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RESUMEN

Miembros del género Aeromonas son reconocidos
agentes de enfermedades para el hombre, ocasionando
una dgran variedad de procesos extraintestinales, asi como
gastroenteritis. Esta bacteria, se adquiere, principalmente,
por el consumo de alimentos de origen acuatico, como
pescado, mariscos y agua de bebida. Con el fin de
determinar la presencia de Aeromonas en muestras de
pescado comercializado en la ciudad de Pamplona (Norte de
Santander), se analizaron un total de 51 muestras de pescado:
bagre (Brachyplatistoma spp.), trucha (Oncorhynchus
mykiss), mojarra (Oreochromis spp.), rampuche (Pimelodus
navarroi), bocachico (Prochilodus magdalenae), dorada
(Brachyplatystoma flavicans) y sierra (Pristis pectinata);
adicionalmente, se comparé la identificacién bioquimica
tradicional de las cepas, con el kit miniaturizado Microbact™.
En 39 muestras, correspondientes al 76,47 %, se confirmé
el crecimiento de Aeromonas spp. Los resultados mostraron
que el mayor nivel de prevalencia de Aeromonas spp., se
presentd en: trucha (100%) y rampuche (100%), seguida por
dorada (80%), bagre (73,33%), bocachico (60%), sierra (60%)
y mojarra (50%). El elevado porcentaje de aislamiento de
cepas de Aeromonas en las muestras indica que el pescado
comercializado en Pamplona puede ser vehiculo importante
para este microorganismo, considerado patégeno emergente
para el hombre.

Palabras clave: Aeromonas, bacterias emergentes, Microbact,
pescado.

SUMMARY

Members of the genus Aeromonas are recognized agents
of diseases in humans, which can cause a variety of
gastroenteritis and extraintestinal processes, this bacteria is
acquired primarily through consumption of waterborne food
such as fish, seafood and drinking water. In order to determine
the presence of Aeromonas in fish samples marketed in
Pamplona (Norte de Santander), there were analyzed a total
of 51 fresh fish samples: Catfish (Brachyplatistoma spp.),
Trout (Oncorhynchus mykiss), Tilapia (Oreochromis spp.),
Rampuche (Pimelodus navarroi), Bocachico (Prochilodus
magdalenae), Dorada (Brachyplatystoma flavicans) and
Sierra (Pristis pectinata); additionally, it was compared the
traditional biochemical identification of the strains with the
miniaturized Microbact™ kit. In 37 samples corresponding to
76.47 %, it was confirmed the growth of Aeromonas spp. The
results showed that the highest prevalence of Aeromonas
spp. appeared in: Trout 100% and Rampuche 100%, Dorada
80%, Catfish 73.33%, Bocachico 60%, Sierra 60% and
Tilapia 50%. By using the Microbact ™, 87% of the strains
corresponded to A. hydrophila, A. caviae 8%, A. veronii
veronii 2% and Plesiomonas shigelloides 2%. The high
percentage of isolation of Aeromonas strains in the samples
indicates that the fish commercialized in Pamplona can be
an important vehicle for this microorganism, considered
emergent pathogen for humans.
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INTRODUCCION

El pescado y los productos de la pesca son una fuente muy
importante de nutrientes, especialmente, de proteina para
el hombre; sin embargo, estos alimentos pueden ser fuente
de enfermedades, al ser vehiculo de patégenos humanos,
entre ellos, bacterias emergentes de origen acuatico, como
Aeromonas (Silva et al. 2010; Yucel & Balci, 2010).

El género Aeromonas estéa conformado por bacilos Gram-
negativos, oxidasa-positivos y anaerobios facultativos; en
la actualidad incluye 30 especies y 12 subespecies, con la
reciente inclusién de A. tecta (Janda & Abbott, 2010). A.
hydrophila, A. veronii sobria, A. caviae, A. jandaei, A.
schubertii y A. trota, son las especies frecuentemente aisladas
de muestras clinicas (Martin-Carnahan & Joseph, 2005; von
Graevenitz, 2007); mientras que todas estas especies se
han aislado a partir de muestras fecales, A. hydrophila, A.
veronii sobria y A. caviae se asocian, habitualmente, con
gastroenteritis (Albert et al. 2000; Janda & Abott, 2010).

El papel de Aeromonas spp., como agente causal de
gastroenteritis es debatible, debido a la baja incidencia
de grandes brotes epidémicos reportados y a la carencia
de un modelo animal adecuado; no obstante, datos
epidemioldgicos ponen de manifiesto su notable participacién
en patologias gastrointestinales, llegando a ser en Espana
el tercer agente bacteriano, productor de gastroenteritis
(Anénimo, 2003). Aeromonas es una bacteria que se aisla
con gran asiduidad en pacientes con diarrea (EPA, 2006; von
Graevenitz, 2007). Bravo et al. (2011), analizando muestras
de heces de pacientes con Enfermedad Diarreica Aguda
(EDA) en Cuba, aislaron cepas de A. caviae, en el 33% y de
A. hydrophila, en el 29%, de las muestras en las que se logré
la identificacién hasta especie de las cepas. En Venezuela, se
lograron aislar cepas de Aeromonas en el 12,5% de heces
de pacientes con EDA, siendo las especies recuperadas A.
caviae, A. hydrophila y A. sobria (Luzmila et al. 2005). En
Rusia, mas del 8,1% de los casos de EDA fueron ocasionados
por Aeromonas, consiguiendo aislar las mismas cepas de los
pacientes en el agua y en pescado de la regién (Novotny et
al. 2004). En México, Aeromonas es una de las bacterias
mas usualmente involucradas en los episodios de diarrea
(Castro-Escarpulli et al. 2002).

Se ha relacionado a Aeromonas como causante de
enfermedades de origen alimentario en el hombre (Novotny
et al. 2004; Daskalov, 2006). El hombre, se expone a
esta bacteria por el consumo de pescado o de derivados
insuficientemente cocidos, o por contaminacién cruzada con
otros alimentos, agua o materias primas, o por manipulacién
no higiénica de los alimentos (Yucel et al. 2005; Newaj-Fyzul
et al. 2008; Leal et al. 2009); es importante mencionar
que, aunque se considera a Aeromonas como una bacteria
termosensible, algunas toxinas pueden resistir tratamientos

de 56°C durante 10 min (Yucel et al. 2005; Daskalov,
2006); ademés, la gran mayoria de cepas ambientales de
Aeromonas son psicrotréficas, de tal manera que pueden
crecer a temperaturas de refrigeraciéon, aumentando el

peligro de contaminacién por esta bacteria (Novotny et al.
2004)

En todo el mundo existen muchos reportes acerca de la
presencia de Aeromonas en pescado. Salgado-Miranda et
al. (2010), analizando trucha procedente de piscifactorias
en México, indicaron que Aeromonas fue la bacteria méas
frecuentemente aislada; Silva et al. (2010) recuperaron
Aeromonas en el 50% de muestras de pescado procedentes
de un Mercado en Sao Paulo, Brasil; Vivekanandhan et al.
(2005) aislaron Aeromonas en el 33,58% de muestras de
pescado comercializado en India; Abrahim et al. (2007)
aislaron Aeromonas a partir de pescado expendido en Grecia
en el 65% de las muestras; Morales et al. (2004) detectaron
Aeromonas a partir del 98% de las tilapias evaluadas en Costa
Rica; Newaj-Fyzul et al. (2008) identificaron Aeromonas en
el 44% de muestras de tilapia en Trinidad y Tobago y Ullman
et al. (2005) analizaron muestras de pescado y derivados
en Berlin (Alemania), logrando detectar la presencia de
Aeromonas en el 32,1% de las muestras; sin embargo, en
la revision realizada, no existen datos relacionados con el
aislamiento de Aeromonas en pescado en Colombia.

Los objetivos del presente trabajo fueron conocer la
prevalencia de Aeromonas spp., en muestras de pescado
comercializado en la plaza de mercado de la Ciudad de
Pamplona (Norte de Santander) y comparar la caracterizacién
bioquimica tradicional de las cepas aisladas, con el método
miniaturizado Microbact™.

MATERIALES Y METODOS

Numero de muestras: Se realiz6 una encuesta, aplicando
un muestreo para proporciones, con el fin de determinar
qué tan frecuente es el consumo de pescado en la ciudad
de Pamplona. Los resultados revelaron que del total de la
poblacién entrevistada, correspondiente a 256 personas,
163 consumen pescado y, de ellas, 73 lo adquieren en la
plaza de mercado de la ciudad, 35 en supermercados, 40
en ventas callejeras y 15 en ventas detalladas. Teniendo en
cuenta que la gran mayoria de las personas compran el
pescado en la plaza de mercado, se decidié muestrear el
pescado expendido en este lugar. Con base en el dato de
73 personas, se aplicé un muestreo para proporciones, con
un nivel de confianza del 95%, error del 7,4% y aplicando
la férmula del muestreo para proporciones con poblacion
finita, el resultado fue de 51 muestras.

Muestras: Se analizaron las siguientes especies de pescado:
bagre (Brachyplatistoma spp.), 15; trucha (Oncorhynchus
muykiss), nueve; mojarra (Oreochromis spp.), seis; rampuche
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(Pimelodus navarroi), seis; bocachico (Prochilodus
magdalenae), cinco; dorada (Brachyplatystoma flavicans),
cinco y sierra (Pristis pectinata), cinco. Estas especies de
pescado fueron seleccionadas, debido a la preferencia que
reflejaron los consumidores en la encuesta. Los pescados, se
hallaban refrigerados al momento del muestreo y procedian,
principalmente, de los rios Magdalena y Orinoco y de
piscifactorias de la Provincia de Pamplona. Se tomaron 100g
de cada muestra que fueron trasladadas al laboratorio en
bolsas estériles, en nevera portétil y fueron analizadas, de
manera inmediata, después de su recoleccion.

Aislamiento primario Aeromonas spp.: Se realizé un pre-
enriquecimiento en agua peptona alcalina (APA); se pesaron,
asépticamente, 25g de la muestra y se homogenizaron en
225 ml de agua peptona alcalina APA; se incubé a 30°C
por 24 horas. Se inoculé una asada de cultivo, a partir del
pre-enriquecimiento, usando el Agar Base Rojo de Fenol,
adicionado de Almidén (10%) y Ampicilina (10mg/L); se
incubaron a 30°C durante 24 horas (APHA, 2000). Para la
identificaciéon, se tuvieron en cuenta las colonias amarillas
rodeadas de un halo de aclaramiento, aparecido después de
adicionar unas gotas de lugol sobre las mismas; luego, se
pasaron a caldo infusion cerebro corazén BHI, més glicerol
30%, para su conservacion.

Identificacién preliminar de Aeromonas spp.: A partir de
las cepas almacenadas en glicerol, se tomaron 20 uL y se
inocularon en Agar Base Rojo de Fenol, incubando a 30°C
por 18 horas, comprobando la pureza. Después, las colonias
tipicas fueron sembradas en Agar Nutritivo para realizar las
pruebas de tinciéon de Gram; actividad citocromo-c-oxidasa;
actividad catalasa; oxidacion-fermentacién de la glucosa.

Pruebas para la identificacion bioquimica tradicional
de Aeromonas spp.: Las cepas que fueron bacilos Gram
negativos, oxidasa y catalasa positivas y fermentadoras, se
transfirieron a Agar Nutritivo y se les continué realizando las
siguientes pruebas:

Resistencia al agente vibriostatico O-129; sulfuro-Indol-
Movilidad; hidrélisis de la esculina; produccién de gas a partir
de la D-glucosa; test del rojo de metilo- Voges-Proskater;
descarboxilacién de L-lisina y L-ornitina e hidrdlisis de la
L-arginina; produccién de acido a partir de D-manitol,
Salicina, L-arabinosa, Inositol y Sacarosa; prueba de gelatina
e hidrdlisis del almidén, siguiendo protocolos tradicionales
en cada caso.

Identificacion de cepas de Aeromonas spp. mediante
Microbact™ 24E: El Microbact™ 24E es un kit miniaturizado
de pruebas bioquimicas que permite identificar bacilos
aerobios y anaerobios facultativos Gram negativos, entre
ellos, Aeromonas. Con el fin de comparar la identificacién
bioquimica tradicional con este kit rapido, a partir de las

cepas almacenadas en dlicerol, se tomaron 20uL y se
inocularon en Agar Base Rojo de Fenol, incubando a 30°C
por 18 horas, con el propésito de comprobar la pureza del
cultivo. Después, las colonias tipicas fueron sembradas en
Agar Nutritivo e incubadas a 30°C por 18 horas; a partir de
este cultivo, se inoculd la prueba, siguiendo las instrucciones
del fabricante e incubando a 30°C durante 18-24 horas.

RESULTADOS Y DISCUSION

En 39 muestras analizadas, correspondiente al 76,47%,
se confirmé el crecimiento de Aeromonas spp. Teniendo
como base los lineamientos establecidos por Abbott et al.
(2003) en cuanto a la adscripcién a especie de Aeromonas,
se encontré que las especies de Aeromonas correspondian,
principalmente, a A. hydrophila (29,7%) y A. veronii sobria
(19,1%), seguidas de A. jandaei y A. veronii veronii (17%), A.
popoffii (6,4%), A. caviae/A. media (4,3%), A. eucrenophila
(4,3%) vy, finalmente, A. schubertii, con una prevalencia del
2,1%. Mediante el empleo del kit miniaturizado Microbact™,
se hall6 que el 87% de las cepas correspondia a A.
hydrophila; el 8% a A. caviae; el 2% a A. veronii veronii; y el
2% a Plesiomonas shigelloides.

La presencia de Aeromonas en las muestras de pescado
analizadas, se relaciona con los datos obtenidos por Neyts
et al. (2000), quienes aislaron Aeromonas en el 72% de
muestras de pescados y de camarones; Yucel et al. (2005)
aislaron cepas de Aeromonas en el 82,8%, de muestras
de pez carpa Cyprinus carpio, siendo las especies maés
prevalentes A. caviae (66%), seguida por A. hydrophila
(22,6%) y A.veroni sobria (11,6%); Castro-Escarpulli et al.
(2003) analizaron muestras de tilapia congelada en México,
de las cuales, fueron identificadas 82 cepas de Aeromonas
por métodos bioquimicos tradicionales, siendo las especies
mas prevalentes A. salmonicida, A. hydrophila, A. caviae, A.
veronii sobria y A. eucrenophila.

La alta prevalencia de cepas de Aeromonas en las muestras
es importante desde el punto de vista de salud publica, si
se tiene en cuenta que estos microorganismos pueden
ocasionar una gran variedad de procesos intestinales
y extraintestinales, incluyendo bacteriemia, meningitis,
infecciones en heridas y en pulmones y Sindrome Urémico
Hemolitico (Cabrera et al. 2007; Tena et al. 2007; Janda &
Abott, 2010; Yucel &Erdogan, 2010).

De las especies aisladas, el mayor porcentaje correspondio
a A. hydrophila, con una prevalencia del 29,7%. Gonzélez et
al. (2001), analizando muestras de trucha y lucio, aislaron,
principalmente, cepas de A. hydrophila, hallando una
prevalencia muy cercana a la aqui registrada (29%); Yucel
& Balci (2010), observando muestras de pescado de agua
dulce procedentes de mercados de Ankara (Turquia),
aislaron Unicamente cepas de A.hydrophila, en el 10% de
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las mismas; Davies et al. (2001), a partir de muestras de
pescados tomadas en diferentes paises europeos, detectaron
una incidencia de A. hydrophila del 40%; Herrera et al.
(2006), estudiando muestras de pescado de origen marino,
aislaron Aeromonas spp., con una incidencia del 62%; de
éstas, el 48,4% correspondia a A. hydrophila; Savitthamani
et al. (2005), examinando pescado de rio, apreciaron una
prevalencia del 51,1% para A. hydrophila y Boari et al. (2008)
aislaron Aeromonas en todas las muestras de filetes de tilapia
en Brasil, siendo la especie més prevalente A. hydrophila.

Los resultados del estudio en cuestién no se relacionan con
los obtenidos por otros autores, como Radu et al. (2003),
quienes reportaron que a partir de muestras de pescado
tomadas de mercados con venta al piblico en Malasia, 55%,
11,5% y 2,3% portaban A. veronii sobria, A. hydrophila y
A. caviae, respectivamente. Tampoco concuerdan con los
resultados de Silva et al. (2010) quienes analizando muestras
de pescado procedentes de mercados en Sao Paulo (Brasil),
aislaron, principalmente, cepas de A. allosaccharophila.

El hecho de encontrar un alto porcentaje de A. hydrophila en
las muestras refuerza la suposicién que el pescado representa
un riesgo potencial para la salud de los consumidores, ya
que esta especie es una de las que expresa mas factores de
virulencia (Daskalov, 2006; Leal et al. 2009), y es la una de la
més relacionada con patogenicidad en el hombre (Novotny
et al. 2004; Tena et al. 2007).

CANTIDAD DE CEPAS AISLADAS
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Adicionalmente, se lograron aislar especies de Aeromonas
que se consideran patégenas para el hombre, como son:
A. veronii sobria, A. caviae, A. jandaei, A. veronii veronii y
A. schubertii, que han sido aisladas a partir de infecciones
en el ser humano (Kannan et al. 2001; Martin-Carnahan &
Joseph, 2005; EPA, 2006). Por lo tanto, el pescado que se
expende en la plaza de mercado de Pamplona puede ser
una fuente importante de cepas de A. hydrophila y de otras
especies de Aeromonas, que expresan factores asociados a
la virulencia.

Dentro de las especies de pescado, las que mostraron
mayor presencia de Aeromonas spp., fueron: trucha
y rampuche (100%), seguido por dorada (80%), bagre
(73,33%), bocachico (60%), sierra (60%) y mojarra (50%).
A continuaciéon, se relacionan las especies de Aeromonas
aisladas de las muestras de pescado (Figura 1). Si se tienen
en cuenta que en los resultados de la encuesta realizada
previamente a los consumidores para determinar su
preferencia por tipo de pescado, la trucha ocupé el segundo
lugar después del bocachico y que, en el 100% de las
muestras de trucha, se recuperaron especies de Aeromonas,
correspondiendo el 50% a A. veronii veronii y el 20% a A.
hydrophila, donde se concluye que la trucha es la especie de
pescado que representa mayor riesgo potencial para la salud
del consumidor y se acentta, ain mas, al considerar que la
trucha se encuentra en todas las épocas del ano, a diferencia
del bocachico, que sdlo se halla por temporadas.

A. hydrophila

E A. veronii sobria

B A. caviae/A. media
% A. jandaeij

A. veronii veronii
A. eucrenophila

A. jandaei

™ A. schubertii

Figural: Presencia de Aeromonas spp. en las diferentes especies de pescado analizadas
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En este estudio, el 87% de las cepas identificadas por
Microbact™ 24E correspondié a A. hydrophila; el 8% a A.
caviae; el 2% a A. veronii veronii; y el 2% a Plesiomonas
shigelloides, (pero por pruebas bioquimicas tradicionales
esta cepa arroja un resultado negativo a la fermentacién
del me-inositol). Al comparar la identificacién bioquimica
tradicional con el Microbact™ 24E, el porcentaje de
concordancia fue del 27,65%. Las ventajas que ofrecen los
meétodos miniaturizados, como el Microbact™, es el ahorro
de tiempo en la preparacién de los medios de cultivo, la
minimizacién de errores en la preparacién de los mismos
y la facilidad y la rapidez al momento de la inoculacién
del kit; sin embargo, es un hecho bien reconocido que
los kits miniaturizados comerciales identifican de manera
incorrecta especies de Aeromonas (Janda & Abott, 2010).
Las diferencias de identificacion obtenidas a nivel de
especie entre el método tradicional y los miniaturizados
son, bésicamente, debidas a que las bases de datos de
estos sistemas son inapropiadas e incompletas, ademas
porque estos métodos no incluyen algunos sustratos clave
requeridos para la identificacién de especies, como es la
reduccién de la esculina. A pesar la existencia de métodos
genéticos capaces de identificar de forma répida y fiable
todas las especies del género, los laboratorios destinados al
diagnéstico clinico siguen utilizando métodos bioquimicos
tradicionales, principalmente, en paises en via de desarrollo.

Se determiné que el uso del Microbact™ no fue lo
suficientemente fiable para identificar Aeromonas a partir de
muestras de pescado. Dentro de las limitantes que presentd
el método Microbat™ 24E es importante recalcar el bajo
poder discriminatorio entre especies, ya que s6lo permite la
identificacién de cuatro especies: Aeromonas hydrophila, A.
veronii sobria, A. veronii veronii y A. caviae.

La alta prevalencia de Aeromonas en las muestras de pescado
estd relacionada con varias fuentes; en primer lugar, con
la contaminacién del agua de donde proceden los peces;
contaminacién secundaria, proveniente de la manipulacién;
almacenamiento; transporte e incluso durante el expendio,
ya que, como se menciond anteriormente, ésta bacteria es
psicrotroéfica, logrando crecer a temperaturas de refrigeracion
o en el hielo que se utiliza para conservar el pescado durante
su venta (Ullmann et al. 2005; Daskalov 2006; Newaj-Fyzul et
al. 2008; Silva et al. 2010; Yucel & Balci 2010). Por lo anterior,
para controlar la presencia de Aeromonas en el pescado que
se expende en la plaza de mercado de Pamplona es prioritario
que los vendedores de pescado implementen Buenas
Précticas de Manufactura, que en las piscifactorias se controle
la calidad microbiolégica de estanques donde habitan los
peces y, finalmente, que el comprador realice una adecuada
coccién del pescado antes de consumirlo.

En conclusién, se encontré una alta prevalencia de Aeromonas
spp., en las muestras de pescado fresco comercializado en

la plaza de mercado de la Ciudad de Pamplona, pudiendo
representar un peligro para la salud, especialmente, en
ninos, en ancianos y en personas inmunosuprimidas. Para
confirmar el potencial patogénico de las cepas aisladas es
necesario identificar los posibles factores de virulencia de las
mismas, aspecto que ya se esté siendo investigando por los
autores.
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