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QUÍMICA FARMACÉUTICA Y CLÍNICA
(Biotecnología, Toxicología, Farmaceútica, Clínica)

“La tinta más pobre de color vale más que la mejor memoria”
Proverbio chino.
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Evaluación del efecto bactericida del extracto etanólico Taraxacum 
officinale en microorganismos formadores de biopelícula por el 

método de alamar-azul

Resumen

Las infecciones nosocomiales están consideradas 
como un problema de salud pública a nivel mundial. 
Pseudomonas aeruginosa y Aeromonas hydrophila 
son consideradas como algunas de las principales 
bacterias causantes de estas infecciones. Debido 
a la alta resistencia de estas bacterias a múltiples 
antibióticos se ha tratado de buscar alternativas 
naturales. Taraxacum officinale es una planta herbácea 
perenne de la familia Asteraceae, que ha demostrado 
tener una amplia variedad de actividad antimicrobiana 
frente a patógenos Gram negativos y Gram positivos. 
El ensayo de Alamar Azul es un método que ofrece 
la posibilidad de detectar grandes cantidades de 
compuestos antimicrobianos. El objetivo de este 
estudio fue evaluar el efecto bactericida del extracto 
etanólico de Taraxacum offcinale en microorganismos 
formadores de biopelícula por el método de Alamar 
azul. Se recolecto el material vegetal y se dejó secar 
durante 3 semanas a la sombra, posteriormente se 
trituraron y tamizaron hojas y tallos a tamaño de 
partícula #30, se realizó el extracto con volúmenes 
de etanol de 96° y finalmente se inoculó una placa 
costar de 96 pocillos con caldo LB, las suspensiones 
bacterianas de las cepas correspondientes y las 
diluciones del extracto iniciando con 50 mg/mL en 
series descendentes terminando con 1.56 mg/mL. A 50 
mg/mL el extracto de hojas inhibió el crecimiento de 
Aeromonas hydrophila y a 50 mg/mL concentración el 
extracto de tallo inhibió el crecimiento de Pseudomonas 
aeruginosa. En base a esto se puede concluir que 
ambos extractos difieren en su concentración y tipo 
de principios activos. 

Palabras clave: Taraxacum officinale, Alamar azul, 
Pseudomonas aeruginosa, Aeromonas hydrophila, 
actividad antimicrobiana.

Abstract

Nosocomial infections are considered a global 
public health problem. Pseudomonas aeruginosa and 
Aeromonas hydrophila were considered to be some of 
the main bacteria causing these infections. Due to high 
resistance of these bacteria to multiple antibiotics has 
been tried to look for natural alternatives. Taraxacum 
officinale is a perennial herbaceous plant in the 
Asteraceae family, which has been shown to have a wide 
variety of antimicrobial activity against both Gram-
negative and Gram-positive pathogens. The Alamar 
Blue assay is a method that offers the possibility of 
detecting large amounts of antimicrobial compounds. 
The aim of this study was to evaluate the bactericidal 
effect of Taraxacum offcinale ethanol extract in biofilm-
forming microorganisms by the Alamar Blue method. 
Plant material was collected and left to dry for 3 weeks 
in the shade, subsequently, #30 particle-sized leaves 
and stems were crushed and sifted, the extract was 
made with 96-degree volumes of ethanol and finally 
a 96-well costing plate with LB broth was inoculated, 
the bacterial suspensions of the corresponding 
strains and the dilutions of the extract and finally 
a 96-well plate with LB broth was inoculated, the 
bacterial suspensions of the corresponding strains 
and the dilutions of the extract starting with 50 mg/
ml in descending series ending with 1.56 mg/mL. 
At 50 mg/mL leaf extract inhibited the growth of 
Aeromonas hydrophila and at 50 mg/mL concentration 
the stem extract inhibited the growth of Pseudomonas 
aeruginosa. Based on this it can be concluded that 
both extracts differ in their concentration and type of 
active substances.

Keywords: Taraxacum officinale, Alamar Blue, 
Pseudomonas aeruginosa, Aeromonas hydrophila, 
antimicrobial activity.  
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Introducción

Las infecciones nosocomiales son infecciones 
adquiridas en hospitales u otros centros de salud; 
estas prolongan significativamente la duración de la 
estancia de los pacientes aumentando la morbilidad 
y la mortalidad. Muchas de estas infecciones 
son atribuidas a patógenos resistentes a los 
antimicrobianos. Algunos de los patógenos a los que 
se les atribuye este tipo de infecciones son: Candida 
spp, Staphylococcus aureus, Acinetobacter baumannii, 
Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp y Aeromonas spp 
(Mihaly, V., et al.,2016). 

Pseudomonas aeruginosa es un bacilo Gram negativo 
no fermentador con una gran resistencia intrínseca a 
múltiples antibióticos. Es uno de los patógenos más 
comunes en neumonía nosocomial, fibrosis quística 
(FQ), meningitis, abscesos, infecciones de tejidos 
blandos, infecciones del tracto urinario, infecciones 
asociadas con catéter, infecciones de la córnea y 
eritema conjuntival. Además de las infecciones 
agudas. P. aeruginosa también causa infecciones 
pulmonares crónicas debilitantes en pacientes 
inmunocomprometidos, pacientes con fibrosis 
quística e individuos que reciben quimioterapia 
(Chatterjee, M., et al., 2016; Lamas Ferreiro, J.L., 2017). 

Aeromonas hydrophila es un bacilo Gramnegativo 
anaerobio facultativo normalmente habitan en el 
medio ambiente acuático. Causa una variedad de 
enfermedades en diferentes especies de animales, 
desde animales acuáticos hasta terrestres, incluidos 
los humanos. En los seres humanos, la manifestación 
clínica de la infección por A. hydrophila abarca desde 
gastroenteritis hasta infecciones extraintestinales que 
incluyen infecciones de tejidos blandos, meningitis 
y septicemia (Ji, Y., et al., 2015; Stratev, D. and O.A. 
Odeyemi, 2016).

La resistencia a los antibióticos se ha convertido 
en uno de los principales problemas sanitarios en 
todo el mundo y se disemina rápidamente entre los 
pacientes en los centros de salud, planteando desafíos 
únicos para los microbiólogos y los especialistas en 
enfermedades infecciosas con respecto a la prevención 
y el tratamiento eficaces de varias infecciones (Ponce-
de-Leon, A., et al., 2018; Tyc, O., et al.,2016).

Taraxacum officinale es una planta herbácea perenne 
de la familia Asteraceae, conocida comúnmente como 

“diente de león”. La planta crece en las regiones 
templadas del mundo. Esta planta ha demostrado 
tener una amplia variedad de actividad antimicrobiana 
frente a patógenos tanto Gramnegativos como 

Grampositivos (Rodríguez Pava, 2016). 

El ensayo de Alamar Azul (MABA) es un método 
sensible, rápido, económico, que evalúa la función 
metabólica y la salud celular y ofrece la posibilidad 
de detectar grandes cantidades de compuestos 
antimicrobianos. El tinte Alamar Azul es un indicador 
de óxido-reducción, no es tóxico para las células, 
incluso durante largos tiempos de incubación. En 
presencia de la viabilidad bacteriana, su color cambia 
de azul oscuro a rosa brillante como respuesta a la 
reducción química del medio de crecimiento (Tyc, O., 
et al.,2016; Süleymanoğlu, et al., 2017).

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto bactericida del extracto etanólico de 
Taraxacum officinale en microorganismos formadores 
de biopelícula por el método de Alamar Azul. 

MATERIAL Y MÉTODOS 

Extracción y Obtención. 

Se obtuvo la especie vegetal Taraxacum officinale de 
la localidad de La Goma, Durango ubicado a 21 km 
de Gómez Palacio, Durango. Las hojas se dejaron 
secar a temperatura ambiente evitando su exposición 
a la luz solar, hasta que hayan perdido la mayor 
humedad posible (aproximadamente 3 semanas). Se 
procedió a disminuir el tamaño de partícula del #30. 
Se pesó el material vegetal en polvo y se suspendió 
a un volumen de etanol del 96% hasta que alcanzó 
a cubrir el material en su totalidad. Se colocaron en 
un frasco ámbar cubierto con aluminio para evitar la 
oxidación de los compuestos fotosensibles. El lavado 
del solvente se llevó a cabo por filtración al vacío, este 
paso se realizó 3 veces cada tres días y se volvió a 
suspender según el volumen requerido del solvente. 

Concentración del extracto y solución madre. 

Una vez recolectado el extracto de los tres lavados 
se procedió a eliminar el solvente por medio de 
un rotavaporador para concentrar el extracto. Ya 
evaporado el solvente se procedió a recolectar el 
concentrado, una vez recolectado se pesaron 100 mg 
de este y se resuspendieron en 1 ml de solución 1:1 
de hidróxido de sodio y diclorometano en un tubo de 
microcentrífuga Eppendorf con la ayuda de un vórtex 
por acción mecánica. 

Estandarización de las cepas y suspensión bacteriana

En condiciones estériles, en un tubo de ensaye de 8x150 
se colocaron 10 ml de agua destilada y se procedió 
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a suspender una muestra de colonia bacteriana, 
seguidamente, se tomó lectura de la suspensión en el 
espectrofotómetro a una longitud de onda de 620 nm 
con el propósito de obtener una lectura en un rango 
de 0.080-0.100 nm que corresponde a CLS1 = 1.5x108 

UFC (de ser necesario se ajusta la suspensión con 
agua destilada).

Ensayos de susceptibilidad antimicrobiana por el 
método de Alamar Azul

En una placa costar de 96 pocillos se numeraron los 
mismos teniendo en cuenta la disposición horizontal 
tomando columnas de 6 pocillos. Se colocaron 
100 µL de caldo TSA en cada uno de los pocillos, 
seguidamente, se adicionaron 100 µL de la solución 
madre de Taraxacum officinale a una concentración de 
50 mg/mL. Se extrajeron 100 µL del pozo 1 al pozo 2 y 
así sucesivamente hasta el pozo 6 y se eliminaron los 
100 µL excedentes del pozo 6. Se agregaron 100 µL de 
cada inóculo del pozo 1 al 6, lo que permitió obtener 
una concentración final de 50 mg/mL. Se incubaron 
durante toda la noche a 36.5°C. Posteriormente se 
agregaron a cada pozo 20 µL de reactivo Alamar 
Azul (reactivo oxido-reducción) para evidenciar los 
cultivos con bacterias vivas (color rojo) y con bacterias 
muertas (color azul). 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Los extractos de hojas y tallos de Taraxacum officinale 
presentaron actividad antimicrobiana, sin embargo, 
solo el extracto de tallos presentó actividad contra 
Pseudomonas aeruginosa a una concentración de 50 mg/
mL, esto tiene relación con ensayos realizados con 
anterioridad con extractos metanólicos y etanólicos 

(Rodriguez, C.N., 2017; Azuero, A., et al 2016), ya 
que, en estos se produjo una inhibición moderada 
contra Pseudomonas aeruginosa, sin embargo, estos se 
realizaron por el método de difusión de agar.

En el caso del extracto de hojas, este presentó actividad 
solamente con Aeromonas hydrophila a 50 mg/mL, a 
pesar de que no existen estudios recientes acerca de 
estudios in vitro asociados con el extracto de esta 
planta aplicados a Aeromonas hydrophila, se comprobó 
que la actividad antimicrobiana del extracto tiene 
actividad contra bacterias Gramnegativas. 

CONCLUSIÓN 

En conclusión, los extractos de tallos y hojas de 
Taraxacum officinale poseen actividad antimicrobiana, 
sin embargo, ambos presentaron una actividad 
antimicrobiana limitada, por lo que se requiere 
aumentar su concentración. La diferencia en la 
inhibición es un factor importante para tomar en cuenta, 
ya que, se puede especular que la concentración y tipo 
de principios activos difiere en ambas partes. 
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RESUMEN

Las infecciones asociadas a la atención a la salud 
(IAAS) son uno de los problemas de salud más 
importantes del mundo, más del 30% son causadas 
por bacilos Gram negativos. Pseudomonas aeruginosa 
y Aeromonas hydrophila son en la actualidad uno 
de los microorganismos de mayor impacto en las 
infecciones por la gran capacidad de estas bacterias 
para colonizar nuevos ambientes está relacionada 
con la formación de biopelículas. Larrea tridentata 
conocida como “gobernadora” contiene diversos 
metabolitos que presentan actividad biocida; se 
ha documentado que más de 45 bacterias que 
atacan a los humanos son susceptibles a su resina 
o sus componentes. El objetivo de este estudio fue 
evaluar el efecto bactericida de Larrea tridentata 
en microorganismos formadores de biopelícula: 
Aeromonas hydrophila y Pseudomonas aeruginosa por 
el método de Alamar Azul. Se obtuvieron muestras 
de hojas y tallos de Larrea tridentata, para obtener el 
extracto etanólico y hacer diluciones sucesivas en 
una placa costar de baja evaporación de 96 pocillos 
del extracto comenzando con una concentración 
de 50 mg/mL siendo la ultima 1.5625. Se depositó 
inoculo al 0.5 de Nefelómetro de MacFarland de 
cada una de las cepas incubando durante la noche, 
posteriormente se agregaron a cada pozo 20 µL de 
reactivo de Alamar Azul para evidenciar la actividad 
bactericida de extracto. Obteniendo como resultados 
la CMI de ambos extractos, presentando inhibición 
total de P. aeruginosa y resistencia de A, hydrophila a 
3.125 y 1.5625 mg/mL del extracto de Larrea tridentata. 
Concluyendo que Larrea tridentata en tallos y hojas 
tiene un efecto inhibidor y antimicrobiano ante 
Pseudomonas aeruginosa y Aeromonas hydrophila.

Palabras clave: Larrea tridentata, Pseudomonas 
aeruginosa, Aeromonas hydrophila, inhibición.

ABSTRACT

Infections associated with health care (IAAS) are one 
of the most important health problems in the world, 
more than 30% are caused by Gram-negative bacilli. 
Pseudomonas aeruginosa and Aeromonas hydrophila are 
currently one of the microorganisms with the greatest 
impact on infections for the great capacity of these 
bacteria to colonize new environments is related to 
the formation of biofilms. Larrea tridentata known 
as “gobernadora” contains various metabolites that 
exhibit biocidal activity; It has been documented 
that more than 45 bacteria that attack humans are 
susceptible to its resin or its components. The objective 
of this study was to evaluate the bactericidal effect of 
Larrea tridentata on biofilm-forming microorganisms: 
Aeromonas hydrophila and Pseudomonas aeruginosa 
by the Alamar Blue method. Samples of leaves and 
stems of Larrea tridentata were obtained to obtain the 
ethanolic extract and make successive dilutions in a 96-
well low evaporation plate of the extract starting with 
a concentration of 50 mg / mL being the last 1.5625. 
Inoculated at 0.5 MacFarland Nephelometer of each of 
the strains incubated overnight, 20 µL of Alamar Blue 
reagent was added to each well to demonstrate the 
bactericidal activity of the extract. Obtaining as a result 
the MIC of both extracts, presenting total inhibition 
of P. aeruginosa and resistance of A. hydrophila at 
3.125 and 1.5625 mg / mL of the extract of Larrea 
tridentata. Concluding that Larrea tridentata on stems 
and leaves has an inhibitory and antimicrobial effect 
on Pseudomonas aeruginosa and Aeromonas hydrophila.

Keywords: Larrea tridentata, Pseudomonas aeruginosa, 
Aeromonas hydrophila, inhibition.
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INTRODUCCIÓN 

El Centro para el Control de Enfermedades (CDC) 
define las infecciones nosocomiales, también llamadas 
infecciones adquiridas en la atención médica o 
infecciones asociadas a la atención médica, como una 
enfermedad localizada o sistémica que resulta de una 
reacción adversa a la presencia de un agente infeccioso 
o toxina que no estaba presente o incubándose en el 
momento de la admisión al hospital (Sah, M. K., 2014). 

Las infecciones nosocomiales son uno de los problemas 
de salud más importantes del mundo, lo que lleva a la 
prolongación de la hospitalización y al aumento de la 
morbilidad, la mortalidad y los costos de tratamiento 
(Kostakoglu, U., 2016). En América, más del 30% de 
las infecciones hospitalarias son causadas por bacilos 
Gram-negativos en unidades de cuidados intensivos 
(UCI), y el 70% de las infecciones hospitalarias son 
causadas por estos microbios (Hedayat, Y. M., 2018).

Pseudomonas aeruginosa es un bacilo común Gram-
negativo capaz de adaptarse y sobrevivir en 
condiciones ambientales desfavorables, incluyendo 
fuentes nutricionales mínimas (Artini, M., 2018). 
Además, tiene la capacidad de cambiar del modo de 
vida libre (planctónico) a un modo de vida fenotípico 
de biopelículas (Chanda, W., 2017). P. aeruginosa, es en 
la actualidad uno de los microorganismos de mayor 
impacto en las infecciones hospitalarias (Hernández, 
A., 2018). La bacteria se encuentra en todos los entornos 
hospitalarios tanto en contenedores húmedos como 
en alimentos, flores, bañeras, inodoros, sales y 
tratamientos respiratorios y de diálisis e incluso en 
desinfectantes (Goudarzi, H., 2018).

Aeromonas son bacterias Gram-negativas anaerobias 
facultativas que normalmente habitan en el medio 
acuático (Stratev, D., 2013), incluyendo aguas cloradas 
y contaminadas, aunque también pueden aislarse 
de una amplia variedad de fuentes ambientales 
y clínicas (Albarral, V., 2016). Aeromonas spp ha 
desarrollado múltiples mecanismos reguladores para 
la formación de biopelículas que están íntimamente 
relacionados con la producción de factores de 
virulencia (Rasmussen-Ivey, 2016). Dependiendo 
de las propiedades fisiológicas y los huéspedes, se 
dividen en dos grandes grupos. El primer grupo 
incluye aeromonas móviles, con Aeromonas hydrophila 
como representante típico que causa infecciones 
principalmente en humanos ( Stratev, D., 2016).

La gran capacidad de las bacterias para colonizar 
nuevos ambientes está relacionada con la formación 
de biopelículas, como es el caso de Aeromonas 

hydrophila y Pseudomonas aeruginosa. El estilo de 
vida de las biopelículas está asociado con una alta 
tolerancia al estrés exógeno: en consecuencia, el 
tratamiento de biopelículas con antibióticos u 
otros biocidas generalmente no es efectivo para 
erradicarlas (Artini, M., 2018). Dentro de las especies 
vegetales representativas en el noroeste de México, 
Larrea tridentata conocida como “gobernadora” es 
una fuente invaluable de moléculas biológicamente 
activas, tales como diversos metabolitos secundarios 
que presentan actividad biocida (Peñuelas-Rubio, O., 
2015). En relación con L. tridentata se ha documentado 
que más de 45 bacterias son susceptibles a su resina 
o sus componentes, así como a diez levaduras, nueve 
hongos y tres parásitos intestinales que atacan a 
los humanos comprometiendo su estado de salud 
(Delgadillo, R. L., 2017).

Debido a que la resistencia antibacteriana ha ido 
considerablemente en ascenso a lo largo de los años, 
es importante que se busquen nuevas alternativas 
para inhibir el desarrollo de microorganismos 
patógenos para el hombre, por ello el objetivo del 
presente estudio es demostrar la actividad bactericida 
de los extractos obtenidos de Larrea tridentata contra 
las bacterias formadoras de biopelícula Aeromonas 
hydrophila y Pseudomonas aeruginosa.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto bactericida de Larrea tridentata 
en microorganismos formadores de biopelícula: 
Aeromonas hydrophila y Pseudomonas aeruginosa por el 
método de Alamar Azul.

MATERIAL Y MÉTODO

Se obtuvieron muestras de hojas y tallos de Larrea 
tridentata de un mismo arbusto para conservar la 
homogeneidad en la materia, en la localidad de Juan 
E. García municipio de Lerdo Durango. Las hojas y 
ramas se lavaron en agua para eliminar el polvo, los 
microbios y los insectos presentes en su superficie 
y se dejó secar a temperatura ambiente (27 ± 2 ° C) 
durante 4 semanas. Luego el material seco se trituró a 
polvo fino (Simon, J. P., 2019), y se tamizó a un tamaño 
de partícula de #30. Para preparar los extractos, los 
polvos se suspendieron a un volumen de etanol al 96% 
suficiente para cubrir el material en su totalidad, se 
utilizaron ± 400 mL para el material proveniente de los 
tallos y ± 700 mL para las hojas. Cada polvo se maceró 
durante 9 días a temperatura ambiente (25 °C) y en 
la obscuridad. Durante la maceración, se realizó un 
lavado del solvente y recuperación del extracto cada 
tercer día, los residuos sólidos fueron resuspendidos 
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con un volumen equivalente de etanol. Transcurridos 
los 9 días, cada extracto se filtró para separar el material 
sólido. El filtrado se sometió a evaporación rotatoria 
(Peñuelas-Rubio, O., 2017), para concentrar el extracto 
antes de su utilización. Las cepas de Pseudomonas 
aeruginosa y Aeromonas hydrophila, donadas por el 
laboratorio del instituto de enfermedades infecciosas, 
fueron llevadas a crecimiento en pendiente en agar 
LB. Las cepas se estandarizaron en la escala de 
0.5 Nefelómetro de McFarland en solución salina 
al 0.89%. En placas costar de baja evaporación, se 
inoculó el pozo 1 con 200 µL de extracto de hojas de 
Larrea tridentata a una concentración de 100 mg/mL, 
del pozo 2 al 6 con 100 µL de caldo LB. Se extrajeron 
100 µL del pozo 1 al pozo 2 y así sucesivamente hasta 
el pozo 6 y eliminar los 100 µL excedentes del pozo 
6, se obtuvo una concentración final de 50 mg/mL. 
Se agregaron 100 µL de cada inóculo de las cepas del 
pozo 1 al 6 y se incubó la placa durante toda la noche 
a 36 °C. Posteriormente se agregaron a cada pozo 
20 µL de reactivo de Alamar Azul (reactivo oxido-
reducción) para evidenciar la actividad bactericida. 
Un color azul en el pozo fue interpretado como sin 
crecimiento bacteriano, y el color rosa fue calificado 
como crecimiento (Rohane, S. H., 2019).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

En este estudio se investigó la actividad antimicrobiana 
de los extractos etanólicos de hojas, ramas y tallos 
de Larrea tridentata (gobernadora). Los resultados 
obtenidos y la Concentración Mínima Inhibitoria 
(CMI) para las pruebas de cada extracto con las cepas 
de Pseudomonas aeruginosa y Aeromonas hydrophila se 
muestran en la tabla 1.

Los resultados obtenidos confirman lo expuesto por 
Delgadillo, R.L., et al (2017) respecto a la actividad 
bactericida de los extractos de Larrea tridentata en 
Pseudomonas. Aunque los métodos para comprobar 
la actividad antibacteriana empleados en dicha 
investigación (difusión en disco y difusión en 
pozo) fueron diferentes a los usados en el presente 
experimento, la inhibición bacteriana por efecto de 
los extractos de L. tridentata pudo ser demostrada. 
Además, en contraste a lo mencionado por Martins 
et al (2013), los extractos de Larrea tridentata son muy 
efectivos para inhibir el crecimiento de bacterias 
Gramnegativas, por ello es que a pesar de no haber 
estudios previos específicos relacionados a la 
susceptibilidad de A. hydrophila ante L. tridentata, se 
puede explicar que los extractos inhiban a la bacteria 
satisfactoriamente como en el caso de P. aeruginosa.

CONCLUSIÓN 

Los resultados del experimento indican que las hojas 
y tallos del arbusto Larrea tridentata poseen un efecto 
inhibidor y antimicrobiano ante bacterias formadoras 
de biopelícula como lo son Pseudomonas aeruginosa 
y Aeromonas hydrophila. El estudio podría sentar 
las bases a futuras investigaciones para utilizar los 
extractos como una alternativa para la desinfección 
de distintas superficies como material quirúrgico, 
habitaciones hospitalarias, aires acondicionados o 
heridas de pacientes hospitalizados como método 
de profilaxis para evitar las infecciones por dichos 
microorganismos y las complicaciones que estas 
implican.
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Evaluación del efecto bactericida del extracto de la Olea europaea en 
bacterias nosocomiales por el método de alamar Azul

RESUMEN

La Olea europaea (O. europaea) pertenece a la familia 
Oleaceae, tiene una larga historia por sus beneficios 
medicinales, nutricionales y de salud, es un árbol de 
hoja perenne, y estas han sido estudiadas últimamente 
para determinar sus características bioquímicas. Por 
otro lado, las enfermedades infecciosas causadas 
por patógenos multirresistentes (MRD) son el mayor 
desafío en la atención médica. Las cepas comúnmente 
encontradas son Staphylococcus aureus (S. aureus), 
Pseudomonas spp (P. spp), Acinetobacter spp (A. spp) 
y Klebsiella spp (K. spp). El reactivo Alamar Azul no 
es tóxico para las células, incluso durante largos 
tiempos de incubación, es un indicador de reducción 
de la oxidación. En presencia de la viabilidad 
bacteriana, su color cambia de azul oscuro a rosa 
brillante como respuesta a la reducción química del 
medio de crecimiento. El objetivo de este estudio fue 
evaluar el efecto bactericida del extracto etanólico 
de O. europaea por el método de Alamar Azul en 
microorganismos causantes de Infecciones asociadas 
a la atención a la salud. Se realizó la recolección del 
material vegetal de la O. europaea de hojas y tallos, 
realizó el extracto etanólico, se inoculó en placa costar 
de 96 pocillos caldo LB, se delimitó la CMI, se inoculo 
de cada una de las cuatro cepas con diluciones del 
extracto comenzando en 50 mg/mL en reducción 
a 6 diluciones siendo la ultima 1.562 mg/mL. Los 
resultados de ambos extractos fueron positivos a 
inhibición, siendo los más relevantes el A. baumanii 
en 50 mg/mL en hojas y P. aeruginosa en 25 mg/mL 
en tallos, los resultados fueron reportados en las 
tablas 1 y 2. Por lo anterior concluimos que el extracto 
etanólico de O. europaea si ejerce un efecto bactericida 
contra las cepas analizadas.

Palabras clave: Olea europaea, inhibición, nosocomiales, 
Alamar Azul.

ABSTRACT

The O. europaea belongs to the Oleaceae family, it 
has a long history for its medicinal, nutritional and 
health benefits, it is an evergreen tree, and these 
have been studied lately to determine its biochemical 
characteristics. On the other hand, infectious diseases 
caused by multidrug-resistant pathogens (MRD) are 
the biggest challenge in medical care. The strains 
found are the son of Staphylococcus aureus (S. aureus), 
Pseudomonas spp (P. spp), Acinetobacter spp (A. spp) and 
Klebsiella spp (K. spp). The Alamar Azul reagent is not 
toxic to cells, even during long incubation times, it is 
an indicator of oxidation reduction. In the presence 
of bacterial viability, its color changes from dark blue 
to bright pink in response to the chemical reduction 
of the growth medium. The objective of this study 
was to evaluate the bactericidal effect of the ethanol 
extract of O. europaea by the method of Alamar Azul 
in microorganisms that cause infections associated 
with health care. The collection of the plant material 
of the O. europaea of   leaves and stems was carried out, 
the ethanolic extract was made, inoculated in a 96-
well costing plate LB broth, the CMI was delimited, 
inoculated of each of the four strains with dilutions 
of the extract starting at 50 mg / ml in reduction at 
6 dilutions, the last being 1,562 mg / ml. The results 
of both extracts were positive for inhibition, the 
most relevant being A. baumanii in 50 mg / mL in 
leaves and P. aeruginosa in 25 mg / mL in stems, the 
results were reported in Tables 1 and 2. Therefore we 
conclude that the ethanol extract of O. europaea does 
exert a bactericidal effect against the strains analyzed.

Keywords: Olea europaea, inhibition, nosocomials, 
Alamar Azul
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INTRODUCCIÓN 

Hoy en día, el cultivo del olivo se ha extendido a todo 
el mundo y tiene implicaciones económicas, sociales y 
ecológicas de gran alcance en la cuenca mediterránea 
(Leyva-Pérez, 2018). Pertenece a la familia Oleaceae 
tiene una larga historia por sus beneficios medicinales, 
nutricionales y de salud (Fayyaz, T. B., 2017), es un 
árbol de hoja perenne (Kumar, A., 2017); y estas han 
sido comúnmente usadas en remedios tradicionales 
en países europeos y del mediterráneo (Zeriouh, 
W., 2017); varios reportes indican el valor de la 
planta en tratamientos para la hipertensión (Fekadu, 
N., 2017). Tiene compuestos que han demostrado 
poseer un gran rango de propiedades bioactivas, 
incluyendo antioxidantes, antiinflamatorias y activos 
quimiopreventivos, los cuales han sido estudiados 
a lo largo de 20 años (Bonvino, N. P., 2018). Los 
componentes fenólicos del olivo más estudiados 
incluyen, oleuropein, hidroxytirosol, tirosol y oleocanthal 
(Bonvino, N. P., 2018). La caracterización química y la 
evaluación cuantitativa de estos compuestos polares 
menores pueden ser útiles para obtener principios 
activos con aplicaciones importantes en productos 
alimenticios, farmacéuticos, cosméticos y funcionales 
(Romani, A., 2016).

Además, las enfermedades infecciosas causadas por 
patógenos multirresistentes (MDR) son el mayor 
desafío en la atención médica. Si las infecciones 
no involucran cuerpos extraños, una dosis alta de 
antibióticos o terapia combinada a veces puede 
eliminar las infecciones. Estos incluyen la presencia 
de bacterias Gram negativas y Gram positivas, 
hongos, virus, protozoos en números más o menos 
respectivamente (Brohi, N., A., 2017).

Pero en los casos en que se utilizan cuerpos extraños 
tales como catéteres, derivaciones, válvulas cardíacas, 
marcapasos, stents, implantes mamarios, dispositivos 
intrauterinos, lentes de contacto, etc., la eliminación 
del material seguido del tratamiento a menudo 
es necesaria (Karunanidhi, A., 2018). El control 
periódico de las tasas de resistencia en los principales 
patógenos nosocomiales es importante en la selección 
de regímenes de terapia empírica (Sipahi, O. R., 2017).

Una resistencia tan alta a los antibióticos puede 
complicar la elección del antibiótico correcto en el 
tratamiento empírico, aumentando la mortalidad de 
los pacientes. Patógenos bacterianos nosocomiales 
como S. aureus resistente a meticilina (SARM), 
Enterococos resistentes a vancomicina (ERV), P. spp., A. 
spp. son más estables en el ambiente del hospital. Es 
probable que los microorganismos de los objetos de 

contacto frecuente en el hospital se transmitan a los 
trabajadores de la salud, los pacientes y los visitantes 
(Bhatta, D. R., 2018). Además de las medidas para 
alentar el uso apropiado de antibióticos, se requieren 
con urgencia el descubrimiento y el desarrollo 
de nuevas moléculas activas (Swain, J., 2018). El 
reactivo Alamar Azul no es tóxico para las células, 
incluso durante largos tiempos de incubación, es un 
indicador de reducción de la oxidación. En presencia 
de la viabilidad bacteriana, su color cambia de azul 
oscuro a rosa brillante como respuesta a la reducción 
química del medio de crecimiento (Süleymanoğlu, 
N., 2017). Alamar Blue Assay (AlamarBlue; AbD 
Serotec, Kidlington, UK), es un reactivo que contiene 
un colorante indicador, que emite fluorescencia en 
respuesta al crecimiento celular. La fluorescencia 
de cada pocillo se midió a una longitud de onda 
de excitación de 530 nm y una longitud de onda de 
emisión de 590 nm con un lector de fluorescencia 
(BioTek®, Winooski, VT, EE. UU.) (Alsubait, S. A., 
2018).

El objetivo de este estudio ha sido el evaluar la 
actividad bactericida del extracto etanólico de hojas y 
tallos sobre cepas bacterianas (S. aureus, K. pneumonia, 
A. baumanii y P. aeruginosa), evaluando su efectividad 
con el colorante alamar azul.

MATERIAL Y MÉTODO

Obtención de la muestra 

Se obtuvieron muestras de hojas y tallos de O. europaea 
de una misma planta para conservar las características 
de los productos, en la localidad de León Guzmán del 
municipio de Lerdo Durango.

Metodología para el extracto 

Se siguió la metodología de Gomari (et al 2019)15 con 
algunas adecuaciones. El material vegetal se dejó 
secar a la sombra hasta que se observó la perdida 
de humedad. Se procedió a disminuir el tamaño del 
material vegetal seco, primeramente, en un molino, 
posteriormente se tamizó a un tamaño de partícula 
de #30. Se pesó el material vegetal se suspendió 
a un volumen de etanol al 96%. En el caso de las 
hojas se suspendieron en un volumen de +/- 300 
mL de etanol y los tallos en volumen +/- 250 mL de 
etanol. Se colocaron en un frasco de vidrio de color 
ámbar, recubierto con papel aluminio para evitar la 
oxidación y/o fotolisis de los compuestos, dejándolos 
en agitación constante; cada tercer día se realizó un 
lavado del solvente para evitar su saturación y se 
volvió a resuspender según el volumen requerido, 
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esto se realizó en ambos extractos en un tiempo 
promedio de 9 días. Una vez recuperado el solvente 
de los 3 lavados, se procede a medir la cantidad 
obtenida y se procede a colocarlos (por separado) 
en un rotavaporador con la finalidad de concentrar 
los componentes extraídos del material vegetal y 
eliminar el etanol.

Las cepas fueron proporcionadas por los asesores 
especializados de la laguna, las cuales ya fueron 
mencionadas posteriormente, se llevaron a 
fase logarítmica en agar triple soya tripticasa; 
posteriormente se estandarizaron en la escala de 
Nefelómetro de McFarland en solución salina al 0.9% 
p/v.

Evaluación bactericida

En una placa costar 96 pocillos de baja evaporación 
se inoculó 100 µL de caldo LB en todos los pocillos 
de las series, así mismo se colocaron 100 µL del 
extracto de O. europaea, a una concentración de 50 
mg/mL. Se extrajeron 100 µL del pozo 1 al pozo 2 y 
así sucesivamente hasta el pozo 6 y eliminar los 100 
µL excedentes del mismo. Se agregaron 100 µL de 
cada inóculo del pozo 1 al 6. Se incubaron durante 
toda la noche a 36°C. Posteriormente se agregaron a 
cada pozo 20 µL de reactivo Alamar Azul (reactivo 
óxido-reducción) para evidenciar los cultivos como 

bacterias vivas (color rojo) y con bacterias muertas 
(color azul). 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Tomando en cuenta los resultados obtenidos, la 
inhibición estuvo presente en la mayoría de las 
cepas utilizadas, así mismo el ensayo realizado por 
Ghomari., et al 2019 coincide en la inhibición de 
S. aureus y P. aeruginosas, sin embrago el extracto 
realizado de etanol al 80% y el ensayo fue realizado en 
un antibiograma, su concentración del extracto fue de 
30 mg/mL en contraste al presentado en este estudio 
que en P. aeruginosas mostro una concentración 
mínima inhibitoria de 3.125 mg/mL y en S. aureus de 
1.562 mg/mL, siendo el ensayo solo en hojas, además 
en el ensayo realizado en tallos la concentración 
mínima inhibitoria fue de 25 mg/mL en ambas cepas. 
Tal y como lo ilustro las tablas 1 y 2 el impacto de 
los resultados se centra en la concentración mínima 
inhibitoria ejercía en las cepas, siendo A. baumanii 
resistente al extracto en tallos con la concentración 
máxima, pero inhibiendo su crecimiento con la de las 
hojas. 
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CONCLUSIÓN 

En el presente estudio se evaluó la actividad 
bactericida del árbol de O. europaea por el método 
de Almar Azul, de acuerdo a los datos obtenidos, la 
determinación del efecto bactericida del extracto de 
hojas presento una mayor rango de inhibición en 
comparación con el extracto de tallos, que solo mostro 
pequeño margen de su actividad bactericida, por lo 
tanto, se concluye que la parte del árbol que contiene 
más principio activo para lograr la inhibición de las 
bacterias nosocomiales, es la hoja.  
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CIENCIAS BIOMÉDICAS
(Salud, Epidemiología, Nutrición)

“La vida sería imposible si todo se recordase.  
El secreto está en saber elegir lo que debe olvidarse”

Roger Martin Du Gard (1881-1958); novelista francés.
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RESUMEN

Los ostiones son alimentos que contienen gran 
cantidad de bacterias por lo que son focos para la 
adquisición de infecciones gastrointestinales. El 
género Aeromonas se considera un agente etiológico 
de infecciones gastrointestinales y se ha aislado 
frecuentemente de alimentos como vegetales, 
pollo y ostiones. Estos últimos podrían ser vectores 
importantes de patógenos debido a que los 
consumidores los ingieren generalmente sin cocción, 
lo que favorece la presencia de Aeromonas viables con 
sus correspondientes factores putativos de virulencia 
(FPV), como las enterotóxinas similares a la toxina 
colérica. El objetivo fue determinar la presencia de 
Aeromonas y los genes de las enterotoxinas ast y alt 
en muestras de ostiones de la Ciudad de México. 
Se recolectaron 20 muestras de ostiones que se 
distribuyen en comercios ambulantes de la Ciudad 
de México, para la búsqueda de Aeromonas spp., las 
muestras fueron enriquecidas en agua peptonada al 1 
% con pH de 8.6, durante 18 horas a 36±1 ºC, después 
se sembró una asada del enriquecimiento en gelosa 
MacConkey y Cromocen AGN.  Se detectó el gen 
gcat, marcador molecular del género, por PCR, y los 
genes ast y alt por PCR múltiple. Los aislamientos 
positivos al gen gcat, fueron sometidos a las pruebas 
de crecimiento en inositol y en NaCl al 6 %. La 
clonalidad de los aislamientos se determinó mediante 
una ERIC-PCR. 

Se obtuvieron 120 aislamientos presuntivos del 
género Aeromonas y se conservaron a mediano plazo, 
de los cuales se analizaron 91, se detectó el gen gcat en 
88 de los 91 aislamientos analizados, los positivos a la 
presencia de este gen dieron negativas. Las pruebas de 
inositol y NaCl, por lo cual se demostró la presencia de 
Aeromonas spp., descartando así a los géneros Vibrio y 
Plesiomonas. Mediante la técnica de ERIC-PCR, no se 

demostró relación clonal entre las cepas identificadas. 
Por último, se detectó la presencia de los genes ast y 
alt por PCR múltiple, el gen ast en 8 cepas (9 %) y el 
gen alt en 22 cepas (25 %), en 11 de las cepas (13%) se 
dtectaron ambos genes simultáneamente. 

Los ostiones que se distribuyen en la Ciudad de 
México presentan Aeromonas, y estas contienen los 
genes que codifican para los FPV. Estos resultados 
permiten sugerir la búsqueda del género Aeromonas, 
de manera rutinaria, en muestras de alimentos de 
origen marino como los ostiones y otros, para prevenir 
enfermedades transmitidas por alimentos (ETA).

Palabras clave: Aeromonas, ostiones, enterotoxinas 

ABSTRACT 

Oysters are foods that contain a large number of 
bacteria, so they are sources for the acquisition of 
gastrointestinal infections, which can be a serious 
public health problem. The genus Aeromonas is 
considered an etiologic agent of gastrointestinal 
infections and has frequently been isolated from 
foods such as vegetables, chicken, and oysters. The 
latter could be important vectors of pathogens, since 
consumers generally eat them raw, which favors the 
presence of viable Aeromonas with their corresponding 
putative virulence factors (PVF), such as enterotoxins 
similar to cholera toxin. The objective of this work 
was: to determine the presence of Aeromonas and the 
genes of the ast and alt enterotoxins in oyster samples 
from Mexico City. 20 samples of oysters were collected 
and distributed in street shops in Mexico City, for the 
search of Aeromonas spp. The samples were enriched 
in 1% peptonated water with a pH of 8, for 6 hours at 
37 ° C, then, they were inoculated in MacConkey and 
Cromocen AGN. The gcat gene, molecular marker of 
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the genus, was detected by PCR, and the ast and alt 
genes by multiple PCR. The clonality of the isolates 
was determined by ERIC-PCR. 

From the bacterial growth, 120 presumptive isolates 
of the genus Aeromonas were obtained and preserved 
in the medium term, of which 91 were analyzed. 
The gcat gene was detected in 88 of the 91 isolates 
analyzed, the positives to the presence of this gene 
were negative. Using the ERIC-PCR technique, no 
clonal relationship between the strains identified as 
Aeromonas was demonstrated. Finally, the presence of 
the ast and alt genes was detected by multiple PCR, 
the ast gene in 8 strains (9%), and the alt gene in 22 
strains (25%), in 11 of the strains (13%) both genes 
were found simultaneously. Based on the results, it 
is concluded that the oysters distributed in Mexico 
City present Aeromonas, and these contain the genes 
that code for PVF. These results suggest routinely 
searching for the genus Aeromonas in food samples 
of marine origin, such as oysters, among others, to 
prevent gastrointestinal infections. 

Key words: Oysters, Aeromonas, gastrointestinal 
infections

INTRODUCCIÓN

La Organización Mundial de la Salud (OMS) define a 
las Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETA) 
como enfermedades que resultan de la ingestión de 
alimentos conteniendo patógenos vivos o las toxinas 
producidas por estos. Un brote de ETA se define como 
un incidente donde dos o más personas presentan 
enfermedad semejante después de ingerir el mismo 
alimento, en donde los análisis epidemiológicos 
apuntan al alimento como el origen de la enfermedad 
(OMS, 2015).

Para que las ETA ocurran, el patógeno o sus toxinas 
deben estar presentes en el alimento, pero su sola 
presencia no indica que la enfermedad se pueda 
presentar. En la mayoría de los casos, el alimento debe 
contener la dosis infectiva adecuada del patógeno 
para desencadenar una infección, así como el alimento 
debe ser capaz de facilitar la colonización bacteriana y 
favorecer su desarrollo. Existen microorganismos más 
comunes como Campylobacter spp., mientras que en 
los países en vías de desarrollo los más comunes son 
Salmonella spp., y E. coli, no obstante, otros patógenos 
como Aeromonas. Por otro lado, se ha demostrado 
que esta bacteria causa infecciones gastrointestinales 
importantes en humanos, y lo coloca como un patógeno 

importante. Las infecciones que causa Aeromonas 
pueden ser de tipo intestinales o extraintestinales, 
en México no se busca de manera rutinaria ni en 
alimentos, agua, ni em muestras clínicas. Por lo cual 
es importante conocer la distribución de Aeromonas en 
México, principalmente en alimentos marinos, que, al 
consumirse crudos, son una fuente de infección para 
el consumidor (Figueras, MJ., et al.; 2015). 

El género Aeromonas se caracteriza por ser bacilo 
Gram negativo, anaerobio facultativo, oxidasa 
y catalasa positivos. Dentro de sus propiedades 
bioquímicas, este género es capaz de degradar nitratos 
a nitritos, tiene un metabolismo fermentativo y es 
resistente al factor vibriostático O/129 (2,4-Diamino-
6,7diisopropilpteridina fosfato) (Janda, JM., et al.; 
2010) a excepción de A. cavernicola y A. australiensis. 
Las especies del género Aeromonas se consideran 
acuáticas, también se han aislado frecuentemente 
de peces enfermos, en distintos procesos infecciosos 
en humanos, de alimentos de diferente origen como 
pollo, carne, verduras y mariscos, entre otros (Aravena 
M., et al.; 2013. Figueras, MJ., et al.; 2015). 

En todos los alimentos pueden encontrarse patógenos 
bacterianos, sin embargo, en los alimentos marinos 
se pone especial atención dado que la mayoría se 
consume crudo, esto significa que habrá un aumento 
en el número de casos de infección gastrointestinal. 
Los productos del mar son importantes debido a 
que se consumen generalmente crudos. Crassostrea 
es un género de moluscos bivalvos de la familia 
Ostreidae  conocidos vulgarmente como ostiones. Son 
ampliamente aprovechados por el hombre como 
alimento por su alto valor nutritivo y debido a la 
facilidad con que se obtiene y los múltiples métodos 
para lograrlo, desde la captura a mano, hasta grandes 
cultivos ostrícolas. Se sabe que estos son los organismos 
filtradores del mar, lo que facilita la colonización de 
bacterias en ellos, esto representa un factor de riesgo 
para todo aquel que consuma pues se han asociado 
brotes de gastroenteritis debido al consumo de 
ostiones. Actualmente se reconoce al género Aeromonas 
como uno de los principales agentes contaminantes de 
alimentos, se ha aislado con frecuencia de vegetales, 
pollo y productos del mar, estos últimos con un alto 
potencial para las infecciones debido a que la ingesta 
de muchos de ellos no involucra el proceso de cocción, 
lo que favorece la presencia de este género bacteriano, 
así como la producción de las enterotóxinas, las cuales 
se han relacionado en infecciones intestinales en 
humanos. Por tal motivo, es importante determinar la 
presencia del género Aeromonas y detectar los genes 
de las enterotoxinas alt y ast, a partir de muestras de 
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ostiones que se distribuyen en la Ciudad de México, 
porque pueden representar un riesgo potencial de 
salud pública.

MATERIALES Y MÉTODOS

Recolección de muestras y aislamiento 
microbiológico

Para el aislamiento de las cepas de Aeromonas, 
recolectaron 20 muestras de ostiones que se 
distribuyen en comercios ambulantes de la Ciudad 
de México, las muestras se llevaron al laboratorio 
en el empaque en el cual fueron adquiridos, en el 
laboratorio se procesaron las muestras en condiciones 
asépticas. Con base en la Norma Oficial Mexicana 
NOM-210-SSA1-2014, se pesaron 200 g de cada 
muestra de ostiones y se adicionaron en 200 mL de 
agua peptonada al 1 % con pH de 8.6, durante 18 
horas a 36±1 ºC, después se sembraron en gelosa 
Mac Conkey y Cromocen AGN por estría cruzada, 
incubando a 37 ºC durante 24 h. 

Identificación presuntiva de Aeromonas

Las colonias seleccionadas, presuntivas del género 
Aeromonas, se sembraron cada una en gelosa BHI y se 
incubaron 24 h a 37 °C. Posteriormente, se realizaron 
las pruebas para oxidasa, catalasa, y crecimiento con 
inositol y con NaCl (concentraciones de 0 %, 3% o 
6%), para la diferenciación de Aeromonas spp., con 
respecto a otros grupos relacionados. Los aislamientos 
presuntivos del género Aeromonas se conservaron en 
medio de mantenimiento.

Extracción de DNA y protocolo de PCR

Se detectó el gen gcat, marcador molecular del género, 
por PCR simple, y los genes ast y alt por PCR múltiple, 
los iniciadores se presentan en el cuadro 1. El DNA se 
extrajo mediante el kit comercial InstaGenTM Matrix 
(Bio-Rad Laboratories, México), el DNA bacteriano se 
transfirió a un microtubo limpio y estéril de 1.5 mL y 
se guardó a -20 °C hasta su uso. La integridad del DNA 
se observó mediante electroforesis en gel de agarosa 
al 0.8 %, revelado con bromuro de etidio. Al término 
del tiempo se visualizaron en un documentador de 
geles con luz ultravioleta, fotografiando el gel con 
La fotografía del gel fue tomada con el programa 
Carestream®.

La reacción de PCR se realizó agregando a la mezcla 
de reacción 28.2 µL de agua, 5 µL de regulador 10 X, 
7.5 µL de dNTP’s (2 mM), 1.8 µL de MgCl2 (50 mM), 
1 µL de cada uno de los iniciadores gcat F (0.3 Mm) 
y gcat R (0.3 mM), 0.5 µL de la enzima taq y 5 µL de 
DNA. Las condiciones en el termociclador (Biometra, 
México) consistieron en un ciclo de desnaturalización 
inicial a 94 °C por cinco minutos, seguida de 35 
ciclos de una fase de desnaturalización a 95 °C por 
un minuto, una fase de alineamiento a 55 °C por un 
minuto y otra fase de extensión a 72 °C por un minuto 
para finalmente, tener una fase de extensión final a 
72 °C por 10 minutos. Los amplicones se visualizaron 
mediante su desarrollo electroforético en geles de 
agarosa al 1 %. 
Para detectar los FPV del género Aeromonas, se realizó 
una PCR múltiple para los genes de las enterotoxinas 
citotónicas, tanto para la termoestable ast, como 
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para la termolábil alt. La reacción de PCR se realizó 
agregando a la mezcla de reacción 27.5 µL de agua, 
5 µL de regulador 10 X, 5 µL de dNTP’s (2 mM), 2.5 
µL de MgCl2 (50 mM), 1.5 µL de cada uno de los 
iniciadores alt F (0.3 Mm) y alt R (0.3 mM), 0.75 µL de 
cada uno de los iniciadores ast F (0.3 Mm) y ast R (0.3 
mM), 0.5 µL de la enzima taq y 5 µL de DNA.
Las condiciones de amplificación fueron un ciclo de 
desnaturalización inicial a 95 °C por cinco minutos, 
seguida de 35 ciclos de una fase de desnaturalización a 
94 °C por un minuto, una fase de alineamiento a 54 °C 
por un minuto y otra fase de extensión a 72 °C por un 
minuto para finalmente, tener una fase de extensión 
final a 72 °C por 10 minutos. Por último, se verificó 
la presencia de los amplicones por electroforesis en 
geles de agarosa al 1.5%. 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

De las 20 muestras de ostiones analizadas, la inoculación 
en agua peptonada alcalina es un paso importante 
para el primo aislamiento del género Aeromonas; hubo 
crecimiento bacteriano, obteniendo 120 aislamientos 
en los medios de cultivo Mac Conkey y Cromocen 
AGN. Se seleccionaron las colonias presuntivas que 
presentaron los morfotipos característicos del género 
Aeromonas. Colonias circulares de borde regular de 3- 
5 mm de diámetro y de color ámbar, por ser lactosa 
negativa en el medio MacConkey, sin embargo, 
existen cepas de Aeromonas lactosa positivas, pero 
en un porcentaje del 1% aproximadamente (Figura 
1 A) (Abbott,S., et. al, 2003). En el caso del medio 
cromogénico, se seleccionaron las colonias verdes con 
o sin halo transparente características de Aeromonas, el 
uso del medio cromogénico favoreció el aislamiento 
presuntivo del género Aeromonas, para la obtención 
de los 120 aislamientos, debido a sus características, 
además la composición del medio también fue 

útil para descartar coliformes y bacterias como P. 
aeuroginosa (Figura 1B). 

A todos los aislamientos presuntivos se les realizaron 
las pruebas de oxidasa y catalasa, las cuales fueron 
positiva para todos ellos; esta prueba un filtro más 
para descartar a la familia Enterobactereacea. La 
producción de citocromo oxidasa es una característica 
del género de interés en este estudio; sin embargo, 
también existen géneros bacterianos con los que se 
debe diferenciar al género Aeromonas, como es el caso 
de las Plesiomonas y Vibrio. (Figura 2A a1). De los 120 
aislamientos presuntivos de Aeromonas, solamente se 
recuperaron 91. A estos aislamientos presuntivos, se 
les realizaron dos pruebas más, características para 
el género Aeromonas; la no halofília (NaCl 6 %) y la 
no utilización del inositol. Todos los aislamientos 
presuntivos crecieron en el medio sin NaCl, pero 
únicamente 71/91 en medio suplementado con NaCl 3 
% (halotolerancia); sin embargo, no hubo crecimiento 
cuando los aislamientos presuntivos se sembraron 
en medio suplementado con NaCl 6% (no halofília). 
Está documentado que Aeromonas spp. no es capaz de 
utilizar el inositol a diferencia del género Plesiomonas 
y no puede crecer en concentraciones de NaCl al 
6%, como es el caso de Vibrio (Castro-Escarpulli,G., 
et. al. 2003, Figueras y Beaz, 2015). Por otro lado, se 
ha demostrado que todas las especies del género 
Aeromonas son negativas a esta prueba a excepción de 
A. allosaccharophila (Abbott,S., et. al. 2003). A la luz de 
los resultados, se demostró la presencia de Aeromonas 
spp., descartando así a los géneros Vibrio y Plesiomonas 
(Figura 2 a2, b1, b2, b3).

Con estas técnicas microbiológicas, se logró identificar 
a los 91 aislamientos como cepas pertenecientes 
al género Aeromonas. Para confirmar que las cepas 
pertenecían al género Aeromonas, se llevó a cabo 
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la detección del gen gcat. Este gen se utiliza para la 
identificación de este género bacteriano, debido a 
que está presente en todas las especies de Aeromonas 
y se le conoce como la huella molecular para este 
género (Chacon MR., et. al.; 2003). En este estudio, 
la identificación microbiológica fue acertada, no 
obstante, al realizar la identificación por técnicas 
moleculares, únicamente el 4% no pertenecía al 
género Aeromonas. Los 91 aislamientos presuntivos 
pertenecían presuntaivamente al género Aeromonas, 
con base en el metabolismo microbiano. Al realizar 
la PCR se detectó que solamente 88/91 aislamientos 

contenían este gen, por la detección del amplicón 
de 237 pb, confirmando así que, solamente el 96% 
de los aislamientos pertenecían al género Aeromonas 
Este porcentaje es similar a otros estudios donde 
inicialmente se busca a este género bacteriano por 
técnicas microbiológicas, pero después se debe llevar 
a cabo la confirmación por técnicas moleculares 
(Figura 3) (Beaz H., et. al.; 2010). (Figura 3). 
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En las 88 cepas confirmadas como Aeromonas, se buscó 
la presencia de los genes enterotoxina citotónica, 
porque se han relacionado en procesos diarreicos 
(Castro-Escarpulli G., et. al.; 2003, Hernández A., et. al.; 
2018). Respecto a los FPV, se detectó la presencia de los 
genes ast y alt por PCR múltiple, el gen ast en 8 cepas 
(9 %) y el gen alt en 22 cepas (25 %), en 11 de las cepas 
(13%) se encontraron ambos genes simultáneamente 
(figura 4). Previamente se han estudiado con la 
finalidad de encontrar una asociación entre los 
procesos de gastroenteritis y la presencia de estos 
genes. Tanto la proteína alt como la ast, representan 
moléculas nuevas sin una homología significativa con 
las enterotoxinas bacterianas conocidas (Chopra AK., 
et. al.; 2003). Se ha demostrado que la toxina alt posee 
como mecanismo de acción el incremento de adenosil 

monofosfato cíclico (AMPc) y de prostaglandinas en 
células intestinales de rata y células derivadas de ovario 
de hámster chino, esto ocasiona la perdida de agua 
y, por consiguiente, deshidratación en el hospedante. 
Por su parte, la toxina ast, tiene similitud con la toxina 
colérica (Chopra AK., et. al.; 1997) y en estudios donde 
realizaron mutantes para ver el comportamiento de 
estas toxinas, a partir de cepas aisladas de muestras 
diarreicas de pacientes, se demostró que, en el bucle 
ileal de conejos y ratones lactantes, ast causó secreción 
de fluidos. La asociación de diarrea con sangre se 
asoció a otra enterotoxina citotóxica del género 
Aeromonas, mientras que las enterotóxinas citotónicas 
se correlacionaron con diarrea no sanguínea (Chopra 
AK., et. al.; 2003). 
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A pesar de que la detección de los genes de estas 
toxinas no se encontró en todas las cepas de Aeromonas 
aisladas, no puede descartarse la presencia de 
otros FPV de este género, los cuales también deben 
considerarse en estudios posteriores para saber si 
existe una relación entre la ingesta y los cuadros de 
gastroenteritis asociados a esta bacteria (Hernández 
A., et. al.; 2018). 

Se identificaron aproximadamente 112 marcadores 
correspondientes a las secuencias ERIC presentes 
en Aeromonas (Figura 5), con los patrones de bandeo 
obtenidos de dichas secuencias se constituyó el 
dendograma correspondiente con el programa PAST 
y se utilizó el índice de similitud de DICE. En el 
dendograma se observó que existe diversidad entre 
las cepas y por lo tanto no se encontraron eventos de 
clonalidad (figura 6).

CONCLUSIÓN

Los ostiones que se distribuyen en la Ciudad de 
México presentan Aeromonas, y estas contienen los 
genes que codifican para los FPV. Estos resultados 
permiten sugerir la búsqueda del género Aeromonas, 
de manera rutinaria, en muestras de alimentos de 
origen marino como los ostiones y otros, para prevenir 
enfermedades transmitidas por alimentos (ETA).
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RESUMEN 

Introducción: Los nitratos (NO3
-) son compuestos 

iónicos que se encuentran diseminados en la 
naturaleza. Por medio de la acción microbiana los 
NO3

-
 puede ser reducido a nitritos, donde estos 

últimos representan la forma iónica más reactiva. 
Estos compuestos están implicados en la formación de 
metahemoglobina (MetHb), que es la forma oxidada 
de la hemoglobina (Hb) la cual no permite un correcto 
transporte de oxígeno, además de enfermedades 
como el cáncer (por compuestos N-nitrosos) y 
alteraciones en el sistema endocrino. La MetHb 
circulante en condiciones normales no sobrepasa el 
1.5% del total de Hb, cuando esto ocurre, se puede dar 
paso a un cuadro clínico de gravedad caracterizado 
por cianosis. Las comunidades de la zona rural de la 
Ciudad de Lerdo, Durango, se caracterizan por tener 
actividades antropogénicas que han sido relacionadas 
a una contaminación de suelos y mantos acuíferos 
por NO3

-. Objetivo: Determinar los niveles de 
MetHb en individuos con exposición crónica a NO3

-. 
Materiales y métodos: Estudio transversal, realizado 
en 5 comunidades de la zona rural de la Ciudad de 
Lerdo, Durango. Como universo de estudio, fueron 
individuos residentes de las comunidades, previa 
invitación, firmaron una carta de consentimiento 
informado y contestaron un cuestionario. El tamaño 
de muestra fue de 87 individuos con residencia mayor 
a 1 año y consumo de agua, para beber y cocinar 
alimentos, directamente de la llave. Se tomó muestra 
sanguínea por venopunción en tubo con EDTA. La 
MetHb se determinó utilizando el método empleado 
por Sakata y cols., (1982). Se realizó análisis estadístico 
univariado y bivariado, utilizando el software R 
Studio. Resultados: Se encontró un 82% de la población 
estudiada con niveles de MetHb que sobrepasan 
el nivel de referencia. Conclusiones: La exposición 
crónica a niveles altos de nitratos está relacionada 
a la presencia y aumento de metahemoglobina por 
encima de los valores considerados como normales. 

Palabras clave: Nitratos, Metahemoglobina, agua de 
bebida contaminada.

ABSTRACT

Introduction: Nitrates (NO3
-) are ionic compounds 

that are distributed in nature. Through the microbial 
action NO3

- can be reduced to nitrites, where the 
latter represents the most reactive ionic form. 
These compounds are involved in the formation of 
methemoglobin (MetHb), which is the oxidized form 
of hemoglobin (Hb), which does not allow a correct 
transport of oxygen, and also related to diseases such 
as cancer (by N-nitrous compounds) and alterations 
in the endocrine system Circulating MetHb under 
normal conditions does not exceed 1.5% of the total 
Hb, when this occurs, a clinical sign of severity can 
occur characterized as cyanosis. The communities 
of the rural area of   the City of Lerdo, Durango, are 
characterized by anthropogenic activities that have 
been related to contamination of soil and aquifers 
by NO3

-. Objective: To determine MetHb levels in 
individuals with chronic exposure to NO3

-. Materials 
and methods: Cross-sectional study, conducted in 5 
communities in the rural area of   the City of Lerdo, 
Durango. The universe of the study were resident 
individuals of the communities, upon invitation, 
signed an informed consent letter and answered a 
questionnaire. The sample size was 87 people with 
residence over 1 year and water consumption, to 
drink and cook food, directly from the tap. The blood 
sample was obtained by vein puncture in a tube with 
EDTA. MetHb was determined using the method 
used by Sakata et al., (1982). The statistical analysis 
was univariate and bivariate, R Studio Software was 
used. Results: 82% of the population studied was 
found with MetHb levels that exceed the reference 
level. Conclusions: Chronic exposure to high levels 
of nitrates is related to the presence and increase 
of methemoglobin above the values   determined as 
normal. 

Keywords: Nitrates, Methemoglobin, contaminated 
drinking water.
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INTRODUCCIÓN

El ciclo del nitrógeno (N), tradicionalmente, 
comprende tres etapas principales, las cuales son 
la fijación del N, la nitrificación y por último la 
desnitrificación; sin embargo, el entendimiento de 
muchos procesos de transformación y de estados 
de oxidación del N siguen sin descifrarse por 
completo (Stein y Klotz, 2016). Los nitratos (NO3

-) 
son compuestos iónicos, que conforman parte del 
ciclo del N, y que se encuentran de manera natural 
y artificial diseminados en la naturaleza. Los NO3

- 

son el resultado de la oxidación del N, se considera 
a estos como la forma oxidada más estable de estos 
compuestos, sin embargo, frente a la presencia de 
condiciones anaerobias y mediante la presencia de una 
fuente de carbono y la acción de microbiana pueden 
ser reducidos a nitritos (NO2

-) la cual es la forma 
menos estable y más reactiva (WHO, 2017). Los NO3

- 

tienen una gran importancia como nutrientes para las 
plantas, su principal uso en la agricultura es en forma 
de fertilizantes, en la industria alimentaria se utilizan 
NO3

- y principalmente NO2
- como conservadores y 

realzadores del sabor y color en embutidos y carnes 
curadas, en la industria farmacéutica se utilizan 
como antihipertensivos (ATSDR, 2017). Los NO3

- 
se encuentran tanto en suelos como en agua, y son 
un producto final de la descomposición de plantas 
y animales; la ganadería intensiva, la agricultura 
desmedida y las aguas residuales son las principales 
fuentes productoras de estos compuestos y es gracias 
a la lixiviación que sufren que se depositan en mantos 
acuíferos en grandes cantidades, resultando en una 
forma importante de contaminación (Sahoo et al, 
2015; Wongsanit et al, 2015). En los mamíferos las dos 
principales fuentes de exposición a estos compuestos 
se dan por dos vías, la primera es endógena y 
contempla la producción de óxido nítrico (ON) para 
después formar productos resultantes de su oxidación 
como NO3

- y NO2
- (Lundberg et al, 2018), lo anterior, 

a partir del grupo guanidilo que se encuentra en la 
L-arginina en el endotelio vascular, por medio de un 
grupo de enzimas óxido-nítrico-sintetasa (Duarte et 
al, 2008), la reacción de ON y oxihemoglobina produce 
NO3

- y metahemoglobina (MetHb) (Moncada y Higgs, 
1993). La segunda vía es exógena y contempla a los 
NO3

- obtenidos a través de la dieta y la ingesta de 
agua contaminada con estos compuestos (Nujic y 
Stanic, 2017). Aquí, los NO3

- inorgánicos obtenidos de 
la dieta son rápidamente absorbidos por el intestino 
delgado, la mayor parte es eliminada por la orina, 
pero cerca del 25% es captado por las glándulas 
salivales y depositado en la boca a través de la 
saliva, aquí, las bacterias anaerobias facultativas de 

la boca en conjunto con enzimas-nitrato-reductasas 
reducen el NO3

- a NO2
-, después son nuevamente 

absorbidas por el intestino delgado y otra parte no 
absorbida se elimina por los riñones, para completar y 
reanudar así la circulación entero-salivar de los NO3

- 
(Lundberg et al, 2008). Dado a que la principal vía de 
exposición a estos compuestos es a través de la dieta 
y específicamente del agua de bebida contaminada, 
diversas instancias reguladoras han establecido 
límites permisibles para estos compuestos a fin de 
tener una calidad en el agua de consumo humano. La 
Organización Mundial de la Salud, establece para el 
NO3

- un límite de 50 mg/L como ion NO3
- en agua 

de consumo (equivalente a 11 mg/L de N-de NO3
-

); mientras que para el NO2
- establece 3 mg/L como 

ion NO2
- (equivalente a 0.9 mg/L de N-de nitrito) 

(WHO, 2017). Mientras que la Agencia de Protección 
Ambiental de los Estados Unidos determinó como 
nivel máximo de contaminante (MCL, por sus siglas 
en inglés) y máximo nivel de contaminante optimo 
(MCLG, por sus siglas en inglés) para NO3

- 10 mg/L 
de N-de NO3

- (10 partes por millón o 44 mg/L de ion 
NO3

-) y para NO2
-  1 mg/L de N-NO2

- (1 parte por 
millón o 3.3 mg/L de ion NO2

-) (US EPA, 2018). En 
México, existe la Norma Oficial Mexicana 127-SSA 
con modificación en el año 2000, que establece un 
límite de 10 mg/L de N-NO3

- y de 1 mg/L de N-NO2
- 

, para el agua de consumo humano (NOM-127-SSA). 
Estos límites se establecieron a partir de un estudio 
realizado en Estados Unidos, llevado a cabo por la 
Asociación Americana de Salud Pública (APHA, por 
sus siglas en ingles) en 1951, donde se detectaron 
278 casos de MetHb, donde ningún caso se observo 
en áreas donde se tuvo un consumo de agua con 
concentraciones < 10 mg/L N-NO3

- (Walton,1951).

La MetHb, es el resultado de la oxidación del hierro 
dentro de la hemoglobina (Hb), provocando un 
cambio de su estado ferroso a férrico, que provoca 
un inadecuado transporte de oxigeno hacia los 
tejidos y ocasiona hipoxia y cianosis, cuadros clínicos 
que pueden desembocar en una condición mortal, 
sobre todo en niños, quienes tienen la enzima 
metahemoglobina reductasa (citocromo b5 reductasa) 
dependiente de NADPH (Nicotinamida-Adenina-
Dinucleótido-Fosfato) de forma inmadura o incapaz 
de contrarrestar tal oxidación de la Hb (Johnson, 
2019; Zarate et el, 2013). En condiciones normales, el 
porcentaje de MetHb circulante en el organismo es 
del 1.5-2% del total de la Hb (WHO, 2017; ATSDR, 
2017). La MetHb puede ser congénita o adquirida, 
la primera relacionada a defectos moleculares o 
funcionales del citocromo b5 reductasa, mientras que 
la segunda está ligada a la ingesta o por el contacto 
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con agentes químicos oxidantes, en cualquiera de sus 
presentaciones sean estas la alimentaria, farmacéutica, 
química o agrícola de manera intencional o presentes 
de manera natural en el medio ambiente. La forma 
adquirida es la principal causa de esta condición en 
la sangre (Herranz y Clerigue, 2013; Larios, 2009). La 
Comarca Lagunera, representa la principal cuenca 
lechera del país, que en 1949 iniciaba un camino 
hacia las actividades ganaderas tras el colapso de las 
actividades agrícolas que, aunadas al crecimiento 
urbano, representan las principales actividades 
antropogénicas de la región y que permiten una 
acumulación de compuestos nitrogenados en el medio 
ambiente, los suelos y mantos acuíferos utilizados 
para el riego y consumo humano (Cerutt y Rivas, 
2008). Se han determinado concentraciones de NO3

-  
en agua para consumo humano de hasta 11.8 mg/L de 
N-de NO3

- y de hasta 124 mg/L de N-de NO3
- en agua 

destinada para riego agrícola (Calleros et al, 2012). En 
estudios previos, realizados por el grupo de trabajo, 
se ha propuesto a la MetHb como un biomarcador 
de exposición, dadas las condiciones de la zona de 
estudio (Calleros et al, 2018). Por todo lo anterior, el 
objetivo de este estudio fue determinar la MetHb en 
individuos con exposición crónica a NO3

- a través del 
consumo de agua, a fin de conocer el impacto de estos 
compuestos en la salud humana.

MATERIALES Y MÉTODOS

Se trata de un estudio transversal, mismo que se llevó 
a cabo en cinco localidades rurales de la Ciudad de 
Lerdo, Durango. A saber, Villa La Loma, San Jacinto, 
21 de marzo, Villa Juan E. García y Villa Nazareno. 
El universo de estudio contemplo a los habitantes de 
dichas localidades, el muestreo se realizó por medio 
de conglomerados, donde cada localidad represento 
un conglomerado, el tamaño de la muestra fue por 
conveniencia dando un total de 87 individuos. Dentro 
de los criterios de inclusión se tiene cualquier sexo, 

cualquier edad, residentes de su localidad por más de 
un año, utilizar agua, para beber y cocinar alimentos, 
directamente de la llave. Previa información e 
invitación a participar en el estudio, a los habitantes 
se les dio a firmar una carta de consentimiento 
informado y la aplicación de un cuestionario con 
preguntas de interés para el estudio. Acto seguido, 
se les tomo muestra sanguínea por venopunción, 
recolectada en tubo con EDTA como anticoagulante. 
La determinación de metHb se realizó mediante el 
método espectrofotométrico reportado por Sakata 
y cols., (1982), que se basa en la determinación 
de 4 lecturas a 630nm. Para su determinación se 
emplearon 100 μl de sangre con los cuales se realiza 
un hemolizado que contenía 3.9 mL de agua destilada, 
4 mL de regulador de fosfatos pH 6.6. Posteriormente, 
se colocó 1 mL de hemolizado en una celdilla para 
espectrofotómetro y se realizó la primera lectura 
(D1). A la muestra anterior se le añadieron 100 μL 
de azida de sodio 70 mM/L y se mezcló brevemente 
para realizar la segunda lectura (D2). En una segunda 
celdilla se colocó 1 mL de hemolizado nuevamente y 
se le adicionó 100 μL de ferricianuro de potasio al 5%, 
se incubó durante 2 minutos a temperatura ambiente 
para su posterior lectura (D3). Finalmente, a la celdilla 
anterior se le adicionaron 100 μL de azida de sodio 70 
mM/L y se obtuvo la absorbancia (D4). Es importante 
mencionar que cada lectura se realizó contra un 
blanco que contenía regulador de fosfatos, pH 6.6. 
El nivel considerado como normal fue de 1.5% de 
MetHb, el cálculo del porcentaje de metahemoglobina 
se determinó mediante la siguiente fórmula.

El análisis estadístico univariado y bivariado se realizó 
utilizando el paquete estadístico de libre acceso R 
Studio, 2019.
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RESULTADOS

En la tabla 1, se muestran las características de la 
población de estudio.En la tabla 2, se muestra la 
distribución del porcentaje de metahemoglobina en la 
población de estudio.

En la tabla 3, se muestran los niveles de MetHb, 
en las diferentes localidades, distribuido según 
la concentración de NO3

- en el agua de consumo 
humano.

Un resultado interesante fue la correlación de Pearson 
entre los niveles de MetHb y las concentraciones 
de NO3

-  en el agua de consumo humano, tabla 4; a 
pesar de no tener una significancia estadística, se 
puede observar una correlación en la cual a mayor 
concentración de NO3

-  se presentan mayores niveles 
de MetHb, gráfica 1.
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Recuadro inferior izquierdo. Eje Y: 0-12, Niveles de 
MetHb (%). Eje X: 1,21 de marzo; 2, Villa Nazareno; 3, 
Villa Juan E. García; 4, San Jacinto; 5, Villa La Loma, 
concentración de NO3

- en agua de consumo humano 
por localidad.

El análisis de correlación de Pearson entre la edad y 
los niveles de MetHb se observan en la tabla 5.

DISCUSIÓN 

Una de las formas para medir el impacto de las 
actividades antropogénicas en el suelo y el agua es 
a través de la determinación de NO3

-, NO2
-, sulfatos 

y fosfatos, considerados como indicadores de 
contaminación humana. Altas concentraciones de estos 
compuestos, que alcanzan y sobrepasan los niveles 
permisibles, en zonas urbanas y regiones dedicadas 
a la agricultura y ganadera demuestran un uso 
desmedido de fertilizantes nitrogenados, producción 
excesiva de aguas residuales y excretas animales que 
terminan en los mantos acuíferos por medio de la 
lixiviación, resultando en una contaminación del agua 
destinada para el consumo humano y animal (Bolaños 
et al, 2017; Mabroka et al, 2018). Las concentraciones 
de NO3- determinadas en los pozos de agua para el 
consumo humano en la región rural de Ciudad Lerdo, 
en estudios previos, ponen de manifiesto el problema 
actual de contaminación acuífera que tienen esta zona 
dedicada a la agricultura y ganadería, y del riesgo que 
representa para la salud sus pobladores.

Se ha mencionado que la exposición crónica a 
concentraciones por encima de los niveles permisibles 
de NO3

-, tiene relación con enfermedades como cáncer 
de colon, alteraciones endocrinas, y defectos del tubo 
neural, además de Metahemoglobinemia (Ward, 2018; 
Khazenzi et al, 2014).  Esto coincide con los resultados 
de este estudio, pues el 82% de las personas expuestas 
de manera crónica a concentraciones altas de estos 
compuestos presentan alteración de los niveles 
de MetHb siguiendo una tendencia, aunque no 
significativa, si perceptible a medida que aumentan las 
concentraciones en el agua. Por otra parte, la principal 
causa de metahemoglobinemia, es por una exposición 
aguda a compuestos oxidantes, fármacos y agentes 
químicos en su mayoría (Gómez et al, 2017; Lepe et 
al, 2015; Alanazi, 2017), afectando principalmente a 
niños. Los niveles de MetHb presentes en la población 
de estudio contemplan mediciones tanto en niños 
como en adultos, y se atribuye esta condición a la 
exposición por compuestos nitrogenados en el agua 
de bebida, como lo son los NO3

-, pues mediante el 
cuestionario, se descarta la exposición a otro tipo de 
elementos que pudieran desencadenar esta afección.

CONCLUSIÓN

La exposición crónica a niveles altos de nitratos 
está relacionada a la presencia y aumento de 
metahemoglobina por encima de los valores 
considerados como normales.
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Miguel de Cervantes Saavedra (1547-1616); escritor español.
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RESUMEN 

El ambiente hospitalario constituye un reservorio 
importante de microorganismos capaces de generar 
infecciones. Los microorganismos de origen ambiental 
pueden transmitirse por diferentes rutas y se relacionan 
con áreas, concéntricas y confluentes, en función a la 
proximidad que tienen con el paciente. Por otro lado, 
en ocasiones, no se dispone de recomendaciones 
para prevenir, monitorizar o controlar la presencia 
de estos, como es el caso del género Aeromonas 
considerado como un patógeno emergente, ya que 
posee múltiples factores putativos de virulencia que 
se asocian al desarrollo de infecciones. El objetivo 
del presente trabajo fue: Demostrar la presencia del 
género Aeromonas en el ambiente hospitalario, así 
como detectar los genes que codifican para algunos 
factores putativos de virulencia, lo que permitirá 
reconocer cepas potencialmente virulentas como un 
factor de riesgo de infección.

Se identificaron los aislamientos a nivel de género por 
la detección del gen gcat, posteriormente se realizó 
la identificación a nivel de especie por la técnica de 
RFLP-PCR del gen 16S rRNA y rpoD, por otro lado, 
la tipificación se realizó por la técnica de ERIC-
PCR, además se realizó la detección de seis factores 
putativos de virulencia. 

Se obtuvieron 24 aislamientos identificados como A. 
caviae (15/24), A. hydrophila (2/24), A. media (1/24), 
A. rivuli (1/24) y A. enteropelogenes (5/24). No se 
presentaron eventos de clonalidad entre estas y 
se detectaron diferentes genes que codifican para 
algunos factores putativos de virulencia como exu 
(6/24), lafA (3/24), amoA (11/24), hgp (12/24) aer/hem 
(12/24), stx1 (0/24), stx2 (0/24), ast (7/24) y alt (5/24). 
La presencia de especies del género Aeromonas en el 
ambiente hospitalario podría representar un riesgo de 
infección para los pacientes que son tratados en dicho 
hospital.

Palabras clave: Aeromonas, Factores putativos de 
virulencia, ambiente hospitalario. 

ABSTRACT

The hospital environment constitutes an important 
reservoir of microorganisms capable of generating 
infections. The microorganisms of environmental 
origin can be transmitted by different routes and are 
related to concentric and confluent areas, depending on 
the proximity they have with the patient. Alternatively, 
sometimes, there are no recommendations to prevent, 
monitor or control their presence, as is the case of the 
genus Aeromonas considered an emerging pathogen, 
since it has multiple putative virulence factors that 
are associated with the development of infections. 
The objective of this study was: to demonstrate the 
presence of the genus Aeromonas in the hospital 
environment, as well as to detect genes coding for 
some putative virulence factors, which will allow to 
recognize potentially virulent strains as a risk factor 
for infection. The isolates were identified to genus 
level by the detection of the gcat gene, subsequently 
identification to species level was performed by the 
RFLP-PCR technique of the 16S rRNA and rpoD gene. 
Moreover, the typing was performed by ERIC-PCR 
technique, in addition, six putative virulence factors 
were detected by endpoint PCR. 24 isolates identified 
as A. caviae (15/24), A. hydrophila (2/24), A. media 
(1/24), A. rivuli (1/24) and A. enteropelogenes (5/24) 
were obtained. There were no clonal events between 
them, and different genes coding for some putative 
virulence factors such as exu (6/24), lafA (3/24), amoA 
(11/24), hgp (12/24) aer/hem (12/24), stx1 (0/24), 
stx2 (0/24), ast (7/24), and alt (5/24) were detected. 
The presence of species of the Aeromonas genus in 
the hospital environment could represent a risk of 
infection for patients who are treated in the hospital.

Key words: Aeromonas, putative virulence factors, 
hospital environment. 
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INTRODUCCIÓN 

Una Infección adquirida en el hospital (IAH), también 
llamada Infección asociada a la atención de la salud 
(IAAS), es aquella condición localizada o generalizada, 
resultante de la reacción adversa a la presencia de un 
agente infeccioso o su toxina, que se adquiere durante 
el curso del tratamiento para otras condiciones y se 
hace aparente después de 48 h del ingreso del paciente 
al hospital, o después de transcurridas 48 a 72 h del 
egreso hospitalario que no se encontraba presente, 
o en periodo de incubación, al momento del ingreso 
(Chávez, B., 2004; Cardoso, T., et al.; 2014).

Las infecciones hospitalarias se producen por el 
contacto del paciente con tres posibles fuentes: su 
propia microbiota, los patógenos presentes en otros 
pacientes o en el personal sanitario y por patógenos 
presentes en el ambiente hospitalario. Se considera 
que el origen más importante de infección nosocomial 
es la microbiota endógena, pero se estima que el 20 - 40 
% de las infecciones se adquieren de forma horizontal 
de otros pacientes o personal y el 20 %, del ambiente 
(Weinstein, R.,1991).  Los microorganismos de origen 
ambiental pueden transmitirse tanto por contacto 
directo o indirecto, por inhalación, a través del 
agua, de la comida o de las soluciones intravenosas 
(Sehulster, L., et al.; 2003).

Estas infecciones están relacionadas con patógenos 
específicos y para establecer una causa ambiental es 
necesario demostrar de modo eficiente la transmisión 
y la relación genética entre los aislados clínicos y 
ambientales mediante métodos de tipificación con 
suficiente capacidad discriminativa (Ruiz-Camps, I., 
et al.; 2010).

En muchas ocasiones, a pesar de conocerse la 
relación causal con el ambiente hospitalario, no 
se dispone de recomendaciones para prevenir, 
monitorizar o controlar estos patógenos como es el 
caso del género Aeromonas el cual esta ampliamente 
distribuido en el ambiente y los principales factores 
putativos de virulencia asociados a enfermedades son 
principalmente exotoxinas, exoenzimas, endotoxinas, 
sideróforos, flagelos, cápsula, así como la capacidad 
de adherencia (Arteaga-Garibay, R., et al.; 2006). Se 
han realizado numerosos estudios para elucidar los 
mecanismos de patogenicidad en las infecciones 
causadas por este microorganismo y no se ha logrado 
establecer de forma contundente, por lo cual se 
considera que es un proceso multifactorial. Por otro 
lado, en México son pocos los estudios en donde ha 
reportado el aislamiento de este género en ambientes 
hospitalarios como uno de ellos es el estudio realizado 

por Alba-Romero y colaboradores en el 2014 en donde 
se aislaron especies del género Aeromonas en aire 
acondicionado de hospitales e instituciones públicas 
de Gómez Palacio en Durango, donde se sugiere se 
realicen monitoreos bacteriológicos de rutina ya que 
representa un riesgo para la mayoría de los pacientes 
hospitalizados. El género Aeromonas posee múltiples 
factores putativos de virulencia que se asocian al 
desarrollo de infecciones. El detectar los genes que 
codifican para algunos de estos factores permitirá 
reconocer cepas potencialmente virulentas que 
podría considerarse un factor de riesgo de infecciones 
y la relación con la presencia de dicha bacteria en 
el sistema de agua potable, alimentos, insumos y 
pacientes en hospitales de tercer nivel en la ciudad 
de México. Por lo que en este trabajo se propone 
evidenciar la presencia del género Aeromonas en 
ambiente hospitalario, así como detectar algunos 
factores putativos de virulencia que permitirá 
reconocer cepas potencialmente virulentas como un 
factor de riesgo de infección.

MATERIALES Y MÉTODOS 

Se trabajaron 24 aislamientos del Hospital de 
Infectología Centro Médico Nacional                           ̏La 
Raza ̋ y del Hospital de Pediatría Centro Médico 
Nacional ̏ Siglo XXI ̋, estos se identificaron previamente 
por el sistema automatizado VITEK 2 como 
Aeromonas hydrophila / caviae o Aeromonas salmonicida 
adicionalmente se determinó el perfil de resistencia 
a antimicrobianos se clasificaron las cepas con base 
en lo establecido por Magiorakos, A. y colaboradores 
en el 2012. Dichas cepas fueron aisladas de muestras 
de agua, alimentos como dietas poliméricas e 
hidrolizados de fórmulas lácteas, detergentes de uso 
quirúrgico y de biopsias de pacientes recolectadas en 
un periodo de agosto del 2017 a agosto del 2018. 

Extracción de DNA

Se realizó la extracción de DNA con el sistema 
comercial InstaGene Matrix ® (Bio-Rad), con base en 
las indicaciones del fabricante. Se tomaron de 2 a 3 
colonias para hacer una suspensión en agua estéril, 
se centrifugó a 11 269 x g durante 1 min, el botón se 
resuspendió en 200 μL de la matriz del kit y fue llevado 
a incubación en baño maría a 56 °C durante 30 min, al 
finalizar se llevó a ebullición durante 8 min, posterior 
a este paso se centrifugó a 11 269 x g durante 2 min, y 
se recuperó el sobrenadante en donde se encontraba 
el DNA, el cual se conservó a -20 °C hasta su uso.
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Reacción en Cadena de la Polimerasa

La amplificación mediante la PCR del gen gcat 
se llevó a cabo en un termociclador (Biometra). 
Aproximadamente 300 ng del DNA genómico se 
sometió a la amplificación, en un volumen final 
de 25 µL. La mezcla de reacción contenía 2.5 µL 
de regulador de PCR 10X (20 mM Tris-HCl pH 
8.4, 50 mM KCl), 0.5 µL de iniciador-F (0.3 µM), 
0.5 µL iniciador-R (0.1µM), 0.9 µL MgCl2 (50mM), 
3.8 µL de la mezcla de dNTP´s (2 mM), 0.25 µLTaq 
polimerasa (1.2 U) y 14 µL de agua. Los iniciadores 
empleados fueron R-5´ GCAGGTTGAACAGTATCT 
3, F-5´ CTGGAATCCCAAGTATCAG 3 (Chacón, 
M, et al.; 2002). Las condiciones en el termociclador 
consistieron en un ciclo de desnaturalización inicial 
a 94 °C por cinco min, seguida de 30 ciclos de: una 
fase de desnaturalización a 95 °C por un min, una 
fase de alineamiento a 56 °C por un min y otra fase de 
extensión a 72 °C por un min para finalmente, tener 
una fase de extensión final a 72 °C por 10 min. El DNA 
de la cepa tipo Aeromonas hydrophila ATCC 7966T fue 
utilizado como control positivo de la PCR.

Demostración de amplicones

Los productos de amplificación de la PCR fueron 
demostrados mediante electroforesis en gel de 
agarosa al 1 %, la agarosa fue disuelta en una solución 
de TAE 1X (Tris base 2 M-ácido acético-EDTA 0.5 M) 
y se calentó hasta su completa disolución, se colocó 
la mezcla en una cama de electroforesis y tras su 
gelificación las muestras se colocaron dentro de los 
pozos del gel, mezclando 5 μL de densificante 1X tipo 
IV (azul de bromofenol al 0.25 %, 40 % de sacarosa 
(w/v) en agua) con 2 μL de la muestra amplificada. 
El gel montado se corrió a 60 V/cm durante 90 
mins. Transcurrido el tiempo se reveló con 2.5 μL 
de bromuro de etidio (0.5 μg/μL) y se visualizó 
en un documentador de geles con luz ultravioleta. 
La fotografía del gel fue tomada con el programa 
Carestream®. El producto esperado es un fragmento 
amplificado de 237 pb, correspondiente al gen gcat; 
además de las muestras a analizar, se corrió en paralelo 
2 μL (1 μg/μL) del marcador de talla molecular Kapa 
Ladder (100 pb, Kapa Universal, México).

Identificación genética gen 16S rRNA   

La amplificación mediante la reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR) del gen 16S rRNA   se llevó a cabo en 
un termociclador (Biometra). Aproximadamente 2-3 
µg del DNA genómico se sometieron a la amplificación, 
en un volumen final de 50 µL. La mezcla de reacción 
contenía 5 µL de regulador de PCR 10X (20 mM Tris-

HCl pH8.4, 50 mM KCl), 1 µL de iniciador Anti 15 

AGA  GTT  TGA TCA  TGG  CTC  A 3’   (0.3µM), 1  µL 
iniciador S 5 GGT  TAC  CTT  GTT  ACG  ACT  T 3’ 

(0.3µM), 1.8 µL MgCl2 (50mM), 7.5 µL de una mezcla  
de dexoxirribonucleòsidos trifosfato dNTP´s ( dATP, 
dCTP, dGTP y dTTP a 2 mM), 0.5 µL Taq polimerasa 
(2.5U) adicionada en Hot Start y 28.2 µL H20. Las 
condiciones para cada ciclo de reacción programada 
fueron: 96°C 5 min (desnaturalización), 94°C 1 min 
(desnaturalización), 56°C 1 min (hibridación), 72 °C 
1.30 min (extensión), estas condiciones se repitieron 
por 35 ciclos y al finalizar se efectuó una última 
extensión durante 5 min a 72°C. 

Los productos de la amplificación fueron analizados 
por electroforesis en geles de agarosa al 1% (agarosa 
Invitrogene, México) disuelta en una solución 
reguladora TAE 1x (trisma base 2M-ácido acético-EDTA 
0.5 M) se calentó hasta su disolución, se le adicionó 5 
µL de bromuro de etidio (0.5 µg/ml). Después de su 
gelificación las muestras se colocaron dentro de los 
pocillos, mezclando 2 µL de densificante 6X tipo IV 
(azul de bromofenol al 0.25%, 40% de sacarosa (w/v) 
en agua) con 5 µL de la muestra amplificada. Estas 
se corrieron a 55 V/cm durante 60 min. Al término 
del tiempo se visualizaron en un documentador de 
geles con luz ultravioleta, fotografiando el gel con 
La fotografía del gel fue tomada con el programa 
Carestream®. Para esta reacción de PCR se esperaba 
un fragmento amplificado de 1502 pb. Además de la 
muestra a analizar se corrió en paralelo 5 µL (1µg/µL) 
del marcador de peso molecular ladder (50-2000 pb) 
(Invitrogene, México).

Restricción de los productos de la PCR del gen 16S 
rRNA   

Previamente a la digestión se procedió a la limpieza 
del producto amplificado empleando el sistema 
Purification PCR (Invitrogen, México), el cual está 
diseñado para la purificación rápida de los productos 
de PCR. Los componentes de la PCR, así como la Taq 
polimerasa, regulador PCR 10X, exceso de iniciadores 
y dNTP`s fueron eliminados por un simple proceso de 
centrifugación del producto a través de la columna. 
El producto resultante de la limpieza se sometió a la 
digestión enzimática doble, se preparó una mezcla la 
cual contenía 12 µl del amplificado, 1 µL del regulador 
de digestión (10x), 1 µL de la enzima Alu I (10U/
µl), 1 µL de la enzima Mbo I (10U/µL) (Invitrogene, 
México), 5 µL de agua obteniendo un volumen final 
de 20 µL, la mezcla se incubó a 37 ˚C durante toda 
la noche. Los amplificados del gen 16S rRNA ya 
digeridos, fueron separados mediante electroforesis 
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en geles de poliacrilamida (Biorad, México) al 17 
% a 300 V/56mA durante 3 horas.  Al término del 
tiempo se tiñeron los geles con bromuro de etidio 
(0.5 µg/mL) durante 30 min. Al término del tiempo 
se visualizaron en un documentador de geles con 
luz ultravioleta, fotografiando el gel con el programa 
Carestream®. En todos los geles se corrió en paralelo 
5 µL de marcador de peso molecular Marker V (587-
8 pb) (Roche Diagnostics, México). Las fotografías de 
los RFLP-PCR obtenidos de las digestiones dobles con 
las enzimas Alu I y Mbo I fueron comparadas con los 
patrones obtenidos para las cepas tipo de cada una 
de las especies, para asignar a cada cepa la especie 
correspondiente. 

Para las cepas que presentaban patrones atípicos con 
la técnica anterior se utilizó la identificación con la 
técnica de RFLP-PCR del gen rpoD con los iniciadores 
Aero-F: 5YGARATCGAYATCGCCAARCGB3 y 
Aero-R: 5GRCCDATGCTCATRCGRCGGTT3 para 
la amplificación la mezcla de reacción de 25 µL que 
contenía  2.5 µL de regulador de PCR (10X), 3.7 µL de 
solución de desoxinucleotidos (2 µM), 0.9 µL cloruro 
de Magnesio (50 mM), 0.5 µL del iniciador directo (0.3 
µM), 0.5 µL del iniciador reverso (0.3 µM), 0.25 µL Taq 
DNA polimerasa (5 u/µL), 2 µL de DNA molde (200-
300 ng/µL) y 14.4 µL agua grado biología molecular.

 La mezcla se desnaturalizó a 95 °C durante 5 min, 
seguido de 40 ciclos de 95 °C durante 30 seg, 60 
°C durante 30 seg y 72 °C durante 1 min, y una 
extensión final a 72 °C durante 7 min. Se obtuvo un 
producto entre 770-782 pb el cual se evidencio en un 
gel de agarosa al 1.5 %. Posteriormente se realizó la 

digestión con una mezcla que contenía 8.5 µL del 
producto de amplificación 1 µL de regulador con 0.5 
µL de enzima AluI se incubo por 30 min a 37 °C, la 
reacción se terminó con una incubación de 20 min a 
80 °C, los productos obtenidos se analizaron en geles 
de agarosa al 2 % (Puah, S., et al.; 2018).

Tipificación ERIC-PCR

La Tipificación genética por se llevó a cabo 
por la técnica de ERIC-PCR para determinar la 
relación clonal de las cepas identificadas como 
Aeromonas, se utilizaron los iniciadores ERIC-1 F: 
5ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC3 y ERIC-2 R: 
5AAGTAAGTGACTGGGGGT3. La amplificación se 
llevó a cabo con una mezcla de reacción de 50 µL que 
contenía 5 µL de regulador de PCR (10X), 7.5 µL de 
solución de desoxinucleotidos (2 µM), 3 µL cloruro de 
Magnesio (50 mM), 1 µL del iniciador directo (0.3 µM), 
1 µL del iniciador reverso (0.3 µM), 0.5 µL Taq DNA 
polimerasa (5 u/µL), 2 µL de DNA molde (50 ng/µL) 
y 30 µL agua grado biología molecular. La mezcla se 
desnaturalizó a 94 °C durante 1 min, seguido de 30 
ciclos de 94 °C durante 1 min, 52 °C durante 1 min 
y 65 °C durante 8 min, y una extensión final a 65 °C 
durante 16 min (Versalovic, J., et al.; 1991).

Los productos se observaron en geles de 
poliacrilamida al 12 % para su análisis se generó una 
matriz de ausencias y presencias con la cual se calculó 
la similitud genética con un coeficiente de Jaccard con 
el programa Past 3.24 (Hammer Ø., 2001), se obtuvo 
el dendrograma para determinar la relación clonal y 
el grado de similitud de las cepas.
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN

En este estudio se analizaron 24 cepas las cuales se 
agruparon según su identificación y procedencia 
(figura 1), fueron identificadas por el sistema 
automatizado VITEK 2 compact de BioMerieux. Se 
reportaron 2 cepas como A. salmonicida y 22 cepas 
como A. hydrophila / caviae, dado que se requiere una 
prueba bioquímica adicional para la diferenciación de 
estas dos especies. 

Por otra parte, se ha observado que el uso de equipos 
automatizados está diseñado principalmente para la 
identificación de bacterias Gram negativas, oxidasa 
negativas y aerobias o anaerobias facultativas 
pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae y se 
da poca relevancia a bacterias oxidasa positivas y 
pertenecientes al género Aeromonas (Abbott, S., et al.; 
1998). Para este equipo se sabe que tiene un porcentaje 
de precisión que va de 77.1 % a un 95.5 % para este 
género, esto en estudios de cepas de origen clínico en 
donde la identificación a nivel de especie es mucho más 
compleja dado que el género  presenta propiedades 
bioquímicas heterogéneas por lo que frecuentemente 
se presentan identificaciones erróneas debido a 
que este sistema tiene una base de datos obsoleta, 
algoritmos inexactos que deben compensarse con 
pruebas adicionales poco prácticas que requieren de 
más tiempo para poder determinar la especie (Janda, 
M., 2010). Debido a esto es importante identificar las 
cepas de Aeromonas mediante técnicas genéticas esto 
provoca que la incidencia real de las especies del 
género esté desvirtuada (Castro-Escarpulli, G. et al., 
2003).

 En este sentido, Chacón y colaboradores en el 2002 
propusieron un marcador molecular para la detección 
de un fragmento de 237 pb del gen que codifica para 
la glicerofosfolípido-colesterol aciltransferasa (gcat) 
para la identificación inequívoca de cepas a nivel de 
género. Logrando detectar este gen en todas las cepas 
analizadas. 

La identificación a nivel de especie de manera más 
fiable, se establece con un método basado en el 
análisis de los patrones de RFLP-PCR del gen 16S 
rRNA obtenidos tras digerir el gen completo de 1 
502 pb con las endonucleasas AluI-MboI en donde 
se pueden identificar 14 de las especies con mayor 
prevalencia clínica y ambiental (Figueras, M., et 
al.; 2000). Con la aplicación de esta técnica se logró 
identificar a 17/24 cepas como A. caviae y 7/24 cepas 
presentaron un patrón atípico, esto puede ser debido a 
que en el lugar de restricción del gen 16S rRNA exista 
variabilidad intraespecífica o a la posibilidad de que 

se trate de una especie diferente ya que actualmente 
se reconocen a 36 especies (Figueras, M., et al.; 2011; 
Martínez-Murcia, A., et al.; 2013). 

Por lo que se implementó la técnica de RFLP-PCR del 
gen rpoD digerido con la endonucleasa AluI con la 
finalidad de identificar las cepas restantes, ya que con 
esta técnica tiene un mayor poder de discriminación 
y se pueden identificar a 27 especies (Puah, S., et al.; 
2018).  Con este método alternativo se identificaron 
cepas de A. enteropelogens, (5/7), A. media (1/7) y A. 
rivuli (1/7), comparando ambos métodos se obtuvo  
mayor ventaja con  la técnica  de restricción del gen 
rpoD ya que es una técnica de menor costos y se realiza 
en menor tiempo, además de que no se requiere 
de la purificación del producto de amplificación 
y para realizar la digestión se requiere solo una  
endonucleasa y los fragmentos se pueden evidenciar 
en geles de agarosa, a diferencia de la restricción del 
gen 16S rRNA que requiere de mayor tiempo ya que 
la restricción y los fragmentos de esta se analizan en 
geles de poliacrilamida.

Los perfiles de resistencia a antimicrobianos de 
cada aislamiento se observan en el cuadro 2, los 
fenotipos obtenidos fueron 22/24 cepas como 
no multidrogorresistentes (NMDR), 1/24 cepas 
multidrogorresistentes (MDR) y 1/24 extensamente 
drogorresistentes (XDR), se presentó resistencia a 
ampicilina en un 91.6 % (22/24) de las cepas analizadas, 
esto está asociado principalmente a la producción de 
β-lactamasas la cual es una característica específica 
del género, teniéndola en casi todas las especies a 
excepción de A. trota y algunas veces se presenta en A. 
caviae, sin embargo se recomienda la combinación del 
ácido clavulánico o  subactam con  ampicilina, para 
el tratamiento de infecciones con este agente para 
reducir la resistencia de Aeromonas spp. (Vila, J., et al.; 
2002). 

Las cefalosporinas y fluoroquinolonas, presentaron 
una buena actividad frente a las cepas ensayadas con 
porcentaje de susceptibilidad del 95.8 % (23/24), lo 
cual concuerda con el estudio realizado por Ghenghes 
y colaboradores en el 2014. Los mecanismos de 
resistencia a las cefalosporinas de tercera generación 
en Aeromonas se han atribuido a la producción de 
beta-lactamasas, bombas de eflujo y alteraciones en la 
membrana externa. La aparición de estos mecanismos 
de resistencia es importante ya que este género 
es considerado como un agente de diseminación 
de material genético asociado a la resistencia 
antimicrobiana (Isoken, H., et al.;2012).
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En el caso de los aminoglucósidos como gentamicina 
y tobramicina se presentó un porcentaje de 
susceptibilidad del 91.6 % (22/24) y 95.6 % (23/24) 
respectivamente, los mecanismos que pueden 
presentar los aislados que proporcionan resistencia 
a estos fármacos son las mutaciones puntuales en 
las proteínas ribosómicas que confieren resistencia 
a aminoglucósidos, tetraciclinas y resistencia a 
los macrólidos, estos mecanismos no se han sido 
reportados tan frecuentemente en aislamientos de 
origen ambiental. En contraste con lo reportado 
por Soler y colaboradores en el 2002 en donde ellos 
reportan el 100 % de susceptibilidad ante estos 
antimicrobianos.

En otros estudios se describen que la resistencia 
adquirida a antimicrobianos en cepas del género 
Aeromonas presenta un porcentaje alto, lo cual puede 
explicar la variabilidad de los patrones de resistencia 
en cepas de origen ambiental comparadas con las 
cepas de origen clínico. Esto se asocia a que en el 
ambiente hospitalario las cepas están en contacto 
con otros géneros bacterianos que pueden transferir 
genes mediante la presencia de integrones, plásmidos 
y algunos otros elementos genéticos móviles (Bello-
López et al., 2019).

En el caso de aislados clínicos el tratamiento de 
primera línea es cotrimoxazol y fluoroquinolonas 
en infecciones graves provocadas por este género 
utilizando también aminoglucósidos, cefalosporinas 

de tercera generación, piperacilina/tazobactam y 
carbapenems especialmente imipenem (Morris, P., 
et al.; 2011). No obstante, existen discrepancias entre 
los diversos estudios con respecto a la actividad y 
eficacia de los mismos, en este trabajo se observó un 
porcentaje de susceptibilidad al imipenem del 91.6 % 
(22/24) el cual es mayor comparado con lo reportado 
por Overman y colaboradores en 1985 en donde se 
reporta susceptibilidad en el 50 % en aislados de A. 
hydrophila de origen acuático y peces.

En cuanto a los inhibidores de la vía del folato se 
reporta un porcentaje de suceptibilidad del 75 % 
(18/24). La resistencia a estos compuestos se asocia 
principalmente con la modificación de las enzimas 
diana ácido dihidropteroico sintasa (DHPS) y 
dihidrofolato reductasa (DHFR), Sólo se han descrito 
tres variantes móviles de los genes de resistencia a la 
sulfonamida; sul1, sul2 y sul3. Estos genes se encuentran 
generalmente en plásmidos y material genético 
móvil asociados con la familia de transposones Tn21. 
Existen pocos estudios sobre la prevalencia de estos 
genes en el género Aeromonas se reporta de 25 al 52 % 
en aislamientos de peces (Chang, Y., et al.; 2008). 

Donde se puede observar los antibióticos probados, 
de color azul se representan los antibióticos donde las 
cepas fueron sensibles y de color rojo los antibióticos 
que presentaron resistencia. 
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La tipificación genética se realizó con el análisis de los 
diferentes patrones de bandeo, donde se identificaron 
21 marcadores de las secuencias ERIC, se obtuvo 
un dendrograma (figura 2) con un coeficiente 
de correlación de r=0.77 que demuestra que la 
construcción de este no ocurrió por eventos al azar, 
y se realizó con un boostrap de 100 que determinó la 
relación genética de las cepas y no se presentaron 
eventos de clonalidad lo que indica que ninguna de 
estas cepas provenía de la misma fuente. En cuanto a 
la agrupación obtenida, las cepas se clasificaron por 
origen en los aislados de origen clínico, detergente 
enzimático y el agua, sin embargo, en los aislamientos 
de alimentos se tienen una distribución más amplia 
lo que podría indicar que al ser alimentos que se 
reconstituyen en agua posiblemente la contaminación 
provenga de esta.

En este estudio se determinó la distribución y se 
detectaron genes que codifican para diferentes factores 
putativos de virulencia como exu (6/24), lafA (3/24), 
amoA (11/24), hgp (12/24) aer/hem (12/24), stx1 
(0/24), stx2 (0/24) ast (7/24) y alt (5/24) en donde el 
gen que se presentó con mayor frecuencia fue aer/hem 
50 % (12/24) el cual corresponde a las hemolisinas 
originalmente denominada aerolisina estas son 
un grupo diverso de enzimas multifuncionales, su 
secuencia de aminoácidos es parcialmente semejante 
a la de la toxina α de Staphylococcus aureus y con 
la enterotoxina  A de Clostridium perfringens, esta 
se caracteriza por la formación de poros en la 
membrana de las células hospedero, se le asocia 
principalmente con la producción de cuadros de 

gastroenteritis, se encuentra aproximadamente en 
un 80 % de las cepas aisladas  (Rasmussen-Ivey, 
C., et al.; 2016). Algunas cepas presentan más de un 
gen que codifica para las hemolisinas lo que podría 
dificultar la detección de este gen, en otros estudios 
realizados por Chacón y colaboradores en el 2003 
encontraron significativamente más la presencia de 
dicho gen en cepas clínicas que ambientales. En A. 
caviae, la presencia de la aerolisina/hemolisina, así 
como la actividad ß-hemolítica se demostró en menor 
proporción en un 40 % y 37.5 %, respectivamente lo 
cual concuerda con lo reportado en este estudio. Las 
enterotoxinas alt (codifica una toxina lábil al calor que 
reacciona de forma cruzada con la enterotoxina de tipo 
Shiga) y ast (codifica para la enterotoxina termolábil y 
esta tiende a producir reacción cruzada con la toxina 
colérica), se detectó un 20.8 % (5/24) y 29.1 % (7/25) 
respectivamente en otros estudios la  presencia de 
estos genes en A. caviae corresponden a un 36 %, en el 
caso de los aislado de alimentos; La presencia de estos 
genes implica un riesgo de intoxicación alimentaria, y 
su detección es   esencial ya que estos factores ayudan 
a establecer un infección gatrointestinal siendo estas 
un riesgo para los pacientes de los nosocomios en 
estudio (Latif, E., 2015).

Otro factor de virulencia estudiado fueron los genes 
stx1 y stx2 que codifican para la toxina tipo Shiga, esta 
tiene relevancia clínica ya que podría ser considerada 
causante de diarrea principalmente en pacientes 
pediátricos (Hernández-Cortez, C., et al.; 2011; 
Figueras, M., 2015). No obstante, este género es de 
importancia, ya que se asocia como un patógeno que 
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causa Síndrome Urémico Hemolítico. En este estudio 
no se logró detectar estos genes.

La producción de las desoxirribonucleasas 
codificadas en el gen exu puede expresarse de 
manera diferente dependiendo del ambiente, es 
considerado un elemento de la evasión de la respuesta 
inmunológica del hospedero, aunque no muestra 
cambios significativos en la actividad hemolítica en 
Aeromonas, en estudios existentes sobre las DNasas, 
se han descrito y caracterizado tres genes, además de 
que en cepas de origen clínico se ha presentado en un 
95 % y en cepas ambiental un 85 % aunque  a un se 
desconoce la distribución de éstas en las especies del 
género debido a esto con los iniciadores utilizados 
se logró detectar solo en el 25 % (6/24) de las cepas, 
fenotípicamente se demostró la presencia de esta 
enzima en un 70.83 %  (17/24) (Chacón M. et al., 2003).

Por otro lado, los sideróforos, tienen un papel 
importante en la adquisición de hierro. Este género 
presenta la amonabactina, en algunas cepas de A. 
hydrophila pueden expresar un mecanismo secundario 
para mejorar la eficacia de la adquisición de hierro 
mediante la expresión de receptores de membrana 
externa específicos (Stintzi A. et al., 2000), las cuales 
consisten en proteínas bacterianas de la membrana 
externa capaces de unirse a proteínas específicas de 
unión al hierro o al grupo hemo del hospedero sin la 
intervención de sideróforos (Ebanks R. et al., 2004). 
Tal es el caso del gen hgp, el cual codifica para el 
receptor putativo de membrana externa del grupo 
hemo, algunos estudios han demostrado que hgp está 
involucrado en la utilización de hierro unido al grupo 
hemo. En este trabajo se identificó 45.8 % (11 /24) 
cepas en las cuales se encontraba el gen hgp y para el 
gen amoA se presentó 50 % (12/24) y la combinación 
de ambos genes se presentó en 37.5 % (9/24) por lo 
que se podría relacionar como un factor que favorece 
la colonización del hospedero (Maltz M. et al., 2015). 

La diversidad del género Aeromonas a nivel genético en 
cuanto a su amplia distribución de factores putativos 
de virulencia, como se reporta en este trabajo, varía 
según la especie y origen. La proporción de diferentes 
determinantes putativos de virulencia detectados en 
las cepas sugiere que cada cepa podría usar diferentes 
mecanismos para colonizar, infectar y causar una 
enfermedad en el hospedero, por lo que los hospitales 
deberían implementar un protocolo para la detección 
del género Aeromonas en los alimentos, agua y 
detergentes para evitar un riesgo en la salud de los 
pacientes. 

CONCLUSIÓN

La proporción de los factores putativos de virulencia 
detectados en las cepas sugiere que cada cepa podría 
usar diferentes mecanismos para colonizar, infectar y 
causar una enfermedad como patógenos oportunistas 
en estos hospitales.
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RESUMEN

El género Aeromonas comprende más de treinta 
especies de bacilos Gram negativos, distribuidos 
ampliamente en el medio ambiente. Esta bacteria 
se aísla de humanos, animales, cuerpos de agua y 
alimentos, siendo los últimos, de gran importancia 
por ser una fuente de infección intestinal; entre los 
alimentos más comunes de los cuales se aísla, están 
pescados, crustáceos, vegetales y carne de pollo, lo 
cual convierte a estos alimentos en un riesgo sanitario; 
por lo tanto en el presente estudio se propuso realizar 
la identificación y clasificación de cepas de Aeromonas 
spp., aisladas de muestras de carne de pollo obtenidas 
de diferentes lugares comerciales de la Ciudad 
de México, para demostrar que estos alimentos 
contaminados por Aeromonas son un riesgo para la 
salud.

Un total de 173 aislados de Aeromonas spp., fueron 
evaluados mediante PCR y pruebas bioquímicas 
para su clasificación en biogrupos y complejos, 
logrando clasificar a 140 de 173 aislados (80.92 %), 
lo que permite conocer de manera más amplia los 
biogrupos y complejos involucrados. Por lo anterior, 
se considera que la presencia de Aeromonas spp., en 
el pollo representa una mala calidad sanitaria del 
alimento.

Palabras clave: Aeromonas, biogrupos, complejos, 
pruebas bioquímicas.

ABSTRACT

The genus Aeromonas comprises more than thirty 
species of Gram negative bacilli, widely distributed 
in the environment. This bacterium is isolated in 
humans, animals, water bodies and food, the latter 
being of great importance as a source of intestinal 
infection; among the most common foods of which 
the bacterium is isolated are: fish, crustaceans, 
vegetables, and chicken meat, which makes these 
foods a health risk. Therefore, in the present study 
it was proposed to identify and classify strains of 
Aeromonas spp., isolated from chicken meat samples 
obtained from different commercial places in Mexico 
City, to demonstrate that this contaminated food by 
Aeromonas are a health risk.

A total of 173 Aeromonas spp. isolates were evaluated 
by PCR and biochemical tests for their classification 
into bio-groups and complexes, managing to classify 
140 of 173 isolates (80.92%), which allows to know 
in a comprehensive manner the bio-groups and 
complexes involved. Therefore, it is considered that 
the presence of Aeromonas spp., in chicken represents 
a poor sanitary quality of the food.

Key words: Aeromonas, bio-groups, complexes, 
biochemical test.
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INTRODUCCIÓN

El género Aeromonas está clasificado taxonómicamente 
en la clase Gammaproteobacteria, orden Aeromonadales, 
familia Aeromonadaceae. Este género comprende 
más de treinta especies de bacilos Gram negativos, 
anaerobios facultativos, capaces de fermentar la 
glucosa, oxidasa y catalasa positiva.

Los miembros de este género presentan diferentes 
elementos, conocidos como factores putativos de 
virulencia, que promueven la adhesión y colonización 
de las células hospederas. Estos factores putativos de 
virulencia tales como enzimas, toxinas y componentes 
membranales, aumentan la virulencia de algunas 
cepas. Poseen cinco tipos de sistemas de secreción 
(0, II, III, IV, VI). Estos sistemas de secreción son 
responsables de la liberación de productos celulares 
al espacio extracelular o incluso dentro de la célula 
hospedera (Gonçalves, R., et al.; 2019).

Debido a que el cuadro clínico que se produce tras 
su infección (intestinales y extraintestinales) suele 
confundirse fácilmente con el de otros microorganismos 
a los que se les da mayor importancia clínica, por lo 
que es fundamental la detección oportuna entre estos 
agentes para lograr la diferenciación e importancia 
que ha adquirido Aeromonas en los últimos años 
(Castro-Escarpulli, G., et al.; 2002).

La identificación del género mediante pruebas 
bioquímicas convencionales es complicada, debido 
a su heterogeneidad. En los últimos años, la mejor 
opción para la identificación de este género se 
basa en técnicas moleculares, tras la amplificación 
de genes constitutivos, a través de una Reacción 
en Cadena de la Polimerasa (PCR). El gen gcat 
(glicerofosfolípido colesterol aciltransferasa) ha sido 
usado como un marcador molecular específico para 
este microorganismo (Gonçalves, R., et al.; 2019).

La identificación y clasificación a nivel de especies 
lleva consigo ciertas dificultades, por lo que Janda 
y Abbott en 2003 propusieron un esquema que 
agrupa algunas especies en biogrupos y complejos, 
para facilitar su identificación en el laboratorio 
clínico. El primero se clasifica mediante pruebas de 
descarboxilación de aminoácidos en base de Moeller, 
por otro lado, los complejos se clasifican con base en 
las pruebas de Voges-Proskauer e hidrólisis de Bilis 
Esculina (Abbott, S., et al.; 2003).

Debido a que el género Aeromonas, es un patógeno 
de animales y humanos que causa infecciones 
intestinales y extraintestinales; y que se ha aislado 

de humanos, animales, cuerpos de agua y alimentos 
(pescados, crustáceos, vegetales y carne de pollo), 
siendo los últimos de gran importancia por ser 
una fuente de infección intestinal convirtiéndolos 
así en un riesgo sanitario; en el presente estudio se 
propuso realizar la identificación y clasificación de 
aislados de Aeromonas spp., de muestras de carne 
de pollo obtenidas de diferentes lugares comerciales 
de la Ciudad de México, para demostrar que estos 
alimentos contaminados por este grupo bacteriano  
son un riesgo para la salud.

MÉTODOS

Recuperación de los aislados

Se realizó la recuperación de 173 aislados a partir 
de carne de pollo en placas de gelosa sangre al 
5 % y gelosa Mac Conkey, a partir de medios de 
conservación a mediano plazo (polipeptona 10 g/L, 
NaCl 8.5 g/L, agar bacteriológico 5 g/L, extracto de 
levadura 0.3 g/L) que se encontraban conservados 
a temperatura ambiente; las placas se incubaron a 
37 °C durante 24 h, posteriormente, se seleccionaron 
colonias con el morfotipo sugerente de miembros del 
género Aeromonas.

Extracción de DNA

Los aislados seleccionadas se sembraron en placas de 
gelosa soya tripticaseína (TSA) durante 18 h a 37 °C 
para la extracción del DNA bacteriano mediante la 
técnica de choque térmico. Transcurrido este tiempo, 
se realizó una suspensión de 3 a 4 colonias en 200 μL 
de agua destilada estéril, la suspensión se agitó y se 
colocó en un baño de agua a 96 °C durante 15 min, 
al finalizar este tiempo, el microtubo se colocó de 
inmediato en hielo, se centrifugó a 11 269 x g durante 
5 min, recuperando el sobrenadante con el DNA 
genómico en un microtubo limpio, y se conservó a 
-20 °C hasta su uso. También se realizó la extracción 
de DNA de la cepa tipo Aeromonas hydrophila ATCC 
7966T.

Reacción en Cadena de la Polimerasa

La amplificación mediante la PCR del gen gcat 
se llevó a cabo en un termociclador (Biometra). 
Aproximadamente 300 ng del DNA genómico se 
sometió a la amplificación, en un volumen final 
de 25 µL. La mezcla de reacción contenía 2.5 µL 
de regulador de PCR 10X (20 mM Tris-HCl pH 
8.4, 50 mM KCl), 0.5 µL de iniciador-F (0.3 µM), 
0.5 µL iniciador-R (0.1µM), 0.9 µL MgCl2 (50mM), 
3.8 µL de la mezcla de dNTP´s (2 mM), 0.25 µLTaq 
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polimerasa (1.2 U) y 14 µL de agua. Los iniciadores 
empleados fueron R-5´ GCAGGTTGAACAGTATCT 
3, F-5´ CTGGAATCCCAAGTATCAG 3 (Chacón, 
M, et al.; 2002). Las condiciones en el termociclador 
consistieron en un ciclo de desnaturalización inicial 
a 94 °C por cinco min, seguida de 30 ciclos de: una 
fase de desnaturalización a 95 °C por un min, una 
fase de alineamiento a 56 °C por un min y otra fase de 
extensión a 72 °C por un min para finalmente, tener 
una fase de extensión final a 72 °C por 10 min. El DNA 
de la cepa tipo Aeromonas hydrophila ATCC 7966T fue 
utilizado como control positivo de la PCR.

Demostración de amplicones

Los productos de amplificación de la PCR fueron 
demostrados mediante electroforesis en gel de agarosa 
al 1 %, la agarosa fue disuelta en una solución de TAE 1X 
(Tris base 2 M-ácido acético-EDTA 0.5 M) y se calentó 
hasta su completa disolución, se colocó la mezcla en 

una cama de electroforesis y tras su gelificación las 
muestras se colocaron dentro de los pozos del gel, 
mezclando 5 μL de densificante 1X tipo IV (azul de 
bromofenol al 0.25 %, 40 % de sacarosa (w/v) en agua) 
con 2 μL de la muestra amplificada. El gel montado se 
corrió a 60 V/cm durante 90 minutos. Transcurrido 
el tiempo se reveló con 2.5 μL de bromuro de etidio 
(0.5 μg/μL) y se visualizó en un documentador de 
geles con luz ultravioleta. Al término del tiempo se 
visualizaron en un documentador de geles con luz 
ultravioleta, fotografiando el gel con La fotografía 
del gel fue tomada con el programa Carestream®. El 
producto esperado es un fragmento amplificado de 
237 pb, correspondiente al gen gcat; además de las 
muestras a analizar, se corrió en paralelo 2 μL (1 μg/
μL) del marcador de talla molecular Kapa Ladder (100 
pb, Kapa Universal, México).
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Pruebas bioquímicas

A los aislados que presentaron el gen gcat se 
les realizaron pruebas de descarboxilación de 
aminoácidos en base de Moeller con sello de aceite 
mineral para su clasificación en grupos bioquímicos, 
los aminoácidos utilizados fueron arginina, lisina 
y ornitina. Además, se montaron las pruebas de 
Voges-Proskauer e hidrólisis de Bilis Esculina para la 
agrupación en complejos bioquímicos. Estas pruebas 
se incubaron a 37 °C durante 18 h para la observación 
de resultados (figura 1 y cuadro 1).

Los primeros números son el porcentaje de positividad 
para cada grupo, y los números entre paréntesis son 
los porcentajes para cada especie que constituye el 
complejo. a biovariedad sobria la que se diferencia 

bioquímicamente con A. veronii bv. veronii porque la 
bv. veronii es ornitina descarboxilasa e hidrólisis de 
la esculina positivo, negativo arginina dehidrolasa. 
Modificado de: Abbott, S., et al.; 2003.

RESULTADOS

Los 173 aislados procesados fueron positivos a las 
pruebas de catalasa y oxidasa (figura 2).

De los 173 aislados obtenidos, en 140 (80.92 %) se 
detectó la presencia del gen gcat (figura 3).

De las 140 cepas, 1 (0.71 %) se clasificó en el grupo 1, 
mientras que en los grupos 2, 3 y 4 fueron los grupos 
en donde se clasificaron la mayoría de las cepas (44 
[31.42 %], 39 [27.85 %] y 56 [40 %], respectivamente); 
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sin embargo, ninguna cepa fue clasificada en el grupo 
5 (A. bestiarum y A. salmonicida). Asimismo, las cepas 
se agruparon en complejos bioquímicos, en donde 84 
cepas (60 %) pertenecen al complejo A. sobria, seguido 
del complejo A. caviae agrupándose 34 cepas (24.28 %) 
y, por último, pero no menos importante, el complejo 
A. hydrophila, en el cual se conjuntaron 22 cepas (15.71 
%) (figura 4).

DISCUSIÓN 

La contaminación de alimentos por bacterias genera 
una problemática en salud pública, al ser una posible 
fuente de infección y enfermedades tanto para el 
humano como para los animales. Es por esto la 
necesidad de tener un control riguroso en el manejo de 
alimentos para comercialización y consumo, además 
de que se requieren estrategias para la detección e 
identificación de estos patógenos. En los últimos 
años, técnicas basadas en la biología molecular han 
facilitado la detección de microorganismos causantes 
de enfermedades transmitidas por alimentos (ETAs), 
estas técnicas proporcionan resultados con mayor 
rapidez y con alta especificidad y sensibilidad.

Una de estas técnicas es la Reacción en Cadena de 
la Polimerasa (PCR), que permite la obtención de 
múltiples copias del fragmento de DNA tras su 
amplificación, con bajas concentraciones de este es 
posible la detección de un gen que tenga relación con 
el microorganismo de interés (Hernández-Cortez, C, 
et al.; 2013).

En México, no es reconocido el papel que tiene 
Aeromonas como agente causal de infecciones 
intestinales y se da más importancia a otros géneros 
bacterianos como Salmonella spp., Shigella spp., E.coli 
entre otros, a diferencia de países como España en 

donde algunas especies del género  Aeromonas es la 
tercera causa de enfermedades gastrointestinales y 
se reporta en el boletín epidemiológico del Instituto 
de Salud Carlos III, las especies que se aíslan con 
mayor frecuencia de procesos gastrointestinales 
son  A. caviae, A. dhakensis, A. veronii bv. sobria y A. 
hydrophila, que representan el 91 % de las cepas del 
género identificadas utilizando métodos genéticos 
(Castro-Escarpulli, G, et al.; 2002; Gonçalves-Pessoa 
R, et al.;). 

En el presente trabajo de investigación se identificó y 
clasificó aislados de Aeromonas spp., a partir de carne 
de pollo de distintos puntos comerciales de la Ciudad 
de México, con base en el metabolismo de aminoácidos 
y reacciones como Voges-Prokauer e hidrólisis de 
Bilis Esculina, estos esquemas de clasificación pueden 
ser de ayuda para su identificación en el laboratorio 
clínico y agrupan diferentes especies, ya que la 
diferenciación entre estas se dificulta debido a la falta 
de consistentes reacciones fenotípicas que permitan 
la identificación inequívoca de la especie (Abbott, 
S., et al.; 2003). Por ello Abbott y colaboradores en 
el 2003 propusieron protocolos bioquímicos para 
la caracterización de las especies de Aeromonas en 
tres grandes grupos fenotípicos tradicionales (“A. 
hydrophila”, “A. caviae” y “A. sobria”) lo que permite 
que en los laboratorios clínicos se puedan identificar.

140 (80.92 %) de los aislados fueron identificados 
como Aeromonas tras la detección del gen gcat 
mediante una PCR simple, este gen es un marcador 
molecular muy usado para la identificación de este 
género. Tras clasificar estos aislados en biogrupos y 
complejos, se observó un mayor número de aislados 
(84) agrupados en el complejo A. sobria, que se 
relaciona estrechamente con infecciones a animales, 
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en este caso el pollo, y recordando que Aeromonas está 
ampliamente distribuido, su alta prevalencia en este 
ambiente puede deberse al tratamiento que reciben 
los pollos en la granja, a través del agua o alimento 
que consumen, o incluso su presencia podría estar 
relacionada al suelo o a la cama húmeda donde 
habitan estas aves. Un análisis más detallado y con 
otras técnicas de estos aislados, permitiría conocer los 
factores putativos de virulencia que presentan.

CONCLUSIÓN

De 173 cepas identificadas presuntivamente como 
Aeromonas spp., aisladas de carne de pollo; se logró 
clasificar a 140 en biogrupos y complejos, siendo el 
complejo A. sobria el dominante entre los tres complejos 
existentes.
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“No olvidemos jamás que lo bueno no se alcanza nunca”
Víctor Hugo (1802-1885); novelista francés.
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CIENCIAS QUÍMICAS

Demostración in silico del sistema de secreción tipo IV en 
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RESUMEN

Porphyromonas gingivalis es un bacilo Gram negativo, anaerobio obligado, no móvil y asacarolítico. 
Se han identificado diversos metabolitos y enzimas producidas por P. gingivalis, que podrían 
estar implicados en diversas infecciones como la periodontitis, enfermedades sistémicas, 
cardiovasculares, infecciones respiratorias y nacimientos prematuros. Por la importancia de la 
bacteria como patógeno de humanos, se determinó la presencia del sistema de secreción tipo IV 
mediante genómica comparativa, de tal forma que el generar relaciones funcionales entre los factores 
de virulencia permitirá comprender la biología celular de este microorganismo y las interacciones 
con otros organismos y su ambiente. Para tal fin se descargaron las secuencias del genoma, el 
ORFoma y proteoma de 18 cepas de P. gingivalis. Primero se descargaron las secuencias del NCBI, 
para conformar la minería del banco de datos, en archivos con los formatos *.fna, *.ffn, *.faa y *.ptt. 
Finalmente se realizó el análisis de genomas utilizando BLASTn y BLASTp con el fin de encontrar 
similitudes y diferencias entre los genomas. En el estudio se incluyó la búsqueda de familias de 
proteínas y su función empleando la ontología de genes. Derivado del análisis comparativo se 
eligió el servidor GVIEW SERVER ya que permite ejecutar un análisis genómico comparativo, con 
el cuál se obtiene un visor de genoma circular y lineal. Los análisis comparativos, mostraron tanto 
regiones conservadas, como regiones no compartidas. Por ello se realizó un análisis comparativo 
de los genomas completos, tomando como referencia a la cepa KCOM 2800 para corroborar que es 
lo que comparten o no con las cepas americanas. Lo anterior, se comprobó por medio del servidor 
ISLAND VIEWER, al comparar la cepa KCOM 2800 y la ATCC 33277, se demostró que la cepa KCOM 
2800 posee una isla genómica donde se localiza por primera vez la presencia de genes que codifican 
para el sistema de secreción tipo IV el cual no está caracterizado para esta especie, en contraste con 
la cepa de referencia ATCC 33277 que no los presenta, lo que hace proponer caracterizarlos en la 
cepa KCOM 2800. 
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RESUMEN

Los comedores intrahospitalarios presentan riesgo de transmisión de enfermedades por los 
alimentos a los pacientes o al personal de la institución. Justificación: Estos riegos se miden como 
puntos críticos de contaminación, y su reducción previene la transmisión de enfermedades por 
alimentos ahí preparados, así como proliferación de brotes, incrementado los costos y tiempo de 
atención de los pacientes, además de ausentismo del personal. Objetivo: Se identificó el grado 
de cumplimiento a la NOM-251-SSA1-2009. Materiales y Métodos: mediante un cuestionario 
en comedores intrahospitalarios del sector público (IMSS, ISSSTE y HG de la SSA) en el Norte 
de Sinaloa (municipios de Ahome, Guasave y Salvador Alvarado). Identificando, observando y 
generando recomendaciones. Se evaluaron mediante un diseño multifactorial en bloques tratado 
con el STSS, los puntos críticos de riesgo en 137 variables (cumple, no cumple y no aplica), aplicadas 
en cuatro conjuntos (Infraestructura, equipamiento, buenas prácticas y materias primas) y en trece 
áreas de acuerdo con las actividades. Resultados: En orden HG, IMSS, ISSSTE; La frecuencia de 
mayor desviación en variables evaluadas (%/v) en equipamiento 40.0; 34.8 y 5.6%/v; Infraestructura 
33.3; 11.5 y 39.3%/v; Buenas prácticas 24.2; 13.2 y 13.8%/v; materias primas 16.7; 20.0 y 23.5%/v 
respectivamente. El comedor ISSSTE con mejor equipo, falta mantenimiento a infraestructura; IMSS 
con mayor aplicación de las Buenas Prácticas por personal y controles; HG tiene materias primas 
frescas y de calidad. Conclusiones: Reparando las instalaciones, equipando con termómetros 
refrigeradores, congeladores, ambientales y en cocimiento de alimentos; estaciones de lavado de 
manos en número y cumplimiento; iluminación adecuadas y con mica protectora; capacitación 
al personal e implementación de medidas correctivas a desviaciones. Se reducen los riesgos de 
transmitir enfermedades y proliferación de brotes en el personal y pacientes hospitalizados, con 
disminución de costos de tratamiento, tiempo de estancia y recuperación, además son herramientas 
para fortalecer el Plan de Prevención de Infecciones Intrahospitalarias.

Palabras claves: Comedores intrahospitalarios; Infecciones intrahospitalarias por alimentos; 
infecciones transmitidas por alimentos (ITAs); Hospitales Públicos en el Estado de Sinaloa; NOM-
251-SSA1-2009.
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RESUMEN

El integrón clase I se considera un elemento genético dinámico, que funciona como un sistema de 
captura de genes y provee un mecanismo para la adquisición y diseminación de genes de resistencia. 
Existen diversos estudios que involucran la presencia de este integrón con la resistencia antimicrobiana 
que se ha presentado en Klebsiella pneumoniae en las últimas décadas. Por tal motivo en este trabajo se 
detectó el gen intI1 que codifica para la enzima integrasa en 23 cepas de Klebsiella pneumoniae aisladas 
de diversas muestras clínicas de pacientes que son tratados en el Hospital de Pediatría “Silvestre 
Frenk Freud” del Centro Médico Nacional Siglo XXI. La amplificación del gen intI1 se logró mediante 
una PCR convencional y el uso de iniciadores y condiciones de reacción específicas y previamente 
estandarizadas por Sánchez-Garibay (2010). Se detectó que 86.95 % de las cepas estudiadas poseen 
el gen intI 1, por lo que se demostró que este se encuentra ampliamente distribuido, esto se relaciona 
directamente con el perfil de multidrogoresistencia (MDR) que las cepas poseen.

Palabras clave:  integrón clase I, PCR, Klebsiella pneumoniae
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RESUMEN 

La salmonelosis es un cuadro clínico causado por bacterias del género Salmonella las cuales son 
bacilos Gram negativos, lactosa negativos, anaerobios facultativos y móviles. Actualmente se 
conocen más de 2600 serovariedades que la mayoría tienen la capacidad de desarrollar infecciones 
en humanos y animales. Las serovariedades que se aíslan con mayor frecuencia en México son: 
Typhimurium, Enteritidis y Typhi, estas poseen diferentes grados de patogenicidad, que causan 
infecciones intestinales agudas hasta infecciones invasivas y graves como bacteriemias. El objetivo 
de trabajo fue determinar las serovariedades de mayor frecuencia aisladas de hemocultivos 
procedentes de pacientes del Instituto Nacional de Pediatría. Se realizó la identificación de 23 cepas 
de Salmonella por espectrometría de masas, con el sistema MALDITOF (Matrix-Assisted Laser 
Desorption Ionization Time-of-Fligh) utilizando el sistema VITEK® MS Plus (Biomerieux), también 
se realizó la tipificación de las cepas por la técnica de ERIC-PCR. Por otro lado, la serotipificación 
somática O y flagelar H se realizó con base en el siguiente protocolo que establece el InDRE (Instituto 
de Diagnóstico y Referencia Epidemiológica). Se identificaron las cepas como Salmonella, con un 
99.80 % de intervalo de confianza y con un grado de patogenicidad crítico, en la tipificación se 
presentaron eventos de clonalidad entre cepas por otro lado, las serovariedades fueron: Salmonella 
Enteritidis 17/23 (73.91 %), Salmonella Typhimurium 3/23 (13.04 %) y Salmonella Typhi 3/23 (13. 04 
%). Por lo que este trabajo busca informar a las instituciones de salud pública la importancia de la 
presencia del género Salmonella como un agente causal de infecciones gastrointestinales que pueden 
evolucionar a un cuadro clínico severo, como lo es la bacteriemia en pacientes pediátricos que 
presentan un sistema inmunológico comprometido. No se descarta que en unos años posteriores 
existan nuevas variaciones en la frecuencia de serovariedades debido a factores como variación 
ambiental, variabilidad genética y resistencia antimicrobiana.

Palabras clave: Salmonella, serovariedades, tipificación.
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RESUMEN

Los ostiones son alimentos que contienen gran cantidad de bacterias por lo que son focos para la 
adquisición de infecciones gastrointestinales, lo que puede representar un problema serio de salud 
pública. El género Aeromonas se considera un agente etiológico de infecciones gastrointestinales y 
se ha aislado frecuentemente de alimentos como vegetales, pollo y ostiones. Estos últimos podrían 
ser vectores importantes de patógenos debido a que los consumidores los ingieren generalmente 
sin cocción, lo que favorece la presencia de Aeromonas viables con sus correspondientes factores 
putativos de virulencia (FPV), como las enterotóxinas similares a la toxina colérica. El objetivo de 
presente trabajo fue: determinar la presencia de Aeromonas y los genes de las enterotoxinas ast y 
alt en muestras de ostiones de la Ciudad de México. Se recolectaron 20 muestras de ostiones que 
se distribuyen en comercios ambulantes de la Ciudad de México, para la búsqueda de Aeromonas 
spp., las muestras fueron enriquecidas en agua peptonada al 1 % con pH de 8, durante 6 horas 
a 37 ºC, después se sembraron en gelosa MacConkey y Cromocen AGN.  Se detectó el gen gcat, 
marcador molecular del género, por PCR, y los genes ast y alt por PCR múltiple. La clonalidad de 
los aislamientos se determinó mediante una ERIC-PCR. Del crecimiento bacteriano se tuvieron 120 
aislamientos presuntivos del género Aeromonas y se conservaron a mediano plazo, de los cuales 
se analizaron 91, se detectó el gen gcat en 88 de los 91 aislamientos analizados, los positivos a la 
presencia de este gen dieron negativas. Mediante la técnica de ERIC-PCR, no se demostró relación 
clonal entre las cepas identificadas como Aeromonas. Por último, se detectó la presencia de los genes 
ast y alt por PCR múltiple, el gen ast en 8 cepas (9 %) y el gen alt en 22 cepas (25 %), en 11 de las cepas 
(13%) se encontraron ambos genes simultáneamente. Con base en los resultados, se concluye que 
los ostiones distribuidos en la Ciudad de México presentan Aeromonas, y estas contienen los genes 
que codifican para los FPV. Estos resultados permiten sugerir la búsqueda del género Aeromonas, 
de manera rutinaria, en muestras de alimentos de origen marino como los ostiones y otros, para 
prevenir las infecciones gastrointetsinales.

Palabras clase: Ostiones, Aeromonas, infecciones gastrointestinales 
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Introducción: Los nitratos (NO3
-) son compuestos iónicos que se encuentran diseminados en la 

naturaleza. Por medio de la acción microbiana los NO3
-
 puede ser reducido a nitritos, donde estos 

últimos representan la forma iónica más reactiva. Estos compuestos están implicados en la forma-
ción de metahemoglobina (MetHb), que es la forma oxidada de la hemoglobina (Hb) la cual no per-
mite un correcto transporte de oxígeno, además de enfermedades como el cáncer (por compuestos 
N-nitrosos) y alteraciones en el sistema endocrino. La MetHb circulante en condiciones normales 
no sobrepasa el 1.5% del total de Hb, cuando esto ocurre, se puede dar paso a un cuadro clínico 
de gravedad caracterizado por cianosis. Las comunidades de la zona rural de la Ciudad de Lerdo, 
Durango, se caracterizan por tener actividades antropogénicas que han sido relacionadas a una 
contaminación de suelos y mantos acuíferos por NO3

-. Objetivo: Determinar los niveles de MetHb 
en individuos con exposición crónica a NO3

-. Materiales y métodos: Estudio transversal, realizado 
en 5 comunidades de la zona rural de la Ciudad de Lerdo, Durango. Como universo de estudio, 
fueron individuos residentes de las comunidades, previa invitación, firmaron una carta de con-
sentimiento informado y contestaron un cuestionario. El tamaño de muestra fue de 87 individuos 
con residencia mayor a 1 año y consumo de agua, para beber y cocinar alimentos, directamente de 
la llave. Se tomó muestra sanguínea por venopunción en tubo con EDTA. La MetHb se determinó 
utilizando el método empleado por Sakata y cols., (1982). Se realizó análisis estadístico univariado 
y bivariado, utilizando el software R Studio. Resultados: Se encontró un 82% de la población es-
tudiada con niveles de MetHb que sobrepasan el nivel de referencia. Conclusiones: La exposición 
crónica a niveles altos de nitratos está relacionada a la presencia y aumento de metahemoglobina 
por encima de los valores considerados como normales. 

Palabras clave: Nitratos, Metahemoglobina, agua de bebida contaminada.



70 | CARTELES REMDIS Número especial, noviembre 2019 ISSN: 2594-1445

MICROBIOLOGÍA

Factores Putativos de Virulencia de cepas de Aeromonas aisladas en 
hospitales de tercer nivel de la Ciudad de México

1Pelcastre-Rodríguez Leda Ivonne, 1Colmenero-Solís Raúl de Jesús, 1González-Ávila Luis Uriel, 
2Hernández-Sánchez Eva Aurora, 1*Castro-Escarpulli Graciela

1Laboratorio de Investigación Clínica y Ambiental, Departamento de Microbiología. ENCB-IPN. 2Hospital 
de Infectología Centro Médico Nacional “La Raza”, IMSS.

RESUMEN 

El ambiente hospitalario constituye un reservorio importante de microorganismos capaces de 
generar infecciones. Los microorganismos de origen ambiental pueden transmitirse por diferentes 
rutas y se relacionan con áreas, concéntricas y confluentes, en función a la proximidad que tienen 
con el paciente. Por otro lado, en ocasiones, no se dispone de recomendaciones para prevenir, 
monitorizar o controlar la presencia de estos, como es el caso del género Aeromonas considerado 
como un patógeno emergente, ya que posee múltiples factores putativos de virulencia que se 
asocian al desarrollo de infecciones. El objetivo del presente trabajo fue: Demostrar la presencia 
del género Aeromonas en el ambiente hospitalario, así como detectar los genes que codifican para 
algunos factores putativos de virulencia, lo que permitirá reconocer cepas potencialmente virulentas 
como un factor de riesgo de infección. Se identificaron los aislamientos a nivel de género por la 
detección del gen gcat, posteriormente se realizó la identificación a nivel de especie por la técnica de 
RFLP-PCR del gen 16S rRNA y rpoD, por otro lado, la tipificación se realizó por la técnica de ERIC-
PCR, además se realizó la detección de seis factores putativos de virulencia por PCR punto final.  
Se obtuvieron 24 aislamientos identificados como A. caviae (15/24), A. hydrophila (2/24), A. media 
(1/24), A. rivuli (1/24) y A. enteropelogenes (5/24). No se presentaron eventos de clonalidad entre 
estas y se detectaron diferentes genes que codifican para algunos factores putativos de virulencia 
como exu (6/24), lafA (3/24), amoA (11/24), hgp (12/24) aer/hem (12/24), stx1 (0/24), stx2 (0/24), ast 
(7/24) y alt (5/24).

La presencia de especies del género Aeromonas en el ambiente hospitalario podría representar un 
riesgo de infección para los pacientes que son tratados en dicho hospital.

Palabras clave: Aeromonas, Factores putativos de virulencia, ambiente hospitalario. 
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RESUMEN

El género Aeromonas comprende más de treinta especies de bacilos Gram negativos, distribuidos 
ampliamente en agua y otras fuentes. Esta bacteria se aísla de humanos, animales, fuentes de agua 
y alimentos, siendo los últimos, de gran importancia por ser una fuente de infección intestinal; 
entre estos los  más comunes de los cuales se aísla, están pescados, crustáceos, vegetales y carne de 
pollo, lo cual convierte a estos en un riesgo sanitario; por lo tanto en el presente estudio se propuso 
realizar la identificación y clasificación de cepas de Aeromonas spp., aisladas de muestras de carne 
de pollo obtenidas de diferentes lugares comerciales de la Ciudad de México, para demostrar que 
estos alimentos contaminados por Aeromonas son un riesgo para la salud. Un total de 173 aislados 
de Aeromonas spp., fueron evaluados mediante PCR y pruebas bioquímicas para su clasificación 
en biogrupos y complejos, logrando la clasificación de 140 de 173 aislados (80.92%), lo que permite 
conocer de manera más amplia los biogrupos y complejos involucrados. Por lo anterior, se considera 
que la presencia de Aeromonas spp., en el pollo representa una mala calidad sanitaria del alimento.

Palabras clave: Aeromonas, biogrupos, complejos, pruebas bioquímicas
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