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En 1953 fue aislado en Jamaica, a
partir del material de autopsia de una
mujer muerta con un cuadro de sep-
ticemia fulminante, un microorganis-
mo al que se dio el nombre de Vibrio
Jamaicensis (1). La inoculacién en
animales de experimentacién, con re-
produccién de las lesiones encontradas
en esa paciente, permiti6 comprobar
que el germen aislado era el agente res-
ponsable del proceso (2).

En el curso de los siguientes afios
fueron aislados gérmenes, con caracte-
risticas semejantes, a partir de mate-
rial humano y de animales de sangre
caliente (heces, orina, exudados), tan-
to en Jamaica como en otros paises
(3, 4, 5, 6). Los estudios realizados
con ellos han permitido clasificarlos en
la familia Pseudomonadaceae, génzro
Aeromonas (7, 8).

Los representantes tipicos de este
género se conocian como productores
de enfermedad en los animales de san-
gre fria (ascitis de las carpas), encon-
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trandose ampliamente extendidos en el
agua de rios y lagos, pero no se les ha-
bia prestado atencién como agentes
patdgenos en el hombre (9).

Las comunicaciones sobre aislamien-
to de estos gérmenes, a partir de ma-
terial humano, han ido sucediéndose
cada vez con mayor frecuencia, y nos-
otros queremos aportar los datos acer-
ca de las caracteristicas de seis micro-
organismos aislados durante los estu-
dios realizados en nuestro Departamen-
to sobre etiologia bacteriana de las dia-
rreas infantiles,

Considerando que en 1.200 muestras
intestinales estudiadas hasta el momen-
to, hemos aislado seis cepas de este gé-
nero, pensamos que su hallazgo dista
mucho de ser un hecho excepcional.
Creemos, ademis, que estos son los pri-
meros casos comunicados en el pais, y
que seria interesante intensificar la
bisqueda del germen para aclarar la
importancia del problema en nuestro
medio.

MATERIAL Y METODOS

El material estudiado procede de
fuentes humanas, y, en todos los casos,
las cepas han sido aisladas del intestino
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tomando las muestras por medio de un  que se afade su caracter de lactosa ne-
escobillén. En las placas de agar san-  gativas en los medios usuales para el
gre las colonias presentan un halo de estudio de las Enterobacteriiceas.

hemolisis beta muy pronunciada que Las cepas 52, 671, 1171 y 1268 pro-
las hace facilmente reconocibles, a lo ceden de nifos, y la cepa 461, de un
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adulto. Todos presentaban un cuadro
intestinal grave, y en ninguno de ellos
fue posible aislar otro germen que se
pudiera responsabilizar del proceso. El
germen 246 se aislé igualmente del in-
testino de un nifio con un cuadro res-
piratorio y que habia sido sometido a
un tratamiento prolongado con anti-
bidticos.

Morfologia: Se trata de bacilos rec-
tos, que pueden adoptar formas ligera-
mente curvadas, sobre todo en el ma-

terial patolégico. Generalmente no so-
brepasan las 3 micras de longitud. Pue-
den aparecer solos, en parejas, y, cuan-
do los cultivos son viejos, no es raro
encontrar formas filamentosas. Poseen
uno o mais flagelos que les prestan ac-
tiva movilidad. No son esporulados. Se
tifien ficilmente por los colorantes or-
dinarios y son Gram negativos.
Bioguimica: Las propiedades bioqui-
micas de los gérmenes estudiados estan
expresadas en el cuadro siguiente:

CUADRO NUMERO 1

PROPIEDADES BIOQUIMICAS

A
N

2

N
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Glucosa ..

Manita ..

Sacarosa ..
Lactosa ..
Maltosa ... ... ... ..
Arabinosa . ..
Dulcita . ..

Inosita ..
Rhamnosa ...
Xilosa .. ...
Adonita .

Sorbita .. ... ...
Rojo Metilo . ..
Voges-Proskauer ..
Citrato ..

Indol ...

SH, ....

Gelatina

Urea ...

Nitratos

Lecitinasa ...

(11)
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() Dia de incubacién a 37°C, en que se produjo viraje del indicador.
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Los resultados obtenidos no son uni-
formes. Hay un desdoblamiento de la
glucosa, manita, sacarosa y maltosa
que se hace evidente en las primeras
veinticuatro horas de incubaciéon a
37° C.; algunas cepas no producen gas,
como sucedié en las 246 y 1268, aun
después de quince dias de incubacion.
Ha resultado un caracter constante la
fermentacién tardia de la lactosa, en
periodos que oscilaron entre cinco y
once dias. La arabinosa ha sido fer-
mentada por el germen 1268 a las
veinticuatro horas de incubacién, y a
las cuarenta y ocho horas por el 671;
los demas no han tenido accién sobre
ella.

La utilizacién del citrato no ha sido
constante; de las seis cepas estudiadas,
tan sélo tres, las 52, 246 y 461, han
crecido en el medio de Simmons.

Nos parece interesante hacer cons-
tar el hecho de la formacién de un ha-
lo de precipitado en torno a las colo-
nias desarrolladas en los meadios sélidos
a base de yema de huevo. Ese halo tra-
duce la formacién de lecitinasa, y va-
ria para las distintas cepas, desde un
didmetro de 1 mm., como la cepa 671,
hasta uno de 3 mm., como la 461.

Toxina: La sustancia responsable de
la zona de hemélisis beta que rodea a
las colonias se comporta como una exo-
toxina, y, posiblemente, es idéntica a
la causante de la muerte de los anima-
les de experimentacién inoculados con
los filtrados de los cultivos (10, 11).

Para estudiar la accién téxica de los
cultivos y de sus filtrados fueron
inoculados tres grupos de ratones por
via intravenosa, con la cepa 52.

Grupo 1: Se inoculé un cultivo de
cuarenta y ocho horas en agua de pep-
tona al 2%, con un pH de 7.4, con
una concentracién de 10° gérmenes
por c. c.. El inéculo fue de 0.1 c. c.
del cultivo puro y de diluciones al
1/10, 1/100 y 1/1.000.

Grupo 2: Fue inoculado el mismo
cultivo anterior, pero sometido a la
temperatura de ebullicién durante se-
senta minutos, y en las mismas dilu-
ciones.

Grupo 3: La inoculacién se hizo con
cultivo de cuarenta y ocho horas, fil-
trado a través de una bujia Chamber-
lan Ly, y en las mismas diluciones que
los anteriores.

Los resultados obtenidos en estos tres
grupos estan resumidos en el cuadro
siguiente:

CUADRO NUMERO 2

PRUEBAS DE TOXICIDAD
(GERMEN 52)

Niime- Resulta-

Volu- ro de dosa las

Producto men Dilucidén gérme- 48 horas

nes

Cultivo a

las 48 ho-

ras , . . 01 — 108 s/5
0’1 1/10 107 5/s
01 1/100 105 1/5
0’1 1/1.000 10% 0/5

Cultivo 48

horas (ca-

lentado) . 0’1 — 108 0o/s
0’1 1/10 107 0/s
0’L 1/100  10° 0/S
0’1 1/1.000 105 0/s

Filtrado . 0’1 — — 2/5
01 1/10  — 1/5
0l 1/100 — 0/5
0’1 1/1.000 — 0/s

Del cuadro anterior se deduce que
la accién letal sobre los ratones se de-
be a2 una sustancia extracelular, posi-
blemente una exotoxina, que quizi sea
la misma que tiene propiedades hemo-
liticas. Esta sustancia se seguiria ela-
borando por los gérmenes vivos inocu-
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GRAFICO N9i
CURVA PRODUCCION HEMOLISINA CEPA 52
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lados en el organismo animal, lo que
explicaria la mayor letalidad del cul-
tivo que del filtrado. El filtrado utili-
zado en esta experiencia tenia un con-
tenido de 160 unidades hemoliticas por
¢. c., cifra baja que explica la escasa
letalidad en el experimento actual.

La capacidad hemolitica de los fil-
trados fue estudiada en las seis cepas.
Los gérmenes fueron cultivados en

agua de peptona al 29 con un pH 7.4,
incubados a una temperatura de 37°
A intervalos variables se tomé el cul-
tivo y se filtré a través de una bujia
Chamberland L, o Berkefeld W. De
los filtrados asi obtenidos se hicieron
diluciones dobles progresivas en solu-
cién salina fisiolégica, en volimenes de
0,5 c. c., iniciandolas al 1/5; a estas
diluciones se les adicioné un volumen
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igual de una suspensién de eritrocitos
de conejo al 0.5 %. La mezcla filtrado-
hematies se llevd al bafio maria a 37°
y se dejé incubar durante cuarenta y
cinco minutos. Al final de este tiempo
se retird y se dejé a temperatura de
nevera por un espacio de dos horas. En
estas condiciones se consideré como
unidad hemolitica la dilucién mas ele-
vada del filtrado, capaz de producir
una hemélisis completa.

La produccién de hemolisina en el
cultivo puede iniciarse a las pocas ho-
ras de incubacién, presentandose titu-
los apreciables entre las seis y las doce
horas. El nivel de hemolisina alcanza
un miximum entre las cuarenta y ocho
y setenta y dos horas, manteniéndose
constante por tiempos variables; en
uno de los casos estudiados por nos-
otros, hasta treinta y un dias.

E] grafico nimero 1 muestra la cur-
va de produccién de hemolisina de la

cepa §2 con titulaciones seriadas cada
seis horas.

Antigenicidad: La estructura anti-
génica de los gérmenes de este grupo
ha sido estudiada por Caselitz y Schoen
(12), quienes concluyeron de sus tra-
bajos la presencia de antigenos somi-
ticos de profundidad y superficie.

Que las infecciones por estos gér-
menes pueden originar anticuerpos con-
tra las fracciones antigénicas somiti-
cas, asi como contra la hemolisina ha
sido demostrado por Caselitz, Hof-
mann y Martinzz (4), en un paciente
con un proceso osteomielitico causado
por un microorganismo de este grupo.

Los titulos hemoliticos de los filtra-
dos de los diferentes cultivos varian
entre si. A continuacién exponemos
los datos obtenidos con las seis cepas
cultivadas en las mismas condiciones
y durante el mismo tiempo de veinti-
cuatro horas de incubacidn.

CUADRO NUMERO 3

ACCION HEMOLITICA DE LOS FILTRADOS

Control

1/10 1/20 1/40 1/86 1/160 1/320 1/640 1/1280 1/2560 hematies

Filtrado 52 H H H H
246 H H H O

461 H H H. H.

671 H H O O

1171 H H H. O.

1268 H H = O

Hemolisis total.
Hemoélisis no completa.
Hemélisis parcial.
Indicios de hemolisis.

ocolt zm

(i

No hemolisis.

Para la obtencién de un suero anti-
hemolisina hemos inmunizado un co-
nejo con filtrado del germen 52. La
inmunizacién se inicié con filtrado tra-
tado por formol al 0.49, (anatoxina),

@)

00000
CO0O0O0OHK
000000
000000
000000

para continuar con filtrado puro; Ia
primera dosis se aplicé por via subcu-
tinea, y las cuatro dosis siguientes por
via intravenosa, con intervalos de cin-
co dias. El suero se obtuvo estérilmen-
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te por puncién cardiaca una semana
después de la tltima dosis inmunizante.

De este suero se hicieron diluciones
dobles progresivas en volimenes de 0.5
que se pusieron en contacto con igua-
les volimenes de los filtrados de los
gérmenes, diluidos de tal manera que
contuvieran exactamente 8§ unidades
hemoliticas por c¢. c. La mezcla suero
y filtrado se incubd a 37°C. durante

cuarenta y cinco a sesenta minutos, y
a continuacién se anadi6 0.1 c. c. de
una suspensién de eritrocitos de cone-
jo al 39, para determinar si la hemo-
lisina habia sido neutralizada o si to-
davia estaba libre, El cuadro siguiente
muestra los resultados obtenidos con
cste suero y las hemolisinas de las seis
cepas.

CUADRO NUMERO 4

NEUTRALIZACION DE LOS FILTRADOS POR MEDIO
DE SUERO DE CONEJO ANTIHEMOLISINA

Diluciones dz Suero

1/10 1/20 1/40 1/80 1/160 1/320 1/640 1/1280 4UH

Filtrado 52 O O O O == H
246 O O O O = H
461 (@) O O (o] H. H
671 O (0] o =+ H H
1171 O O (] O 0. H
1266 O O O O == H

Es evidente que diluyendo los filtra-
dos en forma tal que contengan un
numero igual de unidades hemoliticas
en un mismo volumen, el suero neu-
traliza a los diferentes filtrados a la
misma dilucién. En este caso, como el
suero diluido al 1/80 esta frente a cua-
tro unidades hemoliticas, quiere decir
que posee la capacidad de neutralizar
una unidad hemolitica cuando se dilu-
ye al 1/320, lo que equivale a 320 uni-
dades antihemoliticas por c. c.

Durante nuestros estudios hemos po-
dido disponer de dos sueros de los pa-
cientes de quienes se habian aislado
microorganismos de este grupo; los
sueros correspondientes a los pacientes

Control Filtrados

Control

2UH 1UH 1, UH hematies
H H H H H —+ O
H H H H H —+
H H H H H H.
H H H H H H
H H H H H. 8]
H H H H H =

246 y 461. El cuadro niimero 5§ mues-
tra el nivel de antihemolisina presente
en los dos diferentes sueros.

CUADRO NUMERO s

ANTIHEMOLISINA

EN LOS SUEROS 246 Y 461

Suero 246 Suero 461

Filtrado 52 40 U. A. 80 U. A.
246 40 U. A. 80 U. A.

461 80 U. A. 160 U. A.

671 40 U. A. 80 U. A.

1171 40 U. A. 80 U. A.

1268 40 U. A. 80 U. A.
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Igualmente se ha estudiado en estos
sueros la presencia de anticuerpos con
funcidn aglutinante. Como antigenos
se han utilizado suspensiones de los gér-
menes cultivados en agar nutritivo a
37°C durante 18 horas, y suspendidos
en solucidén salina fisiolégica fenicada
al 0,5%. La concentracién de los gér-
menes era de mil millones por c. c.
Esta suspensién se dividié en dos gru-
pos: 1) suspensién utilizada tal como
queda descrito; y 2) la suspensién se
sometio a la temperatura de ebullicién
durante sesenta minutos, para destruir
los antigenos termolabiles; una vez ca-
lentada, se centrifugé a 3.500 r. p. m.
durante treinta minutos, y se retird el

liquido sobrenadante para descartar los
antigenos solubles en él; el sedimento
fue resuspendido en suero fisiolégico fe-
nicado al 0.5%, dandole una concen-
tracién de gérmenes igual al de la sus-
pensién original,

De los sueros de los enfermos se hi-
cieron diluciones dobles progresivas,
iniciandolas al 1/40, y se pusieron en
contacto con volimenes iguales de las
suspensiones original y calentada de
cada uno de los gérmenes. El suero 246
no mostré funcién aglutinante frente
a las dos suspensiones de los seis gér-
menes. Los resultados obtenidos con el
suero 461 estan representados en el si-
guiente cuadro:

CUADRO NUMERO 6

PROTOCOLO AGLUTINACION DEL SUERO 461

Diluciones del suero

1/40 1/80
Suspensiéon 52
246
461
671
1171
1268

Suspensién
calentada 52
246
461
671
1171
1268

LI+

o
R
+ 4+

Como puede verse, este suero dio ti-
tulos aglutinantes superiores en pre-
sencia de suspensiones calentadas, lo
que habla a favor de un antigeno so-
matico bloqueante de superficie. Los

1/160

1/320 1/640 1/1280  Control

R

P41

resultados negativos con algunas cepas
confirman las experiencias de Caselitz
y Schoen acerca de la heterogeneidad
antigénica de los microorganismos de
este género,
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RESUMEN

Se informa acerca del aislamiento de
seis gérmenes del género Aeromonas,
procedentes de material humano.

Se estudian las caracteristicas bio-
quimicas y se ponen de manifiesto las
diferencias con los representantes tipi-
cos del género.

Se estudia experimentalmente la ac-
cién de la toxina sobre ratones y la
preduccién de hemolisina y su neutra-
lizacién por un suero especifico.

Se demuestra la presencia de anti-
cuerpos en el suero de dos de los pa-
cientes en los que se hizo el aislamien-
to del germen.

SUMMARY

The isolation of six germs of the
Pseudomonas genus is reported. The
variations from the typical represen-
tatives of the genus are mentioned and
their biochemical characteristics exa-
mined. The toxin is used experimenta-
lly on mice and the production of he-
molysin and its neutralization by a
specific serum studied. The presence
of antibodies in the serum of two of
patients infected with the organisms
is demostrated.

Agradecemos su colaboracién a las
sefioritas Blanca Cardenas y Nelly Ro-
driguez.
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