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Interés y objetivos

El género Aeromonas esta constituido por bacterias Gram-negativas aisladas
frecuentemente en el agua, alimentos, en heces de pacientes con cuadros diarreicos y
en infecciones extraintestinales. Ademas, algunas de las especies del género también
son patégenas de peces. La taxonomia de Aeromonas es compleja, el género consta
de 15 especies, sin embargo algunas de ellas no estan bien delimitadas, lo que
dificulta su identificacion. Durante las ultimas décadas el interés en el estudio de las
distintas especies de Aeromonas como microorganismos patégenos ha ido creciendo
gradualmente, como lo demuestran las numerosas publicaciones y simposios
monograficos que en los Ultimos afios se vienen celebrando en diversos paises. Son
por tanto numerosos los investigadores, en campos muy diversos de la microbiologia,
que han de enfrentarse a la dificil labor de identificar dichas bacterias. La mayoria de
laboratorios clinicos utilizan para la identificacibn de las especies métodos
miniaturizados semiautomaticos (API20E, Vitek GNI, BBL Crystal, MicroScan) u otras
pruebas bioquimicas descritas en manuales de microbiologia poco actualizados. Estos
meétodos bioquimicos conducen a identificaciones erroneas no sélo de las especies
sino también del género, ya que la mayoria de cepas se identifican como Aeromonas
hydrophila o como Vibrio spp. Uno de los objetivos de esta tesis consiste en ampliar el
método molecular basado en el analisis de los RFLP del gen 16S rRNA, para que
permita la identificacion de todas las especies del género. La correcta identificacién de
las especies que integran el complejo fenotipico “A. hydrophila” (formado por las
especies A. hydrophila, A. bestiarum, A. salmonicida y A. popoffii) constituye uno de
los problemas fundamentales de la taxonomia del género. Como se ha mencionado en
la introduccion, el porcentaje de hibridacion DNA-DNA entre las especies A. bestiarum
y A. salmonicida es muy elevado y roza los limites establecidos para considerarlas
especies distintas. A pesar de ello son consideradas especies validas. También se ha
considerado importante, dado que A. hydrophila es una de las tres especies mas
frecuentemente aisladas en muestras clinicas de origen humano, que A. salmonicida
es un importante patégeno de peces, y que A. popoffii es una especie de reciente
descripcion, investigar las caracteristicas bioquimicas y las relaciones filogenéticas
entre estas especies.

Los patrones de resistencia de las especies de Aeromonas a los agentes
antimicrobianos ha sido investigada en diversas ocasiones, no obstante la mayoria de
estudios incluyen cepas identificadas bioquimicamente por lo que se desconoce si las

especies identificadas genéticamente, presentan o no un patrén de resistencia
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especifico. Ademas, en la actualidad, debido a la elevada facilidad para realizar viajes
internacionales, la movilidad de personas entre los diferentes paises y continentes ha
aumentado vertiginosamente, situacion que ha conllevado un incremento de la diarrea
del viajero. Hasta la fecha en nuestro pais no existen estudios que aporten datos sobre
la incidencia de Aeromonas en este tipo de infeccién intestinal, y en todo caso cual
podria ser la terapia antimicrobiana mas efectiva. Establecer la incidencia de estos
microorganismos en este tipo de infecciéon y conocer su patrén de sensibilidad a los
agentes antimicrobianos, es otro de los objetivos concretos de esta tesis.

El hecho de que Aeromonas sea considerada como un potencial patégeno
humano ha generado un especial interés en poder conocer la incidencia de las
diferentes especies en aguas y alimentos, ambos considerados como posibles vias de
contagio, y su posible relacion con la infeccion humana. Para ello es importante
disponer de métodos moleculares de tipado fiables. Uno de los objetivos concretos de
esta tesis ha sido la evaluacién comparativa de diversas técnicas rapidas y sencillas
de tipado molecular para establecer cual de ellas puede ser la mas eficaz. Se ha
postulado que los peces pueden desempefiar un papel importante en el
establecimiento de la infeccion humana, ya que Aeromonas es un reconocido
patégeno de dichos animales. Es por tanto de interés poder conocer tanto la incidencia
de las diferentes especies de Aeromonas en el pescado destinado al consumo
humano como las caracteristicas virulentas de las cepas implicadas en la patologia de
peces. Ambos aspectos son abordados en esta tesis. También es de resaltar la
importante pérdida econdmica que las infecciones en peces pueden representar para
las piscifactorias destinadas al cultivo de dichos peces.

La virulencia de Aeromonas, como en la mayoria de microorganismos
patégenos, es compleja y multifactorial. Hasta la fecha se han descrito numerosos
factores de virulencia (aerolisina/hemolisina, GCAT, lipasas extracelulares, DNasas y
serina proteasa) en Aeromonas. No existen estudios que intenten determinar la
distribucion de estos factores de virulencia simultdneamente en un numero
representativo de cepas de todas las especies del género, utilizando cepas bien
caracterizadas genéticamente. Ademas hasta la fecha los estudios existentes se han
centrado principalmente en establecer la prevalencia de uno de ellos, la aerolisina. Por
lo tanto, se desconoce si los otros factores de virulencia mencionados predominan en
las cepas de Aeromonas de origen clinico o en determinadas especies, asi como si se

hallan solos o asociados. El determinar estos aspectos constituye otro de los objetivos
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del presente trabajo. En especial se ha considerado de interés el investigar la
presencia de los factores de virulencia mencionados en A. popoffii, por tratarse de una
especie de reciente descripcion poco conocida y aislada en aguas de potencial
consumo humano. También se han investigado los genes que codifican para el flagelo
lateral, los cuales se han asociado a la capacidad invasora de las cepas de
Aeromonas, y los genes alt y ast que codifican para enterotoxinas citoténicas. Muy
recientemente se ha demostrado que la presencia simultanea de los dos ultimos genes
en las cepas aisladas de heces condiciona la gravedad del cuadro diarreico. Otros
autores han demostrado que cepas mutantes para los genes alt, ast y aerolisina son
capaces de reducir drasticamente la secrecién de fluidos en un modelo animal de asa
ligada en rata y raton. Es por este motivo, que se ha considerado importante estudiar
la presencia simultanea de los genes /afA (flagelo lateral), alt, ast y aerolisina en cepas
de A. jandaei. Esta especie fue seleccionada porque a pesar de que se aisla con cierta
frecuencia en muestras clinicas (tanto de origen intestinal como extraintestinal), su
potencial virulento ha sido poco estudiado.

A pesar de que se conoce que determinados genes pueden jugar un papel
importante en la virulencia de Aeromonas, el mecanismo de patogenicidad de éstas
bacterias, tal y como se ha comentado, es mas complejo. Recientemente se ha
descrito, en una cepa de A. salmonicida patégena de peces, una toxina denominada
Aext que se secreta por el sistema de secrecién tipo Il (TTSS), asi como varios genes
que integran este sistema. La funcion del TTSS es hacer llegar directamente al
citoplasma de la célula huésped toxinas que inducen su apoptosis. Este sistema ha
sido descrito en bacterias enteropatogenas tales como Escherichia coli, Yersinia spp.,
Salmonella spp., por lo que consideramos interesante investigar su presencia en

cepas de las especies de Aeromonas de mas relevancia en clinica.

En la presente tesis pretendemos contribuir al esclarecimiento de los aspectos

mencionados anteriormente a través de los siguientes objetivos concretos:

1. Ampliar el protocolo de identificacién basado en los RFLP del gen 16S rRNA
seleccionando y ensayando nuevas endonucleasas que permitan identificar de
forma rapida y fiable todas las especies de Aeromonas, incluyendo las de mas

reciente descripcion.
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Evaluar comparativamente l|a eficacia de los métodos bioquimicos
miniaturizados BBL Crystal y MicroScan para la identificacion de las especies
de Aeromonas, comparando sus resultados con los obtenidos por la técnica de
los RFLP del gen 16S rRNA.

Disefiar una sonda especifica para la identificacion de las colonias de

Aeromonas en cultivos primarios.

Intentar esclarecer la taxonomia de las especies del complejo fenotipico “A.
hydrophila” y en especial de A. bestiarum, A. salmonicida y A. popoffii mediante

métodos fenotipicos y moleculares.

Determinar la sensibilidad a los agentes antimicrobianos de cepas de

Aeromonas de origen clinico, ambiental y aisladas de peces.

Estudiar retrospectivamente, en colaboracion con la Unidad de Medicina
Tropical del Hospital Clinico de Barcelona, la incidencia de las distintas

especies de Aeromonas en la diarrea del viajero.

Evaluar comparativamente diversos métodos de tipado molecular (ERIC-PCR,
REP-PCR y 16S-23S ISR-RFLP) para determinar cual de ellos es el mas
discriminativo y poder investigar la variabilidad genética intraespecifica en

Aeromonas.

Determinar la distribucién de genes que codifican para factores de virulencia
tales como aerolisina/lhemolisina, lipasas, serina proteasa, DNasas, flagelo
lateral y enterotoxinas citotdnicas en cepas de Aeromonas de origen clinico y

ambiental.
Establecer la incidencia de las diferentes especies de Aeromonas en muestras

de pescado destinado al consumo humano y determinar las caracteristicas

fenotipicas y virulentas de las cepas aisladas.
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10. Establecer si el sistema de secrecion tipo Il (TTSS), asociado al potencial
virulento de microorganismos patdgenos, esta presente en cepas clinicas de

Aeromonas spp.

71



	II. INTERÉS Y OBJETIVOS

