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En las últimas décadas se ha reconocido al género Aeromonas como 

un patógeno emergente causante de cuadros gastrointestinales graves 

para el hombre y los animales (Chopra y Houston, 1999; Janda et al., 

2010). Se han publicado nuevos estudios que amplían el conocimiento 

de su taxonomía, de los factores asociados a su virulencia, así como 

también, de la resistencia a los antibióticos que pueden presentar, 

especialmente en las especies causantes de infecciones graves como 

Aeromonas hydrophila, Aeromonas caviae y Aeromonas veronii subsp. 

sobria (Albarral 2013; Ghenghesh et al., 2014; Fatima et al., 2013). 

 El verdadero papel de Aeromonas como agente causal de 

gastroenteritis humana es controvertido porque presenta una baja 

incidencia y no existe un modelo animal para reproducir esta 

enfermedad. Sin embargo, en los últimos años han aumentado 

considerablemente los casos de diarrea del viajero producidas por 

Aeromonas (Ghenghesh et al., 2014; Chao et al., 2014) y se ha 

demostrado la capacidad de algunas cepas de producir una 

enterotoxina citolítica, que se corresponde con una beta-hemolisina 

(Tequianez et al., 2005; Janda et al., 2010). 

 Por el contrario, la prevalencia de Aeromonas en el medio 

ambiente en general es bastante elevada, y existen evidencias 

epidemiológicas que  demuestran que muchas de las infecciones son 

adquiridas a través del consumo de agua y/o alimentos contaminados 

(Chopra y Houston, 1999; Janda et al., 2010; Carvalho et al., 2012).  

En la clínica humana, se han aislado cepas de Aeromonas 

causando cuadros gastrointestinales de diarrea, procesos infecciosos 

graves como bacteriemias y con menor frecuencia en heridas, 

endocarditis, meningitis y neumonías (Tequianez et al., 2005; 

Rodríguez et al., 2005; Fátima et al., 2013; Grim et al., 2013).  
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También se han caracterizado molecularmente factores de 

virulencia que pueden determinar su enteropatogenicidad, 

principalmente citotoxinas, enterotoxinas, hemolisinas, proteasas, 

gelatinasas, ADNasas y otros (Ghenghesh et al., 2014; Grim et al., 

2013). Todo ello justifica la patogenicidad de determinadas cepas. 

 

1.1 Evolución Histórica del Género Aeromonas 

Muchos microorganismos en los que posteriormente se confirmaría su 

pertenencia al género Aeromonas fueron inicialmente clasificados en 

otro géneros como Proteus, Pseudomonas, Escherichia, 

Achromobacter, Flavobacterium, Necromonas y Vibrio (Farmer et al., 

2006). En la octava edición del “Bergey´s Manual of Determinative 

Bacteriology” (Schubert, 1974) se reubicó el género Aeromonas desde 

la familia Pseudomonadaceae a la familia Vibrionaceae. En esta 

publicación, el género Aeromonas se dividía en tres especies y cada 

una de ellas en distintas subespecies. Posteriormente, en 1984, se 

publicó una nueva clasificación que se refleja en la Figura 1 (Popoff, 

1984). 

 

 

 

 

 

Figura 1. Clasificación del género Aeromonas publicada en la primera 

edición del “Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology”en 1984. 
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El género Aeromonas se mantuvo dentro de la familia 

Vibrionaceae junto con los géneros Vibrio, Photobacterium y 

Plesiomonas hasta que Colwell en 1986 demostró, a partir del análisis 

de secuencias de los genes 16S ARNr y 5S ARNr y de estudios de 

hibridación ADN-ADN, que en realidad constituye una rama 

filogenética diferente y elevó el estatus de género a familia, creando la 

familia Aeromonadaceae. La última edición del “Bergey’s Manual of 

Systematic Bacteriology” (Martin-Carnahan y Joseph, 2005) incluye el 

género Aeromonas dentro de la familia Aeromonadaceae y de un 

nuevo orden denominado Aeromonadales, este nuevo orden incluye 

las familias Succinivibrionaceae y Aeromonadaceae, esta última con 

los géneros Aeromonas, Oceanimonas y Tolumonas. 

 

1.2 Características Generales 

Los miembros del género Aeromonas son bacilos Gram-negativos, 

oxidasa y catalasa positivos y anaerobios facultativos, con forma de 

bacilos o cocobacilos con extremos redondeados, y un tamaño de 

entre 1 y 3,5 µm de diámetro. Todas las especies, a excepción de A. 

salmonicida, son móviles por flagelación polar y no forman 

endosporas. Fermentan la glucosa y numerosos hidratos de carbono 

con producción de ácido y gas, reducen el nitrato a nitritos, son 

resistentes al agente vibriostático O/129 y no requieren ClNa para su 

crecimiento (Sen et al., 2004; Janda y Abbott, 2010; Chao et al., 2014). 

Algunas especies de Aeromonas son productoras de exoenzimas 

como: proteasas, ADNsas, ARNsas, elastasas, lecitinasas, amilasas, 

gelatinasas y lipasas entre otras. Su temperatura mínima de 

crecimiento es de 4ºC y la máxima de 45ºC, siendo 30ºC la 

temperatura óptima con un pH de entre 4,5 y 9,0. Su porcentaje de 
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guanina/citosina fluctúa entre 57 y 64% (Janda y Abbot, 1998; Sen y 

Roger, 2004; Grim et al., 2013). 

 

1.3 Ecología  

Aeromonas tiene una amplia distribución en numerosos ecosistemas, 

aunque generalmente está en relación con el medio acuático, 

incluyendo todo tipo de aguas (dulces, saladas y/o estancadas) 

(Miranda y Castillo, 1998; Rodríguez, 2005, Janda y Abbott 2010, Lu et 

al., 2015). Es un patógeno animal, especialmente en los 

poiquilotermos, incluyendo anfibios, peces y reptiles (Carnahan et al., 

1991; Lu et al., 2015), y animales endotermos, incluyendo a los 

humanos (Janda y Abbot 2010; Boltaña et al., 2014; Korkoca et al., 

2014). La especie psicrófila A. salmonicida es un importante patógeno 

de salmónidos produciendo en los mismos la enfermedad conocida 

como forunculosis sistémica (Austin et al., 1998; Padra et al., 2014; 

Romstad et al., 2014) y otras especies causan numerosas patologías 

en peces de acuicultura (Romstad et al., 2014).  

Se ha detectado la presencia de Aeromonas en distintos 

alimentos, como la carne (ternera, oveja, cerdo, pollo), los vegetales, 

los huevos, el pescado, los mariscos y los alimentos preparados, los 

productos lácteos y la pastelería (Soler, 2003; Ghenghesh et al., 2014; 

Hussain et al., 2014). Su presencia en estos alimentos se considera 

una contaminación a través del agua. Se han aislado cepas portadoras 

de gran variedad de factores de virulencia en sistemas municipales de 

tratamientos de agua potable asociados a núcleos urbanos (Cabrera, 

2007; Robertson et al., 2014).  

 



13 

1.4 Taxonomía  

La clasificación taxonómica del género Aeromonas es muy compleja, 

ya que desde hace más de 15 años numerosos grupos de 

investigación han descrito nuevas especies y reclasificado otras. 

Aeromonas aquariorum se considera que es un sinónimo posterior de 

A. hydrophila subsp. dhakensis, y se ha propuesto que esta 

subespecie se eleve a especie, denominándose A. dhakensis 

(Martínez-Murcia et al., 2009; Beaz-Hidalgo et al., 2013). Según datos 

obtenidos por Albarral en el 2013, la clasificación actual de Aeromonas 

es la que se muestra en la Figura 2. Este género además muestra una 

gran diversidad genética que representa en la Figura 3. Las nueve 

especies estudiadas en este trabajo se han destacado con un círculo 

rojo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Taxonomía actual de Aeromonas  

(Adaptada de Albarral, 2013). 
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Figura 3. Diversidad genética del género Aeromonas. En círculo rojo 

se marcan las especies aisladas en este estudio (adaptada de Miñana-

Galbis et al., 2009). 

 

1.5 Patogenicidad y Epidemiología 

Algunas especies de Aeromonas son de interés clínico por causar 

diferentes infecciones, tanto en animales como en personas, y por ser 

consideradas como patógenos oportunistas emergentes.  
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En los últimos años Aeromonas está adquiriendo importancia 

como patógeno entérico causante de diarreas, aunque también son 

responsables de cuadros de septicemia en inmunodeprimidos, 

infecciones en heridas, peritonitis, meningitis, infecciones oculares, de 

articulaciones y huesos (Janda y Abbott, 2010; Grim et al., 2013; 

Rather et al., 2014; Hee Shin et al., 2015). 

 

1.6 Infecciones por Aeromonas 

1.6.1 Infecciones en Animales 

El género Aeromonas ha estado relacionado con infecciones en 

animales predominantemente poiquilotermos, incluyendo varias 

especies de peces, anfibios y reptiles, desde sus primeros 

aislamientos en ranas con septicemia y peces enfermos (Schubert, 

1967a; 1967b; Romstad et al., 2014; Padra et al., 2014; Lu et al., 

2015).  

Diversas especies del género son consideradas agentes 

etiológicos de numerosas patologías en peces de interés en 

acuicultura, causando infecciones que suponen importantes pérdidas 

económicas (Austin et al., 1998; Janda et al 1991; Janda et al., 2010).  

A hydrophila y A jandaei son causantes de aeromoniasis en 

especies de peces cultivadas en zonas templadas, como la anguila, la 

carpa o el pez gato (Jiménez 2008; Yi et al., 2013).  

La aeromoniasis es una septicemia hemorrágica que se 

caracteriza por la presencia de pequeñas lesiones superficiales, 

precedidas a menudo por la pérdida de escamas, hemorragias en 

agallas y ano, úlceras, abscesos, exoftalmia (ojos saltones) y 
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distensión abdominal y a nivel interno, se puede observar anemia e 

inflamación de hígado y riñón (Figueras, 2013). 

 

1.6.2 Infecciones en Humanos 

Las cepas del género Aeromonas son causantes de numerosas 

infecciones tanto intestinales como extraintestinales, que van desde 

enfermedades leves, como la gastroenteritis aguda, a otras que 

pueden llegar a comprometer la vida del sujeto, como septicemia, 

fascitis necrotizante y mionecrosis (Janda y Abbott, 2010). También se 

han descrito infecciones intra-abdominales, oculares y osteomielitis 

(Gunasekaran et al., 2009; Sahain y Barut, 2010; Gómez-Garcés et al., 

2011).  

 

1.6.2.1 Infecciones Gastrointestinales 

El primer aislamiento documentado de Aeromonas en heces data de 

1961, aunque en 1954 ya se había aislado Aeromonas como agente 

causal de miositis en una mujer jamaicana (Isoken et al., 2012). Si bien 

Aeromonas es agente causal de diarreas, su papel como 

enteropatógeno no está claro, debido a la existencia de portadores 

asintomáticos, a los escasos brotes epidémicos documentados 

(Altwegg y Geiss, 1989; Von Graevenitz, 2007) y a que no cumple los 

postulados de Koch, debido a que no existe un modelo que pueda 

reproducir fielmente la diarrea asociada a Aeromonas (Janda y Abbott, 

2010). 

En los brotes epidémicos causados por Aeromonas es muy difícil 

localizar el foco de la infección, ya que se encuentran en aguas, 
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alimentos y suelos. Las infecciones por Aeromonas se adquieren 

principalmente por consumo de agua o alimentos contaminados 

(Carvalho et al., 2012). Son pocos los brotes epidémicos 

documentados ya que las gastroenteritis causadas por Aeromonas 

suelen ser autolimitadas y no son de declaración obligatoria, aunque 

en ocasiones pueden prolongarse durante más de dos semanas 

pudiendo llegar a ser crónica. Una pequeña parte de los enfermos 

sufren náuseas, vómitos, fiebre y calambres abdominales, en cambio 

un tercio de los enfermos sufren colitis (Liesenfeld et al., 1993; Von 

Graevenitz, 2007; Luca et al., 2011; Tomás, 2012). 

 

1.6.2.2 Bacteriemias 

La principal infección invasiva producida por Aeromonas es la 

bacteriemia, y más del 80% de los casos se producen en enfermos 

inmunodeprimidos principalmente con trastornos mieloproliferativos o 

enfermedad hepática crónica (Wu et al., 2007; Luca et al., 2011; 

Tomás, 2012).  

Los síntomas más comunes asociados con bacteriemia causada 

por Aeromonas incluyen fiebre, ictericia, disnea, dolor abdominal y 

shock séptico. Durante la bacteriemia también pueden aparecer 

cuadros diarreicos en un porcentaje muy pequeño de casos. La 

mayoría de estas infecciones son monomicrobianas (Janda y Abbott, 

2010; Spadaro et al., 2014).  

En la Figura 4 se muestra una cepa de A. hydrophila aislada en 

agar sangre, medio que permite identificar la existencia de hemólisis. 
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Figura 4. Crecimiento de una cepa de A. hydrophila en agar sangre. 

 

1.6.2.3 Infecciones de Piel y Tejidos Blandos 

Las heridas infectadas son la manifestación más común de las 

infecciones de tejidos blandos causadas por Aeromonas y a menudo 

están asociadas con infecciones polimicrobianas junto con 

Enterococcus, Clostridium y otras enterobacterias (Chao et al., 2012; 

Spadaro et al., 2014). Estas heridas pueden ser superficiales, generar 

forunculosis o ser profundas con afectación muscular, de tendones, 

articulaciones y huesos. En personas sanas la infección se produce 

por contacto con aguas, suelos u objetos contaminados (Chao et al., 

2012). 

El síndrome urémico hemolítico ocurre cuando una infección en el 

aparato digestivo produce sustancias tóxicas que destruyen los 

glóbulos rojos, causando anemia hemolítica, trombocitopenia y daño 

renal agudo. Este síndrome es producido por la toxina Shiga, típica de 

Shigella dysenteriae y de E. coli O157:H7, pero también se ha descrito 
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en cepas Aeromonas que han adquirido la capacidad de producir la 

toxina Shiga (Figueras et al., 2007; Alperi y Figueras, 2010). 

 

1.6.2.4 Infecciones Nosocomiales y otras Situaciones 

La infección hospitalaria o nosocomial se define como aquella que se 

adquiere durante la estancia hospitalaria del paciente, y cuya 

detección no ocurre hasta pasadas las 48 horas del ingreso. Dickson 

et al., 1984; Mercer et al., 1987; Llopis et al., 2004). Se ha descrito un 

caso de mionecrosis y shock séptico después de la aplicación de 

sanguijuelas tras realizar una cirugía reconstructiva. A pesar de que se 

ha demostrado que éstos ectoparásitos están constantemente 

colonizados por Aeromonas se siguen utilizando para la descongestión 

vascular post cirugía plástica (Rodríguez, 2005; Grim et al., 2013). 

En las últimas inundaciones en Nueva Orleans, producto del 

huracán Katrina, la frecuencia de los aislamientos por Aeromonas 

aumentó considerablemente, representando un problema de Salud 

Pública (Tomás, 2012). 

Su papel oportunista se ha documentado en un paciente con 

leucemia linfocítica crónica que desarrolló una fascitis necrotizante y 

un fallo multiorgánico por una infección por A. sobria, que finalmente 

causó la muerte del paciente (Spadaro et al., 2014). 

 

1.7 Sensibilidad a Antimicrobianos 

En los trabajos en los que se ha estudiado la sensibilidad “in vitro” a 

los antibióticos se han utilizado las especies más frecuentes como A. 
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hydrophila, A. caviae y A. sobria, existiendo pocos datos de las 

especies más infrecuentes (Skwor et al., 2014). En general podemos 

decir que los aislados de Aeromonas presentan una amplia 

sensibilidad a las tetraciclinas y a las quinolonas, siendo A. hydrophila 

y A. veronii las especies que con mayor nivel de resistencia (Grim et 

al., 2013; Skwor et al., 2014). 

Estudios realizados por Isoken y colaboradores en el 2012, en 

donde se evaluó la prevalencia de la resistencia a los antibióticos en 

aislados de una planta de tratamiento de aguas residuales en 

Sudáfrica, observaron una resistencia intrínseca para los antibióticos 

betalactámicos y una sensibilidad variable para otros antibiótivos como 

ciprofloxacina, cloranfenicol, ácido nalidíxico, gentamicina y minocilina 

(Isoken et al., 2012). 

Estos autores señalaron también que la resistencia intríseca a los 

beta-lactámicos se debe a la expresión de una beta-lactamasa 

cromósomica que confiere resistencia a ampicilina, ticarcilina y 

carbenicilina y un elevado porcentaje, a la cefazolina. La asociación de 

amoxicilina-ácido clavulánico tiene actividad variable, según el aislado; 

la piperaciclina es más activa que las carboxi-penicilinas y su actividad 

no se modifica en la asociación con tazobactam (Loza et al., 2003). 

Las cefalosporinas de segunda generación presentan una actividad 

variable mientras que las cefalosporinas de tercera y cuarta 

generación, el aztreonam y los carbapenems son activos frente a la 

mayoría de los aislados de esta especie. A. hydrophila al igual que A. 

veronii subsp. sobria y Aeromonas jandaei, entre los aislados clínicos 

más estudiados, produce tres beta-lactamasas cromosómicas 

inducibles genéticamente y co-reguladas: una cefalosporinasa, CepH, 

del grupo 1 (pI: 6,6; clase molecular C); una penicilinasa, AmpH, del 

grupo 2d (pI: 8,0; clase molecular D) y una carbapenemasa, ImiH, 

metalo-betalactamasa del grupo 3 (pI: 8,9 clase molecular B subgrupo 

B2). En condiciones normales (ausencia de inducción/hiperexpresión) 
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el nivel de expresión de estas enzimas es bajo. Las tres beta-

lactamasas de A. hydrophila se caracterizan por tener un espectro 

hidrolítico reducido, no superponible, pero la suma de sus actividades, 

si es elevada, determina un espectro de resistencia global a todos los 

beta-lactámicos (Dias et al., 2014). 

 

1.7.1 Características Principales de la Metalo-Beta-Lactamasa 

ImiH (CphA) 

Esta enzima es responsable de la resistencia a los carbapenems y 

puede estar presente en aislados de A. hydrophila, A. veronii bv. 

sobria, A. veronii bv. veronii, y A. jandaei, mientras que nunca se ha 

descrito en A. caviae, Aeromonas trota y Aeromonas shubertii (Loza et 

al., 2003; Isoken et al., 2012). 

Las propiedades catalíticas de ImiH (nombre que recibe en A. 

hydrophila) demuestran un perfil de sustrato reducido (esta beta-

lactamasa ha sido definida como “specific carbapenemase”) que 

determina la hidrólisis exclusiva de los carbapenems con una escasa o 

incluso nula actividad frente a las penicilinas, las cefalosporinas y los 

monobactams. Esta carbapenemasa es una metalo-beta-lactamasa 

(clase molecular B, subclase B2) que se inhibe por EDTA y que 

requiere un solo ión Zn+2  como cofactor. No hidroliza la nitrocefina, o 

lo hace débilmente, por lo que este compuesto no debe utilizarse para 

su detección (Loza et al., 2003). 

 

1.8 Factores de Virulencia y Mecanismos de Patogenicidad 

La virulencia o patogenicidad se define como la capacidad de un 

microorganismo para causar infección, mientras que un factor de 

virulencia es el producto del microorganismo que contribuye a su 
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virulencia o patogenicidad (Espinoza 2007). A pesar de que las 

infecciones son un proceso de multietapas, los factores de virulencia 

pueden clasificarse en 3 tipos: 

a) Factores que promueven la colonización e invasión del 

huésped. 

b) Factores que contribuyen a evadir la acción inmunitaria del 

huésped. 

c) Factores que causan daño al huésped, ya sea por toxicidad 

directa o indirecta induciendo una respuesta inflamatoria. 

Mientras que los factores que pertenecen a la categoría 1ª o 2ª 

son capaces de aumentar la probabilidad de infección, los factores 

pertenecientes a la 3ª categoría determinan la severidad de ésta 

infección (Salyers, 1994). 

La presencia de factores de virulencia en aislados de Aeromonas 

es ampliamente conocido, sin embargo aún se desconoce el 

mecanismo por el que se produce la patogénesis. La variedad de 

manifestaciones clínicas observadas en las infecciones causadas por 

Aeromonas concuerda con la idea de que la patogenicidad de estos 

microorganismos es multifactorial (Yu et al., 2004; Tomás, 2012).  

Los factores de virulencia descritos para este género incluyen 

tanto componentes estructurales como productos extracelulares 

(Pemberton et al., 1997; Janda y Abbott, 2010; Aravena et al., 2014). 

En la Figura 5 se observa la patogénesis de Aeromonas, la cual 

comienza con la exposición al patógeno, adherencia a la piel o mucosa 

del huésped y entrada a través de su epitelio, esto con lleva a la 

colonización del microorganismo, el cual termina produciendo toxinas 

por un lado e invadiéndolo por el otro, para así provocar finalmente un 

daño a nivel tisular (Albarral, 2013). 



23 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Esquema de la patogénesis de Aeromonas. 

(Adaptada de Albarral 2013). 

 

1.9 Productos Extracelulares 

La interacción entre las bacterias patógenas y las células huésped 

viene dada, además de por los componentes estructurales de éstas 

bacterias, por enzimas y toxinas que son secretadas al espacio 

extracelular (Soler 2003; Rodríguez et al., 2005; Tomás, 2012). En 

Aeromonas existen varias enzimas y toxinas que son características, 
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entre las cuales cabe destacar las proteasas, lipasas/fosfolipasas, 

enolasas, ADNasas, enterotoxinas, hemolisinas, gelatinasas, citotoxina 

enterotóxica, sistema de secreción tipo III (T3SS) entre otras (Grim et 

al., 2013).  

No todas las cepas del género Aeromonas producen la totalidad 

de toxinas descritas hasta la fecha, además, aunque ciertas cepas 

posean genes que codifiquen para una toxina en concreto, éste solo se 

expresa bajo ciertas determinadas condiciones de crecimiento (Gavín, 

2003; Rodríguez et al., 2005; Ghenghesh et al., 2014).  

Las hemolisinas fueron descritas inicialmente en E. coli y Vibrio 

cholerae (Wake y Yamamoto, 1966). En Aeromonas se han descrito 

dos tipos de hemolisinas, una -hemolisina que se produce 

principalmente a 22°C y que es incapaz de lisar completamente los 

eritrocitos y una -hemolisina que lisa a los eritrocitos de diferentes 

especies animales y que se produce en mayor cantidad a 37°C. La 

aerolisina es el prototipo de β-hemolisina para el género y fue 

caracterizada y parcialmente purificada en el año 1974, por 

Bernheimer y Avigad. El gen estructural se conoce como aerA y fue 

clonado y secuenciado por primera vez por Howard y Buckley 1987. 

La β-hemolisina ha sido designada como AHH1 (Hirono y Aoki, 

1991; Wang et al., 2003), cuya secuencia presenta una elevada 

similitud con la proteína HlyA de V. cholerae y podría funcionar 

formando canales (Wong et al., 1998). Las α-hemolisinas producidas 

durante la fase estacionaria del crecimiento causan efectos reversibles 

y lisis completa de los eritrocitos, pero no se han relacionado con 

propiedades enterotoxigénicas (Thelestam y Ljungh, 1981; Robertson 

et al., 2014). 
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En cuanto al efecto enterotóxico de las Aeromonas, éste es 

regulado por el gen act, el cual fue caracterizado a partir de una cepa 

de A. hydrophila, y la proteína presentaba un peso molecular de 52 

kDa con actividad hemolítica, lipolítica, citotóxica y enterotóxica, y 

producía la muerte en ratones (Castro-Escarpulli et al., 2002; Grim et 

al., 2013). A nivel de ADN existe un 75% de homología entre en gen 

aerA y el gen act, sin embargo la región 5’ de ambas secuencias 

presentan muchas diferencias (Chopra et al., 1993; Soler, 2003). La 

activación de la toxina act es idéntica a la de la aerolisina, la 

enterotoxína se une al grupo 3’OH del colesterol en la membrana del 

huésped, momento en el cual la toxina se convierte en termoestable 

(Soler, 2003). 

Por otro lado, Ferguson et al., (1997), han descrito la enterotoxina 

citotóxica act de A. hidrophila, que ha sido implicada en el incremento 

del factor de necrosis tumoral (TNF) y en la producción de 

interleuquinas (IL-1) por los macrófagos o las células epiteliales 

intestinales, capacidad que puede ser responsable de la patogenicidad 

que muestre el intestino delgado afectado con Aeromonas (Castro-

Escarpulli et al., 2002; Cabrera, 2007). 

Las enzimas de tipo citotónicas presentan un sistema de 

actuación similar al de la toxina colérica, aumentando los niveles del 

adenosín monofosfato cíclico (AMPc) y prostaglandinas en las células 

del epitelio intestinal (Chopra et al., 1992). En Aeromonas se han 

descrito diversas enterotoxinas que presentan diferentes pesos 

moleculares y una reactividad variable con la antitoxina colérica 

(Chakraborty et al., 1984; Potomski et al., 1987; McCardell et al., 

1995). Estas enterotoxinas se dividieron en dos tipos: termolábiles 

(56°C durante 10 minutos) sin reactividad cruzada con la toxina 

colérica, y termoestables (100°C durante 30 minutos) que reaccionan 

con la antitoxina colérica (James et al., 1982; Chang et al., 2008). 
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El sistema de secreción de tipo III (T3SS) es un sistema de 

transporte de proteínas bacterianas, denominadas efectores, al 

citoplasma de las células hospedadoras. Las moléculas efectoras 

llevan a cabo una amplia gama de actividades bioquímicas y modulan 

la función de moléculas reguladoras cruciales para la célula 

hospedadora, de manera que son capaces de alterar el citoesqueleto o 

inferir en las cascadas de señalización intracelular (Vilches, 2008). 

Se han identificado cuatro proteínas efectoras del sistema de 

secreción  tipo III (T3SS) en A. salmonicida, Aext, AopP, AopH (Braun 

et al., 2002; Dacanay et al., 2006; Ferh et al., 2006), y una en la cepa 

AH-3 y SSU de A. hydrophila, Aext y Aext-like (o AexU), 

respectivamente (Vilches et al., 2008). La proteína Aext es una toxina 

bifuncional homóloga de los efectos bifuncionales ExoT/ExoS de 

Pseudomonas aeruginosa, que presenta actividad ADP-

ribosiltransferasa y GAP (GTPase activating protein) (Vilches et al., 

2009). 

Se ha caracterizado un T3SS funcional en A. salmonicida (Burr et 

al., 2002; Burr et al., 2003), el cual se halla codificado en un plásmido 

termolábil, y en las cepas AH-1, AH-3 y SSU, también se ha observado 

que es un factor importante para su patogenicidad, viéndose reducida 

su virulencia al inactivar algunos genes, tanto en modelos animales 

como en cultivos celulares (Sha et al., 2005; Vilches, 2008).  

El gen ascV de A. salmonicida subsp salmonicida codifica un 

componente de la membrana interna del T3SS, y sus delección anula 

la secreción de la toxina Aext (Burr et al., 2002). Así mismo se ha 

estudiado la presencia de T3SS en diferentes cepas, ambientales y 

clínicas, de Aeromonas spp, y se ha observado una mayor frecuencia 

en A. veronii y A. hydrophila respecto a A. caviae. (Vilches et al., 

2004). Finalmente, podemos decir a modo de resumen que la 
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virulencia de Aeromonas es compleja y multifactorial (Soler, 2003; 

Cabrera, 2007; Ghenghesh et al., 2014). 

 

1.10 Componentes Estructurales 

La adhesión de las bacterias a los tejidos del huésped es un paso 

crítico en la fase inicial de las infecciones causadas por muchos 

microorganismos. Las bacterias se adhieren a los tejidos y células del 

huésped y alteran sus mecanismos de defensa iniciando así la 

colonización. Los componentes estructurales más estudiados en 

Aeromonas que se han involucrado en el proceso de adhesión y 

patogenicidad son los flagelos, los pili, la cápsula, la capa S, el 

lipopolisacárido (LPS), y las proteínas de la membrana externa (OMP) 

(Tomás, 2012). Las principales características de cada componente se 

describen a continuación. 

 

1.10.1 Flagelos 

Los flagelos son las principales estructuras responsables del 

movimiento de las bacterias, éstos se componen de un filamento, un 

gancho y un cuerpo basal. El filamento se une al gancho mediante 

proteínas asociadas (HAPs), que al mismo tiempo se acoplan al motor 

localizado en el cuerpo basal, la biosíntesis de la estructura completa y 

la rotación del filamento requiere aproximadamente 40 genes 

(Cabrera, 2007). La presencia de flagelos laterales confiere a las 

bacterias una movilidad de tipo rápido o pululante”swarming”, 

propiedad que les permite moverse en superficies sólidas, y que se 

han asociado a la formación de biofilms y a la virulencia de las 

bacterias (Albarral, 2013). 
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Las Aeromonas mesófilas expresan constitutivamente un único 

flagelo polar y, en un 50-60% de las cepas asociadas a procesos 

diarreicos, se observa también la expresión de flagelos laterales (Kirov 

et al., 2002; Gavín et al., 2002). El flagelo polar permite la movilidad 

por natación (swimming) en ambientes líquidos, mientras que los 

flagelos laterales son responsables de la movilidad en crecimientos en 

medios sólidos o semisólidos (Jiménez et al., 2009). En la Figura 6 se 

observa el sistema flagelar en Aeromonas, múltiples flagelos laterales 

y un flagelo polar. 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Sistema flagelar en Aeromonas. A) Flagelos 

laterales B) Flagelos polares (Kirov et al., 2002). 

 

La presencia del flagelo y su movilidad participan en las fases 

iniciales del proceso de infección, entre las que cabe destacar la 

adhesión a células eucariotas, la colonización del hospedador y la 

formación de biofilms (Merino et al., 2006, Tomás, 2012). 
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1.10.2 Fimbrias o Pili (adhesinas filamentosas) 

Los pilis son estructuras que al igual que los flagelos tienen función de 

adherencia a otras bacterias o a la célula huésped. Estas estructuras 

se forman a partir de subunidades proteicas llamadas pilinas y pueden 

ser diferenciadas del flagelo porque tienen un diámetro menor (3-8 nm 

a 15-20 nm de los flagelos) y normalmente no presentan una 

estructura enrollada, los pillis de tipo IV (familia BFp) han sido los más 

estudiado en Aeromonas y se ha determinado que éstos son 

importantes para la colonización intestinal, implicados en las primeras 

fases de adhesión a células intestinales, éstas se han encontrado en 

cepas de origen clínico y ambiental (Jiménez et al., 2008; Tomás, 

2012). 

En Aeromonas mesófilas se han descrito dos tipos de fimbrias o 

pili: 1) fimbrias cortas o rígidas (S/R, Short/Rigid), presentándose en un 

alto número por célula bacteriana, y 2) fimbrias largas y flexibles (L/W, 

Long, Wavy), que se encuentran en bajo número (Béchet y Blondeau, 

2003, Tomás, 2012). 

 

1.10.3 Cápsula 

La cápsula es una estructura formada por polisacáridos (disacáridos y 

trisacáridos) y polipéptidos que se encuentra recubriendo la membrana 

externa de la bacteria. Es importante para la supervivencia de la 

bacteria dentro del huésped, ya que promueve la resistencia a la 

acción del complemento, puede actuar como barrera frente a 

moléculas hidrofóbicas tóxicas como los detergentes y puede ayudar a 

la adherencia a otras bacterias o a los tejidos del huésped (Colwell y 

Carper, 1997). 
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La cápsula recubre la membrana externa de la bacteria, está 

altamente hidratada (~95% es agua) y se compone de repeticiones de 

monosacáridos unidos entre sí mediante enlaces glicosídicos, dando 

lugar a polisacáridos capsulares (CPS) que pueden ser 

homopolímeros o heteropolímeros (Jiménez, 2008; Tomás, 2012). Se 

ha descrito como un importante factor de virulencia en otras bacterias, 

ya que contribuye a la resistencia a la actividad del complemento y a la 

fagocitosis y favorece la adherencia a otras bacterias o tejidos del 

hospedador. Algunos CPS contienen componentes que inactivan al 

factor C3b, de manera que se impide la formación del complejo de 

ataque a la membrana. También se ha utilizado para la clasificación de 

las especies dentro de un mismo género debido a sus propiedades 

antigénicas (antígenos K) (Roberts, 1996; Jiménez, 2007, Tomás, 

2012). 

 

1.10.4 La Capa o Lámina S 

Es una capa paracristalina que recubre la pared celular de la bacteria, 

protegiéndola de los mecanismos de defensa del huésped y por lo 

tanto facilitando la colonización del mismo. La capa o lámina S está 

formada por subunidades proteicas a través de los lipopolisacáridos 

(LPS) (Yáñez, 1998), y se ha detectado en Aeromonas que se asocian 

a patologías en humanos y que suelen causar enfermedades 

extraintestinales (Soler, 2003; Tequianez et al., 2005; Tomás, 2012) 

(Figura 7). 

Debido a su posición, cumple distintas funciones biológicas: está 

implicada en adhesión y protección frente a la fagocitosis, presenta 

propiedades antigénicas, y es el lugar de anclaje de exoenzimas 

hidrolíticas y receptor de bacteriófagos, entre otras (Beveridge et al., 
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1997). Hasta el momento, todas las cepas de Aeromonas que poseen 

lámina S tienen en común la presencia de un lipopolisacárido (LPS) 

que contiene polisacáridos O de longitud de cadena homogénea en su 

superficie celular, y este hecho ha llevado a especular sobre la posible 

implicación del LPS en la unión de la lámina S a la superficie celular 

bacteriana (Kokka et al., 1990; Esteve et al., 2004; Tomás, 2012). 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Tinción de lámina S de A. hydrophila (Noonan, 1997). 

 

1.10.5 Lipopolisacárido 

El lipopolisacárido (LPS), también conocido como endotoxina, es una 

molécula glucolipídica que representa la estructura mayoritaria de la 

membrana externa de la mayoría de las bacterias Gram-negativas 

(Funhara y Nikaido, 1980) (Figura 8). Es una molécula anfipática 

constituida por una región polisacárida (polar) unida covalentemente a 

una estructura lipídica (apolar), altamente conservada, denominada 

lípido A, que le permite el anclaje a la membrana.  
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Figura 8. Estructura y disposición del LPS en la membrana de 

las bacterias Gram-negativas (Jiménez, 2008). 

 

La fracción polisacárida suele constar de 2 partes; una 

oligosacárida interna y conservada, unida al lípido A, conocida como 

núcleo del LPS, que se puede subdividir como núcleo interno y núcleo 

externo; y otra polisacarídica más externa y variable, anclada al núcleo 

y denominada polisacárido O, cadena lateral O, antígeno O, por sus 

características inmunogénicas (Jiménez et al., 2009). El antígeno O 

consiste en la repetición de una subunidad oligosacarídica básica que 

varía en función de las diversas especies y serotipos y que puede 

estar formada por un único tipo de monosacárido, o por diferentes, 

constituyendo subunidades lineales o ramificadas.  

Estas tres regiones (lípido A, núcleo del LPS y antígeno O), 

también se diferencian en sus rutas biosintéticas, en las agrupaciones 

génicas implicadas en su biosíntesis y en el grado de conservación 
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(Jiménez et al., 2009; Tomás, 2012). La variabilidad estructural del 

LPS disminuye gradualmente desde el antígeno O al lípido A. La 

elevada conservación de las características generales del lípido A y del 

núcleo interno puede ser reflejo de las restricciones impuestas por su 

papel en el que es responsable de su actividad endotóxica (Rietschel 

et al., 1996) y puede llegar a provocar una importante inflamación 

sistémica conocida como shock séptico o endotoxemia.  

Las moléculas de LPS, que se liberan durante la división o 

muerte bacteriana, provocan la activación del sistema inmune para 

hacer frente a la infección. Sin embargo, en algunos casos, la 

activación continuada e incontrolada produce una respuesta excesiva 

en la secreción de citoquinas que, junto con las anafilotoxinas que se 

hayan podido generar en la cascada del complemento, son 

responsables del proceso inflamatorio. La respuesta sistémica que se 

produce se caracteriza por una elevada concentración de citoquinas 

proinflamatorias en sangre, especialmente del TNF-α (Tumoral 

Necrosis Factor α), principal causante de los efectos patológicos del 

shock séptico, tales como daños en el endotelio, pérdida del tono 

vascular, coagulopatías e insuficiencia multiorgánica que, muchas 

veces lleva a la muerte (Cohen , 2002; Tomás, 2012).  

Por otro lado, la presencia de las cadenas polisacarídicas del 

antígeno O facilita el proceso inicial de adhesión y colonización a las 

mucosas epiteliales (Merino et al., 1996). Además actúa de barrera 

física impidiendo la correcta activación del complemento, confiriendo 

resistencia a la actividad bactericida del suero no inmune, debido a 

que sobre las cadenas más largas del antígeno O del LPS, no 

recubiertas por el polisacárido capsular, se deposita el componente 

C3b del complemento lejos de la membrana, lo que previene la 

formación del complejo de ataque a la membrana (C5b-9) que provoca 
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la lisis celular y la muerte bacteriana (Merino et al.,1991; Merino et al., 

1992; Jiménez et al., 2009). 

 

1.10.5.1 Lípido A  

El lípido A es el responsable de las propiedades endotóxicas del LPS y 

constituye su punto de anclaje hidrofóbico en la membrana externa de 

la mayoría de bacterias Gram-negativas. Es la región más conservada 

del LPS, con pequeñas variaciones interespecíficas. Su presencia es 

indispensable, dado su importante papel en la integridad de la 

membrana externa, siendo el responsable de su ensamblaje e 

interactuando con algunas proteínas de esta membrana de forma 

específica, de manera que probablemente contribuye a su correcto 

plegamiento (Ferguson et al., 2000; Tomás, 2012; Turska-Szewczuk et 

al., 2013). 

Debido a que se trata de una molécula conservada y al mismo 

tiempo posee un papel importante como componente tóxico de la 

endotoxina, se ha desarrollado un gran interés en su biosíntesis, con el 

fin de analizar los motivos implicados en su toxicidad y desarrollar 

nuevos fármacos contra el shock séptico (Rietchel et al., 1996; Onishi 

et al., 1996). La mayoría de las bacterias Gram-negativas sintetizan un 

lípido A muy similar al de Escherichia coli; su estructura básica 

consiste en un disacárido de glucosamina (GlcN) (Tomás, 2012).  

Aunque la estructura del lípido A presenta un alto grado de 

conservación, puede verse modificada como respuesta a cambios 

ambientales. Muchas de las enzimas necesarias para la modificación 

covalente de lípido A se sitúan en el periplasma o en la membrana 

externa, a diferencia de las enzimas implicadas es su biosíntesis 

(Raetz et al., 2007). 
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1.10.5.2 Núcleo  

El núcleo del LPS es un oligosacárido heterogéneo unido al lípido A, 

en bacterias que producen LPS de tipo S, se encuentra dividido en dos 

regiones: el núcleo interno, próximo al lípido A, y el núcleo externo, 

donde normalmente se une el antígeno O. Algunos patógenos de las 

mucosas, como Neisseria, Haemophilus, Actinobacillus, Pasteurella, 

Moraxella o Campylobacter producen una molécula denominada 

lipooligosacárido (LOS) que contiene un núcleo interno desde el que 

se extiende una o más ramificaciones mono u oligosacarídicas, que 

equivaldrían al núcleo externo, y carecen de antígeno O (Jiménez et 

al., 2009; Tomás, 2012). 

El núcleo del LPS está implicado de forma indirecta en la 

virulencia al ser el lugar de anclaje del antígeno O, aunque también se 

ha descrito una posible relación con la adhesión de ciertas bacterias a 

células del hospedador (Jacques, 1996; Tomás, 2012).  

Dentro de un género o familia bacteriana, la estructura del núcleo 

interno tiende a estar bien conservada. Las similitudes estructurales en 

bacterias lejanamente relacionadas se atribuyen a su importante papel 

en la organización de la membrana externa (Heinrichs et al., 1998; 

Jiménez et al., 2009).  

El núcleo externo muestra una mayor diversidad estructural por la 

exposición a las presiones selectivas del medio, de bacteriófagos y del 

sistema inmune del hospedador. Sin embargo, esta variabilidad dentro 

de una especie, o incluso un género, es limitada en comparación con 

la hipervariabilidad del antígeno O, lo que ofrece la posibilidad de 

utilizar el núcleo del LPS como vacuna que proteja, a la vez, contra 

diferentes especies de Gram-negativas (Cross et al., 2004). 
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Los genes implicados en la biosíntesis del núcleo del LPS han 

sido identificados en un elevado número de bacterias, pero la 

asignación de una función a las proteínas que codifican se ha llevado a 

cabo en muy pocos casos.  

No obstante, la caracterización química de mutantes en genes 

específicos del LPS y los estudios de complementación realizados en 

algunas bacterias, han permitido asignar funciones específicas a 

algunos genes (Heinrichs et al., 1998). Las especies Salmonella 

entérica (Heinrichs et al., 1998; Kaniuk et al., 2002), Klebsiella 

pneumoniae (Regué et al., 2005; Izquierdo et al., 2003; Fresno et al., 

2007) y Serratia marcescens (Regué et al., 2005) son las mejores 

caracterizadas. 

 

1.10.5.3 Antígeno O 

El antígeno O es un polisacárido de la superficie bacteriana unido, 

frecuentemente, a un residuo terminal del núcleo externo que consiste 

en una serie de repeticiones, entre 10 y 30 normalmente, de una 

subunidad oligosacarídica básica, llamada unidad O, que 

generalmente contiene de 2 a 6 residuos de azúcares (Reeves et al., 

1996). Existe variabilidad en el número de repeticiones de esta 

subunidad, de forma que las moléculas de LPS de tipo S (lisas) de un 

cultivo bacteriano son heterogéneas en cuanto a su tamaño, lo que 

produce el característico patrón de migración en “escalera” al 

visualizarlas mediante electroforesis en geles de poliacrilamida con 

dodecil sulfato sódico (SDS-PAGE). Cada banda o “escalón” superior 

representa una molécula de núcleo-lípido A con una unidad O 

adicional respecto al interior, y el espacio entre cada uno de ellos está 

determinado por el tamaño de esta subunidad, manteniendo cada cepa 
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un patrón de distribución de longitudes de cadena específico (Whitfield 

et al., 1997).  

El antígeno O es la parte más externa, inmunogénica y variable 

del LPS. Es uno de los componentes de la bacteria que está sometido 

a una mayor presión selectiva, ya que actúa como receptor para 

bacteriófagos y es también importante en la respuesta inmune del 

hospedador, quedando reflejada en la elevada variabilidad estructural 

que presenta tanto a nivel de la naturaleza, como en el orden y en los 

enlaces de los diferentes azúcares que lo constituyen. Esta variabilidad 

se puede detectar mediante métodos inmunológicos, lo que ha 

permitido agrupar las cepas de una especie bacteriana en diferentes 

serotipos (Tomás, 2012; Merino et al., 2012; Turska-Szewczuk et al., 

2013). 

El antígeno O se trata de un importante factor de virulencia que 

proporciona a la bacteria una capa superficial hidrofílica que puede 

enmascarar importantes epítopos antigénicos conservados de la 

membrana externa y que es capaz de conferir resistencia a la actividad 

bactericida del complemento, en función de la cantidad de moléculas 

de LPS con antígeno O, así como de la longitud de esta cadena 

polisacarídica. Por otro lado, también se ha descrito, en muchas 

bacterias patógenas, el papel que juega como adhesina y, 

consecuentemente, su importancia en la colonización de las mucosas 

del organismo hospedador (Merino et al., 1996; Jiménez et al., 2009; 

Tomás, 2012). 

 

1.11 Adherencia Bacteriana 

La adhesión bacteriana a líneas celulares es un proceso reversible, 

complejo y que se encuentra influenciado por numerosos factores y 
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que constan fundamentalmente de dos etapas. En la primera, se lleva 

a cabo una adhesión inespecífica y reversible, basada en interacciones 

hidrofóbicas y electrostáticas, que es seguida por una segunda etapa, 

en la que se lleva a cabo una unión irreversible y específica que dará 

origen a la infección. (Konkel et al., 1997; Busscher y Weerkamp, 

1987; Beachey et al., 1981). 

Para que un patógeno se adhiera a una célula hospedadora se 

requiere de receptores en la superficie celular, por lo general formados 

por glicoproteínas o glicolípidos, y de adhesinas, que son 

componentes macromoleculares y típicamente proteicos de la 

superficie celular bacteriana, y que interactúan con la parte glucosídica 

de los receptores del hospedador. Las adhesinas y los receptores 

suelen interactuar de manera complementaria y específica (Finlay y 

Falkow, 1989), aunque por lo general cada patógeno es capaz de 

expresar más de un tipo de adhesina (Ofek et al., 2003). Solamente las 

bacterias que logran adherirse de manera irreversible podrán invadir 

posteriormente (Jones et al., 1981). 

Diversos estudios realizados in vivo e in vitro en distintas líneas 

celulares de mamíferos, han confirmado el potencial de adherencia e 

invasión de Aeromonas (Kirov, 1997; Janda y Abbott, 1998). 

A modo de resumen podemos decir que tanto la adherencia como 

la producción de enterotoxinas parecen ser los principales 

determinantes de patogenicidad de Aeromonas en los procesos 

intestinales (Kirov et al. 1995). Sin embargo, la capacidad de estas 

cepas de invadir células epiteliales necesita ser estudiado mucho mas, 

con el fin de explicar la relación entre los factores de virulencia y 

patogenia de la infección, especialmente en cuadros de gastroenteritis 

(Kirov 1997; Janda y Abbott 1998). 
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2.1 Hipótesis de Trabajo 

Los aislados de las especies de Aeromonas presentes en muestras 

clínicas humanas que producen cuadros invasivos, poseen factores de 

virulencia y mecanismos de patogenicidad distintos a las muestras 

medio ambientales, y además corresponden a linajes genéticos 

diferentes. 

 

2.2 Objetivos 

2.2.1 Objetivo General 

Caracterizar fenotípica y genotípicamente una colección de cepas de 

Aeromonas de distintos orígenes en relación con su patogenicidad. 

 

2.2.2 Objetivos Específicos 

1 Analizar la prevalencia de las infecciones invasivas causadas por 

Aeromonas en el Hospital Universitario Ramón y Cajal de Madrid 

durante el periodo 1996-2014. 

 

2 Crear una colección de cepas diferentes orígenes, incluyendo 

cepas aisladas en muestras clínicas humanas (coprocultivos y 

sangre) y también aislados ambientales de aguas de ríos y 

vertederos. 

 

3 Analizar y comparar la sensibilidad de las cepas a diferentes 

antimicrobianos. 

 

4 Identificar la presencia de genes de virulencia previamente 

descritos en Aeromonas. 
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5 Tipificar molecularmente mediante la técnica de Electroforesis en 

Campo Pulsado (PFGE) las cepas de la colección. 

 

6 Analizar la diversidad poblacional mediante la técnica de 

MultiLocus Sequence Typing (MLST). 

 

7 Comparar la estructura del lipopolisacárido entre las cepas con 

mayor virulencia. 

 

8 Evaluar la capacidad de adhesión e invasión a líneas celulares 

intestinales en las cepas con mayor potencial patogénico. 
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3.1 Estudio Retrospectivo de la Incidencia y Prevalencia de la 

Infección por Aeromonas en un Hospital Terciario 

Se recogieron los datos clínicos de las muestras clínicas positivas para 

Aeromonas procesadas en el Servicio de Microbiología del Hospital 

Universitario Ramón y Cajal de Madrid en un periodo de 18 años 

(1996-2014). Estos datos se encuentran depositados en una base de 

datos interna y codificada del propio Servicio. La recogida de datos se 

llevó a cabo con los requerimientos éticos habituales y manteniendo el 

anonimato de los pacientes. 

 

3.2 Cepas Bacterianas 

Se creó una colección de cuarenta cepas (n=40) de diferentes 

orígenes: cepas ambientales del Río Loa, Antofagasta en Chile (n=6), 

cepas ambientales de aguas residuales de la ciudad de Túnez en 

Túnez (n=5), cepas de origen clínico centro del Servicio de 

Microbiología del Hospital Universitario Ramón y Cajal (n=29), 

causando diarrea (n=19), bacteremia (n=9), y neumonía (n=1) en el 

año 2014. 

Las cepas se sembraron en placas de agar sangre (BioMerieux) o 

de Brain Heart Infussion (BHI, Difco) y fueron incubadas durante 18-24 

horas a 30°C. La colección se mantuvo congelada a -70ºC en leche 

semidescremada esterilizada. 

 

3.3 Identificación bacteriana mediante MALDI-TOF MS 

Esta técnica recibe este nombre por sus siglas en inglés Matrix-
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Assisted Laser Desorption Ionization Time-Of-Flight Mass 

Spectrometry (Hillenkamp y Karas, 1990). El flujo de trabajo para la 

identificación de las cepas se resume en la Figura 9. 

Se utilizó este sistema como técnica principal para la 

identificación de las especies bacterianas pertenecientes al género 

Aeromonas. Las colonias crecidas, no más de 24 horas, se 

depositaron sobre la tarjeta metálica y se extendieron adecuadamente. 

Posteriormente, se añadió 0,7 µl de matriz y se dejó secar al aire. 

Finalmente se introdujo la placa con la muestra en el sistema y 

mediante la comparación de los espectros de masas generados con 

los de la librería se obtuvo la identificación de la especie bacteriana. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Esquema de trabajo de MALDI-TOF MS (Bruker, Alemania). 
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3.4 Sensibilidad Antibiótica 

Las pruebas de sensibilidad definen la actividad in vitro de un 

antibiótico frente a un microorganismo determinado e indican la 

concentración necesaria para inhibir el crecimiento de una población 

bacteriana. La determinación de sensibilidad a diferentes agentes 

antimicrobianos de la colección de microorganismos estudiada se 

realizó mediante la técnica de microdilución utilizando el sistema semi-

automatizado de paneles WIDER (Fco. Soria Melguizo, Madrid) 

(Figura 10).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Sistema Wider con los resultados de un 

panel de microdilución en la pantalla del ordenador. 

 

Este sistema proporciona paneles de multipocillos en los 

que existen distintas concentraciones de antibióticos 

liofilizados y también una batería de pruebas bioquímicas con 

las que se puede llegar a identificar la especie bacteriana. Los 
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paneles se inoculan con 100 µl de una suspensión bacteriana 

al 0,5 McFarland y se incuban durante 18-24 horas a 37ºC.  

La lectura e interpretación de los paneles se realiza de 

forma automática, y el software devuleve un informe en que el 

se puede encontrar la identificación obtenida con las pruebas 

bioquímicas y los valores de concentración mínima inhibitoria 

(CMI) para cada uno de los antibióticos testados. Existen 

varios tipos de paneles, y en nuestro caso utilizamos los 

estandarizados para microorganismos Gram-negativos. 

 

3.5 Test de Hodge  

El test de Hodge se utiliza para confirmar la producción de una enzima 

de tipo carbapenemasa, y se fundamenta en la capacidad que tiene la 

enzima de hidrolizar e inactivar al antimicrobiano permitiendo el 

crecimiento del microorganismo.  

La técnica se realiza con la cepa control E. coli ATCC 25922  

utilizando una dilución 1/10 de un inóculo 0,5 Mac Farland en agua 

destilada o solución salina con el que se siembra una placa de Mueller-

Hinton. A continuación se coloca en el centro de la placa un disco de 

imipenem de 10 microgramos y con un asa estéril se recogen de 3 a 4 

colonias del aislado problema y se realiza una estría desde el borde de 

la placa hacia el centro de la misma sin llegar a tocar el disco de 

imipenem. Finalmente se incuba en aerobiosis a 30°C por 24 horas.  

Se considera que la prueba es positiva cuando se observa una 

reducción del halo de inhibición similar a la que se observa en el 

control positivo, por el contrario, se descarta la presencia de 

betalactamasas cuando no se observa ningun cambio en el halo de 
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inhibición del imipenem como ocurre en la cepa de control negativo 

(Figura 11). 

 

Figura 11. Test de Hodge negativo en una cepa de A. hydrophila. 

 

Esta prueba se realizó en 17 cepas de nuestra colección en las 

que se había observado en los paneles Wider un fenotipo de 

resistencia a antibióticos beta-lactámicos y carbapenems compatible 

con el de la existencia de una carbapenemasa.  

 

3.6 Extracción de ADN, Amplificación y Secuenciación Sanger 

Para la extracción de ADN total se utilizó el método comercial Dneasy 

Blood and Tissue Kit (Qiam GmbH, Hilden, Alemania) siguiendo las 

recomendaciones del fabricante y utilizando columnas de sílice. El 

Control + 

Control - 

Cepa  
problema 
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ADN se eluyó con agua estéril. En ocasiones también se utilizaron 

métodos más rápidos como la inoculación de una colonia directamente 

en el tubo de PCR o el sobrenadante de una suspensión de cultivo 

bacteriano tras hervirlo durante 5 minutos y centrifugarlo a 14.000 rpm 

durante 5 minutos. 

La amplificación de ADN fue a través de una PCR convencional, 

en un termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Perkin Elmer 

Applied, EEUU). El volumen final de todas las reacciones fue de 15 µl 

y la mezcla se componía de dos cebadores (5 pmoles del cebador 

Forward y 5 pmoles del cebador Reverse), 2,4 µl de dNTP (10mM de 

dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 1,5 µl de 10X buffer, 0,2 µl de la enzima 

Taq polimerasa (Roche, Suiza), 1 µl de ADN y agua milli-Q estéril 

hasta completar el volumen final de 15 µl. 

Los productos de amplificación se separaron por electroforesis 

convencional en un gen de agarosa al 1% disuelta en tampón TBE 

(0,5X) (Tris Borato, EDTA) y se visualizaron por tinción en bromuro de 

etidio a una concentración final de 0,2 µg/ml. El bromuro de etidio es 

un agente que se intercala en el ADN y que permite visualizar las 

moléculas de ácido nucleico mediante luz ultravioleta. 

Los productos de amplificación obtenidos mediante PCR se 

purificaron con ExoSAP-it putification Kit (USB CORP, Cleveland, OH, 

EEUU) y fueron enviados para su secuenciación a la empresa 

Macrogen (http://www.macrogen.com) utilizando un secuenciador 

automático 373XL DNA sequencer (Applied Biosystems, Foster, CA, 

USA). El análisis de las secuencias nucleotídicas se realizó mediante 

el programa Chromas Lite (versión 2.1, Technalysian pty. Ltd, 

Tewantin, Australia). 

 

http://www.macrogen.com/
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3.7 Detección de Genes de Virulencia 

En los 40 aislados de la colección testamos la presencia de 7 genes de 

virulencia: ahh1 (hemolisina extracelular), asa (hemolisina), act 

(enterotoxina citotoxica), ast (enterotoxina citotonica termoestable), 

ascV (sistema de secreción tipo III), eno (enolasa) y aexT (ADP-

ribosilada) mediante PCR con cebadores específicos para cada uno de 

los genes. En la Tabla 1 se detallan los cebadores utilizados. 

 

Tabla 1. Cebadores utilizados para detectar la 

presencia de genes de virulencia. 

 

Los productos de amplificación se visualizaron en una 

electroforesis con un gel de agarosa al 1% y se fotografiaron en un 

transiluminador GelDoc (BioRad). Al menos uno amplicón por cada 

gen se purificó y se secuenció para usarlo como control positivo en las 

siguientes reacciones.  

Cebador Secuencia Producto Tamaño pb 

ahh1-F 
ahh1-R 

gccgagcgcccagaaggtgagtt 
gagcggctggatgcggttgt                          

Hemolisina 
extracelular     

130 

asa-F 
asa-R 

taaagggaaataatgacggcg 
ggctgtaggtatcggttttcg 

Hemolisina 249 

act-F 
act-R 

agaaggtgaccaccaagaca 
aactgacatcggccttgaactc 

Enterotoxina 
citotóxica 

232 

ast-F 
ast-R 

tctccatgcttcccttccact 
gtgtagggattgaagaagccg 

Enterotoxina 
citotóxica 
termoestable 

331 

ascV-F 
ascV-R 

ctcgaactggaagagcagaatg 
gaacatctggctctccttctcgatg 

Sistema de 
secreción tipo III  

577 

eno-F 
eno-R 

cgccgacaacaacgtcgacatc 
cttgatggcagccagagtttcg 

Enolasa 598 

aexT-F 
aexT-R 

atgcagattcaagcaaacac 
ttgccgatccactctttgat 

ADP-ribosilada 226 
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3.8 Tipado Molecular 

El análisis de clonalidad de las 40 cepas de Aeromonas se realizó 

mediante las técnicas de tipificación molecular de electroforesis en 

campo pulsado ó Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) siguiendo 

los esquemas descritos para esta especie bacteriana. También se 

realizó el tipado molecular mediante la técnica de MultiLocus 

Sequence Typing (MLST). 

 

3.8.1 Electroforesis en Gel de Campo Pulsado (PFGE) 

Esta técnica fue desarrollada en 1984 por Schwartz y Cantor, y es una 

variación de la electroforesis en gel de agarosa en la cual la 

orientación del campo eléctrico no es unidireccional sino que la 

dirección es alternante.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Esquema de la Electroforesis de Campo pulsado (PFGE). 

En la parte izquierda del dibujo se representa la electroforesis 

alternante y en la parte derecha el patrón de bandas de un gel 

después de haberlo teñido en bromuro de etidio. 
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Este cambio periódico en la dirección de migración de las 

moléculas de ADN, previamente digerido con endonucleasas de baja 

frecuencia de corte, permite separar fragmentos de ADN de alto peso 

molecular, produciéndose patrones de 5 a 20 fragmentos de un 

tamaño de 10 a 800 Kb (Figura 12). El protocolo que se utilizó en esta 

técnica se detalla a continuación: 

1) Se inoculó una colonia de cada aislado en 1 ml de caldo Luria Broth 

(LB) (Oxoid, LTD., Basingstoke, Hampshire, R.U) y se incubó 

durante 16 horas a 30ºC.  

2) El cultivo obtenido se centrifugó a 4.000 rpm durante 10 minutos y el 

sedimento se resuspendió en 100 μl de solución estabilizadora TBE 

5x.  

3) Los 100 μl de esta suspensión se mezclaron con 100 μl de agarosa 

al 1,2% (Pulsed Field Certificated, BioRad) + 10% de SDS, dicha 

mezcla se depositó en moldes adecuados y se enfrió a 4ºC durante 

10 minutos.  

4) Los bloques de agarosa formados se depositaron en tubos con 1 ml 

de solución de lisis (50 mM Tris-ClH pH8, 50 mM EDTA pH 9,5, 1% 

sarcosyl y proteinasa K 1 mg/ml) y se incubaron durante 16 horas a 

56ºC con agitación. Posteriormente, la solución de lisis se decantó y 

se sustituyó por 1 ml de solución TE (10 mM Tris ClH pH 8, 0,1 mM 

EDTA) incubándose nuevamente durante 15 minutos a 56ºC.  

5) Los bloques de agarosa se lavaron 2 veces más con 1 ml de TE 

durante 15 minutos a 35ºC y después del último lavado se 

mantuvieron a 4ºC en esta solución hasta su uso.  

6) Para cada uno de los geles de campo pulsado se utilizó un tercio de 

los tacos, que se colocaron en un tubo eppendorf con 100 µl de 
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solución con el tampón adecuado (buffer 10x y BSA 0,1%) y 10 U de 

la enzima de restricción XbaI. La digestión de los bloques se realizó 

con la enzima XbaI (10–20 U para cada bloque) durante al menos 3 

horas.   

7) Las condiciones que se aplicaron a la electroforesis fueron: 5-40 seg 

durante 22 horas a 6 v/cm2 y 14ºC. 

Los bloques se cargaron en un gel de agarosa Ciertified 

Molecular Biology preparada al 1,2 % en TBE 0,5x. La separación de 

fragmentos de ADN se llevó a cabo en el sistema CHEF-DRIII 

(BioRad, La Jolla, EEUU) con las siguientes condiciones: 6 voltios/cm2 

con rampas de 5-40 segundos durante 24 horas. 

Una vez finalizada la electroforesis, el gel se sumergió en agua 

con bromuro de etidio (0,5 µl/ml) durante 30 minutos y se visualizó en 

un transiluminador. En cada gel se incluyeron dos carriles con 

marcadores de peso molecular que incluyen 50 líneas diferentes en un 

rango desde 48,5 hasta 1018,5 Kb (Lamba Ladder PFGE Marker, New 

England). La interpretación de los perfiles electroforéticos se realizó de 

forma visual y también mediante el software Phoretix 5.0 (Nonlineal 

Dynamics Lt., Reino Unido) que generó un dendrograma con el 

coeficiente de similitud Dice. Se consideró que dos cepas eran iguales 

cuando su índice estaba entre 90 y 100, mientras que entre 80-90 las 

cepas estaban muy relacionadas genéticamente, entre 70 y 80 las 

cepas tenían una relación débil, y finalmente por debajo del 70 no 

existía ninguna relación entre ellas. 

 

3.8.2 MultiLocus Sequence Typing (MLST) 

Esta técnica consiste en amplificar mediante PCR y secuenciar en 
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cada especie seis o siete genes altamente conservados (dependiendo 

del género) y que son imprescindibles para el mantenimiento celular 

(housekeeping genes). Se analizan directamente los cambios en la 

secuencia nucleotídica, asignando un número de alelo para cada una 

de las variantes de la secuencia. Los cebadores utlizados se detallan 

en la Tabla 2.  

 
Tabla 2. Cebadores y condiciones utilizados en la técnica de MLST 

(Martino et al., 2011). 

 

 

 

 

Cebador Secuencia Producto del gen    Pb 

gyrB-F 

gyrB-R 

ggggtctactgcttcaccaa 

cttgtcccgggttgtactcgt 

DNA gyrasa, 

subunidad β 
477 

groL-F 

groL-R 

caaggaagttgctccaagg 

catcgatgatggtggtgttc 
Chaperona GroEL 510 

gltA-F 

gltA-R 

ttccgtctgctctccaagat 

ttcatgatgatgccggagta 
Citrato sintasa I 495 

metG-F 

metG-R 

tggcaactgatcctcgtaca 

tcttgttggccatctcttcc 

Metionyl-tRNA 

sintetasa 
504 

ppsA-F 

ppsA-R 

agtccaacgagtacgccaac 

tcggccagatagagccaggt 

Fosfoenolpiruvato 

sintasa 
537 

recA-F 

recA-R 

agaacaaacagaaggcactgg 

aacttgagcgcgttaccac 
Recombinasa A 561 
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Las distintas combinaciones de alelos se asignaron con su 

correspondiente secuencia tipo (ST) según la página web 

desarrolladas por Keith Jolley en la Universidad de Oxford: 

http://pubmlst.org/aeromonas/ (Curran et al., 2004). 

3.9 Caracterización del Lipopolisacárido 

En primer lugar se procedió a extraer el lipopolisacárido partiendo de 

los aislados en placas de agar sangre frescos, utilizando el protocolo 

previamente descrito por Darveau y Hancock en 1993, como se detalla 

a continuación: 

Se recogió con un palillo una colonia del aislado del tamaño de la 

punta de un alfiler y se depositó en un tubo eppendorf. Esta colonia se 

resuspendió en 25 µl de tampón y se puso a hervir durante 10 min a 

100ºC. Una vez frío, se añadieron 25 µl de proteinasa K (1 mg/ml) para 

degradar las proteínas y se incubó de nuevo a 58°C durante 2 h. El gel 

se carga con 10-15 µl de esta solución. 

 

3.9.1 Electroforesis en Geles de Poliacrilamida con SDS 

http://pubmlst.org/aeromonas/
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El estudio del perfil electroforético del LPS se realizó mediante 

electroforesis en geles de poliacrilamida con docedil sulfato sódico 

(SDS-PAGE) siguiendo el método de Laemmli modificado por Ames 

(Laemmli, 1970; Ames et al., 1974).  

Para la preparación de los geles, se utilizaron placas de vidrio y 

teflón de 8 x 10 cm de Amersham Biosciences. En la parte superior del 

gel, fase de compactación, se utilizó un porcentaje de acrilamida del 

5% y en la parte inferior, fase de resolución, de un 12%. 

Para la electroforesis, se usaron cubetas verticales modelo 

SE250 de Hoefer y tampón de electroforesis Tris-Glicina-SDS. Se 

aplicó una corriente de 10 mA (60V) hasta que las muestras superaron 

la fase de compactación, y de 20 mA (150V) durante el paso de las 

muestras a través de la fase de resolución. 

3.9.2 Tinción con Nitrato de Plata  

Tras la electroforesis se fijaron los geles en una solución de metanol al 

50% y ácido acético al 5% durante 30 minutos. Después se lavaron 

con metanol al 50% durante 15 minutos y con agua MilliQ durante 

otros 15 minutos. A continuación se sumergieron durante un minuto en 

una solución de tiosulfato sódico al 0,01% y se lavaron dos veces con 

agua MilliQ. Los geles se introdujeron en una solución de nitrato de 

plata al 0,1% durante 25 min a 4ºC. A continuación, se lavaron 

brevemente con agua y se revelaron en una solución de carbonato 

sódico al 3% en formaldehído al 0,05%. 

 

3.10 Adhesión  e Invasión Celular 

Para los ensayos de adhesión e invasión tisular seleccionamos 6 
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aislados obtenidos a partir de muestras clínicas humanas (2 

coprocultivos, 3 hemocultivos y 1 de neumonía), pertenecientes a las 3 

especies principales (Tabla 3). 

 

Tabla 3. Descripición de los 6 aislados clínicos utilizados en los 

ensayos de adhesión/invasión. 

Especie Origen Identificación 

A. hydrophila Coprocultivo Ah12 

A. hydrophila Hemocultivo Ah28 

A. caviae Coprocultivo Ac20 

A. caviae Hemocultivo Ac27 

A. veronii Hemocultivo Av34 

A. veronii Respiratorio Av40 

Se emplearon células Caco-2 (ATCC HTB37), línea celular de 

epitelio intestinal humano derivada de adenocarcinoma colorrectal. En 

primer lugar se sembraron 105 células/pocillo (5,2x104 células/cm2) 

sobre placas de cultivo celular de 24 pocillos (15,6 mm de diámetro y 

1,9 cm2) con el medio esencial Eagle modificado de Dulbecco (DMEM; 

Gibco BRL, NY, USA) suplementado con suero bovino fetal al 10% 

(FCS: Gibco), 0,5% L-glutamina y penicilina (100 U/ml) y 

estreptomicina (100 μg/ml). Las células cultivaron a 37ºC en atmósfera 

de 5% CO2 durante una media de 10-14 días, tiempo suficiente para 

que, tras alcanzar confluencia, las células iniciasen el proceso de 

diferenciación espontáneo.  

Para el ensayo de adhesión, las monocapas celulares se lavaron 

dos veces con 500 μl de solución salina tamponada con fosfato 

atemperada (PBS, Gibco) y se incubaron durante 1hora y media con 

460 μl de medio DMEM sin antibióticos. Transcurrido este tiempo se 
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añadieron por triplicado los inóculos bacterianos, procedentes de un 

cultivo overnight de los distintos aislados de Aeromonas (106-107 

UFC/ml, multiplicidad de infección, MOI de 10), se centrifugaron las 

placas durante 3 minutos a 250 rpm y se incubaron durante 1 hora y 

media a 37ºC en atmósfera de 5% CO2.  

Tras la incubación, se retiró el medio y se lavaron 3 veces las 

monocapas con 500 μl de solución salina tamponada con fosfato 

atemperada para retirar las bacterias no adheridas. A continuación se 

incubaron 15 min con 200 μl de tritón X-100/PBS al 0,1% y se hicieron 

diluciones seriadas del sobrenadante que posteriormente se sembró 

en placas de LB agar (Difco). Las placas se incubaron a 18-24 h a 

30ºC y se contaron las colonias, estimando las UFC/ml adheridas. Este 

ensayo se repitió en triplicado para cada aislado y en 2-3 días 

diferentes. Los resultados muestran los valores medios de la repetición 

de los experimentos. 

Para determinar la capacidad de invasión de los aislados de 

Aeromonas se procedió de igual manera que para el ensayo de 

adhesión, sembrando placas de 24 pocillos con 105 células/pocillo que 

se mantuvieron en cultivo a 37ºC y atmósfera de 5% CO2 durante 10-

14 días.  

El día del ensayo se lavó las monocapas celulares dos veces con 

500 μl de solución salina tamponada con fosfato atemperada (PBS, 

Gibco) y se incubaron durante al menos 1,5 h con 460 μl de medio 

DMEM sin antibióticos. Se añadieron por triplicado los inóculos 

bacterianos, procedentes de un cultivo overnight de los distintos 

aislados (106-107 UFC/ml, multiplicidad de infección, MOI de 10), se 

centrifugaron las placas 3’ a 250 rpm y se incubaron 1,5 h a 37ºC en 

atmósfera de 5% CO2. Tras este periodo de incubación, se lavaron 3 

veces las monocapas con 500 μl de solución salina tamponada con 
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fosfato atemperada para retirar las bacterias no adheridas y se 

adicionó a cada pocillo 500 μl de DMEM suplementado con 

gentamicina (Cf=16 mg/l) para eliminar todas aquellas bacterias 

adheridas. Se incubaron 40’ a 37ºC-5% CO2 y posteriormente se retiró 

esta solución y se lavó 2 veces con 500 μl de solución salina 

tamponada con fosfato atemperada.  

Las células se lisaron con 200 μl tritón X-100/PBS al 1% y 

diluyeron de forma seriadas y se sembraron en placas de LB. Las 

placas se incubaron a 18-24h a 30ºC y se contaron las UFC de 

bacterias intracelulares viables en cada placa y se estimaron las 

UFC/ml invasivas. Este ensayo se repitió en triplicado para cada 

aislado y en 2-3 días diferentes. De nuevo, los resultados son el valor 

medio de extos experimentos independientes.  
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4.1 Estudio Retrospectivo de la Infección por Aeromonas en el 

Hospital Universitario Ramón y Cajal de Madrid 

En el análisis retrospectivo de los archivos del Hospital Universitario 

Ramón y Cajal pudimos observar que durante los 19 últimos años, A. 

hydrophila fue la especie aislada con mayor número de frecuencia en 

las muestras clínicas, seguida por A. veronii, y en menor proporción las 

especies A. caviae y A. salmonicida (Figura 13).  

 

 

Figura 13. Distribución de las especies de Aeromonas detectadas en 

las muestras clínicas del Hospital Ramón y Cajal durante 1996-2014. 

 

A.	hydrophila

A.	veroni

A.	caviae

A.	salmonicida

A. hydrophila	

84%	

A.	veronii	
12%	

A. caviae	
2%		

A.	salmonicida	
2%		
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Otros autores también han publicado la alta prevalencia de la 

especie A. hydrophila en muestras clínicas (Janda y Abbott, 1998; 

Aravena et al., 2011). Sin embargo, trabajos más recientes señalan a 

la especie A. dhakensis como la de mayor prevalencia (Wu et al., 

2015; Chen et al., 2014). Estas discordancias se deben a errores en la 

correcta identificación de las especies de Aeromonas más 

recientemente descritas, como A. dhakensis. En nuestro hospital, las 

cepas causantes de procesos de diarrea no se conservan, por lo que 

no hemos podido recuperar esas cepas para identificarlas con los 

esquemas actuales. La introducción de los nuevos sistemas 

automatizados de identificación, como el sistema MALDI-TOF, ha 

supuesto un gran avance para la identificación certera de especies 

minoritarias sin necesidad de recurrir a técnicas moleculares. En el 

caso de Aeromonas, MALDI-TOF ha demostrado ser muy útil (Shin et 

al., 2015; Benagli et al., 2012). Desde el año 2009 se dispone de esta 

metodología en el Servicio de Microbiología del Hospital Universitario 

Ramón y Cajal, por lo que podemos asumir que las identificaciones a 

partir de ese año son correctas, pero no podemos descartar que en los 

años anteriores existieran errores.  

Al igual que ocurre en nuestra serie, otras especies minoritarias 

en muestras clínicas son A. caviae, A. veronii biovariedad sobria, pero 

también se han descrito especies que nosotros no hemos encontrado 

como Aeromonas eucrenophila, Aeromonas jandaei y Aeromonas 

schubertii (Janda y Abbott, 1998; Aravena et al., 2011).  

A continuación analizamos la evolución en el periodo del estudio 

de la prevalencia de todas las Aeromonas, y en relación con la 

muestra clínica de la cual provenían (Figura 14). Este análisis mostró 

que las heces son el origen de muestra más numeroso, seguido por 

exudados y muestras de sangre. Las fluctuaciones observadas en la 
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prevalencia se deben sobre todo a los cambios de las muestras de 

heces (desde 17 muestras en 1997 a 115 muestras en 2010). 

Se estima que Aeromonas es responsable del 0,8 al 7% de todas 

las diarreas infecciosas, aunque este porcentaje puede variar en 

función del país y las medidas higiénico-sanitarias (Figueras et al., 

2005). Las cifras que han sido publicadas en los diferentes países son: 

0,62-4% en Malasia, encontrándose Aeromonas en el quinto lugar de 

las especies bacterianas mas aisladas (Lee y Puthucheary, 2002) y 

también 2% en Argentina, en donde se aisló Aeromonas de aguas 

tratadas previamente con cloro (Fernández et al., 2000); 0,75% en 

Nigeria en niños con cuadros diarreicos (Kehinde et al., 2001); 4,8% 

en Suiza (Essers et al., 2000); 2,3% en Taiwán (Juan et al., 2000). 

También se encontró Aeromonas en un estudio realizado en Grecia. 

(6,8%), en niños que acudieron a servicios de urgencias por causa de 

diarreas agudas con resistencia a algunos antimicrobianos (Maltezou 

et al., 2001). 
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Figura 14. Evolución de las muestras clínicas positivas para Aeromonas durante el periodo 1996-2014 en 

el Hospital Universitario Ramón y Cajal.  
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A hydrophila, y en general todas las especies de aeromonas, se 

pueden detectar como colonizador saprofito de la microbiota intestinal 

humana sin causar enfermedad, especialmente en niños menores de 

5 años (Isoken et al., 2012). En 1968, Von Graevenitz y Mensch 

revisaron 30 casos de infecciones causadas por Aeromonas en 

humanos y en ese entonces ellos sugirieron que algunas de éstas 

cepas pueden estar sociadas con enfermedades gastrointestinales 

(Isoken et al., 2012), pero por otro lado, Aeromonas es bien conocida 

por causar diarreas de corta duración en niños, ancianos y en 

individuos inmunocomprometidos. En nuestro trabajo detectamos un 

incremento en la incidencia de las infecciones y cuadros de diarreas 

causadas por este microorganismo durante los 19 años analizados 

(Figura 14).  

En California se describió una incidencia en infecciones invasivas 

entre 0,7 y 1,4% (Centers for Disease Control and Prevention en 

1990). Sin embargo en mayo de 1988, se detectó un aumento de las 

infecciones por estos microorganismos, y a raíz de ello se llevó a cabo 

un estudio epidemiológico, donde detectaron que 5 de los 219 

pacientes estudiados murieron por infecciones de Aeromonas, 

probablemente debido a procesos de traslocación intestinal (King et 

al., 1992). Sin embargo, no podemos generalizar nuestros resultados 

con los obtenidos por otros autores en otros países, ya que este 

microorganismo no se suele valorar desde un punto de vista 

epidemiológico y hay muy pocos datos de su prevalencia en 

colonización gastrointestinal. La tragedia del tsunami en Tailandia en 

2004 puso de manifiesto la verdadera importancia de este patógeno 

en catástrofes naturales, ya que se detectó causando infección de piel 

y tejidos blandos en un 20% de los afectados (Dixon, 2008). 

Una vez analizada la incidencia y la prevalencia de Aeromonas 

en nuestro Hospital, se creó una colección prospectiva con 40 cepas 
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procedentes de tres orígenes: coprocultivo (n=18), hemocultivo (n=10) 

y ambiental (n=12) en las que se centró esta Tesis Doctoral. Las cepas 

se identificaron mediante MALDI-TOF y también mediante 

secuenciación de un fragmento interno del gen 16S rADN, 

correspondiéndose finalmente con A. veronii (n=14, 35%), A. 

hydrophila (n=11, 28%), A. caviae (n=7, 18%), A. salmonicida (n=3, 

8%), A. bestiarum (n=2, 5%), A. jandaei (n=1, 2%) y A. popoffi (n=1, 

2%) (Figura 16).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Distribución proporcional de las especies de las 40 

cepas de la colección según su origen. 

 

A. salmonicida y A. bestiarum solo se detectaron en muestras 

ambientales (Figura 15). Cabe destacar que A. salmonicida son 

patógenos que causan forunculosis y septicemia bacteriana en un 

amplia variedad de peces (Wiklund y Dalsgaard, 1998). Los programas 

Porcentaje 
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epidemiológicos deberían incluir la vigilancia activa de estas cepas en 

el río Loa donde han sido aisladas, ya que podrían representar un 

posible riesgo de salud para los seres humanos y los animales (Hyung 

et al., 2011). 

Las especies A. veronii y A. hydrophila fueron las únicas que 

estaban representadas en los tres orígenes, mientras que A. jandaei 

se identificó solo en muestras de coprocultivo (Figura 16).  

Esta diferente distribución de especies según el origen ya había 

sido descrita anteriormente por los autores Janda y Abbott en el año 

1998, y sin duda corresponde con una adaptación nicho-huésped 

dependiente (Janda y Abott, 1998). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Especies de Aeromonas aisladas en cada uno de los tres 

orígenes para las 40 cepas de la colección. 

 

4.2 Identificación Bacteriana y Sensibilidad Antibiótica 

Se determinó la sensibilidad de los aislados de nuestra colección a los 

antibióticos más habitualmente utilizados en la práctica clínica. En la 

siguiente Figura 17 se observa una placa del sistema semiautomático 

Wider inoculada con una cepa de A. bestiarum de origen ambiental. 

Como se aprecia en la figura, el resultado que se obtuvo de éste 

Número de cepas 
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sistema fue erróneo ya que identificó la cepa de A. bestiarum como A. 

hydrophila. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Placa del sistema semiautomático Wider inoculada con una 

cepa de A. bestiarum. En rojo se destaca que la identificación que 

proporciona el sistema fue A. hydrophila. 

 

Como se puede observar en la anterior figura, la metodología de 

Wider proporcionó una información muy valiosa de la sensibilidad 

antibiótica pero no identificó correctamente a la cepa A. bestiarum que 

había sido inoculada en el panel. De hecho, mediante este sistema las 

40 cepas de nuestra colección fueron todas identificadas como           

A. hydrophila, en clara divergencia con los resultados obtenidos 

mediante MALDI-TOF y la secuenciación del 16S rADN. 

Este fallo en la identificación es muy importante, ya que 

demuestra fallos en los sistemas automatizados que se utilizan en los 

laboratorios de rutina. En este caso, podemos decir que en nuestro 
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Servicio de Microbiología, la metodología Wider dejó de usarse en 

2009, siendo reemplazada por el MicroScan, que tiene una mayor 

fiabilidad en la identificación de las especies de Aeromonas. Como ya 

se ha comentado anteriormente, otro gran avance de los últimos 

tiempos, es la incorporación de la espectrometría de masas (MALDI-

TOF) a los Laboratorios de Microbiología, aunque la secuenciación 

nucleotídica de algunos genes sigue siendo la técnica más segura 

para llegar a una correcta identificación en el complejo género de 

Aeromonas (Shin et al., 2015). En nuestro caso, las 40 cepas de este 

estudio fueron identificadas mediante MALDI-TOF, y los resultados 

obtenidos con esta técnica fueron idénticos a los obtenidos mediante la 

secuenciación del fragmento interno del gen 16S rADN.  

Se estudió la susceptibilidad antibiótica de los aislados de nuestra 

colección y los resultados se muestran en la Tabla 4. En general 

podemos decir que nuestras cepas presentaron escaso nivel de 

resistencia a los antibióticos estudiados, con la excepción de los beta-

lactámicos (74% amoxicilina, 61% cefalotina, y 35% a 

piperaciclina/tazobactam), como era de esperar por la expresión de su 

carbapenemasa cromosómica.  
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Tabla 4. Porcentajes de resistencia a los antibióticos en las cepas de Aeromonas aisladas de los tres orígenes.  

Las casillas vacías representan una ausencia de resistencia. 
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Coprocultivo 
n=18 

A. hydrophila (n=7) 85,7 57,1 28,5 28,5 - - - - - - 42,8 - 14,2 - 14,2 28.5 - - - - 14,2 14,2 57,1 

A. caviae (n=6) 57,1 57,1 - - - 42,8 - - - - - - - - - - - - - - - 57,1 - 

A. veronii (n=4) 100 100 100 100 25 - - - - - 100 50 75 - 50 25 25 50 25 - 25 - - 

A. jandaei (n=1) 100 100 100 100 - - - - - - 100 - - - 100 - - - - - - - - 

Hemocultivo 
n=10 

A. hydrophila (n=3) 100 66,6 66,6 66,6 33.3 33,3 - - - - 33,3 - - - - - - - - - - 33,3 66,6 

A. veronii (n=5) 100 40 60 60 - - - - - - 40 20 20 - 40 - - 40 - - - - - 

A. caviae (n=1)     

  

- - - - 

           

  

Ambiental 
n=12 

A. hydrophila (n=1) 100 100 100 100 - - - - - - 100 100 100 - - - - 100 - - - - - 

A. veronii (n=5) 100 80 80 - - - - - - - 80 80 80 - - - - 20 - - - 20 20 

A. salmonicida 
(n=3) 

100 66,6 - 100 
- - 

- - - - 
- - - - - - - - - - - 33,3 33,3 

A. bestiarum (n=2) 50 - - 100 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

A. poppoffi (n=1) 100 100 100 100 

 

- - - - - 100 - - - - - - - - - - - - 

 

% 

(n=6) 



79 

La alta sensibilidad antibiótica de las cepas clínicas ha sido 

también reflejada en otros trabajos previos (Awan et al., 2009; Chen 

2014). Sin embargo, también se ha demostrado la existencia de cepas 

ambientales, especialmente en los ambientes de piscifactorías, con 

altas tasas de resistencia a los antibióticos (Esteve et al., 2015; Libisch 

et al., 2008).  

Este hecho parece deberse al elevado consumo de sustancias 

antibióticas que se administra al pescado en estas factorías 

(Kaskhedikar y Chabra, 2010). Como es el caso de un estudio 

realizado en el año 2002 en la Universidad de Bharatiar, India, en 

donde se aislaron cepas de Aeromonas de peces y gambas y se 

observó una alta resistencia antibiótica en las cepas aisladas de las 

gambas (Thayumanavan et al., 2003). 

La adquisición de mecanismos de resistencia a los 

antimicrobianos puede considerarse como una consecuencia más de 

la evolución microbiana para la que es esencial la variabilidad genética 

(Mayer et al., 1990). A ella puede llegarse a través de cambios 

microevolutivos, relacionados con mutaciones puntuales en un par de 

bases de un nucleótido que modifiquen la diana del antibiótico 

interfiriendo con su actividad, o a expensas de alteraciones 

macroevolutivas originadas por “traslados” de secuencias de ADN de 

un lugar a otro del cromosoma, y que incluyen: inversiones, 

duplicaciones, inserciones, deleciones o transposiciones (Kopecko, 

1980).  

Generalmente, estas últimas son vehiculizadas por elementos 

genéticos especializados conocidos como transposones o secuencias 

de inversión, que tienen gran maniobrabilidad en el cromosoma, o 

entre el cromosoma y otros replicones. Además, y de forma sustantiva, 

a la variabilidad genética y a la evolución del mundo microbiano, han 

contribuido la posibilidad de adquirir material genético del exterior a 
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expensas de plásmidos, bacteriófagos o elementos de transposición 

(Martínez-Beltrán, 1992).  

En nuestro caso, las especies que presentaron mayor nivel de 

resistencia fueron A. hydrophila y A. veronii, especialmente las cepas 

aisladas de muestras clínicas. También cabe destacar que las cepas 

ambientales de la especie A. veroniii presentaron resistencia a los 

carbapenems (imipenem, meropenem y ertapenem), probablemente 

debido a la expresión de su metalo-beta-lactamasa cromosómica 

intrínseca (Rossolini y Amicosante, 1996; Girilch et al., 2010, Walsh et 

al., 2015).  

Además de esta resistencia intrínseca que poseen todas las 

cepas de aeromonas, se han descrito cepas portadoras de genes de 

resistencia a antibióticos adquiridos, lo que justifica la continua 

vigilancia de este microorganismo. Recientemente se ha identificado el 

gen blaVIM en cepas de Aeromonas resistentes a carbapenems en un 

integrón de clase I (Libisch et al., 2008, Adler et al., 2014). 

 

4.2.1 Test de Hodge 

Este test se realizó para explorar la posible presencia de 

carbapenemasas adquiridas en 16 cepas que mostraron resistencia a 

imipenem. Únicamente la cepa 10 mostró un test positivo (Figura 18), 

pero se descartó la existencia de todas las carbapenemasas 

adquiridas conocidas mediante PCR, por lo que la causa de esta 

resistencia podría ser la sobre expresión de su carbapenemasa 

cromosómica o la presencia de un nuevo gen. Se ha señalado que la 

expresión de esta beta-lactamasa es especie y método dependiente 

(Ruiz-Castillo et al., 2015).  
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Figura 18. Test de Hodge con control positivo (+), control negativo (-) y 

dos cepas de A. veronii ambiental. La cepa 10 es positiva. 

 

Cabe destacar que se ha descrito el desarrollo de resistencia a 

imipenem por sobreexpresión del gen imiS que codifica una 

carbapenemasa cromosómica en cepas clínicas causantes de una 

colangitis (Sánchez-Céspedes et al., 2009). Estos autores señalan que 

pudo haber sido consecuencia de un tratamiento previo con 

amoxicilina/ácido clavulánico de una infección del tracto urinario. 

También se ha observado la resistencia en cepas ambientales (Yano 

et al., 2015). 

 

4.3 Genes de Virulencia  

La imposibilidad de diferenciar las cepas colonizadoras sin 

sintomatología de las cepas causantes de infecciones limita el estudio 

de la virulencia de este microorganismo (Janda y Abbott, 2010). Sin 

embargo, se han identificado varios genes cuya presencia se ha 
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asociado con mayor virulencia (Aravena. et al., 2014) y que han sido 

testados en nuestra colección de 40 aislados (Tabla 5).  

Los resultados mostraron que las cepas clínicas portaban mayor 

número de genes de virulencia, y si tenemos en cuenta la especie,      

A. veronii y A. hydrophila presentaron un mayor número de factores de 

virulencia con independencia del origen.  

Los genes más frecuentes fueron eno, presente en todas las 

cepas, seguido por los genes act, ascV y aexT. Por el contrario, el gen 

Asa1 solo fue identificado en cepas de A. veronii de origen ambiental 

mientras que ahh1 no fue detectado. Finalmente el gen ast también 

tuvo poca representación y no se detectó en cepas ambientales (Tabla 

5).  
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  Genes de virulencia 

Origen Especies 
ascV 

n        % 
eno 

n          % 
aexT 

n       % 
act 

n         % 
ast 

n          % 
asa1 

n         % 
ahh1 

n        % 

Coprocultivo 
n=18 

A. hydrophila (n=7) 2 28 7 100 
  

5 70 4 57 
   

 

A. caviae (n=6) 1 16 6 100 
    

1 16 
   

 

A. veronii (n=4) 1 25 4 100 3 75 4 100 1 25 
   

 

A. jandaei (n=1) 
  

1 100 
         

 

Hemocultivo 
n=10 

A. hydrophila (n=3) 1 33 3 100 1 33 3 100 1 33 
   

 

A. veronii (n=5) 5 100 5 100 4 75 5 100 
     

 

A. caviae (n=1) 
  

1 100 
         

 

Ambiental 
n=12 

A. hydrophila (n=1) 
  

1 100 
  

1 100 
  

1 100 
 

 

A. veronii (n=5) 4 75 5 100 5 100 5 100 
  

5 100 
 

 

A. salmonicida (n=3) 2 75 3 100 3 100 2 75 
     

 

A. bestiarum (n=2) 2 100 2 100 2 100 2 100 
     

 

A. poppoffi (n=1) 
  

1 100 
         

 

 

Tabla 5. Porcentajes de los genes de virulencia en las cepas de Aeromonas para cada origen y especie. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(n=6) 6 6 66
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Resultados similares a los nuestros se han reportado en 

Australia, siendo A. hydrophila la especie que acumuló mayor número 

de genes de virulencia, seguida por A. dhakensis, y A. veronii (Aravena 

et al., 2014). Otros autores también señalan a la especie A. dhakensis 

como la más virulenta (Chen et al., 2014a; Chen et al., 2014b; 

Ghenghesh et al., 2014). Se ha demostrado una mayor virulencia y 

citotoxicidad en cepas de A. veronii frente a líneas celulares 

intestinales HT-29 cuando expresan los genes ascV, aexT (Chen et al., 

2014a).  

La producción fenotípica de hemolisina se evidenció en 10 cepas, 

siendo menor la lisis frente a eritrocitos humanos que frente a los de 

carnero. La capacidad de producir esta hemolisina se observó 

principalmente en las cepas de origen clínico, especialmente en la 

especie A. hydrophila (Figura 19).  

 

 

Figura 19. Actividad hemolisina en placa de agar nutritivo con sangre 

de carnero (A) y con sangre humana (B). Se puede observar mayor 

hemólisis en la placa con sangre de carnero.  

A                                      B 
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En Aeromonas se han descrito al menos dos clases de 

hemolisinas: las β-hemolisinas y las α-hemolisinas. Además de la 

enterotoxina citotóxica con actividad β-hemolítica, Aeromonas puede 

producir otras β-hemolisinas (Jiménez, 2008) provocando la formación 

de poros en las membranas celulares produciendo así una lisis 

osmótica y una destrucción completa de los eritrocitos. La proteína 

AHH1 es un tipo de β-hemolisina (Hirono y Aoki, 1991), y su secuencia 

presenta una elevada similitud con la proteína HlyA de Vibrio cholerae, 

por lo que podría funcionar formando canales de manera similar (Wong 

et al., 1998). En nuestras cepas no se detectó el gen productor de esta 

hemolisina, sin embargo no parece ser infrecuente, ya que se ha 

detectado en otras series (Gehua et al., 2003, Wang et al., 2003, 

Martino et al., 2011). En consecuencia, desconocemos el sistema 

genético de la hemolisina detectada en nuestras cepas, y bien pudiera 

corresponder con una hemolisina de tipo α. 

La producción de enzimas extracelulares se ha asociado con una 

mayor virulencia debido al daño celular que causan (Janda y Abbott, 

2010). Algunas de estas enzimas se han identificado como 

enterotoxinas, proteasas, fosfolipasas, y hemolisinas (Gavin et al., 

2003). En el caso de las hemolisinas se ha detectado una relación 

estadística significativamente de mayor virulencia en cepas causantes 

de brotes en ganado (Pridgeon et al., 2010) y también se ha descrito la 

presencia del sistema genético de la hemolisina de Vibrio 

parahaemolyticus, que tendría su homólogo en cepas de A. veronii de 

origen clínico con una identidad de un 84% entre los dos géneros. trh 

es una hemolisina termoestable, que ha sido considerada como un 

importante factor de virulencia en cepas de Vibrio parahaemolyticus 

(Raghunath et al., 2010). 

A modo de resumen de nuestros resultados sobre el potencial 

virulento de nuestra colección de cepas podríamos decir que las 
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especies A.veronii y A. hydrophila son potencialmente más virulentas 

que las otras, aunque el verdadero potencial patogénico de 

Aeromonas spp. probablemente dependa de otros factores no-

microbiológicos como pueden ser las condiciones del huésped. 

 

4.4 PFGE 

Para conocer la diversidad genética de las cepas de nuestra colección, 

utilizamos la técnica de PFGE junto con el análisis bioinformático de 

los patrones de bandas mediante la construcción de un dendrograma 

(Figura 21). Los resultados mostraron que existe una gran diversidad 

genética en nuestras cepas, con la excepción de tres cepas clonales 

de A. veronii de aguas residuales aisladas en Túnez y dos cepas de A. 

bestiarum de origen ambiental aisladas en Chile (Figura 20).  

En estudios epidemiológicos se ha utilizado esta técnica para 

comparar cepas aisladas de agua potable y cepas de pacientes con 

diarrea, detectando el mismo patrón en cepas de ambos orígenes 

(Pablos et al., 2010; Khajanchi et al., 2010). Estos estudios han servido 

para demostrar el riesgo de adquisición de esta bacteria a través de la 

red de agua potable, y posteriormente como es capaz de provocar un 

cuadro infeccioso. En nuestro estudio no se investigó la transmisión 

que existe entre agua potable y aislados clínicos en humanos, pero si 

podemos observar la gran diversidad genética de nuestra colección, 

incluso entre cepas del mismo origen.  

La técnica de PFGE es muy útil para identificar cepas epidémicas 

causantes de brotes y aisladas en un periodo corto de tiempo. Así esta 

técnica ha permitido identificar los clones ampliamente distribuidos en 

la naturaleza y que han podido ser transmitidos al ser humano a través 

de aguas ambientales (Khajanchi et al., 2010). La amplia variedad de 

patrones de bandas de nuestras cepas, nos permite asegurar que no 
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existe una fuente común para la infección por Aeromonas, y que la 

adquisición de las cepas ha ocurrido en la comunidad desde varios 

orígenes sin relación epidemiológica entre ellos.  

Una limitación de nuestro estudio fue tal vez el hecho de no 

contar con un mayor número de aislados de los distintos orígenes, lo 

que sugiere seguir realizando estudios de éste tipo en donde se 

involucren una mayor número de cepas sobre todo de origen 

ambiental, ya que esto sería crucial para comprender mejor el 

mecanismo patogénico de éstas cepas. Debido a la gran variabilidad 

que observamos mediante PFGE, decidimos ampliar el estudio de 

tipado genético de nuestras cepas con el estudio de su estructura 

poblacional de nuestras cepas mediante MLST, seleccionado 15 cepas 

de origen clínico para este análisis. 

  



88 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Dendrograma realizado con el software Phoretix 5.0 y el 

índice de similitud de Dice para analizar la relación genética entre los 

patrones de bandas obtenidos con PFGE. Exceptuando un clon de dos 

cepas de A. veronii de Túnez y dos A. salmonicida de aguas (ambas 

señaladas en rojo), no existe ninguna relación entre las cepas. 
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4.5 MultiLocus Sequence Typing 

Mientras que la técnica de PFGE es particularmente adecuada para 

estudiar diseminación clonal de cepas en cortos periodos de tiempo, la 

irrupción de la técnica de MultiLocus Sequence Typing (MLST) ha 

permitido comparar los datos genéticos entre diferentes países y 

elaborar estudios epidemiológicos sobre la estructura poblacional 

global. El primer estudio de MLST en Aeromonas apareció en el año 

2011 (Martino et al., 2011), describiendo una elevada diversidad 

genética, evidencias de recombinación horizontal y especialización de 

nicho (Martino et al., 2014). 

Ante el escaso número de cepas depositadas en la base de datos 

de MLST, y la relevancia de estas cepas, decidimos aplicar MLST para 

el tipado de 15 cepas con diferente patrón de PFGE, en las que 

también se incluyeron cepas causantes de diarrea.  

De nuevo, y al igual que ocurrió con el PFGE, se observó una alta 

diversidad genética, detectando en la mayoría de los casos alelos y 

combinaciones que no habían sido previamente descritos (54 alelos de 

un total de 90) (Tabla 6). Todos los alelos fueron registrados en la 

página web para su asignación numérica nueva, y en consecuencia de 

las nuevas ST o linajes genéticos. 

A continuación, decidimos analizar la relación filogenética para 

cada uno de los 7 alelos utilizando para ello su secuencia nucleotídica 

(Figura 21). En las siguientes figuras se muestran los árboles 

filogenéticos construidos con el software MEGA, destacando en 

círculos coloreados aquellas cepas causantes de infecciones 

extraintestinales invasivas, frente a las causantes de diarrea que no 

están coloreadas. 
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Tabla 6. Alelos de MLST identificados en las 15 cepas estudiadas. En negrita se señalan los nuevos alelos 

detectados. Todas las STs se corresponden con linajes que no habían sido previamente descritos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cepa Especie Origen gyrB groL gltA metG ppsA recA ST 

10 A. veronii Heces 275 125 275 277 297 291 364 

11 A. hydrophila Heces 158 102 96 159 298 167 365 

12 A. hydrophila Heces 276 248 252 254 299 292 366 

13 A. hydrophila Heces 277 266 276 278 300 293 367 

20 A. caviae Heces 163 102 96 96 305 161 378 

27 A. caviae Sangre 278 267 96 159 97 294 368 

28 A. hydrophila Sangre 279 248 277 279 301 295 369 

29 A. hydrophila Sangre 117 248 252 254 302 296 370 

30 A. veronii Sangre 167 268 278 280 303 297 371 

31 A. veronii Sangre 93 269 110 281 304 298 372 

32 A. veronii Sangre 280 270 279 149 118 299 373 

33 A. veronii Sangre 280 270 279 149 29 300 374 

34 A. veronii Sangre 275 125 275 277 297 301 375 

39 A. caviae Heces 282 272 96 159 97 261 376 

40 A. veronii Respiratorio 89 273 94 92 95 95 377 
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Figura 21. Diversidad filogenética de cada alelo del esquema de 

MLST. Las cepas invasivas se resaltan en círculos rojos. 
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Este análisis se repitió usando una secuencia única de ADN tras 

la concatenación de los seis alelos de MLST (Figura 22). Como se 

puede apreciar en la siguiente figura, la mayor parte de las cepas 

invasivas se agrupan en una rama, aunque no parece existir una 

segregación total con respecto de las cepas causantes de diarrea. 

 

 
 
Figura 22. Análisis filogenético del concatenado de los 6 alelos.                 

Las cepas invasivas están resaltadas con los círculos de color rojo. 
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Finalmente, quisimos conocer el grado de relación de las cepas 

de nuestra colección con el resto de las cepas descritas en la base de 

datos de MLST (Figura 23). Para ello repetimos el análisis de los 

concatenados utilizando los datos de la web de un total de 443 

aislados, y el resultado se muestra en la siguiente figura, donde se 

aprecia una gran dispersión genética de nuestras cepas en relación a 

las ya descritas. 

 
Figura 23. Relación filogenética de todas las cepas registradas en la 

base de datos de MLST, utilizando como secuencia única la 

concatenación de los 6 alelos. En círculos grises se señalan las 15 

cepas de nuestra colección.  
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Dentro del apartado de tipado molecular y a modo de resumen, 

podemos decir que no existe ninguna relación genética entre las cepas 

clínicas estudiadas, ni entre ellas ni con el resto de cepas previamente 

descritas en el mundo. Esto descarta la existencia de brotes 

epidémicos en nuestra institución y anula la posibilidad de una 

adquisición nosocomial desde una fuente común, señalando a eventos 

de adquisición comunitaria sin ningún tipo de relación entre ellos. 

Este tipo de estudios filogenéticos también ha permitido describir 

recientemente tres nuevas especies que presentaban poca relación 

genética con el resto de especies (Beaz-Hidalgo et al., 2015). Estos 

autores al realizar los análisis respectivos de 16S ADNr y análisis 

filogenético de MLST, con 6 genes conservados, en cepas aisladas de 

un lago nórdico mostraron que  existían tres nuevas cepas de 

Aeromonas (Aeromonas aquatica, Aeromonas finlandiensis y 

Aeromonas lacus) y que no se agrupan con las cepas descritas a la 

fecha, con lo cual formarían tres especies nuevos independientes. En 

la Figura 24 se puede observar la separación de estas cepas en una 

rama independiente en la parte inferior. 

También se puede aplicar el tipado mediante MLST para estudiar 

las cepas causantes de los brotes epidémicos en diferentes países. La 

comparación definitiva entre dos cepas para confirmar si son la misma 

se debe realizar mediante la secuenciación genómica completa 

(Hossain et al., 2014). Recientemente se ha completado la 

secuenciación completa de cepas epidémicas del clon de alto riesgo      

A. hydrophila ST251, causantes de bacteremias en China (Pang et al., 

2015).  

Por el momento la disponibilidad de genomas de las especies de 

Aeromonas es reducida y la mayoría provienen de las cepas clínicas 

que han causado infecciones severas o recurrentes y que se asocian 

con clones de riesgo (Grim et al., 2013). Sin lugar a duda esta 
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estrategia nos aportará una valiosa información cuando aumente el 

número de cepas de cada especie y nos permitirá comprender mejor 

los factores que pueden influenciar en la virulencia de determinadas 

cepas. 

 

4.6 Estudio del Lipopolisacárido 

Una vez descartada la existencia de relación genética entre las 15 

cepas clínicas, nos propusimos identificar las diferencias estructurales 

de su LPS, comparando especialmente las cepas invasivas con las 

causantes de diarrea. La electroforesis en gel de acrilamida de las 

fracciones de LPS mostró una gran variabilidad en el perfil de bandas 

en las diferentes cepas (Figura 24), sin ningún tipo de relación con la 

especie o el origen de la cepa. Únicamente podemos destacar que las 

cepas aisladas de sangre presentaban mayor número de bandas, 

especialmente en la zona superior del gel. 

Una de las limitaciones de este estudio es que no se conoce el 

serotipo de las cepas de nuestra colección, ya que el serotipo O11 se 

asocia con infecciones graves en humanos mientras que el serotipo 

O34 se relaciona con infecciones en los peces (Merino et al., 2015). 

Sin embargo la existencia de diferencias en la estructura del LPS en 

relación al potencial de virulencia de la cepa ya ha sido descrita por 

otros autores (Jiménez et al., 2008; Swain et al., 2010). 

Estudios previos han demostrado que el LPS puede ser muy 

variable dentro del mismo género, y presentar diferente potencial 

patogénico (Rietschel et al., 1996). Esta toxina es capaz de provocar 

una importante inflamación sistémica conocida como shock séptico o 

endotoxemia, provocando a su vez la activación del sistema inmune 

para hacer frente a la infección (Jiménez, 2008).  
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Otra de las funciones importantes del LPS es facilitar el proceso 

inicial de adhesión bacteriana y colonización de mucosas, además 

actúan de barrera física impidiendo la correcta activación del 

complemento, confiriendo resistencia a la actividad bactericida del 

microorganismo (Merino et al., 1992). 
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Figura 24. Gel de acrilamida teñido con plata con la extracción de LPS de las 14 cepas estudiadas. El último carril 

corresponde al marcador de peso molecular. Se observa una gran variabilidad en los patrones de bandas, que son 

más numerosas en las cepas invasivas de bacteriemias. 
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4.7 Adhesión e Invasión 

La última parte de esta tesis está dedicada al estudio de la adherencia 

a líneas celulares e invasión de 6 cepas clínicas seleccionadas por sus 

factores de virulencia.  

Se pudo comprobar en tres experimentos independientes que 

estas cepas no tienen capacidad de invadir e internalizarse dentro de 

las células Caco2 diferenciadas a mucosa intestinal.  

En cuanto a su capacidad de adhesión, observamos diferencias 

importante en el comportamiento de las 6 cepas, destacando la cepa 

A. hydrophila 28 de hemocultivo (Figura 25). Este aislado también fue 

el que mostró una mayor cantidad de bandas de LPS, por lo que 

ambos factores podrían estar relacionados. 

 

 

Figura 25. Adhesión de 6 cepas a células intestinales Caco2 

diferenciadas. Destaca la gran capacidad de adherencia de la cepa 28. 

 

12            20           27            28            34          40 
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La funcionalidad del flagelo polar es imprescindible para una 

correcta motilidad, adhesión y formación de biofilm (Rabaan et al., 

2001; Gavín et al., 2002), y también se ha descrito para los pilli (Hadi 

et al., 2012). Otros factores que influencian la etiopatogenia de 

Aeromonas son el pH y la salinidad (Mafu et al., 2011; Pianetii et al., 

2012). Aproximadamente el 60% de las aeromonas poseen un 

segundo flagelo lateral que contribuye a la adhesión en superficies. 

Ambos sistemas flagelares (polar y lateral), han demostrado ser 

importantes en el inicio de la colonización (Lowry et al., 2014). Las 

cepas que son capaces de invadir podrían emplear otros factores que 

como la expresión de la capa-S, la cápsula e incluso el mismo LPS 

(Lowry et al., 2014). 

 

4.8 Discusión General 

Las enfermedades infecciosas son uno de los principales retos de 

salud a los que se enfrentan los países en vías de desarrollo, siendo 

las diarreas las que mayor mortalidad producen. Las bacterias más 

frecuentemente involucradas en los procesos diarreicos son 

Salmonella, Shigella, algunos serotipos de Escherichia coli, 

Aeromonas y Campylobacter (Bravo et al., 2012). Existe la sospecha 

de que muchos casos de diarrea causados por Aeromonas pasan 

desapercibidos por falta de un adecuado estudio microbiológico de las 

heces con el consequente infradiagnóstico (Taneja et al., 2004, Chang 

et al., 2003). 

Aeromonas también puede formar parte de la microbiota habitual 

de sujetos sanos (Pitarangsi et al., 1982), aunque tienen un marcado 

carácter medioambiental, estando siempre relacionadas con ambientes 

acuáticos y aunque muchas veces se pone en duda su potencial 
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patogénico, también se han descritos causando procesos invasivos 

extraintestinales (Janda y Abbott). Las infecciones graves causadas 

por Aeromonas spp. se asocian con patologías de base en el huésped, 

especialmente neoplasias, cirrosis hepática y diabetes mellitus, y en 

personas sometidas a tratamientos inmunosupresores, aunque 

también se atribuye un papel importante a la virulencia de este género 

mediante la producción de sustancias extracelulares como 

enterotoxinas, citolisinas y hemolisinas (Moyer y Larebb 1988). 

Aunque se han descrito cepas en todo el mundo, existen 

diferencias geográficas en la prevalencia de las enfermedades 

causadas por estas bacterias (Ko et al., 1996; Saavedra et al., 2004; 

Aravena et al., 2012); existiendo una particular distribución de especies 

en cada ambiente: A. caviae es más frecuente en heces mientras que 

A. veronii lo es en el ambiente acuático. También se han puesto de 

manisfiesto diferencias en la virulencia de cepas ambientales y clínicas 

(Chen et al., 2014; Ghenghesh et al., 2014; Li et al., 2015), aunque al 

igual que ocurre en otros microorganismos, la virulencia debe ser 

demostrada cepa a cepa, ya que generalmente no se puede 

generalizar dentro de una misma especie (Chen et al., 2014). 

La diarrea asociada con Aeromonas, así como la ocasionada por 

virus y otras bacterias, es normalmente un proceso autolimitado 

aunque en algunos casos el curso clínico puede agravarse y requerir 

tratamiento antimicrobiano. La resistencia a los antibióticos suele estar 

relacionada con la exposición al ambiente hospitalario y con el abuso 

de este tipo de drogas, pero en el caso de Aeromonas se ha descrito 

también en cepas de origen acuático, especialmente ligadas a la 

acuicultura. Estas cepas finalmente pueden llegar a colonizar/infectar 

al ser humano por exposición con el agua contaminada (Carvalho et 

al., 2012; Robertson et al., 2014; Cisar et al., 2014; Esteve et al., 

2015). Además, la transferencia horizontal de genes está asegurada 
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por su gran capacidad de incorporar ADN externo mediante 

transformación y conjugación (Huddleston et al., 2013; Nguyen et al., 

2014). Recientemente se ha demostrado la existencia de plásmidos en 

cepas de aeromonas con genes de resistencia a antibióticos y factores 

de virulencia (Marti y Balcázar, 2012;  Maravić et al., 2013; Vincent et 

al., 2015), e incluso se han llegado a detectar cepas resistentes a los 

antibióticos en agua de consumo humano (Figueira et al., 2011) y en 

ríos y lagos con acceso del hombre (Girlich et al., 2011; Skwor et al., 

2014), lo que plantea un reto para la Salud Pública y justifica la 

continua vigilancia de este género. El reciente estudio del mobiloma en 

este género pone de manifiesto la gran capacidad de incorporar genes 

mediante sistemas de transferencia horizontal (Piotrowska y Popowska 

2015). 

Con todos los antecedentes anteriores nos planteamos una tesis 

doctoral con la hipótesis de que las cepas causantes de cuadros 

invasivos de nuestro hospital podrían poseer factores de virulencia y 

mecanismos de patogenicidad distintos a las muestras ambientales, y 

además corresponden a linajes genéticos diferentes. El objetivo 

general fue caracterizar fenotípica y genotípicamente una colección de 

cepas de Aeromonas de distintos orígenes en relación con su 

patogenicidad. 

En el estudio retrospectivo de 16 años de nuestra casuística, 

hemos observado un aumento progresivo del aislamiento de 

Aeromonas en muestras de coprocultivo, manteniéndose constante la 

frecuencia de las muestras de origen invasivo. En este aumento del 

aislamiento también deben considerarse otros factores como la mejora 

de los sistemas de detección, y especialmente de los sistemas 

identificación como ocurre tras la incorporación del MALDI-TOF. Como 

hemos podido comprobrar, la metodología de Wider no identifica 

correctamente las especies. 
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Respecto a la distribución de las especies en las muestras de 

origen clínico, podemos decir que A. hydrophila es sin lugar a dudas la 

especie más prevalente en nuestro hospital, al igual que ocurre en 

otros trabajos con muestras clínicas (Bravo et al., 1995; Sinha et al., 

2004, Arteaga-Garibay et al., 2005), mientras que la distribución 

ambiental es diferente (Ginestrea et al., 2005; Hu et al., 2012). 

Recientemente, se ha descrito la especie A. dhakensis que parece 

estar infraidentificada en los laboratorios de rutina, y que parece ser 

mucho más virulenta que A. hydrophyla (Chen et al., 2014). En nuestra 

serie podemos estar seguros de que no contamos con ninguna cepa 

de A. dhakensis, ya que además de la identificación fenotípica, 

también contamos con la secuenciación nucleotídica del gen 16S 

rADN, al que se considera como el método de referencia para la 

identificación bacteriana y la tecnología MALDI-TOF que es capaz de 

diferenciar esta especie (Chen et al., 2014). 

En reciente informe la OMS ha definido como una de las 

principales prioridades de Salud Pública el control de la resistencia a 

los antimicrobianos, y en concreto Aeromonas puede conectar 

diversos ambientes debido a su predilección por los sistemas 

acuáticos. Se han descrito cepas con resistencia en diversas especies, 

incluyendo una cepa de A. caviae productora de carbapenemasa VIM 

(Adler et al., 2014), aunque la presencia de múltiples determinantes de 

resistencia está asociado con cepas de origen hospitalario (McNicol et 

al., 1980, Motyl et al., 1985, Awan et al., 2009, Chen et al., 2014 

Esteve et al., 2015), siendo escasa la representación en cepas de 

origen ambiental (Carvalho et al., 2012, Marti y Balcazar, 2012, 

Maravić et al., 2013, Vincent et al., 2015). En nuestra serie no hemos 

detectado cepas con multiresistencia, si bien la mayor parte de los 

fenotipos de resistencia a -lactámicos se justifica por la expresión de 

la betalactamasa cromosómica que posee de forma intrínseca todo el 
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género (Walsh et al., 1995). A pesar de que detectamos algunas cepas 

con resistencia a carbapenems, el test de Hodge fue negativo en todas 

ellas, descartando la producción de otras carbapenemasas.  

Otro de los puntos importantes en el que se ha centrado esta 

tesis, es el estudio de los determinantes de virulencia y las diferencias 

en las cepas según su origen. Los resultados mostraron que las cepas 

de origen clínico acumulan más cantidad de determinantes de 

virulencia, particularmente las especies A. veronii y A. hydrophila. Las 

enzimas extracelulares identificadas en mayor proporción en nuestro 

estudio resultaron ser la enolasa, las enterotoxinas citotóxicas y las 

enzimas que forman parte del sistema de secreción tipo III (T3SS) 

AscV y AexT, respectivamente. A pesar de que no se detectó la 

presencia de los genes de la hemolisina ahh1, pudimos corrobar la 

producción fenotípica de hemolisina en 10 cepas. Se han descrito β-

hemolisinas y α-hemolisinas en Aeromonas (Erova et al., 20017; 

Jiménez, 2007), que como cualquier otro factor, su expresión puede 

estar condicionada por las condiciones de crecimiento (Jiménez et al., 

2008; Tomás 2012). 

La diversidad genética de las cepas también es un aspecto 

importante que nos ayuda a entender la epidemiología global de los 

microorganimos. En ese sentido hemos estudiado la diversidad de 

nuestra colección con dos herramientas de tipado molecular: PFGE y 

MLST. La alta diversidad genética que hemos encontrado nos permite 

rechazar la posibilidad de una fuente común de contagio, e incluso de 

la existencia de una situación de brote en el hospital. De hecho, 

podemos estar seguros de que todas las cepas proceden de fuentes 

diferentes y de un ambiente relacionado con la comunidad.  

El esquema de MLST para Aeromonas se describió en 2011 

(Martino et al., 2011), considerando que el número de taxones se ha 
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incrementado en la última década con más de 20 especies descritas, 

pero que en algunos casos, la validez de la designación no ha sido 

universalmente aceptada (Carnahan et al, 2005). En la base de datos 

disponible en internet no existen muchos registros, y todas las 15 

cepas que se tiapron con MLST no se correspondieron con ninguna de 

las cepas anteriormente descritas, siendo muchos de los alelos de 

nuestras cepas también nuevos. Los métodos moleculares basados en 

la secuenciación nucleotídica del ADN son ampliamente aceptados 

debido a su reproducibilidad, simplicidad y por presentar un poder 

discriminatorio alto. En nuestro caso decidimos ampliar el estudio con 

la construcción de árboles filogenéticos usando los concatenados de 

los genes del MLST. Este análisis nos ha permitido ver que nuestras 

cepas no tienen ninguna agrupación y están distribuídas entre los 

grupos filogenéticos del género.  

Finalmente nos propusimos estudiar un importante componente 

estructural de las cepas como es el lipopolisacárido, comparando su 

estructura en las 15 cepas que habían sido tipadas por MLST. Los 

resultados mostraron una estructura de lipopolisacárido mucho más 

compleja en las cepas invasivas que en las causantes de diarrea, 

reforzando la idea de que esta estructura participa como un factor de 

virulencia más (Tomas 2012). En este sentido también la adhesión a 

células eucariotas es un proceso clave, ya que si no es suficiente, la 

bacteria nunca va a poder ejercer su patogenicidad. Diferentes 

factores pueden participan en el proceso de adhrencia como el flagelo 

polar, el lipopolisacárido y otras adhesinas (Merino et al., 1997, 

Thornley et al., 1997, Rabaan et al., 2001). Se ha visto que mutantes 

no flagelados, cepas sin flagelos o la aglutinación de estos con 

anticuerpos anti-flagelina reducen tanto la adhesión como la invasión 

(Gavín et al., 2003). El estudio de adhesión a líneas celulares Caco-2 

se realizó en 6 cepas, comprobando que tenían un escaso poder de 
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adhesión, y ningún efecto citotóxico, destacando una cepa de A. 

hydrophila de bacteriemia con mayor capacidad de adhesión que el 

resto de las cepas.  

Finalmente podemos resumir que en nuestro Hospital en los 

últimos años hemos detectado un aumento del diagnóstico de 

Aeromonas en muestras de coprocultivo, manteniéndose estable el 

número de cepas invasivas. Hemos detectado fallos en la identificación 

de especie en la etapa previa a la incorporación del MALDI-TOF, y se 

ha descartado la presencia de la especie A. dhakensis en las muestras 

invasivas de los últimos años mediante la secuenciación de un 

fragmento interno del gen 16S rADN. A. hydrophila (84%) y A. veronii 

(12%) son las especies más relevantes en nuestra serie, existiendo 

una asociación entre A. veronii (60%) y las muestras invasivas. Las 

cepas estudiadas no presentaron determinantes de resistencia a los 

antibióticos, aunque sí se observó una mayor acumulación de factores 

de virulencia en las cepas clínicas (n=28) que en las de origen 

ambiental (n=12). El tipado molecular de las cepas mediante PFGE 

(n=40) y MLST (n=15) nos permitió asignar linajes genéticos diferentes 

y rechazar la hipótesis de un fuente de contagio común. Cabe resaltar 

que para el tipado de MLST se eligieron 15 cepas clínicas de 

coprocultivo y hemocultivos con la mayor acumulación de factores de 

virulencia. En estas mismas 15 cepas se analizó la estructura de su 

lipopolisacárido, observando una mayor complejidad en las cepas 

invasivas. En el estudio de la adherencia a líneas celulares en 6 cepas 

pudimos observar una mayor adherencia en la cepa 40 de 

hemocultivos, no existiendo en ningún momento efectos citotóxicos en 

ninguna de las 6 cepas analizadas.  
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1. La prevalencia de la infección por Aeromonas en el Hospital 

Universitario Ramón y Cajal se ha mantenido estable durante los  

últimos 19 años, aunque se ha detectado un aumento en el 

número de muestras de heces con diarrea positivas para este 

microorganismo. 

 

2. Aeromonas hydrophila es la especie más prevalente en las 

muestras clínicas seguida por Aeromonas caviae, sin embargo no 

hay que descartar la especie A. veronii como un potencial 

patógeno, ya que ésta especie está presente en todos los aislados 

de los distintos orígenes. 

 

3. La metodología de Wider no identifica adecuadamente las 

especies del género Aeromonas, mientras que el sistema MALDI-

TOF se correlaciona completamente con la secuenciación 

nucleotídica de un fragmento del gen 16S ADNr siendo éstos dos 

últimos congruentes y concordantes. 

 

4. Las cepas de nuestra colección no presentan resistencia a los 

antibióticos, exceptuando a las cepas de Aeromonas veronii de 

origen ambiental con resistencia a los carbapenems, 

probablemente debido a una hiperexpresión de su metalo-beta-

lactamasa cromosómica. 

 

5. Las cepas aisladas de muestras clínicas portan mayor número de 

genes de virulencia, en comparación que las ambientales, siendo 

las especies A. veronii y A. hydrophila las que acumularon más 

genes con independencia del origen. 
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6. Mediante la técnica de electroforesis de campo pulsado, PFGE, se 

observó una gran diversidad genética en las cepas analizadas que 

descarta una fuente común de contagio. 

 

7. Esta alta diversidad genética también ha sido demostrada 

mediante MLST, describiéndose 15 nuevas STs que no habían 

sido previamente detectadas. El análisis filogenético de nuestras 

cepas con el resto de la base de datos internacional, ha 

demostrado que no existe ninguna relación genética entre los 

aislados. 

 

8. La caracterización del lipopolisacárido demuestra que es una 

estructura cepa-dependiente, con lo cual se necesitan analizar de 

forma separada y que puede ser utilizado para clasificar a las 

especies de Aeromonas por debajo del nivel de especies. 

 

9. Las cepas analizadas en este estudio no presentan capacidad 

para invadir e internalizarse dentro de las células Caco2 

diferenciadas a mucosa intestinal, solo se destaca un aislado de   

A. hydrophila productor de una bacteremia con gran capacidad de 

adhesión a esta línea celular. 

 

10. Finalmente, y a modo de conclusión general, podemos que al igual 

que ocurre en otros microorganismos, la virulencia y patogenicidad 

debe ser demostrada cepa a cepa, ya que generalmente no se 

puede generalizar dentro de una misma especie, y que el estado 

inmunológico del huésped también juega un relevante papel en la 

infección por Aeromonas. 
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