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RESUMEN 

Objetivo. Investigar la incidencia de cinco marcadores fenotípicos de virulencia en cepas de 
Aeromonas aisladas a partir de muestras de pescado expendido en Pamplona, Colombia. Materiales 
y métodos. Se utilizaron 47 cepas identificadas previamente. Se evaluaron: actividad hemolítica en 
agar sangre, suplementado con 5% de eritrocitos de cordero y agar sangre suplementado con 5% 
eritrocitos de sangre humana; actividad proteolítica en agar Mueller-Hinton suplementado al 10% 
(p/v) con leche descremada, actividad lipolítica en agar tributirina; actividad desoxirribonucleasas en 
agar DNAsa. Resultados. Se encontró que las cepas de A. hydrophila, A. veronii GH 8, A. jandaei, A. 
veronii GH 10 y A. eucrenophila, demostraron capacidad hemolítica, proteolítica, lipolítica y nucleasa. 
Todas las cepas de A. popoffii fueron β-hemolíticas en agar sangre humana, proteolíticas y con 
actividad DNAsa. Las cepas de A. caviae, coincidieron en ser hemolíticas y lipolitícas, mientras que 
la cepa de A. schubertii, manifestó la presencia de actividad hemolítica y DNAsa. Conclusiones. La 
frecuencia de los factores de virulencia en las cepas estudiadas fue: el 87% demostraron producción 
de nucleasas; el 83% fueron β-hemolíticas sobre eritrocitos humanos; el 68% expresaron producción 
de lipasas, el 63% fueron proteolíticas y el 53% resultaron ser hemolíticas sobre eritrocitos de cordero, 
indicando estos datos el posible potencial patógeno de las cepas. Estos resultados mostraron que el 
pescado comercializado en Pamplona, puede ser una fuente importante de especies de Aeromonas 
que expresan factores asociados a la virulencia para el hombre.

Palabras clave: Aeromonas, desoxirribonucleasa, hemólisis, lipasa, pescado, virulencia (Fuente: 
CAB, DeCS).
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ABSTRACT

Objective. The aim of this study was to determine the incidence of five phenotypic virulence 
markers in isolated strains of Aeromonas in fish being sold in Pamplona, Colombia. Materials 
and methods. A total of 47 strains previously identified were used. Haemolytic activity on blood 
agar, supplemented with 5% sheep erythrocytes, and blood agar supplemented with 5% human 
erythrocytes; proteolytic activity in Mueller-Hinton agar supplemented with 10% (w/v) skim milk; 
lipolytic activity on tributyrin agar and deoxyribonuclease (DNase) activity on DNAse agar plates 
were evaluated. Results. Strains of A. hydrophila, A. veronii GH 8, A. jandaei, A. veronii GH 10 and 
A. eucrenophila demonstrated haemolytic, proteolytic, lipolytic and nuclease capacities. All A. popoffii 
strains were β-haemolytic, proteolytic and with DNase activity on human blood agar. Strains of A. 
caviae, also were haemolytic and lipolytic, whereas the strain of A. schubertii presented haemolytic 
and DNase activity. Conclusions. The frequence of the virulence factors in the studied strains was: 
87% of the isolates presented nuclease production, 83% were β-hemolytic on human erythrocytes, 
68% presented lipase production, 63% were proteolytic, and 53% were found to be haemolytic on 
sheep erythrocytes, these data indicate the possible pathogenic potential of the strains. These results 
also suggest that the fish sold in Pamplona, could be an important source of Aeromonas species 
expressing factors associated with virulence in humans.

Key words: Aeromonas, desoxirribonucleases, fish, hemolysis, lipases, virulence (Sources: 
CAD,DeCS).
 
INTRODUCCIÓN

El género Aeromonas está formado por 
bacilos Gram-negativos, oxidasa-positivos 
y anaerobios facultativos. Algunas especies 
han sido relacionadas como agentes de 
infecciones gastrointestinales y de infecciones 
extraintestinales. El género Aeromonas en la 
actualidad incluye 30 especies y 12 subespecies, 
con la inclusión de A. tecta (1).  A. hydrophila, 
A. veronii biovar sobria, A. caviae, Aeromonas 
jandaei, A. schubertii y A. trota son las 
especies frecuentemente aisladas de muestras 
clínicas (2). En Colombia, por sus condiciones 
culturales y socioeconómicas, las enfermedades 
gastrointestinales son un gran problema de 
salud pública (3).
	
Los estudios epidemiológicos relacionados 
con la función etiológica de Aeromonas spp., 
en episodios de diarrea son limitados, ya que 
pocos laboratorios de microbiología emplean 
técnicas y métodos específicos para su 
aislamiento e identificación (4); los procesos 
entéricos afectan a todos los grupos de edad, 
sin embargo la población infantil es la más 
afectada (5,6). La presencia de factores de 
virulencia en Aeromonas spp. es un hecho 
reconocido. Sin embargo, la patogénesis de las 
infecciones causadas por Aeromonas spp. se 
desconoce. Los factores de virulencia descritos 
en Aeromonas spp. incluyen tanto componentes 
estructurales como flagelos, pilis, cápsula, capa 
S, LPS y proteínas de la membrana externa y 
productos extracelulares como hemolisinas 
(7), enterotoxinas citotóxicas y citotónicas 
(8) proteasas, lipasas, desoxirribonucleasas y 
sideróforos (4,9,10). 

El objetivo del presente estudio fue determinar 
la presencia de marcadores fenotípicos de 
virulencia en cepas de Aeromonas aisladas a 
partir de muestras de pescado comercializado 
en la ciudad de Pamplona, Colombia.

MATERIALES Y MÉTODOS.

Cepas. En un estudio realizado previamente, 
se analizaron muestras de pescado 
comercializado en Pamplona (Colombia), 
con el fin de determinar la presencia de 
Aeromonas, logrando aislar un total de 47 
cepas. La adscripción a especie de estas 
cepas se realizó por métodos bioquímicos 
tradicionales (11). La tabla 1 indica las 
especies aisladas.

Las cepas se conservaron congeladas en glicerol, 

Especie Número de cepas1

A. hydrophila 14

A. veronii GH 8 9

A. jandaei 8

A. veronii GH 10 8

A. popoffii 3

A. eucrenophila 2

A. caviae/A. media 2

A. schubertii 1

TOTAL 47

Tabla 1.	Especies de Aeromonas aisladas en muestras 
de pescado

1Cantidad de cepas aisladas de cada especie.
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de donde se tomaron 20 µL y se inocularon en 
Agar Base Rojo de Fenol incubando a 30ºC 
durante 18 horas, para confirmar la pureza del 
cultivo. Después las colonias fueron sembradas 
en Agar Nutritivo (AN), y se evaluaron las 
siguientes actividades:

Actividad hemolítica. Se empleó el agar 
sangre suplementado con 5% eritrocitos de 
cordero y agar sangre suplementado con 5% 
eritrocitos de sangre humana. Para esto, a 
partir de cada una de las cepas cultivadas en 
el medio AN, se tomó una asada de cultivo y se 
sembró en spot en la superficie de cada uno de 
los dos tipos de medios de cultivo, incubando a 
30°C durante 24 h. La presencia de zonas claras 
alrededor de las colonias indicó la actividad 
β-hemolítica.

Actividad proteolítica. Se evaluó la actividad 
caseinolítica de las cepas de la siguiente 
manera. Las colonias cultivadas en el medio 
AN se inocularon en spot sobre la superficie 
de placas de petri conteniendo agar Mueller-
Hinton suplementado al 10% (p/v) con leche 
descremada, y se incubaron a 30°C durante 
24 h. La presencia de una zona transparente 
alrededor de las colonias indicó la actividad 
proteolítica.

Actividad lipolítica. La actividad lipasa se 
determinó tomando una asada a partir del cultivo 
de las cepas en el medio AN, sembrando en spot 
en la superficie de placas de petri conteniendo 
agar Tributirina, e incubando a 30°C durante 24 
h, la presencia de un halo opaco alrededor de 
las colonias, indicó la actividad de la lipasa.

Actividad Desoxirribonucleasa. A partir de 
colonias de las cepas cultivadas en el medio AN, 
se transfirió una asada sobre el agar DNAsa, 
realizando siembra en spot y se incubó a 
30°C durante 24 h. Posteriormente, se reveló 
inundando la caja con HCl 1 M, evaluando como 

positivo las que presentaron un halo alrededor 
de las colonias.

RESULTADOS

En la tabla 2, se relaciona la distribución de los 
factores de virulencia en las diferentes especies 
de Aeromonas analizadas. 

Como puede observarse, la gran mayoría de 
las cepas de A. hydrophila, A. veronii GH 8, 
A. jandaei, A. veronii GH 10, A. eucrenophila 
y A. popoffii, expresaron todos los factores de 
virulencia analizados, indicando esto, el posible 
potencial patógeno de las cepas. Con relación 
a la frecuencia de los factores de virulencia en 
las cepas analizadas, los resultados más altos 
se presentaron para producción de nucleasas 
(87%), para actividad hemolítica en eritrocitos 
humanos (83%), siendo menor la producción 
de lipasas (68%), la producción de proteasas 
(63%) y la actividad hemolítica en eritrocitos 
de cordero (53%). Las cepas de A. caviae no 
expresaron actividad caseinolítica y aquéllas 
identificadas como A. schubertii no presentaron 
β-hemólisis en eritrocitos de cordero y fueron 
negativas para la actividad proteasa, proteolítica 
y lipolítica.

DISCUSIÓN

Aunque se han realizado numerosos estudios 
para esclarecer los mecanismos de patogenicidad 
en las infecciones causadas por Aeromonas 
spp., aún no se han dilucidado completamente 
(1,4). Sin embargo, se han identificado varios 
factores de virulencia entre los que se incluyen 
un gran número de enzimas extracelulares 
que parecen jugar un papel importante en la 
patogenicidad de estas bacterias (12,13); La 
producción de enzimas extracelulares es muy 
variable dentro de las especies de Aeromonas, 

CEPA N° de cepas 

Número de cepas (%)

β-hemólisis
Proteólisis Lipólisis DNAsas

Sangre de cordero Sangre humana

A. hydrophila 14 8 (57) 10 (71) 7 (50) 10 (71) 11 (79)

A. veronii GH 8 9 5 (56) 7 (78) 7 (78) 6 (67) 8 (89)

A. jandaei 8 4 (50) 8 (100) 6 (75) 7 (88) 7 (88)

A. veronii GH 10 8 4 (50) 6 (75) 5 (63) 3 (38) 8 (100)

A. popoffii 3 2 (67) 3 (100) 3 (100) 2 (67) 3 (100)

A. eucrenophila 2 1 (50) 2 (100) 2 (100) 2 (100) 2 (100)

A. caviae 2 1 (50) 2 (100) 0 (0) 2 (100) 1 (50)

A. schubertii 1 0 (0) 1 (100) 0 (0) 0 (0) 1 (100)

Total 47 25(53) 39(83) 30 (63) 32 (68) 41 (87)

Tabla 2. Incidencia de cinco factores de virulencia en especies de Aeromonas.
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se considera que A. hydrophila y A. sobria los 
tienen con mayor frecuencia y A. caviae con 
menor frecuencia (7). Entre estos factores, 
la actividad hemolítica es la más relacionada 
con la enterotoxicidad de las cepas, siendo la 
aerolisina la hemolisina mejor estudiada (1). Las 
cepas de A. hydrophila aisladas en este estudio, 
demostraron una alta capacidad hemolítica, 
resultados que concuerdan con los hallados por 
otros autores (11,12); las cepas de A. caviae 
fueron hemolíticas en agar sangre humana y de 
cordero. Un estudio diferente reveló que el 52% 
de las cepas de A. caviae eran β-hemolíticas 
en agar sangre de cordero (11). El 50% de 
las cepas de A. jandaei aisladas aquí fueron 
hemolíticas en sangre de cordero. Resultados 
de otro ensayo demostraron que el 100% de 
las cepas de A. caviae y A. jandaei aisladas 
de pacientes con bacteriemia eran hemolíticas 
(12). De igual forma, se ha determinado que el 
56.25% de cepas de A. hydrophila, el 26.05% 
de las cepas de  A. caviae y el 100% de cepas A. 
veronii biovar sobria aisladas de niños menores 
de cinco años con enfermedad diarreica aguda, 
eran β-hemolíticas (14). Otra publicación reveló 
que el 100% de las cepas A. hydrophla y A. 
caviae, de origen ambiental y clínico expresaron 
esta actividad (15).

En cuanto a las cepas de A. popoffii, un 
alto porcentaje de ellas demostró actividad 
β-hemolítica (Tabla 2), coincidiendo con los 
resultados encontrados por  otros autores (16).

Respecto a los sustratos empleados, el 83% de 
las especies de Aeromonas expresaron actividad 
hemolítica sobre eritrocitos humanos, mientras 
que el 53% lo hicieron sobre eritrocitos de 
cordero, aspecto que fue analizado previamente, 
indicando que los eritrocitos de cordero son 
menos sensibles que los eritrocitos de otros 
mamíferos (10).

El 87% de las especies estudiadas demostraron 
actividad nucleasa (DNAsa) y, aunque no 
se conoce con precisión su posible función 
en la patogenia de Aeromonas, se sabe que 
son importantes para la nutrición bacteriana 
(16); estas enzimas son importantes para 
el establecimiento (invasión de las células 
huéspedes), desarrollo de la infección y,  en 
otras bacterias como Streptococcus, se ha 
demostrado que las DNAsas están involucradas 
en infecciones bacterianas en humanos (17). 
Adicionalmente, se ha señalado que cepas de 
Aeromonas DNAsas positivas están relacionadas 
con septicemia en humanos (12,17); se 
considera a A. hydrophila como la principal 
especie productora de nucleasas aspecto que, si 
se tienen en cuenta el número de cepas aisladas 

pertenecientes a esta especie, fue ratificado 
con los resultados de este estudio. El 50% de 
las cepas de A. caviae aisladas demostraron 
actividad DNAsa (Tabla 2); Otros autores (13), 
detectaron actividad DNAsa en el 66% de cepas 
de A. caviae aisladas de muestras fecales de 
niños con diarrea aguda.

Con relación a la producción de lipasas, el 
68% de las cepas de Aeromonas evaluadas 
expresaron esta actividad; se cree que estas 
enzimas pueden alterar la membrana plasmática 
del huésped (16). Igualmente, se sabe que 
las lipasas interactúan con los leucocitos 
humanos y que la deleción en los genes que 
las codifican reducen los efectos letales de 
las cepas en ratones y peces (18,19); se 
reconoce a A. hydrophila como una importante 
productora de lipasas, lo que fue corroborado 
por los resultados del estudio en cuestión. Se ha 
reportado, además, que por lo menos el 91% de 
las cepas de A. hydrophila, A. caviae y A. veronii 
biovar sobria aisladas de pacientes con diarrea 
en Brasil demostraron actividad lipolítica (18).

En conjunto, en el 63% de las especies se 
detectaron proteasas. Se considera que el 
papel principal de las proteasas es establecer 
y mantener la infección. Éstas son capaces 
de degradar diferentes compuestos como 
albúmina, fibrina, gelatina y elastina (20) y 
pueden estar involucradas en el mantenimiento 
de infecciones en heridas de humanos (20, 21). 
Resultados de otro estudio han indicado que el 
100% de cepas de A. hydrophila, A. caviae y 
A. veronii biovar sobria aisladas de pacientes 
con diarrea demostraron actividad proteolítica 
(18). En el presente estudio, 50% de las cepas 
de A. hydrophila fueron proteolíticas (Tabla 2); 
Se ha reportado que el 90% de las cepas de 
A. hydrophila de origen clínico evidenciaron 
actividad proteolítica (22). En cuanto a las cepas 
de A. caviae, ninguna de ellas mostró actividad 
proteasa, resultado que no se relaciona con los 
hallazgos de otro ensayo, en el que se comprobó 
actividad proteasa en por lo menos el 58% de 
las cepas de A. caviae aisladas de infección 
intestinal en humanos (13). 

Es importante destacar, que un alto porcentaje 
de las cepas identificadas como A. veronii 
biovar sobria o A. veronii GH 8 (anteriormente, 
A. sobria), presentaron actividad hemolítica, 
proteolítica, lipasa y DNAsa, coincidiendo con 
los resultados obtenidos en diferentes estudios 
(18,23); Otros autores, encontraron que el 
100% de A. veronii biovar sobria aisladas de 
pacientes con septicemia eran hemolíticas 
(12). Adicionalmente, se reportó que el 50% 
de aislamientos provenientes de procesos 
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diarreicos en humanos correspondientes a  
A.veronii biovar sobria, arrojaron resultados 
positivos para actividad hemolítica (24).

En total, el 83% de las cepas ensayadas fueron 
β-hemolíticas sobre eritrocitos humanos, 
63% fueron proteolíticas, 68% expresaron 
producción de lipasas y el 87% demostraron 
producción de DNAsa, resultados que 
concuerdan con los hallados en un estudio 
realizado previamente, en el que se demostró 
actividad hemolítica, proteolítica, lipasa 
y DNAsa en el 60.5, 69.5, 73.6 y 68.6% 
respectivamente, de cepas de Aeromonas 
aisladas a partir de alimentos,  señalando 
que estas cepas pueden representar un riesgo 
potencial para la salud del hombre (25). 

En conclusión, en este estudio se logró 
determinar que un elevado porcentaje de 
cepas de Aeromonas, aisladas a partir de 
pescado consumido en la Ciudad de Pamplona 
(Colombia), demostraron marcadores 
fenotípicos de virulencia relacionados con la 
patogenicidad de las mismas en el ser humano. 
En todo caso, es importante investigar la 
presencia de genes que codifican factores de 
virulencia en las cepas estudiadas, como son 
hlyA, aerA, act, alt y ast, y así confirmar el rol 
de las cepas como vehículos de enfermedad 
en el hombre.
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