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Introduccion






En las ultimas décadas se ha reconocido al género Aeromonas como
un patdégeno 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 amplian el conocimiento
de su taxonomia, de los factores asociados a su virulencia, asi como
también, de la resistencia a los antibidticos 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 Ultimos afios 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 citolitica, 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
epidemioldgicas 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 clinica 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 neumonias (Tequianez et al., 2005;
Rodriguez et al., 2005; Fatima et al., 2013; Grim et al., 2013).



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 Evolucién Histérica del Género Aeromonas

Muchos microorganismos en los que posteriormente se confirmaria 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 edicién del “Bergey’s Manual of Determinative
Bacteriology” (Schubert, 1974) se reubicé el género Aeromonas desde
la familia Pseudomonadaceae a la familia Vibrionaceae. En esta
publicacioén, el género Aeromonas se dividia en tres especies y cada
una de ellas en distintas subespecies. Posteriormente, en 1984, se
publicé una nueva clasificacién que se refleja en la Figura 1 (Popoff,
1984).

A. hydrophila
Aerqmp nas A. sobria
moviles
A. caviae
A. salmonicida subsp
salmonicida
ASIomonas A. salmonicida subsp.

e o A. salmonicida
inmaéviles achromogenes

A. salmonicida subsp.
masoucida

Figura 1. Clasificacion del género Aeromonas publicada en la primera

edicion 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 vy
Plesiomonas hasta que Colwell en 1986 demostrd, a partir del analisis
de secuencias de los genes 16S ARNr y 5S ARNr y de estudios de
hibridacion ADN-ADN, que en realidad constituye una rama
filogenética diferente y elevo el estatus de género a familia, creando la
familia Aeromonadaceae. La Ultima edicion 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 Ultima con

los géneros Aeromonas, Oceanimonas y Tolumonas.

1.2 Caracteristicas 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 tamafo de
entre 1 y 3,5 um de diametro. Todas las especies, a excepcion de A.
salmonicida, son modviles por flagelacibn polar y no forman
endosporas. Fermentan la glucosa y numerosos hidratos de carbono
con produccién de acido y gas, reducen el nitrato a nitritos, son
resistentes al agente vibriostatico O/129 y no requieren CINa 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 minima de
crecimiento es de 4°C y la maxima de 45°C, siendo 30°C la
temperatura 6ptima con un pH de entre 4,5 y 9,0. Su porcentaje de
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guanina/citosina fluctia entre 57 y 64% (Janda y Abbot, 1998; Sen y
Roger, 2004; Grim et al., 2013).

1.3 Ecologia

Aeromonas tiene una amplia distribucion en numerosos ecosistemas,
aunque generalmente estd en relacion con el medio acuético,
incluyendo todo tipo de aguas (dulces, saladas y/o estancadas)
(Miranda y Castillo, 1998; Rodriguez, 2005, Janda y Abbott 2010, Lu et
al., 2015). Es un patégeno 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; Boltafia et al., 2014; Korkoca et al.,
2014). La especie psicroéfila A. salmonicida es un importante patégeno
de salmonidos 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 patologias
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 lacteos y la pasteleria (Soler, 2003; Ghenghesh et al., 2014;
Hussain et al., 2014). Su presencia en estos alimentos se considera
una contaminacion 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 ndcleos urbanos (Cabrera,
2007; Robertson et al., 2014).
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1.4 Taxonomia

La clasificaciobn taxonomica del género Aeromonas es muy compleja,
ya que desde hace mas de 15 afios numerosos grupos de
investigacibn han descrito nuevas especies y reclasificado otras.
Aeromonas aquariorum se considera que es un sinénimo posterior de
A. hydrophila subsp. dhakensis, y se ha propuesto que esta
subespecie se eleve a especie, denomindndose A. dhakensis
(Martinez-Murcia et al., 2009; Beaz-Hidalgo et al., 2013). Segun datos
obtenidos por Albarral en el 2013, la clasificacion actual de Aeromonas
es la que se muestra en la Figura 2. Este género ademas muestra una
gran diversidad genética que representa en la Figura 3. Las nueve
especies estudiadas en este trabajo se han destacado con un circulo
rojo.

Dominio: Bacteria

Filum: Proteobacteria

Figura 2. Taxonomia actual de Aeromonas
(Adaptada de Albarral, 2013).
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Figura 3. Diversidad genética del género Aeromonas. En circulo rojo
se marcan las especies aisladas en este estudio (adaptada de Mifiana-
Galbis et al., 2009).

1.5 Patogenicidad y Epidemiologia

Algunas especies de Aeromonas son de interés clinico por causar
diferentes infecciones, tanto en animales como en personas, y por ser

consideradas como patdgenos oportunistas emergentes.
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En los Ultimos afios Aeromonas esta adquiriendo importancia
como patdgeno 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
etiologicos de numerosas patologias en peces de interés en
acuicultura, causando infecciones que suponen importantes pérdidas
econdémicas (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 hemorragica que se
caracteriza por la presencia de pequeilas lesiones superficiales,
precedidas a menudo por la pérdida de escamas, hemorragias en

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

inflamacion de higado y rifion (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; Gémez-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 habia 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
enteropatdgeno no esta claro, debido a la existencia de portadores
asintomaticos, 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 dificil

localizar el foco de la infeccion, ya que se encuentran en aguas,
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alimentos y suelos. Las infecciones por Aeromonas se adquieren
principalmente por consumo de agua o0 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 declaracién obligatoria, aunque
en ocasiones pueden prolongarse durante mas de dos semanas
pudiendo llegar a ser crénica. Una pequefia parte de los enfermos
sufren nauseas, vomitos, fiebre y calambres abdominales, en cambio
un tercio de los enfermos sufren colitis (Liesenfeld et al., 1993; Von
Graevenitz, 2007; Luca et al., 2011; Tomas, 2012).

1.6.2.2 Bacteriemias

La principal infeccion invasiva producida por Aeromonas es la
bacteriemia, y mas del 80% de los casos se producen en enfermos
inmunodeprimidos principalmente con trastornos mieloproliferativos o
enfermedad hepatica crénica (Wu et al., 2007; Luca et al., 2011;
Tomas, 2012).

Los sintomas mas 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 pequefio de casos. La
mayoria 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 hemoalisis.
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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 manifestacibon mas comun de las
infecciones de tejidos blandos causadas por Aeromonas y a menudo
estdn 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 afectacion muscular, de tendones,
articulaciones y huesos. En personas sanas la infeccién se produce
por contacto con aguas, suelos u objetos contaminados (Chao et al.,
2012).

El sindrome urémico hemolitico ocurre cuando una infeccién en el
aparato digestivo produce sustancias téxicas que destruyen los
glébulos rojos, causando anemia hemolitica, trombocitopenia y dafio
renal agudo. Este sindrome es producido por la toxina Shiga, tipica de

Shigella dysenteriae y de E. coli 0157: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 infeccion hospitalaria 0 nosocomial se define como aquella que se
adquiere durante la estancia hospitalaria del paciente, y cuya
deteccion 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 aplicacion de
sanguijuelas tras realizar una cirugia reconstructiva. A pesar de que se
ha demostrado que éstos ectoparasitos estdn constantemente
colonizados por Aeromonas se siguen utilizando para la descongestion
vascular post cirugia plastica (Rodriguez, 2005; Grim et al., 2013).

En las dltimas inundaciones en Nueva Orleans, producto del
huracan Katrina, la frecuencia de los aislamientos por Aeromonas
aumentdé considerablemente, representando un problema de Salud
Publica (Tomas, 2012).

Su papel oportunista se ha documentado en un paciente con
leucemia linfocitica crénica que desarrollé una fascitis necrotizante y
un fallo multiorganico por una infeccion por A. sobria, que finalmente

causo 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 antibidticos se han utilizado las especies mas frecuentes como A.
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hydrophila, A. caviae y A. sobria, existiendo pocos datos de las
especies mas 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 evalué la prevalencia de la resistencia a los antibiéticos en
aislados de una planta de tratamiento de aguas residuales en
Sudafrica, observaron una resistencia intrinseca para los antibiéticos
betalactamicos y una sensibilidad variable para otros antibi6tivos como
ciprofloxacina, cloranfenicol, acido nalidixico, gentamicina y minocilina
(Isoken et al., 2012).

Estos autores sefalaron también que la resistencia intriseca a los
beta-lactamicos se debe a la expresibn de una beta-lactamasa
cromésomica que confiere resistencia a ampicilina, ticarcilina y
carbenicilina y un elevado porcentaje, a la cefazolina. La asociacion de
amoxicilina-acido clavulanico tiene actividad variable, segun el aislado;
la piperaciclina es mas activa que las carboxi-penicilinas y su actividad
no se modifica en la asociacién con tazobactam (Loza et al., 2003).
Las cefalosporinas de segunda generacién presentan una actividad
variable mientras que las cefalosporinas de tercera y cuarta
generacion, el aztreonam y los carbapenems son activos frente a la
mayoria de los aislados de esta especie. A. hydrophila al igual que A.
veronii subsp. sobria y Aeromonas jandaei, entre los aislados clinicos
mas estudiados, produce tres beta-lactamasas cromosomicas
inducibles genéticamente y co-reguladas: una cefalosporinasa, CepH,
del grupo 1 (pl: 6,6; clase molecular C); una penicilinasa, AmpH, del
grupo 2d (pl: 8,0; clase molecular D) y una carbapenemasa, ImiH,
metalo-betalactamasa del grupo 3 (pl: 8,9 clase molecular B subgrupo
B2). En condiciones normales (ausencia de induccion/hiperexpresion)

20



el nivel de expresion de estas enzimas es bajo. Las tres beta-
lactamasas de A. hydrophila se caracterizan por tener un espectro
hidrolitico reducido, no superponible, pero la suma de sus actividades,
si es elevada, determina un espectro de resistencia global a todos los
beta-lactdmicos (Dias et al., 2014).

1.7.1 Caracteristicas 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 cataliticas 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 hidrdlisis exclusiva de los carbapenems con una escasa 0
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 i6n Zn*? como cofactor. No hidroliza la nitrocefina, o
lo hace débilmente, por lo que este compuesto no debe utilizarse para
su deteccién (Loza et al., 2003).

1.8 Factores de Virulenciay Mecanismos de Patogenicidad

La virulencia o patogenicidad se define como la capacidad de un
microorganismo para causar infeccion, 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 colonizacion e invasion del
huésped.

b) Factores que contribuyen a evadir la accién inmunitaria del
huésped.

c) Factores que causan dafio al huésped, ya sea por toxicidad
directa o indirecta induciendo una respuesta inflamatoria.

Mientras que los factores que pertenecen a la categoria 12 o 22
son capaces de aumentar la probabilidad de infeccién, los factores
pertenecientes a la 32 categoria determinan la severidad de ésta
infeccion (Salyers, 1994).

La presencia de factores de virulencia en aislados de Aeromonas
es ampliamente conocido, sin embargo aun se desconoce el
mecanismo por el que se produce la patogénesis. La variedad de
manifestaciones clinicas observadas en las infecciones causadas por
Aeromonas concuerda con la idea de que la patogenicidad de estos
microorganismos es multifactorial (Yu et al., 2004; Tomas, 2012).

Los factores de virulencia descritos para este genero 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 exposicién al patégeno, adherencia a la piel o mucosa
del huésped y entrada a través de su epitelio, esto con lleva a la
colonizacion del microorganismo, el cual termina produciendo toxinas
por un lado e invadiéndolo por el otro, para asi provocar finalmente un
dafio a nivel tisular (Albarral, 2013).
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Figura 5. Esquema de la patogénesis de Aeromonas.
(Adaptada de Albarral 2013).

1.9 Productos Extracelulares

La interaccion entre las bacterias patégenas y las células huésped
viene dada, ademas de por los componentes estructurales de éstas
bacterias, por enzimas y toxinas que son secretadas al espacio
extracelular (Soler 2003; Rodriguez et al., 2005; Tomas, 2012). En

Aeromonas existen varias enzimas y toxinas que son caracteristicas,
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entre las cuales cabe destacar las proteasas, lipasas/fosfolipasas,
enolasas, ADNasas, enterotoxinas, hemolisinas, gelatinasas, citotoxina
enterotoxica, sistema de secrecion tipo Il (T3SS) entre otras (Grim et
al., 2013).

No todas las cepas del género Aeromonas producen la totalidad
de toxinas descritas hasta la fecha, ademas, aunque ciertas cepas
posean genes que codifiquen para una toxina en concreto, éste solo se
expresa bajo ciertas determinadas condiciones de crecimiento (Gavin,
2003; Rodriguez 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 oa-hemolisina que se produce
principalmente a 22°C y que es incapaz de lisar completamente los
eritrocitos y una p-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 B-hemolisina para el género y fue
caracterizada y parcialmente purificada en el afo 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 B-hemolisina ha sido designada como AHH1 (Hirono y Aoki,
1991; Wang et al., 2003), cuya secuencia presenta una elevada
similitud con la proteina HIyA de V. cholerae y podria funcionar
formando canales (Wong et al., 1998). Las a-hemolisinas producidas
durante la fase estacionaria del crecimiento causan efectos reversibles
y lisis completa de los eritrocitos, pero no se han relacionado con
propiedades enterotoxigenicas (Thelestam y Ljungh, 1981; Robertson
et al., 2014).
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En cuanto al efecto enterotoxico de las Aeromonas, éste es
regulado por el gen act, el cual fue caracterizado a partir de una cepa
de A. hydrophila, y la proteina presentaba un peso molecular de 52
kDa con actividad hemolitica, lipolitica, citotoxica y enterotoxica, y
producia la muerte en ratones (Castro-Escarpulli et al., 2002; Grim et
al., 2013). A nivel de ADN existe un 75% de homologia entre en gen
aerA y el gen act, sin embargo la regién 5 de ambas secuencias
presentan muchas diferencias (Chopra et al., 1993; Soler, 2003). La
activacion de la toxina act es idéntica a la de la aerolisina, la
enterotoxina 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
citotoxica act de A. hidrophila, que ha sido implicada en el incremento
del factor de necrosis tumoral (TNF) y en la producciéon de
interleuquinas (IL-1) por los macrofagos o las células epiteliales
intestinales, capacidad que puede ser responsable de la patogenicidad
gue muestre el intestino delgado afectado con Aeromonas (Castro-
Escarpulli et al., 2002; Cabrera, 2007).

Las enzimas de tipo citotbnicas presentan un sistema de
actuacion similar al de la toxina colérica, aumentando los niveles del
adenosin monofosfato ciclico (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: termolabiles
(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 secrecion de tipo Il (T3SS) es un sistema de
transporte de proteinas bacterianas, denominadas efectores, al
citoplasma de las células hospedadoras. Las moléculas efectoras
llevan a cabo una amplia gama de actividades bioquimicas y modulan
la funcibn de moléculas reguladoras cruciales para la célula
hospedadora, de manera que son capaces de alterar el citoesqueleto o
inferir en las cascadas de sefializacién intracelular (Vilches, 2008).

Se han identificado cuatro proteinas efectoras del sistema de
secrecion tipo lll (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 (0 AexU),
respectivamente (Vilches et al., 2008). La proteina Aext es una toxina
bifuncional homologa 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 plasmido
termolabil, y en las cepas AH-1, AH-3 y SSU, también se ha observado
gue 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 deleccion anula
la secrecion de la toxina Aext (Burr et al., 2002). Asi mismo se ha
estudiado la presencia de T3SS en diferentes cepas, ambientales y
clinicas, 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 adhesion de las bacterias a los tejidos del huésped es un paso
critico 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 asi la
colonizacion. Los componentes estructurales mas estudiados en
Aeromonas que se han involucrado en el proceso de adhesion y
patogenicidad son los flagelos, los pili, la cépsula, la capa S, el
lipopolisacéarido (LPS), y las proteinas de la membrana externa (OMP)
(Tomas, 2012). Las principales caracteristicas de cada componente se

describen a continuacion.

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
proteinas asociadas (HAPs), que al mismo tiempo se acoplan al motor
localizado en el cuerpo basal, la biosintesis de la estructura completa y
la rotacion del filamento requiere aproximadamente 40 genes
(Cabrera, 2007). La presencia de flagelos laterales confiere a las
bacterias una movilidad de tipo rapido o pululante’swarming”,
propiedad que les permite moverse en superficies sélidas, y que se
han asociado a la formacion de biofilms y a la virulencia de las
bacterias (Albarral, 2013).
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Las Aeromonas mesoéfilas expresan constitutivamente un Unico
flagelo polar y, en un 50-60% de las cepas asociadas a procesos
diarreicos, se observa también la expresion de flagelos laterales (Kirov
et al., 2002; Gavin et al., 2002). El flagelo polar permite la movilidad
por natacion (swimming) en ambientes liquidos, mientras que los
flagelos laterales son responsables de la movilidad en crecimientos en
medios solidos o semisélidos (Jiménez et al., 2009). En la Figura 6 se
observa el sistema flagelar en Aeromonas, multiples flagelos laterales

y un flagelo polar.

A

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 infeccién, entre las que cabe destacar la
adhesion a células eucariotas, la colonizacién del hospedador y la

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

Los pilis son estructuras que al igual que los flagelos tienen funcion de
adherencia a otras bacterias o0 a la célula huésped. Estas estructuras
se forman a partir de subunidades proteicas llamadas pilinas y pueden
ser diferenciadas del flagelo porque tienen un diametro 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 mas
estudiado en Aeromonas y se ha determinado que éstos son
importantes para la colonizacién intestinal, implicados en las primeras
fases de adhesion a células intestinales, éstas se han encontrado en
cepas de origen clinico y ambiental (Jiménez et al., 2008; Tomas,
2012).

En Aeromonas mesdfilas se han descrito dos tipos de fimbrias o
pili: 1) fimbrias cortas o rigidas (S/R, Short/Rigid), presentandose en un
alto namero por célula bacteriana, y 2) fimbrias largas y flexibles (L/W,
Long, Wavy), que se encuentran en bajo numero (Béchet y Blondeau,
2003, Tomas, 2012).

1.10.3 Capsula

La capsula es una estructura formada por polisacaridos (disacaridos y
trisacaridos) 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
accion del complemento, puede actuar como barrera frente a
moléculas hidrofébicas toxicas 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 capsula recubre la membrana externa de la bacteria, esta
altamente hidratada (~95% es agua) y se compone de repeticiones de
monosacaridos unidos entre si mediante enlaces glicosidicos, dando
lugar a polisacaridos capsulares (CPS) que pueden ser
homopolimeros o heteropolimeros (Jiménez, 2008; Tomas, 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 formacion del complejo de
ataque a la membrana. También se ha utilizado para la clasificacion de
las especies dentro de un mismo género debido a sus propiedades
antigénicas (antigenos K) (Roberts, 1996; Jiménez, 2007, Tomas,
2012).

1.10.4 La Capa o Lamina 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 colonizacién del mismo. La capa o lamina S esta
formada por subunidades proteicas a través de los lipopolisacaridos
(LPS) (Yafiez, 1998), y se ha detectado en Aeromonas que se asocian
a patologias en humanos y que suelen causar enfermedades
extraintestinales (Soler, 2003; Tequianez et al., 2005; Tomas, 2012)
(Figura 7).

Debido a su posicion, cumple distintas funciones bioldgicas: esta
implicada en adhesion y proteccion frente a la fagocitosis, presenta
propiedades antigénicas, y es el lugar de anclaje de exoenzimas

hidroliticas y receptor de bacteriéfagos, entre otras (Beveridge et al.,
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1997). Hasta el momento, todas las cepas de Aeromonas que poseen
lamina S tienen en comun la presencia de un lipopolisacarido (LPS)
que contiene polisacaridos O de longitud de cadena homogénea en su
superficie celular, y este hecho ha llevado a especular sobre la posible
implicacion del LPS en la unién de la ldmina S a la superficie celular
bacteriana (Kokka et al., 1990; Esteve et al., 2004; Tomas, 2012).

Figura 7. Tincion de lamina S de A. hydrophila (Noonan, 1997).

1.10.5 Lipopolisacarido

El lipopolisacarido (LPS), también conocido como endotoxina, es una
molécula glucolipidica que representa la estructura mayoritaria de la
membrana externa de la mayoria de las bacterias Gram-negativas
(Funhara y Nikaido, 1980) (Figura 8). Es una molécula anfipatica
constituida por una region polisacarida (polar) unida covalentemente a
una estructura lipidica (apolar), altamente conservada, denominada
lipido A, que le permite el anclaje a la membrana.
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Figura 8. Estructura y disposicion del LPS en la membrana de

las bacterias Gram-negativas (Jiménez, 2008).

La fraccion polisacarida suele constar de 2 partes; una
oligosacarida interna y conservada, unida al lipido A, conocida como
nacleo del LPS, que se puede subdividir como nucleo interno y ndcleo
externo; y otra polisacaridica mas externa y variable, anclada al nucleo
y denominada polisacarido O, cadena lateral O, antigeno O, por sus
caracteristicas inmunogénicas (Jiménez et al.,, 2009). El antigeno O
consiste en la repeticién de una subunidad oligosacaridica basica que
varia en funcion de las diversas especies y serotipos y que puede
estar formada por un unico tipo de monosacarido, o por diferentes,

constituyendo subunidades lineales o ramificadas.

Estas tres regiones (lipido A, nucleo del LPS y antigeno O),
también se diferencian en sus rutas biosintéticas, en las agrupaciones

génicas implicadas en su biosintesis y en el grado de conservacion
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(Jiménez et al., 2009; Tomas, 2012). La variabilidad estructural del
LPS disminuye gradualmente desde el antigeno O al lipido A. La
elevada conservacién de las caracteristicas generales del lipido A y del
ndcleo interno puede ser reflejo de las restricciones impuestas por su
papel en el que es responsable de su actividad endotoxica (Rietschel
et al., 1996) y puede llegar a provocar una importante inflamacion

sistémica conocida como shock séptico o endotoxemia.

Las moléculas de LPS, que se liberan durante la divisibn o
muerte bacteriana, provocan la activacion del sistema inmune para
hacer frente a la infecciébn. Sin embargo, en algunos casos, la
activacion continuada e incontrolada produce una respuesta excesiva
en la secrecion 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 concentracion de citoquinas
proinflamatorias en sangre, especialmente del TNF-a (Tumoral
Necrosis Factor a), principal causante de los efectos patolégicos del
shock séptico, tales como dafios en el endotelio, pérdida del tono
vascular, coagulopatias e insuficiencia multiorganica que, muchas

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

Por otro lado, la presencia de las cadenas polisacaridicas del
antigeno O facilita el proceso inicial de adhesién y colonizacién a las
mucosas epiteliales (Merino et al.,, 1996). Ademas actla de barrera
fisica impidiendo la correcta activacion del complemento, confiriendo
resistencia a la actividad bactericida del suero no inmune, debido a
que sobre las cadenas mas largas del antigeno O del LPS, no
recubiertas por el polisacarido capsular, se deposita el componente
C3b del complemento lejos de la membrana, lo que previene la

formacion 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 Lipido A

El lipido A es el responsable de las propiedades endotoxicas del LPS 'y
constituye su punto de anclaje hidrofébico en la membrana externa de
la mayoria de bacterias Gram-negativas. Es la regibn mas conservada
del LPS, con pequefias variaciones interespecificas. 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 proteinas de esta membrana de forma
especifica, de manera que probablemente contribuye a su correcto
plegamiento (Ferguson et al., 2000; Tomas, 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 toxico de la
endotoxina, se ha desarrollado un gran interés en su biosintesis, con el
fin de analizar los motivos implicados en su toxicidad y desarrollar
nuevos farmacos contra el shock séptico (Rietchel et al., 1996; Onishi
et al., 1996). La mayoria de las bacterias Gram-negativas sintetizan un
lipido A muy similar al de Escherichia coli; su estructura basica

consiste en un disacarido de glucosamina (GIcN) (Tomas, 2012).

Aunque la estructura del lipido A presenta un alto grado de
conservacion, puede verse modificada como respuesta a cambios
ambientales. Muchas de las enzimas necesarias para la modificacion
covalente de lipido A se sitian en el periplasma o en la membrana
externa, a diferencia de las enzimas implicadas es su biosintesis
(Raetz et al., 2007).
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1.10.5.2 Nucleo

El ndcleo del LPS es un oligosacarido heterogéneo unido al lipido A,
en bacterias que producen LPS de tipo S, se encuentra dividido en dos
regiones: el nucleo interno, proximo al lipido A, y el nicleo externo,
donde normalmente se une el antigeno O. Algunos patégenos de las
mucosas, como Neisseria, Haemophilus, Actinobacillus, Pasteurella,
Moraxella o Campylobacter producen una molécula denominada
lipooligosacérido (LOS) que contiene un nucleo interno desde el que
se extiende una o mas ramificaciones mono u oligosacaridicas, que
equivaldrian al nucleo externo, y carecen de antigeno O (Jiménez et
al., 2009; Tomas, 2012).

El nlcleo del LPS estd implicado de forma indirecta en la
virulencia al ser el lugar de anclaje del antigeno O, aunque también se
ha descrito una posible relacion con la adhesion de ciertas bacterias a

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

Dentro de un género o familia bacteriana, la estructura del nucleo
interno tiende a estar bien conservada. Las similitudes estructurales en
bacterias lejanamente relacionadas se atribuyen a su importante papel
en la organizacion de la membrana externa (Heinrichs et al., 1998;
Jiménez et al., 2009).

El ndcleo externo muestra una mayor diversidad estructural por la
exposicion a las presiones selectivas del medio, de bacteriofagos y del
sistema inmune del hospedador. Sin embargo, esta variabilidad dentro
de una especie, o0 incluso un género, es limitada en comparacién con
la hipervariabilidad del antigeno O, lo que ofrece la posibilidad de
utilizar el nucleo 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 biosintesis del nucleo del LPS han
sido identificados en un elevado numero de bacterias, pero la
asignacion de una funcién a las proteinas que codifican se ha llevado a

cabo en muy pocos casos.

No obstante, la caracterizacion quimica de mutantes en genes
especificos del LPS y los estudios de complementacion realizados en
algunas bacterias, han permitido asignar funciones especificas 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 Antigeno O

El antigeno O es un polisacarido de la superficie bacteriana unido,
frecuentemente, a un residuo terminal del nucleo externo que consiste
en una serie de repeticiones, entre 10 y 30 normalmente, de una
subunidad oligosacaridica basica, Illamada unidad O, que
generalmente contiene de 2 a 6 residuos de azucares (Reeves et al.,
1996). Existe variabilidad en el numero 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 tamafo, lo que
produce el caracteristico patron de migracion en “escalera” al
visualizarlas mediante electroforesis en geles de poliacrilamida con
dodecil sulfato sédico (SDS-PAGE). Cada banda o “escaldn” superior
representa una molécula de nucleo-lipido A con una unidad O
adicional respecto al interior, y el espacio entre cada uno de ellos esta
determinado por el tamafio de esta subunidad, manteniendo cada cepa

36



un patron de distribucion de longitudes de cadena especifico (Whitfield
et al., 1997).

El antigeno O es la parte mas externa, inmunogénica y variable
del LPS. Es uno de los componentes de la bacteria que esta sometido
a una mayor presion selectiva, ya que actla como receptor para
bacteriéfagos y es también importante en la respuesta inmune del
hospedador, quedando reflejada en la elevada variabilidad estructural
gue presenta tanto a nivel de la naturaleza, como en el orden y en los
enlaces de los diferentes azlucares que lo constituyen. Esta variabilidad
se puede detectar mediante métodos inmunolégicos, lo que ha
permitido agrupar las cepas de una especie bacteriana en diferentes
serotipos (Tomas, 2012; Merino et al., 2012; Turska-Szewczuk et al.,
2013).

El antigeno O se trata de un importante factor de virulencia que
proporciona a la bacteria una capa superficial hidrofilica que puede
enmascarar importantes epitopos antigénicos conservados de la
membrana externa y que es capaz de conferir resistencia a la actividad
bactericida del complemento, en funcion de la cantidad de moléculas
de LPS con antigeno O, asi como de la longitud de esta cadena
polisacaridica. Por otro lado, también se ha descrito, en muchas
bacterias patdgenas, el papel que juega como adhesina v,
consecuentemente, su importancia en la colonizacién de las mucosas
del organismo hospedador (Merino et al., 1996; Jiménez et al., 2009;
Tomas, 2012).

1.11 Adherencia Bacteriana

La adhesion bacteriana a lineas celulares es un proceso reversible,

complejo y que se encuentra influenciado por numerosos factores y
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gue constan fundamentalmente de dos etapas. En la primera, se lleva
a cabo una adhesion inespecifica y reversible, basada en interacciones
hidrofébicas y electrostaticas, que es seguida por una segunda etapa,
en la que se lleva a cabo una union irreversible y especifica que dara
origen a la infecciéon. (Konkel et al., 1997; Busscher y Weerkamp,
1987; Beachey et al., 1981).

Para que un patdégeno se adhiera a una célula hospedadora se
requiere de receptores en la superficie celular, por lo general formados
por glicoproteinas o glicolipidos, y de adhesinas, que son
componentes macromoleculares y tipicamente proteicos de la
superficie celular bacteriana, y que interactian con la parte glucosidica
de los receptores del hospedador. Las adhesinas y los receptores
suelen interactuar de manera complementaria y especifica (Finlay y
Falkow, 1989), aunque por lo general cada patégeno es capaz de
expresar mas de un tipo de adhesina (Ofek et al., 2003). Solamente las
bacterias que logran adherirse de manera irreversible podran invadir

posteriormente (Jones et al., 1981).

Diversos estudios realizados in vivo e in vitro en distintas lineas
celulares de mamiferos, han confirmado el potencial de adherencia e
invasion de Aeromonas (Kirov, 1997; Janda y Abbott, 1998).

A modo de resumen podemos decir que tanto la adherencia como
la produccibn 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 relacion entre los factores de virulencia y
patogenia de la infeccion, especialmente en cuadros de gastroenteritis
(Kirov 1997; Janda y Abbott 1998).
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2.1 Hipotesis de Trabajo

Los aislados de las especies de Aeromonas presentes en muestras
clinicas humanas que producen cuadros invasivos, poseen factores de
virulencia y mecanismos de patogenicidad distintos a las muestras
medio ambientales, y ademas corresponden a linajes genéticos

diferentes.

2.2 Objetivos

2.2.1 Objetivo General

Caracterizar fenotipica y genotipicamente una coleccion de cepas de

Aeromonas de distintos origenes en relacion con su patogenicidad.

2.2.2 Objetivos Especificos

1 Analizar la prevalencia de las infecciones invasivas causadas por
Aeromonas en el Hospital Universitario Ramén y Cajal de Madrid
durante el periodo 1996-2014.

2 Crear una coleccion de cepas diferentes origenes, incluyendo
cepas aisladas en muestras clinicas humanas (coprocultivos y
sangre) y también aislados ambientales de aguas de rios 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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Tipificar molecularmente mediante la técnica de Electroforesis en

Campo Pulsado (PFGE) las cepas de la coleccion.

Analizar la diversidad poblacional mediante la técnica de

MultiLocus Sequence Typing (MLST).

Comparar la estructura del lipopolisacarido entre las cepas con

mayor virulencia.

Evaluar la capacidad de adhesion e invasion a lineas celulares

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

Infeccion por Aeromonas en un Hospital Terciario

Se recogieron los datos clinicos de las muestras clinicas positivas para
Aeromonas procesadas en el Servicio de Microbiologia del Hospital
Universitario Ramon y Cajal de Madrid en un periodo de 18 afios
(1996-2014). Estos datos se encuentran depositados en una base de
datos interna y codificada del propio Servicio. La recogida de datos se
llevé a cabo con los requerimientos éticos habituales y manteniendo el

anonimato de los pacientes.

3.2 Cepas Bacterianas

Se cred una coleccion de cuarenta cepas (n=40) de diferentes
origenes: cepas ambientales del Rio Loa, Antofagasta en Chile (n=6),
cepas ambientales de aguas residuales de la ciudad de Tunez en
Tanez (n=5), cepas de origen clinico centro del Servicio de
Microbiologia del Hospital Universitario Ramén y Cajal (n=29),
causando diarrea (n=19), bacteremia (n=9), y neumonia (n=1) en el
afio 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 coleccion se mantuvo congelada a -70°C en leche

semidescremada esterilizada.

3.3 Identificacion bacteriana mediante MALDI-TOF MS

Esta técnica recibe este nombre por sus siglas en inglés Matrix-
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Assisted Laser Desorption lonization  Time-Of-Flight Mass
Spectrometry (Hillenkamp y Karas, 1990). El flujo de trabajo para la

identificacion de las cepas se resume en la Figura 9.

Se utiliz6 este sistema como técnica principal para la
identificacion de las especies bacterianas pertenecientes al género
Aeromonas. Las colonias crecidas, no mas de 24 horas, se
depositaron sobre la tarjeta metélica y se extendieron adecuadamente.
Posteriormente, se afadiéo 0,7 ul de matriz y se dejé secar al aire.
Finalmente se introdujo la placa con la muestra en el sistema y
mediante la comparacion de los espectros de masas generados con

los de la libreria se obtuvo la identificacién de la especie bacteriana.
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directadela
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ala placa

==
Muestra \
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v
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Figura 9. Esquema de trabajo de MALDI-TOF MS (Bruker, Alemania).
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3.4 Sensibilidad Antibi6tica

Las pruebas de sensibilidad definen la actividad in vitro de un
antibidtico frente a un microorganismo determinado e indican la
concentracion necesaria para inhibir el crecimiento de una poblacion
bacteriana. La determinacion de sensibilidad a diferentes agentes
antimicrobianos de la coleccidon de microorganismos estudiada se
realiz6 mediante la técnica de microdilucion utilizando el sistema semi-
automatizado de paneles WIDER (Fco. Soria Melguizo, Madrid)
(Figura 10).
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Figura 10. Sistema Wider con los resultados de un

panel de microdilucion en la pantalla del ordenador.

Este sistema proporciona paneles de multipocillos en los
gue existen distintas concentraciones de antibidticos
liofilizados y también una bateria de pruebas bioquimicas con

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

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

La lectura e interpretacion de los paneles se realiza de
forma automatica, y el software devuleve un informe en que el
se puede encontrar la identificacion obtenida con las pruebas
bioquimicas y los valores de concentracion minima inhibitoria
(CMI) para cada uno de los antibidticos 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 produccion 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 dilucion 1/10 de un in6culo 0,5 Mac Farland en agua
destilada o solucion salina con el que se siembra una placa de Mueller-
Hinton. A continuacion 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 estria 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
reduccion del halo de inhibicién 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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inhibicién 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 realiz6 en 17 cepas de nuestra coleccién en las
gue se habia observado en los paneles Wider un fenotipo de
resistencia a antibioticos beta-lactamicos y carbapenems compatible
con el de la existencia de una carbapenemasa.

3.6 Extraccién de ADN, Amplificacién y Secuenciacion Sanger

Para la extraccion de ADN total se utilizé el método comercial Dneasy
Blood and Tissue Kit (Qiam GmbH, Hilden, Alemania) siguiendo las

recomendaciones del fabricante y utilizando columnas de silice. El
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ADN se eluy6é con agua estéril. En ocasiones también se utilizaron
métodos mas rapidos como la inoculacion de una colonia directamente
en el tubo de PCR o el sobrenadante de una suspension de cultivo
bacteriano tras hervirlo durante 5 minutos y centrifugarlo a 14.000 rpm

durante 5 minutos.

La amplificacion 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 pl
y la mezcla se componia de dos cebadores (5 pmoles del cebador
Forward y 5 pmoles del cebador Reverse), 2,4 ul de dNTP (10mM de
dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 1,5 pl de 10X buffer, 0,2 ul de la enzima
Taq polimerasa (Roche, Suiza), 1 ul de ADN y agua milli-Q estéril

hasta completar el volumen final de 15 pl.

Los productos de amplificacién se separaron por electroforesis
convencional en un gen de agarosa al 1% disuelta en tampén TBE
(0,5X) (Tris Borato, EDTA) y se visualizaron por tincién en bromuro de
etidio a una concentracion final de 0,2 pg/ml. EI bromuro de etidio es
un agente que se intercala en el ADN y que permite visualizar las

moléculas de acido nucleico mediante luz ultravioleta.

Los productos de amplificacion obtenidos mediante PCR se
purificaron con ExoSAP-it putification Kit (USB CORP, Cleveland, OH,
EEUU) y fueron enviados para su secuenciacion a la empresa

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

automatico 373XL DNA sequencer (Applied Biosystems, Foster, CA,
USA). El analisis de las secuencias nucleotidicas se realizO mediante
el programa Chromas Lite (version 2.1, Technalysian pty. Ltd,

Tewantin, Australia).
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3.7 Deteccidn de Genes de Virulencia

En los 40 aislados de la coleccién testamos la presencia de 7 genes de
virulencia: ahhl (hemolisina extracelular), asa (hemolisina), act
(enterotoxina citotoxica), ast (enterotoxina citotonica termoestable),
ascV (sistema de secrecion tipo Ill), eno (enolasa) y aexT (ADP-
ribosilada) mediante PCR con cebadores especificos 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.

Cebador Secuencia Producto Tamarfio pb

ahh1l-F gccgagcegceccagaaggtgagtt Hemolisina 130

ahh1l-R gagcggctggatgceggttgt extracelular

asa-F taaagggaaataatgacggcg -

asa-R ggctgtaggtatcggttttcg Hemolisina 249

act-F agaaggtgaccaccaagaca Enterotoxina 239

act-R aactgacatcggccttgaactc citotéxica

ast-F tctecatgcttcecttccact Enterotoxina

ast-R tgtagggattgaagaagce citotoxica 331
glgtagggatigaagaageeg termoestable

ascV-F ctcgaactggaagagcagaatg Sistema de 577

ascV-R gaacatctggctctccttctcgatg secrecion tipo Il

eno-F cgccgacaacaacgtcgacatc

eno-R cttgatggcagccagagtttcg Enolasa 598

aexT-F atgcagattcaagcaaacac .

aexT-R ttgccgatccactctttgat ADP-ribosilada 226

Los productos de amplificacion se visualizaron en una
electroforesis con un gel de agarosa al 1% y se fotografiaron en un
transiluminador GelDoc (BioRad). Al menos uno amplicon por cada
gen se purificd y se secuencié para usarlo como control positivo en las

siguientes reacciones.
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3.8 Tipado Molecular

El analisis de clonalidad de las 40 cepas de Aeromonas se realizo
mediante las técnicas de tipificacion molecular de electroforesis en
campo pulsado 6 Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) siguiendo
los esquemas descritos para esta especie bacteriana. También se
realiz6 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
variacion de la electroforesis en gel de agarosa en la cual la
orientacion del campo eléctrico no es unidireccional sino que la
direccion es alternante.
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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 patron de bandas de un gel
después de haberlo tefiido en bromuro de etidio.
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Este cambio periddico en la direccion de migracion 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
tamafo de 10 a 800 Kb (Figura 12). El protocolo que se utilizé en esta

técnica se detalla a continuacion:

1) Se inoculd una colonia de cada aislado en 1 ml de caldo Luria Broth
(LB) (Oxoid, LTD., Basingstoke, Hampshire, R.U) y se incubd
durante 16 horas a 30°C.

2) El cultivo obtenido se centrifug6 a 4.000 rpm durante 10 minutos y el
sedimento se resuspendié en 100 ul de solucion estabilizadora TBE
5x.

3) Los 100 ul de esta suspension se mezclaron con 100 ul de agarosa
al 1,2% (Pulsed Field Certificated, BioRad) + 10% de SDS, dicha
mezcla se deposité en moldes adecuados y se enfrié a 4°C durante

10 minutos.

4) Los bloques de agarosa formados se depositaron en tubos con 1 ml
de solucion de lisis (50 mM Tris-CIH pH8, 50 mM EDTA pH 9,5, 1%
sarcosyl y proteinasa K 1 mg/ml) y se incubaron durante 16 horas a
56°C con agitacion. Posteriormente, la solucion de lisis se decantd y
se sustituyo por 1 ml de solucion TE (10 mM Tris CIH pH 8, 0,1 mM
EDTA) incubandose nuevamente durante 15 minutos a 56°C.

5) Los bloques de agarosa se lavaron 2 veces mas con 1 ml de TE
durante 15 minutos a 35°C y después del udltimo lavado se

mantuvieron a 4°C en esta solucion hasta su uso.

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

los tacos, que se colocaron en un tubo eppendorf con 100 ul de
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solucion con el tampon adecuado (buffer 10x y BSA 0,1%) y 10 U de
la enzima de restriccion Xbal. La digestion de los bloques se realizo
con la enzima Xbal (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/icm2 y 14°C.

Los blogues se cargaron en un gel de agarosa Ciertified
Molecular Biology preparada al 1,2 % en TBE 0,5x. La separacion de
fragmentos de ADN se llevd a cabo en el sistema CHEF-DRIII
(BioRad, La Jolla, EEUU) con las siguientes condiciones: 6 voltios/cm?

con rampas de 5-40 segundos durante 24 horas.

Una vez finalizada la electroforesis, el gel se sumergié en agua
con bromuro de etidio (0,5 pl/ml) durante 30 minutos y se visualiz6 en
un transiluminador. En cada gel se incluyeron dos carriles con
marcadores de peso molecular que incluyen 50 lineas diferentes en un
rango desde 48,5 hasta 1018,5 Kb (Lamba Ladder PFGE Marker, New
England). La interpretacion de los perfiles electroforéticos se realiz6é de
forma visual y también mediante el software Phoretix 5.0 (Nonlineal
Dynamics Lt.,, Reino Unido) que generé un dendrograma con el
coeficiente de similitud Dice. Se consideré que dos cepas eran iguales
cuando su indice estaba entre 90 y 100, mientras que entre 80-90 las
cepas estaban muy relacionadas genéticamente, entre 70 y 80 las
cepas tenian una relacion deébil, y finalmente por debajo del 70 no

existia ninguna relacién 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 0 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 nucleotidica, asignando un nimero 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).

Secuencia Producto del gen Pb

gyrB-F ggggtctactgcttcaccaa DNA gyrasa,

477
gyrB-R | cttgtcccgggttgtactcgt subunidad 3

roL-F caaggaagttgctccaa
J 99aagtid 99 Chaperona GroEL | 510
groL-R | catcgatgatggtggtgttc

gltA-F ttccgtctgetctccaagat

QItAR ttcatgatgatgceggagta Citrato sintasa | 495
metG-F | tggcaactgatcctcgtaca Metionyl-tRNA 04
metG-R | tcttgttggccatctcttce sintetasa

ppsA-F | agtccaacgagtacgccaac Fosfoenolpiruvato £37
ppsA-R | tcggccagatagagccaggt sintasa

recA-F agaacaaacagaaggcactgg )
Recombinasa A 561

recA-R | aacttgagcgcgttaccac
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Las distintas combinaciones de alelos se asignaron con su
correspondiente  secuencia tipo (ST) segun la pagina web
desarrolladas por Keith Jolley en la Universidad de Oxford:

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

3.9 Caracterizacién del Lipopolisacarido

En primer lugar se procedi6 a extraer el lipopolisacérido 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 continuacion:

Se recogi6 con un palillo una colonia del aislado del tamafio de la
punta de un alfiler y se depositdé en un tubo eppendorf. Esta colonia se
resuspendio en 25 pl de tampon y se puso a hervir durante 10 min a
100°C. Una vez frio, se afiadieron 25 ul de proteinasa K (1 mg/ml) para
degradar las proteinas y se incub6 de nuevo a 58°C durante 2 h. El gel

se carga con 10-15 pl de esta solucion.

3.9.1 Electroforesis en Geles de Poliacrilamida con SDS
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El estudio del perfil electroforético del LPS se realiz6 mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida con docedil sulfato sodico
(SDS-PAGE) siguiendo el método de Laemmli modificado por Ames
(Laemmli, 1970; Ames et al., 1974).

Para la preparacion de los geles, se utilizaron placas de vidrio y
teflon de 8 x 10 cm de Amersham Biosciences. En la parte superior del
gel, fase de compactacion, se utiliz6 un porcentaje de acrilamida del

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

Para la electroforesis, se usaron cubetas verticales modelo
SE250 de Hoefer y tampon de electroforesis Tris-Glicina-SDS. Se
aplicé una corriente de 10 mA (60V) hasta que las muestras superaron
la fase de compactacion, y de 20 mA (150V) durante el paso de las

muestras a través de la fase de resolucion.

3.9.2 Tincién con Nitrato de Plata

Tras la electroforesis se fijaron los geles en una solucién de metanol al
50% y acido 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 continuacion se sumergieron durante un minuto en
una solucién de tiosulfato sodico al 0,01% y se lavaron dos veces con
agua MilliQ. Los geles se introdujeron en una solucién de nitrato de
plata al 0,1% durante 25 min a 4°C. A continuacion, se lavaron
brevemente con agua y se revelaron en una solucion de carbonato

sédico al 3% en formaldehido al 0,05%.

3.10 Adhesién e Invasion Celular

Para los ensayos de adhesion e invasion tisular seleccionamos 6
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aislados obtenidos a partir de muestras clinicas humanas (2
coprocultivos, 3 hemocultivos y 1 de neumonia), pertenecientes a las 3

especies principales (Tabla 3).

Tabla 3. Descripicion de los 6 aislados clinicos utilizados en los
ensayos de adhesion/invasion.

Especie Origen Identificacién ‘
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), linea celular de
epitelio intestinal humano derivada de adenocarcinoma colorrectal. En
primer lugar se sembraron 10° células/pocillo (5,2x10* células/cm?)
sobre placas de cultivo celular de 24 pocillos (15,6 mm de diametro y
1,9 cm?) 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) vy
estreptomicina (100 pg/ml). Las células cultivaron a 37°C en atmdésfera
de 5% CO; durante una media de 10-14 dias, tiempo suficiente para
que, tras alcanzar confluencia, las células iniciasen el proceso de

diferenciacion espontaneo.

Para el ensayo de adhesion, las monocapas celulares se lavaron
dos veces con 500 pl de solucidn salina tamponada con fosfato
atemperada (PBS, Gibco) y se incubaron durante 1hora y media con

460 pyl de medio DMEM sin antibiéticos. Transcurrido este tiempo se
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afiadieron por triplicado los in6culos bacterianos, procedentes de un
cultivo overnight de los distintos aislados de Aeromonas (10°-10’
UFC/ml, multiplicidad de infeccién, MOI de 10), se centrifugaron las
placas durante 3 minutos a 250 rpm y se incubaron durante 1 hora y

media a 37°C en atmosfera de 5% CO,.

Tras la incubacion, se retiré el medio y se lavaron 3 veces las
monocapas con 500 pl de solucién salina tamponada con fosfato
atemperada para retirar las bacterias no adheridas. A continuacién se
incubaron 15 min con 200 pl de triton X-100/PBS al 0,1% y se hicieron
diluciones seriadas del sobrenadante que posteriormente se sembro
en placas de LB agar (Difco). Las placas se incubaron a 18-24 h a
30°C y se contaron las colonias, estimando las UFC/ml adheridas. Este
ensayo se repiti6 en triplicado para cada aislado y en 2-3 dias
diferentes. Los resultados muestran los valores medios de la repeticién

de los experimentos.

Para determinar la capacidad de invasion de los aislados de
Aeromonas se procedié de igual manera que para el ensayo de
adhesion, sembrando placas de 24 pocillos con 10° células/pocillo que
se mantuvieron en cultivo a 37°C y atmésfera de 5% CO, durante 10-
14 dias.

El dia del ensayo se lavo las monocapas celulares dos veces con
500 pl de solucién salina tamponada con fosfato atemperada (PBS,
Gibco) y se incubaron durante al menos 1,5 h con 460 yl de medio
DMEM sin antibidticos. Se afadieron por triplicado los in6culos
bacterianos, procedentes de un cultivo overnight de los distintos
aislados (10°-10" UFC/ml, multiplicidad de infeccién, MOI de 10), se
centrifugaron las placas 3’ a 250 rpm y se incubaron 1,5 h a 37°C en
atmosfera de 5% CO,. Tras este periodo de incubacién, se lavaron 3

veces las monocapas con 500 pl de solucion salina tamponada con
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fosfato atemperada para retirar las bacterias no adheridas y se
adicioné6 a cada pocillo 500 yl de DMEM suplementado con
gentamicina (Cf=16 mg/l) para eliminar todas aquellas bacterias
adheridas. Se incubaron 40’ a 37°C-5% CO, y posteriormente se retird
esta solucion y se lavo 2 veces con 500 pl de solucion salina

tamponada con fosfato atemperada.

Las células se lisaron con 200 ul tritbn X-100/PBS al 1% vy
diluyeron de forma seriadas y se sembraron en placas de LB. Las
placas se incubaron a 18-24h a 30°C y se contaron las UFC de
bacterias intracelulares viables en cada placa y se estimaron las
UFC/ml invasivas. Este ensayo se repiti6 en triplicado para cada
aislado y en 2-3 dias diferentes. De nuevo, los resultados son el valor
medio de extos experimentos independientes.
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4.1 Estudio Retrospectivo de la Infeccion por Aeromonas en el

Hospital Universitario Ramén y Cajal de Madrid

En el andlisis retrospectivo de los archivos del Hospital Universitario
Ramon y Cajal pudimos observar que durante los 19 dltimos afios, A.
hydrophila fue la especie aislada con mayor nimero de frecuencia en
las muestras clinicas, seguida por A. veronii, y en menor proporcion las

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

A. caviael
2% (@]
A.[eroniiPl A.BalmonicidaP!

12%0] / 2%

A. hydrophilal?

84%!

Figura 13. Distribucion de las especies de Aeromonas detectadas en

las muestras clinicas del Hospital Ramon y Cajal durante 1996-2014.
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Otros autores también han publicado la alta prevalencia de la
especie A. hydrophila en muestras clinicas (Janda y Abbott, 1998;
Aravena et al., 2011). Sin embargo, trabajos mas recientes sefialan 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 identificacion de las especies de Aeromonas mas
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 introduccion de los nuevos sistemas
automatizados de identificacion, como el sistema MALDI-TOF, ha
supuesto un gran avance para la identificacion certera de especies
minoritarias sin necesidad de recurrir a técnicas moleculares. En el
caso de Aeromonas, MALDI-TOF ha demostrado ser muy util (Shin et
al., 2015; Benagli et al., 2012). Desde el afio 2009 se dispone de esta
metodologia en el Servicio de Microbiologia del Hospital Universitario
Ramoén y Cajal, por lo que podemos asumir que las identificaciones a
partir de ese afio son correctas, pero no podemos descartar que en los

afnos anteriores existieran errores.

Al igual que ocurre en nuestra serie, otras especies minoritarias
en muestras clinicas 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 continuacién analizamos la evolucion en el periodo del estudio
de la prevalencia de todas las Aeromonas, y en relacion con la
muestra clinica de la cual provenian (Figura 14). Este analisis mostro
que las heces son el origen de muestra mas 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
funcion del pais y las medidas higiénico-sanitarias (Figueras et al.,
2005). Las cifras que han sido publicadas en los diferentes paises son:
0,62-4% en Malasia, encontrdndose Aeromonas en el quinto lugar de
las especies bacterianas mas aisladas (Lee y Puthucheary, 2002) y
también 2% en Argentina, en donde se aisl6 Aeromonas de aguas
tratadas previamente con cloro (Fernandez et al., 2000); 0,75% en
Nigeria en nifios con cuadros diarreicos (Kehinde et al., 2001); 4,8%
en Suiza (Essers et al., 2000); 2,3% en Taiwan (Juan et al., 2000).
También se encontr6 Aeromonas en un estudio realizado en Grecia.
(6,8%), en niflos 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. Evolucién de las muestras clinicas positivas para Aeromonas durante el periodo 1996-2014 en
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el Hospital Universitario Ramén 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 nifios menores de
5 afos (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 duracion en nifios, 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 afios analizados
(Figura 14).

En California se describié 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 detecté un aumento de las
infecciones por estos microorganismos, y a raiz de ello se llevé a cabo
un estudio epidemioldgico, donde detectaron que 5 de los 219
pacientes estudiados murieron por infecciones de Aeromonas,
probablemente debido a procesos de traslocacion intestinal (King et
al., 1992). Sin embargo, no podemos generalizar nuestros resultados
con los obtenidos por otros autores en otros paises, ya que este
microorganismo no se suele valorar desde un punto de vista
epidemiolégico y hay muy pocos datos de su prevalencia en
colonizacion gastrointestinal. La tragedia del tsunami en Tailandia en
2004 puso de manifiesto la verdadera importancia de este patdgeno
en catastrofes naturales, ya que se detecté causando infeccion 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 cred una coleccidon prospectiva con 40 cepas
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procedentes de tres origenes: coprocultivo (n=18), hemocultivo (n=10)
y ambiental (n=12) en las que se centr6 esta Tesis Doctoral. Las cepas
se identificaron mediante MALDI-TOF vy también mediante
secuenciacion de un fragmento interno del gen 16S TrADN,
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).

Porcentaje
100%

0%

Coprocultivo Hemocultivo Ambiental

M A. veronii B A, hydrophila B A. caviae A.salmonicida

A. bestiarum A.jandaei B A. popoffi

Figura 15. Distribucion proporcional de las especies de las 40
cepas de la coleccidén segun su origen.

A. salmonicida y A. bestiarum solo se detectaron en muestras
ambientales (Figura 15). Cabe destacar que A. salmonicida son
patdbgenos que causan forunculosis y septicemia bacteriana en un
amplia variedad de peces (Wiklund y Dalsgaard, 1998). Los programas
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epidemioldgicos deberian incluir la vigilancia activa de estas cepas en
el rio Loa donde han sido aisladas, ya que podrian 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 Unicas que
estaban representadas en los tres origenes, mientras que A. jandaei

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

Esta diferente distribucion de especies segun el origen ya habia
sido descrita anteriormente por los autores Janda y Abbott en el afio
1998, y sin duda corresponde con una adaptacion nicho-huésped
dependiente (Janda y Abott, 1998).

NlUmero de cepas

15
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® Hemocultivo
5
- = Ambiental
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A. veroni A. hydrophila A.cavige A salmonicida A. bestiarum A. jandaei A. popofii

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

origenes para las 40 cepas de la coleccidn.

4.2 Identificacion Bacteriana y Sensibilidad Antibi6tica

Se determing la sensibilidad de los aislados de nuestra coleccion a los
antibidticos mas habitualmente utilizados en la practica clinica. En la
siguiente Figura 17 se observa una placa del sistema semiautomatico
Wider inoculada con una cepa de A. bestiarum de origen ambiental.

Como se aprecia en la figura, el resultado que se obtuvo de éste
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sistema fue erréneo ya que identifico la cepa de A. bestiarum como A.
hydrophila.

Yalidacién de paneles
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Figura 17. Placa del sistema semiautomatico Wider inoculada con una
cepa de A. bestiarum. En rojo se destaca que la identificacion que

proporciona el sistema fue A. hydrophila.

Como se puede observar en la anterior figura, la metodologia de
Wider proporcioné una informacion muy valiosa de la sensibilidad
antibidtica pero no identificé correctamente a la cepa A. bestiarum que
habia sido inoculada en el panel. De hecho, mediante este sistema las
40 cepas de nuestra coleccion fueron todas identificadas como
A. hydrophila, en clara divergencia con los resultados obtenidos
mediante MALDI-TOF y la secuenciacion del 16S rADN.

Este fallo en la identificacibn 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 Microbiologia, la metodologia Wider dej6 de usarse en
2009, siendo reemplazada por el MicroScan, que tiene una mayor
fiabilidad en la identificacion de las especies de Aeromonas. Como ya
se ha comentado anteriormente, otro gran avance de los ultimos
tiempos, es la incorporacion de la espectrometria de masas (MALDI-
TOF) a los Laboratorios de Microbiologia, aunque la secuenciacién
nucleotidica de algunos genes sigue siendo la técnica mas segura
para llegar a una correcta identificacion 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

secuenciacion del fragmento interno del gen 16S rADN.

Se estudié la susceptibilidad antibiotica de los aislados de nuestra
coleccion y los resultados se muestran en la Tabla 4. En general
podemos decir que nuestras cepas presentaron escaso nivel de
resistencia a los antibioticos estudiados, con la excepcién de los beta-
lactamicos (74% amoxicilina, 61% cefalotina, y 35% a
piperaciclina/tazobactam), como era de esperar por la expresion de su

carbapenemasa cromosémica.
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Tabla 4. Porcentajes de resistencia a los antibioticos en las cepas de Aeromonas aisladas de los tres origenes.

Origen

Coprocultivo
n=18

Hemocultivo
n=10

Ambiental
n=12

Las casillas vacias representan una ausencia de resistencia.

04 Resistencia a antibiéticos

Especies

Amoxicilina
Amoc/Clav
Piper/Tazo
Cefalotina
Cefuroxima
Cefoxitina
Cefepime
Ceftazidima
Cefotaxima
Aztreonam
Imipenem
Meropenem
Ertapenem
Gentamicina
Tobramicina
Amikacina
Nitrofurantoina
Ac. Nalidixico
Ciprofloxacino
Minociclina
Fosfomicina
Colistina

SxT

A. hydrophila (n=7)

57,1

'
'
N
N
00
'
'
'
'
'
'
'

A. caviae (n=6) 57,1 57,1
A. veronii (n=4)
A. jandaei (n=1) 100 100 100 100 - - - - - - 100 - - - 100 - - - R - R _

A. hydrophila (n=3) 100 66,6 666 66,6 333 333 - - - = 33,3 - - = o - R - R - R 333 66,6

A. veronii (n=6)

A. caviage (n=1) = = = =

A. hydrophila (n=1)

A. veronii (n=5)

- a ! ) a ) ) ) )
A. salmonicida 00 66,6 00 ) i i ) ) i ) i ) i ) i ) 33 333
(n=3)

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

A. poppoffi (n=1) 100 100 100 100 - - s S - 100 - - - B, ; B : B : 3 :



La alta sensibilidad antibidtica de las cepas clinicas 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 piscifactorias, con
altas tasas de resistencia a los antibiéticos (Esteve et al., 2015; Libisch
et al., 2008).

Este hecho parece deberse al elevado consumo de sustancias
antibidticas que se administra al pescado en estas factorias
(Kaskhedikar y Chabra, 2010). Como es el caso de un estudio
realizado en el aflo 2002 en la Universidad de Bharatiar, India, en
donde se aislaron cepas de Aeromonas de peces y gambas y se
observd una alta resistencia antibiotica en las cepas aisladas de las

gambas (Thayumanavan et al., 2003).

La adquisicion de mecanismos de resistencia a los
antimicrobianos puede considerarse como una consecuencia mas de
la evolucién 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 nucleétido que modifiquen la diana del antibidtico
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 Ultimas son vehiculizadas por elementos
genéticos especializados conocidos como transposones 0 secuencias
de inversion, que tienen gran maniobrabilidad en el cromosoma, o
entre el cromosoma y otros replicones. Ademas, y de forma sustantiva,
a la variabilidad genética y a la evolucién del mundo microbiano, han

contribuido la posibilidad de adquirir material genético del exterior a
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expensas de plasmidos, bacteriéfagos o elementos de transposicion
(Martinez-Beltran, 1992).

En nuestro caso, las especies que presentaron mayor nivel de
resistencia fueron A. hydrophila y A. veronii, especialmente las cepas
aisladas de muestras clinicas. También cabe destacar que las cepas
ambientales de la especie A. veroniii presentaron resistencia a los
carbapenems (imipenem, meropenem Yy ertapenem), probablemente
debido a la expresibn de su metalo-beta-lactamasa cromosémica
intrinseca (Rossolini y Amicosante, 1996; Girilch et al., 2010, Walsh et
al., 2015).

Ademéas de esta resistencia intrinseca que poseen todas las
cepas de aeromonas, se han descrito cepas portadoras de genes de
resistencia a antibioticos adquiridos, lo que justifica la continua
vigilancia de este microorganismo. Recientemente se ha identificado el
gen blayu en cepas de Aeromonas resistentes a carbapenems en un
integrén de clase | (Libisch et al., 2008, Adler et al., 2014).

4.2.1 Test de Hodge

Este test se realizd para explorar la posible presencia de
carbapenemasas adquiridas en 16 cepas que mostraron resistencia a
imipenem. Unicamente la cepa 10 mostré un test positivo (Figura 18),
pero se descart0 la existencia de todas las carbapenemasas
adquiridas conocidas mediante PCR, por lo que la causa de esta
resistencia podria ser la sobre expresion de su carbapenemasa
cromosomica o la presencia de un nuevo gen. Se ha sefialado que la
expresion 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 sobreexpresion del gen imiS que codifica una
carbapenemasa cromosOmica en cepas clinicas causantes de una
colangitis (Sanchez-Céspedes et al., 2009). Estos autores sefalan que
pudo haber sido consecuencia de un tratamiento previo con
amoxicilina/acido clavulanico de una infecciobn 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
sintomatologia 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 coleccion de 40 aislados (Tabla 5).

Los resultados mostraron que las cepas clinicas portaban mayor
namero de genes de virulencia, y si tenemos en cuenta la especie,
A. veronii y A. hydrophila presentaron un mayor nimero de factores de

virulencia con independencia del origen.

Los genes mas frecuentes fueron eno, presente en todas las
cepas, seguido por los genes act, ascV y aexT. Por el contrario, el gen
Asal solo fue identificado en cepas de A. veronii de origen ambiental
mientras que ahhl no fue detectado. Finalmente el gen ast también
tuvo poca representacion y no se detecté en cepas ambientales (Tabla
5).
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Tabla 5. Porcentajes de los genes de virulencia en las cepas de Aeromonas para cada origen y especie.

Genes de virulencia

ascV eno aexT act ast asal ahhl

Origen Especies n % A % n % n % n % n % n %

Coprocultivo A €@Viae (n=6) 1 16 6 100 1 16

n=18

A. jandaei (n=1) 1 100

Hemocultivo

n=10
A. caviae (n=1) 1 100
A. hydrophila (n=1) 1 100 1 100 1 100
Ambiental
n=12

A. poppoffi (n=1) 1 100



Resultados similares a los nuestros se han reportado en
Australia, siendo A. hydrophila la especie que acumulé mayor nimero
de genes de virulencia, seguida por A. dhakensis, y A. veronii (Aravena
et al., 2014). Otros autores también sefalan a la especie A. dhakensis
como la mas 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 lineas celulares
intestinales HT-29 cuando expresan los genes ascV, aexT (Chen et al.,
2014a).

La produccion fenotipica de hemolisina se evidencié en 10 cepas,
siendo menor la lisis frente a eritrocitos humanos que frente a los de
carnero. La capacidad de producir esta hemolisina se observo

principalmente en las cepas de origen clinico, 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

hemolisis en la placa con sangre de carnero.
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En Aeromonas se han descrito al menos dos clases de
hemolisinas: las B-hemolisinas y las a-hemolisinas. Ademéas de la
enterotoxina citotdxica con actividad B-hemolitica, Aeromonas puede
producir otras B-hemolisinas (Jiménez, 2008) provocando la formacion
de poros en las membranas celulares produciendo asi una lisis
osmotica y una destruccion completa de los eritrocitos. La proteina
AHHZ1 es un tipo de B-hemolisina (Hirono y Aoki, 1991), y su secuencia
presenta una elevada similitud con la proteina HIyA de Vibrio cholerae,
por lo que podria funcionar formando canales de manera similar (Wong
et al., 1998). En nuestras cepas no se detectd 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 a.

La produccién de enzimas extracelulares se ha asociado con una
mayor virulencia debido al dafio 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 relacion
estadistica 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 tendria su homaologo en cepas de A. veronii de
origen clinico 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 coleccion de cepas podriamos decir que las
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especies A.veronii y A. hydrophila son potencialmente mas virulentas
que las otras, aunque el verdadero potencial patogénico de
Aeromonas spp. probablemente dependa de otros factores no-

microbiolégicos como pueden ser las condiciones del huésped.

4.4 PEGE

Para conocer la diversidad genética de las cepas de nuestra coleccion,
utilizamos la técnica de PFGE junto con el analisis bioinformético de
los patrones de bandas mediante la construccién de un dendrograma
(Figura 21). Los resultados mostraron que existe una gran diversidad
genética en nuestras cepas, con la excepcion de tres cepas clonales
de A. veronii de aguas residuales aisladas en Tunez y dos cepas de A.
bestiarum de origen ambiental aisladas en Chile (Figura 20).

En estudios epidemioldgicos se ha utilizado esta técnica para
comparar cepas aisladas de agua potable y cepas de pacientes con
diarrea, detectando el mismo patrén en cepas de ambos origenes
(Pablos et al., 2010; Khajanchi et al., 2010). Estos estudios han servido
para demostrar el riesgo de adquisicién 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 investigd la transmision
gue existe entre agua potable y aislados clinicos en humanos, pero si
podemos observar la gran diversidad genética de nuestra coleccion,

incluso entre cepas del mismo origen.

La técnica de PFGE es muy util para identificar cepas epidémicas
causantes de brotes y aisladas en un periodo corto de tiempo. Asi 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 comuan para la infecciébn por Aeromonas, y que la
adquisicién de las cepas ha ocurrido en la comunidad desde varios

origenes sin relacion epidemiolégica entre ellos.

Una limitacion de nuestro estudio fue tal vez el hecho de no
contar con un mayor numero de aislados de los distintos origenes, lo
que sugiere seguir realizando estudios de éste tipo en donde se
involucren una mayor numero de cepas sobre todo de origen
ambiental, ya que esto seria crucial para comprender mejor el
mecanismo patogénico de éstas cepas. Debido a la gran variabilidad
gue 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 clinico para este analisis.
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Figura 20. Dendrograma realizado con el software Phoretix 5.0 y el

indice de similitud de Dice para analizar la relacion genética entre los

patrones de bandas obtenidos con

PFGE. Exceptuando un clon de dos

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

sefialadas en rojo), no existe ninguna relacién entre las cepas.
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4 5 MultiLocus Sequence Typing

Mientras que la técnica de PFGE es particularmente adecuada para
estudiar diseminacion clonal de cepas en cortos periodos de tiempo, la
irrupcion de la técnica de MultiLocus Sequence Typing (MLST) ha
permitido comparar los datos genéticos entre diferentes paises y
elaborar estudios epidemiolégicos sobre la estructura poblacional
global. El primer estudio de MLST en Aeromonas aparecio en el afio
2011 (Martino et al., 2011), describiendo una elevada diversidad
genética, evidencias de recombinacion horizontal y especializacion de
nicho (Martino et al., 2014).

Ante el escaso numero 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 patron de PFGE, en las que

también se incluyeron cepas causantes de diarrea.

De nuevo, y al igual que ocurri6 con el PFGE, se observo una alta
diversidad genética, detectando en la mayoria de los casos alelos y
combinaciones que no habian sido previamente descritos (54 alelos de
un total de 90) (Tabla 6). Todos los alelos fueron registrados en la
pagina web para su asignacién numérica nueva, y en consecuencia de

las nuevas ST o linajes genéticos.

A continuacion, decidimos analizar la relacion filogenética para
cada uno de los 7 alelos utilizando para ello su secuencia nucleotidica
(Figura 21). En las siguientes figuras se muestran los arboles
filogenéticos construidos con el software MEGA, destacando en
circulos coloreados aquellas cepas causantes de infecciones
extraintestinales invasivas, frente a las causantes de diarrea que no

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

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

Cepa Especie Origen gyrB groL gltA metG ppsA recA
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 circulos rojos.
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Este andlisis se repitié6 usando una secuencia Unica de ADN tras
la concatenacion 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, aungue no parece existir una

segregacion total con respecto de las cepas causantes de diarrea.

11 20

—

001

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

Las cepas invasivas estan resaltadas con los circulos de color rojo.
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Finalmente, quisimos conocer el grado de relacion de las cepas
de nuestra coleccion con el resto de las cepas descritas en la base de
datos de MLST (Figura 23). Para ello repetimos el andlisis 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 dispersion genética de nuestras cepas en relacion a

las ya descritas.

—
0.02

Figura 23. Relacion filogenética de todas las cepas registradas en la
base de datos de MLST, utilizando como secuencia Unica la
concatenacion de los 6 alelos. En circulos grises se sefialan las 15

cepas de nuestra coleccion.
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Dentro del apartado de tipado molecular y a modo de resumen,
podemos decir que no existe ninguna relacién genética entre las cepas
clinicas estudiadas, ni entre ellas ni con el resto de cepas previamente
descritas en el mundo. Esto descarta la existencia de brotes
epidémicos en nuestra institucion y anula la posibilidad de una
adquisicion nosocomial desde una fuente comuan, sefialando a eventos

de adquisicidbn comunitaria sin ningun tipo de relacion entre ellos.

Este tipo de estudios filogenéticos también ha permitido describir
recientemente tres nuevas especies que presentaban poca relacion
genética con el resto de especies (Beaz-Hidalgo et al., 2015). Estos
autores al realizar los andlisis respectivos de 16S ADNr y andlisis
filogenético de MLST, con 6 genes conservados, en cepas aisladas de
un lago nordico mostraron que existian 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 formarian tres especies nuevos independientes. En
la Figura 24 se puede observar la separacién 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 paises. La
comparacion definitiva entre dos cepas para confirmar si son la misma
se debe realizar mediante la secuenciacion gendomica completa
(Hossain et al.,, 2014). Recientemente se ha completado Ila
secuenciacion 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 mayoria provienen de las cepas clinicas
gue han causado infecciones severas 0 recurrentes y que se asocian

con clones de riesgo (Grim et al.,, 2013). Sin lugar a duda esta
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estrategia nos aportara una valiosa informacion cuando aumente el
namero de cepas de cada especie y nos permitird comprender mejor
los factores que pueden influenciar en la virulencia de determinadas

cepas.

4.6 Estudio del Lipopolisacarido

Una vez descartada la existencia de relacion genética entre las 15
cepas clinicas, 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 mostré una gran variabilidad en el perfil de bandas
en las diferentes cepas (Figura 24), sin ningun tipo de relacion con la
especie o el origen de la cepa. Unicamente podemos destacar que las
cepas aisladas de sangre presentaban mayor numero 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 coleccion, ya que el serotipo O11 se
asocia con infecciones graves en humanos mientras que el serotipo
034 se relaciona con infecciones en los peces (Merino et al., 2015).
Sin embargo la existencia de diferencias en la estructura del LPS en
relacion 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 inflamacién sistémica conocida como shock séptico o
endotoxemia, provocando a su vez la activacion del sistema inmune

para hacer frente a la infeccidon (Jiménez, 2008).
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Otra de las funciones importantes del LPS es facilitar el proceso
inicial de adhesién bacteriana y colonizacion de mucosas, ademas
actian de barrera fisica impidiendo la correcta activacion del
complemento, confiriendo resistencia a la actividad bactericida del

microorganismo (Merino et al., 1992).
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Figura 24. Gel de acrilamida tefiido con plata con la extraccion de LPS de las 14 cepas estudiadas. El ultimo carril
corresponde al marcador de peso molecular. Se observa una gran variabilidad en los patrones de bandas, que son

mMAas numerosas en las cepas invasivas de bacteriemias.
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4.7 Adhesion e Invasion

La dltima parte de esta tesis esta dedicada al estudio de la adherencia
a lineas celulares e invasion de 6 cepas clinicas 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 adhesion, 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 qgue mostré una mayor cantidad de bandas de LPS, por lo que

ambos factores podrian estar relacionados.

% células adheridas respecto del inéculo

Nl B -

A. hydrophila A. caviae A. caviae A. hydrophila A. veronii  A. veronii
heces heces sangre sangre sangre esputo

12 20 27 28 34 40

Figura 25. Adhesion de 6 cepas a células intestinales Caco2

diferenciadas. Destaca la gran capacidad de adherencia de la cepa 28.
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La funcionalidad del flagelo polar es imprescindible para una
correcta motilidad, adhesion y formacion de biofilm (Rabaan et al.,
2001; Gavin 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 adhesién en superficies.
Ambos sistemas flagelares (polar y lateral), han demostrado ser
importantes en el inicio de la colonizacién (Lowry et al., 2014). Las
cepas que son capaces de invadir podrian emplear otros factores que
como la expresiéon de la capa-S, la capsula e incluso el mismo LPS
(Lowry et al., 2014).

4.8 Discusion General

Las enfermedades infecciosas son uno de los principales retos de
salud a los que se enfrentan los paises en vias de desarrollo, siendo
las diarreas las que mayor mortalidad producen. Las bacterias mas
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 microbioldgico de las
heces con el consequente infradiagndstico (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
caracter medioambiental, estando siempre relacionadas con ambientes

acuaticos 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 patologias de base en el huésped,
especialmente neoplasias, cirrosis hepatica 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 produccion de sustancias extracelulares como

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

Aunque se han descrito cepas en todo el mundo, existen
diferencias geograficas 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 distribucién de especies
en cada ambiente: A. caviae es mas frecuente en heces mientras que
A. veronii lo es en el ambiente acuatico. También se han puesto de
manisfiesto diferencias en la virulencia de cepas ambientales y clinicas
(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, asi como la ocasionada por
virus y otras bacterias, es normalmente un proceso autolimitado
aunque en algunos casos el curso clinico puede agravarse y requerir
tratamiento antimicrobiano. La resistencia a los antibioticos suele estar
relacionada con la exposicion 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 acuatico, especialmente ligadas a la
acuicultura. Estas cepas finalmente pueden llegar a colonizar/infectar
al ser humano por exposicién con el agua contaminada (Carvalho et
al., 2012; Robertson et al.,, 2014; Cisar et al., 2014; Esteve et al.,
2015). Ademas, la transferencia horizontal de genes esta asegurada
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por su gran capacidad de incorporar ADN externo mediante
transformaciéon y conjugacién (Huddleston et al., 2013; Nguyen et al.,
2014). Recientemente se ha demostrado la existencia de plasmidos en
cepas de aeromonas con genes de resistencia a antibidticos y factores
de virulencia (Marti y Balcazar, 2012; Maravi¢ et al., 2013; Vincent et
al., 2015), e incluso se han llegado a detectar cepas resistentes a los
antibioticos en agua de consumo humano (Figueira et al., 2011) y en
rios y lagos con acceso del hombre (Girlich et al., 2011; Skwor et al.,
2014), lo que plantea un reto para la Salud Publica 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 hipétesis de que las cepas causantes de cuadros
invasivos de nuestro hospital podrian poseer factores de virulencia y
mecanismos de patogenicidad distintos a las muestras ambientales, y
ademdas corresponden a linajes genéticos diferentes. El objetivo
general fue caracterizar fenotipica y genotipicamente una coleccion de
cepas de Aeromonas de distintos origenes en relacibn con su

patogenicidad.

En el estudio retrospectivo de 16 afios de nuestra casuistica,
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 deteccién, y especialmente de los sistemas
identificacion como ocurre tras la incorporacion del MALDI-TOF. Como
hemos podido comprobrar, la metodologia de Wider no identifica
correctamente las especies.
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Respecto a la distribucion de las especies en las muestras de
origen clinico, podemos decir que A. hydrophila es sin lugar a dudas la
especie mas prevalente en nuestro hospital, al igual que ocurre en
otros trabajos con muestras clinicas (Bravo et al., 1995; Sinha et al.,
2004, Arteaga-Garibay et al., 2005), mientras que la distribucién
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 mas 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 ademas de la identificacién fenotipica,
también contamos con la secuenciacion nucleotidica del gen 16S
rADN, al que se considera como el método de referencia para la
identificacion bacteriana y la tecnologia 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 Publica el control de la resistencia a
los antimicrobianos, y en concreto Aeromonas puede conectar
diversos ambientes debido a su predileccion por los sistemas
acuaticos. 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 multiples determinantes de
resistencia esta 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 representaciébn en cepas de
origen ambiental (Carvalho et al.,, 2012, Marti y Balcazar, 2012,
Maravi¢ 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 B-lactamicos se justifica por la expresion de

la betalactamasa cromosomica que posee de forma intrinseca 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 produccion 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 segun su origen. Los resultados mostraron que las cepas
de origen clinico acumulan méas cantidad de determinantes de
virulencia, particularmente las especies A. veronii y A. hydrophila. Las
enzimas extracelulares identificadas en mayor proporciéon en nuestro
estudio resultaron ser la enolasa, las enterotoxinas citotéxicas y las
enzimas que forman parte del sistema de secrecion tipo Il (T3SS)
AscV y AexT, respectivamente. A pesar de que no se detectd la
presencia de los genes de la hemolisina ahhl, pudimos corrobar la
produccién fenotipica de hemolisina en 10 cepas. Se han descrito -
hemolisinas y a-hemolisinas en Aeromonas (Erova et al., 20017,
Jiménez, 2007), que como cualquier otro factor, su expresion puede
estar condicionada por las condiciones de crecimiento (Jiménez et al.,
2008; Tomas 2012).

La diversidad genética de las cepas también es un aspecto
importante que nos ayuda a entender la epidemiologia global de los
microorganimos. En ese sentido hemos estudiado la diversidad de
nuestra coleccién con dos herramientas de tipado molecular: PFGE y
MLST. La alta diversidad genética que hemos encontrado nos permite
rechazar la posibilidad de una fuente comdn de contagio, e incluso de
la existencia de una situacion 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 describio en 2011

(Martino et al., 2011), considerando que el nUmero de taxones se ha
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incrementado en la ultima década con mas de 20 especies descritas,
pero que en algunos casos, la validez de la designacion 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 secuenciacion nucleotidica 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 construccion de arboles filogenéticos usando los concatenados de
los genes del MLST. Este andlisis nos ha permitido ver que nuestras
cepas no tienen ninguna agrupacion y estan distribuidas entre los

grupos filogenéticos del género.

Finalmente nos propusimos estudiar un importante componente
estructural de las cepas como es el lipopolisacarido, comparando su
estructura en las 15 cepas que habian sido tipadas por MLST. Los
resultados mostraron una estructura de lipopolisacarido mucho mas
compleja en las cepas invasivas que en las causantes de diarrea,
reforzando la idea de que esta estructura participa como un factor de
virulencia mas (Tomas 2012). En este sentido también la adhesion 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 lipopolisacérido 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 aglutinacion de estos con
anticuerpos anti-flagelina reducen tanto la adhesion como la invasion
(Gavin et al., 2003). El estudio de adhesién a lineas celulares Caco-2

se realiz6 en 6 cepas, comprobando que tenian un escaso poder de
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adhesién, y ningun efecto citotdxico, destacando una cepa de A.
hydrophila de bacteriemia con mayor capacidad de adhesion que el

resto de las cepas.

Finalmente podemos resumir que en nuestro Hospital en los
altimos afios hemos detectado un aumento del diagndstico de
Aeromonas en muestras de coprocultivo, manteniéndose estable el
namero de cepas invasivas. Hemos detectado fallos en la identificacion
de especie en la etapa previa a la incorporacion del MALDI-TOF, y se
ha descartado la presencia de la especie A. dhakensis en las muestras
invasivas de los ultimos afios mediante la secuenciacion de un
fragmento interno del gen 16S rADN. A. hydrophila (84%) y A. veronii
(12%) son las especies mas relevantes en nuestra serie, existiendo
una asociacion entre A. veronii (60%) y las muestras invasivas. Las
cepas estudiadas no presentaron determinantes de resistencia a los
antibioticos, aunque si se observd una mayor acumulacion de factores
de virulencia en las cepas clinicas (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 permitio asignar linajes genéticos diferentes
y rechazar la hipotesis de un fuente de contagio comun. Cabe resaltar
que para el tipado de MLST se eligieron 15 cepas clinicas de
coprocultivo y hemocultivos con la mayor acumulacién de factores de
virulencia. En estas mismas 15 cepas se analiz6 la estructura de su
lipopolisacéarido, observando una mayor complejidad en las cepas
invasivas. En el estudio de la adherencia a lineas celulares en 6 cepas
pudimos observar una mayor adherencia en la cepa 40 de
hemocultivos, no existiendo en ningin momento efectos citotdxicos en

ninguna de las 6 cepas analizadas.
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La prevalencia de la infeccion por Aeromonas en el Hospital
Universitario Ramon y Cajal se ha mantenido estable durante los
altimos 19 afios, aunque se ha detectado un aumento en el
namero de muestras de heces con diarrea positivas para este

microorganismo.

Aeromonas hydrophila es la especie mas prevalente en las
muestras clinicas seguida por Aeromonas caviae, sin embargo no
hay que descartar la especie A. veronii como un potencial
patdgeno, ya que ésta especie esta presente en todos los aislados

de los distintos origenes.

La metodologia de Wider no identifica adecuadamente las
especies del género Aeromonas, mientras que el sistema MALDI-
TOF se correlaciona completamente con la secuenciacion
nucleotidica de un fragmento del gen 16S ADNr siendo éstos dos

altimos congruentes y concordantes.

Las cepas de nuestra coleccidbn no presentan resistencia a los
antibioticos, exceptuando a las cepas de Aeromonas veronii de
origen ambiental con resistencia a los carbapenems,
probablemente debido a una hiperexpresion de su metalo-beta-

lactamasa cromosomica.

Las cepas aisladas de muestras clinicas portan mayor numero de
genes de virulencia, en comparacién que las ambientales, siendo
las especies A. veronii y A. hydrophila las que acumularon mas

genes con independencia del origen.
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6.

10.

Mediante la técnica de electroforesis de campo pulsado, PFGE, se
observé una gran diversidad genética en las cepas analizadas que
descarta una fuente comun de contagio.

Esta alta diversidad genética también ha sido demostrada
mediante MLST, describiéndose 15 nuevas STs que no habian
sido previamente detectadas. El analisis filogenético de nuestras
cepas con el resto de la base de datos internacional, ha
demostrado que no existe ninguna relaciébn genética entre los
aislados.

La caracterizacion del lipopolisacarido 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.

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
adhesion a esta linea celular.

Finalmente, y a modo de conclusion general, podemos que al igual
gue 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
inmunoldgico del huésped también juega un relevante papel en la
infeccion por Aeromonas.
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