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RESUMEN

Aeromonas 'y Vibrio son microorganismos
asociados al agua, capaces de producir enfermedades
en seres humanos tales como gastroenteritis, bacte-
riemias, 0 meningitis,

En este trabajo se ha realizado un estudio compara-
tivo en 2 tipos de agua (de mar y de 1fo) y a dos tempe-
raturas (10°C y 22°C) para evaluar la viabilidad de los
microorganismos Vibrio anguillarum, Aeromonas
sobria, Aeromonas salmonicida, Aeromonas hydrophila
y Aeromonas caviae. La metodologia usada para el
recuento de estos géneros bacterianos incluye el uso de
un medio de cultivo no selectivo, agar Soja Triptona
(TSA). Asimismo, se ha realizado un estudio del estado
activo no cultivable (ANC) una vez que la supervivencia
dio cero unidades formadoras de colonia/mL (UFC/mL)
en el recuento directo en placa.

Los resultados indican que estos microorga-
nismos permanecen viables a 22°C mds de 40 dias,
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mientras que a 10°C superan los 314 dias, tanto en
agua de mar como en agua de rio. El estado de ANC
ha sido veritficado para Vibrio anguillarum ATCC
19264 y para Aeromonas hydrophila B-51.

Palabras clave: Vibrio, Aeromonas, agua de mar
Y de rio, dos temperaturas, ANC

RESUMEN

Aeromonas et Vibrio sont microorganismes g on
vivent dans I"eaus on peuvent produir maladies dans
["homme comme: gastroenteritis. bacteriemia et
meningitis.

A cette trevail ¢i on a fait un étude compararive
dans dus types d*eau (de mer et de riviére) et a dus
temperatures, (10°C et 22°C) pour evaluer la viabilité
du Vibrio anguillarium, Aeromonas sobria, Aeromonas
salmonicida, Aeromonas hydrophila 'y Aeromonas
caviae. La méthodologie employé pour I"énumération
de cettes genres bactérieus insére ['usage diin moyen
de culture no selectice Agar Soy Triptone (TSA).
Aussi on a fait un étude de I'état de vivent mais non
cultivable (ANC) une fois que I'énumération de la
survivance en plaque 4 éte cero UFC/mL.

Comme resultat, les microrganismes on éte
vivant plus de 40 jours a 22°C et plus de 314 jours a
10°C. Vibrio anguillarum (ATCC 19264) et
Aeromonas hydrophila (B-51) 4 montre I'état de
vivent mais non cultivable.

Most cleft: Vibrio, Aeromonas, eau de mer et de
riviére, dus températures, ANC
SUMMARY

Aeromonas and Vibrio are microorganisms asso-
ciated with water, and can produce diseases in humans
such as gastroenteritis, bacteriemias and pritonitis.

A comparative study at two different waters (sea
and fresh waler) and two different temperatures
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(10°C and 22°C) was made to determine the viability
of microorganisms Vibrio anguillarum, Aeromonas
sobria, Aeromonas salmonicida, Aeromonas hydrop-
hila y Aeromonas caviae. The methodology used in
the recovery of these pathogens included the use of
non-selective plating on Tryptone Soya Agar (TSA).
When viable cell counts has reached zero it is studied
forms viable but non-culturable cells. Results
showed that the microorganisms remain viable more
that 40 days at 22°C and more that 314 days at 10°C.
Vibrio anguillarum (ATCC 19264) and Aeromonas
hydrophila (B-51) presents dormant state.

Word keys: Vibrio, Aeromonas, sea and fresh
water, two temperatures, ANC

INTRODUCCION

Vibrio y Aeromonas son y-Proteobacterias,
incluidos ambos en la siperfamilia I, orden
Vibrionales, familia Vibrionaceae (Krieg, Sneath,
Staley. 9; Prescott, Harley y Klein. 14). Son habi-
tantes normales del agua dulce o salada, causando
enfermedades e infecciones en animales de sangre
fria, y produciendo dolencias en criaturas de sangre
caliente, como el ser humano. Estas bacterias se
encuentran en sifones de tuberfas sanitarias y de
desagiie y pueden recuperarse a partir de canillas de
agua corriente y suministros de agua destilada,
fuentes potenciales de microorganismos involu-
crados en infecciones hospitalarias (Vivas, Sda,
Tinajas, Barbeyto y Rodriguez. 22).

Vibrio puede causar enfermedades diarreicas mis o
menos graves, ademds de infecciones extraintestinales
que pueden dar como resultado una septicemia letal o
disenterfas. El vibridén colérico produce una potente
enterotoxina que causa la grave enfermedad del cdlera.
(Davis, Dulbecco, Eisen v Ginsberg. 3). Las vibriosis
producidas por Vibrio anguillarum en cultivos de peces
de mar, son las infecciones mds importantes que
limitan la produccién acuicola y sus epizootias han
sido descritas por varios autores (Toranzo y Barja. 18).

Aeromonas ha sido identificada como la causante
de varias infecciones humanas, que incluyen bacte-
riemia, gastroenteritis, meningitis, peritonitis e infec-
ciones bronco-pulmonares (Vivas, Sda. Tinajas,
Barbeyto y Rodriguez. 22). Dentro de este grupo,
Aeromonas hydrophila es un patégeno oportunista,
mientras que Aeronmonas salmonicida causa foruncu-
losis en salménidos y es considerado un patégeno
obligado (Pérez, Fernandez, Rodriguez y Nieto.13).
Aeromonas sobria estd presente en la mayorfa de
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peces moribunidos afectados de epizootias ulcerosas
(Frerichs y Hendrie. 6) siendo aislada como paté-
geno de trucha arcoiris (Toranzo y Barja. 18).

La supervivencia de una bacteria en un ecosis-
tema acudtico se define como un estado celular resul-
tante de su presencia en un medio hostil donde depre-
dadores microbijanos, insuficiencia de nutrientes,
condiciones fisjcag sub6ptimas y toxinas ocasionales
y biocidas de origen natural, coexisten e interac-
cionan entre ellog (Bell, Elliot y Smith. 2; Vendrell,
Torres, Gil, Vivas y Rodriguez. 19).

De acuerdo con Oliver (12) una especie bacteriana
en un estado activo no cultivable se define como una
c€lula que es metabélicamente activa pero que es
incapaz de dividirse cuando es mantenida en ciertas
condiciones, por lo que no se detecta mediante técnicas
microbiologicas de cultivo convencionales aunque
siguen siendo patégenas. La primera publicacién que
mostré la evidencia de este hecho fue realizado por Xu
y col. (Xu, Roberts, Singleton, Arwell, Grimes y
Colwell. 24). Estos investigadores usaron métodos que
no requerian el cultivo de células para demostrar que
Vibrio cholerae 'y E. coli, seguidos de una incubacién
en agua salina artificial, permanecfan viables aunque
perdian la capacidad de dividirse.

Las observaciones bdsicas son las siguientes: una
célula bacteriana cultivable es inoculada en un micro-
cosmos estéril, cominmente agua de mar o de rio, y es
incubado un determinado niimero de dias con
recuentos regulares. A lo largo del tiempo se observa
que el niimero de células cultivables disminuye (conta-
bilizdndolas mediante la técnica de recuento directo en
placa), mientras que el mimero de células totales
presentes permanece constante (Vendrell, Gallardo,
Gonzilez, Gallego y Rodriguez. 20). La hipétesis del
estado de ANC es que esas células no cultivables no
estdn muertas, sino que se encuentran en un estado
activo latente que les permite recuperar su viabilidad si
las condiciones del medio donde existen se lo permite
(Roszak y Colwell. 17).

Diversos autores (Grimes, Atwell, Brayton,
Palmer, Rollins, Roszak, Singlenton, Tamplin y
Colwell. 7; Munro y Colwell. 11) han puesto de mani-
fiesto en sus trabajos que el nimero de bacterias enté-
ricas presentes en un ecosistema acudtico natural
puede ser mucho mayor que el nimero de bacterias
entéricas detectables por métodos de contaje en placa.
Asi pues, una importante fraccién de las bacterias
presentes en un entorno acudtico pueden mantener
algin tipo de actividad metabélica. Ademds, Grimes y
col. (Grimes, Atwell, Brayton, Palmer, Rollins,
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Roszak, Singlenton, Tamplin y Colwell. 7) sefialan la
importancia de esta fraccion de bacterias (indetectable
por métodos tradicionales de contaje directo) debido a
que pueden mantener su infectividad, lo cual consti-
tuye un riesgo para la salud humana.

MATERIAL Y METODOS

Bacterias utilizadas. Para este trabajo se han utili-
zado 4 cepas de Aeromonas de distintas especies (A.
sobria P337, A. salmonicida AL130B, A. hvdrophila
B51 y A. caviae P322) ademds, de 1 cepa de Vibrio
anguillarum ATTCC19264, aisladas de peces (ver
Tabla I). Las cepas fueron cultivadas en agar soja-trip-
ticasefna (Cultimed) a 22°C durante 24 horas y fueron
almacenadas en agar nutritivo 4 4°C bajo aceite mineral
y congeladas a —70°C con un 15% de glicerol,

La identificacion de cada cepa aislada fue confir-
mada de acuerdo con el criterio bioguimico de
Koneman (Koneman, Allen, Dowell, Janda,
Semmers y Winn. 8).

Agua. Para crear el microcosmos se ha utilizado
agua de mar (de la ria de Vigo, Galicia) y de rio (del
rio Mifio, Galicia) esterilizadas mediante filtros de
celulosa de 0.22um, de las cuales 10 mL se transfi-
rieron a tubos de cristal estériles.

Preparacion del indculo. Los microorganismos se
hicieron crecer en caldo nutritivo (TSB. Cultimed) a
22°C durante 8 horas. Las células en fase exponen-
cial se lavaron por centrifugacion (3.000 X g durante
15 minutos) y tras lavar 3 veces con solucidn salina
estéril (0.9% [peso/volumen]), el pellet fue suspen-
dido en solucién salina, inoculado en caldo nutritivo
fresco e incubado a 22°C durante 18 horas. La
suspension final fue inoculada en los tubos con agua
de rio y de mar hasta obtener una densidad final
aproximada de 10" UFC/mL (por lectura en espectro-
fotometro, A= 610 nm). Posteriormente a la inocula-
cidn, cada tubo se incubd a 10°C y 22°C, tempera-
turas de refrigeracién y ambiente. La capacidad de
supervivencia a dos temperaturas ha sido estudiada
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porque se ha comprobado que en agua de mar (rica
en variedad mineral} existe una relacién entre la
supervivencia y la temperatura del agua (Ferndndez,
Rodriguez y Nieto. 5: Vendrell, Gallardo, Torres,
Miguez, Araujo y Rodriguez. 21).

Supervivencia y recuento de los patégenos.
Para determinar la supervivencia de las diferentes
cepas se utilizo el método de contaje directo en placa.
Durante el experimento, una vez inoculados los
tubos, a intervalos de 2 a 10 dias se realizaron dilu-
ciones seriadas y alicuotas de 0.1 mlL fueron
sembradas directamente en el medio agar Soja
Triptona (agar TSA) con el objeto de obtener un
ntimero de colonias entre 30-300 (nimero aproxi-
mado que se considera fiable). Todas las placas
fueron incubadas a 22°C durante 24h,

Investigacion del estado de ANC. Tras realizar
la supervivencia y terminar con contaje cero en las
placas de agar después de dos contajes consecutivos,
se llevd a cabo el estudio del estado de ANC
mediante dos técnicas (Rose, Ellis y Munro. 16):

I. Se vertié 1 mL del agua del tubo del inéeulo en
10 mL de caldo Soja Triptona (TSB) y otros
tantos en 10 mL de TSB diluido diez veces. Se
incubd a una temperatura de 22°C, durante 24
horas. Posteriormente se sembrd un indculo de
0.1mL en placas de TSA y TSA1/10.

2. Se filtraron 2 mL del agua del tubo del indculo
mediante una membrana estéril de celulosa de 0.22
pm. Los filtros se.colocaron en placas de TSA y
TSAI/10. Se incubaron a 22°C durante 24 horas.

La aparicién de colonias en las placas de agar
indica que el microorganismo estudiado presenta
estado de ANC. Para el contaje se usé el método de
recuento directo en placa. Conocido el volumen de la
muestra sembrada, es posible expresar el resultado
tinal del recuento en funcion de un volumen de agua
tomado como unidad X colonias para 1 mL, o Y
colonias para 100 mL (McCarthy. 10).

Cepa

Origen (peces)

Aeromonas salmonicida (AL130B)
Aeromonas hvdrophila (B-51)
Aeromonas sobria (P-337)
Aeromoncs caviae (P-322)

Vibrio anguillarum (ATCC 19264)

Salmo trutta
Oncorlynchus mykiss
Oncorhynchus mykiss
Oncorlivnchus mykiss

Gadus morhua

Tabla I.- Cepas bacterianas usadas en el experimento.
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RESULTADOS

Los resultados obtenidos durante la supervivencia
en agua de mar y agua de rfo a 22°C y 10°C, se mues-
tran en las Grificas 1, 2, 3, 4 y 5. En ellas se puede
observar que existe un comportamiento analogo para
Aeromonas en todas las cepas estudiadas en los dos
tipos de agua. A 10°C el ndmero de UFC/mL sufre un
bajon al principio del experimento, a partir del cual
comienza a aumentar el nimero de células mantenién-
dose mds o menos constante hasta los dltimos dias que
comienza de nuevo a descender (a 10°C el metabo-
lismo estd mds ralentizado y se mantiene mucho mas
la viabilidad de las células bacterianas). Sin embargo,
este comportamiento no se cumple para Vibrio: la cepa
mantiene una constancia perfecta en el nimero de
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UFC/mL hasta Jog dltimos dfas del experimeiiv, en
que comienza a disminuir.

Se ha comprobado que la viabilidad de las cepas
es exactamente igual en agua de rio y en agua de mar
a 22°C, pues todas cepas estudiadas, tanto las 3 de
Aeromonas comg la de Vibrio, dieron contaje cero a
los 40 dias, a excepcién de A. hvdrophila, que en
agua de rio llega hasta los 154 dias.

Respecto a los resultados obtenidos en el estudio
del estado de ANC, se ha determinado éste en todas
las cepas puesto que a 22°C todas alcanzaron su fase
de muerte durante el experimento. Ha sido verificado
este estado para Vibrio anguillarum ATCC 19264 y
para Aeromonas hydrophilu B-51.

Figura 1.- Curva de
supervivencia de
Aeromonas sobria.
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Aeromonas hydrophila Figura 3.- Curva de
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DISCUSION

Aeromonas 'y Vibrio son microorganismos
capaces de sobrevivir y mantenerse viables mds de 5
meses tanto en agua de mar como de rfo, a la tempe-
ratura de 10°C, fendmeno justificable porque son
microorganismos tipicos de agua. Aeromonas es
capaz de persistir en el medio ambiente durante peri-
odos prolongados, sobre todo en agua de rfo (Vibrio
presenta mds resistencia en agua de mar) y como
ambos presentan estado de ANC pueden volver a
proliferar si las condiciones del medio asi se lo
permiten (alta concentracién de nutrientes o tempe-
ratura de crecimiento dtpima y osmolaridad
adecuada), como indican los estudios realizados por
varios autores (Barcina, Lebaron y Vives-Rego. 1;
Votyakova, Kapreylants y Kell. 23).

Resultados iguales obtenidos para Aeromonas,
(Ferguson Glover, McGillivray y Prosser. 4; Pérez,
Ferndndez, Rodriguez y Nieto. 13) llegaron a Ja
conclusion de que este género es capaz de sobrevivir
alrededor de 40 dias a 22°C y mds de 314 dias a 10°C,
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pero que Vibrio (Munro y Colwell. 11) es capaz de
mantenerse viable en agua de mar mds de 60 dias a
22°C, resultado que no se corresponde con el obte-
nido en este trabajo (la cepa utilizada durd 40 dias a
22°C) probablemente debido a variabilidades entre
distintas cepas.

Los resultados obtenidos coinciden con los estu-
dios de Ravel y col. (Ravel, Knight, Monahan, Hill y
Colwell. 15), que indican que la cepa Aeromonas
salmonicida no presenta estado de ANC, asi como
los realizados por Munro y Colwell (11), en los que
la cepa Vibrio choleare O1 presenta estado de ANC
después de dar contaje cero a los 60 dias de su incu-
bacion en agua de mar a 25°C.

De esos resultados se deduce que, aungue en un
recuento de contaje directo en placa no aparezcan
microorganismos, esto no quiere decir que no estén
presentes, sino que pueden permanecer en un estado
de ANC y que pueden recuperarse y generar enfer-
medades en individuos si son expuestos al ambiente
adecuado para ello.
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BALNEARIO DE LUGO - HOTEL

TERMAS ROMANAS
Aguas Bicarbonatadas, Sulfuradas Mixtas, Hipertermales (43,89)

TRATAMIENTOS: Reurnatismos cronicos (Artrosis, Artritis) ¢ Reumatismos
no arficulares (Cidficas, Lumbalgias) e Afecciones Respiratorias
(Faringitis, Rinitis, Sinusitis, Laringitis, Bronquitis) e Enfermedades
dermatologicas e Aparato digesfivo.

TECNICAS: Banos, Chorros, Hidromasajes, Banos de Burbujas » Duchas
Circulares, Parafangos. Masajes e Pulverizaciones, Inhalaciones,
Nebulizaciones « Duchas Nasales, Aerosoles,

Situado en Lugo dispone de hotel con 40 habitaciones con cuarto de bano, cale-
faccion, hilo musical, television. Amplio aparcamiento, 6.000 m? de zona ajardinada,
con embarcadero propio y un paseo peatonal de 2 kilémetros al lado del rio.

Barrio del Puente, s/n « 27004 LUGO « Teléfono (982) 22 12 28 - Fax (982) 22 16 59
ABIERTO TODO EL ANO. Reservas con una antelacién minima de 15 dias.
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