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Antecedentes: las especies del género Aeromonas provocan infecciones intestinales y extraintestinales en el ser humano.
Los métodos de identificacion fenotipica no siempre permiten identificarlas correctamente.

Objetivo: identificar genéticamente un grupo de cepas de Aeromonas spp aisladas principalmente de nifios con infeccio-
nes intestinales y extraintestinales.

Material y método: se aislaron, e identificaron previamente, en el Instituto Nacional de Pediatria 69 cepas con el sistema
MicroScan Wa k Away 96(W/A 96). Las 69 cepas se reidentificaron con el método del RFLP-PCR del gen 16S rDNA.

Resultados: se encontré un porcentaje de correlaciéon muy pobre entre ambos métodos (28.9%). Aeromonas caviae fue
la especie mas aislada. La menor correlacion entre el método fenotipico y genotipico se dio al identificar a A caviae como
Aeromonas hydrophila con el sistema MicroScan W/A 96.

Conclusiones: los resultados obtenidos evidencian la necesidad de utilizar el método genético para reconocer la identidad
de las especies que enferman a la poblacion mexicana y asi aportar datos claros de la epidemiologia del género.

Palabras clave: Aeromonas, fenotipica, genotipica, identificacion, infecciones intestinales y extraintestinales.

ABSTRACT

Background: Aeromonas species cause intestinal and extraintestinal infections in humans. Phenotypic methods do not
always allow to identify them correctly.

Objective: To identify a group of genetically engineered strains of Aeromonas spp. isolated mainly from children with intes-
tinal and extraintestinal infections.

Material and methods: The 69 strains of this study were previously isolated and identified in the National Institute of Pe-
diatrics for the MicroScan Walk Away system 96 (W/A 96). The 69 strains were re-identified using the method of RFLP-PCR
of 16S rDNA gen.
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Results: There was found a very poor correlation percent between both methods (28.9%). Aeromonas caviae
was the most isolated. The lower correlation between phenotypic and genotypic method was to identify A.
caviae and Aeromonas hydrophila with the system MicroScan W/A 96.

Conclusions: The results show the need to use the genetic approach to recognize the identity of species
that cause diseases in the Mexican population and thus provide clear data on the epidemiology of this genus.

Key words: Aeromonas, phenotypic, genotypic identification, and extra-intestinal infections.

Aeromonas es una bacteria oportunista que se aisla
como la causa de diversos procesos infecciosos:
septicemia, enfermedades pancreaticas o hepatobiliares,
peritonitis, colangitis, infecciones nosocomiales, osteo-
mielitis y sindrome urémico hemolitico, entre los mas
relevantes.>® Aeromonas es, ademas, principalmente
un patégeno entérico que afecta con mayor frecuencia
a nifios, ancianos e individuos inmunocomprometidos.?

Desde la primera descripcién taxonomica, la cantidad
de especies de Aeromonas se ha incrementado de 4
(Aeromonas hydrophila, Aeromonas sobria, Aeromo-
nas caviae y Aeromonas salmonicida) a 19, lo que ha
complicado su clasificacion.*® Existen serios problemas
para la identificacion de las especies actualmente des-
critas, debido a la pobre correlacidn existente entre las
fenoespecies que se obtienen mediante pruebas bioqui-
micas y las genoespecies que se definen con base en es-
tudios de hibridacion DNA-DNA. No se han propuesto
caracteristicas fiables de facil aplicacion para distinguir
y delimitar a todas las especies del género.® Sélo diez
genoespecies de Aeromonas, una con dos biovarieda-
des, son patdgenas para el ser humano en virtud de su
aislamiento en cultivo puro de diversas infecciones y de
la gran cantidad de factores putativos de virulencia que
portan las cepas. Por esto surge la necesidad de realizar
la correcta identificacion hasta especie, y establecer cual
es la incidencia real de las especies patogenas y los dife-
rentes cuadros clinicos que producen.

La mayor parte de los laboratorios clinicos utiliza para
la identificacion del género:

1) métodos miniaturizados semiautomaticos como el
API20E (20E; Analytab Products, Plainview, Nueva York),
el Vitek (bioMérieux Vitek, Hazelwood, Mo.), el BBLR
Crystal E/NF (Becton Dickinson, Sparks, MD, EUA), el
MicroScan W/A 96 (Siemens Health Diagnostics, West
Sacramento California) por ser relativamente rapidos

2) otras pruebas bioquimicas descritas en manuales de

microbiologia poco actualizados para la identificacion
de las especies de Aeromonas

La identificacion del género Aeromonas se realiza con
seis pruebas. Sin embargo, la identificacion de alguna de
las 10 especies de importancia clinica, incluidas las tres
maés frecuentes, no puede lograrse con pruebas bioqui-
micas debido a la amplia diversidad fenotipica y por la
existencia de cepas atipicas. Las cepas atipicas frecuen-
temente se aislan a partir de muestras ambientales y su
identificacion exacta también es problematica.

Por estarazon se ha recurrido a distintos métodos molecu-
lares paradiferenciaranivel de especie aeste género. Entre
losmétodos mas utilizadosestalahibridacion DNA-DNA,;
sin embargo, dado que es un método lento, laborioso,
costoso y, por lo tanto impréctico, a la luz de los avances
de la amplificacion y secuenciacion del DNA, algunos
autores han optado por usar otras técnicas como méto-
do de identificacion tnico o complementario a la iden-
tificacion genética.” El uso de estas metodologias debe
aplicarse con el fin de poder describir la epidemiologia
del género.

Sin embargo, hace méas de una década se describi6 un
protocolo basado en los patrones del RFLP (Restric-
tion Fragment Length Polymorphism) del amplicon
del gen 16S rDNA que permitié la identificacion y
diferenciacion de 11 especies de Aeromonas utilizan-
do cuatro endonucleasas: Alul, Mbol, Narl y HaelIl.?
Para el afio 2000, Figueras y colaboradores agregaron
dos enzimas a este protocolo, Pstl y AlwNI, para la
identificacion de 14 de las 17 especies descritas en el
género hasta ese afio. La aplicacion rutinaria de este
protocolo revelé que algunas cepas tienen patrones de
RFLP atipicos y distintos a los descritos para las cepas
tipo de las diferentes especies del género.® En estos ca-
sos es necesaria la secuenciacion del gen 16S rDNA,
que permite establecer la identidad de la cepa y conocer
si las secuencias de este gen tienen microheterogenei-
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dades; es decir, si tienen nucle6tidos diferentes en una
misma posicion en las distintas copias del gen existen-
tes en el genoma.'® Este ensamblaje metodoldgico es el
mas usado y el que brinda mejores resultados.

Por tanto, este trabajo consisti6 en la identificacion de
aislados de origen clinico mediante métodos molecula-
res para conocer cuales son, en realidad, las especies
que se aislan en la poblacién de este nosocomio.

MATERIAL Y METODO
Material biologico

Se trabajaron 69 cepas de Aeromonas spp aisladas e
identificadas fenotipicamente por el sistema MicroScan
Walk Away 96 (Siemens Health Diagnostics Inc, West
Sacramento California) provenientes del Instituto Na-
cional de Pediatria. En el Cuadro 1 se muestra el origen
de las cepas.

Identificacion genética

Se realiz6 con base en el protocolo del anélisis de los
patrones RFLPs del gen 16S rDNA propuesto por Borrel
y colaboradores (1997) y Figueras y su grupo (2000).

Cuadro 1. Caracteristicas de las cepas de trabajo.

Extraccion del DNA genémico

Lascepasseleccionadassesembraronenagar de soyatrip-
ticasa(TSA, Oxoid)yseincubarondurante 18 horasa37°C.
La extraccion del DNA bacteriano se realizo mediante la
matriz de purificacion InstaGene Matrix (Bio-Rad Labo-
ratories, Richmond California), con las indicaciones del
fabricante. La concentracion y pureza del DNA genomi-
co de cada una de las cepas se evalué espectrofotomé-
tricamente empleando un cuantificador AQ-07 Nucleic
Acid Photometer.

Amplificacion mediante pcr del gen 16s rdna

La amplificacion del gen 16S rDNA se realiz6 en un
termociclador BIOMETRA (modelo T-Gradient, Ale-
mania) con un volumen final de mezcla de reaccion de
50 pL. La mezcla de reaccion contenia 200 ng del DNA
genomico, 20 mM de Tris-HC1 (pH 8.4), 50 mM de
KCI, 1.5 mM de MgClI2, 0.3 uM de desoxirribonucledti-
dos trifosfato dNTP’s (dATP, dCTP, dGTP y dTTP), 0.3
UM de cada uno de los iniciadores Anti 1 (5" AGA GTT
TGATCATGG CTCA3")yS (5 GGT TACCTT GTT
ACGACTT3"),y 2.5 U de Taq polimerasa (Invitrogen
Life Technologies, Carlsbad California). Las condicio-

Especie de NUmero de Origen Origen extramt?stmal Intervalo de edad
Aeromonas* cepas intestinal Total Namero de Muestra de los pacientes
cepas
1 Liquido peritoneal . .
A. hydrophila 4 35 7 Recién nacido-30
anos
1 Urocultivo
5 Hemocultivo
1 Urocultivo
A. caviae 13 10 3 1 Liquido de didlisis 3 meses-12 afos
1 Hemocultivo
1 Hemocultivo
A. sobria 12 10 2 - 1 afo-35 afos
1 Secuela de escara de pie
izquierdo
A. veronii 2 2 0 | e 1 afo-8 afos
Total 69 57 12

*|dentificadas fenotipicamente.
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nes para cada ciclo de reaccién fueron: desnaturaliza-
cién inicial a 96°C durante cinco minutos, 35 ciclos que
consistieron en desnaturalizacion a 94°C durante un
minuto, alineamiento de los iniciadores a 56°C durante
un minuto, extension a 72°C durante 1.30 minutos, y al
finalizar, una extension a 72°C durante cinco minutos.

Los productos amplificados (1,502 pb) se analizaron
con electroforesis en geles de agarosa al 1% (Ultrapure
agarose Invitrogen Life Technologies, Carlsbad Califor-
nia) disuelta en una solucion reguladora TAE 1X (trisma
base 2M-4cido acético-EDTA 0.5 M), a un voltaje de
60 V/cm durante 60 minutos. Después del corrimiento
electroforético los geles se tifieron con bromuro de eti-
dio (0.5 pg/mL). Se analizaron en un documentador de
geles con luz ultravioleta, y se fotografiaron con la ca-
mara Eagle Eye Stratagene (Frameintegrator, California
EEUU). Se corrié en paralelo 1 pg/uL del marcador de
talla molecular ladder 100 pb (Invitrogen, Life Techno-
logies, Carlsbad California).

Restriccion de los fragmentos polimorficos del
gen 16S rDNA

Previo a la digestion se procedi6 a la limpieza del pro-
ducto amplificado con el sistema Pure Link PCR Puri-
fication System (Invitrogen Life Technologies, Carls-
bad California), con las indicaciones del fabricante.
El producto resultante de la limpieza se sometié a la
digestién enzimatica doble, se prepar6 una mezcla que
contenia 12 pL del fragmento amplificado, 1 pL del
regulador de digestion (10X), 10 U/uL de cada enzi-
ma Alul y Mbol (Invitrogen Life Technologies, Carls-
bad California), y se llevo hasta un volumen final de
20 pL con agua. Posteriormente, la mezcla se in-
cub6 a 37°C. Los productos de la restriccién se se-
pararon mediante electroforesis en geles de po-
liacrilamida  (Bio-Rad  Laboratories, = Richmond
California) a 17%, a un voltaje de 300 V. Los
geles se tifieron con bromuro de etidio (0.5 pg/mL). Al
término del tiempo se analizaron en un documentador de
geles con luz ultravioleta, y se fotografiaron con la ca-
mara Eagle Eye Stratagene (Frameintegrator, California
EUA). En todos los geles se corrid en paralelo el marca-
dor de talla molecular Marker V de 8 a 587 pb (Roche
Diagnostics, Indianapolis, EUA).

Determinacion de especie por comparacion de
los perfiles electroforéticos

Los patrones obtenidos de los RFLP-PCR del gen 16S
rDNA se compararon con los patrones descritos para
las cepas de referencia de cada una de las especies del
genero Aeromonas, asignandose asi la identidad corres-
pondiente.

RESULTADOS

Distribucion de las cepas de Aeromonas de origen clini-
co con base en su identificacion fenotipica.

Mediante el sistema automatizado MicroScan W/A 96
se identificaron, hasta el nivel de especie, las 69 cepas
del género Aeromonas aisladas de muestras clinicas. La
mayor parte de las cepas se identificd por este método
como: A hydrophila con 60.9% (n=42), seguida de A ca-
viae con 18.8% (n=13), A sobria con 17.4% (n=12) y A
veronii con 2.9% (n=2).

El patron de distribucion de las especies con base en el
tipo de muestras se desglosa en el Cuadro 1.

Identificaciéon genética de las cepas de Aeromonas

Extraccion del DNA. En la Figura 1a se observa el co-
rrimiento electroforético del DNA gendmico de ocho de
las cepas problema. La concentracion y pureza del DNA
gendmico obtenido por la técnica de InstaGene Matrix
fueron satisfactorias, por lo que se procedi6 a la ampli-
ficacion del gen 16S rDNA.

Amplificacion y purificacion del gen 16S rDNA. La Fi-
gura 1b muestra el electroferograma obtenido del ampli-
con de 1502 pb correspondiente a la amplificacion del
gen 16S rDNA de algunas cepas problema. La amplifi-
cacion se realizd en las 69 cepas.

Digestion enzimatica doble (Alul y Mbol). La diges-
tion de los amplicones del gen 16S rDNA (RFLP’s 16S
rDNA) revel6 que sdlo 66 de las 69 cepas ensayadas
pertenecen al género Aeromonas en virtud de que és-
tas tenian patrones de RFLP similares a los reportados
para las cepas tipo del género. Asi, 51 de las 69 cepas
tuvieron un patréon especie-especifico correspondiente
a: 39 cepas a A. caviae 'y 12 cepas a A. hydrophila. En
la Figura 1c se observa un ejemplo del patron especie-
especifico para 13 cepas.
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En 2 de las 69 cepas se encontré un patrén comin, por
lo que fue necesario aplicar el método extendido de di-
gestién. Se realiz6 una digestién con la enzima Narl y
en la cepa 380264 se obtuvo un patron A. bestiarum/A.
salmonicida (bandas 1050 y 452 pb; Figura 2a), por lo
que fue necesario realizar una segunda digestion con la
enzima Pstl que mostr6 un patron especie-especifico ca-
racteristico de la especie A. bestiarum (bandas 1005 y
497 pb; Figura 2a). La cepa 439732 no mostro diges-
tion con la enzima Narl, lo cual segun Figueras, es com-
patible para Aeromonas HG11/A. encheleia/A. popofftii
(banda de 1502 pb; Figura 2b), por lo que se continu6
con la digestiéon ahora con la enzima Haelll encon-
trdndose un patrén comin de A. encheleia/A. popoffii
(bandas 317, 220, 204, 171, 168 pb; Figura 2b). Para
discernir entre estas Ultimas dos especies fue necesario
digerir con AlwNI y asi lograr determinar la identidad.
El resultado fue un patron compatible con A. encheleia
(bandas 1044, 458 pb; Figura 2b).

Por comparacidn con los patrones electroforéticos con
las cepas tipo y de referencia de especies pertenecientes
a géneros afines, las 16 cepas (23.1%) restantes mostra-
ron patrones electroforéticos diferentes a los esperados;

3 cepas mostraban patrones de Vibrioy las 13 cepas res-
tantes mostraron un unico patréon atipico GH2/GH3 con
dos bandas extras (atipicas en el género) de 180 pb y
158 pb. En dichas cepas (n=13) fue necesaria la secuen-
ciacion del amplicon de 1502 pb del gen 16S rDNA para
asi determinar su identidad.

Secuenciacion del gen 16S rDNA. Los andlisis de la se-
cuenciacion se realizaron en cuatro amplicones de las 13
cepas con el patrén atipico. La sefial de secuenciacion
de los amplicones oscil6 entre 433-839 nucle6tidos y se
tomaron en consideracidn para el analisis los primeros
300 de los extremos del amplificado.

Anadlisis de datos de los productos secuenciados. Con el
proposito de comparar las secuencias obtenidas y conocer
laidentidad de las cepas con los patrones atipicos, se reali-
z6 un alineamiento mediante la plataforma de BLAST del
NCBI.1 Se confirmé que la secuencia de las 13 cepas per-
tenecia a Aeromonas salmonicida. El analisis del valor de
expectacion y el porcentaje de similitud fue significativo
para confirmar la identidad de las cepas (datos no mos-
trados).

Identidad genética de las cepas analizadas. En el Cuadro
2 se observan los resultados de la comparacion entre la

Cuadro 2. Resultados comparativos de la identificacion bioquimica y genética de las 69 cepas intestinales y extraintestinales.

Identificacion genética RFLP-PCR del 16S Identidad bioquimica
rDNA
% de concordancia
Especie Numero de Especie Numero de NUmero de cepas
P cepas p cepas intestinales extraintestinales

A. caviae 10 2 30.8
A. caviae 39 A. hydrophila 23 3 NA
A. veronii 1 0 NA
A. hydrophila 6 2 66.6
A. hydrophila 12 A. sobria 2 1 NA
A. caviae 0 1 NA
. A. sobria 6 1 NA

A. salmonicida 13 -
A. hydrophila 4 2 NA
A. bestiarum 1 A. sobria 1 0 NA
A. encheleia 1 A. hydrophila 1 0 NA
A. sobria 1 0 NA
No Aeromonas 3 A. veronii 1 0 NA
A. hydrophila 1 0 NA

Total 69 57 12

* Genéticamente no se identificd A. sobria ni A. veronii. NA= No aplica
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identificacion bioquimica y genética en las 69 cepas ais-
ladas a partir de muestras intestinales y extraintestinales.
La frecuencia de especies de las 69 cepas identificadas
por el método automatizado MicroScan W/A 96 fue, en
orden ascendente: A. hydrophila, A. caviae, A. sobria,
A. veronii. Al utilizar el método genético RFLP’s 16S
IDNA, sélo se identificaron 63 cepas de las 69 como
pertenecientes al género Aeromonas. La distribucion
de la frecuencia de las especies mediante el empleo del
método genético tuvo como resultado la identificacion
de A. caviae como especie predominante, sequida de A.
salmonicida, A. hydrophila, A. bestiarum y A. encheleia.
El porcentaje general de concordancia entre ambos mé-
todos fue de 28.9%. El sistema automatizado MicroScan
WI/A 96 result6 incapaz de reconocer a las 13 cepas de A.
salmonicida, identificadas genéticamente.

DISCUSION

Los trabajos enfocados a la busqueda, aislamien-
to, identificacion y tipificacion de cepas del género
Aeromonas en Meéxico son escasos. Los datos co-
nocidos indican que las especies de mayor frecuen-
cia de aislamiento en cuadros clinicos de humanos
son A. hydrophila, A. caviae y A. veronii. Mien-
tras que en otras especies animales se ha reportado
A. salmonicida, A. bestiarum y A. encheleia. Respec-
to a las frecuencias de aislamiento, los resultados de
este trabajo concuerdan parcialmente, ya que entre las
69 cepas aisladas de muestras clinicas, procedentes del
Instituto Nacional de Pediatria (INP) en la Ciudad de
México, las especies mas frecuentemente encontradas
tras la identificacion genética fueron: A caviae (56.5%),
A. salmonicida (18.8%), A. hydrophila (17.4%), A. bes-
tiarum (1.44%) y A. encheleia (1.44%), mientras que
los resultados reportados por Castro-Escarpulli y cola-
boradores en el afio 2002, establecen que la frecuencia
de aislamiento de las especies de Aeromonas a partir de
muestras clinicas varia de acuerdo con el area geogra-
fica estudiada; ellos observan que de las 68 cepas ais-
ladas en el estado de Hidalgo, A caviae (42.6%) fue la
especie prevalente seguida por A hydrophila (36.8%) y
A. veronii bv. sobria (19.1%), mientras que en las cepas
estudiadas (n=42) aisladas del Instituto Mexicano del
Seguro Social en la Ciudad de México, A veronii bv.
sobria (31%) ocup6 el primer lugar, seguida de A hydro-
phila (29%) y de A. caviae (17%).12

Las cepas aisladas en el Instituto Nacional de Pediatria
no fueron de pacientes con cuadros intestinales ni ex-
traintestinales a la especie A veronii bv sobria. A caviae
y A hydrophila se encontraron como las especies mas
frecuentes, como se describid previamente para cepas
aisladas de cuadros gastrointestinales del estado de Hi-
dalgo y de la Ciudad de México.

Estos datos concuerdan con lo obtenido en Perl, en
2002, donde se tomaron muestras en cinco centros hos-
pitalarios diferentes (285 muestras de heces procedentes
de nifios con diarrea aguda) en donde A caviae fue la
bacteria més aislada entre los enteropatdgenos, sobre
todo en nifios menores de dos afos.*?

En el afio 2000, Albert y colaboradores reportaron aisla-
mientos de Aeromonas en nifios con gastroenteritis, con
A caviae como la especie de mayor prevalencia en estos
cuadros clinicos.** Un resultado interesante e innovador
fue que entre las cepas estudiadas se identificaron 13
cepas de A salmonicida, esta especie represento el se-
gundo mayor porcentaje de aislamiento a partir de
muestras intestinales (17.5%) (n=10/57). Estas cepas
mostraron patrones atipicos en la restriccién del gen
16S rDNA; sin embargo, la secuenciacién de un frag-
mento del gen no dej6 dudas sobre su identidad.

Estas cepas presentaron también un comportamiento bio-
quimico atipico: crecieron a 37°C y algunas fueron mo-
viles. Ambas caracteristicas permiten reconocer a estos
aislamientos como cepas de A salmonicida atipicas. Ha-
Ilazgos que concuerdan con los reportes de autores como
Hanninen y Hirveld-Koski en 1999, quienes desde esos
afios reportan que cada vez seria mas frecuente encontrar
casos clinicos causados por A salmonicida atipica.’

Figueras y colaboradores, en 1999, también reportaron
infeccion en seres humanos causada por esta especie.®
Mientras que en 1993, Carnahan y Joseph reportaron
casos clinicos por la ingestion de especies marinas
infectadas con A hydrophila “like” HG 3, que es una
cepa movil y capaz de crecer a 37°C.17 Recientemente
Aguilera-Arreolay colaboradores, en 2009, aislaron una
cepa de A salmonicida atipica que resultd A hydrophila
“like” HG 3, como tnico patéogeno en una muestra de
heces diarreicas provenientes de un nifio de un afio de
edad.® Por todo lo anterior, las cepas de A salmonicida,
al menos las atipicas, no son una especie que afecta sélo
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a animales poiquilotermos, como se aseguraba hace al-
gunos afios.®

Un hallazgo importante fue la deteccion de cepas de A
encheleia a partir de una muestra intestinal. Por lo gene-
ral, esta especie se aisla con mayor frecuencia en peces
0 aguas contaminadas.?’ Tal como lo describe Castro-
Escarpulli y colaboradores en 2003, quienes reportaron
por primera vez esta especie en México, aislada a partir
de pescado congelado destinado a consumo humano.®
Asi como Janda, en 2001, encontrd a esta especie como
agente etioldgico de una infeccion extraintestinal.*
Estas especies en nuestra cadena alimenticia, como en
pescados congelados y agua destinados al consumo hu-
mano constituyen la fuente de trasmisién mas probable.

Cuando sélo se analiza la identidad de las cepas aisla-
das a partir de cuadros extraintestinales, se encuentra A
caviae en 41.66% (n=5). La procedencia de las muestras
fue la siguiente: liquido de didlisis (n=1), hemocultivos
(n=2) y urocultivos (n=2). La especie de A hydrophila
se aislo con 33.33% (n=4) que correspondi6 a hemocul-
tivos (n=3), secuela de escara de pie izquierdo (n=1),
también se identificaron tres cepas como A salmonicida
atipicas, de las que pertenecian a hemocultivos (n=2) y
a liquido peritoneal (n=1).

El aislamiento de Aeromonas a partir de hemocultivos
coincide con los resultados obtenidos en Cuba por Cabre-
ray colaboradores en 2007, en donde se aislaron 47 cepas
de diferentes especies de Aeromonas, con predominio de
A jandaei.?> En un estudio realizado por Tena y cola-
boradores en 2007, se encontré Aeromonas spp en la
sangre de siete enfermos; en cuatro de ellos, la bacterie-
mia fue secundaria a una infeccién biliar o cutanea por
Aeromonas spp, y en las tres restantes la bacteriemia fue
la Gnica manifestacion clinica.

En este mismo estudio se reporta el aislamiento de
Aeromonas spp en la orina de tres pacientes con cistitis
(n=2)ybacteriuriaasintomatica (n=1). Ennuestro estudio
se identificaron dos cepas de A caviae aisladas a partir de
urocultivos, que concuerda con lo reportado por Tena.
La baja frecuencia de aislamiento de esta especie coin-
cide con lo reportado por Ojeda-Vargas y colaboradores
en 2005, que aislaron tres diferentes especies de Aero-
monas, A hydrophila (6 cepas), A caviae (1 cepa) y A
veronii bv sobria (1 cepa), de 10,921 muestras recolec-
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tadas a lo largo de ocho afios (1996-2003) en un hospital
de Espafia.®*

La mayoria de estos casos son de adquisicidon nosoco-
mial, debido a que los pacientes estan frecuentemente
sometidos a procesos de inmunosupresion.

En este estudio se confirmo6 la coexistencia de Aero-
monas spp en el liquido de dialisis, liquido peritoneal
y en la secuela de escara del pie izquierdo de un pa-
ciente. Estas infecciones pueden deberse a infecciones
nosocomiales. Parras y colaboradores, en 1993, repor-
taron el caso de un paciente con meningoencefalitis
por Aeromonas y choque séptico con antecedentes de
alcoholismo crénico. Este microorganismo se aislé de
hemocultivos, coprocultivos, liquido peritoneal, liquido
cefalorraquideo y lesiones en la piel.?®

Los estudios taxonomicos realizados con numerosos
aislamientos clinicos han revelado, repetidamente, que
la mayor parte de las especies aisladas se encuentran en
los grupos de hibridacién,** 8 que corresponden fenoti-
picamente a A hydrophila, A caviae 'y A veronii bv so-
bria.11326.27.28 Se ha realizado un gran nimero de trabajos
gue han llevado a esta conclusidn, aplicando diversas
técnicas de identificacion. Sin embargo, los esfuerzos no
han generado buenos resultados en la identificacion de
algunas especies, sobre todo por la poca certeza que se
tiene al usar métodos convencionales cuyas discrepan-
cias se hacen notar al recurrir a métodos genéticos.®?

El porcentaje obtenido con la comparacion de la identi-
ficacion bioquimica mediante un método automatizado
MicroScan W/A 96 y la identificacion con la técnica de
los RFLP del gen 16S rDNA (Cuadro 2) demuestra que
solo 20 cepas de las 69; es decir, 28.9% se identificaron
correctamente con el método automatizado. EI mayor
error se produjo al identificar 42 cepas como A hydro-
phila cuando en realidad s6lo ocho de estas correspon-
dieron a esta especie, el resto genéticamente fueron: 26
cepas A caviae, 6 cepas A salmonicida, 1 cepa A bes-
tiarumy 1 cepa no perteneciente al género Aeromonas.
La dificil separacion bioquimica entre las especies de
Aeromonas se ha puesto de manifiesto por numerosos
autores, de tal manera que estos resultados suman in-
formacién a este respecto.®*° En un estudio realizado
por Soler y colaboradores, en 2003, se evaluaron dos
sistemas de identificacion bacteriana (BBL Crystal E/
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NF y MicroScan W/A) comunmente utilizados en las
clinicas para la identificacion de Aeromonas spp. Esta
evaluacion se realizd con 22 cepas tipo y de referencia,
que incluian todas las especies del género y 52 cepas
clinicas. Se demostro que el sistema MicroScan W/A
solo era capaz de identificar correctamente a nivel de
especie a 10% de las cepas y el sistema BBL Crystal a
20.3%. Ademas, el BBL Crystal y el MicroScan W/A,
identificaron incorrectamente 71.4% y 85.7% de las
cepas como A hydrophila, respectivamente. También es
importante destacar que el MicroScan W/A y el BBL
Crystal confundieron, respectivamente, a 21.6 y 8.1%
de las cepas de Aeromonas con otros géneros, y en espe-
cial con el género Vibrio. EI MicroScan W/A confundio
10.8% de las cepas con Vibrio fluvialis, y el BBL Crys-
tal 2.7% de éstas con Vibrio cholerae.®

En México se realiz6 un estudio en el que participaron
228 laboratorios (IMSS, ISSSTE, SSA, PEMEX, esta-
tales y particulares), dentro de un ciclo de evaluacion
de la calidad del PECEL (Programa de Evaluacion de
la Calidad entre Laboratorios). Para tal efecto, a cada
laboratorio participante se le envié una muestra de A
hydrophila para que fuera identificada. En este estudio
s6lo 43% de los laboratorios fue evaluado positivamen-
te con al menos la identificacion del género, mientras
que el resto de los laboratorios generaron resultados
erréneos, que reportaron 45 géneros bacterianos dife-
rentes entre los que destacaron Vibrio, Plesiomonas,
Pasteurella y varios de la familia Enterobacteriaceae.
Este fracaso analitico refleja la dificultad que se tiene, a
nivel de laboratorio clinico, para la identificacion del
género Aeromonas. Esto sin considerar que algunos la-
boratorios con resultados negativos emplearon sistemas
automatizados como el BBLR Crystal y Vitek.32 Vivas
y colaboradores, en 2000, evaluaron también este sis-
tema indicando dicha confusién. Podriamos, por tanto,
decir que en términos generales estos sistemas son im-
precisos y que no se han adaptado a los cambios taxo-
nomicos ocurridos en el género Aeromonas.*

En un grupo de cepas aisladas en el estado de Hidal-
go, el porcentaje de error en la identificacién bio-
quimica cuando se comparé con la identificacion
genética fue de 55.9%, al usar pruebas convencio-
nales de laboratorio y de 32.4% con el sistema auto-
matizado Vitek, incluyendo las pruebas complemen-

tarias recomendadas por el fabricante: hidrolisis de
la esculina, produccién de &cido a partir de glucosa,
beta-hemolisis en gelosa sangre y crecimiento en NaCl
al 6%. Se evidenciaron mayores discrepancias entre la
identificacion bioquimica convencional y la identifica-
cién cuando se estudid un grupo de 82 cepas aisladas
de pescado congelado en la Ciudad de México, en las
que el porcentaje de concordancia alcanz6 s6lo 28.5%.%

Por lo anterior, sugerimos a los laboratorios clinicos
que realicen la busqueda del género con pruebas sim-
ples, tomando siempre en consideracién que, para ana-
lizar los resultados sin fines de reporte de diagnostico
clinico, es necesario confirmarlos con pruebas genéti-
cas, como el RFLP del 16S rDNA.*? Ademas, los méto-
dos comerciales identifican incorrectamente la mayor
parte de las cepas como A hydrophila; probablemente
ésta sea una de las razones de la inmerecida importan-
cia que se ha atribuido a esta especie frente a otras que
infectan con mayor frecuencia en la clinica.’ Es impor-
tante no reportar los aislamientos de muestras clinicas
identificadas por estos sistemas como A sobria, por
tratarse de una terminologia incorrecta para referirse a
la biovariedad sobria de la especie A veronii. A sobria,
sensu stricto, es una especie principalmente de origen
ambiental, mientras A. veronii bv sobria esta frecuen-
temente involucrada con cuadros gastrointestinales y
extraintestinales.?%

Aunque en la actualidad las técnicas moleculares no
estan popularizadas entre los laboratorios de diagnos-
tico y estos métodos se reservan para su aplicacion en
la investigacion y ensefianza, es importante insistir en
la utilidad que representa para los microbi6logos clini-
cos el conocimiento de los métodos genotipicos para
la identificacion o tipificacion de algunos géneros pro-
bleméticos en términos de taxonomia y epidemiologia,
como es el caso de Aeromonas.
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Figura 1. Identificacion genética empleando RFLP-PCR del gen 165

rDNA de cepas de Aeromonas
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Figura 1a DNA genomico. Electroferograma del DNA
genomico de cepas de Aeromonas
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Figura 1b PCR (gen 165 rDNA). Electroferograma del
producto ampl ficado del gen 16S rDNA mediante PCR
carril 1 marcador de talla molecular (Amplisize™ Biorad)
12 3456 7 8 91011121314 15
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o
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Figura 1c. RFLP-PCR (Alu1+ Mbo 1). Electroferograma de los pa-
trones de RFLP-PCR del amplicén 16S rDNA. Carril 1: Marcador
de talla molecular V (587-8 pb Roche); Carril 2: cepa 349713 No
Aeromonas, Carril 3: cepa 415677 A. hydrophila; Carril 4: cepa
377218 A. hydrophila; Carril 5: cepa F-0049 A. caviae; Carril 6:
cepa F-1724 A. caviae; Carril 7: cepa 444544 A. caviae; Carril
8: cepa 445547 A. caviae; Carril 9: cepa F-4093 A. hydrophila;
Carril 10: cepa 451595 A. caviae; Carril 11: cepa 453612 A. hy-
drophila; Carril 12: cepa 455681 A. hydrophila; Carril 13: cepa
455681 A. hydrophila; Carril 14: cepa 450279 A. caviae; Carril
15: Marcador de talla molecular V (587-8 pb Roche).
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1502pb

Figura 2. Electroferogramas de los patrones de restriccion realiza-

dos para la cepa 380264.
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Figura 2a Nar1/Pst1. Electroferograma del producto amplifi-
cado del gen 16S rDNA mediante PCR carril 1 marcador de talla
molecular (Amplisize™ Biorad)
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Figura 2b. Narl / Haelll /AlwNI . Electroferogramas de los pa-
trones de restriccién realizados para la cepa 439732. Digestion
con las enzima Narl/Haelll /AIwWNI para discriminar Aeromonas
HG11/A. encheleia/A. popoffii.
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