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Resumen

El habitat de las especies de Aeromonas son los ecosistemas dulceacuicolas y en los
ultimos afios se han reportado como agentes etiolégicos en infecciones intestinales y
extraintestinales. En este trabajo, se evaluaron 855 muestras de aguas con la
incorporacion de un medio de cultivo de almidon-sales biliares-verde brillante (BBGS)
segun Nishikawa y Kishi con el aislamiento e identificacion de 1410 cepas de
Aeromonas y ademas, 662 cepas identificadas procedentes de provincias por el
sistema de vigilancia de Vibrio cholerae en aguas. Se detectaron 429 muestras
positivas (50.2%) al género en las diferentes fuentes de aguas analizadas, con los
mayores aislamientos en las aguas subterraneas (85.2%) y superficiales interiores
(83.3%), seguida de aguas residuales (69.2%); las menores positividades fueron en
aguas costeras y de yacimientos de salinas (34.0% y 15.2%, respectivamente). Se
obtuvieron siete muestras positivas en aguas del sistema de distribucion con ausencia
de coliformes totales y fecales y presencia de cloro residual adecuado. En las
muestras procesadas las especies prevalentes resultaron A. hydrophila (38.8%),
seguida de A. veronii biovar sobria (34.8%) y A. caviae (24.5%), mientras que en las
cepas recibidas de provincias predominé A. caviae (56.8%), seguido de A. hydrophila
(30.7%) y A. veronii biovar sobria (11.9%), especies reportadas como
enteropatogenas.

Abstract

The habitat of the species of Aeromonas is the freshwater ecosystems and in the last
years, they have been reported as etiologic agents in intestinal infections and
extraintestinal infections. Water samples (855) were evaluated with the incorporation of
bile salts brilliant green starch agar (BBGS) according to Nishikawa and Kishi, with the
isolation and identification of 1 410 strains of Aeromonas of these samples and 662
strains received by the surveillance system of Vibrio cholerae in waters. In this work,
429 positive samples were reported (50.2%) to the genus in the different sources of
waters analyzed with the biggest isolations to groundwater (85.2%) and superficial
water (83.3%), followed by residual waters (69.2%) and smaller, in coastal waters and
saline water (34.0% and 15.2%, respectively). Seven positive samples were obtained
of the water distribution system with absence of total and faecal coliforms and
presence of appropriate residual chlorine. In the processed samples, the predominant
species were A. hydrophila (38.8%), followed by A. veronii biovar sobria (34.8%) and
A. caviae (24.5%), while in the received strains of provinces, A. caviae prevailed
(56.8%), followed by A. hydrophila (30.7%) and A. veronii biovar sobria (11.9%),
species reported as enteropathogens.
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Introduccidn

El género Aeromonas es autdctono de ecosistemas acuéticos dulceacuicolas
causando infecciones en animales de sangre fria y caliente y en humanos; en los
ultimos afios se reportan como agentes causales de infecciones intestinales y
extraintestinales. La diarrea es considerada la mas frecuente manifestacion clinica,
gue varia desde una gastroenteritis aguda, con diarrea profusa, fiebre, dolores
abdominales y cdlicos con vomitos, similar a una disenteria o una diarrea mas leve,
siendo los sintomas similares a los de otros enteropatégenos bacterianos Gram
negativos. Dentro de las extraintestinales, las infecciones en heridas son las de mayor
incidencia, después de un trauma en ella o por contacto con agua (Altwegg, 1994;
Janda y Abbott, 1999).

Aeromonas es el género tipo de la recién propuesta familia Aeromonadaceae (Colwell
et al., 1986) cuyos microorganismos pueden ser diferenciados del género Vibrio por
pruebas especificas. La clasificacion taxondmica de las especies mesdfilas estd aun
en discusion, proponiéndose en la actualidad diferentes especies segun estudios
desarrollados de hibridacion del DNA. De ellas, las més frecuentemente asociadas a
infecciones en humanos son: A. hydrophila, A. veronii biovar sobria (aerogénicas) y A.
caviae (anaerogénica) (Altwegg, 1994; Janda y Abbott, 1998).

Por lo general, las aeromonas pueden crecer bien sobre los medios de cultivo
convencionales en el laboratorio, tales como agar MacConkey, agar xilosa-lisina-
desoxicolato (XLD), agar Salmonella-Shigella (SS) y agar nutriente sin adicion de
sales. Diferentes medios de cultivo y métodos para el aislamiento de Aeromonas sp.
de aguas se han propuesto (APHA, 1989; Havelaar et al., 1987; Nishikawa y Kishi,
1987; Kersters et al., 1996) con la recomendacion en general del empleo del agar
ampicilina dextrina (ADA), actualmente incorporado en las normativas de la Agencia
de Proteccion Ambiental de Estados Unidos (USEPA, 2001) y la Agencia Ambiental
del Reino Unido (SCA, 2002).

El principal problema en la utilizacion del ADA a nivel nacional para la generalizacion
de la técnica era la dificultad de la adquisicion de la dextrina, ingrediente del mismo'y
gue no era comercializado por la mayoria de las firmas productora de medios de
cultivos, por lo que se empleé el agar verde brillante-almidon-sales biliares (BBGS)
segun Nishikawa y Kishi (1987) que presentaba constituyentes factibles de adquirir en
el pais como peptona, almidén, sales biliares y verde brillante con una fécil lectura 'y
seleccion de las colonias al afiadirles a los cultivos en placa una solucion de lugol.

Los mecanismos de patogenicidad se han relacionado con la produccién de enzimas
extracelulares y toxinas (citotoxinas y enterotoxinas), ademas existen mecanismos de
hemaglutinacion y de invasividad que se han detectado fundamentalmente en las
especies de A. hydrophila, A. veronii biovar sobria y A. caviae (Altwegg, 1994; Janda y
Abbott, 1999) por lo que resulta de utilidad su clasificacion bacteriana. Hoy en dia, se
han propuesto esquemas con pruebas bioguimicas fundamentales para la
identificacion de las especies del género tales como el Aerokey Il, recomendado por
Carnahan et al. (1991) y una modificaciéon de éste propuesta por Furuwatari et al.
(1996).

Cada dia los reportes de las especies de Aeromonas relacionadas con enfermedades
de transmision hidrica se incrementan a nivel internacional y nacional. En Cuba se han
encontrado elevados porcentajes de aislamientos en muestras clinicas, en su mayoria
a partir de heces fecales de pacientes con enfermedades diarreicas agudas y
principalmente de provincias orientales (Fernandez et al., 2002; Silva et al., 2002)
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prevaleciendo A. hydrophila, A. caviae y A. trota y ademas, se ha sefialado en un
estudio reciente (Gonzéalez, 2002) su presencia notable en diferentes tipos de aguas
asociada con el género Vibrio con un mayor frecuencia de A. hydrophila, A. veronii
biovar sobria 'y A. caviae.

El objetivo de este trabajo es evaluar los resultados obtenidos en el aislamiento e
identificacion de Aeromonas sp. En diferentes tipos de aguas desde la introduccién de
la técnica a nivel nacional desde 1988 hasta el 2001, con vistas a destacar su actual
importancia como patégeno emergente a considerar en aguas.

Materiales y Métodos.

Durante los afios 1988 al 2001 se procesaron en el Laboratorio de Microbiologia de
Aguas del INHEM un total de 855 muestras de diferentes fuentes de aguas cuyo
namero y procedencia son los siguientes:

- Aguas subterraneas (pozos y manantiales), 169.

- Aguas residuales, 133

- Aguas superficiales (rios y embalses), 48

- Aguas costeras, 402.

- Aguas de yacimientos (hipersalinas), 46

- Aguas del sistema de distribucién, 57

La toma, conservacion y transporte de las muestras se realizaron en frascos estériles
de 1000 ml cumpliéndose con el periodo de tiempo recomendado entre el muestreo y
el andlisis. Se aplicaron el método de concentracién (por filtracién de membrana o
hisopo de Moore) y la siembra directa de agua segun el tipo de muestra acorde APHA
(1989).

Después de una incubacién de la muestra en agua peptonada alcalina a pH 8.6
durante 24 horas a 370C, se tomo inéculo y se estriaron placas de agar MacConkey y
agar verde brillante-almidon-sales biliares (BBGS) (Nishikawa y Kishi, 1987) las cuales
se incubaron de 18-24 horas a 350C. Al menos tres colonias caracteristicas se
seleccionaron de cada medio y se inocularon por puncion y estria en agar Kligler con
una incubacion de 18 a 24 horas a 370C. A las cepas que presentaban fondo &cido,
sin produccién de gas ni de H2S y una superficie alcalina en el plano inclinado se les
realizaban las pruebas bioquimicas para su identificacién en género y especie
(Carnahan et al., 1991; Furuwatari et al, 1994). Ademas, en este periodo se recibieron
un total de 662 cepas enviadas por las provincias, a través del sistema nacional de
vigilancia de Vibrio cholerae en aguas, las cuales se reaislaron en agar soya triptona y
se siguié la anterior metodologia para su caracterizacion e identificaciéon con las
colonias seleccionadas.

Resultados y discusion.

Muestras de aguas.

En la Tabla 1 se observan los resultados de las muestras procesadas con 429
muestras positivas para un 50.2 % del total. Los mayores recobrados se obtuvieron en
aguas subterraneas (85.2%), seguido de las superficiales interiores (83.3%) y de las
residuales (69.2%), con valores menores en las aguas con salinidad mas elevada
(costeras y salinas), lo que reitera su habitat en ambientes dulceacuicolas.
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Tabla 1. Numero de muestras positivas (%) del género Aeromonas en las diferentes
fuentes de aguas. INHEM, 1988-2001.

Numero de No. de
FUENTES muestras muestras

analizadas positivas (%)
Costeras 402 137 (34.0)
Subterraneas 169 144 (85.2)
Residuales 133 92 (69.2)
Sistema de distribucion 57 9 (15.8)
Superficiales (rios y embalses) 48 40 (83.3)
Yacimientos (hipersalinas) 46 7 (15.2)
TOTAL 855 429 (50.2)

Los mayores aislamientos de Aeromonas sp. con relacion a las muestras de aguas
subterraneas procesadas, correspondieron a las fuentes de aguas mineromedicinales
estudiadas, generalmente bicarbonatadas célcicas magnésicas.

Este género no se encuentra como microflora autéctona de aguas subterraneas
(Holmes et al., 1996) pero si se ha reportado como parte de ella en fuentes de aguas
minerales con un bajo numero de bacterias (Mosso et al., 1994). Ademas, poseen la
capacidad de degradar una variedad notable de compuestos carbonaceos como
fuente de carbono y la temperatura influye en su crecimiento (Schubert, 1991). Por
ello, algunos investigadores (Warburton et al., 1993; Warburton, 2000) propusieron la
deteccion de A. hydrophila en las normativas si estas aguas eran embotelladas. En
Cuba, en una revision publicada por Gonzalez (2000) sobre la microbiologia del agua
mineral envasada, se hacen consideraciones con respecto a los indicadores de
contaminacioén y en especial, la inclusion futura de su determinacion en este tipo de
agua.

Las aguas superficiales presentan una mayor variabilidad en sus caracteristicas
fisicas, quimicas y microbiolégicas que las subterraneas, con un estado de trofismo
muy amplio, desde el oligotréfico hasta el hipereutréfico, y son méas afectadas por las
actividades humanas (Borrell et al, 1998). Ademas, reciben la contaminacion de
animales domésticos y salvajes, de ahi la necesidad de su tratamiento eficaz para
evitar la transmisiéon de enfermedades por microorganismos patégenos de riesgo como
los de los géneros Salmonella, Campylobacter, Vibrio, entre otros.

Con relacion a las fuentes de aguas superficiales se obtuvo un 83.3%, lo que apoya lo
planteado por Holmes et al. (1996), donde se destaca el aislamiento de las especies
del género Aeromonas en diferentes fuentes de aguas superficiales con distintos
estados troficos en el ecosistema y varios grados de contaminacion fecal,
relacionandose con algunos indicadores de contaminacion fecal tales como, los
coliformes con la propuesta de su determinacién en el monitoreo de aguas.

Otros estudios consideran que las aeromonas pueden ser un riesgo para los bafiistas
en las aguas superficiales y existen discrepancias en cuanto a la correlacién con los
indicadores. En Nueva York, se realiz6 una investigacion en el rio Bufalo y cuatro de
sus tributarios donde se report6 una estrecha correlacion entre Aeromonas sp. y
coliformes fecales, incrementandose su presencia durante el verano, especialmente en
época de lluvia intensa (Pettibone, 1998).
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Sin embargo, en una investigacion desarrollada en Cuba en aguas superficiales con
fines recreativos, se detecté una correlaciéon estadisticamente significativa e
inversamente proporcional entre los coliformes fecales y Aeromonas sp. (Gonzélez et
al., 1996). Esto coincide con lo reportado por otros autores (Burke et al., 1984, Pérez-
Rosas y Hazen, 1989) en que las asociaciones entre estos indicadores y la presencia
de Vibrio o Aeromonas no eran efectivas en aguas tropicales.

Ademas, en una investigacion llevada a cabo en el rio Lek de Holanda durante el
triatlén de las Olimpiadas, se reportaron entre los atletas algunas infecciones como
gastroenteritis (la mas frecuente), afecciones respiratorias e infecciones en la piel y las
mucosas. La media geométrica de los indicadores fecales fue relativamente baja y no
se encontraron diferencias significativas entre éstos y las bacterias patégenas
analizadas, destacandose que el género Aeromonas alcanzé la concentracién mayor
con una media geométrica de 190 por 100 ml de agua. El riesgo a la salud de los
nadadores por la exposicion al agua superficial (sobre todo un 75% de ellos reportaron
la ingestion de agua) recomendo el disefio de este estudio en las aguas que se utilicen
para deportes acuaticos de este tipo (Medema et al., 1995).

Es valido destacar que aunque fue bajo el nimero de muestras positivas a Aeromonas
(15,8%) en aguas del sistema de distribucion, estas bacterias no deberian estar
presentes y ademas, si se considera que no se detectaron coliformes totales, ni
coliformes fecales con la presencia de cloro residual dentro de los niveles
recomendados (Gonzélez et al., 2002).

Los microorganismos del género Aeromonas se han aislado en aguas del sistema de
distribucién como resultado de un inadecuado tratamiento de desinfeccion y pueden
formar parte de la pelicula (biofilm) que se forma en las tuberias del sistema de
distribucion. En ella se multiplica y persiste debido a su nutricion diversa, a partir de un
amplio rango de compuestos de bajo peso molecular (aminoacidos, carbohidratos y
acidos carboxilicos), péptidos y acidos grasos en concentraciones tan bajas como
0.1ug de carbono por litro (Holmes et al., 1996). Esto se debe considerar al evaluar las
fuentes de abastecimiento de aguas (subterraneas y superficiales) para garantizar la
desinfeccion desde la fuente al consumidor y evitar la contaminacién por estas
bacterias.

La presencia de Aeromonas en aguas residuales crudas y efluentes tratados, con un
namero similar a los coliformes, indica que ellas son capaces de multiplicarse en estas
aguas (Araujo et al., 1991; Holmes et al., 1996). En estos resultados se encontraron 92
muestras positivas para un 69.2% con una incidencia mayor en las muestras que
procedian de plantas de tratamiento. Se han reportado diferencias en la reduccion de
las aeromonas segun el tipo de tratamiento, como por ejemplo, el estudio desarrollado
por Monfort y Baleux (1990) en lagunas de tratamiento de residual del sudeste de
Francia, donde se encontrd un incremento de aeromonas en los meses de verano
(temperatura media>20°C) y una disminucion en los meses de invierno; mientras que
Stecchini y Domenis (1994) en plantas de tratamiento con lodos activados detectaron
una reduccion de aeromonas en un 96.7%.

Es de sefialar que la mayoria de las muestras de las plantas de tratamiento eran del
efluente, a pesar de la dosificaciéon de cloro. Esto pudiera explicarse por la resistencia
al cloro que presentan las aeromonas, apoyada por investigaciones recientes (Massa
et al., 1999; Sisti et al., 1998) que reportaron una considerable resistencia en aguas
influenciadas por materia organica, pH, temperatura del agua y la especie y cepa de
Aeromonas. De notable importancia a tener en cuenta, es que se demostré que
cuando la temperatura era de 20°C (de verano), la eficacia de las concentraciones de
cloro examinadas eran de dos a tres veces mas bajas que a temperaturas de 5°C
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(invernales). Si se considera que la temperatura media anual aproximada de las aguas
en Cuba oscila entre 20°C y 25°C, se pudiera plantear que la dosis empleada
generalmente en la dosificacion de los efluentes de las plantas, perdia efectividad y no
inhibia el crecimiento de las bacterias en la mayoria de las muestras analizadas.

En aguas costeras se obtuvieron menores aislamientos (34.0%) al igual que en aguas
de yacimientos hipersalinas (15.2%), Esto se puede explicar por el incremento de la
salinidad ya que este género es capaz de crecer en concentraciones de sales de hasta
3% (Holmes et al., 1996; Janda y Abbott, 1998). Los aislamientos detectados pueden
estar relacionados con la probable incidencia de los vertimientos de aguas albafiales
en las cercanias de los puntos de muestreo, que disminuye la salinidad y aumenta la
presencia de materia organica, favoreciendo el crecimiento de estas bacterias.

En la Tabla 2 se observan el nimero de cepas (1410) segun las especies identificadas
del género Aeromonas aisladas de las muestras de agua analizadas. Acorde a las
pruebas bioquimicas recomendadas (Carnahan et al., 1991; Furuwatari et al., 1994;
Janda y Abbott, 1999), se clasificaron las especies de Aeromonas, encontrandose con
mayor frecuencia Aeromonas hydrophila con 547 cepas (38.8%), seguida de
Aeromonas veronii biovar sobria con 491 cepas (34.8%) y Aeromonas caviae con 345
cepas (24.5%). En menor niumero se aislaron Aeromonas trota y Aeromonas jandaei
con 14 cepas (1.0%) y 13 cepas (0.9%) respectivamente.

Tabla 2. Numero de cepas aisladas y porcentaje segun especies de Aeromonas
identificadas en diferentes fuentes de agua. INHEM, 1988-2001.

Subte- Sist.
. Super- |Cos- : N
ESPECIE rranea ficial tera Salina dISt!’I,-
bucién
89 3

A. hydrophila 290 71 89 5 547 (38.8)
A.veronii

biovar sobria 31 55 287 104 3 11 491 (34.8)
A. caviae 118 108 22 83 7 7 345 (24.5)
A. trota 6 4 - 1 - 3 14 (1.0)
A. jandaei 6 - - 2 - 5 13 (0.9)
TOTAL 451 238 398 279 13 31 1410

% 32.0 16.9 28.2 19.8 0.9 2.2 100

Cepas recibidas de provincias.
En la Tabla 3 se muestran los resultados de las especies de Aeromonas identificadas
de las cepas recibidas por el sistema de vigilancia de Vibrio cholerae en aguas.

Tabla 3. Especies identificadas y nimero de cepas (%) de Aeromonas recibidas por el
sistema de vigilancia en aguas. INHEM, 1988-2001

Especies ______________________INumero decepas (%)

Aeromonas caviae 376 (56.8)
Aeromonas hydrophila 203 (30.7)
Aeromonas veronii biovar sobria 79 (11.9)
Aeromonas trota 2 (0.3)
Aeromonas schubertii 2 (0.3)

TOTAL 662 (100.0)
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La especie de mayor frecuencia identificada fue Aeromonas caviae (56.8 %) seguido
de Aeromonas hydrophila (30.7%) y con menor frecuencia A. veronii biovar sobria
(11.9%), A. trota (0.3%) y A. schubertii (0.3%) (Tabla 3). Estas cepas provienen en su
mayoria de aguas residuales o aguas superficiales con cierto grado de contaminacion,
gue son las que se priorizan en este sistema de vigilancia, lo que coincide con otros
autores (Araujo et al., 1991; Schubert, 1991) donde A. caviae se aisla con mayor
porcentaje en aguas residuales o superficiales contaminadas.

Estos resultados se asocian con algunas investigaciones realizadas en diferentes tipos
de agua donde se ha demostrado que la especie Aeromonas caviae, biotipo
anaerogeénico, crece mejor en aguas con alto contenido de nutrientes como son las
residuales y las aguas superficiales contaminadas, mientras que los biotipos
aerogénicos (Aeromonas hydrophila y Aeromonas veronii biovar sobria) prevalecen en
aguas oligotroficas (Araujo et al., 1991; Holmes et al., 1996; Schubert, 1991). Estas
especies se han detectado en distintos ecosistemas acuéaticos y por lo general, se
encuentra predominio de una especie u otra en diferentes paises relacionandose con
las variaciones en el climay los niveles de contaminacion de las aguas.

Borrell et al. (1998) realiz6 una comparacién entre las genoespecies identificadas de
Aeromonas de muestras clinicas y ambientales y encontré que A. veronii biovar sobria
fue la mas frecuente aislada (41.5%) en lagos y reservorios y A. hydrophila (25.0%) en
agua potable sin tratar. Estos resultados son similares a los de este estudio con
respecto a las especies identificadas en las muestras de aguas superficiales y
subterraneas.

Ademas, se han reportado como especies enteropatdégenas del género, A. hydrophila
y A. veronii biovar sobria, mientras que A. caviae no se ha aislado frecuentemente
como agente causal de enfermedad diarreica aguda. Las dos primeras se asocian mas
con la produccion de exotoxinas que incluye citoxinas, hemolisinas y enterotoxinas y
mecanismos de invasividad (Altwegg, 1994; Janda y Abbott, 1996). En un estudio
llevado a cabo por Monfort y Baleux (1990) en aguas residuales, se encontré que el
100% de las cepas de A. hydrophila y A. veronii biovar sobria produjeron hemolisinas,
mientras que el 96% de los aislamientos identificados como A. caviae fueron no
hemoliticos.

Cada dia existen mas evidencias de que las infecciones por Aeromonas sp. en el
hombre estan a menudo asociadas a la exposicion con el agua. En un interesante
estudio llevado a cabo por Brandi et al. (1999) se demostrd que cepas citotoxicas de
A. hydrophila, A. caviae y A. veronii biovar sobria (aisladas de muestras clinicas y
ensayadas en diferentes tipos de agua), mostraban periodos de supervivencia
variables acorde el tipo de agua y la especie. EI mayor tiempo de supervivencia
(viables hasta 100 dias) se obtuvo en el agua mineral para las tres especies y algo
menor en agua del grifo. En agua de mar se detect6 que morian rapidamente (el 90%
de reduccién de células viables después de dos dias), de ahi que se sugiriera que
eran mas sensibles al estrés de la salinidad del mar que a la cloracion.

Con respecto a las especies Aeromonas trota, Aeromonas jandaei y Aeromonas
schubertii, se identificaron con menor frecuencia. Aeromonas trota, especie nueva
susceptible a la ampicilina; Aeromonas jandaei, especie nueva sacarosa negativa y
Aeromonas schubertii, especie propuesta con manitol, sacarosa e indol negativo
(Altwegg, 1994; Janda y Abbott, 1999) se han aislado en muy bajo nimero en
muestras clinicas en infecciones extraintestinales (heridas o liquidos corporales como
sangre y liquido pleural). Estas especies se han identificado por Stecchini y Domenis
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(1994) en aguas residuales de plantas de tratamiento pero en general, se reportan
muy pocos hallazgos en muestras ambientales.

Los resultados hallados indican la notable presencia del género Aeromonas en
diferentes ecosistemas acuaticos cubanos y la necesidad de considerar a estas
bacterias como un elemento de riesgo vinculado a la calidad de las aguas segun sus
usos. Se debe tener especial atencion, con relacion a las aguas subterraneas y
superficiales que se utilicen como abastecimiento de aguas y la eficacia de su
tratamiento y desinfeccion, asi como, el sistema de distribucion de agua con suministro
discontinuo. Ademas, se deben vigilar las aguas minerales que se empleen como agua
de bebida envasada, desde su captacion, procesamiento y embotellado.
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