kasmera-completa

DETECCION DE ESPECIES DE AEROMONAS EN HECES
DE NINOS ASINTOMATICOS

DETECTION OF AEROMONAS SPECIES IN FECES OF
ASYMPTOMATIC CHILDREN

Pifiero, M.1; Quinteros A.L; Tricase M.L1; Paz A.2y Fuenmayor A.2

1. Lic. en Bioanalisis
2. Catedra de Practica Profesional de Bacteriologia. Escuela de Bioandlisis.

Universidad del Zulia.

3. Catedra en Bacteriologia. Escuela de Bioandlisis. Universidad del Zulia

Resumen

Las enfermedades diarreicas constituyen un problema de salud pdblica a nivel
mundial, especialmente en los paises en vias de desarrollo, como Venezuela
donde representan una causa importante de morbilidad y mortalidad infantil.
Entre los principales agentes etiolégicos bacterianos de esta entidad nosolégica
se encuentra el ggnero Aeromonas, sin embargo, el significado clinico de su
aislamiento no se ha establecido definitivamente. ElI propésito de esta
investigacion es detectar fenoespecies bacterianas del ggnero Aeromonas en
muestras de heces de nifios aparentemente sanos, con la finalidad de esclarecer
la existencia de portadores asintdmaticos en nuestro medio y contribuir a
dilucidar la importancia clnica de su aislamiento en pacientes con
gastroenteritis. La investigacion se llevé a cabo durante el periodo comprendido
entre septiembre y diciembre de 1999; se colectaron y analizaron 122 muestras
de heces de nifios de ambos sexos, con edades comprendidas entre 3 meses y 6
afios, registrados en 16 preescolares privados de la Parroquia Chiquinquira del
Municipio Maracaibo. El analisis de las muestras para la deteccibn de
fenoespecies del género Aeromonas se llevé a cabo empleando la metodologia
diagnéstica convencional, basada en pruebas bioquimicas. En las muestras
analizadas se detect6é 27,87% (34/122) de positividad a especies de
Aeromonas. Aeromonas caviae resulté la especie mas prevalente (52.78%),
seguida de A. jandaei (19.44%) A. veronii biovar sobria (13.89%), A.
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hydrophila (11.11%) y A. trota (2.78%). En la mayoria de los casos (94.1%)
se aisld una sola especie por muestra. La distribucion de los aislamientos por
edad y sexo no resulté estadisticamente significativa (p>0.05). Los resultados
obtenidos demuestran la existencia de un rimero considerable de portadores
asintomaticos de Aeromonas entre los nifios estudiados, por lo que resulta
imprescindible realizar mayores investigaciones que contribuyan a establecer el
significado de su aislamiento en pacientes con diarrea.

Palabras clave: Aeromonas, nifios, portadores asintomaticos, heces.

Abstract

Diarrheic diseases constitutes a world problem of public health, specially in
developing countries, such as Venezuela where gastroenteritis has an important
place as a cause of infant mortality and morbidity. Finding bacteria of the genus
Aeromonas among the main etiological agents. Despite that, the clinical
meaning of their isolation is not completely established, due to the existence of
healthy carriers. The purpose of this investigation was to detect bacterial
species of the genus Aeromonas in fecal samples in apparently healthy
children, to clarify the existence of asymptomatic carriers in our medium and to
contribute to elucidating the clinical importance of its isolation in patients with
gastroenteritis. This investigation took place during the period September-
December 1999, and samples from122 children of both sex groups were
analyzed, with ages between 3 months and six years, enrolled in 16
kindergartens in the Chiquinquira prefecture of Maracaibo Municipality. The
analysis of the samples for the detection of pheno-species of the genus
Aeromonas was done using the conventional diagnostic methodology based on
biochemical tests. In the analyzed samples 27,87% (34/122) were positive. The
species of Aeromonas isolated by order of frequency were: A. caviae (52,78%
), A. jandaei (19,44%), A. veronii biovar sobria (13,89%), A. hydrophila
(11,11%) and A. trota (2,78%). In the majority of cases (94.1%) only one
species per sample was isolated. The distribution of Aeromonas by age and sex
group was not statistically significant (p>0,05). The results obtained in this
investigation show the existence of a considerable number of a-symptomatic
carriers of Aeromonas in the children studied, which makes it essential to carry

out more research that contribute to establish the importance of their detection
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in patients with diarrhea.

Key words: Aeromonas, children, a-symptomatic carriers, feces.
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Introduccion

Las enfermedades diarreicas constituyen uno de los principales problemas de
salud publica a nivel mundial, especialmente en los paises subdesarrollados
donde representan una causa importante de morbilidad y mortalidad infantil
(2,11,27,28). En Venezuela, durante el afio 1996 las gastroenteritis se
registraron en el octavo lugar como causa de muerte en la poblacién general, en
el segundo lugar en menores de un afio y en el primer lugar en niflos menores de
cuatro afnos (25). En el estado Zulia la situacién es similar: en el afio 1998 las
diarreas representaron la novena causa de mortalidad general y la segunda
causa de letalidad para la poblacion infantil (24).

Las diversas investigaciones que se han llevado a cabo sobre la etiologia de la
diarrea infecciosa en nifios menores de cinco afios sefialan a los virus,
especialmente los rotavirus, como principales agentes causales, seguidos por las
bacterias enteropatégenas, siendo menos frecuentes los parasitos de habitat
intestinal. Sin embargo, las caracteristicas epidemiolégicas, los agentes
etiologicos y la presentacion clinica de las diarreas pueden variar y ser propias
de un pais, region o comunidad (33).

En relacibn a la etiologia bacteriana, la frecuencia y distribucion de los diversos
microorganismos enteropatégenos es variable en las diferentes latitudes
geogréaficas y guarda una estrecha relacién con la edad del individuo afectado
(4). En el estado Zulia, el Centro de Referencia Bacteriolégica del Servicio
Auténomo Hospital Universitario de Maracaibo (S.A.H.U.M.) registra a las
especies de Aeromonas como los principales microorganismos aislados de
coprocultivos durante la Ultima década, tanto en nifios como en adultos,
reportando cifras ascendentes que promedian un 40%. Durante 1999, en la
Divisiobn Pediatrica, el género Aeromonas ocupd un primer lugar (43,9%o),
seguido en orden de importancia por los géneros: Shigella (33.1%),
Campylobacter (12.6%) Salmonella (8.4%), y Plesiomonas shigelloides

(1.2%) (). Existen igualmente, reportes provenientes de todo el mundo que
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seflalan una fuerte asociacion de las aeromonas con las enfermedades diarreicas
(1, 15, 19, 31).

A pesar que a nivel mundial las aeromonas se encuentran frecuentemente en
muestras de heces provenientes de pacientes con gastroenteritis (1,15, 19, 31)
, Su importancia como patégenos intestinales potenciales ha sido motivo de
controversia durante muchos afios (9,15,17). Algunos de los datos que
sustentan su papel causal en la enfermedad diarreica son: (i) un mayor indice de
aislamientos en pacientes sintomaticos versus personas asintomaticas, (ii)
ausencia de otros patégenos entéricos en la mayoria de los pacientes
sintdbmaticos portadores de especies de Aeromonas, (iii) detecciéon de
produccidbn de exotoxinas por algunas especies, (iv) mejoria de la enfermedad
diarreica con la administracion de antibidticos activos contra Aeromonas y
agravamiento clinico con el uso de antibidticos inactivos contra ellas e (v)
indicios recientes de una respuesta inmune secretora especifica a la infeccion
por Aeromonas (22).

Sin embargo, otros investigadores han aportado datos contrarios que
proporcionan fuertes evidencias en contra del significado de su aislamiento en
muestras clinicas intestinales (9,14,17,23, 29,32), entre ellos: i) el
reconocimiento de un estado de portador asintomatico, con valores que oscilan
entre 0,2 y 8% (ésta se considera una de las mayores evidencias de su falta de
enteropatogenicidad), ii) no se han registrado hasta ahora brotes de
enfermedad diarreica, relacionados epidemiol6gicamente, que puedan atribuirse a
alguna especie de Aeromonas; Yy iii) la asociacion bacteria-enfermedad no
cumple completamente los postulados de Koch (no existe un modelo animal que
reproduzca la enfermedad).

Debido a la elevada frecuencia con que se aisla Aeromonas como Uunico
enteropatégeno a partir de muestras de heces diarreicas, es imprescindible que
se aclare la controversia existente sobre su importancia clinica. El propdsito de
este trabajo es detectar la presencia de fenoespecies bacterianas
pertenecientes al ggnero Aeromonas en muestras de heces provenientes de
nifios aparentemente sanos, con la finalidad de determinar la existencia de
portadores asintomaticos de estos microorganismos en nuestro medio y

contribuir a dilucidar su importancia en pacientes con gastroenteritis.

Pagina 4



kasmera-completa

Materiales y Métodos

Unidades de estudio: En la investigacién participaron 122 nifios de ambos
sexos, en edades comprendidas entre 3 meses y 6 afios, seleccionados al azar
de 16 Instituciones Privadas de Educacion Preescolar, ubicadas en la Parroquia
Chiquinquird del Municipio Maracaibo, Estado Zulia. Los nifios seleccionados
corresponden al 10% de la matricula de cada institucion, los cuales,
presumiblemente pertenecen a un nivel socioeconémico medio, y se
desenvuelven bajo condiciones apropiadas de higiene y saneamiento ambiental.
En la investigacion se incluyeron Unicamente nifios aparentemente sanos, que
no hubiesen presentado sintomatologia digestiva, cuadros diarreicos, ni
recibieran tratamiento con antimicrobianos, durante el mes previo a la toma de
muestra.

Muestras: Durante el periodo comprendido entre septiembre y diciembre de
1999, se obtuvo una muestra de heces frescas de cada nifio participante en el
estudio, la cual se preservd en el medio de transporte de Cary y Blair hasta su
procesamiento. El analisis de las muestras para la deteccidn de fenoespecies de
Aeromonas, se llevé a cabo en el Centro de Referencia Bacterioldgica del
Servicio Auténomo Hospital Universitario de Maracaibo (S.A.H.U.M.).

Aislamiento e identificacidbn de aeromonas: Para el cultivo y aislamiento de
fenoespecies de Aeromonas, se empled agar nutritivo en placa como medio no
selectivo, incubado durante 24 horas a 35°C, en atndsfera aerdbica. Se utiliz6
ademas agua peptonada alcalina, como medio de enriquecimiento, el cual se
repicé a un nuevo agar nutritivo luego de 6-8 horas de incubacibn a 35°C; en
caso de que no fuese posible subcultivar en ese lapso de tiempo, los repiques se
realizaron después de 18 horas de incubacion a temperatura ambiente.

La identificacidbn presuntiva de las colonias, como sospechosas del género
Aeromonas, se basd en una reaccidn positiva a la prueba de oxidasa, un string
test negativo (positivo en algunos casos) Yy reacciones bioquimicas
caracteristicas en los medios de Triple Azucar Hierro (T.S.l.) y Lisina Hierro Agar
(L.1.LA)).

La identificacion definitiva de los aislamientos se realizé de acuerdo al esquema
diagndstico convencional, basado en pruebas bioquimicas descrito por Janda J. y
colaboradores (13) con algunas modificaciones introducidas por el Centro de

Referencia Bacterioldgica del S.A.H.U.M. Este esquema consta de las siguientes
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pruebas: fermentacién de los carbohidratos: sucrosa, arabinosa, manitol, inositol
y salicin; decarboxilacibn de los aminoacidos: lisina, arginina y ornitina;
produccidon de gas a partir de la glucosa; crecimiento en caldo con NaCl al 6.5%
; hidrdlisis de la esculina; Voges Proskauer e hidrélisis del ADN; ademés de la
susceptibilidad a los antimicrobianos: ampicilina (10g), carbenicilina (100mgQ),
cefazolina (30mg), colimicina (10 U), y polimixina B (300 U), determinado de
acuerdo a los lineamientos establecidos por el N.C.C.L.S. (National Committee
for Clinical Laboratories Standards) para bacilos Gram negativos.

Analisis Estadistico: Para el analisis estadistico de los datos se utilizé la
prueba de c2 (chi- cuadrado), con un nivel de significancia del 95% (p<0,05)

con la correccion de Yates.

Resultados
Treinta y cuatro muestras de heces de las 122 procesadas (27,87%) fueron
positivas para especies de Aeromonas (Figura 1) y en 2 de éstas (5,88%) se

lograron identificar dos especies diferentes, por lo que en total, se obtuvieron

36 cepas.
712.13%
88) D
Positivos 27.87%
(34)
Negativos

Figura 1. Deteccion de Aeromonas. Positividad en Heces. Parroguia Chiguinguira.
Municipio Maracaibo. Estado Zulia. Septiembre-Diciemhbre 1999.

La Figura 2 presenta la distribucion de las especies de Aeromonas aisladas en
las muestras analizadas. Se observa que el mayor porcentaje 52,78% (19/36)
corresponde a A. caviae, le siguen en frecuencia A. jandaei (7/36; 19,44%), A.
veronii biovar sobria (5/36; 13,89%), A. hydrophila (4/36; 11,11%) y
finalmente A. trota (1/36;.2,78%).
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Figura 2. Distribucidn de Especies de Aéremonas. Parroquia Chigquinguird Municipio
Maracalbo. Estado Zulia. Septiembre-Diciembre 1999,

En el grupo etario correspondiente a nifios menores de 1 &io se obtuvo la
mayor positividad (9/22; 40,9%) En los dos grupos restantes las cifras
resultaron similares y considerablemente inferiores: 25% (Figura 3). Sin
embargo, estas diferencias no resultaron significativas desde el punto de vista
estadistico (p>0,05).

<a1 2a3 4at6

= Positivo % Negativo

Figura 3. Deteccion de Resultados por Grupo etario.
Parroquia Chiguinguira. Municipio Maracaibo. Estado Zulia.
Septiemhre-Diciemhbre 1999,
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La distribucibn de especies de Aeromonas por grupo etario se observa en la
Figura 4. Aeromonas caviae se aislé en mayor porcentaje en todos los grupos
estudiados: 75% (9/12) en nifios de 4 a 6 afios, 50% (5/10) en menores de un
afio y 35,7% (5/14) en el grupo de 2 a 3 afos. Las otras especies se aislaron en
porcentajes menores en los diferentes grupos, a excepcion de A. trota, que sélo
se aislo en los nifios de 2 a 3 afos. La distribucion de especies de Aeromonas
por edad no resulté significativa (p=0,05).

o
70/
40+
20

i R R
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Edad (nfios)

CA caviae " A jandaei # A. veronii m A hydrnphila HA. trota [

Figura 4. Distribucion de Especies de Aeromonas por Grupos Etarios. Parroguia Chiguingui
Municipio Maracalbo. Estado Zulia. Septiembre-Diclembre 1999,

En cuanto al sexo, se obtuvo un mayor porcentaje de aislamientos en el
género masculino que en el femenino (31,75%; 20/63 versus 23,73%; 14/45),

diferencia ésta no significativa desde el punto de vista estadistico (Figura 5).
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Figura 5. Deteccion de Aeromonas. Resultados por Sexo. Parroguia Chiguinguira.
Municipio Maracaibo. Estado Zulia. Septiembre-Diciembre 1999,

Discusion

Diversas investigaciones a nivel mundial, reportan porcentajes significativos de
aislamientos de bacterias del género Aeromonas asociadas a cuadros
diarreicos, los cuales oscilan entre 1,1 y 27% (8,16,26, 30). En Venezuela, los
estudios sobre la importancia de las aeromonas en casos de diarreas, son muy
variados. Una investigacibn conducida en las ciudades de Caracas, Cumana,
Mérida y Puerto Ordaz, ubica a estos microorganismos en cuarto lugar como
agentes etiologicos bacterianos de gastroenteritis infantil (33), mientras que en
el Estado Zulia, el C.R.B. del SAHUM las reporta en el primer lugar en
coprocultivos de la Division Pediatrica, durante 1998, con un 41,4% de
aislamientos (6), de manera que la incidencia de estos microorganismos parece
ser variable en las diferentes regiones del ambito nacional, pero es
particularmente elevada en la Regiéon Zuliana.

A pesar de la frecuencia con la que se aislan Aeromonas a partir de heces de
individuos con enfermedad diarreica, su significado clinico es alin controversial.
Algunas investigaciones han evidenciado la existencia de portadores sanos de

estos microorganismos, en cifras variables que oscilan entre 0,2 y 8% (4,8,9,10,
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12,18,20), lo cual dificulta el establecimiento de su poder enteropatégeno. En
esta investigacidn se obtuvieron valores considerablemente mayores (27,87%);
lo que indica que es elevado el nimero de portadores asintomaticos de este
género entre los nifios estudiados. La diferencia entre estas cifras y las
reportadas en la literatura, podria también estar dada por la metodologia
empleada para la recoleccidon, transporte y procesamiento de la muestra. En
este estudio, las heces se procesaron inmediatamente después de ser emitidas,
lo cual obviamente, favorece la viabilidad de las aeromonas e incrementa la
probabilidad de recuperarlas en los medios de cultivo

También es posible que en nuestro medio existan cifras inusualmente elevadas
de portadores asintomaticos de Aeromonas. Las condiciones de vida
prevalecientes, como el clima, la calidad del agua potable suministrada a la
comunidad y en general, el saneamiento ambiental, podrian determinar una alta
probabilidad de infestacion de la poblacibn con estos microorganismos, que
habitan naturalmente en aguas frescas, contaminadas, estancadas y de reuso
(8,9,18).

El grupo etario correspondiente a los menores de un afio presentd el mayor
ndmero de aislamientos de Aeromonas. Otros investigadores han encontrado,
igualmente, una mayor frecuencia de colonizacibn en nifios neonatos o lactantes
(30), lo que implica que la infeccibn por estos microorganismos puede ocurrir a
muy temprana edad y probablemente contribuye a la adquisicibon de cierta
inmunidad frente a éstos.

La mayoria de los autores refieren como probables enteropatégenos solo a A.
hydrophila y A. veronii biovar sobria, mientras que A. caviae se considera un
aislamiento sin valor clnico (30). A pesar de ello, en muchas de las
investigaciones, A. caviae constituye la especie aislada con mayor frecuencia a
partir de las heces de pacientes con diarrea, cuyas cifras alcanzan hasta un
79,8% (12,30,31). En el CRB del SAHUM, esta especie representd durante el

primer semestre de 1999 el 54,8% del total de Aeromonas aisladas en nifios (6)

De igual forma, en este estudio A. caviae resultd la especie mas prevalente,
presentandose con una frecuencia elevada en todos los grupos etarios, seguida
por A. jandaei, A. veronii biovar sobria y A. hydrophila. Figura y cols. (9)

obtuvieron resultados similares en nifios asintomaticos: A. caviae en primer
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lugar, seguida de A. veronii biovar sobria y A. hydrophila. Algunos autores
especulan que la mayoria de las afecciones gastrointestinales en nifios que
residen en climas calidos son causadas inicialmente por A. caviae, lo cual les
permite adquirir cierta inmunidad a esta especie, pero no a otras Aeromonas a
las que permanecen susceptibles (21). Sin embargo, el CRB de Maracaibo
registra igualmente a A. caviae como la especie mas frecuente en coprocultivos
de adultos, con una importancia comparable a la de S. flexneri (6).

A pesar que el papel patégeno de A. caviae no esta claro, algunos estudios
sefialan que la mayoria de las cepas producen una enterotoxina similar a la de
las otras especies, y que son capaces de adherirse in vitro a las células Hep-2
(4,5,23), por lo que estas propiedades podrian conferirle enteropatogenicidad.
Es posible, que las cepas aisladas en los nifios estudiados no presentaran estos
mecanismos, de ahi el estado de portadores asintométicos. Esta explicacion
seria también valida para otras especies como A. hydrophila y A. veronii biovar
sobria.

En referencia al mimero de especies aisladas por muestra se obtuvo que dos
de las 34 que resultaron positivas para Aeromonas (5,88%) presentaron 2
especies: A. caviae/A. hydrophila y A. caviae/ZA. veronii biovar sobria; el
94,12% restante corresponde a los aislamientos de una sola especie. Estos
datos son similares a los encontrados en heces de nifios con diarrea procesados
en el C.R.B. del S.A.H.U.M. en el periodo septiembre 1999—abril 2000, donde el
aislamiento de una sola especie de Aeromonas (82,1%) fue mayor que los de
multiples especies (2,2%) y que aquellos asociados a otros enteropatdégenos
(15,7%). Figura y cols. (9) también reportan en dos nifios asintomaticos la
combinacibn A. caviae/A. hydrophila. La presencia de A. caviae en dos
coprocultivos acompafiada de otras Aeromonas, asi como también su
aislamiento ocupando el primer lugar, permite sospechar que en un ndmero
considerable de coprocultivos de pacientes diarreicos, ellas pudieran estar
presentes sin ser el agente causal.

En relacion al hallazgo de las fenoespecies A. trota y A. jandaei, no existen
evidencias definitivas de que estos microorganismos puedan comportarse como
agentes etioldgicos de diarrea, an cuando se ha reportado su presencia en
algunos casos (7). Estas especies se recuperan con bastante frecuencia a partir

de heces, lo cual, se considera una consecuencia inevitable de su proliferacion
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en las fuentes de aguas frescas y agua potable durante los meses calidos del
afio. El hecho de que se aislen del tracto gastrointestinal no evidencia su
patogenicidad, por lo que muchos de esos aislamientos probablemente reflejen
s6lo una colonizacién transitoria (15).

En conclusion, existe un porcentaje elevado de especies de Aeromonas en el
tracto gastrointestinal de los nifios estudiados, los cuales se comportan como
portadores asintomaticos de estos microorganismos; por lo que resulta
imprescindible realizar mayores investigaciones que contribuyan a dilucidar el
significado de su aislamiento en pacientes con diarrea. Es recomendable realizar
un seguimiento microbiolégico de las personas infectadas asintomaticas, para
determinar la persistencia de las especies de Aeromonas y/o la posibilidad de
que desarrollen futuros cuadros diarreicos que pudieran atribuirse a estos
microorganismos, asi como también, estudiar los factores de virulencia de las

cepas aisladas de individuos sintomaticos y asintomaticos.
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