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RESUMEN

Las enfermedades de transmision alimentaria asociadas al
consumo de pescado, constituyen en la actualidad un grave
problema sanitario en Venezuela, ya que la aparicion de pato-
logias gastrointestinales se ha hecho cada vez mas frecuente,
quizas originada directamente por miembros de la bacterioflora
de peces dulceacuicolas. En tal sentido, el objetivo de esta in-
vestigacion se centrd en la determinaciéon de la enteropatoge-
nicidad, especificamente la citotoxicidad y enterotoxicidad de
cepas bacterianas aisladas de tilapias, truchas arco iris y ca-
chamas, provenientes de granjas y del medio silvestre. Para
ello, se emplearon un total de 12 cepas, dos por cada especie
bacteriana: Aeromonas hydrophila, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas fluorescens, Plesiomonas shige-
lloides y Vibrio cholerae, empleando la linea celular Vero y a
través del modelo de inoculacion en ratones lactantes. La pro-
duccion de enterotoxinas resultd positiva para el 42% de las
cepas, observandose distension abdominal con fluido intestinal
de color blanquecino en ratones inoculados con A. hydrophila,
K. pneumoniae y V. cholerae, mientras que en aquellos inocu-
lados con E. coli, el fluido se observé hemorragico. El 100% de
las cepas resultaron citotdxicas en el ensayo con células Vero,
produciendo alteraciones intra (granulaciones téxicas) y extra-
celulares (disgregacion y cambios en la morfologia celular).
Estos resultados permiten inferir sobre la existencia de un vin-
culo entre el consumo de pescado y la aparicién de enferme-
dades en el humano.
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ABSTRACT

Diseases transmitted through food products associated to fish
consumption, actually constitute a serious sanitary problem in Ve-
nezuela, because gastrointestinal pathologies are more frequent,
maybe originated directly from members of freshwater fish bacte-
rioflora. For this, the objective of this research was focused in the
enteropathogenicity determination, specifically citotoxicity and en-
terotoxicity of strains isolated from tilapias, rainbow trouts and ca-
chamas, captured from farms and natural environments. In that
sense, 12 strains were used, two of each of the following species:
Aeromonas hydrophila, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas fluorescens, Plesiomonas shigelloides and Vibrio
cholerae, using a Vero cellular line and the suckling mouse mo-
del. The enterotoxin production resulted positive for 42% of the
strains, observing abdominal distension with a whitish intestinal
fluid in mice inoculated with Aeromonas hydrophila, Klebsiella
pneumoniae and Vibrio cholerae, while in those inoculated with
E. coli the fluid was hemorraghic. All the strains resulted citotoxic
in the trial with Vero cells, producing intracellular (toxic granula-
tions) and extra cellular alterations (desegregation and changes
in the cellular morphology). These results allow the inference that
there is a relation between fish consumption and the appearance
of disease in humans.

Key words: Fish, bacteria, enteropathogenicity, citotoxicity,
entrotoxicity.

INTRODUCCION

En Venezuela existe una cultura de consumo de pesca-
do marino y dulceacuicola, silvestre o de cultivo, debido a que
se cuenta con extensos recursos acuaticos. Adicionalmente a
esto, es mundialmente aceptado como una de las principales
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fuentes de proteinas de origen animal, ademas de ser consi-
derado uno de los recursos alimenticios mas sanos, sin em-
bargo, a través de él son ingeridas bacterias y toxinas que
pueden ocasionar graves problemas alimentarios. Esto ocurre
porque en la superficie externa y en los érganos internos de
los peces, se encuentran como parte de su bacterioflora, espe-
cies bacterianas capaces de ocasionar infecciones, tanto en
los organismos acuaticos como en el hombre.

Desde hace varias décadas se cultivan en Venezuela di-
versas especies de peces [1, 2], entre las que cabe mencionar
la tilapia roja (tetrahibrido de Oreochromis mossambicus x O.
urolepis hornorum x O. niloticus x O. aureus), tilapia de Mo-
zambique (Oreochromis mossambicus), cachama (Colossoma
macropomum) y trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss).

Actualmente en el laboratorio se realizan estudios de la
bacterioflora (miembros de la flora normal) de peces silves-
tres y bajo cultivo en granjas del pais, ya que las posibilida-
des de que sean afectados por una patologia ocasionada por
éstas, especialmente las infecto-contagiosas, aumentan con-
siderablemente cuando estos animales pasan a un estado de
estrés. Estas bacterias constituyen una fuente potencial de
infeccion para el hombre, produciendo patologias como: gas-
troenteritis, diarreas espontaneas e infecciones extraintesti-
nales en el mismo [14]. Como resultado de estos estudios se
han aislado bacterias de importancia sanitaria, tanto para es-
pecies icticas como para la salud publica, resaltando bacilos
Gram negativos moviles, ampliamente distribuidos en am-
bientes acuéticos, suelo, agua y plancton [2].

Ante esta situacion y considerando que los peces han
constituido durante muchos afios un importante recurso ali-
menticio, se propuso una investigacion dirigida a detectar los
posibles efectos enteropatéogenos, especificamente citotdxico
y enterotoxico, producido por bacterias de las especies Aero-
monas hydrophila, Escherichia coli, Plesiomonas shigelloides,

Pseudomonas fluorescens y Vibrio cholerae, a través de la
inoculacion de estas cepas en células Vero (mono verde afri-
cano) y de la aplicacion del método de inoculacion de ratones
(Mus musculus) lactantes, pudiendo de esta manera hacer in-
ferencia sobre la existencia de un vinculo entre el consumo de
pescado y la aparicién de enfermedades en el humano [16].

Tomando en cuenta que, si una determinada cepa en
estudio induce consistentemente reacciones citotdxicas fuertes
en cultivos de células de animales homeotermos, es muy pro-
bable entonces que también ejerza efectos citotoxicos sobre
tejidos vivos; esto permite determinar la capacidad de estas
bacterias de infectar al hombre.

MATERIALES Y METODOS

Poblaciéon y Muestra

La poblacion estuvo constituida por cepas bacterianas
aisladas de especies icticas dulceacuicolas, silvestres y de
cultivo, asi como, de su entorno acuatico (plancton, agua de
estanques, lagunas de cultivo y medio silvestre), que forman
parte de la coleccion de cepas del laboratorio. Para este estu-
dio se tomaron dos cepas bacterianas Gram negativas de: E.
coli, P. shigelloides, K. pneumoniae, Ps. fluorescens, V. chole-
rae y A. hydrophila, cuyo origen se detalla en la TABLA I, ais-
ladas de peces aparentemente sanos.

METODOS Y TECNICAS EXPERIMENTALES

Para determinar la enterotoxicidad se aplicé el método de
inoculacion en ratones lactantes [7], empleando ratones de uno a
cuatro dias de nacidos, obtenidos del bioterio del Centro Nacio-
nal de Investigacioes Agropecuarias (CENIAP) adscrito al Institu-
to Nacional de Investigaciones Agricolas (INIA), Maracay.

TABLA |

PROCEDENCIA DE LAS CEPAS BACTERIANAS/ ORIGIN OF BACTERIAL STRAINS

Cepa

Codigo Interno

Procedencia

Klebsiella pneumoniae

Pseudomonas fluorescens

Plesiomonas shigelloides

Vibrio cholerae

Escherichia coli

Aeromonas hydrophila

4 Sal Acuafin 1999
98E Guanapito 2003
1F Santo Domingo 2003
7F Santo Domingo 2003
48 Acuafin 2002
70 San Fernando 2003
31 Lago de Valencia 2000
149 Lago de Valencia 2000
72E Acuafin 2001
77E Acuafin 2001
K-88+
217 Mucuy 2003
11 Mucuy 2003

Tetrahibrido de tilapia

Cachama
Agua de entrada

Plancton

Tetrahibrido de tilapia
Cachama

Tilapia de Mozambique

Tetrahibrido de tilapia

Tetrahibrido de tilapia

Cerditos diarreicos
Trucha arco iris
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Para evaluar la citotoxicidad se emple6 el método de cul-
tivo celular in vitro empleando la linea de células Vero [3, 20,
23], subcultivadas en el laboratorio (INIA-CENIAP, Maracay).

Los controles empleados para ambos tipos de pruebas
fueron:

e Control positivo: Cepa de Escherichia coli K-88+ aisla-
da de cerditos diarreicos (cedida por el laboratorio de
Bacteriologia del INIA-CENIAP, Maracay), productora de
enterotoxinas y citotoxinas.

* Control negativo: solucion salina estéril (0,85% p/v).

Obtencién de cultivos frescos de las cepas bacterianas

Para asegurar la utilizacion de cultivos puros, el repique
de las cepas se realizd en agar tripticasa soya (ATS) [5] y se
incubd a 37°C (incubadora Lab-Line, modelo 310, EUA), pos-
teriormente se efectud el sembrado de las cepas en medios di-
ferenciales: Inositol verde brillante sales biliares (IBB) [22], co-
listina polimixina cellobiosa (CPC) [17], agar Pseudomonas F o
en su defecto agar Mueller-Hinton (AM-H SIGMA), agar Ampi-
cilina Dextrina (AAD) [13], agar Eosin Methylen Blue (EMB)
[15], para las cepas de P. shigelloides, V. cholerae, P. fluores-
cens, A. hydrophila, E. coliy K. pneumoniae, respectivamente.

Posteriormente, se comprobd la identificacion de las ce-
pas bacterianas obtenidas a partir de los cultivos, mediante el
empleo de pruebas fenotipicas basicas segun Austin y Austin
[4], Austin y Lee [5] y Koneman y col. [15].

Modelo del raton lactante

Obtencion de los inéculos bacterianos empleados en el
modelo del ratén lactante: Del cultivo bacteriano puro, se tomd
una porcion de la colonia y se sembré en dos mL de caldo trip-
ticasa soya (CTS, SIGMA), el cual fue incubado a 35°C, duran-
te 18-24 horas; luego se sembraron tres gotas de este cultivo
puro en cinco mL de CTS, incubandose a una temperatura de
30-35°C durante la noche [7]. Posteriormente se tomaron dos
mL de este cultivo y se adicionaron a 5 mL de CTS, y se agito6
durante toda la noche. Después el cultivo fue centrifugado en
el equipo MultiRF Refrigerante Termo IEC, a 3000 rpm, EUA,
a 4°C durante 30 min. El sobrenadante se utilizé para preparar
el inéculo, adicionandole dos gotas de azul de metileno al 2%
(p/v). Esta solucion se emple6 para la inoculacion de los rato-
nes lactantes [7].

Inoculaciones: Se tomaron al azar cuatro ratones lactan-
tes, la inoculacion se realiz6 via intragastrica con 0,1 mL de la
solucion final. Los ratones fueron mantenidos a 28°C por 4 ho-
ras [7]. Una vez transcurrido este tiempo, fueron sacrificados
utilizando para ello cloroformo (SIGMA). La necropsia fue reali-
zada fijando los ratones en posicién ventral, efectuando la inci-
sion a lo largo de la linea media ventral, quedando de esta ma-
nera expuestas las visceras.

La masa intestinal de los cuatro ratones fue removida,
desde el piloro hasta el ano. Por cada cepa, los intestinos de

448

los cuatro ratones fueron colocados y pesados simultanea-
mente, asi como también los cuerpos de los cuatro ratones sin
intestino, y se realiz6 el calculo de la relacion:

Peso de los intestinos
Peso del resto del cuerpo

Relacién peso =

Las relaciones menores o iguales de 0,07 se considera-
ron negativas, las mayores de 0,07 y menores o iguales a
0,083 positivos débil y las mayores de 0,083 positivas [7].

Ensayo de capa de agar sobre monocapa celular [20, 23].

Obtencién del inoculo bacteriano [3]: A partir de la cepa
bacteriana se sembraron dos mL de CTS incubandolo a 30°C
durante 18 horas. A partir de este caldo, se procedi6 a preparar
el in6culo utilizando solucion salina estéril al 0,85% (p/v), ajus-
tando a una concentracion de 9 x 108 cel mL~" por comparacion
con el tubo numero 3 del Nefelometro de MacFarland [6].

Formacion de la monocapa celular [20, 21, 23]: Se cultivd
la linea celular Vero en Medio Esencial Minimo de Eagle (MEM,;
SIGMA), suplementado con suero fetal bovino (SFB; SIGMA) al
10%, empleando microplacas de 24 pocillos (CELLSTAR), en
las cuales se inocularon 0,5 mL de cultivo celular por pocillo, a
una concentracion de 2 x 10% células mL™". Para la formacion
de la monocapa celular en las microplacas, se requeria el uso
de una incubadora con atmésfera de CO, al 5%, sin embargo,
como no se contd con este equipo al momento del ensayo, se
creo dicha atmdsfera de forma artificial sellando las microplacas
con papel parafinado (PARAFILM), posteriormente las micropla-
cas fueron incubadas a 37°C por 48 horas.

Inoculacion de la monocapa [3]: Una vez obtenida la mo-
nocapa celular confluente se removié el medio de crecimiento,
y se lavé la linea celular con MEM al 10% SFB. Luego se cu-
brié la monocapa con 0,8 mL de una solucién compuesta por
MEM 2X al 10% SFB y agar Noble (DIFCO) al 1% (p/v) a una
temperatura de 45°C [20, 23]. Una vez solidificada y enfriada
la capa de agar a temperatura ambiente, se sembré la mono-
capa con 1 pL (por cada pocillo) del indculo (9 x 108 cel mL™")
la microplaca fue incubada a 37°C durante 72 horas, tiempo
durante el cual se observaron las células cada 24 horas con
un microscopio invertido (Leica modelo DMIL, Alemania), de-
terminando asi la presencia o no de lesiones en las mismas.

RESULTADOS Y DISCUSION

La etapa mas temprana en el proceso de la enfermedad
es la ingesta del alimento contaminado con la bacteria, poste-
riormente se produce la colonizacion del intestino por parte de
la misma. A este nivel, la bacteria libera toxinas (citotoxinas y
enterotoxinas), las cuales son capaces de provocar una serie
de alteraciones en el metabolismo de las células de la mucosa
intestinal, incrementando en muchos casos la secrecion de
agua, sodio, potasio, cloro y bicarbonato en el lumen del intes-
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tino delgado; de esta manera, el efecto de la bacteria sobre el
intestino se expresa por la emision de evacuaciones liquidas
con o sin sangre, de naturaleza autolimitada o de prolongada
duracion hasta causar severas deshidrataciones [14, 18].

Prueba de enterotoxicidad

Transcurrida una hora de exposicién a las toxinas se ob-
servaron evacuaciones de consistencia liquida y de color ama-
rillo en aquellos ratones infectados con las cepas A. hydrophila
217 La Mucuy 2003, E. coli 72E Acuafin 2001, K. pneumoniae
98E Guanapito 2003 y ambas cepas de V. cholerae; se pre-
sentd ademas, distensidon abdominal en todos los ratones sien-
do mas acentuada en los inoculados con V. cholerae, los cua-
les se mostraron muy intranquilos.

Al realizar la extraccion de los intestinos, se not6 que la
mayoria de éstos (8 de 12) se encontraban llenos de materia fe-
cal pastosa y de color amarillo. Los intestinos de aquellos ratones
inoculados con las cepas: A. hydrophila 217 La Mucuy 2003, am-
bas V. cholerae, E. coli 72E Acuafin 2001 y E. coli K-88 + se ob-
servaron inflamados, con aspecto brillante, edematosos y llenos
de un fluido mucoso de color blanquecino y en el caso particular
de las E. coli se notaron muy hemorragicos (FIG. 1).

De acuerdo al rango establecido por Dean y col. [7], los va-
lores de las relaciones entre el peso de los intestinos y el peso
de los cuerpos de los ratones sin intestinos, indicaron que el 42%
de las cepas resultaron enterotdxicas, mientras que en el 58%
las toxinas no causaron un efecto patégeno (TABLA II).

Varios factores de virulencia han sido estudiados para
determinar el mecanismo patogénico de las bacterias, tales
como: la produccién de citolisinas, hemolisinas, enterotoxinas,
adesinas y enzimas elastoliticas [8]. La presencia de estos fac-
tores de virulencia en P. shigelloides aislada de diversos am-

bientes, fue estudiada por Gonzélez-Rey [8], demostrando la
capacidad de esta especie de sintetizarlos. Entre estos facto-
res resaltan la produccion de enterotoxinas (a través del mo-
delo de inoculacion intragastrica en ratones lactantes) y de en-
zimas elastoliticas capaces de degradar el tejido conectivo.
Resultados similares fueron obtenidos en este estudio, pues la
cepa P. shigelloides 70 San Fernando 2003 present6 actividad
elastinasa positiva, demostrada por la degradaciéon de granu-
los de elastina en ATS [5] y enterotoxica, evidenciada por la
acumulacién de liquido en el lumen intestinal de los ratones.

La patogenicidad de A. hydrophila también fue estudiada
por Hostacka [11], quien demostrd la presencia de enterotoxi-
nas, hemolisinas y factores citotoxicos en filtrados de esta bac-
teria, empleando el método del asa ligada de conejos (Orytola-
gus cunilucus) y el cultivo de células Vero. En el ensayo que
compete, se comprueba el efecto enterotdéxico de esta espe-
cie, ya que A. hydrophila 217 La Mucuy 2003, dio resultado
positivo en la prueba de ratones lactantes y en la produccién
de enzimas elastoliticas.

Un caso excepcional es P. fluorescens, de la cual hasta
el momento en la literatura no se registra que esta especie
produzca un efecto enterotoxico, sin embargo, P. fluorescens
1F Santo Domingo 2003, empleada aqui en la prueba de ente-
rotoxicidad, resulté debilmente positiva en tres ocasiones que
se repiti6 la prueba.

En la actualidad se reconocen seis categorias de E.
coli: la enteropatogena, la enterotdxica (ECET), la enterohe-
morragica, la enteroinvasiva, la enteroagregativa y la adhe-
rente difusa [18]. De ellas, la ECET ha cobrado gran impor-
tancia en la salud publica, ya que ha sido reconocida como
agente causal de diarrea en nifios y viajeros en paises sub-
desarrollados [12].

FIGURA 1. (A). E. coli 72E ACUAFIN 2002, PRODUJO DISTENSION ABDOMINAL ACENTUADA CON CONTENIDO
INTESTINAL ABUNDANTE Y HEMORRAGICO (H); (B). V. cholerae 149 LV 2000, PRODUJO DISTENSION ABDOMINAL
ACENTUADA CON CONTENIDO INTESTINAL BLANQUECINO MUCOSO (M) Y ABUNDANTE!/ E. coli 72E ACUAFiIN 2002,
PRODUCED MARKED ABDOMINAL DISTENSION WITH ABUNDANT HEMORRAGIC NTESTINAL CONTENT (H); (B). V. cholerae 149 LV 2000,
PRODUCED MARKED ABDOMINAL DISTENSION WITH ABUNDANT WHTISH MUCOID CONTENT (M).

449



Enteropatogenicidad de bacterias icticas en Venezuela / Leal, Y.y col.

sodiano
SO| 9p 0S9d ="0d ‘SOUlSalU| SO| dp 0Sad ='|d ‘due|jug ="ue|ig ‘opeje|iq ="1ejiq ‘edlgilelq ="1alielq ‘esolsed ="1Sed ‘Openjuade ="uady ‘epelapow =poly ‘eisandsal ogny oN ='dsai oN

+ ¥060°0 x * x * x * 002 A1 671
+ 2600 * * x * x * 000Z A1 LE eels|oyod ‘A
- S¥90°0 . . . €00z Anonpy e L)
+ ¥681°0 x " x . x * €00z Anoniy 7 212 eydoipAy
- 87900 * x * €00 oydeuens 386
- €150°0 * x * 6661 uljendy [es sejuownaud "y
- 900 x * * €002 obujwoq ojues 4/
[l99p

OAl)ISOd 800 « N N €00z obBuiwoq oyes 4| sueasaionj "d
+ G9EL'0 * * x * x * €00¢ opueuls ueg 0/
- 200 * x * ¢00¢ uljendy gy saplojjebiys ‘o
- 19100 * x x 100¢ uiendy 37/
+ 9€60°0 * * x * x * 100g uyendy 32/ 1109 '3
- €00 * X . oAlebaN

* L88M Jjoog
+ G800 . . M . M OAl}ISOd $9|04JU0D
‘dsay
sopinjl4 s9o%9H ue|g eI 1dlelq  1Sed  Juasny U0y PO\ A9 ON
eqganid Od/Id euelsloeg eda)
uoioejaldioju] uoloe|ay SousalUl op seolsiaioeIe) ugioenoeA] |eulwopqy ugisualsiq

'SHNOH ¥NO04 40 ISYNOI FHL ONIFNA FDIN ONITMONS NI LNO AFI-YVI SNOILVAYISEO J1dOOSOAUIVIN

/SVYOH 0¥d.1VvNI SV13d OSUYNISNVYL 13 LINVAINA STLNVLOVT SANOLVY N3 SVAVZITVIY SVIIdOISOUIVIN SINOIDVAYISHO
11 v1gv1L

450



Revista Cientifica, FCV-LUZ / Vol. XIX, N° 5, 446 - 454, 2009

Por lo antes planteado, se incluyeron en este estudio de
enterotoxicidad dos cepas de E. coli, de las cuales E. coli 72E
Acuafin 2001, fue positiva a la prueba. Este resultado coincide
con los obtenidos por Gianella [8] quien demostré la capacidad
de E. coli de producir toxinas termoestables (ST), dando 6pti-
mos resultados en la prueba del ratén lactante. Sin embargo,
de las cepas de E. coli aqui ensayadas, E. coli 77E Acuafin
2001 fue negativa a la prueba; esto concuerda con el estudio
realizado por Hassan y col. [10], en el cual cepas de E. coli
aisladas de la bacterioflora de peces, resultaron negativas en
el ensayo del raton lactante. Esto permite inferir que la variabi-
lidad de los resultados obtenidos pudiera deberse a una dife-
rencia en los serotipos de las cepas aqui probadas.

Por otra parte, algunas cepas de V. cholerae producen
una enterotoxina termoestable muy parecida a la de E. coli, en
este estudio sobre la capacidad enterotoxigénica de dos cepas
de V. cholerae resultaron positivas; esto difiere de los resulta-
dos obtenidos por Hassan y col. [10], en el que las cepas de Vi-
brio spp. empleadas, identificadas solo a nivel de género, arro-
jaron resultados negativos, lo que puede deberse a la diferencia
de especies entre las cepas estudiadas. Es preciso tomar en
cuenta que de ambas cepas, V. cholerae 31 Lago de Valencia
2003 enterotdxica, resultd negativa a la produccion de enzimas
elastoliticas; sin embargo, la ausencia de este factor de forma
aislada no permite clasificar a una cepa como no enteropatége-
na pues debe estar asociado al resto de éstos [9].

Prueba de citotoxicidad

Para el ensayo de citotoxicidad sobre células Vero, se
tomaron las cepas que resultaron enterotdxicas en ratones

lactantes, con el fin de evaluar la presencia de citotoxinas en
las mismas.

La atmosfera artificial de CO, creada dio 6ptimos resulta-
dos, permitiendo disminuir la posibilidad de contaminacién, con-
servando la humedad, facilitando la formacién de una monocapa
que fue confluente en tan so6lo 48 horas de incubacion a 37°C.

La observacion final de este ensayo se realiz6 a las 72 ho-
ras de incubacién, ya que los cambios celulares se fueron pro-
fundizando para finalmente visualizarse el desprendimiento de la
monocapa, a excepcion del control negativo, el cual no presentéd
cambios en su morfologia celular normal. En la TABLA llI se de-
tallan los cambios morfolégicos observados a las 24 y 48 horas
de incubacién, una vez inoculadas las cepas bacterianas.

De las cepas ensayadas, el 100% resultaron toxicas pro-
duciendo alteraciones intra y extracelulares, entre las cuales la
presencia de vacuolas, granulaciones citoplasmaticas y redon-
deamiento celular fueron las mas resaltantes (FIGS. 2 y 3).

La citotoxicidad también juega un rol importante en la
patogenicidad de una cepa bacteriana [8], la misma viene
dada por la capacidad de ésta de sintetizar distintas toxinas
que provocan alteraciones letales en las células del hospede-
ro, de acuerdo al grado de susceptibilidad de la misma a la ac-
cion de dicha toxina [19]. Estas alteraciones son evidenciadas
por el dafio estructural y morfolégico que sufre la célula, indu-
ciendo en muchos casos la muerte de ésta.

Considerando que son varios los factores de virulencia
implicados en la enteropatogenicidad de una bacteria, en este
estudio se evalu6 como un factor adicional, la producciéon de
citotoxinas de las cepas enterotoxicas.

TABLA Il

CAMBIOS MORFOLOGICOS A LAS 24-48 HORAS DE INCUBACION/ MORPHOLOGICAL CHANGES AT 24 - 48 HOURS OF INCUBATION

Cepas

Caracteristicas de la monocapa

A las 24 horas de incubacion

A las 48 horas de incubaciéon

Control negativo

Control positivo
E. coli K88+

E. coli 72E
Aquafin 2001

P. shigelloides 70
San Fernando 2003

V. cholerae 31
Lago de Valencia 2000

V. cholerae 149
Lago de Valencia 2000

A .hydrophila 217
La Mucuy 2003

Monocapa normal, refringente. Células escasas en
suspension.

Destruccién de monocapa. Presencia de cumulos
celulares. Células filamentosas aisladas. Granulos
citoplasmaticos abundantes.

Destruccién de la monocapa. Presencia de cumulos
celulares y granulos citoplasmaticos abundantes.

Destruccién parcial de la monocapa. Células redon-
das aisladas. Presencia de granulos citoplasmaticos.
Acidificacion del medio. Vacuolas citoplasmaticas.

Destruccién de la monocapa. Presencia de células
filamentosas con granulos.

Destruccién de la monocapa. Presencia de células
filamentosas aisladas con granulos citoplasmaticos.

Destruccién parcial de la monocapa. Presencia de
cumulos celulares con granulos citoplasmaticos. Cé-
lulas redondeadas aisladas. Acidificacion del medio.

No hubo cambios en la morfologia celular.

No hay presencia de cumulos celulares. Células
filamentosas abundantes en suspension.

Presencia de cumulos celulares. Células punti-
formes. Detritos celulares abundantes.

Células redondeadas escasas. Células filamen-
tosas en suspension abundantes. Presencia de
granulos.

Cumulos celulares. Presencia de células fila-
mentosas en suspension abundantes.

Cumulos celulares. Presencia de células fila-
mentosas en suspension abundantes

Células redondeadas en suspensiéon abundantes.
Presencia de células redondas y oscuras adheri-
das. Cumulos celulares. Detritos celulares.
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FIGURA 2. A LAS 24 HORAS INCUBACION. A. CONTROL NEGATIVO, B. CONTROL POSITIVO E. coli K-88+ PRESENCIA
DE CELULAS REDONDEADAS (R) CON GRANULOS CITOPLASMATICOS (G), C. V. cholerae 149 1° LV 2000 CELULAS
FILAMENTOSAS (F) CON GRANULOS CITOPLASMATICOS (G). (320X)/ AT 24 HORAS OF INCUBATION. A. NEGATIVE CONTROL,
B. POSITIVE CONTROL E. coli K-88+, ROUNDED CELLS PRESENT (R) WITH CYTOPLASMIC GRANULES (G), C. V. cholerae 149 1° LV 2000
FILAMENTOUS CELLS (F) WITH CYTOPLASMIC GRANULES (G). (320X).

FIGURA 3 A. A LAS 48 HORAS DE INCUBACION. A. CONTROL NEGATIVO, B. E. coli 72E 1° ACUAFIN 2002, PRESENCIA DE

(H) (V)

CELULAS REDONDEADAS (R) CON GRANULOS CITOPLASMATICOS (G), C. P. shigelloides 48 1° ACUAFIN 2002 CELULAS
HIPERTROFIADAS (H) CON VACUOLAS (V) Y GRANULACIONES CITOPLASMATICAS (G). (320X)/ AT 48 HORAS OF
INCUBATION. A. NEGATIVE CONTROL, B. E. coli 72E 1° ACUAFIN 2002, ROUNDED CELLS PRESENT (R) WITH CYTOPLASMIC GRANULES G),

C. P. shigelloides 48 1° ACUAFIN 2002 HYPERTHROFIED CELLS (H) WITH VACUOLS (V) AND CYTOPLASMIC GRANULATIONS (G). (320X).

La técnica de inoculacién de la monocapa celular em-
pleada por Parreira y col. [20] y Zamora y col. [23] aplicada al
principio en este ensayo, no permitié6 determinar la concentra-
cién bacteriana del in6culo, siendo el desarrollo muy abundan-
te, lo cual dificultd la observacion de los cambios morfolégicos
celulares de forma gradual y provocé la muerte celular en muy
poco tiempo.

Es por ello que surgi6 la necesidad de realizar variacio-
nes en el modo de inoculacion de la monocapa, logrando ajus-
tar el in6culo a una concentracién adecuada, lo que permitié la
produccién en forma gradual de los cambios degenerativos so-
bre las células, debido a la accién de las toxinas bacterianas,
asi como también la reproductibilidad del experimento.

A pesar que la técnica de Zamora y col. [23] aqui em-
pleada, contempla un tiempo maximo de incubacién de 96 ho-
ras para determinar la presencia de lesiones en las células, la
observacion final en este ensayo se realizdé a las 72 horas,
tiempo en el cual los cambios morfolégicos se acentuaron a un
grado tal, que sélo quedaban remanentes de la monocapa,
siendo ademas la visibilidad bastante limitada, debido al abun-
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dante crecimiento bacteriano en todos los casos. Parreira y
col. [20] emplearon un periodo de incubacion aun menor, ob-
servando los cambios morfologicos en las células Vero hasta
las 48 horas de incubacion.

La citotoxicidad de cepas de E. coli, aisladas de cerdi-
tos diarreicos, fue evaluada sobre células Vero por Zamora y
col. [23], demostrando la capacidad de las mismas de produ-
cir un efecto citoténico, caracterizado por el aumento de ta-
mafo y engrosamiento de las células, las cuales se observa-
ron refractiles y con prolongaciones filamentosas, y un efecto
citotoxico en el que las células se redondean con notables
cambios destructivos.

Caracteristicas similares fueron aqui observadas en las
células inoculadas con la cepa enterotoxigénica E. coli 72E
Acuafin 2001, que indujo la formaciéon de granulaciones cito-
plasmaticas y finalmente la destruccién de la monocapa celu-
lar, tratandose por ello de una cepa citotoxica.

Asi mismo, Gonzalez-Rey [9] demostrd el efecto citotoxi-
co de P. shigelloides en varias lineas celulares, las cuales fue-
ron fuertemente afectadas por las toxinas liberadas por cepas
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de esta especie, provocando fuertes cambios en las monoca-
pas, desde variacion en la morfologia hasta la destruccion total
de las mismas. Este efecto fue observado en el ensayo de ci-
totoxicidad de la cepa P. shigelloides 70 San Fernando 2003,
donde la monocapa de células Vero experimenté cambios de-
generativos importantes.

Las cepas ensayadas restantes: V. cholerae 31 Lago de
Valencia 2000, V. cholerae 149 Lago de Valencia 2000 y A.
hydrophila 217 La Mucuy 2003, mostraron un efecto citoténico,
caracterizado por el aumento de tamafo, engrosamiento, re-
dondeamiento y prolongaciones citoplasmaticas, asi como, ci-
totoxico, evidenciado por la presencia de granulaciones cito-
plasmaticas y cambios degenerativos en las células, causando
en todos los casos la muerte de las mismas. Al igual que en
este estudio, Hassan y col. [9] demostraron la actividad citoto-
xica de cepas de Aeromonas spp. y Vibrio spp. En células
Hela, donde la produccién de citotoxinas fue de 61 y 100%,
respectivamente.

En el caso particular de los pozos inoculados con A.
hydrophila 217 La Mucuy 2003, se produjo la acidificacion del
medio, a lo cual no se atribuyen los cambios observados en
las células, ya que en el trabajo rutinario del cultivo celular,
donde se ha observado este fenédmeno debido a una sobre-
poblacion de células, no se apreciaron cambios en la morfolo-
gia celular.

Los resultados obtenidos en la presente investigacion,
permiten presumir que, independientemente de la procedencia
geografica de las cepas bacterianas, el efecto citopatico de las
mismas es reproducible en distintas experiencias.

Anteriormente, la determinacién de citotoxinas se reali-
zaba empleando extractos de bacterias, en las cuales era ne-
cesario el uso de equipos especializados, asi como el empleo
de antibidticos que permitieran una mayor permeabilidad de la
membrana celular de la bacteria, o por el contrario se debia li-
sar la cepa con ultrasonido y luego esterilizar el extracto por fil-
tracion [20]. Sin embargo, el método de capa de agar sobre li-
neas celulares, permite evaluar el mismo efecto en un periodo
de tiempo mas corto, con una menor inversion econdémica y
con la ventaja de ensayar un mayor numero de cepas, dismi-
nuyendo la posibilidad de contaminacion [23].

CONCLUSION

La enterotoxicidad y citotoxicidad de una cepa bacteria-
na constituyen factores importantes capaces de desencadenar
en el humano patologias gastrointestinales, permitiendo esta-
blecer una posible relacién entre el consumo de la carne de
pescado y la aparicion de brotes de enfermedad, provocados
por la inadecuada manipulaciéon y coccién de la misma al mo-
mento de ser consumida, representando asi un riesgo para la
salud publica.
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