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RESUMEN. Plesiomonas shigelloides es un miembro de la familia
Vibrionaceae, es unbacilo Gram negativo asociado a gran nimero de
brotes de gastroenteritis, especialmente en paises tropicales y
subtropicales. De igual manera se ha involucrado en casos de
septicemia, meningitis y colecistitis. El microorganismo se encuen-
tranormalmente cn aguas dulces, peces y aves, El presente trabajo se
hizo con el propdsito de estudiar la incidencia de Plesiomonas
shigelloides en tetrahibridos de Oreochromis sp. (Tilapia rosada)
cultivados en una laguna artificial en la zona central de Venezuela.
Para el aislamiento del microorganismo se utilizaron en forma
simultinea las técnicas de siembra directa y enriquecimiento lucgo
del homogeneizado de las muestras. En las muestras de Tilapia
analizadas se determiné una alta incidencia (73%) de P. shigelloides
siendo mayor en el tracto intestinal (60%), seguido de la picl
(36,67%) y por dltimo las branquias (26,67%), sin existir correlacién
algunaentreellos, Enel aguadelalagunade cultivo el microorganismo
se aislé con una frecuencia de 41,67%. La siembra directa presentd
los mayores valores de aislamiento (60%) en los diversos tejidos de
Tilapia asi como en el agua de cultivo (41,60%). No se observé
diferencias significativas en la efectividad de los agares selectivos
utilizados para el aislamiento de P. shigelloides (Agar Plesiomonas
y Agar lnositol Verde Brillante Sales Biliares). Se observé una
correlacién positiva entre 1a incidencia del microorganismo y los
niveles de pluviosidad. Se apreci6 unaalta incidencia de E. coli enlas
muestras de los tejidos de Tilapia y el agua de la laguna de cultivo.
No se observé correlacién entre la incidencia de P. shigelloides y la
de E. coli. Debido a la alta incidencia de P. shigelloides encontrada
en este estudio es importante asegurar una adecuada evisceracion,
lavado, almacenamiento a temperaturas inferiores a 8°C y una
apropiada coccién del producto con el fin de disminuir los riesgos al
consumidor.
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INTRODUCCION

Plesiomonas shigelloides es un bacilo Gram negativo
recto, delgado y largo o filamentoso, de extremos redondea-
dos, con dimensiones de 0,8 - 1 por 3,0 um; crece como células
aisladas o en pares, métiles debido a la presencia de flagelos
lofotricos (1), anaerobio facultativo y posee un crecimiento
6ptimo a 30°C. No crece en caldo nutritivo que contenga 7,5%
deNaCl. Muchas cepas son sensibles alos agentes vibriostaticos
como el 2,4-diamino-6,7 diisopropi) pteridina (0/129) (2). Es
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SUMMARY. Incidence of Plesiomonas shigellpides in Tilapia
tetrahibrids (Oreoclromis sp.). Plesiomonas shigelloides, amember
of the family Vibrionaceae, is a Gram negative rod associated with
several gastroenteritis outbreaks, especially in tropical and subtropical
countries. In same way, it has been related to some septicemia,
meningitis and cholecistitis cases. The microorganism is normally
found in water, fish and birds. The aim of this work was to study the
incidence of Plesiomonas shigelloides in tetrahibrids of Oreochromis
sp. (Pink Tilapia) located at the central region of Venezuela. Once the
samples were homogenized, the techniques of enrichment and direct
streaking were used simultaneously for the isolation of the
microorganism, A high incidence of P. shigelloides was determined
(73%), being higher in the intestinal tract (60%), followed by the skin
(36.7%) and the gills (26.67%), without any correlation among them.
Inthe fish pond, the microorganism isolation frequency was 41.67%.
The direct streaking technique presented the highest isolation values
in the different Tilapia tissues (60%) and in the water as well
(41.60%). No signiticant differences were observed on the efectivity -
of the selective agars used for the isolation of P. shigelloides
(Plesiomonas Agar and Inositol-Brilliant Green-Bile Salts Agar). A
positive correlation was observed between the microorganism
incidence and the pluviosity levels. A high incidence of E. coli was
observed in the samples of Tilapia tissues and the water pond. No
correlation was observed betweenincidence of P. shigelloides and E.
coli. Due to the high prevalence of P. shigelloides found in the
present study, it isimportant to assure a proper evisceration, washing
and storage at temperatures Jower than 8°C, and a proper product

.cooking to diminish the customeris risk.
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un patégeno emergente, oportunista que esta distribuado por
todo el mundo y al cual se le han atribuido infecciones
clinicamente importantes en infantes, ancianos y pacientes
inmunocomprometidos (1-3). Existen muchas evidencias que
sefialan el papel de P. shigelloides como patégeno entérico y
su aislamiento en heces de personas con diarrea (1). Gran
numero de epidemias de diarrea se Je han atribuido a P.
shigelloides habiéndose aislado en todo el mundo principal-
mente en Africa, India y Japon (4). Diversas investigaciones
que versan sobre la etiologia de las enfermedades entéricas
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producidas por P. shigelloides han determinado que su trans-
misidn se realiza a través del agua, sin embargo, su incidencia
en alimentos ha sugerido que puede representar un nuevo
patégeno causante de enfermedades transmitidas por los mis-
mos. Estudios de ecologia y epidemiologia de P. shigelloides
han demostrado que la incidencia de este microorganismo en
animales acudticos y en las heces de pacientes con diarrea
muestran un repunte en la estacién lluviosa para las zonas
tropicales y durante el verano en los climas templados. Esto se
confirmé con un estudio sistemadtico de la flora intestinal de
peces en varias partes del mundo. Igualmente se ha confirma-
dolainfluencia de la variacién estacional sobre el nimero de
organismos detectados en muestras de agua superficiales en
andlisis realizados en Japén y Europa (4). Plesiomonas
shigelloides habita normalmente en el ambiente, en aguas
dulces, pecesy aves. Labacteria se haencontrado con frecuen-
ciaen las aguas dulces de superficie (5-7). Se ha determinado
una alta incidencia de P. shigelloides en Tilapia y en otros
pescados de rio (8-12). _

Debido al auge del cultivo de 1a Tilapia como opci6n para
obtener una fuente proteica accesible a grandes niveles de la
poblacidn, se llevé a cabo el presente estudio con el objeto de
conocer el papel de este alimento como vehiculo de transmi-
sién del microorganismo, investigar su presencia en el agua de
la laguna de cultivo, estudiar el efecto estacional en su
prevalencia y determinar la eficiencia de dos técnicas de
aislamiento y el efecto de dos medios selectivos a la vez que
correlacionar su presencia con la de Escherichia coli.

MATERIALES Y METODOS

Se analizaron 30 muestras de pescado y 12 de agua prove-
nientes de un cultivar de Tilapia en lagunas artificiales ubicadas
en la Regién Central del pafs, las cuales fueron tomadas al azar
(utilizando la tabla de nimeros aleatorios) mediante la pescacon
chinchorro y conforme a las recomendaciones del Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater (13)
respectivamente. Fueron llevadas de inmediato al laboratorio, en
una cava con hielo, donde se les analizé posteriormente. El
estudio abarc las estaciones de lluvia y sequia, realizando un
total de seis lotes, tres en la época de lluvia y tres en la época de
sequia. Cada lote estaba compuesto por cinco muestras de
pescados (225g/pescado) y dos de agua (100ml/muestra). Los,
andlisis microbiolégicos (incidenciade Plesiomonas shigelloides
y Escherichia coli) se realizaron en 1a piel, branquias e intestinos
asf como al agua de la laguna de cultivo.

Otros andlisis realizados al agua de cultivo de los peces
fueron la medicidn de pH y de la temperatura al momento de
la captura de los peces. Para ello se utilizé una cinta de
medicién de pH para el campo (pHydrion Paper, Micro
Essential Laboratory Inc. Brooklyn, New York) verificando
luego en el laboratorio en un pHmetro (Marca Orion, Modelo
420A), y un termdmetro de mercurio en la medicién de
temperatura.

Aislamiento de P. shigelloides

Se utilizaron las técnicas de: enjuague para analizar 1a pig|
de los pescados enteros donde cada pez fue enjuagado cop
225mL de Agua Peptonada (Peptona al 0,1%. Difco, Detroj
MI) usando movimientos de agitacién y masaje durante )
minutos y empleando las mismas bolsas donde fueron trans.
portados al laboratorio y técnica de homogencizado para e
andlisis de las branquias (10g de promedio) e intestinos (25g
de promedio) en el Stomacher LAB-BLENDER 400 (Suffolk,
Inglaterra) durante 2 minutos usando 90mL y 225mL de Agua
Peptonada (Peptona al 0,1%. Difco Detroit MI) respectiva-.
mente. El homogeneizado fue sembrado directamente, me-
diante un asa de 3mm de didmetro, en la superficie de las
placas de agar Inositol-Verde Brillante-Sales Biliares (IBB)y
de agar Plesiomonas (PL)(14). A su vez, 10 mL del
homogeneizado fueron enriquecidos en agua peptonada
alcalina (pH 8,6) durante 24 horas a 37°C, después de lo cual
se sembré con el asa en la superficie de los medios selectivos
mencionados. Las muestras de agua fueron sembradas direc-
tamente, mediante un asa de 3mm de didmetro, en lasuperficie
delosagares PL ¢ IBB y paralelamente 100mL fueron concen-
trados a través una membrana Millipore de 0,45um (Millipore
Corp, Bedford, MA, USA) (15) que luego fue colocada en un
medio de enriquecimiento (agua peptonada alcalina, pH 8,6)
a 37°C por 24 horas, al cabo de las cuales se aislé con el asa
en la superficie de los dos agares selectivos. Las placas de los
agares IBB y PL fueron incubadas a 37°C por 24 horas. Las
colonias sospechosas (colonias de 1-2,5mm de didmetro,
rosadas pdlidas en Agar IBB y colonias de 1-2mm de didme-
tro, rosadas y rodeadas de una zona rosada en Agar PL) se
transplantaron a tubos de Agar Nutritivo (Difco, Detroit, MI)
que fueron incubados a 37°C durante 24 horas. A partir del
cultivo en Agar Nutritivo se realizé una coloracién de Gram
para observar las caracteristicas morfoldgicas de la bacteria.
Se procedi6 a realizar las pruebas bioquimicas a aquellos
cultivos que presentaron bacterias en forma de bacilos largos,
delgados y de extremos redondeados Gram negativos, con
dimensiones de 0,8-1 por 3,0 ptm, de crecimiento aislado o en
pares. Las pruebas bioquimicas realizadas fueron oxidasa, la
capacidad de fermentar azicares en medio agar tres aziicares
hierro (TSI) y la fermentacién del inositol e hidrélisis de la
gelatinaen agar inositol gelatina. Enel agar TSI P. shigelloides
produce una reaccién 4cida/alcalina sin gas ni sulfuro de
hidrégeno y en el agar gelatina torna el medio amarillo y no
hidroliza la gelatina, asf mismo, el microorganismo muestra
reaccion de oxidasa positiva (16).;

Aislamiento de E. coli

Se analizé a partir del homogeneizado (técnica de siembra
directa) y del caldo de enriquecimiento (técnica de
enriquecimiento) sembrando con un asa (3mm) en la superfi-
cie de placas de Agar Directo de E. coli (ECD) Fluorocult (E-
Merck, Darmstadt, Alemania) (17) que fueron incubadas a
37°C por 24 horas. El crecimiento bacteriano en las placas del
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mediomencionado se apreci6 con el uso de una ldmpara UV,
tomando como colonias sospechosas aquellas que presentaron
fluorescencia (azul claro). Para la confirmacién del diagnés-
tico se coloc6é una gota del reactivo de KOVAC sobre las
colonias. Las colonias confirmadas como E. coli presentaron
formacion de una coloracién rojaalos 2-10 segundos, eviden-
ciando la reacci6n de indol positiva,

Cultivos de referencia

Conforme sugieren Koburger y Wei (14) se llevaron a
cabo controles positivos y negativos en forma paralela y se
utilizaroncomo cultivos de referenciaunacepade Plesiomonas
shigelloides CVCM 243 suministrada por el Centro Venezo-
lano de Colecciones de Microorganismos (Instituto de Biolo-
gia Experimental, Universidad Central de Venezuela) y una
cepa de E. coli del cepario de la Cdtedra de Microbiologia de
Alimentos, Facultad de Farmacia, Universidad Central de
Venezuela.

Analisis estadistico

Se utilizaron las pruebas de Anélisis de Varianza, Rangos
Maltiples de Duncan y Rangos de Kruskal-Wallis y de
Correlacién Lineal Simple con la finalidad de determinar la
existencia de diferencias estadisticamente significativas en la
presenciade P. shigelloides y E. coli a nivel superficial (piel
y branquias) con el contenido intestinal y ésta con la presencia
de los microorganismos en el agua y de correlacionar la
incidencia del microorganismo con la de E. coli. Igualmente
se cstudiaron las posibles diferencias existentes en la tasa de
recuperacion de las dos técnicas de siembraempleadas y enlos
dos agares selectivos, asi como establecer la influencia de
efecto estacional en la incidencia del microorganismo.

RESULTADOS Y DISCUSION

En las muestras de Tilapia analizadas se encontr una alta
incidencia (73%) de P. shigelloides siendo mayor en el tracto
intestinal (60%), seguido de la piel (36,67%) y por tltimo las
branquias (26,67%), sin existir correlacién alguna entre ellos.
En el agua de la laguna de cultivo el microorganismo se aislé
con una frecuencia de 41,67%, encontrdndose que los valores
de pH y de temperatura promedio fueron de 7.05 y 28°C
respectivamente. En la Figura 1 se muestra la influencia de las
técnicas de aislamiento de P. shigelloides en las muestras
analizadas, el microorganismo no pudo ser recuperado en la
mayorfa de los casos mediante la técnica de enriquecimiento,
lo cual sefiala que este procedimiento no es el més indicado
para su aislamiento en muestras de peces de agua dulce debido
asu baja competitividad en presencia de la floraacompafiante.
EnlaFigura 2 se observala eficienciade los medios selectivos
utilizados en el aislamiento del microorganismo, donde no se
observé diferencias significativas en los resultados obtenidos,
sin embargo se apreci6 mayor especificidad en al agar

Plesiomonas que en al agar IBB, ya que en éste iltimo se

desarrollaron un elevado nimero de colonias falso positivas.
El crecimiento de P. shigelloides, se ve favorecido en el agar
IBB ya que este posee inositol como fuente de carbono, e] cual
es poco usado por la flora competitiva (16,18).

FIGURA 1
Influencia de las técnicas de aislamiento de P. shigelioides
(Siembra directa vs enriguecimiento)

N° de muestras

Siembra directa

Enriquecimiento

Muestras totales en tejidos
@ Muestras totales en agua

O Muestras positivas en tejidos
B Muestras positivas en aguas

FIGURA 2
Eficiencia de los medios selectivos: Agar Plesiomonas y
Agar Inositol . Verde brillante sales biliares
en el aislamiento de P. shigelloides

N® de muestras

PL § BB
Medios de cultivo
B muestras positivas en tejidos D muestras totales en tejidos
8 muestras positivas en agua W muestras totales cn agua

Son numerosos los estudios que han demostrado la presen-
cia de un efecto estacional en la frecuencia de aislamiento de

P. shigelloides as{ como un aumento de los casos de diarrea

durante los meses mds célidos (5,9,20). En la Figura 3 se
apreciael efectoestacional sobre laincidenciade P. shigelloides
en Tilapia y el agua de la laguna de cultivo, con un repunte en
la época que presenta las temperaturas mis altas. Nedoluha y
Westhoff (9) en un andlisis de la flora microbiana del bagre
rayado realizado en Maryland (Estados Unidos) alo largo de
un afio apreciaron que en €l mes de Junio la flora intestinal de
los pescados estabarepresentadaenun89% por P. shigelloides.
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FIGURA 3
Efecto estacional sobre la incidencia de P. shigelloides
en Tilapia rosada
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N° de muestras

Lluvia Sequia
DY muestras positivas en tejidos W muestras totales en tejidos
W muestras positivas en el agua W muestras totales en el agua

Laincidenciade E. coli enlas 30 muestras de tetrahibridos
de Tilapia analizadas fue del 100% en cada uno de los tejidos
(piel, branquias e intestinos) y en el agua de la laguna de
cultivo, este resultado nos puede dar unaidea de la baja calidad
microbiol6gica del sistema ecol6gico donde crecen estos
peces. Resultados similares han sido apreciados por otros
investigadores en diferentes partes del mundo (21,22). Los
valores obtenidos en el presente estudio reflejan las condicio-
nes inadecuadas de manejo y cultivo de peces puesto que los
terrenos préximos a la laguna se dedican a la cria de ganado
vacuno y la fertilizacién de la laguna se efectda con materia
orgénica no tratada, lo que representa un riesgo potencial ala
salud del piblico consumidor.

Los andlisis estadisticos no arrojaron correlacién entre la
presencia de P. shigelloides y E. coli en las muestras analiza-
das. Resultados similares han sido obtenidos por otros inves-
tigadores (5,8) por lo que se plantea la escogencia de otro
indicador mds apropiado. Sin embargo, existe correlacién en
la presencia de E. coli en los diferentes tejidos de Tilapiaentre
si y éstos con el agua de la laguna, concordando con lo
seiialado por Hejkal y col (23).

Los resultados obtenidos evidencian que los peces de agua
dulce constituyen un reservorio del microorganismo y para su
consumo se requiere una apropiada evisceracién, el manteni-
miento a bajas temperaturas hasta el momento del consumo y
una adecuada coccién con el fin de evitar riesgos a la salud
publica, especialmente en poblaciones susceptibles (infantes,
ancianos e individuos inmunocomprometidos).
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