreviamenteya hanseñaladoBurke y col. (1983b),Abeytay col. (1986)y

Callistery Agger(1987).

Seríanecesariodetenninarla implicación real decadauno deestosfactoresconla

virulenciaparaescogerel indicadormásadecuado.Hay que teneren cuentaqueestos
factoresdevirulencia sehandetectadotanto en cepasdiarreicascomoalimentarias,por lo
que,estasúltimaspodríanser,potencialmente,tanpeligrosascomolas diarreicas.
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TablaIV.1. - Recuentode la flora naturalpresenteendiversosalimentossobrelos

mediosensayados

Mbncnlos

Aguadorada

ISA

Lechecruda

Carnevacuno

5,64

7,51

5,11 (90,60)

4,17 (55,52)

2,39 (42,37)

3,77 (50,19)

Carnepollo

Carnecerdo

Pescadilla

Trucha

Chirlas

Gambas

5,95

6,13

4,88

4,66

4,95

6,84

4,61 (77,47)

4,20 (68,51)

3,90 (79,91)

3,73 (80,04)

3,53 (71,31)

5,76 (84,21)

4,00 (67,22)

4,39 (71,61)

3,21 (65,77)

3,23 (69,31)

2,77 (55,95)

4,84 (70,76)

4,41 (74,11)

4,20 (68,51)

3,93 (80,53)

3,37 (72,31)

3,43 (69,29)

5,90 (86,25)

4,37 (75,94) 3,57 (61,64)

0,75 (10,76) 0,82 (10,85)

4,30 (74,54)

0,84 (11,29)

N.D. - Crecimientonodetectado
(a).- Expresadoen log. ufc/m¡. o
«O. - Porcentajederecuperación
TSA. - Agartriptonasoja

AAA. - Agaralmidónampicilina
mA. - Medio deRyan (Unipath)
AGAP. - Agarglutamatoalmidón penicilina

X. - Mediaaritmética

D.S. - Desviaciónesténdar

g. de alimento

Aa

(a) (a) (b)

1

mA

(a) (b)

N.D.N.D.

AGAP

(a) (b)

N.D.

5,11

4,11

(90,60)

(54,72)

x
D.S.

5,82

1
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Tablalvi- RecuentosobtenidosendiversosalimentosinoculadosconAeromírntzs

spp.móviles(cepas839,398,837y 838)sobrelos mediosensayados

t

Alimentos Nl MA mA AA~AP

(a) (a) (b) (a) (b) (a) (b)

Aguadorada 7,62 6,24 (81,88) 7,38 (96,85) 6,26 (82,21)

Lechecruda 7,48 5,94 (79,41) 7,02 (93,85) 6,01 (80,34>

Carnevacuno 7,47 5,80 (77,64) 6,95 (93,03) 5,86 (78,44)
u,

Carnepolio 7,2 5,85 (81,25) 6,66 (92,50) 5,70 (79,16)

Carnecerdo 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)
e

Chirlas 7,03 5,58 (79,37) 6,63 (94,31) 5,60 (79,65)

Gambas 6,82 5,45 (79.91) 6,51 (95,45) 5,47 (80,20)

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 deinoculación
(a). - ExpresadoenIog. ufc/ml. o g.dealimento
(b). - Porcentajederecuperación
AAA. - Agaralmidónampicilina u,

mA. - Medio deRyan(Unipath)
AGAP. - Agar glutamatoalmidónpenicilina

u,
X. - Media aritmética
D S - Desviaciónestándar
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Tabla IV.3 - Recuentosobtenidosendiversosalimentosinoculadoscon

A. hydrophila CECT 839 sobrelosmediosensayados

Múnca Nl MA mA AGAE
(a) (a> (b) (a) (b) (a) (b)

Aguadorada 6,93 6,76 (97,54) 6,59 (95,09) 6,66 (96,10)

Lechecruda 7,42 6,91 (93,12) 6,78 (91,37) 6,91 (93,12)

Carnevacuno 7,37 7,07 (95,92) 6,89 (93,48) 7,17 (97,28)

Carnepollo 7,3 6,90 (94,52) 6,70 (91,78) 6,85 (93,83)

Carnecerdo 7,31 7,00 (95,75) 6,72 (91,92) 7,04 (96,30)

Pescadilla 7,21 6,95 (96,39) 6,69 (92,78) 6,92 (95,97)

Trucha 7,19 7,07 (98,33) 6,61 (91,93) 6,79 (94,43)

Chirlas 7,2 6,82 (94,72) 6,64 (92,22) 6,82 (94,72)

Gambas 7,16 6,90 (96,36) 6,75 (94,27) 6,86 (95,81)

X 7,23 6,93 (95,85) 6,70 (92,76) 6,89 (95,28)

D.S. 0,14 0,10 (1,58) 0,09 (1,26) 0,14 (1,33)

N.I. - Nivel deinoculación
(a). - Expresado en ¡og. uit/ml. o g. de alimento
(b). - Porcentajederecuperación
AAA. - Agar almidónampicilina
mA. - MediodeRyan (Unipatb)
AGAP. - Agarglutamatoalmidónpenicilina

X. - Media aritmética

D.S. - Desviaciónestándar
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Tabla JN.4 - Recuentosobtenidosen diversosalimentos Inoculadoscon

A. hydrophlla CEO? 398sobrelos mediosensayados

Ni MA mA A=AE

(a) (a) (1,) (a) (b) (a) (b)

Aguadorada 7,94 7,65 (96,34) 7,67 (96,59> 7,69 (96,85)

Lechecruda 7,45 7,00 (93,95) 6,85 (91,94) 6,95 (93,28)

Carnevacuno 7,52 7,07 (94,01) 6,92 (92,02) 7,07 (94,01)

Carnepoiio 7,06 6,66 (94,33> 6,50 (92,06) 6,57 (93,05)

Carnecerdo 6,99 6,80 (97,28) 6,82 (97,56) 6,83 (97,71)

Pescadilla 6,93 6,76 (97,54) 6,72 (96,96> 6,73 (97,11)

Trucha 6,96 6,83 (98,13) 6,34 (91,09) 6,90 (99,13)

Chirlas 7,81 7,32 (93,72) 7,23 (92,57) 7,25 (92,82)

Gambas 6,92 6,69 (96,67) 6,65 (96,09) 6,61 (95,52)

X 7,28 6,97 (95,77) 6,85 (94,09) 6,95 (95,49)

D.S. 0,4 0,32 (1,76) 0,39 (2,61) 0,34 (2,31)

N.I. - Nivel deinoculación
(a). - Expresadoeníog. ufdnil. o g. dealimento
(1». - Porcentajederecuperación u,

AAA. - Agaralmidónampiciina
mA. - Medio deRyan (tJnipatb)
AGAP. - Agarglutamatoalmidónpenicilina

X. - Mediaaritmética

OS. - Desviaciónestándar
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Tabla IV.5 - Recuentosobtenidosen diversos alimentosinoculadoscon A. caviae

CECT 838 sobrelos mediosensayados

Nl MA mA
(a) (a) (b) (a) (b) (a) (b)

Aguaclarada 7,79 7,56 (97,04) 7,68 (98,58) 7,61 (97,68)

Lechecruda 7,43 6,92 (93,13) 7,04 (94,75) 6,91 (93,00)

Carnevacuno 7,48 6,85 (91,57) 6,50 (86,89) 6,89 (92,11)

Carnepollo 6,89 6,69 (97,09) 6,43 (93,32) 6,46 (93,75)

Carnecerdo 7,26 6,88 (94,76) 6,87 (94,62) 6,89 (94,90)

Pescadilla 7,24 6,83 (94,33) 6,93 (95,71) 6,87 (94,88)

Trucha ‘7,18 6,63 (92,33) 6,55 (91,22) 6,57 (91,50)

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) 0,33 (2,32)

Ni. - Nivel deinoculación
(a). - Expresadoen log. ufc/ml. og. dealimento
(b). - Porcentajederecuperación
MSA. - Agat almidónampicilina
mA. - Medio deRyan(Unipath)
AGAP. - Agarglutamawalmidónpenicilina
X. - Media aritmética

D.S. - Desviaciónestándar
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Tabal IV.6 - Recuentosobtenidos en diversosalimentos inoculadoscon A. sobria

CECT 837 sobrelos mediosensayados

AJhn~nUm Ni MA mA AGAf

(a) (a) (b) (a) (b) (a) (b)

Agua dorada 7,85 3,01 (38,34) 7,58 (96,56) 3,10 (39,49)

Lechecruda 7,65 2,93 (38,38) 7,44 (97,25) 3,27 (42,74)

Carnevacuno 7,52 2,23 (29,65) 7,49 (99,60) 2,33 (30,98)

Carnepoiío 7,55 3,16 (41,85) 7,04 (93,24) 2,94 (38,94)

Carnecerdo 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)
e

N.I. - Nivel deinoculación
(a). - Expresadoenlog. ufciml. o g. dealimento
(b). - Porcentajede recuperación u,

MSA. - Agar almidónampidiina
mA. - MediodeRyan(Unipatb)
AGAP. - Agarglutainaloalmidónpenicilina
X. - Media ariunética
D.S. - Desviaciónestándar
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Tabla IV.8 - Recuentosde A. sobria CECT837 sobrelos mediosselectivos

con diferentesconcentracionesde antibióticos

Medios Anlihi4licD

TSA

CQnrentad~n Rw1~

U9g~/mD

8,01

r~mpuadón

100

Ampicilina

Ampicilina

Ampicilina

Ampicilina

Ainpicilina

Anhpicilina

Penicilina

Piniaricina

Penicilina

Pimaricina

0 mg./1.

5 mgJl.

10 mg./1.

Orng./I.

5 mgJi.

lOmg./L

o U.Iil.
o mg./1.

o u.ui.
10 mg./1.

7,99
2,91

2,74

7,72

7,45
2,64

7,93

7,92

99,75
36,32

34,2

96,37
93

32,95
e

99

98,87 st

AGAP* Penicilina

Pimaricina

100.000U.L/1.

10 mgJl.

2,96 36,95

st

*.. Conceníraccionesdeantibióticosindicadasenlas fórmulasoriginalesdelos medios.
TSA.- Agar ulptnnasoja
AAA. - Agaralmidónampicilina
mA. - Medio de Ryan(Unipath)

AC,AI’. - Agarglutamatoalmidónpenicilina

u,

e,

*

AAA

AAA

AAA*

mA

mA*

mA

AGAP

AGAP
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Tabla IV.9 - Recuperaciónde A. sobria CECT 837sobre losmediosmA y AGAP

condistintas concentraccionesde penicilina G sódica

AadMúÉu Can~mntradñn En f~rccnU&dt

fi- —

TSA 8,38 100

mA Penicilina 0 7,85 93,67

mA Penicilina 25.000U.I./l. 3,9 46,53

mA Penicilina 50.000U.LI1. 3,2 38,18

mA Penicilina 75.000UJJ1. 3.21 38,3

mA Penicilina 100.000U.L/L 3,17 37,82

AGAP Penicilina 0 7,84 93,55

AGAP Penicilina 25.000U.I.fl. 3,04 36,27

AGAP Penicilina 50.000U.I./1. 2,9 34,6

AGAP Penicilina 75X)00U.I.Il. 2,81 33,53

AGAP Penicilina 100.000UL/l. 2,93 34,96

TSA.- Agartriptonasoja
mA. - MediodeRyan (Unipath)
AGAP. - Agarglutamatoalmidónpenicilina
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Tabla IV.18 - Recuentos de los controles de suero fisiológico,

contaminadoscon seis cepasdiarreicasy seis alimentarias,no sometidosa
la cloración

Cepas de Aeromonasspp. Origen Recuento
(ufc/ml)

A. hydrophila6
A. hydrophila9

A. sobria 11
A. sobria 13
A. caviae16
A. caviae18

A. hydrophila 55
A. hydrophila96

A. sobria 34
A. sobria 92
A. caviae54
A. cavíae97

Hecesdiarreicas
Hecesdiarreicas
Hecesdiarreicas
Hecesdiarreicas
Hecesdiarreicas
Hecesdiarreicas

Carnedecerdo
Mejillones

Carnedecordero
Gambas

Carnedecerdo
Mejillones
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Tabla 1V.36- Inhibición de la hemaglutinación de las cepas de Atromonas spp, en
presenciade D-manosa,L-fucosa y D-galactosa

Cepashemaglutinantes
(Eritrocitos deconejo)

M+ F+ G+

M+F+G-

M+ F- G+

M+ F Gm

M-F-G-

Mm F- G+

M-F+G-

M-F+G+

Patrones de

inhibición

Cepashemaglutinantes
(Eritrocitosdecordero)

M+ F+ G+

M+F+Gm

M+ F- G+

M+F-G-

M-F-G-

M-F-G+

M-F+G-

M-F+G+

Patronesde

inhibición

Diarreico

7

o (0,0%)

0 (0,0%)

1(14,3%)

5 (71,4%)

0(0,0%)

1(14,3%)

0 (0,0%)

0(0,0%)

5

3 (60,0%)

0 (0,0%)

0 (0,0%)

2 (40,0%)

0 (0,0%)

0 (0,0%)

0 (0,0%)

0 (0,0%)

Origen

Alimentario

34

0 (0,0%)

2 (5,9%)

4(11,8%)

13 (38,2%)

9 (26,5%)

6 (17,6%)

0 (0,0%)

0(0,0%)

6

0(0,0%)

0(0,0%)

3 (50,0%)

1(16,7%)

0 (0,0%)

2 (33,3%)

0(0,0%)

0 (0,0%)

CECT - ColecciónEspañoladeCultivosTipo

M: Manosa:F: ¡teosa:G: Galactosa

Se consideróqueexistíainhibición dela hemaglutinación,cuando¡ascepasperdieronsucapacidad

liemaglutinanteo cuandola hemaglutinaciónfuerte setransfonnóen débil, en presenciade manosa

(M+). fucos:i (F-4¾o galactosa(6+)

Mu

182

Total

43

r

u,

0 (0,0%)

2 (4,7%)

5(11,6%)

19 (44,2)

10 (23,3%)

7(16,3%)

0 (0,0%)

0(0,0%)

Su

CECT

2

0 (0,0%)

0(0,0%)

0 (0,0%)

1 (50,0%)
1 (50,0%)

‘0(0,0%)

0(0,0%)

0 (0,0%)

1

0 (0,0%)

0(0,0%)

0 (0,0%)

1(100,0%)

0 (0,0%)

0(0,0%)

D (0,0%)

0 (0,0%)

0~

12

Sr

tu,

st

3 (25,0%)

0(0,0%)

3 (25,0%)

4 (33,3%)

0 (0.0%)

2 (16,7%)

0(0,0%)

0(0,0%)

st

Sr

nr

mt
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tu

Tab¡a IV.40 - Hidrofobícidad superficial de las cepas de Aeromonas spp.

Origen

Diarreicas Alimentarias CECT Total

N de cepas probadas: 15 81 4 100

Unión a filtros de nitrocelulosa:

st

F II 50 2 63(63%)
Cepas* M 4 31 1 36(36%)

1’ 0 0 1 1(1%) tu

T 15(100%) 81 (100%) 4(100%) 100(100%>

R 78,68 74,35 64.30 74,59 —
Porcentaje O. S. 13,77 14,59 24,47 14,96
de unión Max. 94.67 95,67 - 83.59 95,67

Mix>. 51.33 40,28 32,24 32,24
st

Adsorciónahidrocarburos:

a
F O 0 0 0(0%)

Cepas* M 1 3 0 4(5,19%)
1’ 6 66 1 73(94,80%)
T 7(46,67%) 69(85,19%) 1(25%) 77(77%) a

Hexa decano
X 15,67 15,87 4,06 15,70

Porcentaje D. S. 14,43 11,45 11,64
Srde adsorción Max. 36.33 56,49 — 56,49Mm. 1,24 1,27 — 1,24

a
P 1 13 0 14(14%)

Cepat M 13 61 4 84(84%)
P 1 1 0 2(2%)
T 15 (100%) 81(100%) 4 (100%) 100 (100%) 0

Octano
X 52,02 60,57 56,70 59,14

Porcentaje O. S. 11,07 11,04 - 8,81 11.30
de adsorción Max. 74,57 80,83 66,50 80.83

Mm. 27,96 9,75 45,58 9,75

Su

F 0 17 1 18(18%)
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 O. S’ 5,57 8,55 7,47 8.32
de adsorción Max. 65,90 83,95 70.08 83,95

Mm. 50,20 43,07 53,84 43,07

CECÍ - ColecciónEspañoladeCultivos Tipo

* - E: Cepasfuertementehidrofébicas:Nl: Medianamentehidrofóhicas;P: Poco hidrofóbicas;T: Totales

Xu 118., Max. y Mm.; - Mediaaritmética.Ucs’iaciónestándar,Valor máximoy Valor mínimo,respectivamente,de las
cepastotales 1>

186
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st

Tabla IVm44 - Asociaciónde factores de virulencia: hemaglutinadón y hemolisis

Cepas

Carácter

Actividadhemolítica

No

(Titulo hemolítico)*

Hemaglutinantes

No hemaglutinantes

p

41

55

174,93 (±154,86)

104,60(±164,37)

<0,025

* - Mediaaritmética(±Desviaciónestándar)

Título hemolítico - Inversadeladilución inésaltaenlaqueseobseiva100%dehemólisis

TablaIV.45 - Asociaciónde factoresde virulencia: presenciadepu ylIpollsis tu

a

a

mt

tu

* - Mediaaritmética(±Desviaciónestándar)

Su

pu

190

w

st>

Cepas Actividad lipolítica

Carácter __________________________
Q.tg. de B~naftol)*

con pu1 25 15,314 (±12,459)

sin puf 71 11,561(±7,417)

p <0,05

st



Tabla 1Vm46 - Asociaciónde factores de virulencia: Capa S ehidrofobicidad

64

HidrofobicidadCepas

NOCarácter
(% de adsorciónal octano)*

con capaS 57,746(±12,029)

32sin capaS

p

* - Media artimética(±Desviaciónestándar)

62,22(±9,058)

<0,05

Tabla IV~47 - Asociaciónde factoresde virulencia: descarboxiladónde la usina
e hidrofobicidad

Hidrofobicidad

NO

(% de unión a FNC)*

Descarboxiladoras 50 71,535(±15,17)

No descarboxiladoras

p

46

FNC - Fitros denitrocelulosa
* - Media artlinética(±Desviaciónestándar)

Cepas

Carácter

78,795(±12,81)

<0,001

¡91
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(a)

(b)

Figura IV.8 - Efecto citotóxico de los sobrenadantesde Aeromonas
spp. sobrecélulasde mieloma. (a): Célulaslesionadas.(10: Células no
lesionadas (control)
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(a)

(b)

Figura IV.1O - MicroscopíaelectrónicadeAerontonas70, provistadecapaS(a) y de Aeronionasó4
desprovistadecapaS (b)
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CONCLUSIONES

1. - El medio selectivomásadecuadoparael aislamientodeAeromonasspp.móviles, a

partir de alimentos y aguas,es el medio de Ryan. La proporción de ampicilina y los

componentespresentesen el mediode Ryan permitenel crecimientode A. sobria CECT

837, apesarde serla cepacon mayorsensibilidadfrenteaesteantibiótico.

2. - Aeromonasspp.móviles estánampliamentedistribuidasen alimentosespañoles(carnes

de avesy mamíferos,pescadosy mariscos,lechecruda,etc.).Su incidenciaesmuyelevada

enaguasnopotablesderíos y arroyos.

3. - AunqueAeromonasspp. móviles son, en general,psicrótrofas,las cepasde origen

alimentariocrecenmejor a temperaturasde refrigeraciónque las diarreicas.Tantounas

comootrassonincapacesdeproliferara40C, si el pHesinferiora 6. El nitrito sádicoy el

cloruro sódico afectan,notablemente,al crecimientode estosmicroorganismosque,

además,sonsensiblesal cloro.

4. - El mayornúmerode cepashemolíticassedetectacuandola incubaciónserealizaa

280C,aunquela producciónmáximadehemolisinassepuedeconseguirtantoatemperaturas

inferiorescomosuperiores.Los eritrocitosde conejoson mássensiblesa lashemolisinasy

hemaglutininasdeAeromonasspp.quelos de cordero.

Sm - La producciónde hemolisinas,proteasasy lipasasse detectaal final de la fase

logarítmicade crecimientoy principio de la estacionariadeAeromonasspp..

6. - Las actividadeshemolítica, lipolítica, proteolítica y citotóxica se asocian,

principalmente,con los componentesdel sobrenadantede PM superiora 50 kDa y, en

ningúncaso,hanpermitido establecerdiferenciassignificativasentrecepasalimentariasy

diarreicas.

7. - Las célulasde mieloma son más susceptiblesa las citotoxinasproducidaspor

Aeromonosspp. quelas célulasVero.

8. - Sehan detectadocepashemaglutinantes,autoaglutinantes,no aglutinantesen presencia

de acriflavina, hidrofóbicas,con capaS y con pUf, tantoenAeromonasspp. de origen

alimentario como diarreico,aunquela hidrofohicidadessignificativamentesuperioren las

2(X)



CONCLUSIONES

cepasde alimentos.

nr,
9. - Se hanseleccionadotrespruebas(VogesProskauerpositiva, no fermentaciónde la
arabinosay no aglutinaciónen presenciadeacriflavina) que,consideradasconjuntamente,

permitensuasociaciónconla totalidadde los factoresde virulenciaestudiados.De ellas,la

reacción de Voges Proskauerpuedeconstituir una pruebasencillay de utilidad para

seleccionarcepaspotencialmentepat6genas,ya queserelaciona,significativamente,con la

hemolisis,proteolisis,citotoxicidad,hemaglutinación,autoaglutinacióny no aglutinación en

presenciadeacriflavina.

10. - La ampliadistribucióndeAeromonasspp.en alimentosy en los mediosacuáticosy
0

terrestres,el escasonúmerodebrotesdeclaradosen los paísesdesarrollados,asícomo las

dificultadesparaconfirmarestaetiologíaen los mismos,nosinclinan a pensarqueeste

grupo de microorganismosdebeserconsiderado,al menos,comopatógenopotencial para

el hombre.
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