V. DISCUSION



Discusion

5.1. Taxonomia

5.1.1. Identificacién por métodos bioquimicos y moleculares

La identificacién bioquimica de las especies de Aeromonas es extremadamente
compleja, habiéndose propuesto numerosos protocolos bioquimicos para la
identificacion de las cepas a nivel de especie o GH (Abbott y cols., 1992; Kampfer y
Altwegg, 1992; Noterdaeme y cols., 1996; Oakey y cols., 1996, Janda y cols., 1996;
Borrell y cols., 1998; Kaznowski, 1998; Altwegg, 1999; Carson y cols., 2001; Valera y
Esteve, 2002; Mifiana-Galbis y cols., 2002; Fosse y cols., 2003). No obstante estos
protocolos involucran un elevado numero de pruebas bioquimicas y no garantizan una
identificacion fiable de las especies (Janda, 2001).

Con el fin de identificar todas las especies del género de forma rapida y fiable,
Borrell y cols. (1997) disefiaron un método que se basaba en el andlisis de los
patrones de RFLP del gen 16S rRNA obtenidos tras digerir el gen completo (1502 pb)
con distintas endonucleasas. La digestion con las endonucleasas Alul-Mbol permitia
identificar 10 de las 13 especies descritas en aquél momento, entre las cuales se
encontraban las mas frecuentemente aisladas en muestras clinicas (A. caviae, A.
veronii y A. hydrophila). Las tres especies que no podian ser identificadas eran A.
bestiarum, A. salmonicida y A. popoffii. Esta ultima fue descrita por Huys y cols. en
1997b simultdaneamente a la publicacion de Borrell y cols. (1997) y por tanto no se
habia contemplado en el estudio. Uno de los primeros objetivos de esta tesis fue
ampliar el protocolo de identificacion basado en los RFLP del gen 16S rRNA para que
estas tres especies pudieran también identificarse de forma inequivoca. Esto se
consiguid tras analizar las secuencias del gen 16S rRNA (Martinez-Murcia y cols.,
1992a; Demarta y cols., 1999) y comprobar que cuando en la primera digestion se
obtenia un patrén comun podia recurrirse a digerir de nuevo todo el gen con Narl,
generandose un patrén de RFLP caracteristico y comun a las especies A. bestiarum'y
A. salmonicida, que podian diferenciarse definitivamente mediante una nueva
digestién con SfaNI o Pstl, aunque se recomienda el uso del Pstl ya que el SfaNI es
extremadamente caro. En caso de que el patrén obtenido con Narl no se
correspondiera con el de las especies anteriores se requeriria de dos nuevas
digestiones con las endonucleasas Haelll y AIwNI para identificar la especie A. popoffii

(Figueras y cols., 2000c). A pesar de que este protocolo puede parecer aparentemente
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complejo, las especies con mayor prevalencia clinica y ambiental requieren de una
Unica digestion para su identificacion. A pesar de que Demarta y cols. (1999) aportaron
datos que ponian de manifiesto que, en 12 cepas de A. popoffii, existian variaciones
en dos o tres posiciones nucleotidicas en el gen 16S rRNA de esta especie, estas
variaciones no afectaban a los puntos de corte de las endonucleasas propuestas por
Figueras y cols. (2000c), obteniéndose por tanto el patrén de restriccion esperado para
las 26 cepas de la especie ensayadas. La aplicacién de la técnica del 16S rDNA-RFLP
permitié identificar por primera vez la especie A. popoffii en muestras de agua de mar
pudiéndose establecer su incidencia en un total de 113 muestras de agua (aguas
dulces superficiales y aguas de mar) recogidas en nuestra area geografica. Se
establecid que esta especie presenta una incidencia del 8% en aguas dulces
superficiales y un 6.8% en aguas de mar, siendo estos los primeros aislados de la
especie en Espafa, y ademas, los primeros aislados procedentes de aguas de mar
(Soler y cols., 2002). Ademas esta técnica también ha permitido establecer que las
especies mas frecuentemente aisladas en muestras de pescado destinado al consumo
humano, en México y Polonia, son A. salmonicida, A. bestiarum, A. veronii y A.
encheleia, aunque en México D.F. también pudo aislarse A. hydrophila (Castro-
Escarpulli y cols., 2003) y en Polonia A. sobria (Kozinska y cols., 2002). En nuestro
pais, las especies de Aeromonas mas frecuentemente aisladas en muestras de
pescado destinado al consumo humano coinciden con las anteriores, aunque también
se han aislado cepas de las especies A. jandaei, A. caviae, A. schubertiiy Aeromonas
sp. (GH11) (Gonzalez y cols., 2001) o A. eucrenophila (Gonzalez-Rodriguez y cols.,
2002). La elevada incidencia de A. salmonicida en peces ya ha sido descrita por
diversos autores (Hanninen y cols., 1997; Wiklund y Dalsgaard, 1998; Lee y cols.,
2002). Es importante destacar que las cepas aisladas de pescado también fueron
identificadas bioquimicamente, y que el espectro de distribucién de especies fue
bastante distinto debido a los errores que se cometen con estos sistemas de
identificacion (Castro-Escarpulli y col., 2003; Kozinska y cols., 2002), aspecto que
discutimos mas adelante.

Utilizando la técnica del 16S rDNA-RFLP se espera que generalmente se
obtengan patrones especie-especificos semejantes a los descritos (Borrell y cols.,
1997; Figueras y cols., 2000c), es por ello que cuando se obtienen nuevos patrones,
estos pueden ser debidos tanto a que en el lugar de restriccion del gen 16S rRNA

exista variabilidad intraespecifica o a que se trate de una nueva especie. En ambos
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casos seran necesarios estudios complementarios, como la secuenciacién del gen
16S rRNA o incluso estudios de hibridacion DNA-DNA, para validar la hipotesis.
Recientemente en nuestro laboratorio encontramos un grupo de 37 aislamientos,
procedentes de una red de distribucion de agua potable, con un patron de 16S rDNA-
RFLP hasta ahora desconocido (datos no publicados). Tras la secuenciacién del gen
16S rRNA de dos de estos aislados se demostré que se trataban de aislados de la
nueva especie A. culicicola (Pidiyar y cols., 2002). Ademas en nuestro laboratorio
también hemos encontrado variabilidad intraespecifica en la secuencia del gen 16S
rRNA de A. caviae, ya que el 7.4% de las cepas de esta especie (24 de 326 cepas
identificadas mediante los RFLP del gen 16S rRNA) presentaron una banda atipica.
Esta posible variabilidad fue confirmada mediante la secuenciacion del gen 16S rRNA
en estas cepas (datos no publicados).

Otros estudios han intentado identificar las especies de Aeromonas mediante
protocolos también basados en la técnica del 16S rDNA-RFLP, pero utilizando otras
endonucleasas y regiones concretas del gen (Graff, 1999b; Lee y cols., 2002), en lugar
de utilizar el gen completo. Graff en 1999b traté de validar el método de Borrell y cols.
(1997), pero para ello utilizé6 un protocolo diferente que se basaba en la amplificacion
de los primeros 600 pb del gen y posterior digestion con las endonucleasas Alul, Cfol y
Mnll. Con este método, este autor obtenia diversos patrones de restriccion para la
especie A. veronii, lo cual era debido a la incorrecta identificacion de las cepas
utilizadas y a la utilizacion de endonucleasas poco adecuadas (Figueras y cols.,
2000b; Figueras y cols., 2000c). Ademas, segun Graf la enzima Alul era capaz de
separar las especies A. veronii, A. caviae y A. hydrophila. Para verificar este hecho
realizamos una simulacion informatica y comprobamos que esta endonucleasa solo
producia patrones especie-especificos para A. sobria, A. jandaei, A. schubertii y A.
veronii (esta ultima presentaba idéntico patrén a la Aeromonas Grupo 501). Esto
demostraba que el protocolo propuesto por Graff (1999b) se basaba en endonucleasas
elegidas al azar, y que por lo tanto no era comparable al descrito previamente (Borrell
y cols., 1997). Lee y cols. (2002) han disefiado recientemente un protocolo que
permite, en primer lugar, identificar el género Aeromonas mediante la utilizacion de
cebadores especificos para el gen 16S rRNA del género. Con estos cebadores se
amplifica un fragmento de 953 pb que posteriormente es digerido con las
endonucleasas Alul, Cfol, Pvull y Xholl. Estos autores consiguen identificar todas las

especies del género a excepcion de A. bestiarum, A. salmonicida, A. encheleia y
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Aeromonas sp. (GH11), especies que si pueden ser identificadas con nuestro
protocolo (Figueras y cols., 2000c). La especie A. culicicola, descrita por Pidiyar y cols.
(2002) tampoco esta incluida en el estudio de Lee y cols. (2002), probablemente por la
coincidencia en el tiempo de ambas publicaciones.

Otras técnicas de identificacion molecular aplicadas al género Aeromonas son
el ribotipado (Martinettii-Lucchini y Altwegg, 1992), AFLP (Huys y cols., 1996b; Huys y
Swings, 1999) y la aplicacion de sondas especie-especificas (Husslein y cols., 1992;
Ash y cols., 1993a,b; Dorsh y cols., 1994; Cascon y cols., 1996; Demarta y cols.,
1999). Sin embargo, cabe destacar que tanto el ribotipado como el AFLP son técnicas
complejas, y que por lo tanto su utilizacion rutinaria no es tan factible como la del 16S
rDNA-RFLP. Ademas, ambas técnicas generan patrones muy complejos, por lo que
cada vez son mas utilizadas con fines epidemiolégicos que con fines taxonémicos
(Demarta y cols., 2000; Lund y cols., 2002; Bauab y cols., 2003). En cuanto a la
utilizacion de sondas especie-especificas, ésta tiene el inconveniente de que no
existen sondas para todas las especies y ademas es necesario utilizar muchas de
ellas para llegar a la correcta identificacion (Chacon y cols., 2002).

A pesar de que, como hemos demostrado, existen métodos genéticos capaces
de identificar de forma rapida y fiable todas las especies del género, los laboratorios
destinados al diagnéstico clinico siguen utilizando métodos bioquimicos miniaturizados
semiautomaticos. Sin embargo, se ha demostrado que la correlacion entre la
identificacion mediante algunos de éstos métodos (BBL Crystal E/NF y MicroScan
W/A) y la identificacion obtenida con la técnica del 16S rDNA-RFLP, en cepas clinicas,
es muy baja (estudio 4.1.1.2). Con el sistema BBL Crystal solo se identifican
correctamente el 26.9% de las cepas, y unicamente el 19.3% de ellas con el
MicroScan. Este ultimo resultado contrasta con el obtenido por Vivas y cols. (2000)
cuando ensayaron el sistema MicroScan con cepas de Aeromonas identificadas con
protocolos bioquimicos clasicos, ya que estos autores obtuvieron un 78.8% de
concordancia entre ambos métodos. La falta de fiabilidad de los protocolos
bioquimicos clasicos ha sido ya demostrada por numerosos estudios (Kaznowski,
1998; Castro-Escarpulli y cols., 2003; Kozinska y cols., 2002) y podria explicar
perfectamente estas discrepancias. Por otro lado, el BBL Crystal y el MicroScan,
respectivamente, identificaron incorrectamente el 71.4% y 85.7% de las cepas como A.
hydrophila (estudio 4.1.1.2). Segun Vivas y cols. (2002) esta es la especie mas

frecuentemente aislada en muestras clinicas. En nuestro laboratorio, sin embargo
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hemos identificado 490 cepas de origen clinico mediante la técnica genética del 16S
rDNA-RFLP y hemos encontrado que esta especie solo representa el 8.1% de los
aislados clinicos, siendo las especies mas prevalentes A. caviae y A. veronii (datos no
publicados). Resultados parecidos han sido obtenidos por otros autores al utilizar
meétodos genéticos (Janda y Abbott, 1998; Janda, 2001). Debido a la tendencia de los
sistemas comerciales miniaturizados a identificar las cepas de Aeromonas como A.
hydrophila, actualmente esta especie tiene una relevancia clinica inmerecida y mas
elevada de lo que le corresponde, quitandole importancia a otras especies del género
mas relevantes (Overman y cols., 1985; Overman y Overley, 1986; Kuijper y Peeters,
1991). Estos errores de identificacion a nivel de especie son basicamente debidos a
que las bases de datos de estos sistemas son inapropiadas e incompletas (estudio
4.1.1.2), siendo necesario desarrollar nuevos métodos que aseguren la identificacion
correcta de las especies de Aeromonas aisladas a partir de muestras clinicas.

Bajo nuestro punto de vista, es importante identificar las cepas de Aeromonas
mediante técnicas genéticas, ya que las basadas en métodos bioquimicos, incluso
cuando se utilizan protocolos bioquimicos complejos definidos especificamente para
este género, producen un elevado grado de error (Borrell y cols., 1997; Kozinska y
cols., 2002; Castro-Escarpulli y cols., 2003; estudio 4.1.1.2). Esto provoca que la
incidencia real de las especies del género esté desvirtuada.

Otro aspecto importante es que los sistemas bioquimicos tienden a confundir
Aeromonas spp. con otros géneros bacterianos, de hecho, el MicroScan y el BBL
Crystal confundieron respectivamente el 21.6% y el 8.1% de las cepas de Aeromonas
con otros géneros (estudio 4.1.1.2). Generalmente esta confusion es con bacterias del
género Vibrio (Abbott y cols., 1998). En nuestro estudio (4.1.1.2) el sistema MicroScan
confundié un 10.8% de las cepas de Aeromonas con Vibrio fluvialis, resultado similar
al encontrado (8%) por Vivas y cols. (2000), mientras que el sistema BBL Crystal
confundié un 2.7% de las cepas de Aeromonas con Vibrio cholerae (estudio 4.1.1.2).
Estos resultados ponen de manifiesto la necesidad de desarrollar métodos alternativos
para identificar correctamente las bacterias del género Aeromonas, para evitar la
confusion con las del género Vibrio. En este sentido, Chacdén y cols. (2002)
desarrollaron una sonda basada en un fragmento de 237 pb del gen que codifica para
la glicerofosfolipido-colesterol aciltransferasa (GCAT) que hibrida con todas las
especies de Aeromonas, pero no con cepas de otros géneros, incluido el género

Vibrio. Esta sonda fue marcada con digoxigenina y utilizada mediante la técnica de
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colony blot para reconocer colonias de Aeromonas en cultivo primario. Se demostro
ademas que esta sonda era igualmente efectiva en cualquiera de los medios de cultivo
utilizados de forma rutinaria para el aislamiento clinico de enteropatégenos
(MacConkey, SS, agar sangre y Hecktoen). Como hemos mencionado previamente,
existen sondas especie-especificas para Aeromonas (Husslein y cols., 1992; Ash y
cols., 1993a,b; Dorsh y cols., 1994; Cascon y cols., 1996; Demarta y cols., 1999; Byers
y cols., 2002a; 2002b), aunque se desconoce si estas también hibridan con bacterias
de otros géneros. Kampfer y cols. (1996) disefiaron una sonda basada en el gen 16S
rRNA que era capaz de detectar Aeromonas spp. por hibridacioén in situ en muestras
de agua, sin embargo esta sonda no ha sido ensayada con todas las especies del
género. Ademas, en un estudio posterior esta sonda fue utilizada para detectar
Aeromonas en biofilms sin obtenerse sefal en ninguna de las muestras ensayadas
(MacDonald y Brdzel, 2000), a pesar de que se ha descrito que Aeromonas es uno de
los microorganismos mas comunes en los biofilms (Szewzyk y cols., 2000).

La utilizacién de la sonda disefiada por Chacén y cols. (2002) permitid
identificar las colonias de Aeromonas spp. de forma fiable en sélo 36 horas, en lugar

de las 72 horas necesarias si se utilizan los métodos bioquimicos clasicos.

5.1.2. Estudio de especies taxonémicamente complejas

Aunque se han llevado a cabo muchas aproximaciones para clarificar las
relaciones filogenéticas de las especies de Aeromonas (Martinez-Murcia y cols.,
1992a; Huys y cols., 1996b; Martinez-Murcia, 1999), la taxonomia del género sigue
confusa. Como ya se ha mencionado, uno de los problemas mas evidentes reside en
la definicién de la especie A. bestiarum, ya que aunque los porcentajes de hibridacion
DNA-DNA entre esta especie y las especies A. hydrophila y A. salmonicida eran muy
elevados y no aportaban resultados concluyentes, se propuso como una especie
valida (Hanninen, 1994; Ali y cols., 1996).

La secuenciacion del gen 16S rRNA estd considerada una herramienta
taxonémica fiable y ha sido muy utilizada en taxonomia bacteriana. La secuencia de
este gen solo difiere en dos nucleétidos (posiciones 1011 pb y 1018 pb) entre las
especies A. bestiarum y A. salmonicida, y las subespecies A. salmonicida subsp.

achromogenes y A. salmonicida subps. masoucida presentan una secuencia idéntica a
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la de A. bestiarum (Martinez-Murcia y cols., 1992a). A pesar de que mediante la
aplicacién de la técnica de identificacion basada en los RFLP del gen 16S rRNA se
pueden diferenciar las cepas tipo de ambas especies, un 60% de las cepas
pertenecientes a estas especies comparten el patron de A. bestiarum y A. salmonicida.
Al secuenciar este gen en estas cepas se demostré que compartian operones
ribosébmicos de ambas especies por lo que se denominaron A. bestiarum/A.
salmonicida (estudio 4.1.2.1). Estos resultados evidenciaban de nuevo la proximidad
genética entre ambas especies y corroborarian la teoria del entrecruzamiento de
Sneath (1993), la cual postula que en los ancestros de especies de Aeromonas se han
producido entrecruzamientos genéticos que han podido dar lugar a hibridos para el
gen 16S rRNA. Segun este autor es dificil que estos entrecruzamientos se hayan dado
en todas las copias del operdn ribosdémico. En Aeromonas se ha indicado que
probablemente existen 10 copias de este operdon (Dodd y Pemberton, 1998) y en
nuestro trabajo se demuestra que estos entrecruzamientos no se han dado en todas
las copias del operdn ribosémico de A. bestiarum y A. salmonicida, ya que un 60% de
las cepas de éstas especies comparten operones de ambas (estudio 4.1.2.1).

Con animo de obtener mas informacion sobre la posicion taxondmica de estas
especies, se llevé a cabo un estudio de caracterizacién bioquimica, ya que un requisito
esencial para que dos especies puedan ser consideradas distintas es que sean
separables mediante pruebas bioquimicas (Vandamme y cols. 1996).
Tradicionalmente la especie A. salmonicida ha sido considerada psicrofila, con una
temperatura éptima de crecimiento de entre 22°C y 25°C (Kimura, 1969a; 1969b;
Popoff, 1984; Austin y cols., 1989; Austin y cols., 1998). Sin embargo algunos autores
ya han indicado que algunas cepas de A. salmonicida son capaces de crecer a 37°C
(Austin y cols., 1989; Pavan y cols., 2000), esta caracteristica claramente mesofilica
de algunas cepas de A. salmonicida ha sido confirmada en nuestro estudio, y coincidio
con el comportamiento observado por nosotros y ya descrito para A. bestiarum
(estudio 4.1.2.1). Las pruebas bioquimicas clasicamente utilizadas para separar las
subespecies de A. salmonicida son el indol y la movilidad (Popoff, 1984; Wiklund y
Dalsgaard, 1998; Pavan y cols., 2000; Janda, 2001). Sin embargo estas pruebas no
fueron utiles para este propédsito (estudio 4.1.2.1). Otra prueba tradicionalmente
utilizada para diferenciar A. salmonicida subsp. salmonicida del resto de subespecies
es la produccion de pigmento marrén (Kimura, 1969a; Kimura, 1969b; Millership, 1996;

Austin y cols., 1989; Wiklund y Dalsgaard, 1998). Hemos demostrado que la
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produccion de pigmento marrén depende de la temperatura de incubacion y no es
especifica para A. salmonicida subsp. salmonicida (Austin y cols., 1998; estudio
4.1.2.1). Ademas se ha descrito que A. salmonicida subsp. achromogenes también
puede producir este tipo de pigmento (Dalsgaard y cols., 1998), sin embargo las cepas
que nosotros estudiamos no fueron productoras de éste pigmento (estudio 4.1.2.1). En
el intento de encontrar pruebas bioquimicas capaces de diferenciar las subespecies de
A. salmonicida, se ensayo por primera vez la utilizacion del acido urocanico en todas
las subespecies, sin embargo, todas resultaron ser negativas a esta prueba, y por lo
tanto no fue de utilidad (estudio 4.1.2.1). Otras pruebas bioquimicas ensayadas en
nuestro estudio y recomendadas para la separacién de las subespecies de A.
salmonicida son la oxidacion del gluconato, produccion de &acido de la lactosa y
sacarosa, la hidrolisis de la esculina, utilizacion de la N-acetil-glucosamina y
produccion de la elastasa (Austin y cols., 1989; Oakey y cols., 1996; Austin y cols.,
1998; Wiklund y Dalsgaard, 1998; Pavan y cols., 2000). Sin embargo ninguna de ellas
fue atil en nuestro estudio (4.1.2.1) coincidiendo con Noterdaeme y cols. (1996) que
tampoco fueron capaces de diferenciar las subespecies de A. salmonicida a pesar de
utilizar un total de 128 pruebas bioquimicas. De hecho, la sinonimizacién de las
subespecies de A. salmonicida ha estado en discusiéon durante muchos anos
(McCarthy, 1978; Belland y Trust, 1988; Austin y cols., 1989), pero no se ha llegado a
ningun consenso. A pesar de ello recientemente se ha descrito la nueva subespecie A.
salmonicida subsp. pectinolytica (Pavan y cols., 2000), los aislados de la cual hemos
comprobado que comparten operones riboséomicos de A. bestiarum y A. salmonicida
(estudio 4.1.2.1). Debido a la gran dificultad en asignar las cepas de A. salmonicida a
una de sus subespecies, cada vez es mas frecuente la aparicién de publicaciones
donde se describen cepas atipicas de esta especie (Austin y cols., 1989; Wiklund y
Dalsgaard, 1998; Austin y cols., 1998; Hagie y cols., 1999; Sgrum y cols., 2000; Lund y
cols., 2002).

En la literatura se encuentran muchos datos contradictorios acerca de la
respuesta bioquimica de las especies A. hydrophila, A. bestiarum y A. salmonicida a
las pruebas consideradas Utiles para su separacion: produccion de acido del sorbitol
(Abbott y cols., 1992), ramnosa (Abbott y cols., 1992, Hanninen, 1994; Ali y cols.,
1996) y lactosa (Abbott y cols., 1992; Ali y cols., 1996; Kaznowski, 1998), utilizacion
del acido urocanico y del DL-lactato (Ali y cols., 1996). Nuestros resultados al ensayar

estas pruebas en un numero representativo de cepas de A. hydrophila, A. bestiarum 'y
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A. salmonicida, todas ellas identificadas con la técnica del 16S rDNA-RFLP, indicaban
que la utilizacion del DL-lactato y la produccidon de acido del sorbitol y de la lactosa
eran las pruebas mas utiles para diferenciarlas, aunque ninguna de ellas podria ser
considerada como criterio inequivoco para la identificacion de éstas especies (estudio
4.1.2.1).

Segun Huys y cols. (1997b), las pruebas de mayor utilidad para diferenciar A.
popoffii de A. hydrophila, A bestiarum y A. salmonicida son la produccién de acido de
la D-sacarosa, utilizacion del DL-lactato y descarboxilacion de la lisina. Sin embargo
estos autores solo ensayaron un grupo de siete cepas de A. popoffi. En nuestro
estudio (4.1.2.1) ensayamos 26 cepas de A. popoffii que incluian todas las descritas
hasta la fecha y nuevos aislamientos, demostrandose que las pruebas bioquimicas
utiles para su identificacion eran la hidrélisis de la esculina y la produccion de acido de
la D-sacarosa. La utilizacion del DL-lactato solo fue util para diferenciar A. popoffii de
A. bestiarumy A. salmonicida, pero no de A. hydrophila.

También hemos analizado los patrones de RFLP del espaciador intergénico
16S-23S de las especies del complejo fenotipico “A. hydrophila”. El espaciador
intergénico 16S-23S contiene genes que codifican para tRNA, y DNA que no codifica,
es por este motivo que se considera un buen marcador filogenético a corto plazo, o un
reloj molecular rapido (Zavaleta y cols., 1996). El analisis de los patrones de restriccion
del espaciador intergénico 16S-23S demostréo que las especies A. hydrophila y A.
popoffii formaban dos grupos bien diferenciados, mientras que todas las cepas que en
base a los RFLP del gen 16S rRNA se habian identificado como A. bestiarum, A.
salmonicida y A. bestiarum/A. salmonicida formaban un Unico grupo (estudio 4.1.2.1).
Este resultado sugeriria que estas especies representan un unico taxon, resultado que
esta de acuerdo con el de estudios previos (Hanninen, 1994; Martinez-Murcia y cols.,
1992a; Yafez y cols., 2003).

Todos estos resultados pusieron de manifiesto que no existen suficientes
criterios fenotipicos y/o genéticos para diferenciar las especies A. bestiarum y A.
salmonicida, ya sea porque se trata de una Unica especie o porque las técnicas
seleccionadas en nuestro trabajo (4.1.2.1) no son suficientemente discriminativas.

Como ya hemos mencionado, actualmente el Ad-hoc committee requiere que
para la definicion de nuevas especies bacterianas se secuencien cinco genes que
codifiquen para funciones esenciales (housekeeping) de las cepas estudiadas

(Stackebrandt y cols., 2002). Entre estos genes se encuentra el gen gyrB, que codifica
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para la subunidad B de la DNA girasa (Stackebrandt y cols., 2002). Recientemente se
ha demostrado, en Aeromonas, que el analisis de la secuencia del gen gyrB es un
buen crondmetro molecular para realizar estudios filogenéticos en el género,
obteniéndose resultados congruentes con los obtenidos con el andlisis del gen 16S
rRNA (Yafez y cols., 2003). Otro gen estructural de interés es el rpoD, que codifica
para el factor 6’° de la RNA polimerasa, y del cual hasta la fecha no existen datos para
el género Aeromonas. Se ha descrito que en Pseudomonas el gen rpoD evoluciona
mas rapido que el gen 16S rRNA, y ademas se demostré que el analisis conjunto de
los genes rpoD y gyrB permite establecer la filogenia de este género con mayor
precision (Yamamoto y cols., 2000). Por este motivo, y con animo de clarificar de
forma mas precisa la posicidn taxondémica de A. bestiarum se procedid a la
secuenciacién de los genes gyrB y rpoD en un grupo representativo de cepas
identificadas como A. bestiarum, A. bestiarum/A. salmonicida y A. salmonicida
mediante la técnica del 16S rDNA-RFLP junto con las cepas tipo y otras cepas de
referencia de todas las especies del género (estudio 4.1.2.2). Los resultados derivados
del analisis filogenético basado en las secuencias del gen rpoD de todas las especies
del género demostré ser también bastante congruente con los obtenidos con el
analisis del gen 16S rRNA y gyrB (Martinez-Murcia y cols., 1992a; Martinez-Murcia,
1999; Yanez y cols., 2003). Los resultados del analisis filogenético basado en el gen
gyrB de las especies A. bestiarum y A. salmonicida demostraron que el porcentaje de
sustitucion de nucleétidos entre estas especies era de entre un 2.2 y un 3.3%,
considerandose este valor en el limite establecido, en base a este gen, para establecer
diferencias intra e inter-especificas (Yafez y cols., 2003). A pesar de que A. bestiarum
y las subespecies de A. salmonicida poseen una secuencia del gen 16S rRNA idéntica
(Martinez-Murcia y cols, 1992a; Martinez-Murcia, 1999), el andlisis de la secuencia del
gen rpoD demostré que las cepas de A. bestiarum incluidas en la definicién de la
especie formaban un grupo bien diferenciado y distante de A. salmonicida y sus
subespecies. Esta observacion se ratificd con el analisis combinado de los genes gyrB
y rpoD (estudio 4.1.2.2). Es interesante destacar que la mejor resolucion
interespecifica para separar A. bestiarum de A. salmonicida del gen rpoD no se
observo para las especies Aeromonas sp. (GH11)/A. encheleia y A. veroniilA.
culicicolalA. allosaccharophila, que presentaron una mejor resolucion con el gen gyrB.
El analisis combinado de ambos genes resolvié mejor la filogenia de Aeromonas, tal y

como sucede en Pseudomonas (Yamamoto y cols., 2000). El hecho de que en los
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dendogramas obtenidos en base a los genes rpoD y gyrB, tanto el grupo que incluye
todas las cepas de referencia de A. salmonicida y su cepa tipo, como el otro grupo que
incluye la cepa tipo de A. bestiarum y dos cepas de referencia de esta especie,
incluyan cepas identificadas como A. bestiarum/A. salmonicida, que comparten
operones del gen 16S rRNA de ambas especies, evidencia la poca utilidad del gen
16S rRNA para diferenciar estas especies. También es interesante destacar que tanto
las cepas del grupo de A. salmonicida como del grupo de A. bestiarum, tenian una
respuesta a la ramnosa que coincidia con la descrita por diversos autores para
diferenciar estas especies (Abbott y cols., 1992; Hanninen, 1994; Ali y cols., 1996). Los
resultados obtenidos con los genes rpoD y gyrB contradicen los obtenidos utilizando el
analisis de los RFLP del espaciador intergénico 16S-23S que indicaban que ambas
especies podian corresponder a un mismo taxon (estudio 4.1.2.1). A pesar de que los
resultados obtenidos con los genes rpoD y gyrB parecen apoyar la separacion de las
especies A. bestiarum y A. salmonicida, para llegar a una conclusién definitiva, seria
necesario realizar estudios de hibridacién DNA-DNA, tal como indica el comité de
sistematica, entre las cepas incluidas en cada uno de los dos grupos. En colaboracion
con el Dr. Erko Stackebrandt (DSMZ-German Collection of Microorganisms and Cell
Cultures GMBH, Braunschweig, Alemania) iniciamos ya hace unos meses los estudios
de hibridacion DNA-DNA entre cepas de estos dos grupos de microorganismos que
permitiran obtener resultados mas concluyentes. Ademas, creemos que para la
completa clarificaciéon de este conflicto seria necesario el analisis de otros genes que

codifiquen para funciones esenciales tal y como recomienda el comité de sistematica.

5.2. Sensibilidad a los agentes antimicrobianos

La patologia mas comunmente asociada al género Aeromonas es la diarrea;
generalmente ésta es poco grave y se autolimita rapidamente, no siendo necesario el
estudio bacteriolégico (Monteil y Harf-Monteil, 1997). Sin embargo, el aumento de
movilidad de personas entre los diferentes paises y continentes, debido a la elevada
facilidad para realizar viajes internacionales, ha conllevado un incremento de la
denominada diarrea del viajero, como lo demuestran las numerosas publicaciones
recientes que hacen referencia a esta patologia (Ramzan, 2001; Kolars y Fischer,
2002; Diemert, 2002; Cheng y Thielman, 2002; Chen y Wilson, 2002; Rendi-Wagner y
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Kollaritsch, 2002). Existen pocos estudios que investiguen la incidencia de Aeromonas
en este tipo de diarrea (Gascoén y cols., 1993; Hanninen y cols., 1995; Yamada y cols.,
1997; Vila y cols., 2003). En el estudio retrospectivo (Enero de 1999 — Diciembre de
2001) llevado a cabo en colaboracion con la Unidad de Medicina Tropical del Hospital
Clinico de Barcelona hemos demostrado que un 2% de las diarreas del viajero fueron
debidas a Aeromonas, siendo las especies mas frecuentes: A. veronii bt sobria y A.
caviae (Vila y cols, 2003), resultado coincidente con el obtenido por Hanninen y cols.
(1995) cuando analizo las especies mas frecuentes aisladas en pacientes que habian
viajado a Marruecos. Asi mismo, Yamada y cols. (1997), vieron que A. veronii bt sobria
era la especie mas frecuente aislada en pacientes japoneses que habian viajado a
paises en vias de desarrollo. Vila y cols. (2003) no encontraron diferencias entre las
especies mas aisladas y el continente de destino de los pacientes (Africa, América y
Asia), aunque en los pacientes que habian visitado la India se aisl6 una mayor
diversidad de especies (A. veronii bt sobria, A. caviae, A. jandaei y A. hydrophila). Hay
que tener en cuenta, que Aeromonas es el patégeno causante del 1.8% de las
diarreas en la India (Deodhar y cols., 1991) y ademas tanto en la India como en otros
paises Aeromonas spp. esta significativamente asociada a episodios de diarrea
(Ogunsanya y cols., 1994; Begue y cols., 1994; Kiuhn y cols., 1997a; Albert y cols.,
2000).

Los sintomas mas frecuentes asociados a la diarrea del viajero producidas por
Aeromonas son la diarrea liquida persistente, fiebre y dolores abdominales (Hanninen
y cols., 1995; Albert y cols., 2000; Vila y cols., 2003), y en la mayoria de casos se
prescribe un tratamiento antimicrobiano. A pesar de que la resistencia a las quinolonas
ha aumentado en los paises desarrollados (Gofi-Urriza y cols., 2000b; Vila y cols.,
2002), fueron los agentes antimicrobianos mas utilizados para el tratamiento de los
enfermos con diarrea del viajero, consiguiéndose la total recuperacion de los mismos
(Vila y cols., 2003). El analisis retrospectivo, de la resistencia a los agentes
antimicrobianos, en éstas cepas, demostré que las quinolonas y las cefalosporinas de
tercera generacion eran las que presentaban mejor actividad, mientras que el
porcentaje de cepas resistentes al cloramfenicol, tetraciclina o trimetoprim-
sulfametoxazol vari6 entre el 23 y el 45% (Vila y cols., 2003). Este porcentaje se ha
relacionado con el uso indiscriminado de estos agentes antimicrobianos en los paises

en vias de desarrollo (Vila y cols., 2003).
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Aeromonas se asocia también a un amplio abanico de patologias (septicemia,
sindrome urémico-hemolitico, meningitis, infeccion urinaria...) (Janda y Abbott, 1998;
Janda, 2001), lo que justifica la necesidad de conocer cuales pueden ser las mejores
terapias antimicrobianas para combatir estas infecciones. En este sentido, Vila y cols.
(2002) estudiaron la respuesta a 24 agentes antimicrobianos de 43 cepas clinicas de
Aeromonas identificadas por la técnica del 16S rDNA-RFLP (Borrell y cols., 1997;
Figueras y cols., 2000c), pertenecientes a las especies A. caviae, A. hydrophila y A.
veronii bt sobria, aisladas en hospitales espafioles. Soler y cols. (2002) analizaron los
patrones de sensibilidad de A. popoffii a 26 agentes antimicrobianos, diez de los
cuales nunca se habian ensayado en esta especie con anterioridad (piperacilina-
tazobactam, cefalotina, ceftibuteno, meropenem, fosfomicina, acido pipemidico,
colistina, ampicilina-sulbactam, amoxicilina-acido clavulanico y trimetoprim-
sulfametoxazol). Esta especie fue estudiada en profundidad ya que su sensibilidad a
los agentes antimicrobianos s6lo se han investigado con anterioridad en las 7 cepas
utilizadas para la descripcion de la especie (Huys y cols., 1997b; Kampfer y cols.,
1999). La sensibilidad a diferentes agentes antimicrobianos también ha sido
investigada en esta tesis en 77 cepas de Aeromonas spp. identificadas genéticamente
(Borrell y cols., 1997; Figueras y cols., 2000c) y aisladas en muestras de pescado
congelado destinado al consumo humano en México D.F. (Castro-Escarpulli y cols.,
2003). En todos estos estudios se ha demostrado, tal y como era de esperar, que
todas las cepas de Aeromonas ensayadas eran resistentes a la ampicilina. Esta
caracteristica es especifica del género, cumpliéndola todas las especies a excepcion
de A. trota (Carnahan y cols., 1991b), especie que nunca hemos aislado en los
estudios mencionados. La piperacilina presenté una buena actividad frente a las cepas
de Aeromonas aisladas de pescado congelado (Castro-Escarpulli y cols., 2003),
resultado que concuerda con los previamente publicados (Morita y cols., 1994; Ko y
cols., 1996). La combinacion del acido clavulanico con la ampicilina aumentoé la
actividad antimicrobiana, tanto en las cepas clinicas estudiadas como en A. popoffii,
mientras que el tazobactam no incrementé la actividad de la piperacilina (Vila y cols.,
2002; Soler y cols., 2002). Asi mismo, el sulbactam también incremento la actividad de
la ampicilina en A. popoffii (Soler y cols., 2002). Estos resultados demostraron que la
combinacion de una penicilina con un inhibidor de B-lactamasas, es util para reducir la
resistencia de Aeromonas spp. a los antibidticos p-lactamicos, la cual en este género

ha sido considerada dependiente de enzimas codificadas por el cromosoma de la
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bacteria (B-lactamasas) (Shanon y cols., 1986; Bakken y cols., 1988; laconis y
Sanders, 1990; Hayes y cols., 1994; Walsh y cols., 1995; Alksne y Rasmussen, 1997;
Walsh y cols., 1997; Ko y cols., 1998). El 44.1% de las cepas de Aeromonas aisladas
de pescado congelado fueron resistentes a la tetraciclina (Castro-Escarpulli y cols.,
2003). La resistencia a la tetraciclina en piscifactorias ha sido atribuida a la
transferencia de un plasmido R de alto peso molecular (Richards y cols., 1992; Inglis y
cols., 1993; Sandaa y Enger, 1994; 1996) que es capaz de ser transferido a otras
cepas clinicas y ambientales de la misma especie (Adams y cols., 1998; Rhodes y
cols., 2000).

Las cefalosporinas, aminoglucésidos y fluoroquinolonas presentaron una buena
actividad frente a las cepas ensayadas (Vila y cols., 2002; Soler y cols., 2002; Castro-
Escarpulli y cols., 2003), resultado que es congruente los previamente descritos (Motyl
y cols., 1985; Chang y Bolton, 1987; Morita y cols., 1994; Ko y cols., 1996; Kampfer y
cols., 1999). En cuanto a las cefalosporinas, cabe destacar que todas las especies
ensayadas mostraron cierta resistencia (60% A. hydrophila, 54% A. popoffii, 47% A.
caviae y 21% A. veronii) a la cefazolina (Vila y cols., 2002; Soler y cols., 2002). Estos
resultados son coincidentes con los previamente descritos para estas especies (Janda
y cols., 1995; Huys y cols., 1997b; Kampfer y cols., 1999; Overman y Janda, 1999).
Todas las cepas de A. salmonicida fueron resistentes a la cefalotina (Castro-Escarpulli
y cols., 2003), resultado que contrasta con el obtenido por Dalsgaard y cols. (1994), ya
que todas las cepas de esta especie ensayadas por estos autores fueron sensibles a
la cefalotina.

En el caso de los aminoglucésidos, la gentamicina y la amikacina fueron mas
activas que la tobramicina en las cepas de origen clinico (Vila y cols., 2002), fenémeno
que también ha sido observado en cepas aisladas en Australia, Taiwan y Estados
Unidos (Janda y cols., 1995; Ko y cols., 1996; Overman y Janda, 1999). Sin embargo
estas diferencias no se han observado en cepas de origen ambiental, como es el caso
de la especie A. popoffii (Huys y cols., 1997b; Kampfer y cols., 1999; Soler y cols.,
2002).

Las quinolonas son consideradas el tratamiento antimicrobiano de eleccion
para las infecciones producidas por Aeromonas spp. (Janda y cols., 1995; Sanford y
cols., 1997; Overman y Janda, 1999), sin embargo, respectivamente, un 20%, 26% y
88% de las cepas de A. hydrophila, A. caviae y A. veronii fueron resistentes al acido

nalidixico aunque sensibles al ciprofloxacino (Vila y cols., 2002). En estos casos, las

306



Discusion

quinolonas no deberian elegirse como tratamiento, ya que la resistencia al acido
nalidixico indica que ya existe una mutacion en el gen gyrA, y que por lo tanto es facil
que se produzca una segunda mutacion en este gen que convierta a la cepa en
resistente al ciprofloxacino (Ruiz y cols., 2002). En cepas aisladas de pescado
congelado se observo el efecto contrario, un 41.5% de las cepas eran sensibles al
acido nalidixico y resistentes al ciprofloxacino (Castro-Escarpulli y cols., 2003).

Todas las cepas de A. hydrophila, A. caviae, A. veronii y A. popoffii fueron
sensibles al imipenem (Vila y cols., 2002; Soler y cols., 2002), sin embargo Overman y
Janda (1999) encontraron un 67% de cepas clinicas de A. veronii resistentes. Estos
resultados son sin embargo comparables al 50% encontrado para cepas de esta
especie aisladas de peces congelados destinados al consumo humano y fue comun
para la especie A. hydrophila (50%), encontrandose menos resistencia al imipenem
para las otras especies: 19% de A. bestiarum y el 3.8% de A. salmonicida (Castro-
Escarpulli y cols., 2003).

Las cepas de A. salmonicida se han descrito como sensibles al cloramfenicol,
neomicina, polimixina B y rifampicina (Dalsgaard y cols., 1994), sin embargo en el
estudio realizado por Castro-Escarpulli y cols. (2003), esta especie presentd una
resistencia variable a estos agentes antimicrobianos que oscilé entre el 9% vy el 85.7%.

Los estudios realizados por Vila y cols. (2002), Soler y cols. (2002) y Castro-
Escarpulli y cols. (2003) muestran que las cefalosporinas de tercera generacion son
las mas activas frente a Aeromonas spp., las cuales ya han sido recomendadas para
el tratamiento de infecciones producidas por estas bacterias (Sanford y cols., 1997).
No se observaron diferencias importantes en cuanto a la resistencia a los diferentes
agentes antimicrobianos y la especie estudiada, fendbmeno que ya habia sido
previamente descrito (Kadmpfer y cols., 1999), ni tampoco se observaron diferencias en
cuanto al origen geografico de las cepas, las cuales si habian sido descritas por Ko y
cols. (1996). En general si se ha observado una mayor resistencia a los agentes
antimicrobianos en las cepas aisladas en pescado (Castro-Escarpulli y cols., 2003)
que en el resto de cepas estudiadas (Vila y cols., 2002; Soler y cols., 2002). Otros
autores que han investigado la resistencia a los agentes antimicrobianos en cepas
aisladas de pescado procedente de piscifactorias a lo largo de varios afios han
indicado que esta ha aumentado (Schmidt y cols., 2000). Este hecho se ha

correlacionado con el incremento en el uso indiscriminado de éstos agentes
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antimicrobianos en las piscifactorias (DePaola y cols., 1988; McPhearson y cols.,

1991; Spanggaard y cols., 1993; Guardabassi y cols., 2000).

5.3. Técnicas de tipado molecular

Tal y como se ha comentado en la introduccion, existen numerosos trabajos
que han tratado de determinar las relaciones epidemiolégicas de las cepas de
Aeromonas, habiéndose utilizado para ello un gran numero de técnicas diferentes, ya
sean de caracter fenotipico o molecular. De estas, merece la pena destacar el PFGE,
ya que ha sido considerada la mejor técnica para tipar cepas bacterianas (Maslow y
cols., 1993), y ha sido recientemente aplicada con éxito en Aeromonas spp. (Hanninen
y Hirvela-Koski, 1999; Garcia y cols., 2000; Bonadonna y cols., 2002; Villari y cols;
2003; Borchardt y cols., 2003). A pesar de ello, Talon y cols. (1998) evaluaron el PFGE
en comparacion con la técnica de los RAPDs en A. hydrophila y comprobaron que los
RAPDs eran mas faciles, rapidos y baratos de realizar, y por lo tanto mas idéneos para
el tipado epidemiolégico de Aeromonas. Sin embargo, también existen trabajos que
han criticado el uso de los RAPDs, por ser una técnica que amplifica al azar regiones
del genoma, pudiéndose obtener bandas de igual peso molecular que en realidad se
correspondan a regiones del genoma diferentes (Oakey y cols., 1998). Las técnicas de
ERIC y REP-PCR, descritas por Stern y cols. (1984), son una alternativa a los RAPD’s
debido a que se basan en la amplificacion por PCR de secuencias de DNA repetitivas
y conservadas del genoma denominadas de forma global como rep-PCR (Stern y
cols., 1984; Hulton y cols., 1991), y por lo tanto no son técnicas arbitrarias (Versalovic
y cols.,, 1991). Estas técnicas han sido aplicadas, en numerosas ocasiones, con
finalidades epidemiolégicas en otros géneros bacterianos (Vila y cols., 1996; Sander y
cols., 1998; Marshall y cols., 1999). En el género Aeromonas el ERIC fue utilizado con
éxito para trazar una infeccion nosocomial producida por A. hydrophila (Davin-Regli y
cols., 1998). Sin embargo, hasta la fecha el REP no habia sido aplicado a cepas de
Aeromonas spp. En el presente trabajo se ha presentado el primer estudio en
Aeromonas donde se evalua el REP, sélo y conjuntamente con el ERIC (Soler y cols.,
2003) en todas las cepas de A. popoffii descritas hasta la fecha (Huys y cols., 1997b;
Demarta y cols., 1999; Soler y cols., 2002). Ademas, éstas técnicas también las hemos

evaluado comparativamente en estas mismas cepas con la técnica del 16S-23S ISR-
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RFLP. Esta ultima técnica fue elegida porque el 16S-23S ISR es una regién del
genoma que no se transcribe ni codifica, por lo que no tiene presion evolutiva y puede
presentar variaciones tanto de tamafno como de secuencia (Zavaleta y cols., 1996). Es
por este motivo que ha sido utilizada con éxito para tipar cepas implicadas en brotes
epidemioldgicos, en los que se han encontrado involucradas bacterias pertenecientes
a distintos géneros bacterianos (Kostman y cols., 1995; Abed y cols., 1995; Cartwright
y cols., 1995; Garcia-Martinez y cols., 1996) entre ellos Aeromonas. En concreto se
aplico al estudio de cepas de origen clinico y ambiental pertenecientes a la especie A.
veronii, pudiéndose demostrar la colonizacion de una red de distribucién de agua
potable por una misma cepa (Martinez-Murcia y cols., 2000).

En A. popoffii el ERIC produjo patrones cepa-especificos para todas las cepas
no relacionadas, sin embargo tanto el REP como el 16S-23S ISR-RFLP produjeron
patrones idénticos para algunas cepas para las que se habia obtenido un patrén cepa-
especifico con el ERIC (Soler y cols., 2003). Algunos autores han indicado que cuando
los resultados obtenidos mediante diferentes métodos de tipado son combinados, la
resolucidon es mayor que cuando estos son analizados por separado (Vinuesa y cols.,
1998; Metha y cols., 2001). En nuestro estudio combinamos dos a dos los resultados
obtenidos del 16S-23S ISR-RFLP, ERIC y REP, y también los analizamos los tres
conjuntamente. Observamos que mediante cualquier combinacion dos a dos de éstas
técnicas conseguiamos patrones cepa-especificos para cepas que parecian idénticas
al utilizar el 16S-23S ISR-RFLP o REP por separado. Nuestros resultados indican que
cuando se utilizan las técnicas del 16S-23S ISR-RFLP o REP para tipar cepas de
Aeromonas spp., €s necesario combinar los resultados de ambas técnicas entre si o
con los resultados del ERIC, para poder obtener resultados fiables (Soler y cols.,
2003). Ademas se observé que cuando se analizaba el ERIC sélo, o conjuntamente
con el REP, existia una tendencia de las cepas a agruparse segun su origen
geografico, tendencia que se veia reforzada por la adicion del 16S-23S ISR-RFLP
(Soler y cols., 2003). Recientemente, se ha demostrado en Aeromonas spp. que los
patrones de ERIC de las cepas ambientales de distintos origenes eran mas similares
entre si que los de las cepas clinicas (Sechi y cols., 2002).

Con las tres técnicas utilizadas, seis de los ocho aislados de A. popoffii
procedentes de Suiza, presentaron patrones idénticos, asi mismo estos aislados
también presentaron idéntica respuesta bioquimica, sensibilidad a los agentes

antimicrobianos y poseian los mismos genes de virulencia, sugiriendo todos estos
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resultados que estos seis aislados pertenecian a un mismo grupo clonal. Por esta
razon consideramos que los ocho aislados descritos por Demarta y cols. (1999)
representan en realidad tres cepas (Soler y cols., 2003). Las cepas de A. popoffii
aisladas en Espana fueron las que presentaron una mayor diversidad genética, lo cual
puede ser atribuido a la gran diversidad de las muestras de donde provenian
(embalses, rios y agua de mar), ademas se demostré que en un mismo lugar podian
coexistir dos clones diferentes de una misma especie (Soler y cols., 2003). Utilizando
la técnica del ribotipado, cuatro de las cepas de A. popoffii utilizadas en nuestro
estudio producian patrones idénticos (Huys y cols., 1997b; Demarta y cols., 1999), sin
embargo, estas cepas demostraron ser diferentes con las técnicas del 16S-23S ISR-
RFLP, ERIC y REP (Soler y cols., 2003). Estos datos confirman los resultados
obtenidos por otros autores en (Maslow y cols., 1993; Demarta y cols., 2000) en el
sentido de que el ribotipado no es suficientemente discriminativo para ser utilizado
como herramienta epidemiolégica en Aeromonas.

A pesar de que generalmente, un unico método no es suficiente para estudiar
las relaciones epidemiologicas entre cepas (Marshall y cols., 1999), nuestros
resultados indican que el ERIC es suficientemente resolutivo en Aeromonas como
para poderse utilizar s6lo. En caso de poderse utilizar dos métodos, la mejor
combinacion es el ERIC y el REP, por ser los mas resolutivos, rapidos y sencillos de
realizar, ademas, aunque su reproducibilidad ha sido puesta en duda (Tyler y cols.,
1997), si se estandariza la extraccion del DNA, las condiciones de PCR vy
electroforesis, la tasa de reproducibilidad es muy elevada, tal y como hemos
demostrado (Soler y cols., 2003).

La utilidad de la técnica del ERIC también ha sido demostrada en cepas de la
especie A. jandaei (estudio 4.4.3). En este trabajo, la utilizaciéon del ERIC permitié
poner de manifiesto que diez de las cepas recibidas de colecciones personales e
internacionales representaban soélo cuatro cepas distintas, aspecto que se confirmé
después de investigar minuciosamente su procedencia real a través de las diferentes
colecciones internacionales. El dendograma resultante del analisis de los patrones de
ERIC de esta especie reveld que las cepas tendian a agruparse segun su origen
geografico (estudio 4.4.3), aspecto que coincidia con el obtenido para A. popoffii (Soler
y cols., 2003).
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5.4. Distribucion de los factores de virulencia

La enteropatogenicidad de Aeromonas spp. se ha atribuido a la produccion de
enzimas extracelulares, exotoxinas y adhesinas, entre ellos se incluyen la
aerolisina/hemolisina, serina proteasa, lipasas extracelulares (lip, plc, pla, lipH3),
GCAT, DNasas, enterotoxinas citotonicas (alt y ast) y flagelo lateral, sin embargo no se
ha establecido la importancia y mecanismo exacto por el que cada factor de virulencia
esta asociado a la patogenicidad (Pemberton y cols., 1997).

Aunque existen datos acerca de la distribucion de algunos factores de
virulencia como la aerolisina (Granum y cols., 1998; Kingombe y cols., 1999;
Heuzenroeder y cols., 1999; Gonzalez-Serrano y cols., 2002; Gonzalez-Rodriguez y
cols., 2002; Sechi y cols., 2002; Wang y cols., 2003) la GCAT y la serina proteasa
(Austin y cols., 1998; Hgie y cols., 1999) estos nunca han sido analizados de forma
conjunta, ni junto a otros factores de virulencia en representantes de todas las
especies del género Aeromonas identificadas utilizando métodos genéticos. En este
sentido, Chacon y cols. (2003) han reportado el primer estudio que evalua, en cepas
de origen clinico y ambiental de todas las especies del género identificadas
genéticamente, la distribucién de los genes que codifican para cinco factores de
virulencia (aerolisina/hemolisina, serina proteasa, lipasas extracelulares (lip, plc, pla,
lipH3), GCAT y DNasas) estudiando también la actividad fenotipica asociada a dichos
genes. La distribucion de éstos mismos genes ha sido también estudiada de forma
especifica en A. popoffii, con el fin de esclarecer si esta especie de origen ambiental
de la que se conocia poco, poseia un potencial virulento comparable al de especies
tipicamente clinicas (Soler y cols., 2002). Los mismos factores de virulencia se han
investigado en un grupo de 77 cepas aisladas de pescado congelado destinado al
consumo humano en México D.F. (Castro-Escarpulli y cols., 2003). A continuacion se
discutiran los aspectos mas importantes referentes a estos trabajos.

En el género Aeromonas se han descrito diversas B-hemolisinas, sin embargo
su caracterizacioén se ha visto dificultada por la identificaciéon imprecisa de las cepas en
las que se han estudiado y por la terminologia multiple con la que se las ha descrito,
aerolisina (Howard y Buckley, 1987), hemolisina (Hirono y cols., 1992) o enterotoxina
citotoxica (Chopra y cols., 1993). Este hecho ha generado cierta controversia, ya que
algunos autores consideran que muchas de ellas son muy similares o incluso idénticas

(Buckley y Howard, 1999). La aerolisina es probablemente el factor de virulencia mas
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conocido en el género Aeromonas. Ademas algunas cepas de Aeromonas poseen
mas de un gen que codifica para hemolisinas en su genoma (Hirono y cols., 1992), por
lo que es muy dificil saber exactamente el nUmero y tipo de hemolisinas caracteristicas
del género. Es por estos motivos, y por el hecho de que su elevada homologia hace
practicamente imposible disefiar cebadores para caracterizarlas individualmente, que
en el presente trabajo se han disefiado cebadores para amplificar regiones homoélogas
a todas estas toxinas y se ha denominado al amplificado obtenido como
aerolisina/hemolisina (Soler y cols., 2002; Castro-Escarpulli y cols., 2003; Chacén y
cols., 2003). Se ha demostrado que la aerolisina esta directamente implicada en la
virulencia de las cepas, ya que los mutantes de deleccion para este gen son menos
virulentos que las cepas salvajes (Chackraborty y cols., 1987). En nuestro estudio, los
genes que codifican para la aerolisina/lhemolisina fueron detectados en todas las
cepas tipo, a excepcion de A. media, A. allosaccharophila y A. schubertii (Chacédn y
cols., 2003), sin embargo, en un estudio previo la aerolisina/hemolisina tampoco fue
detectada en las cepas tipo de estas especies ni en las de A. caviae, A. jandaei y A.
trota (Kingombe y cols., 1999). Estas diferencias pueden ser atribuidas a que
Kingombe y cols. (1999) utilizaron una mezcla de ocho cebadores que aparentemente
tenian un grado de especificidad menor que los cebadores utilizados por Chacon y
cols. (2003). Cuando los genes de la aerolisina/lhemolisina se investigaron en las 234
cepas, pertenecientes a todas las especies del género, un 72.6% de las cepas los
presentaron, y se encontraron significativamente mas presentes en cepas clinicas que
ambientales (Chacén y cols., 2003). En A. caviae, la presencia de Ila
aerolisina/lhemolisina, asi como la actividad R-hemolitica se encontré6 en menor
proporcion (40% y 37.5%, respectivamente) que en otras especies como A. veronii
(94% y 85.7%, respectivamente) clasicamente también aislada en muestras clinicas
(Chacén y cols., 2003). Este fendmeno también ha sido observado por otros autores
(Granum vy cols., 1998; Kingombe y cols., 1999; Heuzenroeder y cols., 1999; Wang y
cols., 2003). En A. popoffii la aerolisina’/hemolisina se detecté en un 92% de las cepas
(Soler y cols., 2002), resultado comparable al de especies de origen clinico, como por
ejemplo A. veronii, o al de especies consideradas patdgenas de peces como A.
salmonicida. Ademas, la presencia de la aerolisina/hemolisina en A. popoffii es mayor
que en otras especies de origen ambiental, como A. sobria, en la que la prevalencia de
este gen fue solo del 50% (Kingombe y cols., 1999). En otros estudios estos genes se

han detectado en todas las cepas de A. hydrophila estudiadas (Gonzéalez-Serrano y
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cols., 2002; Gonzalez-Rodriguez y cols., 2002), aunque otros autores solo los detectan
en el 45% (Sechi y cols., 2002). La incidencia de la aerolisina/hemolisina en A.
hydrophila en nuestros estudios fue del 58% (Chacon y cols., 2003) y 100% (Castro-
Escarpulli y cols., 2003), la diferencia entre ambos estudios puede ser debida a que en
el estudio de Castro-Escarpulli y cols. (2003) sélo se investigaron 2 cepas de esta
especie. Cabe destacar que en los estudios mencionados de otros autores las cepas
habian sido solo identificados bioquimicamente y no genéticamente como en nuestros
estudios. La aerolisina’/hemolisina se detecté en el 96% de las cepas aisladas de
pescado en México (Castro-Escarpulli y cols., 2003), resultado comparable al obtenido
por Rahman y cols. (2002) quien encontré este gen en todas las cepas aisladas en
peces enfermos. En A. jandaei, el gen se detecté en el 40.7% de las 26 cepas que
estudiamos (estudio 4.4.3). Este resultado contrasta con la no deteccién para la misma
especie por Kingombe y cols. (1999) cuando estudié 3 cepas y Chacon y cols. (2003)
que obtuvo un 83.3% cuando estudio soélo 6 cepas.

Cuando se analiz6 la actividad fenotipica asociada a la aerolisina (R-hemodlisis),
se observaron diferencias segun el tipo de sangre utilizada (humana o de carnero) y la
temperatura empleada (Soler y cols., 2002; Chacén y cols., 2003). Estos resultados
concuerdan con los de otros trabajos donde también se ha demostrado que la
actividad p-hemolitica depende del tipo de sangre utilizada (Brenden y Janda, 1987;
Gossling, 1996; Santos y cols., 1999). Ninguna de las cepas de A. popoffii mostrd p-
hemolisis cuando fue ensayada a 37°C en agar sangre de carnero, lo cual concuerda
con los resultados de la descripcion original de la especie (Huys y cols., 1997b). Sin
embargo, el 73% de las cepas mostraron B-hemdlisis cuando se utilizé agar sangre
humana a 20°C, aspecto desconocido hasta la fecha (Soler y cols., 2002). Es
interesante destacar que ninguna cepa de A. encheleia presenté actividad R-
hemolitica, aunque todas demostraron poseer el gen que codifica para la
aerolisina/hemolisina (Castro-Escarpulli y cols., 2003; Chacén y cols., 2003).

La serina proteasa ha sido implicada en la activacion de la pre-pro-aerolisina
(Abrami y cols., 1998) y la pro-GCAT (Eggset y cols., 1994; Vipond y cols., 1998). En
concreto, la aerolisina se transcribe como una pre-pro-aerolisina que contiene una
region N-terminal que es eliminada durante el paso por la membrana interna dando
lugar a una pro-aerolisina (Husslein y cols., 1988; Chopra y cols., 1993; van der Goot y
cols., 1994), proceso que esta mediado por la serina proteasa (Abrami y cols., 1998).

Asi mismo esta pro-aerolisina es secretada al exterior de la célula por un proceso
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durante el cual se elimina la regién C-terminal de la proteina convirtiéndola en una
aerolisina activa (Howard y cols., 1996). En cuanto a la GCAT, esta es secretada por
la bacteria como pro-GCAT, la cual debe sufrir un corte en el extremo C-terminal para
convertirse en la GCAT activa (Hilton y cols., 1990; Ausio y cols., 1993). Este corte es
producido por la serina proteasa (Eggset y cols., 1994; Vipond y cols., 1998). Chacén y
cols. (2003) han encontrado significativamente mas presencia de los genes que
codifican para la aerolisina/hemolisina y serina proteasa en cepas B-hemoliticas, lo
cual apoya los resultados de Abrami y cols. (1998). Sin embargo, no se ha encontrado
una asociacién estadisticamente significativa entre la presencia de los genes que
codifican para la GCAT vy la serina proteasa en cepas lipoliticas, esto ha sido debido a
que practicamente todas las cepas presentaban simultaneamente actividad lipolitica y
el gen que codifica para la GCAT (Chacén y cols., 2003). Los resultados publicados
por otros autores indicaban que cuando la GCAT y la serina proteasa se inyectaban
simultaneamente e intramuscularmente en salménidos, se producia furunculosis (Ellis,
1997), sin embargo posteriormente se publicaron resultados contradictorios sobre la
importancia de ambos enzimas para la virulencia de A. salmonicida (Vipond y cols.,
1998). Hasta la fecha la distribucién de los genes que codifican para la GCAT y la
serina proteasa soOlo habian sido investigados en cepas de A. salmonicida,
demostrandose que entre el 92% y el 100% de las cepas poseian la GCAT, y entre el
32% vy el 40% la serina proteasa (Austin y cols., 1998; Hgie y cols., 1999). En el
presente trabajo tal y como hemos indicado anteriormente, se ha demostrado que los
genes que codifican para la GCAT se encuentran presentes en todas las cepas del
género (Soler y cols., 2002; Castro-Escarpulli y cols., 2003; Chacén y cols., 2003).
Este resultado nos ha permitido disefiar una sonda, correspondiente a un fragmento
de éste gen, para la deteccién de colonias de Aeromonas spp. (Chacén y cols., 2002).
Ademas, también hemos demostrado que el gen que codifica para la serina proteasa
se encuentra en todas las especies del género con porcentajes que oscilan entre el 75
y el 96% (Soler y cols., 2002; Castro-Escarpulli y cols., 2003; Chacén y cols., 2003). Al
investigar la actividad fenotipica que se asocia a la serina proteasa, evaluando la
actividad azocaseina, se observé que esta era significativamente mayor en cepas de
origen ambiental que en cepas clinicas (Chacén y cols., 2003). En el estudio de los
factores de virulencia en cepas aisladas de pescado, la actividad proteasa también fue
estudiada en paralelo mediante las técnicas de la azocaseina, gelatinasa y la

caseinasa. Las pruebas de la gelatinasa y la azocaseina proporcionaron resultados
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similares, sin embargo, la prueba de la caseinasa proporcioné un elevado niumero de
falsos negativos, siendo por lo tanto ésta ultima la de menor utilidad para determinar la
actividad proteasa en Aeromonas spp. (Castro-Escarpulli y cols., 2003).

Las lipasas tienen funcién nutricional en las bacterias (Pemberton y cols.,
1997), sin embargo en A. hydrophila se ha demostrado que mutantes de insercién
para el gen plc, que codifica para la lipasa Plc, reducen la DLsy en ratones y peces,
demostrandose asi su implicacién en la virulencia (Merino y cols., 1999). Hasta la
fecha no existian estudios que determinasen la incidencia de los genes que codifican
para las lipasas lipH3 (Anguita y cols., 1993), lip (Chuang y cols., 1997), ap/-1 (Ingham
y Pemberton, 1995) y plc (Merino y cols., 1999) en Aeromonas. En la presente tesis se
ha demostrado que estos genes se encuentran presentes en todas las especies del
género, y su presencia se correlaciona con la actividad lipolitica de las cepas, no
encontrandose diferencias entre la presencia de lipasas y el origen clinico o ambiental
de las cepas (Soler y cols., 2002; Chacén y cols., 2003; Castro-Escarpulli y cols.,
2003). Castro-Escarpulli y cols. (2003) evaluaron tres métodos diferentes para
determinar la actividad lipolitica de las cepas (medio mantequilla-resarsurina, a-lecitina
y agar tributirina), no encontrandose diferencia entre ellos y recomendandose el uso
del agar tributirina por ser mas facil y rapido de interpretar.

Otro factor de virulencia de interés son las DNasas, las cuales son
consideradas de gran importancia en bacterias de otros géneros como Streptococcus
para producir la infeccion de las células huéspedes humanas y hacer que ésta
progrese (Podbielski y cols., 1996; Ericksson y cols., 1999). En Aeromonas, hasta la
fecha los Unicos estudios realizados sobre las DNasas han sido los de la descripcion y
caracterizacion de los tres genes publicados hasta la fecha (Chang y cols., 1992; Dodd
y Pemberton, 1996; 1999), pero se desconoce la distribucion de éstas en las especies
del género. Chacdn y cols. (2003) han demostrado que estos genes se encuentran
significativamente mas presentes en cepas de Aeromonas de origen clinico (95%) que
ambiental (85%), aunque esta diferencia no se observé a nivel de expresion fenotipica
del gen. Por otro lado todas las cepas de A. popoffii estudiadas presentaban los genes
de las DNasas y la actividad fenotipica que las caracteriza (Soler y cols., 2002). Este
gen se encontro presente en el 83% de las cepas procedentes de pescado congelado,
aunque todas las cepas presentaron actividad DNasa (Castro-Escarpulli y cols., 2003).

La habilidad de captar el rojo congo ha sido utilizada como marcador de

virulencia de muchas bacterias enteropatdégenas como Yersinia enterocolitica (Farmer
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y cols., 1992), Edwarsiella tarda (Ling y cols., 2000), Vibrio cholerae (Nataro y Kaper,
1998), Escherichia coli enteroinvasiva y Shigella flexneri (Rico-Martinez, 1995; Nataro
y Kaper, 1998). Asi mismo, Ishiguro y cols. (1985) sugirieron que este era un buen
marcador del potencial virulento de A. salmonicida, mientras que Ellis y cols. (1988) lo
pusieron en duda. Se ha sugerido que los responsables de la captacién del rojo congo
en Aeromonas spp. son los sideroforos (Santos y cols., 1999), cuya funcién se asocia
a la captacion del hierro de la hemoglobina del huésped (Janda, 2001). Castro-
Escarpulli y cols. (2003) demostraron que todas las cepas aisladas de pescado
congelado eran capaces de captar el rojo congo, resultado que coincidia con otros
estudios (Statner y George, 1987; Palumbo y cols., 1989; Paniagua y cols., 1990).

La adherencia agregativa a células HEp-2, se ha asociado a la presencia de
pilis tipo IV en la bacteria (Thornley y cols., 1994; Kirov y cols., 2000). Se demostré
que todas las cepas aisladas de pescado congelado presentaban una adherencia
agregativa a células HEp-2 independiente de la especie de Aeromonas de que se
tratara (Castro-Escarpulli y cols., 2003). Este patron de adherencia a estas células se
ha descrito también para todas las cepas de A. caviae estudiadas por otros autores
(Thornley y cols., 1994).

Todos estos datos demuestran que las cepas de origen ambiental presentan
una carga genética de factores de virulencia similar a la de las cepas de origen clinico,
sugiriendo por lo tanto que el ambiente es un reservorio de cepas de Aeromonas spp.
con capacidad patdégena. Ademas se sugiere que las cepas procedentes de pescado
pueden actuar como vehiculo de transmision de Aeromonas, si se tiene en cuenta que
este tipo de pescado se consume crudo en México (Castro-Escarpulli y cols., 2003).
También se ha considerado importante conocer que cepas o especies de las aisladas
de peces enfermos pueden producir patologia en peces sanos. En el presente estudio
se ha demostrado por primera vez, realizando estudios in vivo en carpa comun
(Cyprinus carpio), la patogenicidad de la especie A. bestiarum y de las cepas
mesodfilas y moéviles de A. salmonicida (Kozinska y cols., 2002). A pesar de que A.
bestiarum habia sido aislada de peces enfermos (Huys y cols., 1996b), no existian
datos hasta la fecha sobre sus caracteristicas patdégenas. Ademas se ha demostrado
que no todas las cepas de A. sobria son patdgenas, tal y cdmo habian indicado
estudios anteriores, realizados también en carpas (Kozihska, 1996) y en otras
especies de pez (Santos y cols, 1988; Toranzo y cols., 1989). En estos estudios, sin

embargo, las cepas no habian sido identificadas genéticamente. Sélo una de las cepas
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de A. sobria de las 6 que se ensayaron demostré ser capaz de provocar lesiones
cutaneas localizadas en un 30% de los peces (Kozihska y cols., 2002). La especie A.
encheleia demostré no ser patdgena en las carpas, tal y como se habia descrito
previamente para las anguilas (Esteve y cols., 1995c).

Ademas de los factores de virulencia mencionados, se han descrito otros en el
género, entre ellos el flagelo lateral, responsable de la movilidad rapida o pululante
“swarming” implicada en adherencia y colonizacion (Gavin y cols., 2002). Asi mismo,
una enterotoxina termolabil codificada por el gen alt (Chopra y cols., 1986) y una
enterotoxina termoestable codificada por el gen ast (Chopra y cols., 1994) han sido
recientemente implicadas de forma directa en la producciéon de diarrea, ya que
mutantes defectuosos para estos dos genes reducen en un 36% la secrecién de fluido
en un modelo experimental de diarrea en raton (Sha y cols., 2002). Ademas, la
presencia simultanea de éstos genes en las cepas aisladas en nifios con cuadros
diarreicos, se ha asociado a la produccion de diarrea liquida o severa (Albert y cols.,
2000), aunque esta asociacioén se realizd en base a un numero muy reducido de casos
(11 pacientes). El gen act codifica para una enterotoxina citotéxica que presenta una
homologia del 79-93% con la aerolisina/hemolisina a nivel de aminoacidos (Chopra y
cols., 1993) y de hasta un 96% a nivel de nucledétidos, siendo por lo tanto imposible
diferenciar ambos genes por PCR. Ademas ambas toxinas han sido recientemente
consideradas la misma (Buckley y Howard, 1999). Mutantes dobles para los genes act
y ast, act y alt reducen en un 62% y 73% respectivamente la secrecion de fluidos en
un modelo experimental de raton, mientras que un triple mutante para los genes act,
alt y ast reduce esta secrecion en un 100% (Sha y cols., 2002). En nuestro estudio
(4.4.3) se investigd la presencia de los genes /afA (codifica para el flagelo lateral), alt,
ast y aerolisina/hemolisina por PCR y dot blot (excepto para el gen alt) en un grupo de
32 cepas de A. jandaei de origen ambiental, clinico y animal. El 63% de las cepas de
A. jandaei presentaron el gen /afA, que solo habia sido estudiado y encontrado hasta
la fecha en la cepa tipo de esta especie (Kirov y cols., 2002). En nuestro estudio no se
observaron diferencias entre la presencia de éste gen y el origen de las cepas, lo cual
no es de extranar, ya que la presencia del flagelo lateral es beneficiosa tanto en cepas
de origen ambiental (formacién de biofilms), como en cepas de origen clinico
(colonizacion y adherencia). La deteccidn de este gen por PCR fue menos efectiva que
su deteccion por dot blot, ya que 12 de las cepas fueron negativas por PCR pero

positivas por dot blot. Dado que el gen /afA no presenta homologia (por analisis
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BLAST) con otros genes, la deteccién de falsos positivos es muy poco probable.
Probablemente la baja efectividad de la deteccion por PCR sea debida a variaciones
en la secuencia en las dianas de unién de los cebadores, tal y cémo ha sido sugerido
en otros estudios donde se detectd por PCR el gen que codifica para la GCAT
(Chacoén y cols., 2002; Chacén y cols., 2003). En nuestro estudio el gen ast sélo fue
detectado en una cepa aislada de un nifio con diarrea, esta cepa también presentaba
los genes alt y lafA, sin embargo un 92.3% de las cepas de A. jandaei aisladas de
diarrea no presentaron ninguna asociacion entre los genes ast y alt (estudio 4.4.3).
Este resultado no concuerda con la hipétesis formulada por Albert y cols. (2000), de
que la combinacion de ambos genes seria responsable de la diarrea liquida. Para
clarificar este ultimo punto seria necesario investigar la presencia de estos genes en
un numero mayor de cepas y procedentes de pacientes con diarrea con una historia
clinica clara y completa. En nuestro estudio ninguna de las cepas de A. jandaei
procedente de diarrea presentdé simultdneamente los genes alt, ast y
aerolisina/hemolisina. Los genes /afA y aerolisina/lhemolisina se detectaron
simultdneamente en un 34.7% de las cepas independientemente de su origen, y
Unicamente una cepa con origen animal, presenté simultdneamente los genes alf y
aerolisina/hemolisina.

Consideramos que los factores de virulencia estudiados en A. jandaei, deben
jugar un papel importante en la patogenicidad de esta especie, ya que al menos uno
de ellos (alt, ast, aerolisina/hemolisina o /afA) se encontr6 mucho mas presente

(73.7%) en las cepas clinicas, que en las cepas ambientales (40%) (estudio 4.4.3).

5.5. Mecanismos de patogenicidad

Coémo se ha demostrado, los diferentes factores de virulencia se encuentran
ampliamente presentes en cepas de Aeromonas de diferentes especies, tanto clinicas
como ambientales (Soler y cols., 2002; Castro-Escarpulli y cols., 2003; Chacén y cols.,
2003; estudio 4.4.3). Recientemente, se han aportado evidencias de la existencia del
sistema de secrecion tipo Il (TTSS) en una cepa de A. salmonicida subsp. salmonicida
aislada de peces enfermos, describiéndose ocho genes que forman parte del TTSS
(Burr y cols., 2002), y una toxina (AexT) secretada por este sistema (Braun y cols.,

2002). Este mecanismo de secrecion esta especializado en hacer llegar directamente
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al citoplasma de las células huésped toxinas que la destruyen, al mismo tiempo que
inhiben la actividad de las células fagociticas e inducen su apoptosis (Hueck, 1998;
Muller y cols., 2001; Ramamurthy y Schneewind, 2002).

En el presente trabajo se describen dos nuevos genes, obtenidos a partir de
una cepa clinica de A. veronii, que codifican para proteinas homélogas del TTSS de
Yersinia spp. entre otros microorganismos, y que han sido designados cémo ascF y
ascG (estudio 4.5.1). Asi mismo también se han identificado otros dos nuevos genes,
ascJ y ascL, que codifican para proteinas homoélogas a las YscJ e YscL de Yersinia
enterocolitica, aunque no se dispone todavia de su secuencia completa, y por tanto su
caracterizacion queda pendiente para futuros trabajos. Las proteinas AscF y AscG,
codificadas por los genes ya caracterizados, presentan un punto isoeléctrico y peso
molecular similar al de sus homdlogas en Yersinia enterocolitica, Pseudomonas
aeruginosa y Protorhabdus luminescens, lo cual sugiere que la funcion de éstas
proteinas en Aeromonas sera parecida a la descrita en estas bacterias. Se ha sugerido
que en Yersina pestis estas proteinas (YscF e YscG) estan involucradas en la
regulacion de la expresion y secrecion de proteinas de respuesta a la baja
concentracién de calcio (Plano y Straley, 1995). También se ha sugerido que la
proteina YscG es una chaperona Syc-like que se une directamente la componente
citoplasmatico YscE del TTSS (Day y cols., 2000).

La deteccion de factores de virulencia por PCR en Aeromonas es un método
valido para determinar el potencial virulento de las cepas del género (Soler y cols.,
2002; Casto-Escarpulli y cols., 2002; Chacén y cols., 2003). Sin embargo, la presencia
de TTSS es una caracteristica de virulencia que se correlaciona bien con la
patogenicidad de las cepas, por lo que se ha sugerido que su presencia puede ser
utilizada como un indicador general de virulencia (Winstanley y Hart, 2000; Stuber y
cols., 2003). Es en este sentido que hemos evaluado (estudio 4.5.1) la presencia de
tres genes que codifican para el TTSS (ascF-G y ascV) y uno que codifica para una
toxina secretada por el mismo (aexT), en un grupo representativo de cepas de origen
clinico de las especies A. hydrophila, A. caviae y A. veronii. En este estudio se
demostrdé que los genes investigados de éste sistema de secrecion, se encuentran en
la mayoria de cepas de A. veroniiy A. hydrophila, siendo predominantes (100% y 86%
respectivamente) en cepas de origen extraintestinal. En A. caviae, sin embargo, dichos
genes no se detectaron en las cepas de origen intestinal, mientras que si se

detectaron, aunque en baja proporcién (14%), en las cepas extraintestinales. La baja
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presencia del TTSS en cepas de A. caviae estaria en concordancia con la menor
presencia de factores de virulencia descrita en cepas de ésta especie en numerosos
estudios (Granum y cols., 1998; Kingombe vy cols., 1999; Heuzenroeder y cols., 1999;
Wang y cols., 2003). En la presente tesis también se ha evaluado la presencia de
estos genes en dos cepas de origen extraintestinal de A. jandaei, habiéndose
encontrado que una de ellas también posee dichos genes, demostrandose por lo tanto
que el TTSS es un mecanismo comun en cepas con capacidad patégena de diversas
especies del género.

Uno de los objetivos a alcanzar mediante el estudio del TTSS en Aeromonas,
es la identificacion de toxinas que sean secretadas por este sistema. Hasta la fecha
s6lo se conoce la toxina AexT, la cual fue aislada de A. salmonicida subsp.
salmonicida y demostro poseer una elevada similitud con las toxinas ExoS y ExoT
(secretadas via TTSS en Pseudomonas aeruginosa) y fue capaz de producir toxicidad
en cultivos de células de gonadas de pez RTG-2 (Braun y cols., 2002). En nuestro
estudio se ha demostrado la presencia del gen que codifica para la toxina AexT en
cepas de Aeromonas de origen clinico, siendo importante destacar que a excepcion de
dos cepas intestinales de A. hydrophila y una de A. veronii, todas las cepas que
presentaron los genes ascF-G y ascV, también presentaron el gen que codifica para la
toxina AexT.

A pesar de que hasta la fecha sélo se han podido secuenciar dos nuevos
genes completos del TTSS de Aeromonas, es importante destacar que en la
actualidad disponemos de un clon que contiene un fragmento de un tamafo
aproximado de 10 Kb que contiene por lo menos los genes ascV, ascF, ascG, ascJ y
ascL. El gen ascV se encuentra en uno de los extremos del tandem de genes que
codifican para el TTSS en otras bacterias, mientras que los genes ascF y ascG se
encuentran en la parte central, y los genes ascJ y ascL se encuentran en el extremo
opuesto (Hueck, 1998). EI TTSS en otras bacterias esta formado por unos 20 genes
de un tamano aproximado de entre 300 y 800 pb cada uno (Hueck, 1998), lo cual
implica que el tamafio total aproximado del tandem que codifica para el TTSS es de
unos 8-12 Kb. Es por este motivo que creemos que cuando el clon que hemos aislado
sea completamente secuenciado, dispondremos de todos o practicamente todos los
genes que codifican para el TTSS en Aeromonas. En la actualidad dicho trabajo se
esta llevando a cabo en colaboracion con el Dr. J. Tomas y Dra. S. Merino del

Departamento Microbiologia de la Facultad de Biologia de la Universidad de
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Barcelona. Ademas esta informacion permitira estudiar detalladamente la funcion de
cada uno de los genes, mediante la generacién de mutantes de deleccion y ensayo de
dosis letales en animales de experimentacion, y asi establecer el grado de implicacion
real del TTSS en la virulencia de Aeromonas y ayudara a descubrir nuevas toxinas
secretadas por este sistema.

El hecho de que por primera vez se haya demostrado la presencia del sistema
de secrecion tipo Ill en la mayoria de cepas clinicas de Aeromonas, demuestra que
dichas cepas poseen un potencial virulento comparable al de otros patégenos tales

como Escherichia coli, Yersinia spp. y Salmonella spp.
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