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1,~ INTRODUCCION

tes géneros de la familia Vibrionaceae; Aercomonas y Plesio

mMonras, se encuentran entre leos llamados nuevos agentes productg
ves de dtarrea en el humano.

La cepa ariginal de Aeromonas fue aislada por Ernst en =~--
1890, de una 20000515 Ylamada enfermedad de 1a pata roja de las

ramas, y no fue stno hasta la década de los aflos sesenta, cuan~

do sé empezaron a &fectusr: numerosos atslamientos, particular~

monte d¢ heces humanas {22},

Aeromanas se tdentificd por primera vez en 1937 a partiyr -

de huevecillos, ¥ posteriormente se considerd pardsfto de peces
reptites y anfibios (26).

En 1947 Fergusan y Henderson aistaron un baci{lo gram nega-
tive anaerdbico, fermantadaor lento de Ja lactoss, gque posefa un

antfgemo 0 {déntico a Shigells sonnei en su fase 1 ¥ 10 1lama--

ran grupo C-27pera.mdvil a diferencia de Shigella éonﬂei.

Plesiomanas fue clasificads por Bader en 1954 dentro del -
género Pseudomonas, posteriormente en 1861 fue transferida por
Ewing al génern de Aeromanas (2},

finaimente hasta 1962 Habs y Schubert crearon el género -~

Plesiamonas, basdndose en diferencias merfoldgicas y btogufmi--



cas que 1a hacfan distinta de las enterobacterias, en particu
lar por ser oxidasa positiva y porque estos microorganismos -

no exhibfan caracterfsticas de Aeromonas o Vibrio,

En base a la referencia que se hace de estos microorga--
nismos come causantes de problemas gastrointestinales se con-
siderd de importancia evaluar la recuperacidn de Aeromonas sp

y Plesiomons shigelloides, a partir de los caldos de enrique-

cimiento convencionales como son Halna y Selentto y estable--
cer mediante los resultados, cual es el caldo de enriqueci--=-
miento dptimo para 1a recuperacidn de dichos géneros bacteria
nos, ¥ @n un memento dado recomendarlos para su utitizacidn -
en lLaboratorias de Diagnéstico Microbioldylico.

Ho estd documentado 51 l1os géneros de Aeromonas v Plesio

. mgnas pueden recuperarse de 1os caldos de enriquecimiento or-
dinarios para un coprocultivo, en 1a clifnica de diarrea'dn 1a
Universidad de_Houstuﬁ > en la Universidad Auténoma de Guada-
Vajara, se uwtilizan los caldos de enriquecimiento Kajma y Se-
lenito pars estudios de rutina de coprocultivos y algunas ve-

ces se han aislado estos géneros.,

Sabemos que en un coprocultivo debe utilizarse un caldo
de enriquecimiento selective para el asilamiento de patdgencs

convencionales como son los géneros de Salmonella y Shigella,

Es bien conoctde que salmonellia se recupera con facili--



dad de un caldo de enriquecimiente como es el Selenito, aun--

que tamhién es posible recuperarla del caldo Hajna,

En &1 caso de sﬁlgeilé. se¢ sabe que algunas son fnhibi--
das por Selenito, por lo fue, en los estudios de dlarrea de =

todo el mundo se utiliza preferentemente el caldo Hajna,

Algunbs centros de investigacidn tienen inclinacién por
€l caldo Selenito por su mayor selectividad, uno de estos Cen
tros de Investigacign es la Clin‘ica de Diarrea de la Universi

dad de Houston en la Universidad Autdnoma de Guadalajara,

Junte con los patdgenos convencionales debe 1nvestigarse

1a presencia de Campylobacter, Aerpmonas y Plesiomonas, ya co

ma una metodologfa de rutina.

No es5td establecido si es factible o0 no la recuperacién

de Plesiomonas shigelloides a partir de un caldo de enriqueci

miento, ¥, en algunos casos es posible recuperar cepas de ==
Aeromonas de los medias para Entergbacterias, como son Mc ---

Conckey, XLD y S5,
Tampoco est8 documentado si estos medies o caldos de en-
riquecimiento son recomendables o no para el afslamiento de =

Aeromonas.,

La fmportancta y Justificacién de este estudio también -



se hasa en gue ambos génergs.han sfde encontrados en un mismo

pactente; probablemente por la Ffuente de contaminacidn gue é&s
el agua.

E1l nimerg de informes de infeccibn general en individuos

nagrmales parece iv en aumenta, mds frecuentemente en casos de

-

gastroenteritis, causadas principalmente por estos dos gpéneros,

por lo que e5 de vital importancia saber con certeza si - -~ = =

pueden utiltzarse o no .tales caldes de eurtguecimiento,



Z.~ GENERALIDADES

2.1 TAXONOHIA, CLASIFICACIOR ¥ NOMENCLATURA.
2,1.1 TAXOHOMIA,

BACILOS GRAM NEGATIVOS AMACROBIOS FACULTATIVOS

FAMILIA 11, vibriopnacease
Génaro 1, Vibrio

Génera I1. Photobacterium
Génevo 1Il, Aeromonas

Género 1V, Plesiomonas
2.1.2, CLASIFICACION ¥ NOMENCLATURA,

Lz familia V*hrfohgéggg se caractertza par ser bactloy -~
gram negativos, que pueden ser rectas y CUrvas, y st movlllﬁad
estd identificada por un flagelo polar, son organismos quimior
ganotriflcos y amaerobios facultativos, por 14 que 5060 cppaces

de tener un matabelismo respiratorio y fermentativo,

La mayprfa son oxidasa posi{tiva, todos utilizan 12 gluco-
sa camg dnfca o primcipal fuente de carbono y energfa., Utilie-
zan sa2les de amonig como Unico recurso de nitrfgeno, 12 mayo--
rfa de los génerecs requferen de 2 a 3% de clorure de sodic o -

uns past d& 4gua do mar para sw crecimiento dptima,



Cuando la familia Vibrionaceae fue propuesta por Veron en
1565, su primera {ntencifn fue de agrupar un niGmero de géneros
con sus especies, las cuales fveron para la mayorfa oxidasa po
sitiva y mdviles por el significado del flagelo polar.

Esta agrupacién fue necesariamente significativa, ya que
se llevd a cabo con el propdsito de diferenciar estos organis-

mos de la familia Enterobacteriacease, la cual la mayorfas de =--

5us especies sSonh oxidasa negativa y son méviles pero por un --

flagelo perftrico,

Subsecuente a este estudio se procedid con la fisiologTa
comparativa y genética de miembros de 1as familias vibriopna=--

ceae y Enieéobécté;iééeéé, y, establecieron que estos microor-

ganismos comparten un nuimeroc de atributos distintives los cua-

les tienen un alte grado de complejidad.

Los miembros det género Aeromonas estdn ahora claramente

deferenciados de 108 miembros de 1a fam$lia Enterobacteriaceae

y de los miembros del gé&nero Psgeudomonas y ¥ibrio; sin embargo

la clasjficacidn de AEFoﬁSnéﬁ como un nivel especffi¢co no ha -

sfdo establecido.

En base a las caracterfsticas morfolégicas, fisfoldgicas
de cultiva y bifoquimicas Smith en 1963 propuso un huevo género

“Neéromuﬁas“ para atomodar Tas cepas de Aeromonas salmonicida.

EY nombre de "Hecromonas salmonicida" fue sugeride como --



una alterpativa para tas cepas con pigments cafe de A. salmoni
cida y "Hecromonas achromogenes” como una alternativa a las cg

pas "no pigmentadas de A, salmonicida®, Los estudios homdioges

del DRA peo aceptan esta proposicidn, stn embargoe, desde gue --
tas copas de A, salmonicida pigmentadas y no pligmentadas mos-~»

traron un Alte orado de crecimiento homéloge ton especies de -
Aeromonas moviles,

Ademés el nombre genérico de "Hecramoras™ no fue i1nclufdo

en Ta Hi1tima edictdn del Manuel Bergy's ¥ no aparectd en las -
Listas Aprobatorias de Tos Nombres Dacteriados. Em los dltimos

tiempos. "H. salmonfcifda™ y "N, achoramogenes" son sindnimps -

de Aeromonas salmenicidas y sus variantes no pigmentadas.

Schubert (1967-1969) propuso 12 diferencliacidn de A, sal-

monicidp en 5 subeaspecias:

. salmonicida sub-especie salmonicida

, salmonicida sub-especie achromogenes

= = 1=

. salmonicida sub-especie masoucida,

Estas: tres syb-especies pueden distinguirse por sus carag
terfsticas bioquimicas presentadas en Ta tabla 2.1,

Pero A, salmonicida sub-especie salmonicida y A, salmonf-

cida sub-especie masoucids, parecen sSer grupes gendticos homé-

géneos por estudios homSlogos del ONA, Sin embaryo, no hay evi



dencia de que A, salmonicida sub-egpecie masoucida y posible-
mente otros afslamientos hiocqufmicamente atfpicos de 5; salmo-
nicida garanticen el estado de las sub-especies presentes; El
nombre de estas tres sub-especies fue inclufdo en las 1istas

Aprobatorias de los Nombres Bacetrfanos.

La clasificacidn de especies de Aeromonas méviles es com
plela 1a controversia proviene de la discordancia que existe
entre los puntos de vista de diferentes colaboradares. La opi
nign de Ewing y colaboradores en 1961, E£ddy y Carpenter en --
1964 y Mc Carthy en 1975 favorecen una sola especie de todas

las Aeromonas mﬁviieé.

Schubert {1967-1969), reconote dos especies separadas -=

con varias sub-especles y biotipos. Popoff y colaboradores en

1981, dividen 1as Aeromonas mdviles en tres especies en base
a evidencias fenotfpicas ¥y gendticas, estas tres especies son

1iamadas:

Aeromonas Ejdréphiia, Aeromonas Caviag y Aeromonas sowe-

bria,

Las caracteristicas diferenciales fenotipicas se indican

en la tabla 2.1.

La composicién del oligosacirido central de Aeromonas ms
viles fue analizada por Shaw y Hadder en 1978, las cepas fue-

ron examinadas con respecto a los resfduos de monosacdridos -



hexosa y heptosa presentes en }a regidn central de Ya membrana
lipopolisacirida de 12 célula,

En base a las varias combinaciones de los residuas de he-

xas53 y heptosa, Aeromonas méviles estin en tres grupos distin-

tos, separados, gque corresponden respectivamente a A, hydrophi
"la. A. caviae y A, sobria.

De tos esrudios de hihridacidn del DMA usandc el método -
Sl-nucleass (Popoff y Colab. 1981}, A. hydrophila, A, caviae y

A. sobria muestran homolegia de inter-especfes BNA/DNA valuas-
das entre 35-50% con 8-12% de divergentia, Estes valores de hi
bridacidn del DHA son consistentes en £l criterfo requeridn pa

ra defintr grupos a nfveles de espegcies {Brenper y Colab,

-

1972}, sostieonen 1a diferenciacidn entre A. hydophila, A ca---

uiaa v b, sobria, & plveles de especie mds que aniveles de sub

especles,

Cada una de estas tres especies contienen mis de un grupo
de hibridacidn de) OWA; 3 grupos de h1hr14aciﬁn pueden ser d;—
tineados en A. hzé?néﬁii&. 2 grupos en A. caviae, y. al! menos

2 grupos en A, sobria.

bentrc de cada uno de estos grupos de hibridactén, las ce
pas muestran valores hom§logos del 70 a1 97% {con un )} a 4% de

divergenciu) u Yo tope de referencia.
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Desafortunadamente estos grupoes de hibridacidn del DHA,
dentro de especies estdin muy lejos de ser bioquimicamente dig

tinguibles una de otra,

Pendiente a estudios fenotipicos posteriores parece estar
el hecho de separar Aeromuﬁés méviles hasta que el significado
taxondmico de los grupos de hibridacidn del DNA dentro de es--

tas especies pueda ser preocisamente establecido.

Una bacterfa halofflica gran negativa, aislada del intes-
tino de un {sdpodo marine {lemnoria tripuctata) por Merkel y -
Traganza en 1958, En base a su flagelacidn polar, a 13 accidn
fermentativa de carbohidratos y a 13 reaccidn positiva de 1a -
exidasa, fue clasificada en el génere de Aeromonas comg nuevas

especies; "Aeromonas proteolftica" {Merkel y Colab, 1964).

Esta clasificacidén fue sostenida por Schubert en 1969, =--
quien renombrd el organismo A, hydrophila sub-especie proteplf
tica, Sin embargo, esta cepa difiere de las especles miviles -

de Aerumona§ como sigue:

a) Fenotfpicamente: por sus requerimientos de 16n sodio,
b) Genctipicamente: por un MolX G+C contenido del 50% de
su DKA, el cual estd fuera del rango reportado para -
Aeromonas moviles (57-62%). Estas diferencias junto -
con una falla en la reaceién com 6 antisueros de A. -

'hxdrnghilé so0n razones convincentes para exclufp A, «-
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hydrophila sub-ésbécfé proteolytica del! género de Aero

monas,

PLESIOMONAS:

Ferquson y Henderson en 1947 asignaron a una cepa "C-27%

“ahora una cepa referente a Plesiomonas shigelloides des{gnada

ATCC 14030 en “"paracolon" de la familia Enterobacteriaceas, pe

ro no se asigné un epfteto especf{fico, E1 epfteto shigellaides
presente especifico es debide a Baker (1854), quien por Ja fla
gelacidn polar de)l organismo clasificd las especies en el géng
ro de Pseudgmonas, sin embargo, distinto a Pseudomonas Tas es-
pecies fueron capaces de fermentar por lo que fueron transferi

das al género de ﬁgyomonaé por Ewing y colaboraddores en 1961,

Fcto fue seguido por su transferencia al nuevo génerog} ==

Plesiomonas, creado por Habs y Schubert en 1962,

La creacidn de este género fue fnevitable porque las ce-=-
pas de P.shigellofdes no exhiben caracterf;ticas escenciales -

de Aeromonas o vibrio.

Plesiomonas Se caracterizan por poseer de 2 a 5 flagelos

polares lofdtricos, y, €n el caso de Aeromonas y Vibrio los --

flagelos de sus especies son mondtricos.

Pleslomanas cazrece de exoenzimas, mientras que Vibrig vy -
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Aeromonas generalmente producen lipasa, desoxiribonucleasa --
DNASA) y varfas protefnas come gelatinasa y caseinasa, aunado
a que Plesiompnas fermenta Inositol, mientras que esto es ra-o

ro en Aeromonas y Vibrio, Plesiomonas también difiere de miem

bras de Aeromonas y ﬁiﬁfié. por un rango limitado de fermenta

cidn de carbohidratos (Eddy y Carpenter 1%65), y. por su com-

posicidn en base al DNA,
Solo hay una especie en el género Plesiomonas:

Plesfomonas shjgellofides; presente en pescados y otros -

animales acudticos y en una variedad de mamfferos.

E1 Mol X G + C del DNA es 51%.



Tabla 2.1

Plesiomonas shigelloides.

Diferencias entre A, hydrophila, A, cayfae. A. spbriz, A, salmonicida vy

Carasc.

Movittdad

flagel. monotricos en
medio 17gquido,

Fiage., lafftricos en
medio 1¥fquido,

Cocobac., en pares ca-
denas y racimos.

Bacitlos solos y pares
Pigmento ca2fé sotuble

Crecimiento en caldo
nutritiva a 37°C,

Produccidn de {ndal en
1% de agua pepton.

Hidrolisis esculina
crecimiento en caldo
KeH

Utittzacidn de L-Hist]
dina y L-arginina.

A,
hydrophila

+

.

castae

+

A
sobria

+

A, salmonitidy

achrom

subsp,
mascugida

P.
shig.

+

£l



Cont, tabla 2.1

Carac. hydr:phila
gtitiza, L-arabinosa +
Fermentac. salfcina +
Fermentac. sactarosa +
Ferment, de manitol, +
Yoges-Proskauer +
Gas de glucosa +
K, & de cisteina +

A
caviae

A
sabria

.

A. Salmanicida subsp, | S

salm achrom mascucida. shig.:

+ - + -
d d d -
- + * -
+ - + -
- - + -
+ - + -
- - +

| 14
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2,2 ASPECYOS MICROBIOLOGICOS DE AEROMOMAS 5P

2.2.1 Caracteres morfoldgicos y coloniales.

Son c¢élulas rectas, en forma de bacilo, con terminaciones
rrednndeadas. miden de 0,3 a 1,0 mpy de didmetro por 1.0 2 3.5 mp
de longitud aparecen solas, en pares o en pequefas cadenas, son
gram negqativas, generalmente mfviles por un flagelo polar sim--
ple, &1 flagelo perftrico se puede formar en medions sdlidos en
cultivos jdvenes, solo una especié es inmgvil A, salmonicida, -
5o0n anaerobios facu1tattvos. Yos carbohidratos se reducen a icl
do o a &cido y gas (CO2 Hz). £1 nitrate es reducido a nitrito,
son axidasa positiva, catalasa positiva, 1a temperatura dptima
de crecimiento es de 22 a 28°C, algunas cepas no crecen a 25°C,
son reststentes a los agentes vibriostdticos; 2,4-diamino-6,7--
didus~ prepll pieridiae (0-129).,

Son quimiorganotr6ficos, usando una gran variedad de azica
res y dcidos orginicos como fuente de carhono, Aparecen en «---
aguas frescas y desagiles. Algunas especies son patdgenas de los

sapos y pescados,

Caracterfsticas morfolégicas de las especies de Aeromonas,

a) A, hydrophila: bacilos rectos, miden de 0.3 a 1.0 my de
difmotro vy 1,0 a 3,5 mp de longitud, méviles por un flagelo dni
¢c0 potar en medio 1iquidoy el flagelo peritrico puede aparecer

en medios sélidos en cultivos Jdvenes, son no encapsulados, La



16

temparatura mixima de cre:{miento es de Zﬁfc.
En agar nutritive las colonfas son de blante a color de

ante, circulares y convexas con bordes enteros.

b)‘A:Acéviéé: Las caracter{sticas son las {nditadas para

A, hgdroghiia.

¢} A, sobria: Las caracteristicas morfoidgicas también ~

son las indicadas para A, bydrophila.

d) A. salmonicida: Cocobacilﬁs gram negativos, langitud
d0s veces menor gque suU anchuea, efn caldo hutreitivo se forman
pares, cadenas y racimos en preparacfones pbservadas en con~--
traste de fases, ho méviles, no capsuiados. se temperatura md

ximd de crecimients es de 22 a 26°C, las colonias son circula

res, lisas translicidas y friables.

4,9 A, salmonictda subeespecie salminicida: Las cepas ==

producen und pigmentatidn café soluble en agua, en un medio -

gque contiene 0.1% de tirosipa o fenil alanina, ro produce fn-

dol ..

dzl A.'saimoniciﬁa subéespecie achromogenes: Las cepas =«

no producen pigmento caféd soluble en agua, pueden producir in

dol.
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dz) A, salmonicida sub-especie maspucidas; Las cepas no =

producen pigmento caff soluble en agua, producen indel.
2.2.2.Requerinfentos para el aislamiente y cultivo,,

Las capas da Ae-amonas salmonicida puaden ser nicladas -

en agar tripticasa soya,

Las cajas inoculadas son incubadas a una temperatura de
22 a 25°C por 48 horas, y son revisadas para observar el desa
rrollo de pequefias colonlas produciendo ox{dasa y pigmenta---

cidn café.

A, salmpnicida crece aisladamente en medios selectivos -

para Enterobacterias,

En ambos casoes; pescados y portadores sanos, el rifidn es
el drganc del cual A. salmonicida e5 el m&s f&cilmente zisla-

do (generailmente en cultivos puros).

Las cepas de las especies de Aeromonas méviles han sido

aisladas en agar nutritive o en agar tripticasa soya. Las Ae-

romonas méviles también crecen bien en a1§hnos medios selecti

oS para énterobacier1és. Las colonias son generalmente lacto
sa negativa en este medio, pero algunas cepas pueden desSarro-
11ar colanias con fermentacidn de la lactosa, El crecimiento

de estas bacterias es generalmente inhibido en agar tiosulfa-
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to citrato-bilis-sal-sacarosa (TCBS), este es un medio selec-

tive para el aislamiento de ﬁibrin;y Cholerae.

¥on Gravenitz y Zenterhofer en 1870 describieron un “me-
dio suplementado con DNasa®, basado en l1a produccidn de desa-|

xiribonucleasa por cepas de Aeromonas,

"Shotts-Rimler agar" (Shotts y Rimler en 1970}, que con-
tiene novomicina y "Prill-Kilosa-Ampicilina agar”, fueron tam

bién propuestos para el aislamiento de Aeromonas mévilies.

Las cepas de Aeromonas pueden ser conservadas en agar --
tripticasa soya, después de la {ncudbacidn para permitir un --
buen crecimiento, los cultivos deben permanecer en el refrige
rador de 4 a 8°C por lo menos un mes, también deben ser con--

servadas en hielo seceo._
2,2.3 Caracteristicas bioguimicas.

Las caracteristicas biogu{micas de las Aeromonas han si-
do estudiadas por Ewing ¥y Colab (1961}, -€ddy (1960-1962), ---
smith (1963) Popoff (1969), Mc Carhy (1975) ¥y Popoff y Veron
{1976), {22).

E1 &cido es producido por todas las cepas de Aerowmonas -
poseen gelatinasa, -desoxirfbunucleasa, ribanucleasa y estea-

Tash.
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£l sulfuro de hidrfgeno no es producide del tiosulfato,

{os siguientes carbohidratos son fermentades escencial--

mente por A, saimuni&iéé; arabinoss, trialosa, galactosa, ma-
nosa y dextrosa,

Los siguientes exdmenes biogquimicos son unpiversalmante

negativos para A, salmanjicida; crecimiento en KCN, crecimien-
to en caldae nutritivo4ue contiene 7.5% de cloruro de sodia, -
ureasa, descarboxilasa ornitina {0BC), redvctasa, tetrationa-
to y acidfficacidn del medip tonteniends ramnosa, sorbitol, -
tactosa, rafinesa y celulosa.

La arginina es catabellzada por A, salmoni{cida en un -~
sistema de argipina-dibtdrelasa (ADH). Argintna disemidase, -
grrivina tranjcorbamiiaszs, cobauil fouifoquiuasay carbamil Vos
fatasa, tri-di-~adeposina y monafosfatasas han sido demostra--
das en estractos de células de A, salmonicida. Cepas de A, -~

salmonicida pueden crecer &n el media guimicamente definida,

dasarroliade por O0°Leary (1956},

Los exdmenes fisfoldglicos siguientes son universalmente

pasitivos para especies de Aerpmonas mdviles:

Latalasa, hidrélisis almidén, Yecitipa, fosfatasa, ADH,
f1drétisis de O-nitrofenii-b-D-galactopiranosida (Q-NPG),
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Crece en caldo nutritive con cloruro de sodio y fermentan

el manitol, trialosa, fructosa, galactesa y dextrina,

Los siguientes exdmenes son universajmente negativos para

ﬁeromonas miviles:

Pectina, ODC, triptofén, deaminasa, y fenil alanina, cre-
cidas en agar cetrimida, crecidas en caldo nutritive que con==
tiene 5% de NaCl, y hay produccidn de dcido de sorbosa, erie-=

trol y rafinosa,

Los siguientes compuestos sirven como recurse univarsal =

de carbono para especies de Aeromonas mdviles:

D-ribosa, D-fructesa, D-galactosa, D-glucosa, D-m&ltosa,
D-trialesa. D-gluconato, caprilate, pelargonato, caprato, suc-
cinato, fumarato, D-lL-glicerato, L-malato, glicerol, D-manitol

L-aspartato ¥ L-glutamato,
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Las caracterfsticas y deferencias.hiuqufmlcas 50N presen

tadas en las tablas 2.1 y 2,2

Tabla 2.,2.diferencias bioqufmicas de los géneroas de Aero

monas, Plesiomonas, Fseuéémoﬁaé y familia Enterobacteriaceae.

Prueba: Aeromonas Plesiomonas Vibries Pseudomonas E:gerg
Dxidasa + + + + -
Oxid-ferment, F F F 0 F
' Ferment.: sacarosa T - * NC ¥
inositel - * - NG ¥
manitol + - + KE v
Citrato (Simmons) * - * * ¥
Gelatina licuef, R ) - + + ¥
Ornitina descarh, - + * +
Lisina descarb, - + + * v
Arginina dihidrol + + - * ']

2,2.4 Produccidn de hem§1isis.

- Beromonas crece blen en Tos medios del cultive rutfnarios
utilizados para el aislamiento de bacterias gram negativas; co
mo Mc Conckey, 55, EMB y XALD, aunque se recomienda para su pri
moatslamtento 13 utilizacidn de agar sangre ampicilina (1 mg/
100m1 Y, ya que esté bacteria produce habftualmente beta-hemd-

1isis en sangre humana (24) preferentemente a la de borrego.
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2.,2.5 Estructura antfgénica y factores de patogenicidad,

ﬁerumunas hydrnphiia puede causar enfermedad entérica --

por medio de la produccidn de enterotoxinas; en el caso de Ae
;omonas‘se acepta e) hecho de que existen tres tipos de exoto
xinasi enterotoxinas, hemolisinas y citotoxinas, que no sfem~

pre estdn presentes en la misma cepa.

Para detectar cambios en la funcidn intestinal produci--
das pur enterotoainas se han utilizado diversos modelos como
el ratdn lactate, asa ileal del conejo y perfusidn de yeyuno

de rata in vivo,

Se han demostrado que existen al menos dos tipos de hemo
lisinas pero algunos no son claros acerca de sf la toxina es

citatdéxica o citoténica.

La citotoxicidad no cofncide con la enterntoxigenicidad,

existe mayor relacidn entre hemolisinas y enterotoxinas.

S1 bien no se conoce con exactitud su mecanismo de pato-
genicidad, se han descrito sustancias tdxicas obtenidas de ~-
cultivos de Aéroménié tales como una enterotoxina, que tiene
efecto citotdnico, es termoldbil y muestra efecto positive en
la Prueba>11gada del asa del conejo, asf como un fncremento -
en Ja permeabilidad vascular en pruebas realizadas en 1a piel

del conejo, y una hemoplisina, una leucocidina y algunas pra=-=-
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teasas que quizd de una manera u otra intervengan en su meca-

nismo de patogenicidad. -
2.3 ASPECTOS ECOLOGICOS ¥ EPIDEMIOLOGICOS

Aerpmonas se considera pardsito de veces, reptiles, anfi
bios.

En lu‘que se refiere a su epidemiologfa, este microorga-
nismo tiene wna distribucidn cosmopolita, la especie mas to--
min es hydréphila y como su nombre lo indica (hydra = agua, -
phile = atraccidn), tiene su h§bitat natural en el agua. Se -

ha alslado de agua corriente o estancada, en agua salada y «-
atin en aguas negras, Reside en desaglles de piletas y se puede
recuperar de tuberfas de agua, coensideradas fuentes potencia-

les de infecciones nosocomiales,

Tambfén se le ha alslado del suelo y alimentos, ¥ su so-
brevivencia parece depender de la humedad y la presencia de =

materia orgdnica,

Las fnfecciones en el hombre ocurren predominantemente -
durante €1 perjodo de mayo a noviembre, debido probablemente

3 la relacién de esta bacteria con el agua.

Habitualmente 12 transmisidn ocurre a través de inges-<-
ti6n da agua o alimentos contaminados o bien 2z través de tray
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Meromonas se ha atslado en 0.2 8 3,2% de heces de sujee-
tos s5in enfermedad gastrotntestinal, Estes microorganismos -~
pueden ser af{slados del ambiente, especialmente durante el vg
rano, Un nimero importante de Aarémohaé se han aistade de -~--
ayuas contaminadas {(rios), y gran parte de ellas  son capaces
de producir toxinas, por 1o que se consideran riesgo para la

salud, Ademds Aeromonas puede utilizarse ceme indicadoé de ~=
aguas contaminadas,

Ni A, hydrophila, ni P. shigelloides se han definido co-

mo causantes de brotes de enfermedad intestinz) en huéspedes
sanos. 'a mayor parte de las evidencias de su papel cowg patd
geno proceden de estudios gue demuestran que hay mayor ndmero

de afslamientos en heces de enfermos con diarrea gue en heces
‘de individups testiqos.

En €Y cuadro 2.3.1 se demustran datos de los estudios ==
realizades en varios pafses, en todos los casos el inico mis=
croorganisme potencialmente patdgene afslado fuf Aeromonas.
Se sefalan los casos que se aistaron de pacientes con diarrea

sin diarrea y en Yos que se ignora este dato. [(29).

En un estudio de 2147 n{ﬂos que se Vlevd a tabo en el Be
partamento de Pediatrfa de la universidad de Oklahoma, durarn-
te un perfods de 20 muses, 53 cepas de Aoromonas fusron atsia
das de 55 nidoes con diarrea, E1 ndmeroc de afslamfentos es de

2.5% para Aeromonas comparado con 165 valores de 4.5% para --
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Shigella, 3.3% para Salmonella, 2.7% pira Campylobacter ¥ -=--
0,05% para Yersinia, (25).

En 45 nifos heromonaé fué 1a dnica bacteria enteropatdge
na identificada, Esta bacteria también fud aislada de 2 (0.06

%) de 380 pifips ssintomdticas.

A pesar de la falta de propiedades virulentas fdentffica

bles Aeromonas caviae fué la especie mis prevalente, de acuer

do al 69% de aislamfentos, ninguna de las cepas de A, caviae
produjeron citotoxinas por el ensayo de Cromo liberado, y e}
12.5% fueron débilmente enterotoxigénicas por el ensayo de --

1os ratenes lactantes,

Todas las A, sobria y el 71% de las A. hydrophila fueron

pesitivas para ambss ruzinas,

E1 92% de los nifins con diarrea asociada a Aeromonas fue
ron menores de 3 aitos; B4% de los casos fueron vistos entre -

los meses de mayo y octubre,

ta mayorfa de los nifios tenfan un cuadro agudo de dian=-
rrea acuosa, fiebre y vémito fueron las mis cominmente asocia

dos con e aislamienta de'ﬁ.'sobrié.

Ocho nifios tuvieren dilarrea crdnica o intermitente de se

manas a meses antes de 1a consulta; A, caviae fué la bacterfa
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aislada en estos casos.

Varias complicaciones posibles relacionadas a la infec--
cidn intestinal de Ré*oﬁénés fueron observadas. Estas inciuye
ron bacteremfa gram negativa, estrangulacidén de hernia inter-
na, sTndrome urémico hemoiftico y falla a mejorar en pacien--

tes cop diarrea crénica.

Durante el perfodo de estudio de los 20 meses se hiclie--
ron cultives a los 2147 nifos con diarrea para bacterias ente
ropatogénicas; 97 {(4.5%) presentaron Shigella, 71 {3.3%) Sal-

monella, 59 (2.7%) Campylobacter, 53 (2.5%1) Aeromonas y = - =
1 {0,05%} Yersinia,

De los 53 nifics con Aeromponas en sus muestras, 4% tuvie-

ron Aeromonas como Gnica bacteria enteropatdgena aislada, 5§ -

también tuvieron 5almone11a. 2 Shigella ¥y 1 Campylobacter. In
feccidn concurrente octurrid con todas Vas especies y con una

que no puda ser especificada.

De la mitad de julio a mitad de noviembre de 1986, a 431
nifios con diarrea se les hicleron cultivos para Aeromonas; 14
(3.5%) fueron positivos, Durante el mismo perfodo a2 3BD nihes
asintomiticos también se les hizo cultive para Aeromonas y 2

{0.05%) fueron positivos.

De los 53 nifios que se les hicferon cultivas ¥y gque se =--
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aisiaron 55 diferentes cepas de Aeromonas, hab¥a un nifio con

inmunosupresidn, el dnico paciente {nmunocomprometido en este

grupo, presentd 3 diferentes especies de Aeromonas.en sus he-

ces, durante episodios de diarrea,

Cuadro 2.3.1 Aislamientos de Aeromonasg hydréphi1a

a partir de heces en diferentes tipos de poblacicn.

Pais Afio

Dinamarca 1958

Francia 1964

India 1970

Australia 1980

Rustralia 1880

De los 53

fueron de raiza

y 6% fueron de

1958 - 1980 (28)

Hdmero de casos ﬁusit1vos 3]

Con diarrea

197387(4.9)

79/7975(B,1)

5in diarrea

B8/4 500{0.2)
3174 426(0.7}
a2/t 250{2.6)

7/975(0,7)

nacionalidad americana,

Procedencia

Muestra de =
referencia.

Nifos 2 afos
Casos de dia-
rrea colerifor
me,

Adultos hospi-
talizados.

Hifos,

nifos con diarrea asocliadas a Aeromonas; 73% -

blanca, 66% fueron varones, 21% fueron negros

La distribucidn racial aproximada de 1a poblacién étnica

se encuentra en o] Hospital de Oklahoma, (25).
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E1 perfodo de distribucidn de 1as infecciones en nifos -
se fndica en el cuadro 2.3.,2, el 92% son menores de 3 afios; =

el 75% son menores de 1 afio, Siete nifos tenfan un afio de na-
cidds:

Pe los 380 controles asintomiticos, 67% fueron menores -

de 1 afip y 852 fueron menores de 3 aflos.

La fluctuacidn de casos es evidente en 1a estacidn, En -
el perfodo de 24 meses, B4% (47 a 56} de 1os pacientes fueron

revisados durante los meses calfentes, mayo a octubre,

Cuadro 2,3.2 Perfodo de distribucién de acuerdo a
1a edad en nifios con Aeromonas asociadas con dia-

rrea, -

Perfodo Nimero de casos
Menor de 1 mes 7 (13%)
1 a 6 meses 23 {43%)
7 a 12 meses 10 {293}
1 a 2 aftos 9 (17%)
3 a5 anos 1 {2%)
6 a 10 ailos o { 0%)

Mayores de 10 afios il e1)
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2,4 ASPECTOS HlCRDBIOLOGICOg DE _PLESIOMONAS SHIGELLDIDES

2.4,1 Caracteres morfoldgicos ¥y coloniales,

Células con terminacidn redondeada, rectas, en forma de
varilla, miden de 0.8 a 1.0 X 3,0 mp, Son gram negativas, md=
viles por flagelo polar, generalmente lofdtrico, el flagelo -
es largo y'tiene una longitud de onda que varfa de 3,5 a 4,0

mp en preparaciones tefiidas,
Son anaerdbicos facultativos, quimiorganotréficos, tie--
nen metabolismo respiratorio y termentativo. No se observan -

gridnulos intracelulares de poli-beta-hidroxibutirato,

Plesiomonas shigelloides crece en agar nutritive o en -=-

agar sengre, a lus Ziuoras las colenias son de 1,06 a 1.5 mm -
de diimetro, grisdseas, briliantes y opacas, ligeramente cdn-
cavas y una superficie 1isa con bordes enteros, En cultivos -
viejos se observan variaciones complejas en 1a morfologfa de

las colonias,

£1 crecimiente Sptimo ocurre entre 37 y 38°C, Va tempera
tura méxima de crecimiento fluctds entre 40 y 44° C, mientras
-.que 1a temperatura mfnima es de B°C, Mo hay crecimiento en --

caldo nutritivo conteniendo 7.5% de cloruro de sodio.
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E1 rango de pH parz el crecimiento es de 5,0-7.5, algu--
nas cepas pueden crecer a pH de B.0, pero a un pH de 3.0 no -

se observa desarrolla,
2.4,2 Requerimientos para su ajslamiento ¥y cultive
En 1a mayarfa de los paises, los procedimientos de dfag-

néstico para coprocultives, se concentran en 1a detecgidn de

Salmonella y Shigella; por consacuencia la mayorfa de las ob-

servacignes de Plesiomonas shigelloddes han sido hechas So--

bre o1 medio de desarrollo primario de Salmonella y Shigella..

Sin embargo, 1a mayorfa de estos medios no son {dealmente ade

cuados para @1 cultivo de P, shigellofides porgue los reacti--

vos selectivos incorporados al medio son tdxicos para la mayo

rfa de las cepas.
Muy buenos resul;adns pudieron ser ohbhtenidos en S5 agar
¥ en agar 18B%, £stos d1timos medios ofrecen una ventaja afi-

cional de selectividad mis alta. ,

E1 agar 1B8B favorece el crecimjento de P. shigelloides -

por tener inositol como fuente de carbono, el cual puede ser

utilizado con poca cnmpetenclalde Ta bacteria,

Después de 48 horas de incubacién, las colanfas de P, -~
éhigeiloidq& son ficilmente distinguidas de otras en cultivos

mixtos; llegan a ser generalmente de 1 mm, de didmetro més -
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Targas que las colonias en 55, cuys npériencia con varios gra
dos de coloracidn depende de las distancias con otras cola-=--
nias {debido a ta formacidn de Scido a partir de inositol en

presencia de un indicador de rejo neutra),

ta formacidn de &¢ido tionde a ser tan débil que aln las
colontas solas dardn wna raccidn un tanto tardfa de 12 cito-«

cromo oxfidasa después de recibir una gota del reactivo de Na~
di's.

Las cepas de Plestomonas se mantfenen ficiimente por va-

rios aflos en cultives por pitadura de tripticaza saya sellados
con parafina,

2.4.3 CLaracterfsticas bionuimicas,

Plesjomonas shigelloides c¢rece en caldo peptona con tur-

bfd€z uniforme, 1a temperatura méxima de crecimiento estriba -

entre los 40 y 44"C,, no se presenta desarrallo en caldos nu-

tritivos que contengan 7,52 de clorura de sodio,

Glucosa, mattosa, trialosa, tnosital y glicersl son far-
mentades con Scido pero no con gas, -

Los sigutentes carbohtdratos nho son Ffermentados: almidén
dextrina, giicdgeno, manftal, fruetosa, sacarpss, arabingosa, -

sorbitel, tnulina, melecitosa, ramnosa, xilosa, dulcitol, escy
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jina, rafinosa, celoebiosa, salicina y adonitol.

E1 catabolismo de lactesa, galactosa, manosa, salicina y

cistina es variatble,

La reaccidn del rojo de metilo es variable.

La prueba de Voges-Proskauer es negativa y la reaccidn -

del butanodiol di-hidrogenasa es negativa.

Dtras pruebas nagativas son: gluconato, malonato, utili-
zacidén del citrato; crecen en KCH: hay produccidn de st; hay
licuefacidn de gelatina; digestién de casefna; actividad fibri
nolftica; actividad de elastasa; actividad de la lecitinasa; -
ureasa y fenil alanina deaminasa. No se produce hemdlisis fil-

trable.
Hay formacidn de indol y hay actividad de 1a fosfatasa,.
2.4,4. Praduccidn de hemflisis,

tas colonfas de Plesiomonas shigellojdes no son beta-he-

molfticas en agar sangre, ¥ no utilizan la lactosa en agares -

entéricos.,

2.4,.5, Estructura entigénica y factores de patoyenicidad
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Solo algunas cepas de Plesiomonas shigellu!des campasrten

en comdn el ant{geno 0 con Sﬁigé1lé sonne! {Sakasakt ¥ colab,-
1959); 57 cepas estudiadas seraldgicamente que fueron dfstri--
buidas en 16 grupos 0 por Quincke, y solo uno de estes grupos

noestraron una relacidn antigénica con Shfgel!a sonnei. Shimada

¥ Sakazaki, deffuiecon J0 grupos antigénicos 0 incluyendo algy

nos grupos antigénicos somdticos encontrados tambidén en el gd-

nero Shigella y 11 antigénicos M,

Whang y Colabk, en 1972 mostraron que las cepas de Plesip

monas shigelloides poseen el antigeno comtin de las enterobacte

rias,

51 bien el mecanismo de actidn de P, shigelloides no es-

_td bien delucidado, se ha seflalado por algunos autores la pro-
duccidn de una enterotoxina termoestable, parvuiendo =2xistir -
unanimidad respecto a que su mécanismo patogénico no es invasi
vo, Las caracterfsticas invasivas clinfcas; diarrea acuasa sin

sangre ni moco apoyarfan esto Gltimo sugiriendo un mecanismo -~

enterotoxigénico,

: glgéinmonas ha sido asociada frecuentemente a diferentes
tipos de infecciones. Se rectoncce fundamentalmente gue puede -
ser causante de gastroenteritis ya que la mayorfa de laos aisls
m!oﬁfns nraceden de paclfentes con diarrea, sin embargo casos -

de meningftis, septicemias, colecistitis han sido reportados,
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Con algunas excepciones P. éhigel1uides no ha sido aisla
da de heridas o protesos inflamatorios, las especies sin embar
go, juegan un papel patogénico en el intestino humano, los ca=-

sos de diarrea han aumentado en varios grados de severidad,

La prueba de sensibilidad antibidtica de 12 cepas de P.
shigelloldes indicaron sensibilidad a todos los compuestos es-
tudiados; Ampicilina, Tetracilina, Clorafenicol, Cefalotina, =

Cefotaxima, Mezosilina y Sulfametoxasol.

2.5 ASPECTOS ECOLOGICOS Y EPIDEMICLOGICOS,

Un nimero de brotes epidémicos de diarrea atribufdas a =
P._shigellojdes como el agente causal ha sido reportado de - -
Africa, India vy Jaﬁdn (Vandepitte y Colab., 1975-1980; Bhat y
Colab,. 1974; Sanyal y_Colab.. 1975; Tsukamoto y Colab,, 1978)

Descripciones de casos alslados bien documentados, exis-
ten {gualmente en climas templados., Aparentemente P, shigeilot
des no pertenece a 13 fiora normal del intestino humano, so:
10 en algunos casos el hombre se ha encontrado como portador -

de sfntomas del organismo,

Es mis frecuente que #1 animal sea el portador, de este
mode P. shigelloides ha sido aislada del pescado y otros ani-

males acuiticos y de algunos mamiferocs como el perro, el gato,
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la cabra, changos, monos, etc,, algunos animales, sin embargo,

desarrollan si{ntomas de la enfermedad,

La investigacidn en 1a ecologfa y epidemiclogTa ha sido -
fuertemente estimulada por hallazgos accidentales del organis-
mo en animales arudti~os de cliras templadas, Estos hallazgos
tienen que ver con una bisqueda sistem&tica del organismo en -
el intestino del pescado en varias partes del! mundo, después «
de que la presencia del organismo en el intestino del pescada

_ha sido establecida en un alto porcentaje, subsecuentemente de

la deteccidén del organismo en la superficie del aqua,

Pocos aislamientos se han hecho de fuentes extraintestina
les, 1a mayorfa de la; cepas de orfigen humano se han obtenido
de heces diarréicas de pacientes habitantes de freas tropica--
les y subirupicetes (Na.f, 2aire, Kenya, kaduyascar, Tahiti, -
Cuba, Tailandia, India). y otros pafses como Japdn y Austra<--
1ia, Los portadores son muy raros, aungue se han reportado ex-
cepciones, particularmente en &reas endémicas, como Taflandia,

con porcentajes de 2 a 24%,

Las varlaciones estacionales afectan el nimerc de organis
mos detectables en la superficie de muestras de agua como se -
observé en Japén y Europa, donde las hallazgos fueron obteni--
dos idinjcamente en estacidn templada, esto se explica por el ==
efecto de que la bacteria no se multiplica a temperaturas aba-

jo de 8°C,
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P, shigelloides puede adn ser aislada en cantidades de-
clinables (bajas) después del comienzo de la estacidn calien-

te a temperaturas entre 3 y 7°C,

2.6 ASPECTOS CLINICOS DE LAS IHFECCIONLS CAUSADAS POR -~-
AEROMONAS SP, vy PLESIOMONAS SHIGELLOIDES,

Aeromonas y Plesiomonas han side relaclionadas con enfer
medad gastrointestinal moderada de curacidn espontinea; la ==
diarrea es acuosa, no mucodde y sin sangre en 1a mayorfa de -

los casos, aunque, en casos graves puede ser verdosa, espanjo

534 ¥y con sangre.

Se han descrito casos posiblemente adquiridos a partir -
de 1a ingestifn de ostiones o del manejo de serpientes, No es
posible calcular el periodo de incubacidn, La duracidn de la
enfermedad es de 1 a 7 dias en individuos normales, pero en =

infantes puede ser mayor,

En pacientes con enfermedad hepato-biliar o procescs ma-

lignos pueden presentarse complicaciones graves como sepsis.

La revisién de l1a lectura mostrd que en este tipo de ca-
s0s, aproximadamente el 40% ocurre en sujotos con leucemia, -
el 15% en personas con otra enfermedad maligna y el 30% en --

personas con hepatitis,
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En ta literatura espafiola hay un caso de gastroenteritis,
en el que, el dnico patdgeno Intestinal que se afsld en las he

ces fue Plesiomonos shigelloides,

Se trata de una persona que se le diagrosticd hepatitis =
crériza acriva te- cirrosis y menoaeeritic miltiple secundaria
) a crioglobulinemia mifxta, por 1o que estaba en tratamiento con
glucocorticoides, Se le reagudiza 1a sintomatoliogfa en rela-«-
cfén con su neuropatfa, cen dolor intenso en zonas distales de
las cvatro extremidades, hiporreflexfia y pédrdida de fuerzas -~
con atrofias musculares, refiere ésimismu en los Gltimos dfas,
dolor abdominal tfipo ¢6lico, y a Tos guatro dfas de su ingreso
presenta nduseas, sin ydmitos y epfsodios dfarréicos, con he=-
ces 1fqufdas, sin sangre, ni moco, ni pus, en nimero de B a 10
defecacfones por dfa, precedidas de dolor célico que se alfvia

¢on lg depusicidn, el paciente no presentd fiebre,

En dos coprocultivos sucesivos realizados con dos dfas de

intervalo, Se 2is1d dnfcamente Plesiomonas shigellofdes, .

La dfarrea remitid de forma espontdnea a los cuatro dfas,

5in tratamiento antfbidtico, realizindose dnicamente reposi=-=-

cidn hidroelectrolftica.

P. shigelloides se ha aislado fundamentalmente en las he-
ces de pacientes con Hiarrea. de pafses trapicales y sub-tropi

cales y muy raramente en Europa, excepcionaimente se ha encon-
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en individuos sanos,

Produce cuadros de gastroenteritis, que son en general
teves en el adulto,

La asociacidn de tratamlentos inmunrosupresores yfo pato~
togfa hepotobidViar ha sido sefaladz por varios autores, de -~

aquf la2 Ymportencia de hacer refevencia al c¢asg mencionade an
teriarmente.,

€n el estudio de los &3 nifios con Aeromonas asocladas =2
diarveas que se 1levd a cabo en la Universidad de Oklahama, -
se mencloanan Tos caridcteres ctinicos y tas caracterfsticas de
Tas muestras de los pacientes en estudio, por ejemplot de los
pacientes de Tos cuales se alsld A. caviae &1 33X presentd --
flebre, el 22% vimite, }J1% trastornos abdominales y la mues-e

tra fue acuosa ep el 49%, con sangre en €1 17% y con mogo en

el 13%, En Tos que se ais?d A hydrophila, ef 12,5% presentd -

flebre, 503 vimito, QI trastornos abdominrales, 1a muestra fue
~acupsa en el 50% de los casos, en €} 29% presentd sangre ¥y &n
el 12.5% moco, CLuvando Ta bacteria que se aislé fue A, sobria
el 83% de los pactentes presentaran fiebre, et 100% vémito, -
el 17% trastorsos abdeminales, 13 muestra fum en el 83%1 aguo-

sa, en 81 17% se le encontrd sangre y no coantenfa moca.
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3.- MATERIAL Y METODO

3,1 Procedencia y seleccidn de cepas,

S5e tomaron 56 cepas puras de Aeromonas sp.,, ¥y 44 de Plesio

monas shigelloides del cepario del laboratorio del hospital An-

gel LeaRo, todas ellas aisladas de heces.

Las cepas de Aeromonas se encuentran congeladas para su -=
conservacién en caldo BHI-glicerol, ¥ 1as cepas de Plefomonas -

5e conservan por picadura en peptona agar,
3.2 HETODOLOGIA MWICROBIOLOGICA
3.2,1 Estandarizacidén de las cepas.,

Se toman las cepas y se siembran en agar sangre sin anti--
biﬁticb. esto se hace con el objeto de rejuvenecer la cepa y --
trabajar con colonfas jévenes, una vez sembradas en agar san-«~=

gre, se incuban a 37°C por 24 horas.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacién, se toma de -
las colonfas mis aisladas, las gque sean necesarias para hacer =
una suspensién en solucidn salina y 1levar 1a suspensidn a la -
turbidez del tubo ndmero uno de la escala de Mc Farland, que -~
tiene una concentracidn de 3.0 x 103 Unidades Formadoras de Co-

lonfas.
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Llevada Va2 suspensidn a la misma turbidez del tubo uno de
Mc Fariland, se hacen diluciones 1:10 y 1:100, agregando a un -
tubo estéril 0.1 ml, de la suspensidn y 0.9 ml, de solucidn sa
1ina estéri) para la dilucidn 1:10, y de esta solucién se toma

0.1 m1, con 0.9 m1. de solucidn salina para la dilucidn 1:100,
1.2.2 Inoculacidn en caldos de enriquecimiento,
En este estudio se evalud la selectividad de l1os caldos -

de enriquecimiento que son Hajna y Selenito pare la recupera--

cifn de Aeromonas sp. y Plesiomonas shigelloides.

De la dilucidn 1:100 se tomd un indculo con una asa cali-
brada a 0,00 ml., este fndculo se depasitd en un tubo gque con
tiene exactamente 8,0 m1, de caldo Hajna, ¥y se tomd otro indcy
1o igual para depositarlo en otro tubo con 8,0 ml, de caldo Se

lenito.

Una vez hecha 1a inoculacién en los diferentes caldos de
enriguecimiento, se incuban a 37° por 24 horas, transcurrido =
este tiempo se hace la cuantificacifn del crecimiento bacteria

no par &1 método turbidimétrico,

Referencias de los caldos Hajna y Selenito, utilizados pa

ra este estudio:
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CALDO HAJHR PARA GRAM NEGATIVODS

Uso al dgue se destina:

E1 caldo Hajna GN es un medio 1fquido selectivo utiliza-

do para el cultivo de organismos gram negativos procedentes =

dp todzz Yor tipec ¢e aspercfmerss,

E1 caldo Hajna GN, se prepara de acuerdo a la fGrmula de
Hajna que se describe en el Manual Difce, Hajna sugirid el en
riquecimiento de organismos procedentes de torundas rectales

en calde Hajna GN, durante 1 a 6 horas antes de sembrar en me

diaos sdlides.

Dicho caldo también demostré ser de utilidad en el aisia
miento de organismos gram negatives procedentes de orina, coid

yulos de sangie, torundas imprejnadas de organismos proceden-
tes de utensilios de la comida y bebida, torundas de organis-

mos procedentes de 1a garganta y a partir de especfmenes de -
espectoracidn, Se recomendd una temperatura de incubacidn de

30°C para el cultivo de organismos gram nggativus procedentes
de espectoracidn,

Croft y Miller compararon la inoculacitn directa de to=--
rundas rectales, con torundas gue fuercn colocadas en un tubo
de caldo Hajna GN, y luego se inocularon en los medios habi--
tualas despues de¢ 6 u € horas de ncubacidn. Eil10s intormaron

de mis afslamientos de Shigella mediante el uso del caldo --
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Hajna, que con la inoculacidn directa o inmediata en Jos me---

dios de alslamienta.

Solo se afslaron 3 cepas de Salmonella a partir de 2,696
especimenes examinados en esta serie, Esta baja reéuperacidn -
de Salmonella no indica que estercaldo no consiga enrlqueceF -
estos organismos, s$ino gue 5almonella ny estaba presente en --

cantidades apreciables.

Hajna obtuvo 127 aistamientos de Salmonella y 105 de 5hi-
gella procedentes de 488 torundas rectales utilizande caldo -
GN. Croft y Miller sugirieron que este caldo de enriquecimien-

to serfa Gtil para operaciones de estudio en el campeo,

La triptona sirve come nutriente en el medio. El citrato
sddico y 81 desoxicolato sédico son bactericidas para organis=-
mos gram positivos e inhiben ¢1 desarrollo de coliformas, mien
tras que los fosfatos sirven de buffer. La incrementada concepn
tracién de ﬁanito1 sobre 1a dextrosa ayuda a limitar el creci-
miento de Proteus y a acelerar el crecimiento de Salmonella y

Shigella capaces de fermentar el manftal, Pseudomonas aerugi-

nosa y Proteus crecerdn en el medio pero no interfieren el de-

sarrollo de Shigella o Salmenella en un cultivo mixto,

La férmula del calde Hajna GN, 1a manera de prepararse y

el control de calidad se especifican en el Manual Difco.
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E1 caldo Hajna GN sin prepararse se almacena por debajo -

de 30°C, una vez preparasoc se almacena de 2 a B°C.
CALDO CON SELENITO

El caldo con Selenfto se recomienda como un medio de enrf
quecimiento en el afslamiento de Saimonella typhi y otros miem
bros del género Salmonella, provenientes de excremento, orina

y tejidos Infectados.

La fdrmula de este medio es exactamente la misma que Ta -

del caldo con Selenito F, descrita por Leffson en el Manual -«

Difco,

Guth, Hadre y Theodorascu observaron que E, coli era mis
succeptible A la toxicidad del Seienito sddico que S. typhi.
Guth confirmdé la observacidn de estos dos autores y empled el
Selenjto sédico como agente selectivo en un medic de agar y en
un caldo de enriguecimiento para el afslamiento de 5. typhi «-

+

del excremento.

Leifson amp!1d las observaciones de Guth y elabord un «=
agar ton Selenito y un caldo con Selenfto para emplearlos en -
el aislamiento de bacilos causales de fiebre tifoidea y parati
foidea, de excremento y orina y encontrd que el caldo de enri-

quecirtento era el mds prometedor.
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Leifson demostrS que el caldo con Selenito no era lo sufi
cientemente tdxico para inhibir califormés y enterococos feca=-
ies. S{n embargo, los bacilos del colon se reducfan en ndmeros
durante las primeras 8 a 10 horas, y a partir de entcnces au--

mentaban de modo bastante ripido.

Por el contrario, Tos bacilos de la t{foidea se reprodu=-

cfan répidamente desde el principio. Proteus y Pseudomonas no

se¢ inhibfan. Los organismos de 1a disenterfa y alcalfgenes se
inhibfan,

Leifsen observs que el medio con Selenito actuaba m&s efi
cazmente bajo una tensidn de oxfgeno reducida. Para proporcio-
nar condiciones Sptimas., e} caldo se distribuyd en tubos, para
que diera una profundidad de 6 c¢cm, o mds. Empleando el enrique
¢imiento en condiciones dptimas, Leifson pudo aislar muchos --
més organismos del género Salmonella que por la colocacion di.

recta en placas sin un enriguecimiento previo.

En un estudio realizado por Felsenfilf sobre les medios -
empleados para la recoleccifn y conservacién de excrementos p3

ra el aislamiento e identificacidn de Salmonella, Shigella y -

Protozoos 4intestinales, informé sobre un aumente en el nidmero
de laboratorios que emplieaban el caldo con S5elenito como medio

de enriquecimiento.

Jenghem, Hal y Pomeroy manifestaron en un informe del co-
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mité que en un estudio comparativo realizado desde Octubre de
1946 hasta Febrero de 1950, el agar con Sulfitoc de Bismuto ¥

el $S agar {agar para Salmonella y Shigella}, permitfan un ma

yor nimeroc de aislamientos especfficos de S. pollorum y S. ga
1linarum., Estos medios selectivos escogfdos, suprimfan el de
sarrollo de coliformes. E1 enriquecimiento de las muestras -=-
con caldo con Selenito, con el beteado sobre agar con Sulfito
de Yismuto, did el mayor nimero de aislamientos, sequido por

el agar S5 y después por el agar Mac Conckey.

E1 caldo con Selenito produjo un mayor nimero de afsla--
mientos cton éx1to, del que consfguid con caldo de Tetrationa-

to.

En 1 cxamen de-muestras fecales, el caldo con Selenito,
se inacula afadiendo 2 mf. de ura susnensidn fecal, en tubos
con 8 ml, del medfo, Después de mezclar bien, los tubos se 1ﬁ
cuban a 37°C, durante un periddo de 18 a 24 horas. Par2 el =~
exdmen de tejidos infectados, se maceran de 1 a 2 gramos del
material, en una cantidad de 10 a 1§ ml, de caldo con Selen{-
to, utilizando para ello una pipeta o una varilla de agfita--«

cidn estéri]l antes de realizar la fncubacidn,

Para el exdmen de orina, el caldo con Selentto deberd --
prepararse en concentracidn doble y colocarse en tubos de 5 a3
7.£ mt. Ecte zaldo se fnocula con un volumen fgual a la mues

trz de orina y se incuba segin lo descrito anteriormente,
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Después de incubar se vierte clerta cantidad del cultiveo
enriquecido sobre unad place de agar con Sulfito de Bismuto y -
una cantidad similar sobre una placa de agar $5., Estas placas
se {nctudban a 37°C y se examinan de 18 a 24 horas., La placa de
agar con Sulfito de Bismuto debe incubarse por 4B horas antes

de deshecharla como negativa,
3.2.3 Valoracifn del desarroillo.
3.2.3.1. Método turbidimétrico:

Hay varios m&todos de cuanti{ficacicn bacteriana como son:
Cuenta directa {microscdpica) de bacterias, Método de Recuento
en cdmara; esteos métodos indican la poblacidn total, gue inclu
yen células vivas y muertas. Este dato suele ser Oti) pero por

1o regular es mis interesante conocer la poblacidn de microor-

ganismos vivos,

Los microorganismos vivos se cuentan o estiman solamente
por un método que depende de l1a actividad vital valorable; mul
tiplicacidn celular, 1a fermentacidén de 1a lactosa o Ya diges-
tidn de la celulosa, Suelen emplearse dos métocdos de cultivo,
esto es: el recuento por ditucidn y el recuento de colonias,
E1 postulado bisico que fundamentan ambos métodos es que s§ --
cualquier célula viable luiva)‘inncu1ada en un medio reciente
se multiplii{cars y produ:fri datos de crecimiento de f&ci) cong

cimiento como son: Turbidez, presencia de &cide o de gas en el
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talde, tolonias en agar, Esta presupnsicidn-no siempre se jus
tifica, especialmente con cantidades muy poquefias de bacte«--

rias, y constituye la fuente de error gue raconycen los bacte
rigdiogas.

Ne obstante Tos resultados obtenides por exdmenes repoti
dos para una muestra dada Son bastante reproductbles. en for-

ma tal que los métodos tienen 1a ventaja de wniformidad, aun-
que ho de exactitud,

8tro método de cuantificacidn bacteriana es el de turbi-
dimetrfa con el cual puede precisarse con bastante esxactitud

el ndmero de bacterias, y con mayor factilidad, al estimar e?

grado de turbidez de la suspensidn.

Suele utilizarse un espoctrofatfémetro, ¥y s¢ lee 12 +va

transmitancia de luz (T}, o 1a densidad dptica {0D)} Absorbane

cia {OD=-LopgT) en la escala de galvandmetro,

£l valor de T varfa segiin 12 longitud de 1a via Iuminos;
a través de 1a suspensisn, seagdn el solvente, Ta longttud de
pnda de ta luz y la indole y estads ffsico del organispu. as{
cbmu enkfunciﬁn da! ndmera de bacterias, Par 1o tanto,’es ne=-

cesario eliminar o estandarfizar todas las varisbles, excepto
la itima.

Se ut{lizan cubetas adecuadas y el {nstrumento se ajusta
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para una absorbancia luminosa a 0,000 a través de un solvente
sin bacterfas, esto se establece empiricamente, luego Se ensa-

ya la suspensidn en condiciones idénticas y se lee su Densidad

Dptica o absorbancia,

La turbidimetria es mds eficdz con suspensiones de densi-
dad moderada. Indicard l1a cantidad total de células o bacte---

rias vivas o muertas.

La lectura de 1a absorbtancia en caldo Hajna se realizd a
una longitud de onda de 430 nm, con blanco de caldo respectivo
estéril, y en caldo Selenito se 1levd a cabo a 400 mm contra -
un blance de caldo Selenito sin inocular, ésto es, debido a --
que el Selenito tiene mayor intensidad de color que el caldo -

Hajna por Yo que a menor longitud de onda mayor es el pasc de

Ta luz.
3.2,3,2 Método por recuento de colonias.

Este método se basa en la presuposicidn de que cada bacte
ria inoculada en un medio de agar nutritivo o en su superfi---
cie, se multiplicard y producird una colonia visible, en conse
cuencia el nimero de colonias serd el mismo que el nimero de -
bacterias viables {inoculadas en el agar. Por ejemplo: un mili-
1itro de una muestra original que contenga 100 bacterias por -
ml, se espera producir% 100 colonias, nimero que puede contar-

s& 5in problemas, una muestrs gue contenga 2.5 % 10s bacterias



49

/ml. proporcionard una placa demasiado poblada para contarse
adn mis, los productos metabdlicos de 1as bacterias inhibirdn

el desarrollo de las colonias vecinas. *

~Convlenas dilulr dicha muestra, y cultivar en placa 1 ml,
de una sofucidn a 104 (esto es 1:10,000), el nimero de colo-
nias obtenido serd de 250, y se multipiicard por 104, recipro

ca de la dilucidn para saber el nimero de bacterias por ml, -

de la muestra original,

Suelen prepararse ademds de la placa en estudio, dos o =
tres placas mis de muestras de cada una de las diluciones en
los Timites criticos anticipados, Los cultivos en placa de la
dilucién que praporcionz de ;D a 300 colonias pueden contarse
ficilmente y con exactitud el promedio multiplicado.por la:re
cforncs de Ya dilucidn. da wn resultado oue se expresa “bacte
rias por mililitro", Las otras placas de cultivo muestran ==
ctiertas discrepancias atribuidas a 1a distribucidn irregular
de bacterias, errcres al maniobrar con pipetas y contar, y --
atros factores, El error normal en el recuento de placa puede
ser in¢cluso 10 por 100,

E1l método de placa proporciona un recuento mfnime de bac
terias viables, Algungs microorganismos suelen aparecer en -=
acUmulos que no se disgregan al preparar las dilucliones y en
cousecuencia sada acdmule produce una colonia., Ala mis hacte-

rias individuales pueden guedar atrapadas en agar, tan cerca=-
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nas entre 5§ que sus colonias se unan y se les cuente coma -

una sola,

Los métodos de dilucidn y de recuento de colonias para
estimar las poblaciones, se emplean ampliamente si se desea

hacer un recuento del ndmero de bacterias vivas.

Conviene insistir que no puede confiarse por enterc en
un método de cultivo para obtener una estimacidn exacta del
nimero total de microorganismos en una poblacidn heterogénea
desde el punto de vista fisioldgico, dado que ningin medio -
de cultivo o grupo de condicienes de incubacifin permiten el
crecimiento de todos los tipos de bacterias, los micrcorga-=
nismos con gran especificidad nutricional necesitan ingre---
dientes especiales del medio; algunas bacterias son 1nhibi--

das por sustancias que facilitan el crecimiento de otras.
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4,- RESULTADOS

Se procesaron 100 cepas puras en total, 44 fueron de Ple-.
siomonas shigelleides y 56 de Aesromonas sp.

Como se menciond anteriormente, las cepas de Plesiompnhas -

shigelloides se encontraban conservadas en agar peptona, y las

cepas de Aeromonas sp. cengesladas en BHI-glicerol, se tomaron -

dichas cepas para sy estudio por el métpdo ya descrito,

tas 44 cepas de Plestomonas shigeltleides procesadas en cal
de Hajpa, con un iadcule infcial de 3,75 ¢ 102 UFe/ml., se incy .
baron a 37°C, por 24 horas.

Transcurrido este tiempo s& ohservd guer en 41 de las 44 -
sepas en estudin presentaron cracimiento uniforme, corrvoborandn
Ta lectyra turbidimétrica en absorbancia

Farland,

con 1a escala de Me --

Los resultadas gobtepidos se tndican el 1a tabla 4,1

£n esie estudio no se pudo trabajar con e} método de cuan-
tificagin de colonias debldo 2 que &) desarroilo en el medio -
de XD, de las colonlas que des2rrollaron en el medio de earte=
quecimiento tratados en este estudio fue tanm grande que las co-
lonias se townuroa come fincontables, adn luando se tes hicieron

diluciones; 12100, 1:1000, 1:10000 y 1: 100,000, perc el nimerg
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de colonias no correlaciond con las diluciones, ¥a gue se to
mé en cuenta el hecho de que a mayor dilucidn Va4 probabili--
dad de error también se incrementa, por lo que se dascartd -

este método y solo se prosiguid con la técnica de turbidime-
tria,

Las tepas que se estudlaron por el método de recuento -
de colonfas y Yos resultados obtenidos de dichas cepas se in
dicar en la tabla 4.2,
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Las concentraciones de los tubas en la escala de Mag -~

Farland se encuentran de la siguiente manera:
ESCALA DE MAC FARLAND

Tubo e, 1 = 3,0 x 108 yrcym

Tubo Ho, 2 = 6,0 x 10% uyrc/ml

Tubo No. 3 = 9.0 x 10% yrcsm

Tube Ho. = 12.0 x 10% yre/m

8

Tubo Ho. = 15,0 » 10" UFC/m)

Tubs Ne. = 18,0 x 108 urgymy

Tubo MNo, = 24.0 x 10% peg/m

Tubo Mo,

4
5
5

Tube Ho. 7 = 21.0 x 108 urc/m
8
9 = 27,0 x 10% ure/m
0

Tubo o, 10 = 30,0 x 10% upc/m1.
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TABLA 4,1

RESULTADOS DE LA VYALORACION DEL CRECIMIENTO DE PLESTIOMDHAS SHIGE

LLOIDES EN CALDO HAJHNA DESPUES DE 24 HRS., OF INCUBACION A 37°C,
CON UN INOCULD INICIAL DE 3.75 x 102 UFC/ml,

, No. Cepa Condicién de  Lectura Turbidimétrica en Lectura con escala
1a muestra absorbancia (A = 430 nm} de Mac Farland.
1 * 0,368 TJubo NHo. &
2 + 0.404 . Tubo Ho. 6
3 - 0.396 Tubo HNo. &
4 + 0,340 Tubo He. &
5 + 0,353 Tube Ho. 6
6 * 0,370 Tubo No. 6
7 + 0.358 ' Tubo Ko, &
8 + 1.009 Tubo Ho. 10
9 + 0.355 Tubo Ko. 6
10 - 0.821 Tubo o, 9
11 + ‘0.287 Tubo Ho, §
12 + 0.375 Tubo Mo, &
13 - 0.377 Tubo Ho. 6
14 + 0.300 Tubo Ho, 6
15 + 0,352 Tubo No. €
16 ¥ 0.289 ‘ Tubo No, &
17 + 0,360 Tubo Ho, 6
18 + 0,338 Tubo Ne. 6
1% + 0.341 Tubo Mo, &
20 + 0,306 Tubo No, 6
21 + 0.141 Tubo Mo, 3
22 + 0.338 Tubo Mo, 6
23 + 0.3520 Tubo No, &
24 d 0.320 : Tubo No, 6
25 + Aero y Ples . 0,340 Tubo No, &
26 + ‘0,342 Tubo No, 6
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No. cepa Condicidn de tectura turbidimétrica en Lectura con escala
1a muestra Absorbancia (A = 430 nm) de Mac Farland,
e7 + 0,382 Tubo No. 6
28 + 0,366 Tubo No. 6
29 + 0.420 Tubo He. 7
20 + 0.374 Tubo No, 6
31 + 0,371 Tubo Ko. &
32 + 0,367 Tubo Ho, 6
33 + 0,340 Tubo No, 6
34 + 0,382 Tubo No. 6
35 + 0,357 Tubo No. 6
36 + 0,364 Tubo No., 6
37 + Aero. y Ples, 0,343 Tubo Ho. 6
38 + 0,402 Tubo No, &
39 + 0,372 Tubo Ho. &
40 + 0,297 Tubo No. &
4] + 0,339 Tube Ho. 6
[ ¥4 + 0.317 Tubo Ho. &
43 + 0,303 Tubo MNo. 6
44 + 6

0,348 Tubo No.

CONDICION DE LA MUESTRA; + Heces diarréicas
~ MHeces formadas

d Dato desconocida.

£n base a los resultados resportados en ta tabla 4,1, ob-
servamos que l1a mayor¥a de las lecturas en absorbancia corres-
ponden en la escala de Mac Farlan al tubo Ho. 6 o sSea al que -
contiene una concentracidn de 18 x 108 UFC/m1., esto nos indi-
tu yue o) desarrallo en ta mayorfa de las cepas inocutadas en

el calde de enriquecimiento lHajna fue uniforme.
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Algunas cepas como 1a nimero 8 y 10 tuvieron una lectura
de absorbancia muy elevada, pero analizando estas cepas con =--
pruebas bicquimicas se comprobd que fueron contaminadas con -~

Pseudomonas en la manipulacidn para su estudio.

Observamos que la cepa nimers 21 presenta una absorbancia
muy baja comparada con la mayorfa (obs. = 0.141), pero como so

1o se obseryd una cepa, no se considera significativa,

Las cepas 17 y 18 se sembraron en XLD para recuento de cp
lonfas después de la incubacidn en caldo Hajna se hicieron di
lucfones, se hizo l1a siembra en XLD, se {ncubaron 24 hrs. a -~

39°L., los resultados se reportan en la tabla 4.2,
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TABLA 4.2

CUANTIFICACIOR DEL CRECIMIENTO BACTERIAND EN PLACA DE PLESIOMO
HAS SIHIGELLOIDES SEMBRADAS EN XLD E INCUBADAS A 37°C POR 24 -
HORAS CON UNA DILUCION 1:100,000.

No. CEPA  LONDHICION DE  LECTURA EN  CONTEO EN PLACA EQUIVALER LECTURA Tuuo DE
LA MUESTRA ADSORBANCIA  DIL, 1:100,000 CIA EN UFC. MAC FARLAKD.

17 + 0.360 178 col. 1.78!107 Tubo No. 6

18 + 0,338 171 col, 1.71!107 Tubo No, 6

E1 conteo en placa nos indica el niamero de bacterias via
bles, comparando la equiéa1enc1a en UFC con Ya escala de Mac =
Farland, vemos que ésta conceptra:iﬁn es menor que el tubo ni-
mero 1 de Ya escala, ;1n embargo, 12 lectura de la absorbancia
da 1a rapa Innculada on céIdn Haina nes corresponde al tubo nd
mera 6 de dicha escala, 1o que nos indica que 1a mayarfs de -

las bacterias se encuentran muestras,
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RESULTADOS DE LA VALORACION DE PLESIOMONAS SHIGELLOI

DES EN CALDO SELENITO DESPUES DE 24 HORAS DE INCUBA-,
CION A 37°C. CON UN INOCULOD [NICIAL DE 3.75 X 102 -
UFC/m1.

Se procesarcon 44 cepas de Plesiomonas Shigelloides con =

la metodologfa anterformente descrita.

E1 desarrollo de las 44 cepas en caldo Selenito fue nega
tivo habiéndose utilizado el mismo indculo que en calde Hanw-

na.

Ademds las cepas, 21, 22, 23, 24 y 25 se {nocularon con
una concentracidn de 3.75 x 104 UFC/mi,, que provenfa directa
mente de una concentracidn bacteriana del tubo naiimero 1 de =--
¥c Farland tomindose e} indculo con asa calibrada a 0,001 m1,
y aidn as? & una concentracidn mayor, ninguna de estas cepas -

presentd desarrollo, .

Las cepas nimero 8 y 10 presentaron desarrollo en caldo
Sclenito pero como ya se menciond, dichas cepas fueron conta-

minadas en su manipulacidn por Pseudomonas,
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AEROMDNAS EN CALDO HAJNA,

Se procesaron §6 cepas de Aeromonas sp. en caldo Hajna,

con un  indculo inicfal 1levado 2 una concentracidn de 3.75 x

102 durante 24 horas de incubacfén a 37°C.

De estas 56 cepas solo desarrollaron 23, o sea el 41%, -

las cuales se pueden subdividir en 4 grupos: tahla (4.3).

a)
b}

c)

d)

Aquellas que no presentafon desarrollo,

Agquellas cuya concentracidn se estima entre los tubos 1 y

2 de 1a escala de Mac Farland, en este grupo sole se ep---
cuentran 4 cepas o sea un 17,4%,

Aquellas cuya concentracidn se estima entre Tos tubos 3 al
9 da dicha escala, en-este grupo desarrollaron 15 cepas o

sea el 65,25,

Aquellas cuya concentracidn es mayor o igual dei tubo 10 -
de la estala, las cuales fueran 4 cepas y corresponden al

17,.4% del total de las cepas que presentaron desarrollo.

AEROMONAS EN CALDOD SELENITO

De tas 56 cepas procesadas de Aeromonas 5p. en caldo Se-

lenito con un indculo inicial que corresponde a uni2 concentra

cién de 3,75 x 10

Z {ncubadas a 37°C durante 24 horas,. solo de

sarrollaron 10 cepas o sea el 17.9% pero svlo 2 {(3.7%) tuvie-
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ron un valorsigfeamilcatiyo de crecimientu bacteriano.

Estas J6te w.pit de@sarrolaron también en caldo Hajna con

an valor muth Pmmels res presentativo de repreduccidn bacteria--
na.

Los ristlit—rmylos de l2as 56 cepas de Aermonas 5. procesa-

das en amhf €SS, 4ldos de enwv {quecimients se indican en las ta-
blas 4.2 "04 A,
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TABLA 4.2

RESULTADOS DE LA VALORACION DEL CRECIMIENTO DE AERQ
MORAS SP. EN CALDO HAJNA DESPUES DE 24 HORAS DE IN-
CUBACION A 37°C CON UN INOCULO IMICIAL DE 3.75 x -
107 urc/ml,

N, CEPA  conmictor DE LESTURA TURRIDINETRICA EN INTERPRETACION
: LA MUESTRA ADSORBANCIA {A= 430} nm} DEL DESARROLLD P
1 . . 0.006 NEG. a
2 '0.009 NEG, a
3 _ 0.002 NEG., a
4 . 0,015 NEG, a
5 + 0.015 NEG,- a
5 _ 0.009 NEG, a
7 _ ‘0,282 POS, c
8 . ‘0,077 POS. " b
g . 0,240 POS, c
19 . ‘0,019 NEG, a
1 . "0.630 POS. d
12 + "0, 396 POS. c
13 ' 0,808 Pos, d
14 - '0.399 POS, c
15 . . ‘0,018 NES, a
16 . 0.244 ros, c
17 0,025 . NEG,
18 . £.000 NEG,
19 . '0.014 NEG,
20 R 0,021 NEG.,
21 + 0,015 NEG,
22 ' 0,126 POS.
23 . 0.009 NEG.
24 + 0,017 NEG.
25 - "0,698 POS

[~V T T - I )



No. CEPA

26
27

29
0
31
32
13
34
3s
5
kY
Kl
kL
40
a
az
43
44
45
45
47
48
39
50
51
52
53
54
55
56

CONDICION DE
LA MUESTRA

+ * 4+ 4+ 4 o+ o+

L3 1

+

P )

+ + B3 %

L

LECTURA TURBIDIMETRICA ER

ABSORBANCIA (A= 430 nm)

0,014
0,300
0.163
0.021
0,000

0.000
0,000

0,000
0,387
0,352
0,675
0,000
0,000
0,337
0,328
0.329
0.319
0.071
0,000
0,000
0.000
D.125
6,00
0,000
0,530
0,005
0,012
0,366
‘0,008
0.000
0,000

TOTAL POS.
TOTAL NEG.

INTERPRETACION
DEL DESARROLLO

23
kK]

NEG.
pos.

POS, |

KEG,
NEG.
NEG.
NEG',
POS.
POS
P05,
NEG .
NEG,
POs,
POs,
POS.
POS.
POS.
KEG,
NEG.
NEG,
POS.
NEG.
NEG.
POS,
REG,
KEG,
POS.
NEG.
NEG.

NEG,

]
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CONDICION DE LA MUESTRA: + heces diarréicas

heces formadas

d date desconocide.

INTERPRETACION DEL GRUPD: a,

b.

Corresponde al grupe en el cual
no se presentd desarrollo,

Corresponde al grupo que presen
td una concentracién entre los
tubos 1 y 2 de la escala de ==
Mac, Farland. *

Corresponde a2l grupo que presen
td desarrollo con una concentrg
¢cfdn similar al! tubo 4 en ade-=-
lante de l1a escala de Mac, =-=-
Farland.

Corresponde al grupo que presen
td desarrollo con una concentra
cidn mayor al tubo 10 de la es-

cala de Mac Farland,

La interpretacién de los tubos gque corresponden al gru-

pe b que presentaron una concentracfdn bacterfana similar al

tubo No. 1 y 2 de 1a escala de Mac Farland, nos indica que -

la bacteria logra reproducirse en cantidades tan pequefllag -~

que no le permitirfan competir ¢on otros géneros bacteriaznos

que tienden a reproducirse de una manera abundante,.
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TABLA 4.3.1
RESULTADOS DE LA CORRELACION DE CEPAS DE AEROMONAS
§P. DE ACUERDO A SU PROCEDENCIA DE HECES DIARREICAS

0 FORMADAS CON EL DESARROLLO EN CALDU HAJHA.

DESARROLLO EN CALDO HAJNA

. L%).
TOTAL DE CEPAS: - POSITIVO NEGATIVOD
Heces diarréicas 3a 15 (39.5%) 23 {60,5%)

Heces formadas 17 B (471%) 9 (53%)
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TABLA 4.2

RESULTADDS DE LA VALORACION DEL CRECIMIENTD DE AERO-
MOKAS 5P, EN CALDG SELENITO DESPUES DE 24 HORAS 0E -
IMCUSACION A 37°C, CON UN INOCULO INICIAL DE 3.75 x
102 yrc/mt,

ho, Lepa ChSD LECTURA TURBIDIMETRICA Ett  INTERPRETACION
ESTURID CONDICION  ABSORVAKCIA {A =400 pm} DEL DESARROLLC

7 Fpeal7 - 8,021 NEG.
1 Fp-27 + .19 POS.
12 Ip-176 + £.031 KEG.
13 P20 + g.208 POS.
16 FP-387 - £.025 NE G
22 Fe-178 + 0,037 REG.
25 Fpe416 - 0,041 HEG.
27 1069 - . .09 NEG .
3 1p-121 + 0,021 NES.
a0 1105 - 6.019 NEG.

'EY resto de las cepas no presentaron desarrolla, Las ce
pas que pregentan una lectura de abosrvancia meror de 0,070
nm, se consfderaron como negativas, ya que carrespondeh a4 -«
uaa concentracidn bhacteriana menor 2l tubo ndmerc 1 de Ya ey

cala de Mac Fartland.
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De las 25 cepas que presentaron desarrollo en caldo Haj-

na a 11 de ellas se les hicieron pruebas bioquimicas para iden

tificar la especie y saber si habfa alguna relacién de espav--
cies de Aeromonas en el desarrollo de dicho calde de enriqueci
miento.

Les resultados de dos de las pruebas bioquimicas para 1a

fdentificacidn de las espcies de Aeromonas se indican en la ta
bla 4,5 '

TABLA 4.5

Mo, CEPA  GAS DE  HIDROLISIS CRECIMIENTO CRECIMIENTOD

- LUCOSA  ESCULIHA ESPECIES EN HAJNA EN SELENITO
29 + - A. sobria HEG, © HEG.
34 * - A. sobria POS. NEG.
16 + - A. sobria POS. HEG.
37 + ¥ A. hydrophila NEG., NEG ,
3B + - A. sobria NEG. HEG.
29 + - L. sobria POS. NHEG.
40 * + A. sobria POS. HEG.
42 +* + A. Hydrophila POS. HEG.
43 + - A. sobria POS, NEG.
44 + - A. sobria KEG. KEG,
48 - + A. caviae HEG. NEG.

Ain cuando se observa lo predominancia de Aeromonas so--
bria no ns posible basarse en Va especie para indicar 51 hay
predileccidn o no de especie por el taldo de enrigquecimiento.
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S.- DISCUSION ¥ CONMCLUSIDNES

Estd comprobade que Plesiomonas shigelloides puede recupe

rarse muy ficilmente del caldo de enriquecimiento Hajna, con -
una elevada concentracién, 1o cual nos indica que esta bacte--
ria puede competir ampliazmente con cualquiera que presente de-
sarrollo en un coprocuitive ordinario y se quiera recuperar de

dicho caldo de enriquecimiento.

Observaremos que, debido a Ta alta concentracidn que pre-
sentaron estas - cepas se produjo una sobre poblacidn bacteria--
na; por lo que se realizd una cuantificacidn bacteriana en plta
ca, esto no di16 resultado debido a que adn cuando la concentra
cidn bacteriana es elevada el nimero de bacterfas viables estd
disminuido, por 1o tanto se recomienda que la lectvura se haga
antes de transcurvidas las 24 horas de incubacfén, #sto para -
evitar lo mis posible la muerte de estos microorganismos, esto

es si'se quiere determinar el nimero de bacterfas viables,

Calcvlando Jos porcentajes de viabilidad vemos que: 0,98%
1;78: 107 corresponden a la cepa nimero 17 y 0.95% 1.71x107
18 x 108 18 x 108
a 1a cepa nimero 18 (tabla 4.2), se considera un porcentaje de
viabilidad mey bajo, lo cual nos sugiere que las resiembras se
efectien ordfnariamente antes de transcurridas las 24 horas de

incusceivn 9n teluo Ha)na, pdra evitar que las bacterdas 1le--

guen 8 1a fase de muerte,
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tas cepas provenientes tanto de heces diarréicas como for
madas, presentaron un desarrollo similar en caldo Hajna, des--
cartando Ta posibilidad de relacionar la patogenicidad de una
cepa con l1a resistencia o susceptibilidad a los inhibidores de

dicho caldo.

S5in embargo, estos microorganismos no pueden re:upérarse

del caldo de enriguecimiento Selenfto.

El1 .porcentaje de recuperacion de Aeromonas sp. apartir de
los caldos de enriquecimiento Hajna y Selenito fue bajo {41% y

3.57%) respectivamente,

Una explicacidn de estos resultados pudiera ser, el cono-
cimiento de que algunas cepas de Aeromonas sp. son inhibidas -
por las sales biljares, lTas cuales se encuentran presentes en

ambos caldos.

Se hizo una correlacidn de las cepas de Aeromonas sp, de

acuerdo a 1a condicidn de la muestra ya sean heces diarréicas
o formadas, con el desarrallo en c¢aldo Hajoa {tabla 4.3;1). .-
con el fin de observar una probable asociacidn de patogenici--
dad con la resistencia o susceptibilidad a las sales biliares
contenidas en este calde; basdndose en que anteriormente se ob
tuvo aislamiento de Aeromonas Eﬁ- de vfas bili{ares en el Labo-
ratorio de Microbiolog¥a 'del Hospital Angel Leafio [caso no pu-

blicado), ademis de otros casos similares, Yy 5e encontraron ==
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porcentajes muy similares en ambos tipos de cepas, lo cual des

carta dicha postbilidad de asoctacidn,

E1l crecimiento bacteriano gue se presentd en caldo Hajna
fue uniforme en el 98% de las cepas procesadas de Plesiomonas
shigelloides, esto es basindonos en las lecturas obtenidas en

“absorbancia y en base a la escala de Mac Farland,

La cantidad de Unidades Formadoras de Colonias después de
24 horas de incubacidn en calde Hajna es To sufficientemente al

ta para recuperarias en la resiembra de un coprocultive,

Esta reproduccidn le permite competir con otros génercs -

bacterianos de heces procesadas en cultivos ordinarios,

Selenito, por lo que no debe utilizarse dicho caldo en la metg
dolegfa de rutina para coprocultivo si se desea recuperar di--
cho microorganismo,

E1 porcentaje de recuperacidn de Aer;monas sp. fue menor
de un 50% {41%) por lo que no se recomienda el uso de dicho --
caldo de enriquacimiento {HaJna)l para gl asilamiento de este -
génerc ya que el porcentaje de pérdida es superior al de recu~
peracidn, ademds dentro de este bajo porcentaje, algunas de --
lzs cepas presentaros muy poco desarroillo (grupa b), lu cual -

indica una baja competitividad de Aeromonas sp., con la flora -
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bacterians de heces, evitando asi su afslamiento.

£n caldo Selenito soclo 2 cepas presentaraon valores signi-
ficativos de crecimiento bacteriano, por lo gue no se recomien
da como caldo de enriquecimiento para la recuperacidn de Aerc-

monas.
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CONCLUSION FINAL

Para la recuperacidn de Plesiomunaé shigellofdes, a -

partir de heces fecales puede y debe utilizarse el caldo -

de enriguecimiento Hajna.

Para la recupevacidn de Aeromonas sp. no deben utili-

zarse ninguneo de los dos caldoes de ernriguecimiento evalua-

dos en este estudio sino un primoaislamiento selectivo,
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