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RESUMEN

Aeromonas, Plesiomonas y Vibrio son bacilos gramnegativos, anaerobios
facultativos, oxidasa positiva, tienen distribucion mundial y se aislan de fuentes
diversas, ocasionando infecciones extraintestinales e intestinales. El bajo
aislamiento en diferentes areas geograficas pudiera estar influenciado, por un
inadecuado diagndstico microbiolégico, ya que la mayoria de los microbiélogos
clinicos, identifican principalmente los patdgenos clasicos. Se realizé un estudio en
el Laboratorio Nacional de Referencia de Enfermedades Diarreicas Agudas del
Instituto "Pedro Kouri"y el Laboratorio de Microbiologia del Centro Municipal de
Higiene y Epidemiologia de 10 de Octubre, en muestras intestinales y
extraintestinales, respectivamente, con el objetivo de analizar la circulacion de
estos agentes y sus patrones de susceptibilidad, durante el periodo de mayo 2016
a junio 2017. Se estudiaron 64 aislamientos correspondientes a los géneros
Aeromonas, Plesiomonas y Vibrio,a los que se les identificd la especie utilizando
los métodos Arokey Il y Aeroesquema y ademas se les determind la
susceptibilidad frente a nueve drogas antimicrobianas. Se identificaron cinco
aislamientosen eICMHE de 10 de Octubre correspondientes tres de ellos al género
Aeromonas y dos a Vibrio, asi como 55 aislamientos de Aeromonasy cuatro
Plesiomonas en el LNR/EDA/IPK. El género Aeromonas mostré resistencia
variable, mientras que el género Vibrio, presentd resistencia a trimetoprim-
sulfametoxazol y ampicilina y el género Plesiomonas, no mostro resistencia.Con la
introduccién de la prueba de oxidasa en el laboratorio de Microbiologia del CMHE
de 10 de Octubrese logré6 ampliarel diagndstico microbioldgico de las infecciones

causadas por estos géneros microbianos.



I. INTRODUCCION

Las enfermedades infecciosas constituyen la primera causa de mortalidad y
discapacidad en el mundo, principalmente en los paises en vias de desarrollo
(CDC, 2013a). Entre ellas, las Enfermedades Diarreicas Agudas (EDA) demandan
gran atencion en los servicios de asistencia médica, pues su mayor impacto se
observa en la poblacién infantil (nifios menores de cinco afos), debido a la
deshidratacion y desnutricion que generan (Lanata CF et al., 2013).

Segun el Anuario Estadistico, en el 2016, se realizaron 386 507 consultas médicas
por EDA en la poblacion cubana, de ahi la importancia que reviste la prevencion, el
diagnéstico y el enfoque terapéutico de esta entidad clinica (Disponible

en:http://www.sld.cu/sitios/dne)

Las EDA se favorecen por inadecuados habitos alimentarios, condiciones higiénico-
sanitarias deficientes, el cambio climatico (Daskalov H, 2006; Johnston J y Bhatt K,
2011), el uso indiscriminado de antimicrobianos y la infeccion por microorganismos
patbgenos como: virus, pardsitos, levaduras y bacterias. Entre los agentes
bacterianos se destacan los géneros: Salmonella, Shigella, Escherichia,
Aeromonas, Plesiomonas, Vibrio, Campylobactery Yersinia,que tienen en comun el
ser bacilos gramnegativos, causantes de infecciones extraintestinales e intestinales
en el hombre, donde la diarrea constituye la manifestacién clinica mas frecuente
(Guerrant RL et al., 2001; Luyt CD et al., 2012).

Los microorganismos pertenecientes a los géneros Aeromonas, Plesiomonas vy
Vibrio son bacilos gramnegativos, anaerobios facultativos, oxidasa positivos, que
utilizan la glucosa oxidativa y fermentativamente pero no utilizan la lactosa (Amani J
et al., 2015). Poseen una distribucion mundial y se aislan de fuentes tan diversas
como el agua (Austin B, 2005), el suelo y los alimentos, causando infecciones en
animales y en humanos, de ahi que su caracterizacién es de gran utilidad para los
estudios epidemiolégicos (Bravo L et al., 2007; Bravo L et al., 2011).

Aeromonas y Plesiomonas se consideran patdgenos oportunistas, en individuos
sanos o0 con factores predisponentes; son capaces de producir bacteriemia,
endocarditis, meningoencefalitis, neumonia, peritonitis e infecciones hepato-biliares,

las que pueden comprometer la vida del paciente (Lobaton T et al., 2015).
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I. INTRODUCCION

Existen diferentes métodos de identificacion fenotipica de los géneros Aeromonas,
Plesiomonas y Vibrio, entre ellos se encuentran: Aerokey Il y Aeroesquema, ambas
técnicas faciles de realizar y con buena sensibilidad y especificidad. Sin embargo,
en la actualidad se dispone de métodos moleculares (reaccion en cadena de la
polimerasa (RCP), microarreglos, espectometria de masa, esta Ultima de referencia
(Chen PL et al., 2016), entre otros, que contribuyen a una mejor caracterizacion,
aunque son muy costosos.La mayoria de los autores sefialan que los sistemas de
identificacion convencionales, son métodos Utiles para el diagnéstico microbiolégico
en aquellos laboratorios donde las técnicas de avanzada no se han podido
desarrollar (Batista N et al., 2014).

Generalmente, los cuadros diarreicos ocasionados por Aeromonas y Plesiomonas
enindividuos sanos son autolimitados y evolucionan satisfactoriamente, con una
dieta adecuada e hidratacion. Sin embargo, en los individuos con factores
predisponentes se requiere de tratamiento antimicrobiano (Janda JM et al., 2010).
La diarrea causada por V. choleraerequiere, ademas de la hidratacion, de
antimicrobiano (Beltran M, 2012; Leibovici Y et al., 2014).

En Cuba existen estudios de aislamientos de bacilos gramnegativos, anaerobios
facultativos, oxidasa positivos, en pacientes con EDA (Bravo L et al.,, 2011), asi
como en procesos infecciosos extraintestinales, los que datan del afio 1993, cuando
Bravo y cols. aislan e identifican estos microorganismos en pacientes con infecciones
del tracto respiratorio y genito-urinario (Bravo L et al., 1993).

Los escasos aislamientos de Aeromonas y Plesiomonas endiferentes areas
geograficas pudiera estar influenciada, entre otros factores, por un inadecuado
diagndéstico microbioldgico. La mayoria de los microbiélogos clinicos identifican los
patdogenos entéricos clasicos (Salmonella spp., Shigella spp., E. coli
Y. enterocolitica y bacilos gramnegativos no fermentadores) no realizandose con

sistematicidad la prueba de oxidasa (Disponible en: http://www.sld.cu/sitios/dne)

El Laboratorio Nacional de Referencia de Enfermedades Diarreicas Agudas del
Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri”(LNR/EDA/IPK), comenzé a realizar
desde 1988 investigaciones encaminadas a mantener la vigilancia microbiol6gica de

los bacilos gramnegativos, anaerobios facultativos, oxidasa positivos, aislados de

2


http://www.sld.cu/sitios/dne

I. INTRODUCCION

muestras clinicas, recomendando introducir en toda la Red Nacional de
Laboratorios de Microbiologia del pais la sistematizacion de esta prueba, con el
objetivo de demostrar la circulacion de las especies pertenecientes a estos géneros
en Cuba. Los resultados obtenidos en los estudios realizados desde esa fecha
hasta la actualidad, ratifican la importancia de mantener la vigilancia e incluirlos en
la lista de patdogenos bacterianos causantes de infecciones intestinales y
extraintestinales en Cuba (Bravo L et al., 1993). El laboratorio de Microbiologia del
CMHE de 10 de Octure constituye uno de los laboratorios de la red donde no se
trabajan muestras de heces por lo que no se realiza la prueba de oxidasa buscando
BGNOP. Por este motivo y por la importancia que reviste el tema a nivel nacional e
internacional es necesario ampliar el diagndstico en muestras extraintestinales y
mantener la vigilancia microbiolégica y epidemiolégica de estos bacilos, asi como la
emergencia y diseminacion de aislamientos resistentes, por lo que se propuso
demostrar la circulacion de estos agentes, asi como conocer la susceptibilidad

antimicrobiana de los mismos.



II. OBJETIVOS

1. Demostrar la circulacion de Aeromonas, Plesiomonas y Vibrio en muestras
extraintestinales en el Centro Municipal de Higiene, Epidemiologia y Microbiologia
de 10 de Octubre.

2. ldentificar en género y especie los microorganismos pertenecientes a los géneros
Aeromonas, Plesiomonas y Vibrio procedentes de la red nacional de microbiologia
del pais.

3. Determinar la susceptibilidad antimicrobiana de todos los aislamientos objeto de

estudio.
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1.1 Aeromonas spp.

[11.1.1 Caracteristicas generales del género: Losmicroorganismos del género
Aeromonasson bacilos gramnegativos que miden de 0,3 a 1 um de ancho por 1 a
3,5 um de largo. Tienen flagelos monotricos, aunque en los cultivos jévenes en
medio sélidos se observan también bacilos con flagelos peritricos, excepto
A. salmonicida y A. media (especies inmoviles). Reducen los nitratos a nitritos, son
anaerobios facultativos y oxidasa positivos. Se desarrollan en un rango de pH
entre 55 y 9,0. Basado en la temperatura de crecimiento existen dos
subdivisiones del género Aeromonas: las cepas que crecen entre 35 y 37°C
(mesodfilas), notorias por producir diversas enfermedades en el hombre y las cepas
que tienen un crecimiento optimo de 22 a 25°C (psicrdfilas), este ultimo grupo lo
integra una especie (A. salmonicida). Todas las cepas de Aeromonas son
resistentes al compuesto vibriostatico O/129 (2,4diamino-6,7disopropilpteridina)
(Mansour AMet al., 2012; Naz Fet al.,2016).

[11.1.2 Caracteristicas bioquimicas: Son capaces de producir acidos o 4cidos y
gas a partir de glucosa, arabinosa, sacarosa, manitol, fructosa, maltosa y trealosa.
Ademas, dan respuesta variable ante la utilizacion de los aminoacidos: lisina,
ornitina y arginina, también pueden hidrolizar el glucésido esculina, no utilizan el
inositol, ni producen &cido sulfhidrico (H2S) en el medio de agar hierro y dos
azucares de Kiligler (AHK). Utilizan la glucosa oxidativa y fermentativamente, no
ocurriendo asi con la lactosa. Hidrolizan almidon, dextrina y glicerol. No tienen
capacidad para crecer en caldo con cloruro de sodio (NacCl) al 6,5% (Koneman EW
et al., 2008).

[11.1.3 Taxonomia: La taxonomia de Aeromonas esta en transicion (Beaz R et al.,
2015). En 1890 Zimmeran describio un miembro del género Aeromonas, aislando
esta bacteria de un suministro de agua potable y lo nombré Bacillus punctatus. El
género Aeromonas fue propuesto por Kluyver Van Neil. Posteriormente, Véron lo
incluye en la familia Vibrionaceae. Popoff y cols., en 1976, plantean que el género
Aeromonas es genéticamente heterogéneo a nivel de especie (Chun J y Rainey
FA, 2014; Studer N et al., 2013). Colwell y cols., en 1986, propusieron incluirla en

la familia Aeromonadaceae, basado en resultados obtenidos en la regién 16S ARN
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(acido ribonucleico) y realizando estudios de hibridacion del ARN-ADN (acido
desoxirribonucleico) (Yafiez MA et al., 2003). Actualmente, segun el Manual de
Bacteriologia sistematica de Bergey se ubica en el Reino: Procariota, Orden XII:
Aeromonadales, Familia I: Aeromonadaceae y Género: Aeromonas (Beaz R et al.,
2013b).

[11.1.4 Factores de virulencia: Entre los factores de virulencia se citan:

Proteinas biolégicamente activas:

- Enterotoxinas: Se han verificado tres tipos diferentes: una parecida a la
colérica,una enterotoxina citotoxica no neutralizable por la antitoxina y otra con
actividad hemolitica e inestable a 56°C. Las enterotoxinas citotoxicas se
distinguenin vitro de las aerolisinas y a-hemolisinas por producir elongacién de las
células, pero no lisis. Se describen dos tipos de actividad citotoxica, una asociada
con el incremento del adenosil monofosfato ciclico (AMPc), estructuralmente
diferente a la toxina colérica (TC) y denominada toxina termolabil (TL) y la
conocida toxina termoestable (TE), pero con una mayor homologia con la colérica.
Ambas se asocian con la produccion de diarreas acuosas (Wu CJ et al., 2012).

- Hemolisinas: La caracterizacién de las hemolisinas se ve obstaculizada por la
multiple terminologia empleada para su descripcion (Piotrowska Met al., 2015).

La denominada originalmente como aerolisina (Yousr AH et al.,, 2007) es la
a-hemolisina prototipo para el género, su secuencia de aminoacidos es
parcialmente semejante con la toxina a de Staphylococcus aureus y con la
enterotoxina A de Clostridium perfringens. La aerolisina se caracteriza por la
formacion de poros en las células del hospedero (efecto citolitico) (Grim CJ et al.,
2013).

Enzimas hidroliticas extracelulares: esterasa, amilasa, elastasa, peptidasa,
proteasas, lipasas, desoxirribonucleasas (DNasa): Estan descritas al menos tres
de estas proteinas y se desconoce la posible funcidon que realizan en la patogenia
de Aeromonas(Chang MC et al., 1992; Tomas JM, 2012; John Net al., 2013;
Alavandi SVet al., 2013; Lilly J et al., 2014).

- Complejo de 3-lactamasa: Hacen que el agente sea potencialmente resistente a

penicilina, ampicillin, carbenicilina y cefazolina ya que posee enzimas inducibles a
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nivel cromosomal (clase B, C y D R-lactamasa). Metalo-R-lactamasa (MBL), AmpC
B-lactamasa y penicilinasa son las principales R-lactamasas elaboradas por
Aeromonas(Cisar CRet al., 2014).

Capsula de polisacaridos ¢ Biofilm:Polisacarido con funcion antifagocitaria
(Tomas JM, 2012).

Capa S:Formada sélo por proteinas y glicoproteinas que se involucran en la unién
de la bacteria a los componentes de la célula del hospedero y confieren
resistencia a las propiedades bactericidas del complemento (Kotloff KL et al.,
2012).

Capa Lipopolisacérida (LPS)

Adhesinas:Favorecen el proceso de adherencia y la colonizacion a las células
epiteliales.Los pili estan constituidos por proteinas (pilinas),situadas en los
extremos de las fimbrias. Se describen tres tipos de pili: los del tipo |, descritos en
A. hydrophila, con una composicién de aminoacidos muy similar a los pili tipo | de
E. coli; los de tipo IV descritos en A. hydrophila, A. caviae y A. veronii y al tercer
tipo se le denomina mini-pili, que guarda gran semejanza con V. cholerae. Entre
las adhesinas no filamentosas se describen las macromoléculas: monémeros de la
capa S, LPS y proteinas de membrana (Beaz R et al., 2013b).

Flagelos:Permiten el movimiento bacteriano. Estan constituidos por proteinas
(flagelinas) (Brooks GF et al., 2001). Permiten la formacion de nuevas colonias
lejanas al punto de contacto. Aeromonas poseen dos sistemas flagelares, el polar
(monotrico) y el lateral (peritrico). Ambas estructuras contribuyen con la formacién
de microcolonias y biopeliculas (Merino S et al., 2003).

Proteinas de Membrana Externa (PME)

Sistema de secrecidon/excrecion (SE):Generalmente, las proteinas secretadas
son del tipo Il (T3SS) y son las responsables de activar las vias de transduccion
de la sefial, el reacondicionamiento de la actina y la unién a la intimina (Grim CJet
al., 2013).

Sidero6foros: Con una alta afinidad por el hierro y se sintetizan bajo condiciones

de estrés, para competir por este critico elemento, cuando su concentracion esta
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limitada. Cepas de A. salmonicida, A. hydrophila y A. caviae sintetizan un
sideroforo (amonobactina) (Menanteau Set al., 2014a; Menanteau Set al., 2014b).
Transposones:Tienen un papel importante en la transferencia genética horizontal
y la diseminacién de la resistencia interespecies (Oliveira PH et al.,2014).

[11.1.5 Diagnostico de laboratorio

Aislamiento:Las muestras a estudiar dependen de la localizacion de la infeccion,
se utilizan heces o muestras de otras localizaciones anatémicas. Los aislamientos
de Aeromonas no sobreviven a la temperatura ambiente o de refrigeracion por
mas de 30 dias, para conservar las especies de Aeromonas durante periodos
prolongados se recomienda el glicerol al 10% a -70°C (Koneman EWet al., 2008).
Entre los medios de cultivo selectivos para el aislamiento de Aeromonas se
encuentran, el agar sangre con ampicilina (10mg/L) y el agar cefsulodina-irgasan-
novobiocina (CIN) (Olaniran AOet al., 2015). También se utilizan los medios
selectivos y diferenciales como agar MacConkey, medio de AHK, agar hierro lisina
(AHL), agar desoxicolato, agar eosina azul de metileno y agar Salmonella-
Shigella) (Koneman EW et al., 2008; Chen PL et al., 2015).

Los procedimientos convencionales para el diagnéstico son engorrosos y demoran
los resultados de siete a diez dias. Una nueva metodologia emplea medios de
cultivo elaborados con sustratos cromogénicos y fluorogénicos (CromoCen AGN y
CromoCen AE), que permiten simplificar y acelerar el diagnostico, ademas de
ofrecer resultados altamente especificos (Viera DR et al.,2016).

Identificaciéon del género Aeromonas:Las colonias no fermentadoras de la
lactosa y no productoras de Hz2S en agar MacConkey o agar Salmonella-Shigella,
se inoculan en medio de AHK y AHL, medios donde se comprueban las
propiedades fisioldgicas, posteriormente se realiza la prueba de oxidasa y catalasa
(ambas positivas).Las pruebas bioquimicas para reconocer al género Aeromonas
incluyen: el crecimiento en un caldo nutritivo con la adicion de 3 y 6% de NaCl, la
produccion de acido a partir del manitol e inositol, dihidrolacion de la arginina y
descarboxilacion de la lisina y la ornitina (Rodriguez Cet al., 2014; VieraDRet al.,
2015; Humphries RMet al., 2015).
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Identificacién de las especies del género Aeromonas:A nivel de especie la
clasificacion puede ser compleja debido a la heterogeneidad fenotipica y
genotipica. Desde el punto de vista bioquimico, se identifican como fenoespecies,
mientras que las genéticamente diferentes se denominan grupos de hibridacion
(HGs) o genoespecies, determinadas por pruebas de hibridacion del ADN total
(Ching W et al., 2015). Ademas, se incluyen dos grupos con ADN homdlogo:
Aeromonas spp. (HG11) y Aeromonas spp. (HG13), los cuales no cuentan con
nombres (Sandrin TRet al., 2013; Sifaw Ket al., 2014). En la tabla 1 se muestran
las genoespecies y fenoespecies que integran al género Aeromonas.

A pesar de las dificultades que implica su caracterizacion fenotipica, el Aerokey I
se usa para la diferenciacion de cepas individuales de Aeromonas (Carnahan A et
al.,1991). Es de gran utilidad en la identificacion de las siete especies de mayor
importancia clinica del género:A. hydrophila, A. caviae, A. trota, A.jandaei,A.
schubertii, A. veronii biovar veronii y A. veronii biovar sobria.Las pruebas utilizadas
estan dispuestas en una clave dicotomica flexible que incluyen: la produccion de
indol, hidrdlisis de la esculina, produccion de gas a partir de la glucosa, produccion
de acido a partir de la arabinosa y la sacarosa, Voges-Proskauer y resistencia a la
cefalotina.

El Aeroesquema (Furuwatari CH et al, 1994), esta disefiado también para la
identificacion, a través de un esquema dicotomico, delas especies de Aeromonas
y ademas discrimina P. shigelloides y dos especies de Vibrio (V. cholerae y V.
mimicus). Al igual que en el Aerokey Il se necesita un cultivo puro recientemente
obtenido a partir de una sola colonia y pruebas bioquimicas previas (tinciéon de
Gram, fermentacion de la glucosa, oxidasa y crecimiento en ausencia de NacCl),

antes de iniciar el esquema de identificacion.
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Tabla 1. Genoespecies y fenoespecies que integran al género Aeromonas.

Genoespecie Fenoespecie ~ Grupo DNA O cepa tipo Sin6nimo
hibridacion ®

A. hydrophila A. hydrophila 1 ATCC 7966t

A. bestiarum A. hydrophila 2 ATCC 51108t

A. salmonicida A. salmonicida 3 ATCC 33658t

A. caviae A. caviae 4 ATCC 15468t A. punctata

A. media A. caviae 5 ATCC 33907t

A. eucrenophila A. caviae 6 ATCC 23309t A. punctata

A. sobria A. sobria 7 ATCC 43979t

A. veronii biovar sobria  A. sobria 8 ATCC 9071 A. ichthiosmia

A jandaei A. sobria 9 ATCC 49568t

A. veronii biovar veronii  A. sobria 10 ATCC 35604t

Aeromonas spHG11 Aeromonas sp. 11 ATCC 35941

A. schubbertii A. hydrophila 12 ATCC 43700t

Aeromonas spHG13 Aeromonas sp 13 ATCC 43946

A. trota A. sobria 14 ATCC 49657 A.

enteropelogenes

A. allosaccharophila Aeromonas sp. 15 ATCC 1208t

A. encheleia A. caviae 16 ATCC 51929t

A. popoffii A. popofii 17 LMG 17541t

A. culicicula A. culicicula 18 CECT 5761

1. Grupos de hibridacion (HGs) definidos por el CDC.
ATCC (American Type Culture Colletion)
LMG (Laboratorium voor Microbiologie Universiteit Gent)

CECT (Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo, Valencia Espafia)

Diferenciacionde las especies del género Aeromonas:Para la identificacion y
diferenciacion a nivel de especie de los aislamientos clinicos de Aeromonasse
encuentran: polimorfismo de longitud de los fragmentos de restriccion (PLFR),
secuenciacion, RCP (Szczuka E et al.,, 2014), reverso transcriptasa RCP(RT-
RCP), citometria de flujo con activacién de células por florescencia, polimorfismo
de longitud de los fragmentos amplificados (PLFA) y electroforesis en gel de
campo pulsado (EGCP) (Perry L et al., 2007). Se usan, ademas, nuevos sistemas

de identificacion como: microarreglo de ADN (Puthucheary SD et al., 2012),
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tipificacion de la secuencia multilocus (TSML) y la espectrometria de masa (Wang
W et al.,, 2014; Bong H et al.,, 2015), constituyendo esta ultima la técnica de
referencia (Chen PL et al., 2016).

Tipificacidon:La tipificacion serolégica se basa en la presencia del antigeno
somatico O de naturaleza lipopolisacaridica. El serotipaje es de ayuda
epidemiolodgica para dilucidar el papel de los patdgenos en el proceso infeccioso
(Menanteau S et al.,, 2016). ElI género Aeromonas tiene 96 serogrupos: unos
propuestos por Sakasaki y Shimada (1984), obteniéndose su clasificacion a partir
de cepas de Aeromonas mesobfilas y posteriormente se clasificaron aislamientos
hechos en Inglaterra, Peru, Brasil y Australia. Con estos esquemas, se definieron
serogrupos importantes, Ej. O:11, relacionado con infecciones extraintestinales
(incluyendo septicemia y meningitis), O:34 vinculado con infecciones de heridas y
0:16 relacionado con gastroenteritis (Figueras MJ, 2005). Cada especie es
serolégicamente heterogénea, incluyendo mas de un serogrupo. Ademas, un
simple serogrupo puede encontrarse en mas de una especie (Austin B, 2015).
[11.1.6 Susceptibilidad antimicrobiana:Son susceptibles a tetraciclinas vy
aminoglucésidos. Aunque se estd mostrando una resistencia inusual (Vincent ATet
al., 2015), particularmente relacionada con la produccion de R-lactamasas
codificadas por cromosomas, descritas en diferentes especies (Longa A et al.,
2015). Se ha evidenciado corresistencia con las quinolonas y las cefalosporinas y
se ha usado alternativamente carbapenemicos y colistina (Sung Q et al.,
2014;Jallad MA et al., 2015).

[11.1.7 Epidemiologia: Se incluye a las especies del género Aeromonas en la lista
de patdégenos emergentes por dos razones: la primera relacionada con el gran
consumo de alimentos con poca coccion y naturales que son conservados a bajas
temperaturas, lo que no elimina el riesgo de infeccion, pues algunas especies de
Aeromonas son psicrofilas; y la segunda razén se vincula con el incremento de
estas especiesen el agua, durante las estaciones mas calidas, posibilitando un
mayor contacto del hospedero con la fuente de infeccion (Castro G et al., 2003;
Galindo CL y Chopra AK, 2007).
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Aeromonas spp. pueden formar parte de la microbiota gastrointestinal normal de
personas sanas asintomaticas (Pitarangsi C et al., 1982).

Habitan ecosistemas acuaticos: agua subterranea, agua potable de las plantas de
tratamiento, sistemas de distribucion de agua, regadios y plantas de reserva de
agua, asi como lagos, rios y ambientes marinos con una baja concentracion de
sodio (Aravena M et al., 2013). Pueden ser recuperadas también de alimentos
congelados a -20°C durante periodos prolongados (Figueras MJ et al.,2015).

La OMS considera Aeromonas como microorganismos pertenecientes al nivel de

Riesgo I (Disponible en: http://www.hc-sc.gc.ca/pphb-dgspsp/msds-

ftss/msds6e.html; http://www.who.int/water sanitation health/dwag/en/2edvolb.pdf)

Principales aspectos:

(Disponible en:http://www.hc-sc.gc.ca/pphb-dgspsp/msds-ftss/msds6e.html)

Distribucion:Mundial.

Reservorio: El hombre, animales terrestres y marinos; aguas salobres, dulces,
cloradas y estuarios marinos.

Modo de transmision: Por ingestion de agua y alimentos contaminados
(pescados, mariscos, frutas, vegetales, carnes rojas y productos lacteos). Las
infecciones de heridas se adquieren por exposicion a agua y suelos contaminados.
Periodo de incubacion: Variable, de 24 a 72 horas para las infecciones
intestinales y hasta siete dias para otros sitios de infeccién.

Periodo de transmisibilidad:Durante la fase aguda de la enfermedad y hasta que
no esté presente en las heces el agente infeccioso.

Susceptibilidad y resistencia:Son patégenos oportunistas y producen
infecciones en individuos inmunocompetentes, aunque con mayor frecuencia en
individuos con factores predisponentes (diabetes mellitus, linfomas, leucemias),
asi como ancianos y nifios (Kotloff KL et al., 2013; Lobaton T et al., 2015).

[11.1.8 Patogenia: El papel de Aeromonas como patdgeno entérico constituye aln
un tema controversial. La no disponibilidad de un modelo animal adecuado
dificulta demostrar su enteropatogenicidad. Desde 1985 se describen estudios de
inoculacién oral en humanos voluntarios, pero no se logré reproducir la

enfermedad diarreica (Morgan DR et al., 1985).
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[11.1.9 Procesos infecciosos producidos por Aeromonas spp:Producen una
variedad de expresiones clinicas donde la diarrea aguda autolimitada constituye la
manifestacion clinica mas comun, aunque también se describe la diarrea mucopio
sanguinolenta acompafada de dolor abdominal y la diarrea acuosa, profusa
parecida al colera (Kotloff KL et al., 2013; Lobatén T et al., 2015). Entre las
infecciones extraintestinales se destacan las infecciones de piel y tejidos blandos
como celulitis, forunculosis, fascitis necrotizante, colangitis (Lobatén T et al., 2015;
Attéré SA et al., 2015). Se describe con menor frecuencia peritonitis, neumonia,
bacteriemia, sindrome urémico-hemolitico e infeccién del tracto hepato-biliar
(Spadaro S et al., 2014; Lobaton T et al., 2015; Longa B et al., 2015; Brata P et
al.,2016). Causan infecciones oculares (aunque son raras): blefaroconjuntivitis y
endoftalmitis (Tamura T y Hilda T, 2003). Ademas, pueden producir infecciones
nosocomiales como consecuencia del cateterismo (Longa B et al., 2015; Batra P
et al., 2016).

Su papel como patégeno humano en los desastres naturales se prob6 con el
tsunami que devastd las costas de Tailandia (2004). En un estudio de 305
sobrevivientes con infecciones en la piel, fue el patdbgeno mas identificado (Dixon
B, 2008). También, ha sido causa de peritonitis pos desastres naturales (Lin WT et
al., 2013).

[11.1.10 Tratamiento: La infeccidn entérica por Aeromonas spp es autolimitada y
no se recomienda el uso de antimicrobianos, s6lo en pacientes inmunodeprimidos
o con factores predisponentes, donde se utiliza el trimetoprim-sulfametoxazol y en
las infecciones extraintestinales donde se emplean cefalosporinas de segunda o
tercera generacion y cloranfenicol (Disponible en: http://www.hc-sc.gc.ca/pphb-

dgspsp/msds-ftss/msds6e.html)

[1l.2 Plesiomonasshigelloides

[11.2.1 Caracteristicas generales del género: P. shigelloides es un bacilo
gramnegativo, mide 0,1 a 1 um de ancho por 2 a 3 um de largo. Tiene de 2 a 5
flagelos polares (lofotricos) y flagelos laterales mas cortos. Puede haber cepas

inmoviles o con flagelos monotricos. Reduce los nitratos a nitritos, es anaerobio
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facultativo y oxidasa positivo (Viera DRet al., 2015). La temperaturade crecimiento
oscila de 8 a 45°C (temperatura optima: 35°C-39°C) (mesdfila), aunque un estudio
reporta cepas psicrofilas de P. shigelloides con un minimo de crecimiento de 0°C
(Rouf MAet al., 1971; Janda JM et al., 2016). Se describe que el pH 6ptimo de
crecimiento es de 4,0 a 9,0y en un maximo de concentracion de NaCl de 5%
...... P. shigelloides es resistente al compuesto vibriostatico O/129 (Morales A 'y
Gonzélez A,2013).

[11.2.2 Caracteristicas bioquimicas: P. shigelloides no utiliza la lactosa ni el
manitol, pero si el inositol como fuente de energia, produce indol y es urea, citrato,
fenilalanina, Voges-Proskauer, esculina, gas y H2S negativo. Carece de
exoenzimas tales como, gelatinasa, DNasa, lipasa y amilasa, descarboxila la lisina
y la ornitina y dihidroliza la arginina, fermenta la glucosa y otros carbohidratos
produciendo &cido, pero no gas, es heterotrofica (Koneman EW et al., 2008).

[11.2.3 Taxonomia: Plesiomonas incluye una sola especie: shigelloides, que fue
aislada por primera vez de las heces y la denominaron Paracolon C-27 (Ferguson
WW et al., 1947). Posteriormente, se observl que estas cepas (C-27) carecian de
exoenzimas tales como lipasa y gelatinasa, a diferencia del género Aeromonas,
por lo que no debia ser denominada A. shigelloides y propusieron un nuevo
género con una sola especie: P. shigelloides (Habs H y Schubert RH, 1962).
Véron propuso dos géneros: Aeromonas y Plesiomonas, incluidos en la familia
Vibrionaceae, basado en algunas propiedadescomunes con Vibrio. Para
determinar la especie se tuvo en cuenta los datos de hibridacién con ADN (Véron
MM, 1965). La reclasificacion se baso en el analisis de la secuencia genética 5S,
16S y TSML que indic6 que el taxén correspondia a enterobacterias y no a Vibrio
(Janda JM et al., 2016). Actualmente, segun el Manual de Bacteriologia y
Sistematica de Bergey, teniendo en cuenta el porciento de similitud entre las
bases de ADN del género Proteus de la familia Enterobacteriaceae y ...............
P. shigelloides, se ubica en el Reino: Procariota, Orden XllI: Enterobacteriales,

Familia I: Enterobacteriaceae, Género XXVII: Plesiomonas (Janda JM, 2005).
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[11.2.4 Factores de virulencia:Los mecanismos de patogenicidad de.................
P. shigelloides no estan totalmente definidos, aunque se citan:
Endotoxina:Conferida por la capa LPS (gramnegativo), la cual es altamente
inmunogénica y esta asociada con las manifestaciones patologicas de la
activacion inmune, como el shock séptico.Esta incluye lipido A, O-polisacarido y
un oligosacarido (Kasowska Met al., 2013; Aquilini Eet al., 2014).
Enterotoxinas:P. shigelloides elabora toxinas TL y TE. Las TE tienen homologia
con el ADN de las enterotoxinas de E. coli y V. cholerae, aunque en algunas
investigaciones (reaccion de latex reverso pasivo, método de enfrentamiento de
las cepas a las células adrenales Y1, asi como la hibridacion directa de colonias
para determinar si tienen secuencias homoélogas a la TC), se han obtenido
resultados negativos (Matthews BG et al.,1988).

Citolisina:Estudios realizados en células Hep-2, en células Vero y en células Y1,
han demostrado la produccion de ésta, la cual juega un papel importante en la
colonizacion e invasion de las células epiteliales, produciendo inhibicién o
destruccion de la microbiota residente; aunque no causa lisis de los eritrocitos
(Jagger TD, 2000).

Hemolisina: Actia como una enterotoxina a nivel intestinal, las bacterias que la
producen lisan los eritrocitos y utilizan la hemoglobina, la hemina y la hematina
como fuente para adquirir el hierro en los hospederos mamiferos (Oldham AL,
2008).

Elastasa: Actla degradando el tejido conjuntivo (Santos JAet al., 1999).
Plasmidos:Son moléculas de ADN circulares de doble cadena,
extracromosomicos, autorreplicables.Los plasmidos de resistencia (R) portan un
grupo de enzimas que pueden degradar antibiéticos y modifican los sistemas de
transporte en la membrana (Bravo L et al.,1998).

Adherencia bacteriana: Es un paso fundamental para la infectividad al interactuar
con las células del hospedero y es el paso previo a la colonizacion. La adhesion
tiene dos categorias: especifica (la bacteria produce receptores proteicos en la
superficie, con especificidad para juegos de ligandos tales como carbohidratos) y

la no especifica (la adhesion puede ser mediada por proteinas, pero tipicamente
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incluye una variedad de polimeros y/o exopolisacaridos, que resultan en la
adhesion via hidrofdbica o interacciones idnicas) (Tsugawa Het al., 2007).

Los receptores son usualmente carbohidratos y pueden ser expresados también
sobre eritrocitos, las adhesinas son llamadas también lectinas y hemaglutininas
(Bravo L et al., 2009).

Hidrofobicidad celular:En el proceso de la adherencia, las interacciones entre
bacterias y células de la superficie de los tejidos son complejas. Cuanto mas
hidrofoba sea la superficie de la célula bacteriana, mayor sera la adherencia a la
célula del hospedero(Simon Pet al., 1987).

Produccién de exopolisacéaridos para la formacion de biofilm:El hospedero no
reconoce con facilidad estos exopolisacaridos como algo extrafo, frente a lo que
debe producir una respuesta inmune (anticuerpos). Los microorganismos que
producen exopolisacéaridos tras adherirse a los epitelios forman microcolonias, de
este modo la infeccion puede tornarse crénica, se evita la fagocitosis y se facilitala
resistencia frente a los antimicrobianos (Balsega E et al., 1993).

Motilidad: El numero de flagelos es variable. Es el Unico miembro de la familia
Enterobacteriaceae con flagelo polar (monotrico), cuando crece en medio liquido.
Los flagelos laterales (peritrico) y mechones en uno o ambos extremos (lofotrico)
son inducibles y se muestran en medios viscosos, sélidos o semisélidos (Merino
Set al., 2015).

Los flagelos, son apéndices delgados vy flexibles, de locomocién; estan formados
por una sola clase de subunidad proteica (flagelina). Las bacterias con flagelos
son moviles y tienen ventaja sobre las bacterias ho moviles, porque le facilitan el
desplazamiento, la posibilidad de la formacion de nuevas colonias, la extension de
la infeccidn fuera del punto de contacto y la penetracion celular (Wilhelms M et al.,
2013; Parker JL et al., 2014).

[11.2.5 Diagnostico de laboratorio

Aislamiento: Las muestras a estudiar dependen de la localizacion de la infeccion,
se utilizan heces o muestras de otras localizaciones. Se pueden depositar

directamente en medios convencionales o inocularlas en medios de transporte
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(Stuart o Cary Blair), los cuales se trabajaran hasta cinco dias después de su
inoculacion (Koneman EW et al., 2008).

En los medios de cultivo como agar sangre las colonias son de 1 a 1,5 mm de
diametro, a diferencia de los medios con lactosa donde son de 0,5 a 2,0 mm de
diametro. Son traslucidas, brillantes, con el centro ligeramente elevado, con la
superficie lisa y los bordes enteros a las 24 horas, en los cultivos viejos se han
observado variaciones en la morfologia. En caldo de peptona crece con turbidez
uniforme, no se sedimenta ni forma pelicula, pero en caldo nutriente que contenga
7,5% de NaCl no crece (Larsen AMet al., 2014).

Se han utilizado para el aislamiento de P. shigelloides, medios de cultivo tales
como agar MacConkey, agar Salmonella-Shigella, agar Hektoen y agar
desoxicolato. En 1984 se cre6 agar Plesiomonas para el aislamiento de este
microorganismo en heces, donde las colonias crecen entre 1 y 2 mm de diametro,
de color rosado opaco; también se utiliza el agar inositol verde brillante sales
biliares, siendo las colonias a las 48 horas traslicidas con variadas tonalidades de
rojo (Koneman EW et al.,2008).

Identificacién del género Plesiomonas: Las colonias no fermentadoras de la
lactosa y no productoras de Hz2S en agar MacConkey o agar Salmonella-Shigella,
se inoculan en medio de AHK y AHL, medios donde se comprueban las
propiedades fisioldgicas mencionadas, posteriormente se realiza la prueba de
oxidasa y catalasa (ambas positivas). Se complementa la identificacion del género
con pruebas tales como: resistencia al agente vibriostatico O/129, dihidrolacion de
la arginina, descarboxilaciéon de la lisina y la ornitina, asi como la no utilizacion del
manitol y utilizacion del inositol (Nisha RG et al.,2014).

Identificacién de la especie de Plesiomonas: Este género cuenta con una
especie. Una vez identificado el género, se realizan las siguientes pruebas
bioquimicas: indol, rojo de metilo, [3-galactosidasa, Voges-Proskauer, urea, citrato,
fenilalanina, esculina y produccién de gas a partir de la glucosa (Matsuyama R
et al., 2015).

Existen reportes de la deteccion de P. shigelloides por RCP, basado en el gen 23S

rRNA. Los resultados obtenidos demuestran su utilidad en la identificacion rapida y
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sensible de este microorganismo a partir de muestras clinicas y medio
ambientales (Gonzéalez Cet al., 2000). El panel gastrointestinal FilmArray, es una
RCP en tiempo real multiplex para 23 patégenos (14 bacterias, 5 virus y 4
parasitos), incluye a P. shigelloides. Estudios preliminares demuestran una
sensibilidad y una especificidad para la deteccion de P.shigelloides
aproximadamente de 100% (Khare R et al., 2014; Buss SN et al., 2015).
Tipificacion:P. shigelloides al igual que las demas enterobacterias presenta
antigenos O (somatico) y H (flagelar). Los antigenos O son termoestables,
resistentes al calentamiento hasta 100°C y no se destruyen con alcohol ni con
acidos diluidos; son de naturaleza polisacarida y determinan los subgrupos
somaticos a los que pertenecen los microorganismos. Los antigenos H se
encuentran ubicados en los flagelos, son de indole proteica. Su variacion
antigénica se debe a las secuencias de aminoacidos y se inactivan con
temperaturas superiores a 60°C, con alcoholes y acidos (Aquilini E et al.,
2013;Kaszowska M et al., 2013b; Aquilini E et al., 2014; Lundqvist L et al., 2015).
El esquema antigénico aplicado internacionalmente es extenso y variable, ha
sufrido continuos cambios por la aparicién de nuevos serotipos. Bravo y cols. en el
afio 2000, en Cuba, demuestranla circulacion de los serotipos O93:H2, 094:HS3,
095:H4 y 096:H5, los cuales fueron incluidos en el esquema de serotipificacion
internacional. En ese mismo afio se descubrieron 26 nuevos antigenos O (O77-
0102) y 10 nuevos antigenos H (H42-H50 y H1al d), por lo que el tltimo esquema
puesto en practica para el serotipaje fue propuesto por Aldova E (2000) y
actualmente consta de 102 antigenos O y 51 antigenos H. Tiene serotipos que
presentan reaccion cruzada con el género Shigella, como el O17:H3 (que tiene un
lipopolisacéarido idéntico al de S. sonnei fase 1), utilizando éste en preparados de
candidatos vacunales contra la shigelosis, el O11:H11 que reacciona de forma
cruzada con S. dysenteriae, al igual que 022:H3 y 093:H2, el O23:H1 y el O54:H3
con S. boydii (Kubler J et al., 2008).

1.2.6  Susceptibilidad antimicrobiana:La  diarrea  aguda  causada
[o]o] ST P. shigelloides es generalmente autolimitada y no requiere de

terapia antimicrobiana. Pero en algunos pacientes con infecciones intestinales
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severas, ésta es beneficiosa. En estos casos las fluoroquinolonas y el trimetoprim-
sulfametoxazol se consideran una buena opcién y acortan el curso de la diarrea.
En contraste con las infecciones intestinales, en las extraintestinales el tratamiento
antimicrobiano se requiere de forma inmediata. Los patrones de susceptibilidad
antimicrobiana deben estudiarse de manera individual en cada cepa. Es de
especial interés investigar la CIM en Plesiomonas, pues se conoce que la accion
de algunos R-lactamicos depende del inoculo empleado (Hustedt JW y Ahmed S,
2017).

[11.2.7 Epidemiologia: P. shigelloides es un patégeno emergente (Stock |, 2004) y
no ha sido asociada a desastres naturales (Presley SM et al., 2006); aunque,
potencialmente pudiera estar relacionada con éstos (Kakizaki E et al., 2010; Janda
JM et al., 2016). Es un patdgeno de animales (Niskanen M et al., 2000, Chen X et
al., 2013). Puede producir infecciones en nifios y adultos y su incidencia aumenta
en verano. Los casos de gastroenteritis estan relacionados con los hébitos
dietéticos y condiciones higiénico-sanitarias, por esa razon es reportada
mayormente en el sudeste de Asia y Africa (Janda JM et al., 2016).

Principales aspectos:(Islam A et al., 2013; Joh SJ et al., 2013; Hu Q et al., 2014;
Stenkat J et al., 2014; Larsen AM et al., 2014; Pakingking R et al., 2015).
Distribucion:Mundial, principalmente en los paises tropicales y subtropicales.
Reservorio: El hombre, animales terrestres (perros, gatos, cerdos, vacas, cabras,
buitres, serpientes, sapos y monos) y acuaticos (peces y mariscos); tanto de
aguas salobres como dulces, cloradas y estuarios marinos.

Modo de transmision: Por ingestion de agua y alimentos contaminados
(pescados, mariscos, frutas, vegetales). Las infecciones de heridas se adquieren
por exposicion a agua y suelos contaminados.

Periodo de incubaciéon: Variable, de 24 a 72 horas para las infecciones
intestinales y hasta siete dias para otros sitios de infeccién.

Periodo de transmisibilidad:Durante la fase aguda de la enfermedad y hasta que
no esté presente en las heces el agente infeccioso.

Susceptibilidad y resistencia:Es un patégeno oportunista (Miller ML et al., 1985),

se presenta en pacientes con enfermedades de base: sicklemia (Ampofo K et al.,
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2001), talasemia (Auxiliadora M et al., 2010),diabetes mellitus, linfomas, cirrosis,
leucemias (Riley PA et al., 1996;Brann OS, 2001) y esplenectomizados
(Samannodi M et al., 2016), asi como en ancianos y malnutridos. También, ante
otras inmunodepresiones (hepatopatia alcohdlica y enfermedad de Hodgkin)
(Clark RB et al., 1991, Vitovec J et al., 2001). En nifios menores de cinco afios es
frecuente debido al sistema inmune inmaduro (Sire JM et al., 2013; Xia FQ et al.,
2015).

[11.2.8 Patogenia:P. shigelloides no forma parte de la microbiota del tracto
gastrointestinal de los humanos (Chen X et al., 2013). Jagger TD (2000), propone
qgue la transmisién de Plesiomonas sp. puede ocurrir desde habitat acuaticos
naturales (incluye ingestion de agua contaminada o contacto intimo con la piel y
las mucosas) durante la natacion y desde reservorios secundarios por ingestion de
alimentos (anfibios y peces). Puede alcanzar el tracto gastrointestinal (intestino
delgado) y ocasionar gastroenteritis, penetrar en heridaso pasar al torrente
sanguineo (bacteriemia) y diseminarse (septicemia) (Penn RGet al., 1982; Janda
JM et al., 2016).

[11.2.9 Procesos infecciosos producidos por P. shigelloides: La especie del
género Plesiomonas ha surgido como un problema de salud para la poblacién
mundial, por el amplio espectro de expresiones clinicas (Wright AC et al., 2013).
Ha sido asociada con casos esporadicos y brotes de diarreas en diferentes partes
del mundo, asi como la diarrea del viajero en personas inmunocompetentes
(Nwokocha AR et al., 2014).

Es agente causal de infecciones extraintestinales. La septicemia es rara, solo en
presencia deenfermedades debilitantes (Chen X et al., 2013; Samannodi M et al.,
2016)y trasplante de higado desde un donador con P. shigelloides (Bonatti H et
al., 2012). Los abscesos cutaneos y celulitis, se muestran en traumatismos de la
piel y las mucosas (Gopal V et al., 1991; Herve Vet al., 2007).Se asocia a
infecciones de los huesos (Fukushima Het al., 2005; Okon Eet al., 2013), del tracto
respiratorio e infecciones oculares (endoftalmitis). Se puede presentar en
meningitis, bacteriemia (Chen X et al., 2013; Xia FQ et al., 2015), peritonitis y en el

sindrome urémico-hemolitico (Marshman WE et al., 1998). En los ultimos afios se
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ha notificado su aislamiento en prostatitis, orquitis, cistitis y piosalpingitis (Young
AZet al., 2001; Morales Ay Gonzalez A, 2013).

[11.2.10 Tratamiento:La infeccion entérica por P. shigelloideses autolimitada y no
se recomienda el uso de antimicrobianos, sélo en pacientes inmunodeprimidos o
con factores predisponentes, donde se utiliza el trimetoprim-sulfametoxazol y en
las infecciones extraintestinales donde se emplean cefalosporinas de segunda o
tercera generacion y cloranfenicol. Cuando el sitio de infeccion es a nivel de piel o
tejido celular subcutaneo se puede aplicar curas con antisépticos y drenaje de
abscesos (Janda JM et al.,2016).

[11.3 Vibrio spp.

[11.3.1 Caracteristicas generales del género: Los microorganismos del género
Vibrio son bacilos gramnegativos, cortos, curvos (semejan una coma), miden de
0,3 a0,5 um de ancho y de 1,4 a 1,6 um de largo. Se presentan como células en
forma de S, en parejas o0 a veces en cadenas cortas, son méviles por la presencia
de un flagelo polar, aunque en medio soélido muchos pueden producir flagelos
laterales (peritricos). Reducen los nitratos a nitritos, son aerobios y anaerobios
facultativos y oxidasa positivos. Son sensibles al compuesto vibriostatico O/129
(Rashid Aet al., 2013). Todas las especies del género dependen del ion sodio,
incluso aquellas capaces de crecer en agua de peptona carente de sal, el catidén
estimula su crecimiento (Sun S et al., 2013).

[11.3.2 Caracteristicas bioquimicas: No fermentan lactosa, ni inositol, pero si la
glucosa, maltosa, trealosa, manitol y la sacarosa sin formacién de gas, hidrolizan
la esculina,producen decarboxilacion de la lisina y la ornitina, no producen una
reaccion positiva de arginina dihidrolasa y no producen H2S (Bahamonde C y
Stuardo V, 2013).

[11.3.3 Taxonomia: El género Vibrio, estuvo hasta afios recientes considerado
como sinénimo de enfermedades causadas por V. cholerae O1 (restringido
solamente a esta especie que produce epidemias y pandemias de colera)
(Dickinson G et al.,, 2013). Actualmente, segun el Manual de Bacteriologia

Sistemética de Bergey se ubica en el Reino: Procariota, Orden Xl: Vibrionales,
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Familia 1: Vibrionaceae, Género I: Vibrio, Especies: se describen 133 y alrededor
de 200 serogrupos (Farmer J et al., 2015). De estas especies, 12 son patdgenas
para el hombre y de este grupo, 10 se consideran hal6filas (requieren para su
crecimiento optimo una concentraciéon de NaCl no inferior al 1%).

Entre las especies patdégenas para el hombre podemos citar: V. cholerae,
V. vulnificus, V. parahaemolyticus,V. chagasii, V. neptunius, V. pomeroyi, V.
kanalooe, V. fluvialis, V. xuii y V. brasiliensis(Ramamurthy T y Sharma NC, 2014).
[11.3.4 Factores de virulencia: Entre los factores de virulencia se encuentran:

Pili tipo IV: Su composicion es de proteina (pilina). Es un factor de colonizacién
importante en el epitelio intestinal humano, co-regulado por toxina (toxin-
coregulated pilus, TCP), llamado asi, porque su sintesis es regulada en paralelo
con la de la TC, es esencial para la colonizacion intestinal porV. cholerae(Aagesen
Aetal., 2012).

Enterotoxina colérica (TC):Es una proteina oligomérica, binaria termolbil,
semejante antigénicamente a la enterotoxina TL de E. coli enterotoxigénica, cuyos
genes estructurales (ctxA yctxB) codifican cincosubunidades (B), que ligan la
molécula de toxina a los receptores de las células intestinales y una subunidad
(A), enzimaticamente activa, la produce V. cholerae O1 y 0139 (Amin SM et al.,
2013).

Toxinas relacionadas con el inhibidor de sodio: Inhiben el transporte de sodio
a nivel de la membrana celular (CeccarelliDet al., 2015).

Toxina ACE: Provoca un incremento de la diferencia de potencial a ambos lados
de la membrana de las células epiteliales (Karagozova AV y Salnikova OL, 2000).
Otras toxinas: Toxina ZOT, enterotoxina TE.

PME:Se pueden mencionar OmpV de 25 kDa, OmpW de 22 kDa, que facilitan la
adherencia a las células epiteliales (Crawford JA et al., 2003).

Biofilm:Vibrio spp. usan superficies bibticas y abidticas para adherirse y sobrevivir
ante la limitacion de nutrientes en la naturaleza (Bari SM et al., 2013).
Adhesinas:Favorecen la adhesién de los microorganismos a las células (Boiko
AV, 2000).

Enzimas extracelulares: Ej. B-hemolisina y proteasas (Boiko AV et al., 2000).
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Capa LPS (endotoxina) (Nesper J et al., 2002).

Bacteriofagos: Tienen un papel importante en la transferencia genética horizontal
y la diseminacion de la resistencia interespecies (Maina AN et al., 2013).

Sistema de secrecion: Todas las cepas lo tienen, pero se expresan de forma
diferente (Dustan RA et al., 2013).

[11.3.5 Diagnostico de laboratorio

Muestras:Las muestras de heces deben recogerse al comienzo del cuadro clinico
y antes de instaurar el tratamiento antibiético. Si requieren ser transportadas o si el
tiempo transcurrido entre su recogida y procesamiento es superior al establecido,
se puede utilizar el medio de Cary Blair,porque la solucion de glicerol tamponado
no es adecuada, debido a que el glicerol es toxico para las especies del género
Vibrio. Las muestras rectales recogidas con hisopo son validas en la fase aguda
de la enfermedad, pero carecen de utilidad en personas convalecientes,
portadores o en pacientes que han recibido tratamiento antimicrobiano, porque el
in6culo es escaso. En las situaciones anteriores puede ser recomendable la
utilizacién de medios de enriquecimiento. La muestra se inoculard en un volumen
no inferior a 20 mL de agua de peptonaalcalina (APA) con 1% de NaCl, con
incubacion de cinco a seis horas a 35°C y subcultivo posterior en agar tiosulfato
citrato bilis sacarosa (TCBS) (Desai SNet al., 2016).

Aislamiento: Las muestras se siembran en medios selectivos que inhiben o
retardan el crecimiento de otros microorganismos. El mas empleado es el TCBS,
el cual permite diferenciar las especies que fermentan la sacarosa (colonias
amarillas), de las que no poseen esta capacidad (colonias verdes)(Valdés-Dapena
MM, 2001), tal como se muestra en la tabla 2.Sin embargo, V. hollisae crece con
dificultad en este medio e incluso es inhibido en él, razon que justifica la
incorporacion de medios no selectivos y medios que permitan la realizacion de la
prueba de oxidasa directamente de la placa (sin carbohidratos 6xido fermentables)
(Zwadyk P, 1998).
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Tabla 2. Especies de Vibrio fermentadores y no fermentadores de la sacarosa.

Especies que fermentan la sacarosa  Especies que no fermentan la sacarosa

(colonias amarillas en TCBS) (colonias verdes en TCBS)
Vibrio cholerae Vibrio mimicus

Vibrio alginolyticus Vibrio parahaemolyticus
Vibrio fluvialis Vibrio vulnificus

Vibrio furnissii

Vibrio metschnikovii

Respecto a los medios de enriquecimiento, el mas recomendado es el APA (pH
8,5) con adicién de 1% de NaCl, que puede ser utilizado igualmente como medio
de transporte (Dutta Det al., 2013).

Identificacién del género Vibrio: La mayoria de las especies del género Vibrio
fermentan la lactosa en agar MacConkey, a excepcion de V. vulnificus y algunas
cepas de V. metschnikovii. Las colonias con las propiedades fisiol6gicas antes
mencionadas se transfieren al medio de AHK y AHL. Con la imagen compatible se
le realiza la prueba de oxidasa y catalasa (ambas positivas), sensibilidad al agente
vibriostatico O/129, utilizacion del manitol, no utilizacion del inositol y utilizacion de
aminoacidos segun el método de Mdeller: decarboxilacion o no de la lisina y la
ornitina y dihidrolacién de la arginina (Charles A y DePaola A, 2004; Koneman
EWet al., 2008).

El 0,5% de NaCl presente en el agar sangre comunmente utilizado en
microbiologia clinica, permite el crecimiento de estas bacterias. La temperatura
optima de crecimiento es de 35°C y la incubacién de 18 a 24 horas (Humphries
RM et al., 2015).

Identificacidén de las especies del género Vibrio: Generalmente necesitan para
su crecimiento NaCl aunque se pueden diferenciar dos grupos: especies
halotolerantes capaces de crecer en agua de peptona sin adicion de NaCl y
especies halofilas incapaces de crecer en ausenciade NaCl. Un dato que puede
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hacer sospechar la presencia de bacteria haldfila, es la ausencia de crecimiento
en los medios de identificacion utilizados de rutina. En la practica, la identificacion
presuntiva de los vibrios halofilos puede efectuarse en los medios convencionales
empleados para la identificacion de los miembros de la familia Enterobacteriaceae,
previa adicion de 1% de NaCl en todos los que carecen de sal en su composicion:
Voges-Proskauer, reduccion de nitratos, hidrélisis de la gelatina y produccion de
indol (Charles Ay DePaola A, 2004).

Los caracteres bioquimicos Utiles para establecer una clave sencilla de
identificacion de las especies haldfilas y no haldéfilas del género Vibrio son:reaccién
de la oxidasa y reduccién de nitratos positiva y la sensibilidad al agente
vibriostatico O/129, esta Ultima utilizada para separar el género Vibrio de
Aeromonasy diferenciar las distintas especies de Vibrio entre si. Su estudio se
debe efectuar en medios con baja concentracion de sal porque el NaCl y el cloruro
de magnesio (MgCl2), pueden disminuir su accién. Un halo de inhibicion alrededor
del disco de O/129 de 150 mg es caracteristico del género Vibrio, aunque se ha
observado este mismo efecto en los géneros Plesiomonas, Pasteurella y
Actinobacillus(Miyoshi Sl, 2013).

Reacciones bioquimicas diversas: Prueba de Voges-Proskauer, produccion de gas
en la fermentacion de la glucosa y el metabolismo de distintos azucares, entre los
gue se encuentran, sacarosa, lactosa, arabinosa, manitol, inositol, celobiosa y
salicina. Existen cepas salvajes de V. vulnificus, que en principio no utilizan la
lactosa y en las cuales solo es posible detectar la fermentacién de este azlcar
después de 48 a 72 horas de incubacién, debido a la aparicion de mutantes
espontaneos capaces de fermentarla. La lectura final de los caracteres
bioquimicos debe realizarse a las 48 horas de incubaciéon. La identificacién se
completa con el estudio de la halotolerancia, en caldo de triptona con diferentes
concentraciones de NacCl (0, 3, 6, 8, 10y 12%) (Hao Y et al., 2015).

El diagndstico de caso sospechoso de colera es eminentemente clinico, fortalecido
por la positividad de un test rapido, por ejmplo (Dipstick del Instituto Pasteur), que
es valido para los serogrupos O1 y 0139, disefiado para el tamizaje, pero a todos

los casos positivos se les debe realizar el cultivo e identificar el vibrion del cdllera
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para declararlo como caso confirmado (Sanchez RM et al., 2014).No es la Unica
prueba rapida actualmente disponible. En los eventos de colera en nuestro pais se
han utilizado, en orientacion por la (OMS), el test Rapid SD Bioline, Sur Corea que
cumple las siguientes caracteristicas:

. Heces

.Detecta 10 ’ ufc/mL

. Tiempo maximo diagnéstico 20 min.

.Mayor manipulacion.

También se ha utilizado el test Rapid CTK Biotech, EE.UU, con las siguientes
caracteristicas:

.Heces y Vomito.

.Detecta 10 > ufc/mL

.Tiempo maximo diagndstico 10 min.

.Menos manipulacion.

Tipificacion:Existen multiples sistemas de clasificacion para el antigeno somético
O de V. cholerae. El sistema mas ampliamente usado es el esquema de tipaje de
Sakazaki y cols. (1977), en el cual se utilizan sueros preparados con gran cantidad
de organismos inactivados por calor. En base a la presencia de antigenos
somaticos O, se han determinado que existen mas de 200 serogrupos de V.
cholerae siendo el O1 y 0139 los productores del célera (Garrity GM et al., 2003).
El antigeno de V. cholerae O1 esta integrado por tres factores designados (A, By
C), que determinan tres serotipos Inaba, Ogawa e Hikojima.Se ha demostrado la
interconversion de Ogawa a Inaba, pero a la inversa es rara (Mandal S et al.,
2011).

El antigeno H es termolabil, se inactiva por calentamiento a 100°C durante 15
minutos. Todas las cepas de una misma especie poseen los mismos antigenos H
y su determinacion es de poco valor para el serotipaje de las especies del género
Vibrio(Luo Y et al., 2013).

V. cholerae O1 se diferencia en dos biotipos, el clasico y El Tor, no es necesario
para el control o tratamiento de los pacientes, pero es importante en epidemiologia
(Amin SMet al., 2013; Imani FA et al., 2013).
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[11.3.6 Susceptibilidad antimicrobiana: Vibrios haléfilos crecen bien en el medio
de agar Mueller-Hintonsin adicion de NaCl. El exceso de sal puede alterar la
actividad de ciertos antibioticos (gentamicina y colimicina) (Akoachere JF et al.,
2013a). Los estudios de sensibilidad se realizan por las técnicas habituales o por
métodos automatizados o semiautomatizados. Todos los Vibrios implicados en la
patologia humana son sensibles a la tetraciclina, con porcentajes de sensibilidad
entre el70-100%,segun las especies (Nsofor CA et al., 2014).

El rapido desarrollo de la resistencia interespecies a los antimicrobianos puede ser
atribuido al papel de los bacteriéfagos en la transferencia horizontal de genes de
resistencia o secuencias de integrones (Tamrakar AKet al., 2009; Maina ANet al.,
2013).

[11.3.7 Epidemiologia:La fisiologia y ecologia de V. cholerae en las aguas esta
estrechamente ligada a tres factores principales: la relacion de temperatura y
salinidad, adherencia a superficies y colonizacion de la macrobiota con quitina. La
salinidad es un factor critico que regula la distribucién de las distintas especies de
Vibrio en funcién de su afinidad. V. cholerae tiene afinidad por aguas mas salobres
que V. parahaemolyticus, lo que hace que su distribucion a lo largo de las zonas
costeras y estuarios esté en funcion de los gradientes de salinidad existentes.
Aumentos estacionales de temperatura del agua de mar inducen de forma directa
la proliferacion de éstos, siempre que los niveles de salinidad sean los éptimos
para su expansion demogréfica (Moore S et al., 2014).

La epidemia puede ser predictiva por el monitoreo de zooplancton en
contaminaciones acudticas. Existe una relacion positiva entre la abundancia de
copépodos y el aumento deV. cholerae.En este sentido, el estudio y la vigilancia
de las condiciones ambientales en una zona pueden ser aplicados para inferir el
riesgo de la presencia de estos microorganismos, predecir la aparicion de
infecciones en el area y elaborar modelos de riesgo que son clave en las
estrategias para la mitigacion de esta enfermedad (Gavilan RG y Martinez J,
2011).
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V. cholerae pertenece al grupo de riesgo biologico Il (Somarriba L et al., 2013).
Los serogrupos O1 y 0139 causan el célera epidémico que se considera una
enfermedad reemergente (Akoachere JF et al., 2013b).

Principales aspectos: (Mandal S et al, 2011; Kihla Jet al., 2014).

Agentes infecciosos: Se incluyen 133 especies y de éstas, 12 son patdgenas
para el hombre. V. cholerae Ol y 0139 causan principalmente infecciones
gastrointestinales. Las cepas de V. cholerae no-O1 y no-O139 producen 2 a 3%
de los casos de diarreas en los paises en vias de desarrollo.

Distribucion: Mundial, la incidencia aumenta en verano.

Reservorio: El hombre, animales terrestres y marinos, aguas salobres, dulces,
saladas y cloradas, estuarios marinos y el mar.

Modo de transmision: Por ingestion de agua y alimentos contaminados. Las
infecciones de heridas se adquieren por la exposicion a agua y suelos
contaminados. Dos rutas de transmision han sido reconocidas: transmision
primaria por el contacto con reservorios acuéticos y la transmisién secundaria que
ocurre por el contacto ya sea de forma directa o indirecta con heces o vomitos de
pacientes infectados. La transmision primaria inicia un brote y la transmisiéon
secundaria causa epidemia.

Periodo de incubacion: Variable, de 24 a 72 horas para las infecciones
intestinales y hasta siete dias para otros sitios de infeccién.

Periodo de transmisibilidad: Durante la fase aguda de la enfermedad y hasta
que no esté presente en las heces el agente infeccioso.

Susceptibilidad y resistencia: Variable, producen infecciones en individuos
inmunocompetentes, aunque son mas frecuentes en personas con factores de
riesgo e inmunodeprimidos, por ejemplo, aquellas que presentan diabetes mellitus,
linfomas, leucemias y aclorhidria gastrica, ancianos, malnutridos y nifios. El
elemento de correlacion inmunolégica de proteccion contra el cOlera por cepas O1
son los anticuerpos vibriocidas en el suero. Los nifios con lactancia materna estan
protegidos. La aclorhidria gastrica intensifica el riesgo de aparicion del colera.
Medidas de control:(Tall A et al., 2013).
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Medidas preventivas: Educar a la poblacidon respecto a la importancia de lavarse
las manos, asi como de la eliminacion sanitaria de las heces humanas.Proteger,
purificar y clorar los abastecimientos publicos de agua. Mantener la limpieza al
preparar y manipular los mariscos cocidos de manera que se evite la
contaminacion con mariscos crudos 0 con agua contaminada. Asegurarse que los
mariscos cocidos alcancen la temperatura adecuada para destruir los
microorganismos.

Control del paciente, de los contactos y del medio ambiente:Notificacion a la
autoridad local de salud. Aislamiento durante la fase aguda de la enfermedad,
tomar precauciones entéricas, ingreso en casos graves. Desinfeccion concurrente
de las heces, vomitos y articulos contaminados.Investigacién de los contactos y de
la fuente de infeccion (debe limitarse a las personas que manipulan alimentos,
personal y nifios de jardines infantiles y otras situaciones en las que sea factible la
diseminacion de la infeccion).

Vacunacién: Las parenterales sélo protegen entre un 50 y 60% y tienen una
efectividad entre tres y seis meses; las vacunas orales, pueden prepararse con
células muertas o con células muertas mas TC, siendo esta Ultima la que mas
efectividad ha demostrado.

[11.3.8 Patogenia: Vibrio spp. penetran a través de la boca (dosis infectante de 108
a 109, este inéculo es de gran tamafio comparado con el necesario para la
colonizacion por Shigella spp. Sonsensibles al pH acido del estbmago (barrera
contra la colonizacion). La colonizacién del intestino delgado depende de los
factores de virulencia; la adherencia a la mucosa, es el paso previo a la
produccion de enterotoxina y posterior secrecion de agua y electrolitos. No ocurre
destruccion del borde en cepillo de los enterocitos, ni invasion de la mucosa
intestinal(Somatrriba L et al., 2013).

Vibrio spp.se clasifican en dos grupos: los que producen célera y los que no lo
producen. Los primeros incluyen a los serogrupos O1 y 0139 de V. cholerae y los
altimos al no-O1 y no-O139, asi como otras especies.

Las especies no productoras de collera estan definidas como emergentes y

ocasionan enfermedades ya sea por la exposicion de heridas abiertas y cortaduras
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en ambientes acuaticos, asi como por el consumo de mariscos. Algunas de estas
infecciones son autolimitadas y otras requieren atenciéon médica (Tantillo GM et
al., 2004).

Los serogrupos O1 y 0139 de V. cholerae causan enfermedad clinica por la
accion de la exotoxina que estimula la adenilciclasa, aumenta la concentracion de
AMP ciclico intracelular y promueve la hipersecrecion de agua y electrolitos hacia
la luz del intestino delgado,inhibiendo la absorcién de sodio. Se expulsan con las
heces y sobreviven aproximadamente de dos a tres semanas en medios
favorables, manteniendo su capacidad infectante. La enfermedad alcanza su
maxima gravedad en 24 horas, pudiendo llegar a perderse hasta 1L de liquido/
hora que causa una deshidratacién grave y provoca la muerte. La letalidad en los
casos no tratados oscila entre 30% y 50%, mientras que en los tratados
adecuadamente con rehidratacion, es menor del 1% (Wang Y et al., 2013).

[11.3.9 Procesos infecciosos producidos por Vibrio spp.: Gastroenteritis aguda:
V. cholerae O1 y 0139 producen diarreas agudas, que comienzan bruscamente,
acuosas, como agua de arroz,con olor a pescado, sin ser precedidas por dolor
abdominal importante o tenesmo rectal, habitualmente sinfiebre y profusas, con
moco y sin sangre, que conllevan a la deshidratacion, acidosis,shock y muerte.
Las diarreas pueden clasificarse en citotdxicas, en las que los patégenos
estimulan la funcidn secretoria, activando las enzimas intracelulares sin dafiar la
capa epitelial.Las diarreas a menudo siguen poco después de los voémitos.
Entrelas complicaciones: desequilibrio hidroelectrolitico con hiponatremia,
hipocalcemia, acidosis metabdlica, insuficiencia renal aguda, convulsiones e ileo
paralitico, desequilibrio i6nico con arritmias cardiacas, calambres musculares y
alteraciones del sensorio. Otras especies del género asociadas a gastroenteritis
son:V. parahaemolyticus, V. hollisae yV. Fluvialis(Daniels NA y Shafie A, 2000;
Brooks et al., 2001).

Infecciones extraintestinales: Pueden ocasionar otitis mediadespués de la
exposicion a agua salada(V. alginolyticus, V. vulnificus), meningitis (V. vulnificus)y
septicemia, la tasa de mortalidad como consecuencia de ésta en V. vulnificus es

superior al 50%, bacteriemias (asociadas a factores predisponentes como cirrosis
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hepética y enfermedades hematoldgicas malignas)(V. vulnificus) (Lan NP et al.,
2014). En la infeccién de la piel y partes blandas puede haber antecedente de
heridas o pequefios traumatismos y contacto con agua salada o dulce. Las formas
mAas severas son ocasionadas principalmente por V. vulnificus, uno de los
patdgenos humanos mas invasivos; la lesion se caracteriza por edema, eritema,
celulitis y formacién de vesiculas pudiendo progresar a necrosis tisular (Strom MS
y Paranjpye RN, 2000; CDC, 2014).

[11.3.10 Tratamiento:En el caso de la infeccion intestinal por V. cholerae
serogrupos O1 y 0139, que causan el coélera epidémico, tanto la OMS como el
CDC recomiendan el uso de la doxiciclina, y como alternativas la tetraciclina,
azitromicina o eritromicina. Cuando el sitio de infeccion es a nivel de piel o tejido
celular subcutaneo se puede aplicar curas con antisépticos y drenaje de abscesos
(Bhattacharya SK, 2003; Somarriba L et al., 2013).
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IV. MATERIALES Y METODOS

IV.1 Tipo de estudio:Se realiz6 un estudio descriptivo de corte transversal en el
periodo comprendido entre mayo de 2016 y junio de 2017.

IV.2 Universo: Se trababajaron 1396 muestras extraintestinales, procedentes de
pacientes de la Atencion Primaria de Salud (APS) del municipio 10 de Octubre, el
cual estd conformado por ocho &reas de salud: Policlinico (Pol) “Luis Pasteur”,
Pol-Hospital “Raul Gomez Garcia”, Pol “Luis de la Puente Uceda”, Pol “Luis A.
Turcios Lima”, Pol “Lawton”, Pol “30 de noviembre”, Pol “Luyand”, Pol “14 de
Junio” y el Centro Nacional de Cirugia de Minimo Acceso (CNCMA), durante el
periodo de mayo a noviembre de 2016. Los aislamientos de BGNOP obtenidos
fueron trasladados al IPK para su posterior identificacion y estudios de
susceptibilidad antimicrobiana.

Ademas,se estudiaron 79aislamientos de BGNOP procedentes de los Centros
Provinciales de Higiene, Epidemiologia y Microbiologia del pais (CPHEM)de las
provincias Pinar del Rio, Artemisa, La Habana, Matanzas, Cienfuegos, Villa Clara,
Sancti Spiritus, Ciego de Avila, Camaguey, Las Tunas, Holguin, Granma vy
Guantdnamo, en el periodo comprendido entre enero y junio de 2017.

Criterio de inclusion:Aislamientos de bacilos gramnegativos, anaerobios
facultativos, oxidasa positivos, obtenidos de muestras clinicas.

Criterio de exclusién: Aislamientos que no cumplan con la condicién anterior,
ademas de los aislamientos no viables o contaminados.

IV.3 Aspectos Eticos: El estudio de las muestras fue coordinado previamente con
la direccién del Laboratorio de Microbiologia y Quimica Sanitaria del CMHE de 10
de Octubre. No se aplico el consentimiento informado a los pacientes, ya que se
trabajo con aislamientos clinicos. La carta de coordinacion se anex6 al documento.
Todos los datos obtenidos se mantuvieron en el mas estricto marco de
confidencialidad y se cumpli6 el codigo Internacional de Etica Médica que
establece: "EI médico debe actuar solamente en el interés del paciente al
proporcionar atencion médica’. Se cumplié con los reglamentos y las normas
éticas. Este trabajo fue evaluado y aprobado por la Comision de Etica del IPK con
el codigo CEI-IPK 13-17.
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IV.4 Operacionalizacion de las variables: Para dar cumplimiento a los objetivos

de la investigacion se estudiaron las variables que se muestran a continuacion

(tabla 3):

Tabla 3. Operacionalizacion de las variables

Operacionalizacion

Variable

Tipo de variable
Escala

Descripcién

Segun el cuadro
Clasificaciébn  Cualitativa nominal  clinico por el que se

clinica politbmica le indicé la toma de
muestra
Tipo de bacilo
gramnegativo o )
anaerobio Cualltat-lv,a nominal Segun lo que se aisl6
facultativo politomica
oxidasa
positivo
Respuesta Se distribuyeron las
antimicrobiana Cyalitativa nominal  observaciones segin
in vitrosegun politémica Su respuesta de S*,
microorganism I*, 0o R* alos
o aislado antimicrobianos.

Urosepsis, sepsis
vaginal, sepsis uretral,
EDA, lesiones de piel o

mucosas infectadas,
otorrea, conjuntivitis.

Aeromonas
spp, A.caviae,
A.veronii bv
sobria,A.hydrop
hila,A.
trota,Plesiomon
as shigelloides
y Vibrio
cholerae no-O1.

Segun resultados de la
prueba de sensibilidad
antimicrobiana de
Bauer Kirby.

Leyenda: S*: Sensible. I*: Intermedio, R*: Resistente
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IV.5 Aislamiento

Las muestras fueron tomadas en el Laboratorio de Microbiologia y Quimica
Sanitaria del CMHE de 10 de Octubre.Para el aislamiento de los microorganismos
pertenecientes a los géneros, Aeromonas, Plesiomonas y Vibrio,las mismas fueron
sembradas en medios universales, diferenciales y selectivos(Anzalone Met al.,
2004).

Se considera infeccidn polimicrobiana aquella en la que se aisla mas de un
microorganismo patdgeno en la misma muestra (Tena et al., 2007).

Cultivo primario:

Exudado nasofaringeo: medio de agar sangre (5% sangre de carnero).

Exudado de lesion: medio de agar sangre (5% sangre de carnero) y agar
MacConkey.

Urocultivo: medio CLED (cistina lactosa electrolito deficiente)

Exudado vaginal: Se inocul6 en solucion salina y se utilizé para el cultivo el medio
de agar sangre (5% sangre de carnero) y agar MacConkey.

Exudado 6tico: medio de agar sangre (5% sangre de carnero) y agar MacConkey.
Exudado conjuntival: medio de agar sangre (5% sangre de carnero) y agar
MacConkey.

Exudado uretral: medio de agar sangre (5% sangre de carnero) y agar
MacConkey.

Exudado vulvar:medio de agar sangre (5% sangre de carnero) y agar MacConkey.
Espermocultivo: medio de agar sangre (5% sangre de carnero) y agar MacConkey.
Esputo bacteriologico: medio de agar sangre (5% sangre de carnero) y agar
MacConkey.

IV.6 Caracterizacion bioquimicay fisiolégica de los aislamientos de especies
de Aeromonas, Plesiomonas y Vibrio.

Identificacion de género: Todos los aislamientos recibidos en el laboratorio se
inocularon en caldo cerebro corazéon (BIOLIFE) y se incubaron en aerobiosis a
37°Cdurante 18 a 24 horas. Posteriormente, el indculo obtenido se sembré por el

meétodo de agotamiento en placas de agar MacConkey(BIOLIFE)y agar sangre con
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5% de sangre de carnero(BIOLIFE), incubandose bajo las mismas condiciones
previamente descritas.Trascurridas 24 horas, se seleccionaron tres colonias
translicidas, convexas y de bordes regulares en el agar MacConkey y tres
colonias hemoliticas o0 no, convexas y de bordes regulares en el agar sangre,
aislamientos que fueron transferidos por puncion y estria a los medios de
diferenciacion primaria: agar hierro y dos azucares de Kligler (AHK)(BIOLIFE) y
agar hierro lisina (AHL)(BIOLIFE) (anexo 2 y 3), incubandose ambos a
37°Cdurante 18 a 24 horas. Luego se seleccionaron los cultivos que mostraron las
siguientes imagenes (Koneman EW et al.,2008):

AHK

Utilizacion de la glucosa oxidativa y fermentativamente

Presencia o no de gas

Produccién o no de HzS

Utilizacién o no de la lactosa oxidativa y fermentativamente

AHL

Descarboxilacién o no de la lisina y la ornitina

Dihidrolacién de la arginina

A todos los aislamientos se les investigd la presencia de la enzima citocromo-
oxidasa, segun el método de Kovacs (OXOID)(anexo 4). Aquellos aislamientos
gue resultaron bacilos gramnegativos, oxidasa positivos, se sometieron ademas al
estudio fisiologico del esquema de identificacién fenotipica
Aeroesquema(Furuwatari CHet al., 1994), método que emplea ocho pruebas
bioquimicas (anexos 6, 8, 9, 10, 11, 12).

Los aislamientos que se identificaron como pertenecientes al género Aeromonas
se sometieron también al sistema de identificacion fenotipicaAerokey Il (13)
(Carnahan A et al., 1991) método que emplea siete pruebas bioguimicas (anexos
6, 8, 9, 10), corrobordndose asi, las especies de Aeromonas obtenidas a través
del Aeroesquema.

Las especies del género Vibrio, se sometieron a las pruebas de tolerancia con
diferentes concentraciones de NaCl (0, 3, 6, 8, 10 y 12%) (anexo 5) para la

identificacion de especie. Las que se identificaron como V. cholerae se les realizé
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la prueba serolégica de aglutinacon en lamina con el antisuero polivalente de
V. cholerae 01/0139.

IV.7 Determinacion de la susceptibilidad antimicrobiana in vitro: La
susceptibilidad antimicrobianase determind por el método de difusion en agar con
discos Bauer-Kirby (Bauer AW et al., 1966).

Se investigé la susceptibilidad de las cepas frente a nueve antimicrobianos
(BIOLIFE) recomendados por el Instituto de Estandares de Laboratorio Clinico
(CLSI, del inglés Clinical and Laboratory Standards Institute) (2017); siguiendo la
metodologia descrita para cada microorganismo. Las caracteristicas de cada uno
de los farmacos estudiados y el didmetro de la zona de inhibicion se muestran en
la tabla 4:

Tabla 4. Criterios de interpretacion de la susceptibilidad antimicrobiana en

aislamientos de Aeromonas, Plesiomonas shigelloides y Vibrio.

Diametro de la zona de

Contenido del . 1ihicion (mm)

Agentes antimicrobianos

disco (ug) R I S
Amikacina (AK) 30ug <14 15-16 217
Ampicilina (AMP) 10 pg <13 14-16 =17
Azitromicina (AZM) 15ug 213 - <12
Ceftriaxona (CRO) 30ug <13 14-20 221
Ciprofloxacina (CIP) 5ug <15 16-20 =21
Cloranfenicol (C) 30ug <12 13-17 =218
Doxiciclina (DXT) 30ug <10 11-13 =214
Gentamicina (CN) 10ug <12 13-14 =215
Tetraciclina (TE) 30ug <11 12-14 215
Trimetoprim-Sulfametoxazol (SXT) 1.25/23.75ug <10 11-15 =16

Casa comercial BIOLIFE (ltalia)
Se utilizaron las siguientes cepas controles, segun las recomendaciones del CLSI

(2017):

Escherichia coli ATCC 25922
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Staphylococcus aureus ATCC 25923
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Preparacion y estandarizacién del in6culo: A partir de un cultivo puro obtenido
en placas de agar Mueller Hinton (pH 7,2-7,4)(BIOLIFE), incubado durante 18 a 24
horasa 35°C, se seleccionaron entre 4 y 5 colonias con caracteristicas similares,
se resuspendieron en 3 mL de caldo Mueller Hinton, ajustdndose directamente la
suspensién bacteriana hasta obtener un patrén de turbidez aquivalente al 0,5 de la
escala de McFarland (1,5x108 UFC/mL) (Bauer AW et al., 1966).

Siembra de las placas: Después de laestandarizacion del in6culo y en un periodo
no mayor de 15 minutos, se procedié a sembrar, mediante hisopo estéril, este
in6culo en las placas de agar Mueller Hinton (4 mm de grosor), garantizandose
una distribucion completa y homogénea del in6culo en tres direcciones diferentes
(Bauer AW et al., 1966).

Colocacion de los discos de antimicrobianos: Con el empleo de una pinza
estéril se colocaron entre 4 y 5 discos sobre la superficie de agar, conservandose
las distancias recomendadas entre ellos (24 mm), asi como la del borde de la
placa al disco (14 mm) (Bauer AW et al., 1966).

Incubacion de las placas: Después de transcurridos 15 minutos de la colocacion
de los discos de antimicrobianos, las placas se invirtieron e incubaron en
aerobiosis (18 a 24 horas, 35°C) (Bauer AW et al., 1966).

Lectura e interpretacién de los resultados:Se examind y verificd la pureza del
in6culo, asi como el crecimiento confluente del cultivo, comprobandose que las
zonas de inhibicion fueran circulares. Posteriormente, se midieron los didmetros
de la zona de inhibicién para cada disco, tomandose en cuenta que las mismas no
mostraran un desarrollo obvio a ojo desnudo. Para P. shigelloides vy
Aeromonas spp. la interpretacion de la lectura se realizd segun los criterios de
susceptibilidad descritos para las enterobacterias. Mientras que, para V. cholerae
se tomaron los criterios ya descritos en las normas del CLSI para este
microorganismo. De acuerdo a los diametros de los halos de inhibicién
correspondientes a cada uno de los antimicrobianos, los aislamientos se

clasificaron en sensibles, intermedio o resistentes (CLSI, 2017).
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Criterio de cepa multirresistente: Aquellos aislamientos que mostraron
resistencia a tres o mas familias de los antimicrobianos investigados (Ruiz P vy
Canton R, 2016).

IV.8 Analisis Estadistico: Para las variables cualitativas se emplearon tablas de
frecuencia y fueron comparadas con pruebas de comparacién de proporciones
para categorias independientes. Los datos fueron almacenados y procesados por
los paquetes de programas EPINFO, version 6.04 y Epidat 3.1 para Windows. Las
diferencias de porcentajes fueron consideradas significativas siempre que el valor

de p fue menor que 0,05.
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Los 64 aislamientos estudiados de pacientes con patologia extraintestinal y EDA
procedian del CMHE de 10 de Octubre y de los CPHE del pais, respectivamente,
cumplieron la condicion de bacilo gramnegativo, anaerobio facultativo y
presentaron codificacion genética para la enzima citocromo-oxidasa.

En la tabla 5se exponen los resultados de la positividad en muestras
extraintestinales trabajadas en el Laboratorio de Microbiologia y Quimica Sanitaria
del CMHE de 10 de Octubre.

Tabla 5. Resultados de la positividaden muestras extraintestinalesen el CMHE de 10 de

Octubre, mayo a noviembre de 2016 (n=1396).

Positivas BGNOP Polimicrobianas
Total
Muestras extraintestinales No. % No. % No. %
Urocultivo 696 338 48,6 1 0,3 0 0
Exudado vaginal 407 119 29,2 1 0,8 0 0
Exudado Nasofaringeo 124 27 21,8 0 0 0 0
Exudado uretral 69 35 50,7 0 0 0 0
Esputo bacterioldgico 9 4 44,4 0 0 0 0
Exudado de lesiones 61 57 93,4 3 53 2 3,3
Exudado ético 14 6 42,9 0 0 0 0
Exudado conjuntival 9 3 33,3 0 0 0 0
Exudado vulvar 6 3 50 0 0 0 0
Espermocultivo 1 1 100 0 0 0 0
Total 1396 593 425 5 0,8 2 0,14

Fuente: CMHE de 10 de Octubre.

De 1396 muestras, 803 (57,5%) fueron negativas y 593 (42,5%) positivas,

incluyendo este grupo 5 (0,8%) aislamientos correspondientes a BGNOP.
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En el presente estudio cuando se compararon las frecuencias de aislamientos
positivos a otros gérmenes entre los diferentes tipos de muestras extraintestinales
se encontré que hubo diferencias entre los mismos (p<0,01),siendo los de mayor
porcentaje de positividad los exudados de lesiones (93,4%), el exudado uretral
(50,7%) y el urocultivo (48,6%).

Numerosos trabajos avalan la circulacién de especies de los géneros Aeromonas,
Plesiomonas y Vibrio en diferentes regiones del mundo. Se reporta tanto en Africa
(Igbinosa IH et al., 2016), América (Kunkel A et al., 2017), Australia (Aravena M et
al., 2013), Europa (Selyanskaya NA et al, 2016; Doganis D et al.,, 2016) y Asia
(Young J et al., 2016; Mala W et al., 2017).

En el presente estudio los aislamientos procedian de diferentes origenes clinicos,
siendo los mas frecuentes, exudados de lesiones (5,3%), exudado vaginal (0,8%)
y urocultivo (0,3%). Desde hace varios afios Aeromonas, Plesiomonas y Vibrio,
guedaron incluidos en la lista de agentes que producen infecciones
extraintestinales en pacientes inmunocompetentes e inmunocomprometidos:
cirrosis hepética, leucemia, diabetes mellitus, etc (Young J et al., 2016).

Llama la atencion, que aparte de los exudados de lesiones, el resto de las
muestras que mencionamos aqui, son del tracto genito-urinario.

Batra P y cols. en el afio 2016, plantean que es conocido que Aeromonas spp. se
relaciona con infecciones extraintestinales tales como infeccion del tracto urinario,
empiema Yy peritonitise infecciones sistémicas.El sindrome urémico-hemolitico
(SUH) es una rara afeccion que se presenta principalmente en los nifios menores
de 10 afos, aunque puede afectar también a los ancianos y es una de las
principales causas de fallo renal agudo. Esta afeccién se caracteriza por una
anemia microangiopatica hemolitica, con o sin oliguria y trombocitopenia (Kanno Y
et al., 2004). La etiologia se atribuye principalmente a E. coli O157:H7, aunque, en
algunos casos Aeromonas constituye su agente etiolégico (Filler G et al., 2000).

En el estudio realizado las infecciones polimicrobianas fueron detectadas en un
3,3% coincidiendo BGNOP y bacilo gramnegativo no fermentador (BGNNF);
ambos identificados en dos muestras de exudados de lesiones de pacientes con

enfermedad de base: uno con diabetes y otro con osteomielitis.
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Estos resultados son similares a los referidospor Cabrera LE y cols.en el afio
2007, en Cuba, que al investigar 95 aislamientos de BGNOP estos procedian con
mayor frecuencia de hemocultivos (47), exudados oticos (13), exudados de
lesiones (11), urocultivos(5) y exudado conjuntival (5), entre otros. Asi mismo, en
el sureste de Nigeria, Anyim MC y cols. en el afio 2016, estudian 51 pacientes con
Ulceras y conjuntamente con Mycobacterium ulcerans también aislan, A.
hydrophila (13%).

Las infecciones extraintestinales por BGNOP generalmente son polimicrobianas y
suelen aparecer en enfermos con patologias de base. Tena D y cols. en el afio
2007, en un Hospital Universitario de Guadalajara, Espafia, obtienen un 50% de
infeccion polimicrobiana en 38 pacientes con infecciones extraintestinales por
Aeromonas spp. El 76,3% de los enfermos presentaron patologias de base
predisponentes, siendo las de naturaleza neoplasica las méas frecuentes (34,2%),
seguida de diabetes mellitus (21%). Por otra parte, Doganis D y cols. en el afo
2016, en un estudio realizado en Atenas, Grecia, presentan un caso con leucemia
y osteomielitis, donde se aisla en el hemocultivo E. coli y A. hydrophila. Ademas,
Ye JJ y cols. en el afio 2012, en el Hospital Union de Pekin (China), de 20
pacientes endolftalmitis post-traumatica (cirugia vitrea), 15 estuvieron infectados y
en un caso se aislé P. shigelloides, producto de una infeccién intrahospitalaria.

Las condiciones de vida prevalecientes tales como el clima, la calidad del agua
potable, asi como el saneamiento ambiental, favorecen la infecciébn por estos
microorganismos, los que, por habitar de manera natural en las aguas frescas y
estancadas, contaminan con frecuencia los alimentos (CDC, 2013b). Asi lo
demuestran Nsofor C y cols. en el ailo 2014, en un estudio en la ciudad de Port-
Harcourt, en Nigeria, donde aislan: Vibrio.paraheamolyticus, V.vulnificus,V.
metschnikovi, V. cholerae y V. mimicus en camaronesy cangrejos. Plantean que
estos patégenos son comunmente consumidos a traves de los alimentos del mary
alerta de la exposicién accidental a los mismos.

El LNR/EDA/IPK realiza desde 1988 investigaciones encaminadas a mantener la
vigilancia microbioldgica de los bacilos gramnegativos oxidasa positivos (BGNOP),
aislados de productos patolégicos intestinales y extraintestinales, estableciendo
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las pruebas biogquimicas convencionales que demuestran la circulacion de los
microorganismos pertenecientes a los géneros Aeromonas,Plesiomonas y Vibrio,
en Cuba. Los resultados obtenidos en los estudios realizados desde esa fecha,
ratifican la importancia de mantener la vigilancia de estos agentes (Bravo L et al.,
1993a;Bravo L et al., 2012).

En la figura 1 se exponen los aislamientos de BGNOP obtenidos de muestras
extraintestinales en el CMHE de 10 de Octubre. Tres aislamientos se
correspondieron con el género Aeromonas spp,dos procedentesde exudados de
lesiones de herida quirargica y el otro de un exudado vaginal y dos se
correspondieron con V. cholerae no-O1 aislados uno de exudado de lesion en un
caso de un paciente que padece de osteomielitis y el otro procedente de un
urocultivo.

Estos resultados coinciden con lo publicado por Bravo L y cols. en el afio 1993 y
Pérez S y cols. en el afio 1997, quienes en estudios realizados en Cuba en
muestras extraintestinales demuestran la mayor circulacion del género
Aeromonas. También Cabrera LE y cols. en el afio 2007, hacen referencia al
estudiar 95 aislamientos de BGNOP a un mayor numero de Aeromonas (85).
Coincidiendo con lo reportado en la literatura internacional el género Aeromona
prevalece en muestras extraintestinales asi lo demuestran en Korea donde aislan
en muestras de hemocultivos de 336 pacientes con infecciones hepato-biliares,
peritonitis y bacteriemia primaria, A. hydrophila como el patbgeno mas comun
(58,9%), seguido de A. caviae (30,4%) (Young J et al., 2016).
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Exudado piel v

Mucosas Urocultivo
Aeromaonas spp. Vibrio cholerae
(z) no- 01(1)
Vibrio cha!er-c& /_,,(”'

no-01 (1)

® Urocultivo
Exudado vaginal

®m Exudado de piel v
mucosas

Exudado vagimal
Aeromonas spp.

(1)

Figural. Muestras positivas de BGNOPaislados en,urocultivo, exudado vaginal
yexudadosde lesién,procedentes del CMHE de 10 de Octubre, mayo a noviembre de
2016.

Fuente: CMHE de 10 de Octubre.

Leyenda: BGNOP(bacilos gramnegativos oxidasa positivo).

Durante mucho tiempo el estudio de las especies del género Vibrio se focalizé en
los serogrupos asociados con el célera (V. cholerae Ol y 0139), ya que los
mismos se reconocen como productores de enfermedad gastrointestinal (Clemens
JD et al., 2017). Sin embargo, V. choleraeno-O1 se reconoce como agente causal
de EDA, asi como el responsable de brotes esporadicos y localizados de esta
enfermedad (Baron S et al.,, 2017a; Baron S et al., 2017b).V. choleraeno-O1/no-
0139 se obtienen de diferentes nichos naturales, y usualmente causan una
dolencia benigna y enfermedad intestinal autolimitada (CDC, 2014). Luo Y y cols.
en el afo 2013, sefalan 1,2% de aislamiento de V. choleraeno-O1/no-O139
procedentes de pacientes hospitalizados con diarreas en la provincia de Zhejiang,
China. Sin embargo, esta bien documentado su capacidad potencial para causar
infecciones invasivas y extraintestinales en pacientes con factores de riesgo, por
ejemplo, las personas inmunocomprometidas (Kaki R et al.,2017).

Con esta investigacion se obtienen resultados que coincidencon Chowdjury G y
cols. en el afio 2016, en la India,quienes reportan aislamientos de V. choleraeno-
O1 en pacientes con infeccién urinaria y con celulitis hemorragica y ademas
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muestran dos casos con septicemia. En Arabia Saudita, Kaki R y cols. en el afio
2017, aislan V. cholerae no-O1 en una muestra de hemocultivo de un paciente de
62 afios, con dolor epigastrico, vomito y fiebre con antecedentes de diabetes y
colecistectomia, corroborando de esta forma que V. cholerae no-Ol es un
patdgeno oportunista que ocasionalmente causa enfermedad severa. Ting Y y Jen
H, 2016 en el sureste de Taiwan, describen infeccidén urinaria por este patégeno,
en una nifla con antecedente de neuroblastoma y tratamiento con citostaticos.

A pesar de que Aguinaga A y cols. en el afilo 2009, plantean que las
manifestaciones cutdneas por este microorganismo son eventos raros, ellos
reportan, V. cholerae no-O1 en el Hospital Universitario de Navarra (Espafa) en
un caso de lesion inguinal e infeccién de tejidos blandos en un paciente con
diabetes mellitustipo Il controlada e historia de cancer de pene, posterior a
penectomia parcial y radioterapia.

El aislamiento de los microorganismos pertenecientes a los géneros Aeromonas y
Plesiomonas en los individuos con EDA tiene aun un significado clinico controversial;
sin embargo, existen investigaciones epidemioldgicas que sefialan el aislamiento de los
mismos mas frecuentemente en los casos con EDA, que en los individuos sin esta
sintomatologia (Svenungsson B et al., 2000).

La tabla 6 muestra los resultados de la vigilanciaen el periodo de estudio. Hubo
semejanza con respecto a la referencia en cuanto a Aeromonas spp. en un 100%;
sin embargo, en cuanto a Vibrio spp. no hubo coincidencia, mientras Plesiomonas
sp. s6lo un 50%.

Al comparar las frecuencias de los aislamientos confirmados entre Aeromonas
spp., V. cholerae no-O1 y Plesiomonas sp., se encontraron diferencias entre sus

frecuencias (p<0,01), siendo la mayor Aeromonas spp., y menor Plesiomonas sp.
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Tabla 6.Resultados de la vigilancia de BGNOP en el LNR/EDA/IPK.

Microorganismos Aislamientos recibidos  Aislamientos confirmados
No. No. (%)

Aeromonas spp. 40 40 100

V. cholerae no-O1* 11 0 0

Plesiomonas sp. ** 8 4 50

Total 59 44 74,5

*En realidad los 11 aislamientos se confirmaron como Aeromonas spp.
**E| 50% (4 aislamientos), fueron cofirmados como Aeromonas spp.
Fuente: LNR/EDA/IPK.

Aeromonas Yy Vibrio son bioquimicamente semejantes por el método de Moéeller
donde se emplean las pruebas de lisina, arginina y ornitina que en Aeromonas son
variables, coincidiendo los dos géneros en manitol positivo e inositol negativo.

Los Laboratorios de Referencia tienen gran importancia en el control y la vigilancia
de los BGNOP principalmente de V. cholerae O1 y 0139 que es agente causal del
cblera y que ha generado grandes epidemias, por lo que es necesario mantener
un control estricto de la circulacion de estos microorganismos, asi como una
adecuada capacitacion del personal ante el aislamiento de estos bacilos.

Esta bien documentado en la literatura que los patégenos entéricos identificados
en este estudio penetran al organismo humano a través del consumo del agua y
los alimentos contaminados. Asi se demuestra con esta investigacion resultados
similares a los deBurchardt MA y cols. en el afio 2013, en Alemania, en el que se
aislan los géneros Aeromonas, Plesiomonas y Vibrio de muestras clinicas de
pacientes con EDA; tambien en Tailandia aislan Aeromonas (22,6%) obtenidas a
partir de las heridas de los sobrevivientes del tsunami, constituyendo el género
mas identificado (Narin H et al., 2005). Novoa O y cols. en el afio 2016, al estudiar
1000 pacientes con gastroenteritis aguda identifican Aeromonas spp. (80), Vibrio
spp. (20) y P. shigelloides (20) en el Distrito Federal de México.

Los resultados de este estudio no coinciden con los de Gutiérrez M y cols. en el

afio 2005, autores que al describrir los principales patégenos detectados por ellos
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como causantes de EDA en una poblacion infantil de Colombia, no obtienen
aislamientos correspondientes a estos géneros.

Desde que en 1937 se documentaron aislamientos del género Aeromonas en
muestras clinicas; la mayoria se relacionan con procesos diarreicos agudos. Sin
embargo, durante mucho tiempo se ha cuestionado el papel de este
microorganismo como enteropatdégeno. De hecho, Aeromonas spp. puede formar
parte de la microbiota gastrointestinal normal de personas sanas asintomaticas.
Sin embargo, en modelos experimentales in vitro se ha demostrado el potencial
enteropatdégeno de algunas especies, debido a su capacidad para producir
enterotoxinas y otros factores de virulencia como las citotoxinas y hemolisinas
(Tena D et al., 2007).

A pesar de que en la actualidad se discute el papel de P. shigelloides en los
episodios diarreicos, por no existir un modelo animal adecuado donde se
reproduzca esta enfermedad, P. shigelloides se considera un patégeno entérico en
los individuos inmunocompetentes debido a los aislamientos obtenidos en
personas con EDA (1-16%), en tantoen los individuos asintomaticos sus
porcentajes de aislamiento son muy bajos (0-1%) (Humphries RM et al.,2015b).
Estos microorganismos se aislan principalmente en los paises tropicales y
subtropicales durante los meses mas calidos (Janda JM et al., 2016).

En 17 estudios de caso-control realizados en Cuba durante un periodo de nueve
afos (1984-1994),en nifios menores de cinco afios con EDA, P. shigelloides se
aisla en 1-5%; mientras que, en la poblacion infantil sin diarreas este
microorganismo no fue identificado (Bravo L et al., 2000).

No obstante, pese a la importancia que se le concede a P. shigelloides como
agente etioldgico de EDA, estos resultados difieren con algunos autores que no
aislan este género en muestras de pacientes con EDA. Tal es el caso del trabajo
publicado en Corrientes (Argentina)por Balbachan S y cols. en el afio 2007, que
estudian la caracterizacion de los aislamientos obtenidos en nifios menores de
cinco afios con EDA y no se aisla P. shigelloides. Sin embargo, Janda JM y cols.
en el afio 2016 se refieren a que las manifestaciones extraintestinales de

........... P. shigelloides, son menos frecuente que las enteritis y la informacién
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epidemiologica estd limitada a un escaso numero de reportes que incluye
bacteremia, peritonitis y enfermedad hepato-biliar. Klatte JM y cols. en el afio
2012, aislan P. shigelloides en un paciente en la ciudad de Kansas, Estados
Unidos, con laceracién corneal, aunque €l plantea que esta bacteria rara vez
causa infecciones extraintestinales.

En la tabla 7 se muestra la distribucion de especies correspondientes al género
Aeromonasuna vez que fueronaplicados los esquemas de identificacion
Aeroesquema y Aerokey Il. Se determin6 Aeromonas spp. (48,3%), A. caviae
(41,4%), A. veronii biovar sobria (6,9%), A. hydrophila (1,7%) y A. trota (1,7%).Es
de destacar que existieron diferencias entre las frecuencias de las diferentes
especies del género (p<0,01), siendo las méas frecuentes Aeromonas spp. Yy

A. caviae.

Tabla 7. Distribucion de las especies identificadas correspondientes al género

Aeromonas.

Especies de Aeromonas N %
Aeromonas spp. 28 48,3
Aeromonas caviae 24 41,4
Aeromonas veronii bv sobria 4 6,9
Aeromonas hydrophila 1 1,7
Aeromonas trota 1 1,7
Total 58 100

Fuente: LNR/EDA/IPK.

La identificacion bioquimica de las especies de Aeromonas causantes de EDA
constituye una herramienta importante para la vigilancia epidemiolégica ya que
permite determinar la prevalencia de una especie en distintas zonas geograficas,
asi como es también de utilidad para el estudio de brotes y para conocer la fuente
de infeccion y sus vias de transmision (Koneman EW et al., 2008).

La caracterizacion de las especies de Aeromonas basada en las reacciones
bioquimicas convencionales son algunas veces imprecisas, debido a la diversidad

de fenoespecies y genoespecies que existen en este género (Hassan J, 2006).
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Con el objetivo de facilitar la identificacion de Aeromonas spp. en los laboratorios
de microbiologia clinica, Carnahan A y cols. en el afio 1991, disefiaron un
esquema denominado Aerokey II, sistema que proporciona una identificacion
confiable y segura de los aislamientos de importancia clinica. Posteriormente,
Furuwatari CH y cols. en el afio 1994, desarrollan un nuevo esquema que, ademas
de identificar las especies de Aeromonas, discrimina también a P. shigelloides y
dos especies de Vibrio (V. cholerae y V. mimicus).

Abbott Sl y cols. en el afio 2003, asi como Carnahan M y Joseph SW, 2005
disefian esquemas extensos de identificacion fenotipica que permiten la
clasificacion de las especies de Aeromonas. Por otra parte, investigadores como
Sinha S y cols. en el afio 2004, al realizar un estudio para evaluar elAerokey II,
identifican satisfactoriamente en especie 95,3 a 98,2% de los aislamientos clinicos
recibidos durante un periodo de dos afios.

Segun refiere la literatura las especies de Aeromonas aisladas con mayor
frecuencia en humanos son: A. hydrophila, A. caviae y A. veronii biovar sobria.
(Von A, 2007). Lobaton T y cols. en el afio 2015, en un estudio realizado en el
Hospital Universitario de Leuven, Bélgica, identifican dos de las especies mas
aisladas: A. caviae28 (42,4%) y A. veronii biovar sobria 22 (33,3%), asi como A.
hydrophila 8 (12,1%) con un porcentaje inferior,coincidiendo los resultados que se
muestran en la presente investigacion con la referida por estos autores.

Obtuvimos un 48,3% de Aeromonas a las que no se les pudo identificar la especie
con los métodos empleados (Aerokey Il y Aeroesquema). Chen PL y cols. en el
afio 2016, plantean que la espectometria de masa es la prueba de referencia para
la determinacion de especies de Aeromonas. Este es un método costoso y
requiere de laboratorios especializados, asi como personal entrenado.

En la tabla 8 se expone la susceptibilidad antimicrobiana de los aislamientos de
Aeromonas spp. deorigen extraintestinal e intestinalen del CMHE 10 de Octubre
yel LNR/EDA/IPK, respectivamente entre mayo de 2016 y junio de2017.

Cuando se compararon las frecuencias de aislamientos sensibles con los
intermedios y los resistentes, se observO que para cada antimicrobiano

predominaron los aislamientos sensibles sobre los resistentes. Dentro de los
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sensibles los que mayores porcentajes alcanzaron fueron amikacina, gentamicina
y azitromicina (p<0,01); mientras que en la sensibilidad intermedia el que mayor
frecuencia mostré6 fue el trimetoprim-sulfametoxazol (p<0,01). Finalmente, al
comparar la frecuencia de aislamientos resistentes entre los diferentes

antimicrobianos no se encontraron diferencias significativas (p>0,05).

Tabla 8. Susceptibilidad antimicrobiana en aislamientos de Aeromonas spp. de origen
extraintestinal e intestinalen el CMHE 10 de Octubre y el LNR/EDA/IPK, respectivamente,
mayo de 2016 a junio de 2017 (n=58).

Aeromonas spp.

Antimicrobianos No (%) No (%) No (%)
Sensible Intermedio Resistente
Trimetoprim-Sulfametoxazol 41(70,7) 13(22,4) 4(6,9)
Gentamicina 56(96,6) 1(1,7) 1(1,7)
Ciprofloxacino 54(93,2) 2(3,4) 2(3,4)
Cloranfenicol 52(89,7) 2(3,4) 4(6,9)
Azitromicina 56(96,6) 0(0) 2(3,4)
Amikacina 57(98,3) 0(0) 1(1,7)
Tetraciclina 50(86,2) 4(6,9) 4(6,9)
Doxiciclina 55(94,8) 1(1,7) 2(3,4)
Ceftriaxona 54(93,1) 0(0) 4(6,9)

Fuente: LNR/EDA/IPK, CMHE 10 de Octubre.

Spadaro S y cols. en el afio 2014 en lItalia, aislan A. sobria en un paciente con
fascitis necrotizante sensible a: gentamicina, amikacina y ciprofloxacino. Bravo L y
cols. en el afio 2003, en Cuba,aislan en el tracto respiratorio de un paciente de 85
anos A. hydrophila,también sensible a: tetraciclina, trimetoprim-sulfametoxazol,
cloranfenicol y gentamicina.También, Morales A y Gonzélez A, 2013, en un
estudio en el Hospital Clinico Quirurgico “Arnaldo Milian Castro”, en Villa Clara,
obtienen aislamientos de Aeromonas spp. con sensibilidad a: cloranfenicol y

ciprofloxacino y resistencia a: trimetoprim-sulfametoxazol y ampicillin.
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En cuanto a la susceptibilidad antimicrobiana de los aislamientos de
P. shigelloides investigados.Se observé que la totalidad de los aislamientos fueron
sensibles a los antimicrobianos utilizados.

Diferimos con los resultados de Chen X y cols. en el afio 2013, en un estudio
realizado en el sudeste de China, donde obtiene 104 aislamientos en pacientes
con diarrea aguda resistentes a los antimicrobianos: ampicilina (91,7%) vy
trimetoprim-sulfametoxazol (41,2%). También se difiere con lo reportado por Shah
My cols. en el afio 2016, en un estudio de 1410 nifios en una region suburbana de
Kenya, que obtienen un 0,2% de P. shigelloides con una resistencia a trimetoprim-
sulfametoxazol de 97,6%.

En el presente estudio V. cholerae no-O1 mostré sensibilidad a todos los
antimicrobianos investigados, con excepcidén de trimetoprim-sulfametoxazol uno
resistente y uno con resistencia intermediay se obtuvo dos aislamientos
resistentes a la ampicilina.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, se discrepa con Morales A y
Gonzalez A, 2013, quienes en un estudio en el Hospital Clinico Quirargico
“‘Arnaldo Milian Castro”, Villa Clara, refieren un bajo nivel de resistencia al
trimetoprim-sulfametoxazol. También con Chowdhury G y cols. en el afio 2016,
que en infeccidon extraintestinal por V. cholerae no-O1/no-O139 reporta una
sensibilidad de 100% para trimetoprim-sulfametoxazol, en 4 casos presentados y
75% de sensibilidad para ampicilina. Sin embargo, hubo coincidencia en este
altimo estudio en cuanto a la sensibilidad obtenida para azitromicina, ceftriaxona,
cloranfenicol, ciprofloxacino, gentamicina y tetraciclina (100%).

Coincidimos con lo que reporta Rezaie N y cols. en el afio 2017, al estudiar 20
aislamientos de V. cholerae en Iran, donde obtienen 75% de ellos resistentes a
trimetoprim y 60% a co-trimoxazole; aunque con respecto a la tetraciclina refiere
un 50% de resistencia. Chomvarin C y cols. en el afio 2014, al estudiar en Khon
Kaen (Tailandia), aislamientos ambientales y clinicos (pacientes con diarreas y
asintomaticos), muestran también V. cholerae no-O1 resistente a trimetoprim-
sulfametoxazol (9,4%). No obstante, no se coincide en el hallazgo de resistencia a

la tetraciclina (9,4%).
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En este estudio los aislamientos de V. cholerae no-O1 mostraron resistencia
ademas a ampicilina. Resultados que no coinciden con Dong C y cols. en el afio
2015, quienes publican en un estudio de 4 aislamientos de un brote de célera
epidémico en Jiangsu, China, demuestran la resistencia a trimetoprim-
sulfametoxazol del 100%. Sin embargo, no se coincide con su estudio en cuanto a
la ampicilina que muestra sensibilidad en el 100%.

En este estudio V. cholerae no-O1 fue sensible, al resto de los antimicrobianos
utilizados. Coincidiendo estos hallazgos con autores como Chomvarin C y cols. en
el aflo 2014, quienes obtienen V. cholerae no-O1 sensible a ciprofloxacino (100%)
y resistente a trimetoprim-sulfametoxazol (9,4%).

Selyanskaya NA y cols. en el afio 2016, enun estudio comparativo de la
resistencia en aislamientos de V. cholerae no-O1/n0-0139, aislados en el territorio
de Rostov, Rusia, muestran resistencia a la ampicilina y trimetoprim-
sulfametoxazol, resultados similares a los que se exponen en este estudio, a pesar
de ésto, ellos resaltan, ademas, una resistencia intermedia a gentamicina y
amikacina, con la que no coincidimos.

En el presente estudio no se encontré multiresistencia en V. cholerae no-O1. Sin
embargo, Kokashvili T y cols. en el afio 2013, en la regién sur del Caucaso,
Georgia, plantean que aislamientos de V. cholerae O1 en aguas costeras del Mar
Negro tienen elevada multiresistencia antimicrobiana compararada con los
aislamientos de los serotipos no-01/no-0139. También Mandal J y cols. en el afio
2011 en aislamientos de brotes de V. cholerae Ol en la India, encuentran
aislamientos multirresistentes a cefalosporinas de tercera generacion. Lo ratifica
Mahmud ZH y cols. en el afio 2014, que aislan mediante hisopado rectal V.
cholerae O1 biotipo El Tor, serotipo Ogawa, del brote de colera de Sierra Leona,
Africa (2012), las que fueronresistentes a eritromicina, cloranfenicol, furazolidona y
trimetoprim-sulfametoxazol, asi como variables en cuanto a la sensibilidad frente a
la kanamicina.

La identificacion correcta de los agentes etiologicos causantes de las
enfermedades infecciosas siempre ha sido el eje central de las investigaciones en

los laboratorios de microbiologia clinica, actividad que en ocasiones se dificulta
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por no conocer con exactitud la amplia gama de microorganismos que en un
momento determinado ocasionan infecciones intestinales y extraintestinales,
afecciones que sin un manejo terapéutico adecuado pueden conducir a la muerte,
este es el caso de los géneros Aeromonas, Plesiomonasy Vibrio. En Cuba, gracias
al esfuerzo y las investigaciones realizadas durante mas de dos décadas, el
LNR/EDA/IPK, ha logrado establecer la busqueda sistematica de estos
microorganismos y divulgar la multirresistencia en los géneros Aeromonas y
Plesiomonas, contribuyendo asi al mejor manejo de las enfermedades causadas
por estas bacterias y orienta sobre una terapia antimicrobiana adecuada y
efectiva. Los resultados obtenidos en el presente estudio dan continuidad a los ya
existentes en Cuba, con relaciéon a la identificacién fenotipica convencional y al
monitoreo de la resistencia antimicrobiana de estos géneros bacterianos. De este
modo se sumara a los multiples esfuerzos que se realizan en Cuba con el objetivo
de hacer una identificacion acertada de los géneros Aeromonas, Plesiomonas y
Vibrio.
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1. Se evidencia que con la aplicacion sistematica de la prueba de oxidasa en la
identificacion de los bacilos gramnegativos oxidasa positivos, se muestra la
circulacion de los géneros Aeromonas, Plesiomonas y Vibrio en muestras
extraintestinales, no antes identificados en el CMHE de 10 de Octubre.

2. Se obtuvo un bajo porcentaje de identificacion de especies de Aeromonaspor
los métodos fenotipicos de laboratorio empleados en el LNR/EDA del IPK, lo que
motiva la implementacion de nuevas técnicas de diagnostico que complementen la
mejor diferenciacion en especies de los aislamientos.

3. El estudio de susceptibilidad antimicrobiana sugiere que el trimetoprim-
sulfametoxazol pudiera no ser empleado en el tratamiento de las infecciones
extraintestinales e intestinales causadas por el género Aeromonas Yy

Vibriocholerae no-O1 en Cuba.
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VIl. RECOMENDACIONES

Mantener la sistematizacion de la prueba de oxidasa en los
laboratorios de microbiologia clinica, para la identificacion de bacilos
gramnegativos anaerobios facultativos, a partr de muestras

extraintestinales e intestinales.
Introducir en el LNR/EDA del IPK nuevas técnicas para la identificacion

fenotipica de las especies del género Aeromonas.

Realizar estudios de concentracion minima inhibitoria en los

aislamientos resistentes identificados.
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IX. ANEXOS

Anexo 1

Agar hierro y dos azucares de Kligler (AHK)

(Mac Faddin, 2003)

Principio: Determinar la capacidad de un organismo de utilizar un hidrato de carbono

especifico incorporado en un medio de crecimiento basico con producciéon o no de gas,

junto con la determinacion de posible produccién de 4cido sulfhidrico (H2S).

Composicion g/L
Peptona 20.0
Lactosa 10.0
glucosa 1.0
Cloruro de sodio 5.0
Citrato de hierro amoniacal 0.5
Tiosulfato de sodio 0.5
Agar 15.0
Rojo fenol 12.4 mL
Agua 1000 mL

pH final (7.4-7.6)

Preparacion: Rehidratar el medio con agua destilada y calentar hasta ebullicibn para

disolver el medio completamente, dispensar 4 mL en tubos de 13x100, esterilizar a

121°C durante 15 minutos, una vez estériles dejar solidificar en forma inclinada con igual

0 mayor fondo que bhisel.

Inoculacién: Se recomienda que los tubos de AHK sean inoculados con abundante

crecimiento, a partir de medios de cultivos tales como agar MacConkey y agar

Salmonella-Shigella; este se transfiere a AHK con aguja y se punciona fondo y estria la

superficie del bisel.
Incubacién: 18 a 24 horas, a 37°C.

Interpretacion:

1. Un bisel rojo y una base amarilla con o sin gas, indica fermentacion de la pequefia

cantidad de glucosa.

2. Un bisel y una base amarilla, con o sin formacion de gas indica fermentacion de la

lactosa.

3. Un tubo que no muestre ningtin cambio de coloracion indica que ni la glucosa ni la

lactosa han sido fermentado.
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4. El oscurecimiento a lo largo de la linea de inoculacién o en todo el medio indica la
produccion de &cido sulfidrico (H2S).
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Anexo 2
Agar Hierro y Lisina (AHL)
(Manual Merck, 1990)

Principio: El agar hierro lisina es un medio utilizado para la diferenciacion de
microorganismos entéricos en base a su capacidad de descarboxilar o desaminar la lisina

y producir sulfuro de hidrégeno.

Composicion g/L
Peptona 5.0
Extracto de levadura 5.0
Dextrosa 1.0
L- Lisina 10.0
Tiosulfato de sodio 0.4
Citrato de hierro amoniacal 0.5
Agar 14.5
Pdarpura de bromocresol (1.6%) 1.25 mL
Agua destilada 1000 mL

pH final (6.7-6.9)

Preparacion: Rehidratar el medio con agua destilada y calentar hasta disolver, dispensar
5 mL de medio en tubos 13x100, esterilizar a 121°C durante 15 minutos. Enfriar en
posicion inclinada para obtener una pendiente o cufia corta con un fondo de una pulgada

aproximadamente.

Inoculacién: Inocular con aguja recta, punzando hasta la base y estriando el bisel. Los

tapones no deben apretarse a fin de permitir condiciones de aerobiosis.

Se inocula junto con AHK a partir de la misma colonia, inoculando primero el Kligler por
puncién y estria; luego, sin tocar nuevamente la colonia, se inocula el AHL puncionando

dos veces hasta el fondo y estriando nuevamente el bisel.
Incubacién:18 a 24 horas, a 37°C.
Interpretacion:

1. Positivo: Tubo completamente morado. Los microorganismos que poseen la
enzima lisina descarboxilasa, descarboxilan la lisina en la amina cadaverina, una
vez que han fermentado la glucosa y han acidificado el medio, esto produce un

viraje al violeta del indicador de pH purpura de bromocresol.
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2. Negativo: Tubo con bisel morado y fondo amarillo. Los microorganismos que no

descarboxilan la lisina, pero fermentan la glucosa producen un viraje a amarillo.
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Anexo 3
Prueba de Oxidasa
(Mac Faddin, 2003)

Principio:Determinar la presencia de la enzima oxidasa. Esta reaccion de la oxidasa se
debe a la presencia de un sistema citocromooxidasa, que activa la oxidacion del
citocromo reducido por el oxigeno molecular, el que a su vez actla como receptor de

electrones en la etapa terminal del sistema de transferencia de electrones.
Composicion: Reactivo de Kovacs (Diclorhidrato de tetrametil-p-fenilendiamina al 1%).

Preparacion: Pesar un gramo del reactivo de oxidasa de Kovacs, disolver en 100 mL de

agua destilada, se distribuye en alicuotas de 1 mL y se conservan a -20°C.

Método directo de Kovacs sobre papel filtro: Colocar un trozo de 6 cmde papel filtro de
Whatman #1 en una placa de Petri. Agregar dos o tres gotas de reactivo de Kovacs en el
centro del papel. Hacer un extendido con el asa de inoculacion de una colonia
sospechosa, en el papel impregnado con reactivo siguiendo una linea de 3 a6 cm. de
longitud. La reaccién de color positiva se produce a los 5 o 10 segundos.

Interpretacion:

e Positivo: Se observa un color parpura a negro dentro de los 10 primeros segundos.

¢ Negativo: No se observa cambio de color.

Precauciones:

A. No debe intentarse realizar una prueba de oxidasa en un medio que contenga
GLUCOSA, ya que su fermentacion inhibira la actividad de la enzima oxidasa, y dara
posibles resultados FALSAMENTE NEGATIVOS.

B. Se recomienda el empleo de asa 0 aguja de inoculacion de platino para retirar las
colonias para la prueba de la oxidasa. Steel afirma que la presencia de un simple
vestigio de hierro puede por si soélo catalizar la oxidacion del reactivo de
fenilendiamina, dando una reaccion FALSAMENTE POSITIVA.

C. No rotular simplemente como reactivo de Kovacs el de diclorhidrato de tetrametil-p-
fenilendiamina, sino reactivo de oxidasa de Kovacs, ya que existe también un reactivo

de indol de Kovacs.
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D. Los reactivos de oxidasa se autooxidan rapidamente y pierden su sensibilidad. La
autooxidacién es reducida agregando una solucién de acido ascoérbico al 0.1%
directamente al reactivo durante su preparacion. Los reactivos se desechan si se
forma un precipitado. Evitar la innecesaria exposicion a la luz. El reactivo de
tetrametilo de Kovacs debe ser incoloro y se desecha cuando tome un color azul

intenso.
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Anexo 4
Caldos con concentraciones varias de NaCl

Principio:Los caldos con distintas concentraciones de cloruros (0, 3, 6, 8, 10y 12%) se
utilizan para la diferenciacion de las especies de los génerosVibrio y para diferenciar los
géneros Aeromonas y Plesiomonas.

Composicion g/L

Medio base Triptona 10.0

Agua destilada 1000 mL

pH 7.3

NaCl Segun la concentracion especificada.

Por ejemplo: Para la concentracion final de 1%, se agregan a 100
mL de caldo base, 1g de NaCl.

Preparacion: Se disuelve completamente el NaCl en los 100 mL de medio, se distribuyen
en tubos de tapén de rosca 13x100.

Inoculacién: Se toma una colonia del AHKy se deposita en el caldo.

Incubacién: En aerobiosis, de 35 a 37°C, durante 18 a 24 horas.

Interpretacion:

e Prueba positiva:Se observaturbidez en el caldo por el crecimiento del
microorganismo en estudio.
¢ Prueba negativa: si no se observa turbidez evidente en el medio.
Precauciones: No se deben utilizar tubos que presenten algun tipo de turbidez y se

recomienda inocular los tubos de menor a mayor concentracion para evitar cualquier
contaminacion.
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Anexo 5
Utilizacién de Hidratos de Carbono
(Mac Faddin, 2003)

Principio: Determinar la capacidad de un organismo de fermentar (degradar) un hidrato
de carbono especifico incorporado a un medio basico, produciendo 4cido o acido con gas
visible. Los hidratos de carbono se clasifican como: monosacaridos, aldehidos
polihidroxilicos o cetonas (glucosa, galactosa, manosa); polisacaridos a oligosacaridos,
producto de condensacion de dos 0 mas monosacaridos (sacarosa, maltosa, lactosa);
alcoholes polihidricos e inositoles producto de la reduccion de los monosacéaridos
(manitol, dulcitol, sorbitol).Algunas bacterias pueden fermentar anaerGbicamente la
glucosa otras la oxidan y algunas pueden metabolizarla por ambos métodos. Las

bacterias que fermentan un carbohidrato son por lo general anaerobios facultativos.

Composicion g/L

Peptona 10.0

Extracto de carne 3.0

Cloruro de sodio 5.0

Indicador de Andrade 10 mL

Agua destilada 1000 mL
pH (7.1-7.2)

Preparacion: Disolver con agua destilada y calentar hasta su total disolucion, ajustar el
pH, agregar el carbohidrato a una concentracion adecuada: manitol, glucosa y sacarosa al
1%, inositol y arabinosa al 0.5%. Luego distribuir en tubos de 13x100 a razén de 5mL
(colocar un tubo Durhan en el tubo que contiene glucosa para realizar la prueba de
produccion de gas deglucosa). Esterilizar a 121°C durante 15 minutos (sacarosa y

arabinosa deben ser agregados luego de esterilizar el medio base).

Inoculacién: Se incuba a partir de un cultivo puro que haya sido incubado durante 18 a

24 horas, por ejemplo, a partir de un AHK.

Incubacién: En aerobiosis, de 35 a 37°C, durante 4 a 5 diasexaminandolos diariamente.
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Interpretacion:

e Positivo: Se observa la formacion de &cido indicado por la aparicion de un color
rosado intenso a rojo, y produccion de gas a través de la observacion de la
acumulacién de gas en el tubo invertido Durhan.

e Negativo: Los tubos negativos permanecen incoloros. Ellos deben observarse con
regularidad durante un total de 30 dias.

Indicador de Andrade: (Gradwohl, 1983)
Este se usa para las pruebas de fermentacion de hidratos de carbono.
Preparacion:

1. Disolver 0.5 g de fucsina acida en 100 mL de agua destilada y luego agregar 16 mL
de NaOH .

2. Puede ser necesario agregar 1 o 2 gotas de NaOH después de varias horas si la
fucsina acida no esta bastante decolorada. La cantidad de alcali a usar con cualquier
lote determinado de fucsina esta generalmente indicado por el fabricante en el rotulo
del frasco de fucsina.

3. Usar el indicador manteniendo la siguiente relacién: 10 mL por cada litro de medio
de cultivo base.

4. El indicador es incoloro; la produccion de acidos en medios que contienen este

indicador se muestra por el cambio de rosado a rojizo.
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Anexo 6
Agar Tiosulfato-Citrato-Bilis-Sacarosa (TCBS)
(Manual DIFCO 1990)

Principio: Es un medio de cultivo selectivo de Vibrio cholerae y otros Vibrios patégenos.
En este medio las bacterias entéricas tales como coliformes y Proteus, los que se

conocen contaminan materias fecales, son inhibidos.

Composicion g/L
Extracto de levadura 5.0
Peptona 10.0
Citrato sodico 10.0
Tiosulfato sédico 10.0
Bilis de buey 8.0
Sacarosa 20.0
Cloruro de sodio 10.0
Citrato férrico 1.0
Agar 15.0
Azul de bromotimol 0.04
Azul de timol 0.04
Agua destilada 1000 mL
pH: 8.6-8.8

Preparacion: Suspender en agua destilada, calentar hasta llegar a ebullicién, no

autoclavear y disponer en placas estériles.
Interpretacion:

e Las colonias de V. cholerae se observan de color amarillo por su capacidad de
utilizar la sacarosa, acidificando el medio y produciendo el viraje de los indicadores.
e Aquellos Vibrios que no son capaces de utilizar la sacarosa se presentan

translucidos o de color verde propio del medio de cultivo.
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Anexo 7
Prueba de Indol
(Mac Faddin, 2003)

Principio: Determinar la capacidad de un organismo de desdoblar indol de la molécula de

triptofano.
Composicion g/L
Triptona 10.0
Cloruro de sodio 5.0
Agua destilada 1000 mL
pH (7.2-7.4)

Preparacion: Disolver completamente en agua destilada. Se distribuyen en tubos con
volumen aproximado de 4 mL. Luego autoclavear por 15 minutos a 121°C. Se distribuyen
en tubos con volumen aproximado de 4 mL.

Inoculacién: A partir de un cultivo puro de AHK.

Incubacién: A 37°C de 24 a 48 h. Al cabo de este tiempo afiadir 5 gotas del reactivo de

Kovacs, agitar suavemente.

Quimica de la reaccion: Cuando existe indol este se combina con el aldehido que se

encuentra en el reactivo de Kovacs para dar un color rojo en la capa de alcohol.
Interpretacion:

e Prueba positiva: Un anillo rojo en la superficie del medio en la capa alcohdlica.

e Prueba negativa: No se produce anillo rojo, toma el color el reactivo de Kovacs.
Precauciones: No debe emplearse para la deteccion del indol un medio de peptona que
contenga glucosa. El agregado de triptéfano estimula la produccién de indol mientras la
glucosa la inhibe. La formacion de indol se produce solamente con aquellos organismos
capaces de fermentar los hidratos de carbono. La elevada acidez producida por la
fermentacion de la glucosa puede impedir el crecimiento del organismo o inhibir la

enzima, produciéndose una reaccion falsamente negativa.
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Reactivo de Kovacs

Composicion

Composicion

Alcohol amilico o isoamilico o alcohol butilico) 150 mL

P-dimetilamino benzaldehido 10g

Acido clorhidrico concentrado 50 mL
pH (7.2-7.4)

Se disuelve completamente el aldehido con el alcohol y se agrega lentamente
a la mezcla el acido clorhidrico. Luego envasar en un frasco de vidrio &mbar de

boca ancha y tapén de rosca.
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Anexo 8
Hidrélisis de la Esculina
(Mac Faddin, 2003)

Principio: Determinar la facultad de un organismo de hidrolizar el glucésido esculina en
esculetina y glucosa. La esculina reacciona con una sal de hierro (el citrato ferroso de
hierro FeCsHsO7) para formar un complejo castafio oscuro o negro. El citrato de hierro

actia como indicador de la hidrélisis de la esculina y de la formacién de esculetina

resultante.
Composicién g/L
Peptona de carne 3.0
Triptona 3.0
Esculineta 1.0
Agar 5.0
Citrato de hierro amoniacal 0.5
Agua destilada 1000 mL
pH (7,2)

Preparacion: Disolver en agua y calentar hasta su disolucion total; repartir en tubos de
13x100 a un volumen de 4 mL, esterilizar a 121°C durante 15 minutos, enfriar en posicion

inclinada para obtener un bisel con pendiente larga.

Inoculacién: A partir de un cultivo fresco de AHK tomar una asada y estriar solamente la

superficie del bisel.
Incubacién: En aerobiosis, a 37°C, por 48 horas.
Interpretacion:

e Prueba positiva: Presencia de un color negro a castafio oscuro en el bisel. La
mitad o mas de la superficie aparece negra.
e Prueba negativa: No se ha producido el ennegrecimiento del medio. Se incuba

hasta 7 dias para informar un resultado negativo.
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Anexo 9
Prueba de las descarboxilasas
(Lisina-Ornitina-Arginina)
(Mac Faddin, 2003)

Principio:Medir la capacidad enzimética que tiene un organismo de descarboxilar un
aminoacido para formar una amina, con la consiguiente alcalinidad. Las pruebas de las
descarboxilasas se emplean fundamentalmente para determinar grupos bacterianos entre
los miembros de la familia Enterobacteriaceae. Los aminoacidos descarboxilados son la

lisina, la ornitina y la arginina.

Composicion g/L
Peptona 5.0
Extracto de carne 5.0
Rojo cresol (0.2%) 2.5mL
Parpura de bromocresol (1.6%) 0.62 mL
Glucosa 0.5
Piridoxal 0.005
Agua destilada 1000 mL

pH (6.0 +/- 0.2)

Preparacion: Disolver el medio en agua destilada y calentar hasta su total disolucion, el
medio basal se distribuye en cuatro recipientes diferentes, uno de los cuales no se le
agregara ningin aminoacido. En los tres recipientes restantes se adicionan los

aminoacidos manteniendo la siguiente relacion:

e 1% (10 g) de L-Lisina dihidroclorhidrica en el primer recipiente.

o 1% (10 g) deL-Arginina monohidroclorhidrica al segundo recipiente.

e 1% (10 g) de L-Ornitina dihidroclorhidrica en el tercer recipiente.
Si se utiliza la forma D de los aminoacidos, estos deben incorporarse al medio con una
concentracion del 2% ya que estos microorganismos son menos activos frente a la forma
D de los aminoacidos. El medio ya preparado se distribuye en los tubos 13x100 mm con
tapa de rosca en volumenes de 3 6 4 mL por tubo. Se esterilizan a 121°C durante 15

minutos.
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Inoculacion:

a) Crecimiento de un cultivo puro de 18 a 24 horas: AHK.

b) Inoculo liviano.

c) Con cada bateria de aminoacidos en proceso de investigacion, se inoculara un
tubo de control sin aminoacido: 1-control, 2-lisina, 3-arginina, 4-ornitina.

d) Cubrir todos los tubos incluyendo el de control, con 2 6 3 mL de parafina o vaselina
estéril. En estas condiciones el oxigeno del medio es consumido por el
microorganismo y esto controla el pH.

Incubacién:A 35°C, 24 horas a 4 dias, con examenes diarios. A veces se necesita una
incubacion prolongada de 6 a 10 dias o mas, para demostrar reacciones débiles debidas
a la escasa actividad descarboxilasa de un organismo.

Interpretaciéon: Cualquier aminoacido da los mismos resultados en color: por ejemplo, la

lisina-descarboxilasa:

e Prueba positiva: Parpura turbio a un purpura amarillento apagado (producido por la
cadaverina)
e Prueba negativa: Color amarillo claro y brillante (solamente fermentado por la
glucosa).
Precauciones:

A) Rotular todos los tubos de descarboxilasa antes de la inoculacion. La mezcla de
distintos tubos de aminoacidos dara resultado sin validez para la identificacion bacteriana.

Se acepta como conveniente: C: control, A: arginina, L: lisina, O: ornitina.

B) El tubo de control que no contiene aminoacido debe mantener su color morado
después de 18 a 24 horas de incubacion, lo que indica que Unicamente ha sido
fermentada la glucosa. Un control positivo invalida todas las pruebas de descarboxilasa y

no puede hacerse ninguna interpretacion.

Rojo cresol: Este indicador de pH es una solucion acuosa al 0.2%, donde 0.2 g del
indicador se diluyen directamente con 100 mL de agua destilada. Este se masera
vigorosamente en un mortero de porcelana procurando disolver todos los cristales de
indicador. Luego se envasa en un frasco de boca ancha, color ambar, pues es sensible a
la luz. Una vez envasado su viabilidad es de un afio. Su formula quimica es (C21H160sS) y

nombre quimico Phenolsulfonftaleina.
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Parpura de bromocresol: Este indicador de pH es una solucién alcohdlica al 1.6%,
donde 1.6 g de indicador se diluyen en 100 mL de etanol absoluto, en un mortero de
porcelana mezclando vigorosamente. Una vez ya disuelto completamente se guarda en
frasco &mbar, de boca ancha, en un lugar fresco. Su viabilidad es de un afio. La formula
quimica de puarpura de bromocresol es (CziHis Br:0sS) y su nombre quimico es

Cresolsulfonftaleina.
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Anexo 10

Reaccion de Voges-Proskauer

(Mac Faddin, 2003)

Principio: Determinar la capacidad de algunos organismos de producir un producto final

neutro, el acetilmetilcarbinol (acetona) a partir de la fermentacion de la glucosa.

Composicion g/L
Peptona 7.0
Buffer fosfato de potasio (K:HPO.) 5.0
Glucosa 5.0
Agua 1000 mL

pH (6,9)

Preparacion: Disolver en agua destilada, ajustar el pH y esterilizar en autoclave a 121°C

por 15 minutos, luego distribuir en tubos de 13x100.

Inoculacién: A partir de un AHK.

Incubacién:Durante 5 dias, a 37°C, de 18 a 24 h hasta 10 dias. Transcurrido el tiempo

afadir 0.6 mL del reactivo de Barrit y 0.2 mL del Hidréxido de Potasio al 40%, y dejar

reposar durante 1hora.

Reactivo de Barrit
Composicion
a-naftol 5¢

tanol absoluto 100 mL

Hidroxido de potasio 40%
Composicion

Hidroxido de potasio 409
Agua destilada 100 mL
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Interpretacion:

¢ Reaccion Voges-Proskauer positiva: color rojo-rosado en la superficie del medio
(presencia de acetoina).

e Reaccion Voges-Proskauer negativa: color amarillo en la superficie del medio (el
mismo color del reactivo), puede formarse un color cobrizo, pero aun asi la
reaccion es negativa (debido a la accion de los reactivos al mezclarse).

Precauciones: A veces un organismo acetoina positivo conocido no da reaccion Voges-
Proskauer positiva, para superar esta posibilidad, calentar suavemente el cultivo que
contiene los reactivos Voges-Proskauer. Un organismo Voges-Proskauer positivo

mostraria una reaccion positiva (color rojo).
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Anexo 11
Prueba del Agente Vibriostéatico
(Abbott, 2003a)

Principio:Esa técnica fue utilizada inicialmente para la diferenciacion del género
Pseudomonas de las especies del género Vibrio; en la actualidad se ha utilizado para
diferenciar especies de Vibrio de las del género Aeromonas y para la diferenciacién

interespecies de Vibrio.

Composicion: La formula quimica del agente vibriostatico O/129 es: 2,4-diamino-6,7-

diisopropilteridina.

Inoculacién: Se prepara una suspension al 0.5% de MacFarland del microorganismo a
ser probado y se inocula una placa de agar triptona soya (TSA) en tres direcciones
diferentes al igual como se hace para la prueba de difusién en disco Bauer-Kirby. Luego el
disco de 150 ug se coloca en la placa.

Incubacién: se conservan en aerobiosis a 35-37°C, durante 18 a 24 horas.

Interpretacion: Cualquier zona de inhibicién alrededor del disco se considera como una

prueba positiva.
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Anexo 12

Esquema de identificacion de especies Aerokey II.

(Carnahan et al., 1991)

O xidasa positiva, fermentacion de glucosa, bacilo

Gramnegativo, resistente al agente vibriostatico 0O/129

1504

I
Hidrélisis de la Esculina Negativo | Hidrélisis de la Esculina Positivo |

Produccién Produccién Gas de Gas de
de Indol de Indol glucosa glucosa
Negativo Positivo Negativo positivo

/

/

Aeromonas

. Voges Voges Aeromonas Acido de

schubertii Proskauer
Proskauer caviae Arabinosa

Negativo
Positivo Negativo
Cefalotin Cefalotin
Aeromonas Acido de Acido de sensible resistente

trota Sacarosa Sacarosa 30p 30u
negativo positivo

Acido de
Arabinosa

Positivo

Aeromonas

hydrophila

Aeromonas

jandaei

Aeromonas

veronii bv

sobria

Aeromonas

veronii bv

veronii

Aeromonas

hydrophila
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Anexo 13
Esquema de identificacion fenotipica de especies, Aeroesquema

(Furuwatari et al., 1994)

Oxidasa posiiva, Fermentacion de glucosa, Bacilo gram

negativo, Crecirmento al 0% de NaCl
|
Sacarosa postivo
Sacarsa negativo
FEsculim negativo
Esculima postivo
Tndol positivo Indol negativo
onc 0DC
Vopes Vopes ORNITINA ORNITINA
Proskaner Proskaer POSITIVA NEGATIVO
positivo 1divo Voges Voze
proskaer Proskar A
/ \ 1qiv pasitivo schubertii
V. A veronii
0ne one Acavise choleme | | bv.sobria /
Orntina Ornitma LDC ADH
positivo ngaivo Lisna Ao ADH ADH
1ativo (012 Arginina Arguina Ajandaci
Sasbld positvo 1epdvo
A hydrophila
onc 0DC V. mimicus
A veronii by Orniina Ornitina
veromi positivo 1gdiv {0129 sensible)
ADH Argnina
negdivo
Plsismonss A trofa
dipelides

(019
sshl)



