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Abstract: Virulence genes in Aeromonas spp. (Aeromonadales: Aeromonadaceae) isolated from
Oreochromis spp. (Perciformes: Cichlidae) destined for human consumption in Mexico. The genus
Aeromonas are widely distributed in aquatic ecosystems are Gram-negative rods, oxidase-positive, and
glucose-fermenting, considered emerging pathogens in humans. Aeromonas belongs to the fish microbiota,
these microorganisms have a diversity of virulence factors responsible for a variety of infections in humans
mainly gastrointestinal diseases. The presence of Aeromonas in products intended for consumption with high
commercial demand such as tilapia generates sanitary concern due to the pathogenic potential of this bacteria.
In this context, identification of virulence genes in strains of Aeromonas isolated in Oreochromis spp. intended
for human consumption in Reynosa, Tamaulipas, Mexico is important due to the lack of molecular studies in
this geographical area. In the present study the pathogenic potential of 15 strains of Aeromonas (A. veronii, A.
hydrophila and A. schubertii) from Oreochromis spp. for human consumption were analyzed. Through PCR
six virulence genes were analyzed (alt, ast, aerA, hlyA, gcat and stxI) and the strains used as control were:
Aeromonas hydrophila subsp. hydrophila ATCC 7966, Aeromonas caviae 429865 INP, Escherichia coli O157:
H7 and Escherichia coli K12. El 100 % (n = 15) of the strains harbored at least one virulence gene, aerd
gene was detected in 86.66 % of the analyzed strains, while ast and stx/ genes were not identified. Moreover,
Aeromonas strains had associated genes in the same strain: aerd / geat, alt / aerA, alt / aerd / gcat / hlyA and
alt / aerd / gcat, of which aerd / gcat were observed mostly in 4. veronii, while A. hydrophila had the highest
associations. These findings indicate that the strains of Aeromonas isolated in Oreochromis spp. have the poten-
tial to cause human diseases, and therefore, this species used as food, could be a vehicle for infections caused
by Aeromonas. It also allows to provide information on this emerging microorganism to effectively treat and
control any epidemiological event caused by Aeromonas spp. in the future.
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Las especies de Aeromonas son bacterias Esta bacteria es considerada un patdgeno enté-

ubicuas de ecosistemas acuaticos, de morfolo- rico emergente que ademas se asocia a infec-
gia bacilar y Gram negativas, pueden ser meso-  ciones de heridas, en sistema hepatobiliar,
filas con movilidad o psicrofilas sin movilidad. tracto respiratorio, tejidos blandos y septicemia
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en humanos (Janda & Abbott, 2010; Figue-
ras & Beaz-Hidalgo, 2015; Batra Mathur, &
Misra, 2016).

El género Aeromonas posee una variedad
de factores de virulencia como componen-
tes estructurales y toxinas, ademas el género
Aeromonas tiene la capacidad de capturar e
integrar factores de virulencia en su genoma
(Palma-Martinez et al., 2016) mismos que
estan involucrados en la colonizacidn, inva-
sion y proliferacion de la bacteria conducien-
do al desarrollo de la infeccion (Figueras &
Beaz-Hidalgo, 2015; Batra et al., 2016). Las
manifestaciones clinicas en infecciones por
Aeromonas sugieren que multiples factores de
virulencia actian en conjunto, por lo que la
virulencia podria ser especifica de cada cepa
que interviene evadiendo el sistema inmunita-
rio mediante sus propias estrategias (Yu et al.,
2005; Tomas, 2012).

A pesar de que algunos estudios han
demostrado enterotoxicidad de algunas cepas
de Aeromonas, no se ha establecido como un
agente etioldgico, ya que Aeromonas forma
parte de las bacterias de dificil identificacion
bioquimica y comunmente confundida por el
género Vibrio (Castro-Escarpulli et al., 2003)
por lo que los datos epidemiologicos de infec-
ciones asociadas con esta bacteria son escasos
y aunado también a la carencia de un modelo
animal establecido para reproducir las infeccio-
nes causadas por Aeromonas (Tomas, 2012).
Sin embargo, en 2004, ocurrié6 un brote de
diarrea en Brasil, con 2 170 casos, Aeromonas
fue el patégeno aislado de 119 de 145 muestras.
En 2012, en Brasil se reportd a Aeromonas en
2.7 % a partir de muestras diarreicas aislando
a A. caviae mas frecuentemente seguida de 4.
hydrophila (Prediger et al., 2012). Mientras
que, Tsheten et al., 2016, en el reino asiatico
de Butan reportaron un brote por intoxicacion
alimentaria causado por el consumo de carne
con A. hydrophila.

Cabe sefalar que Aeromonas es un
microorganismo que forma parte de la micro-
biota de los peces, y estos productos alimen-
ticios son de los mas comercializados a nivel
mundial y mas de la mitad del valor de las

exportaciones pesqueras procede de paises
en desarrollo (FAO, 2016). La tilapia es una
especie cuya demanda a nivel mundial ha
incrementado desde 1970, siendo el segundo
grupo de peces mas importante (Fuentes, Valla-
dares, Grass, & Pico, 2011). La presencia de
Aeromonas en dichos productos puede causar
enfermedades entéricas y por lo tanto son bac-
terias de interés para la salud publica, asimismo
especies de Oreochromis spp. son endémicas
en aguas del Rio Bravo y canales que atravie-
san la zona fronteriza de Reynosa, Tamaulipas.
Por lo anterior, el objetivo de este estudio fue
identificar genes de virulencia presentes en
cepas de Aeromonas aisladas en Oreochromis
spp. destinado a consumo humano en Reynosa,
Tamaulipas, México.

MATERIALES Y METODOS

Cepas de Aeromonas: En este estudio
fueron analizadas 15 cepas de Aeromonas
procedentes de un cepario del Laboratorio de
Biotecnologia Genémica del Centro de Bio-
tecnologia Genomica del Instituto Politécnico
Nacional, dichas cepas fueron aisladas a partir
de Oreochromis spp. destinadas a consumo
humano y obtenidas entre junio y octubre de
2016 en aguas del Rio Bravo y canales Rodhe
y Anzalduas que atraviesan la ciudad de Rey-
nosa, Tamaulipas, México.

Identificacion preliminar: a partir de
las cepas almacenadas en glicerol al 85 % a
-70 °C, se tomaron 20 ul y se inocularon en
Agar Aeromonas, incubando a 37° C por 18 h
para comprobar la pureza. Posteriormente, se
procedio a realizar la identificacion preliminar
para lo cual las colonias tipicas fueron sembra-
das en Agar Luria Bertani (IBI SCIENTIFIC)
para después realizar las pruebas de tincion
de Gram; actividad citocromo-c-oxidasa; acti-
vidad catalasa; oxidacion-fermentacion de la
glucosa y hemolisis.

Identificacion molecular: Se corrobor6
molecularmente la identidad de las cepas a
través PCR del gen gyrB y secuenciacion.
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Para lo cual las cepas bacterianas fueron ino-
culadas en caldo LB a 37 °C por 24 h. El
ADN gendmico se extrajo con el kit Promega
Wizard® Genomic Ref. A1120. Posteriormente
se realizo una PCR del gen gyrB utilizando las
condiciones reportadas por Sanchez-Varela,
Ortega-Balleza, Rodriguez-Luna y Guo (2018)
los productos obtenidos correspondian a 967
pb los cuales fueron secuenciados en el equi-
po ABI®3130 Genetic Analyzer, después las
secuencias fueron analizadas en BLAST del
NCBI para corroborar la especie a la cual
pertenecian. Se utilizaron como referencia las
cepas Aeromonas hydrophila subsp. hydrophila
ATCC 7966, E. coli O157:H7 y E. coli K12.

Deteccion de genes de virulencia por
Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR): La PCR de los genes de virulencia (alt,
ast, aerA, hlyA, gcat y stx1) se realiz6 a partir
del ADNg extraido de las cepas de Aeromonas
spp- Los iniciadores que se utilizaron se indi-
can en el cuadro 1. La PCR se realizo a volu-
men final de 25 pl; en cada tubo de reaccion
se coloco 1ul ADN gendomico (concentracion
promedio de 100-200 ng/ul), 5ul de solucion
amortiguadora 1X, 0.75 pl de MgCl, 1.5 mM,
0.5u1 dNTPs 0.05 mM, 0.5 pl de iniciadores 0.1
UM (Cuadro 1) y 1.25 U/ul de Taq polimerasa
y 19 pl de agua milli-Q estéril. La reaccion se

realizé en un termociclador Veriti® de Applied
Biosystems, bajo las siguientes condiciones: 95
°C por 2 min, enseguida 30 ciclos a 95 °C por
30 seg, la temperatura de alineamiento de cada
uno de los iniciadores se muestra en el cuadro
1, extension a 72°C por 1.50 min, y finalizar
a 72 °C por 10 min. Los productos resultantes
fueron analizados mediante electroforesis en
gel de agarosa 1.5 % en solucion amortigua-
dora de Tris Borato EDTA, pH 8 (TBE 1X),
durante 1 h a 90 Volts. Después el gel fue
visualizado en un fotodocumentador Kodak®
con camara Gel Logic 112.

Analisis estadistico: Los datos se ana-
lizaron usando el programa IBM® SPSS®
Statistics version 22 (SPSS Inc., Chicago,
IL). La distribucion de los genes de virulencia
entre las especies de Aeromonas obtenidas
se realizo mediante la prueba exacta de Fis-
her. Un valor de P < 0.05 se considerd esta-
disticamente significativo.

RESULTADOS

La identificacion a nivel de especie mostro
que, del total de cepas, 12 correspondian a A.
veronii, dos a A. hydrophila y una correspondio
a A. schubertii.

CUADRO 1
Iniciadores para deteccion de seis genes de virulencia en Aeromonas spp.

TABLE 1
Primers for the detection of six virulence genes of Aeromonas spp.

Gen Secuencia (5°-3”) Tamafio (pb) Tm (°C) Referencia
alt-F tga ccc agt cct gge acg gc 447 64 Nawaz et al., 2010
alt-R ggt gat cga tca cca cca ge
ast-F ate gt age gac age tic it 504 60 Aguilera-Arreola et al., 2005
ast-R ctc atc cct tgg ctt gtt gt
aer-F cct atg gec tga geg aga ag 431 64 Soler et al., 2002
aer-R cca gtt cca gtc cca cca ct
hlyAF cca cgc aaa ttc atc acg 1079 57 Abdullah et al., 2003
hlyAR atc ctt gtt cac ctc gac
gcat-F ctc ctg gaa tcc caa gtatca g 237 62 Soler et al., 2002
geat-R ggc agg ttg aac agc agt atc t
six1F age agl cal lac ata aga ac 144 33 Hernandez-Cortez et al., 2013
stx1R tgg att taa tgt cgc ata g
1608 Rev. Biol. Trop. (Int. J. Trop. Biol. ISSN-0034-7744) Vol. 66(4): 1606-1613, December 2018



CUADRO 2
Genes de virulencia detectados en cepas de Aeromonas

TABLE 2
Virulence genes detected in Aeromonas strains

Cepa /
Gen de \?irulencia 4. veronii (n=12)
alt 4
ast 0
aerA 10
hlyA 0
geat 6
stx1 0

A. hydrophila (n = 2)

(=R S L "R =R S

A. schubertii (n=1) Total (n = 15)

0 6
0 0
1 13
0 1
0 8
0 0

La identificacion molecular de los genes
de virulencia mostrd que el 100 % de las cepas
de Aeromonas presentd al menos un gen de
virulencia (Cuadro 2). El gen aerA se presentd
en el 86.66 % (13/15) y fue el mas comun.
El gen gcat se detectd en 53.33 % (8/13) de
Aeromonas. Mientras que los genes alt 'y hlyA
fueron identificados en 40.0 (6/15) y 6.66 %
(1/15) de las cepas. Por otra parte, tanto el gen
ast como stx1 no fueron identificados en este
estudio. No hubo diferencias significativas
entre la distribucion de los genes alt, ast, aerA,
hlyA, gcat y stx1,y las tres especies detectadas
(P> 0.05).

Asimismo, diferentes especies de Aeromo-
nas llevan conjuntos distintos de genes de viru-
lencia estudiados. En total se obtuvo que 53.33
% de Aeromonas presentaron mas de un gen
asociado en una misma cepa. En 4. veronii se
presento prevalentemente aerA/gcat en 50.0 %
(3/6), alt/aer4 16.66 % (1/6) y alt/aerA/gcat en
33.33 % (2/6); mientras que en las dos cepas de
A. hydrophila se observo tanto alt/aerA/gcat/
hlyA como alt/aerA/gcat. Sin embargo, en A.
schubertii no fue detectada ninguna asociacion.

DISCUSION

Varios estudios han establecido un vinculo
epidemioldgico entre las fuentes de infeccion
y los aislados clinicos de Aeromonas spp.
(Hoel, Vadstein, & Jakobsen, 2017), estudiar la
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composicion bacteriana de productos alimen-
ticios acuicolas es de vital importancia para
evaluar la seguridad, riesgo de exposicion a
patogenos humanos y la adopcion de medidas
de control destinadas a disminuir la propaga-
cion de posibles bacterias patdogenas (Grande-
Burgos et al., 2018), ya que las enfermedades
de transmision alimentaria son un problema de
salud mundial principalmente en paises en vias
de desarrollo (Tsheten et al., 2016).

Por otra parte, aunque el potencial de viru-
lencia y los mecanismos patogénicos del géne-
ro Aeromonas ain no estan claros (Silva et al.,
2017), se han estudiado factores de virulencia
relacionados con la patogenicidad de la bacte-
ria como estructuras y enzimas extracelulares,
descritas principalmente en A. hydrophila (Cas-
tro-Escarpulli et al., 2002; Suarez & Herrera,
2012) con la capacidad de dafar los tejidos del
huésped y evadir su defensa inmune (Figueras
& Beaz-Hidalgo, 2015).

En este estudio, el gen aerA estuvo presen-
te en mayor porcentaje (80 %) en las cepas ana-
lizadas, principalmente en A4. veronii. A pesar
de que esta enterotoxina es comin en cepas
clinicas de Aeromonas, estudios han mostrado
que cepas ambientales también poseen dicho
gen encontrandose en mas del 80 % de las
cepas, las cepas analizadas en este trabajo
proceden Oreochromis spp. de agua dulce, en
dicha fuente este gen suele ser mas prevalen-
te (Ottaviani et al., 2011; Igbinosa & Okoh,
2013; Abu-Elala, Abdelsalam, Marouf, & Setta,
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2015). El gen aerA se presentd en A. veronii,
A. hydrophila y A. shubertii que estan asocia-
das a procesos infecciosos ya que la aerolisina
(AerA), tiene actividad hemolitica y citotoxica,
y causa dafio extenso al epitelio (Chopra &
Houston, 1999).

Las lipasas son consideradas de impor-
tancia para la nutricion bacteriana, ademas
de actuar como factores de virulencia (Onuk
et al., 2013) y participar en la patogénesis en
A. salmonicida (Chacon, Figueras, Castro-
Escarpulli, Soler, & Guarro, 2003). En México,
a partir de tilapia comercializada (Oreochromis
niloticus niloticus) gcat estuvo presente en
todos los aislados analizados (Castro-Escarpu-
1li et al., 2003). En Turquia, 2013, se obtuvo
36.6 % de gcat a partir de aislados procedentes
de pescado y agua superficial (Onuk et al.,
2013), mientras que, los resultados obtenidos
en este trabajo sefialan que en 53.33 % de las
cepas evaluadas se detectd dicho gen, presen-
tandose en 4. veronii y A. hydrophila, cepas de
alta frecuencia de deteccion en infecciones, no
obstante, se esperaria encontrar a dicho gen en
todas las cepas evaluadas ya que se considera
especifico del género Aeromonas y ha llegado
a ser de utilidad en la identificacion del género
(Khor, Puah, Tan, Puthucheary, & Chua, 2015),
en este estudio probablemente los cebadores
empleados no son especificos para todas las
cepas o estas presentan polimorfismos en esa
region génica.

Por otra parte, en este estudio, el gen alf fue
detectado tanto en A. veronii como A. hydro-
phila, otros trabajos también han reportado
su presencia en diferentes especies (Ottaviani
et al., 2011; Zhou et al., 2013), la enterotoxi-
na citotonica termolabil (Alt) no provoca la
degeneracion de las criptas y las vellosidades
intestinales, sin embargo, interviene en la apa-
ricion de diarrea secretora (Chopra & Houston,
1999). Ademas, cepas positivas para el gen
alt estan asociadas con la aparicion de heces
blandas (Pablos, Rodriguez-Calleja, Santos,
Otero, & Garcia-Lopez, 2009). En este trabajo
alt se detectd individualmente y también en
asociacion con otros genes incrementando la
patogenicidad de Aeromonas, sin embargo, es

importante destacar que, solo pueden expresar-
se en ciertas condiciones de crecimiento (Silva
et al., 2017).

No se han encontrado reportes sobre la
presencia de aerA/gcat en cepas de Aeromo-
nas, cabe mencionar que tanto aerA como
gcat son activados por serin proteasas (Agui-
lera-Arreola, Hernandez-Rodriguez, Zuiiga,
Figueras, & Castro-Escarpulli, 2005) ademas
de otras enzimas extracelulares, contribuyen-
do y potenciando la virulencia de Aeromonas
(Nawaz et al., 2010). Aguilera-Arreola et al.,
2007 reportaron 6.4 % alt/aerA en cepas de
A. veronii y A. caviae de Espafia y México
(Aguilera-Arreola et al., 2007) . Ademas, no se
ha establecido la relacion entre la presencia de
genes de toxinas especificos y la presentacion
clinica de la enfermedad (Hoel et al., 2017).
Las combinaciones encontradas pueden depen-
der de la region donde sea aislada la bacteria
ya que ademds estan sometidas a diferentes
presiones ambientales.

La incidencia de Aeromonas en las heces
de pacientes con diarrea ha incrementado en
los ultimos afios. En 2015, diferentes especies
de Aeromonas fueron recuperadas de heces
pacientes con gastroenteritis o diarrea aguda en
la Ciudad de México, presentandose en cuarto
lugar solo por debajo de E. coli enteropatogena,
Shigella y Salmonella, y por encima de bacte-
rias que en diferentes paises son frecuentemen-
te causantes de enfermedades diarreicas como
Campylobacter jejuni o Vibrio spp. (Novoa-
Farias et al., 2016), por lo cual la busqueda
de Aeromonas debe ser parte del diagndstico
de rutina en coprocultivos (Mendes-Marques
etal., 2012).

En conclusion, estos hallazgos indican
que las cepas de Aeromonas aisladas en Ore-
ochromis spp. tienen el potencial de causar
enfermedades en humanos, y por lo tanto este
alimento podria ser vehiculo de Aeromonas
spp. Los resultados de este trabajo enfatizan la
importancia de monitorear Aeromonas spp. en
alimentos y con elevado potencial patogénico
con la finalidad de contribuir en la aporta-
cion de informacion sobre este microrganismo
emergente y para tratar y controlar eficazmente
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cualquier evento epidemioldgico causado por
Aeromonas spp. en el futuro.
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RESUMEN

Las especies del género Aeromonas se encuentran
ampliamente distribuidas en ecosistemas acuaticos, son
bacilos Gram negativas, oxidasa positivas y fermentadoras
de glucosa que han sido consideradas patégenas emer-
gentes en humanos. Por otra parte, Aeromonas pertenece
a la microbiota normal de los peces, no obstante, estos
microorganismos poseen una diversidad de factores de
virulencia responsables de una variedad de infecciones en
humanos, principalmente de tipo gastrointestinal. La pre-
sencia de Aderomonas en productos destinados a consumo
de alta demanda comercial como la tilapia genera preocu-
pacion sanitaria por el potencial patogénico que posee esta
bacteria. En este contexto, identificar genes de virulencia
presentes en cepas de Aeromonas aisladas en Oreochro-
mis spp. para consumo humano en Reynosa, Tamaulipas,
México; es de importancia ante la escasez de estudios
moleculares al respecto en la zona. En el presente estudio
se analiz6 el potencial patogénico de 15 cepas de Aeromo-
nas previamente identificadas molecularmente mediante
PCR vy secuenciacion, procedentes de Oreochromis spp.
Mediante PCR se analizaron seis genes de virulencia (alt,
ast, aerA, hlyA, gcat y stx1) y las cepas utilizadas como
control fueron: Aeromonas hydrophila subsp. hydrophila
ATCC 7966, Aeromonas caviae 429865 INP, Escherichia
coli O157:H7 y Escherichia coli K12. E1 100 % (n = 15)
de las cepas presentaron al menos un gen de virulencia, el
gen aerA se detect6 en 86.66 % de las cepas analizadas,

mientras que los genes ast y stx] no fueron identificados.
Se encontro6 que las cepas de Aeromonas presentaban genes
asociados en una misma cepa: aerA/gcat, alt/aerd, alt/
aerA/gcat/hlyA 'y alt/aerA/gcat, de los cuales aerA/gcat
se observo con mayor frecuencia y principalmente en A.
veronii, mientras que, A. hydrophila presentd el mayor
nimero de asociaciones de genes de virulencia. Estos
hallazgos indican que las cepas de Aderomonas aisladas en
Oreochromis spp. tienen el potencial de causar enferme-
dades en humanos. Por lo tanto, es necesario proporcionar
informacion sobre esta bacteria emergente, para tratar y
controlar eficazmente cualquier posible evento epidemio-
logico causado por la misma.

Palabras clave: deromonas; ecosistema; humanos; genes
de virulencia; gastrointestinal; Oreochromis.
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