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Significacion clinica gg
y distribucion epidemiologica
de Aeromonas spp aisladas en heces

Resumen

Fundamentos: El papel del género Aeromonas como enteropatdgeno continda en entredicho en
numerosos trabajos. El objetivo es conocer en nuestra serie la distribucion epidemioldgica, sensibili-
dad antimicrobiana y el significado clinico de Aeromonas spp aisladas en el coprocultivo.

Métodos: Se estudio retrospectivamente la evolucion clinica de 152 casos de diarrea con aislamien-
to de Aeromonas spp. (1999-2004). Se utilizd el medio agar sangre ampicilina para aislar Aeromonas
afadiendo el medio CIN en la segunda parte del estudio.

Resultados: Se aislé Aeromonas spp. en 1,24% de 27.109 muestras, distribuidas entre A. caviae
59,21%, A. hydrophila 17,76%, A. veronii var. sobria 21,05%, A. veronii var. veronii 1,31%, A. schubertii
0,65%. En el area pediatrica se obtuvieron 124 aislamientos, 90 procedian de urgencias, de primaria
17, de hepatologia 9 de neonatologia 6 y 2 de hematooncologia. Los adultos la mayoria presentaban
enfermedad de base.

Conclusiones: A. caviae es la especie mas prevalente. Son frecuentes las enfermedades de base
asociadas a la diarrea. Para obtener éptimos resultados en el coprocultivo se requiere utilizar mas de
un medio. La mayoria de las cepas presentaron resistencia exclusivamente a amoxicilina. A falta de
estudios de patogenicidad, el aislamiento de Aeromonas spp como unico agente en el coprocultivo,
adquiere significado clinico junto a la diarrea y una posible enfermedad de base.
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Summary

Fundaments: Aeromonas and their link to diarrheic disease have not been clearly established. A
study has been performed to observe species distribution, drugs sensitivity and clinical signification of
the Aeromonas species isolated from patients with diarrhea.

Method: Retrospective study has been performed (1999-2004) to observe the clinical evolution from
patients with diarrhea and Aeromonas species.

To isolate Aeromonas two specific means were used, only blood agar with ampilicin in the first phase,
and then adding CIN agar in the second phase of the study.

Results: Aeromonas has been isolated in 1,24% of 27.109 samples, with A. caviae 59,21%, A. hydro-
phila 17,76%, A. veronii var. sobria 21,05%, A. veronii var. veronii 1,31%, A. schubertii 0,65%.

124 were children, 90 from emergencies, 17 from primary, 9 hepathology, 6 from neonathology and

2 from hematooncology. Among the adult patients, most of them were frequently suffering from the
basic disease.

Conclusion: The A. caviae is the most prevalent species. Most of the stocks were only resistant to
the amoxicillin. Isolation of Aeromonas strains from stool specimens may require the use of more than
one medium. Aeromonas are an important cause of diarrhea in patients infected with Aeromonas
species and underlaying disease with clinical signification.
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Introduccion

El género Aeromonas pertenece a la familia Aeromonadaceae, aunque su taxono-
mia continda siendo confusa, atendiendo a sus caracteristicas bioquimicas el género
Aeromonasincluye 7 fenoespecies: A hydrophila complex, A. caviae complex, A. veronii
bv. sobria, A. veronii bv. veronii, A jandaei, A. trota, A. schubertii. Aunque estudios recien-
tes basados en técnicas de hibridacién DNA-DNA lo dividen en 17 genoespecies'?2.

El habitat normal de las Aeromonas lo constituyen los ambientes acuaticos con
escasa o baja salinidad y el suelo de las zonas pantanosas humedas.

Junto con la ingesta de agua contaminada y la aspiraciéon de agua durante el bafo
en ambientes naturales, los alimentos pueden ser para el hombre otra posible fuente
de contagio.

Aeromonas spp. se han descrito como agentes etioldgicos de gastroenteritis agu-
da, colecistitis, colangitis, abscesos hepaticos, neumonia, meningitis, artritis séptica,
osteomielitis, endocarditis, mionecrosis, fascitis necrosante y bacteriemias?.

El papel como enteropatdégeno de las Aeromonas spp. se ha puesto en entredicho
en numerosos estudios*®, basandose fundamentalmente en la existencia del 0,2 y el
0,8% de portadores asintomaticos segun la serie®’. Otros estudios parecen demos-
trar que el género Aeromonas es responsable de provocar infecciones intestinales
en humanos que van desde una diarrea acuosa hasta otra sanguinolenta de corta o
prolongada duracion.

Los cuadros diarreicos atribuidos a Aeromonas spp. pueden afectar a cualquier
grupo de edad, sin embargo se han publicado un mayor nuUmero de casos entre po-
blacion pediatricas.

El motivo de este estudio es conocer en nuestra serie la distribucion epidemioldgica
y el valor patégeno de Aeromonas spp aisladas en el coprocultivo.

Material y métodos

Se estudiaron retrospectivamente 152 casos de cuadros diarreicos con aislamiento
de Aeromonas spp. durante el periodo comprendido entre enero de 1999 y diciembre de
2004. Se dividieron en tres grupos en funcién de la edad, nifos hasta 14 afos, adultos
hasta 65 afnos y adultos mayores de 65 anos.

Todas las heces se sembraron en agar MacConkey, SS (Salmonella-Shigella),
medios selectivos para Campylobacter, CIN (Cefsulodina-lrgasan-Novobiocina) y agar
sangre con ampicilina (ASA) y caldo selenite. La deteccidén de rotavirus y adenovirus en
heces se realizé mediante el empleo de técnica de inmunocromatografia (Combi-Strip
R/A®. Fastia-diagnostics).

Tabla 1. Distribucién total deaislados de Aeromonas con otros enteropatégenos

A. caviae  A.hydrophila A. veronii A. veronii A. schubertii Total
Aislado unico 64 20 21 1 - 106
Salmonella D9 6 2 2 _ 1 11
Salmonella B4-5 3 - 2 - - 5
Salmonella C2-8 1 - 1 = - 2
C. jejuni 14 4 5 1 - 24
Campylobacter sp. 2 - - = - 2
Y. enterocolitica - - 1 = o q
Rotavirus - 1 - - - q
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Las cepas de Aeromonas spp se
recuperaron del medio ASA incubado a
37°C durante 18 horas, este medio per-
mite la deteccion de la actividad oxidasa
directamente de las colonias, asi como la
observacion de la actividad f-hemolitica.
A partir de marzo de 2002, se modificaron
las técnicas de aislamiento, manteniendo
el medio CIN', descrito para el aislamien-
to preferencial de Yersinia enterocolitica
de las heces, en incubacién a temperatu-
ras ambiente durante 48 horas, ademas
del descrito anteriormente.

La identificacién presuntiva se
realizé a toda colonia beta hemolitica y
oxidasa positiva en ASA y a toda colonia
con morfologia semejante al crecimiento
de la cepa control en CIN, que fueron ino-
culadas en BEA (Agar Bilis Esculina), TSI
e indol, completandose la identificacion
definitiva bioquimicamente mediante
sistemas comerciales Vitek® y Wider® y
esquema Aerokey II°.

La sensibilidad se determiné me-
diante sistema automatizado de micro-
dilucién en caldo Wider®.

El estudio estadistico se realizé con el
programa informatico SPSS para realizar
el valor de Pearson Chi-Square y aplicar
los factores de correccion necesarios.

Resultados

Durante el periodo estudiado se rea-
lizaron 27.109 coprocultivos, en 12.276 se
recuperd algun enteropatégeno, la distri-
bucién en porcentajes fue Campylobacter
spp. 17%, Salmonella sp. 15,94%, Yersinia
sp. 0,76 % y Shigella sp. 0,32%.

Se aislé Aeromonas spp. en 152 ca-
sos, lo que representa el 1,24% del total
de coprocultivos positivos. Las especies
aisladas fueron: A. caviae 90 (59,21%), A.
hydrophila27(17,76%), A. veronii var. sobria
32 (21,05%), A. veroniivar. veronii2 (1,31%) y
A. schubertii1 (0,65%). En el 69,73% (106) de
los casos fueron aisladas como patégeno
unico, siendo A. caviae la especie mas fre-
cuente, aislada en 64 ocasiones (60,37%).
En el 30,26% (46) restante de los aislamien-
tos de Aeromonas spp. fueron recuperadas
en cultivos mixtos, la asociacion mas fre-
cuente fue con Campylobactersp (17,10%)
seguido por Salmonella sp (11,84%) y con
Yersinia sp. (0,65%) (Tabla 1).



La recuperacion de Aeromonas spp. en funcién del medio
de cultivo empleado y del afno de aislamiento se recoge en
Tabla 2.

La distribuciéon epidemioldgica se produce a lo largo de todo
el afio, aunque es mas frecuente durante los meses de verano
y otofno (Figura 1).

En la distribucién por edades, el grupo mas afectado fue el
de 7-12 meses con 30 aislamientos, seguido del de 2-7 afios con
17 y del de mayores de 65 anos con 16 aislamientos. La especie
que se aislé con mayor frecuencia en la edad pediatrica fue A.
caviae mientras que en los otros grupos no hay una especie
predominante (Figura 2).

En el area infantil se produjeron 124 aislamientos, proce-
dentes principalmente de los servicios de urgencias con 90,
atencién primaria con 17, hepatologia con 9, neonatologia 6 y
hematooncologia con 2 aislamientos. Mientras que de los 16
aislamientos en la poblacion adulta, 6 procedian de los servicios
de urgencias, 7 de medicina interna y 3 de oncologia.

En relacién con la sensibilidad estudiada de los aislados de
nuestra serie, la mayor parte de las especies recuperadas son
resistentes a amoxicilina el 84,8%, mientras que mostraron gran
sensibilidad frente a ciprofloxacino en el 98,1% a cotrimoxazol en
el 77,8% y a amoxicilina acido clavulanico en el 99,1%.

Se han encontrando diferencias estadisticamente signifi-
cativas (p<0,05) en cuanto a la resistencia frente a amoxicilina
entre A. veronii var sobria (100%) y A. caviae (77,7%) y frente
amoxicilina acido clavulanico entre A. caviae (1,2%) y A. hydro-
phila (11,2%).

Discusion

El papel de Aeromonas spp. como agente productor de
gastroenteritis se ha cuestionado en muchas ocasiones, pero
distintos estudios realizados en los ultimos afios parecen de-
mostrar su papel como agente causal de esta patologia'®, asi
como la imposibilidad de diferenciar cepas patdégenas de las
no patdégenas.

En nuestro estudio la especie Aeromonas estuvo asociada
a diarrea en el 69,73% de los enfermos. Es dificil predecir la
importancia de Aeromonas en el 30,26% de los restantes aisla-
mientos debido a que estos pacientes fueron coinfectados con
otros patégenos.

Uno de los problemas concernientes a Aeromonas spp es
su taxonomia. Desde 1987, se han propuesto nuevas especies
Aeromonas que ha contribuido a exacerbar la confusién en dicha
taxonomia. El desarrollo de Aerokey Il y estudios de taxonémi-
cos han conseguido identificar la mayoria de las Aeromonas a
nivel de fenoespecie®, aunque en estudios realizados por Abbot,
et al."" concluyen que las especies soélo se pueden identificar
correctamente por métodos genéticos. En este estudio se han
caracterizado un total de cinco fenoespecies diferentes. En
cuanto a la prevalencia de las diferentes especies varia con
la localizacidn geografica A. hydrophila y A. veronii bv. sobria
son especies dominantes en Australia y Tailandia, en estudios
europeos y americanos la especie mas prevalente es A. caviae®

como en nuestro estudio. Sin embargo A. hydrophila y A. veronii
bv. sobria también se aislaron en un numero significativo'. En
India hay estudios con diferentes prevalencias y en Bangladesh
A. trota se aislé en un nUmero importante de enfermos con dia-
rrea'3, especie que no se ha aislado en otros estudios, debido a
la variabilidad geografica en la prevalencia de las especies, sin
excluir la falta de un Unico esquema de identificaciéon. Estudios
previos han establecido el papel patdégeno de A. caviae, A.
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Figura 1. Distribucion anual de aislados de Aeromonas spp.
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Figura 2. Aislamientos por especies de Aeromonas en funcion del
grupo de edad

Tabla 2. Muestras aisladas por afo y medio de cultivo

1999-2001 2002 2003 2004

ASA 37 11 (33,34%) 5(12,3%) 4 (8,33%)%
CIN = 14 (42,42 %) 28 (702%) 33 (68,75)%
ASA+ CIN - 8 (24,24%) 7(175%) 11 (22,92)%
Total 37 (24,34%) 33 (21,71%) 40 (26,31%) 48 (31,57)%
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hydrophilay A. veronii bv. sobria en mas
del 85% de los aislamientos en diarreas’,
en nuestro estudio estas especies se han
presentado como uUnico aislado en el 99%
de los casos.

Otras especies también se han
descrito asociadas a procesos diarrei-
cos® como A. trota, A. jandaei, A. veronii
bv. veronii, esta Ultima especie soélo la
hemos encontrado en un caso como
unico aislado. Las demas especies se
han recuperado acompanadas de otros
patégenos lo que hace dificil asignarles
valor etiolégico en la diarrea y en el caso
de A. trota no la hemos aislado.

La recuperacién de Aeromonas spp.
se vio incrementada al modificar las téc-
nicas de aislamiento a partir marzo del
afo 2002, afo en el que se introdujo la
incubacion de CIN a T ambiente durante
48 horas'®. Este hecho puede deberse a
la existencia de un 5% de cepas 3 hemoli-
ticas y a las cepas sensibles a ampicilina,
que no podrian ser recuperadas en agar
sangre ampicilina. Este medio tiene el
problema de no detectar la presencia
de citocromo-oxidasa directamente de
las colonias. El medio idéneo para el
aislamiento de Aeromonas es la formula
modificada de la forma original, o que
se ha descrito como CIN I, es decir
el que contiene 4 microgramos /ml de
cefsuldina en vez de 15 microgramos
/ml debido a que esta concentraciéon
tan elevada parece inhibir el crecimiento
de un porcentaje de cepas, a pesar de
ello con el CIN | se ha recuperado un
porcentaje de hasta el 70% en tasa de
aislamiento en un ano, estos resultados
hacen recomendable su uso y para ob-
tener un 6ptimo aislamiento es necesario
combinar agar sangre ampicilina y CIN.
La temperatura de incubacion debe rea-
lizarse a 25-30°C debido a la diferencia
sensibilidad antibidtica segun la tempe-
ratura. En incubacion durante 48 horas
permite la recuperacion de Yersinia sp
en el mismo medio.

La mayoria de las cepas estudiadas
conservan la sensibilidad a ciprofloxa-
cino y en menor medida a amoxicilina
acido clavulanico como en un trabajo
recientemente publicado en nuestro
entorno geografico'®. La resistencia a
la amoxicilina es un a caracteristica de
las Aeromonas, salvo de A. trota lo que
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hace necesario para recuperarla utilizar
medios sin ampicilina. Se ha descrito en
India un descenso de la susceptibilidad
a quinolonas'?, con perfiles de multi-
resistencia y en Asia a cotrimoxazol,
cefalosporinas de tercera generacion e
imipenem?” pudiendo ser una importante
amenaza a la hora de tratar la patologia
asociada a Aeromonas spp.

Estos microorganismos poseen
diferentes factores de virulencia, en-
terotoxinas, endotoxinas, citotoxinas,
hemolisinas, factores de adherencia's,
la unién de estos factores con la produc-
cion de diarrea no ha sido claramente
demostrada. Se ha caracterizado una
enterotoxina citoténica termolabil (Alt)
otra enterotoxina citotonica termoestable
(Ast) y una enterotoxina citotdxica (Act)'s.
La presencia de las tres enterotoxinas en
diferentes combinaciones en cada cepa
de Aeromonas podria dictar la severidad
de la diarrea™.

Las observaciones clinicas relacio-
nadas con la diarrea por Aeromonas
se presentaron como diarrea aguda en
todos los grupos de edad, siendo mayo-
ritaria en nifos de 7-12 meses, seguido
de los de 2-7 afios y del de mayores de
65 afos.

El mayor numero de aislamientos
tanto en el area infantil como en la po-
blacién adulta corresponde al area de
urgencias, tratdndose por lo general de
episodios diarreicos de corta duracién y
evolucion favorable. Dentro del hospital
infantil hay que destacar los procedentes
de servicios de hematooncologia, gas-
troenterologia y cardiologia por tratarse
de nifos inmunodeprimidos o con alte-
raciones hepaticas, asociacién que se ha
comprobado en otros estudios™ al igual
que en los enfermos adultos remitidos
desde los servicios de medicina inter-
na y oncologia, con enfermedades de
base que predisponen a la infeccidén por
Aeromonas®°. En ningun caso se asocio
a bacteriemia y en estos enfermos con
evolucion mas térpida, en los que fue ne-
cesaria la terapia antibidtica, la evoluciéon
final fue favorable.

Seria deseable conocer los genes
de patogenicidad de cada aislamiento
pero en la actualidad no se dispone de
métodos moleculares al alcance de todos
para la deteccién de los mismos.

El aislamiento de Aeromonas como
Unico agente en las heces diarreicas,
adquiere significado clinico junto a la cli-
nica de diarrea y una posible enfermedad
de base.

Es importante incluir el estudio de
estos patdégenos con mas de un medio en
heces diarreicas, sobre todo en neona-
tos, trasplantados, enfermos oncoldgicos
y hepaticos, en los que puede existir la
posibilidad de desarrollar bacteriemia
con posibles focos secundarios de infec-
cién que habria que tratar. Todas estas
circunstancias hacen necesario el estudio
de la sensibilidad de los aislados y cono-
cer la distribucion epidemiolégica de las
resistencias en Aeromonas spp.
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