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Introducción. Las infecciones intestinales causa-
das por las especies pertenecientes a los géneros 
Vibrio, Aeromonas y Plesiomonas constituyen 
un reto para las autoridades de salud pública de 
diversas regiones del mundo. 
Objetivo. Determinar la correlación existente 
entre los métodos Aeroesquema y Aerokey II para 
la identificación fenotípica de los microorganismos 
pertenecientes a los géneros Vibrio, Aeromonas y 
Plesiomonas.
Materiales y Métodos. En este trabajo se 
estudiaron 89 cepas de bacilos gramnegativos 
anaerobios facultativos oxidasa positiva, aislados 
de heces de pacientes con enfermedad diarreica 
aguda. Todas las cepas se clasificaron en género y 
especie aplicando los esquemas de identificación 
fenotípica “Aeroesquema” y “Aerokey II”. 
Resultados. Se identificaron: 37 Aeromonas 
caviae, 24 Aeromonas hydrophila, 9 Aeromonas 
veronii bv sobria, 2 Aeromonas veronii bv veronii, 
1 Aeromonas schubertii, 9 Vibrio cholerae no-O1 
y 7 Plesiomonas shigelloides. 
Las especies de Aeromonas más frecuentemente 
aisladas fueron A. caviae, A. hydrophila  y A. 
veronii bv sobria. Al aplicar el estadígrafo Kappa, 
se obtuvo un valor de K=0.698630, lo que denotó 

una buena correlación entre ambos métodos.
Conclusión. Se propone la incorporación 
de ambos métodos establecidos en el país 
para la identificación de los microorganismos 
pertenecientes a los géneros Vibrio, Aeromonas y 
Plesiomonas, aislados de pacientes con enfermedad 
diarrea aguda. 
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ABSTRACT
Phenotypic characterization of Gram negative 
facultative anaerobic positive oxidase bacilli 
from patients with acute diarrhoea in Cuba
Introduction. The intestinal infections caused 
by the species belonging to the genera Vibrio, 
Aeromonas and Plesiomonas are a health challenge 
for the public health authorities from around the 
world.
Objective. To determine the correlation among 
the methods Aeroesquema and Aerokey II used for 
the phenotypic identification of microorganisms 
belonging to the genera Vibrio, Aeromonas and 
Plesiomonas.
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Materials and Methods. In this work 89 of medi-
cal Gram negative anaerobic positive oxidase ba-
cilli were studied, isolated from patients with acute 
diarrhoea. All the isolates were classified in the 
genus and species according to results from two 
different methods for phenotypic characterization, 
“Aeroesquema” and “Aerokey II”. 
Results. A total of 89 isolates were identified as: 
37 Aeromonas caviae, 24 Aeromonas hydrophila, 9 
Aeromonas veronii bv sobria, 2 Aeromonas veronii 
bv veronii, 1 Aeromonas schubertii, 9 Vibrio chol-
erae no-O1 and 7 Plesiomonas shigelloides. The 
Aeromonas species more frequently isolated were 
A. caviae, A. hydrophila and A. veronii bv sobria. 
By applying the statistical Kappa procedure, we 
obtained a value of K=0.698630, which shows a 
good correlation between the two methods. 
Conclusions. We propose the use of both methods 
in the country for the identification of microorgan-
isms belonging to the genera Vibrio, Aeromonas 
and Plesiomonas isolated from patients with acute 
diarrhoea. 

Keywords: Vibrio, Aeromonas, Plesiomonas, 
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INTRODUCCIÓN
	 Las enfermedades infecciosas constituyen 
un serio problema de salud en diversas regiones 
del mundo, representando en estos momentos 
una de las principales causas de muerte entre los 
niños y adultos jóvenes, particularmente para las 
poblaciones que habitan en los países del tercer 
mundo (1).
	 Actualmente, las enfermedades diarreicas 
agudas (EDA) son responsables de una elevada 
morbimortalidad en los niños menores de cinco 
años de edad y uno de los problemas más 
acuciantes que enfrentan los países en vías de 
desarrollo (2).
	 Los miembros de los géneros Vibrio, Aero-
monas y Plesiomonas son bacilos gramnegativos, 
anaerobios facultativos, oxidasa positiva, con una 

gran distribución mundial y se aíslan de diversas 
fuentes naturales como agua, suelo y alimentos, 
llegando a ocasionar infecciones tanto intestinales 
como extraintestinales (3,4). La identificación 
correcta de Vibrio, Aeromonas y Plesiomonas es 
de gran utilidad para los estudios epidemiológicos 
relacionados con estas afecciones, sobre todo en los 
países en vías de desarrollo, donde las condiciones 
socioeconómicas favorecen la incidencia y preva-
lencia de las EDA. Sin embargo, existe la tendencia 
de enfocar el diagnóstico microbiológico principal-
mente hacia los patógenos clásicos: Salmonella, 
Shigella, Escherichia, Campylobacter, Yersinia 
(5). Por ejemplo, en la República de El Salvador 
el Ministerio de Salud Pública y Asisten-cia Social 
(MSPAS), a través de la Dirección de Vigilancia 
de Salud de la Unidad de Epidemio-logía, en su 
consolidado nacional sobre el reporte epidemio-
lógico diario de la incidencia de las principales 
enfermedades en vigilancia epidemiológica espe-
cial, notifica un acumulado total de 209 663 casos 
de diarrea y gastroenteritis en todo el país, durante 
el período comprendido entre el 31 de diciembre 
de 2006 y el 29 de diciembre de 2007 (6).
	 Existen diferentes métodos de identificación 
fenotípica de los microorganismos pertenecientes a 
los géneros Vibrio, Aeromonas y Plesiomonas; entre 
ellos se encuentran Aerokey II y Aeroesquema. 
Ambas técnicas son fáciles de realizar, tienen 
una buena sensibilidad y especificidad. Sin 
embargo, en la actualidad se dispone de métodos 
moleculares (reacción en cadena de la polimerasa, 
electroforesis en gel de campo pulsado, 
microarreglos, entre otros) que complementan la 
identificación de estos agentes; aunque tienen el 
inconveniente de ser principalmente accesibles 
a los países desarrollados. La mayoría de los 
autores coinciden en señalar que los sistemas 
de identificación convencionales, empleando 
las pruebas bioquímicas y la susceptibilidad a 
los antimicrobianos, constituyen métodos útiles 
para el diagnóstico microbiológico en aquellos 
laboratorios clínicos donde las técnicas de 
avanzada no se han podido desarrollar (7-8).
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Caracterización fenotípica de bacilos gramnegativos

	 La Agencia de Protección del Medio Am-
biente de Estados Unidos de América incluye a las 
especies del género Aeromonas dentro de la lista 
de patógenos emergentes (9); también han sido 
comprobadas las infecciones gastrointestinales 
causadas por microorganismos pertenecientes a los 
géneros Vibrio y Plesiomonas, los cuales pueden 
provocar síntomas disentéricos prolongados (10-
11).
	�������������������������������������������� Este trabajo tuvo como propósito: a) Identi-
ficar en género y especies bacilos gramnegativos 
anaerobios facultativos oxidasa positiva, aislados 
de pacientes con enfermedad diarreica, b) Deter-
minar la correlación existente entre los métodos 
Aeroesquema y Aerokey II, como sistemas de 
identificación fenotípica.

MATERIALES Y MÉTODOS
Muestras biológicas 
	 Las 89 cepas clasificadas como bacilos 
gramnegativos, anaerobios facultativos oxidasa 
positiva, aisladas de heces de pacientes con en-
fermedad diarreica aguda (EDA), procedentes 
de nueve Centros Provinciales de Higiene y Epi-
demiología (CPHE) del país; fueron remitidas al 
Laboratorio Nacional de Referencia de Enferme-
dades Diarreicas Agudas del Instituto de Medicina 
Tropical “Pedro Kourí” (LNR/EDA/IPK), La 
Habana, Cuba, para su caracterización fenotípica; 
en el período comprendido desde agosto de 2007 
a marzo de 2008. Las 89 cepas se encontraban 
conservadas en el medio de conservación para 
enterobacterias “Pasteur”, se inocularon en caldo 
cerebro-corazón y se incubaron en aerobiosis a 
37oC, durante 18-24 horas. 
	 Posteriormente, una asada del cultivo en 
caldo se sembró por agotamiento en placas de agar 
MacConkey y agar con 5% de sangre de carnero, 
incubándose en iguales condiciones que las descri-
tas anteriormente. A las 24 horas se seleccionaron 
al menos tres colonias translúcidas, convexas y de 
bordes regulares en el agar MacConkey; del agar-
sangre se tomaron tres colonias hemolíticas o no, 
convexas y de bordes regulares, aislamientos que 

se inocularon por punción y estría en los medios 
de diferenciación primaria: agar-hierro y dos azú-
cares de Kligler (AHK) y agar-hierro-lisina (AHL), 
ambos se incubaron en aerobiosis a 37oC, durante 
18-24 h, y transcurrido ese período de tiempo se 
seleccionaron los cultivos que mostraron los sigui-
entes resultados: 
	����������������������������������������� En AHK: utilización de la glucosa (oxida-
tiva y fermentativamente), presencia o no de gas, 
producción o no de ácido sulfhídrico, utilización 
o no de lactosa (oxidativa y fermentativamente).
	 En AHL: descarboxilación o no de la L-lisina, 
producción o no de ácido sulfhídrico (12-13).
	 En todas las cepas se investigó la presencia de 
la enzima citocromo oxidasa, según el método de 
Kovacs (14); conjuntamente se les realizó la tinción 
de Gram e inoculación en caldo triptona-soya sin 
NaCl (15). Aquellas cepas que resultaron ser baci-
los gramnegativos, anaerobios facultativos, oxidasa 
positiva y con crecimiento en el caldo triptona-soya 
se sometieron al estudio fisiológico del esquema de 
identificación fenotípica Aeroesquema (16). 
	 Este método consiste en la utilización de seis 
pruebas bioquímicas (utilización de sacarosa, escu-
lina, indol, descarboxilación o no de la ornitina y la 
dihidrolación de la arginina, así como la utilización 
de la glucosa a través del método de Voges-Pros-
kauer). Las cepas del género Vibrio se sometieron a 
las pruebas de tolerancia con diferentes concentra-
ciones de NaCl (0%, 3%, 6%, 10%, 12%) (15); a las 
que se identificaron como V. cholerae se les realizó 
la prueba serológica de aglutinación en lámina, 
utilizando el antisuero polivalente de V. cholerae 
O1 y el antisuero para V. cholerae O139. Las que 
se identificaron como pertenecientes al género 
Aeromonas, también fueron sometidas al sistema 
de identificación fenotípica Aerokey II, método 
que consiste en pruebas bioquímicas (utilización 
de la esculina, indol, glucosa, ácido de sacarosa 
y arabinosa, Voges-Proskauer y sensibilidad a la 
cefalotina)(17); a las cepas de Plesiomonas shi-
gelloides se les investigó la descarboxilación de la 
ornitina, dihidrolación de la arginina y sensibilidad 
al compuesto vibriostático O/129.
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	 Como cepas de referencia se emplearon: 
Vibrio cholerae no-O1 (CO32) ST+, cepario 
IPK, Plesiomonas shigelloides NCTC 5132 y 
A. hydrophila 9911 Princess Margaret Hospital, 
Australia, y A. hydrophila ATCC 7614.

Análisis estadísticos
	 Los datos se almacenaron y procesaron en el 
paquete de programas EPIInfo. Los análisis estadís-
ticos se realizaron usando pruebas de proporciones 
para comparar los porcentajes (valores mayores de 
5). La prueba exacta de Fisher se utilizó para com-
parar los porcentajes cuando el número de casos 
analizados resultó menor que 5. Para determinar 
el grado de concordancia entre los dos métodos, se 
utilizó el índice de concordancia Kappa. En caso de 
un acuerdo perfecto la proporción de concordancia 
es de 1 y si la concordancia observada es igual a 
la esperada, el valor resulta 0. En todos los casos 
las diferencias se consideraron estadísticamente 
significativas cuando el valor de p fue menor que 
0.05. Todos los análisis se desarrollaron emple-
ando el paquete de programas EPIInfo, versión 
6.04 (18).

RESULTADOS
	 Las 89 cepas aisladas de pacientes con 
EDA, procedentes de 9 Centros Provinciales de 
Higiene y Epidemiología del país y pertenecientes 
al cepario del Laboratorio Nacional de Referencia 
del IPK, se encontraban viables, resultando ser 
bacilos gramnegativos, anaerobios facultativos, 
que se comportaron en agar-hierro-dos azúcares 
de Kligler utilizando la glucosa oxidativa 
y fermentativamente, no así la lactosa, con 
producción o no de gas y ácido sulfhídrico, y en 
el medio agar-hierro-lisina descarboxilación o 
no de la lisina. El 100 % de las cepas en estudio 
presentaron codificación genética para la enzima 
citocromo oxidasa.
	 De las 89 cepas investigadas, 73 (82.0%) 
correspondieron al género Aeromonas, 7 (7.9%) 
fueron Plesiomonas shigelloides y 9 (10.11%)  
Vibrio cholerae no-O1 (Cuadro 1).

Cuadro 1
Distribución en género y especie de los

bacilos gramnegativos investigados
Géneros y especies No. %

Aeromonas spp. 73 82

Vibrio cholerae no-O1 9 10.1

Plesiomonas shigelloides 7 7.9

Total 89 100

	 Con la prueba de proporciones se comparó 
la frecuencia de los diferentes géneros y especies 
de la cepas investigadas, encontrándose diferencias 
estadísticamente significativas entre los tres géneros 
(p< 0.001).
	 Al aplicar el Aeroesquema se identificó el 
100% de las especies pertenecientes al género 
Aeromonas. La distribución entre ellas resultó la 
siguiente: A. hydrophila 24 (32.9%); A. caviae 37 
(50.7%); A. veronii biovariedad sobria 9 (12.3%); 
A. veronii biovariedad veronii 2 (2.7%) y A. schu-
bertii 1 (1.4%) (Cuadro 2).

Cuadro 2
Distribución de las especies identificadas
correspondientes al género Aeromonas,

aplicando el Aeroesquema
Especies de Aeromonas No. %

Aeromonas caviae 37 50.7
Aeromonas hydrophila 24 32.9
Aeromonas veronii bv sobria 9 12.3
Aeromonas veronii bv veronii 2 2.7
Aeromonas schubertii 1 1.4

TOTAL 73 100

	 Con la prueba de proporciones se comparó 
la frecuencia de las diferentes especies de las cepas 
investigadas, observándose diferencias estadísticas 
significativas entre las mismas (p<0.001). La especie 
que se identificó con mayor frecuencia resultó A. 
caviae (50.7%) y la de menor frecuencia corres-
pondió a A. schubertii (1.4%).
	 Como resultado de la aplicación del esquema 
Aerokey II, se identificaron las siguientes especies: 

Majano-Mendoza et al.
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A. caviae 41 (56.2%); A. hydrophila 20 (27.4%); 
A. veronii biovariedad sobria 3 (4.1%); A. veronii 
biovariedad veronii 3 (4.1%); A. schubertii 3 
(4.1%) y A. trota 3 (4.1%) (Cuadro 3).

Cuadro 3
Distribución de las especies identificadas

correspondientes al género Aeromonas
aplicando el Aerokey II

Especies de Aeromonas No. %

Aeromonas caviae 41 56.2

Aeromonas hydrophila 20 27.4

Aeromonas veronii bv sobria 3 4.1

Aeromonas veronii bv veronii 3 4.1

Aeromonas schubertii 3 4.1

Aeromonas trota 3 4.1

TOTAL 73 100

	
Cuando analizamos los resultados por el método 
de identificación Aerokey II se encontraron dife-
rencias estadísticas entre las mismas (p<0.01). La 
especie que se identificó con mayor frecuencia 
resultó Aeromonas caviae (56.2%) y con menor 
frecuencia la especies A. veronii bv sobria, A. 
veronii bv veronii, A. schubertii y A trota (4.1% 
cada una).
	 En el Cuadro 4 se describe la frecuencia 
de cada especie de Aeromonas en estudio, 
no encontrándose diferencias estadísticas 
significativas entre las frecuencias de identificación 
por cada esquema y para cada una de las especies 
de Aeromonas (p>0.05). Excepto para la especie A. 
veronii bv sobria donde la frecuencia de detección 
resultó mayor con el Aeroesquema (p<0.05).
	 Para determinar el grado de concordancia 
entre los dos métodos, se utilizó como estadígrafo 
el índice de concordancia Kappa, con el que 
obtuvimos un valor de K= 0.698630, lo que de 
acuerdo con la clasificación se considera como 
un nivel de concordancia substancial o bueno 
(Cuadro 4).

Cuadro 4
Resultados de la identificación bioquímica empleando

los métodos AEROESQUEMA y AEROKEY II
para las especies de Aeromonas

Técnica de identificación

Especie de 
Aeromonas Total*

AEROESQUEMA

No.  (%)

AEROKEY   
        II
No. (%)

A. caviae 41 37   ( 90.2) 41 (100)

A. hydrophila 24 24   ( 100) 20 (83.3)

A. schubertii 3  1   (33.3) 3  (100)

A. veronii bv sobria 9  9   (100) 3  (33.3)**

A. veronii bv veronii 3  2   (66.7) 3  (100)

A. trota 3  0   (  0   ) 3  (100)

*Identificados por cualquier método
**P<0.05

DISCUSIÓN
	 Investigaciones realizadas en diversas 
regiones del mundo evidencian la presencia de 
las especies pertenecientes a los géneros Vibrio, 
Aeromonas y Plesiomonas en las personas con 
EDA y afecciones disentéricas prolongadas. No 
obstante, algunas especies se relacionan también 
con las infecciones extraintestinales (9).
	 Está bien documentado en la literatura que 
los patógenos entéricos identificados en este estu-
dio pueden penetrar al organismo humano a través 
del consumo del agua y los alimentos contamina-
dos. Numerosos trabajos avalan la presencia de la 
circulación de Vibrio, Aeromonas y Plesiomonas 
en diferentes regiones del mundo. Entre los estu-
dios que muestran resultados que coinciden con 
los obtenidos en este trabajo, se encuentran el 
de Schwartz y colaboradores (2006) quienes en 
Bangladesh describen, durante periodos lluviosos 
y no lluviosos, la circulación de los microorga-
nismos pertenecientes al género Vibrio como uno 
de los más frecuentemente aislados en individuos 
con EDA. En Estados Unidos se aíslan cepas de 
Aeromonas en muestras clínicas provenientes de 
pacientes con EDA que consumían agua prove-
niente de pozos privados (19-20). En Tailandia 
también notificaron aislamientos de Aeromonas 
(22.6%) obtenidos a partir de las heridas de los so-
brevivientes del Tsunami, constituyendo el género 
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más identificado (21). En otras regiones como la 
de Porto Alegre (Brasil), Bizani y Brandelli (2001) 
aislaron en el agua de consumo (16.4%) y lavado 
(25.0%) utilizada en el proceso de desollado del 
ganado vacuno (22).
	 Resultados similares a los obtenidos en este 
trabajo se describen en Kokalta, región de la India, 
donde en un estudio realizado durante dos años 
consecutivos en niños con EDA se comprueba 
el predominio de las siguientes especies de 
Aeromonas: A. caviae, A. hydrophila y A.veronii 
biovariedad sobria (23). Mientras que en México, 
Arteaga-Garibay y colaboradores (2006) estudian 
cepas provenientes de muestras clínicas diferentes 
(la mayoría de origen intestinal) y, al igual que 
en nuestro trabajo, señalan el predominio de las 
especies A. caviae, A. hydrophila y A. veronii 
biovariedad sobria (24).
	 Debido a la severidad del cuadro clínico que 
producen, durante mucho tiempo el estudio de 
las especies del género Vibrio se focalizó en los 
serogrupos asociados con el cólera (V. cholerae 
O1 y O139), ya que los mismos se reconocen 
como productores de enfermedad gastrointestinal 
(25). En los últimos años, se ha demostrado que 
las especies de mayor trascendencia clínica para 
el hombre son: V. cholerae, V. parahaemolyticus 
y V. vulnificus (3)
	 V. cholerae no-O1 se reconoce como agente 
causal de EDA, así como el responsable de brotes 
esporádicos y localizados de esta enfermedad (26). 
Los serogrupos de V. cholerae no-O1 se involucran 
con la emergencia de una nueva variante de V. cho-
lerae. Esta hipótesis está sustentada por la génesis 
de que V. cholerae O139 es una cepa que puede 
haber evolucionado por la transferencia horizontal 
de genes del serogrupo O1 a los no-O1, confirien-
do a este último su potencial epidémico (27). Por la 
importancia clínica que reviste el cólera, las cepas 
de V. cholerae O1 y no-O1 se encuentran sujetas a 
diferentes medidas de prevención y control, vacu-
nas, estudios clínicos-epidemiológicos, así como 
de sus factores de virulencia y de susceptibilidad 
a los antimicrobianos (28).

	 Estudios realizados en África por Ou y 
colaboradores (2003), empleando también los 
métodos convencionales, muestran, al igual que 
en este trabajo, que V. cholerae no-O1 se aisló de 
pacientes con EDA (29). También se observaron 
resultados similares a los descritos en un trabajo 
realizado en el norte de la India, donde V. cholerae 
no-O1 se aisló de pacientes con EDA (30). Además 
de esos trabajos, cepas de V. cholerae no-O1 se 
identificaron en individuos con síntomas diarreicos 
en diferentes provincias de Indonesia (31).
	 A pesar de que en la actualidad se discute el 
papel de P. shigelloides en los episodios diarreicos, 
por no existir un modelo animal adecuado donde 
se reproduzca esta enfermedad, P. shigelloides se 
considera un patógeno entérico en los individuos 
inmunocompetentes debido a su prevalencia 
en los aislamientos obtenidos de personas con 
EDA (1-16%), mientras que en los individuos 
asintomáticos sus porcentajes de aislamiento son 
muy bajos (0-1%) (32). Estos microorganismos 
se aíslan principalmente en los países tropicales y 
subtropicales durante los meses más calurosos del 
año (9).
	 Con el objetivo de facilitar la identificación 
de Aeromonas spp. en los laboratorios clínicos, 
Carnahan y colaboradores (1991) diseñaron 
un esquema denominado Aerokey II, sistema 
que proporciona una identificación confiable y 
segura de las cepas de importancia clínica (17). 
Posteriormente, Furawatari (1994) desarrolló un 
nuevo esquema que, además de identificar las 
especies de Aeromonas, discrimina también a P. 
shigelloides y dos especies de Vibrio (V. cholerae 
y V. mimicus) (16). Abbott y colaboradores (2003), 
así como Martin-Carnahan y Joseph (2005) 
diseñaron esquemas extensos de identificación 
fenotípica que permiten la clasificación de 
las especies de Aeromonas (10-12). Sinha y 
colaboradores (2004) realizaron un estudio para 
evaluar el Aerokey II, el cual permitió identificar 
satisfactoriamente en especie el 95.3-98.2% de las 
cepas clínicas recibidas durante un periodo de dos 
años (23).
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	 Diversos estudios comparativos para la 
identificación en especie de los microorganismos 
pertenecientes al género Aeromonas han sido 
evaluados en otras áreas geográficas, entre los 
que se pueden mencionar los realizados por 
Longa y colaboradores (1997), en un estudio 
comparativo de cuatro métodos bioquímicos 
para la identificación de las especies del género 
Aeromonas, realizado en Mérida, Venezuela, donde 
demuestran que el Aerokey II en combinación 
con el esquema de Abbott resultó un método 
adecuado de identificación (33). Otro estudio 
realizado en México (5) utiliza la combinación 
de dos métodos de identificación. Estos autores 
emplean un sistema automatizado basado en 
pruebas bioquímicas (Vitek) y otro basado 
en técnicas de biología molecular (AFLP), 
demostrando una correspondencia de 38.5% 
entre ambos métodos (5).
	 De forma similar, nuestros resultados 
están acordes con lo publicado en la literatura 
especializada en relación con la utilización 
combinada de métodos de identificación para la 
determinación en especies del género Aeromonas, 
evidenciándose en esta investigación la utilidad 
de combinar el Aerokey II y el Aeroesquema, lo 
que nos permitió la identificación en especie de la 
totalidad de las cepas.
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