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Resumen— La viabilidad de las células bacterianas ha sido determinada, tradicionalmente, por su habilidad para crecer y formar
colonias en medios de cultivo en el laboratorio o por estudios en animales. Sin embargo, un nimero importante de microorganismos
presentes en el ambiente ain no han podido ser cultivados. Estudios recientes han demostrado la habilidad de algunas bacterias para
subsistir en un estado Ilamado viable no cultivable (BVNC). La exposicién a diferentes tipos de estrés puede inducir la formacién de este
estado; no obstante las células pueden retornar a un estado cultivable (“resucitar”) bajo estimulos adecuados. En esta revision se
describen las causas y regulacion del estado viable no cultivable, los métodos de deteccion, la “resucitacion” de estas células, la
repercusion en comunidades microbianas (biopeliculas o biofilms) y su importancia en el ambiente, la industria alimenticia y la salud
publica.
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Abstract—The viability of bacteria cells has been traditionally determined through studies on animals, or by their ability to grow and
form colonies in laboratory culture means. However, it has not yet been possible to grow in a laboratory environment a significant
number of microorganisms typically found in the wild. Recent studies have proved the ability of certain bacteria to subsist in a so called
viable non-culturable state (VNCB). The exposure of the cell to different kinds of stress can induce this state; nevertheless affected cells
can go back to the culturable state (“resuscitate™) when properly stimulated. This review describes the causes and regulation of the
VNCB, its detection methods, the "resuscitation” of affected cells, the impact of VNCB on microbial communities (biofilms) and the
way in which all this affects the environment, the food industry and the public health.
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abandonar este estado. Debido a su falta de desarrollo en
los medios de cultivo, muchas veces se subestima la

INTRODUCCION densidad real de sus poblaciones (Ramamurthy et al., 2014).

Las bacterias viables no cultivables (BVNC) representan
un estado celular adaptativo, de supervivencia a largo Importancia de las BVNC
término bajo condiciones ambientales desfavorables i ) )
(Ducret et al., 2014). Estas bacterias estan vivas, con ~ Las BVNC son de gran importancia para la seguridad
actividad metabolica, pero no pueden desarrollar colonias ~ alimenticia 'y la salud plblica. Muchas especies
en condiciones de cultivo en que habitualmente podrian ~ Potencialmente peligrosas sobreviven y persisten en
crecer. Células de diferentes especies bacterianas pueden alimentos procesados, leche pasteurizada, agua potable y en
subsistir como BVNC. EI concepto fue propuesto unas €l ambiente en general (Sardessai, 2005). Bacterias
décadas atras y aunque inicialmente se lo consider6 un Patogenas causantes de gastroenteritis (Escherichia coli,
estado de inactividad, actualmente se considera un estado ~Campylobacter jejuni, Vibrio cholerae), tuberculosis
de supervivencia de las bacterias (Oliver, 2005, Oliver, (Mycobacterl_um tuberculosis) y otras enfermed_ades pueden
2010, Pinto et al., 2014). En el estado no cultivable la célula ~ entrar en dicho estado y recuperar posteriormente su
vegetativa normal no solo cambia morfologicamente, sino ~ Virulencia. Se ha comprobado que algunas bacterias
también metabolicamente; se modifica la expresion de sus ~ Patogenas pueden ser avirulentas en el estado BVNC
genes y su potencial de virulencia (Li et al., 2014). Bajo  'ecobrandola después de su “resucitacion”, bajo

determinadas condiciones las bacterias pueden “resucitar” y ~ condiciones favorables (Du et al., 2007). Por otra parte,
estos microorganismos estan siendo actualmente estudiados

en relacién a la potencial transformacion y degradacion de

N , contaminantes en el ambiente (Su et al., 2013).
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Causas y regulacion del estado viable no cultivable

Condiciones nutricionales adversas, fluctuaciones en la
temperatura, cambios en el pH, salinidad, estrés oxigénico,
exposicion a metales pesados, tratamientos con antibioticos,
etc. pueden inducir el estado viable no cultivable (Cook y
Bolster, 2007, Cunningham et al., 2009, del Campo et al.,
2009, Kana et al., 2008, Polifroni et al., 2009).
Tratamientos de desinfeccion como la cloracién de aguas o
la pasteurizaciéon de la leche pueden inducir el estado
BVNC en determinadas subpoblaciones. Si bien existen
diversos mecanismos de regulacion del estado BVNC, los
factores de regulacion genéticos RpoS y OxyR parecen ser
importantes para inducir dicho estado. El factor RpoS es el
regulador esencial de la expresion del gen al estrés, esencial
para la supervivencia; la deplecion produce una rapida
induccién del estado BVNC en E. coli y Salmonella spp
(Kusumoto et al., 2012). La falta del RpoS produce una
muerte rapida de las células que se encuentran en el estado
no cultivable (Boaretti et al., 2003). Li et al., 2014 sugieren
gue OxyR podria estar implicado en las vias reguladoras
relacionadas con la induccidon del BVNC.

Métodos de deteccién de BVNC

Si bien las BVNC son dificiles de estudiar, algunas de las
técnicas apropiadas para su deteccidn utilizan marcadores
fluorescentes como coloracién con naranja de acridina y
recuento de viables con anticuerpos fluorescentes (DFA-
DVC) (Mishra et al., 2011). Se utiliza también la medicion
de la actividad respiratoria, medicion de cambios en el
ARN, ADN y ARNm (DVC-FISH), biosensores,
bacteriéfagos, etc. (Oliver, 2005). La implementacion de
métodos no adecuados para su deteccién y en consecuencia
la no observacion (“ausencia”) de este grupo de bacterias
aumentaria el riesgo de la exposicién humana a alimentos y
agua contaminados.

“Resucitacion” de células del estado viable no

cultivable

La “resucitacion” es la inversion de los cambios
fisioldgicos y metabdlicos que caracterizan dicho estado
(Baffone et al., 2006). En un proceso infeccioso algunos
factores como agentes antibacterianos u otras sustancias
producidas por el hospedador pueden generar la entrada del
patogeno en este estado celular; cuando “resucitan” pueden
expresar su virulencia. Recientemente se ha descubierto un
factor genético promotor de la “resucitacion”: Rpf. La
presencia de este factor ha sido demostrado en varias
especies bacterianas (Gupta y Srivastava, 2012, Puspita et
al., 2013). En las bacterias Gram positivas actlia como una
hidrolasa del peptidoglicano (Mukamolova et al., 2006). En
las bacterias Gram negativas pertenece a distintas clases de
proteinas con funciones bioquimicas desconocidas. La
“resucitacion” sélo ocurre en un periodo limitado de tiempo
después de entrar al estado BVNC; es por lo tanto
dependiente de la fase de crecimiento de las células. La
“resucitacion” puede estimularse por agentes fisicos como
cambios bruscos de temperatura (Maalej et al., 2004) o
diferentes tipos de agentes quimicos: mezclas de gases,
aminoacidos, compuestos secretados por células en
crecimiento, etc. (Amel et al., 2008, Reisbrodt et al., 2002).
Los mecanismos que subyacen a la “resucitacion” de BVNC
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no son totalmente conocidos; especialmente en aquéllos
relacionados con el hospedador debido a la complicada
interaccion  patogeno-hospedador.  Para que la
“resucitacion” ocurra debe eliminarse el estrés externo y
deben estar presentes compuestos sefiales especificos, estos
incluyen aminoacidos, el factor RpfS y autoinductores
(Wong y Wang, 2004). Los autoinductores son producidos
tanto por bacterias Gram negativas como Gram positivas. A
veces los autoinductores de una especie pueden estimular la
“resucitacion” de otras especies bacterianas (Reisbrodt et
al., 2002).

Problemética en la industria y la salud publica

La incapacidad de cultivar los microorganismos
representa un serio problema para el estudio de la
contaminacién de fuentes de agua y alimentos asi como
para la deteccion de patdégenos en humanos. El
conocimiento de los secretos del estado viable no cultivable
podria ayudar, en un futuro, a mejorar los métodos de
deteccion de los grupos de bacterias ambientales, ya sean
metabdlicamente activas o inactivas. Un bajo porcentaje de
bacterias patdégenas han podido ser cultivadas en
laboratorio. Hasta los afios 80 la presencia de patdégenos se
relacion6 directamente con la capacidad de multiplicarse y
formar colonias en medios de cultivo regularmente
utilizados en laboratorio. El diagnéstico de infecciones y la
identificacion del agente etiolégico es y sera altamente
dependiente de las técnicas de cultivo (Li et al., 2014). Esta
muy bien documentado que Mycobacterium tuberculosis,
un importante patégeno humano, puede entrar en el estado
no cultivable y “resucitar” durante la infeccién del huésped,
contribuyendo, de esta forma, a la existencia mundial de
mas de dos millones de portadores (Gengenbacher y
Kaufmann, 2012). La recurrencia de infecciones por M.
tuberculosis prueba que las células en estado no viable
retienen su potencial de viulencia después de “resucitar”.
Escherichia coli O157:H7 es un importante patdgeno
humano relacionado con el Sindrome Urémico Hemolitico.
Este serotipo, productor de verotoxinas, tiene la capacidad
de entrar en estado viable no cultivable bajo condiciones de
estrés. La produccién de toxinas puede continuar varios dias
después de que una poblacién entra en estado viable no
cultivable; esto representa un serio riesgo para la salud
debido a que no son detectables con técnicas comunes de
cultivo (Dinu y Bach, 2011, Polifroni et al., 2009). Se ha
demostrado que otras especies patogenas como las
pertenecientes a los géneros Legionella y Vibrio han
mantenido su virulencia después de entrar en el estado no
cultivable (Li et al., 2014).

BVNC y células persistentes en Biofilms

Los biofilms son comunidades bacterianas sésiles, unidas
a una superficie y encerradas en una matriz extracelular
(O’Toole et al., 2000). El microambiente dentro de la
estructura de un biofilm es diferente a la superficie, las
células estan sujetas a estrés oxigénico, pH y nutricional, la
estarvacion confiere, también, resistencia a antibi6ticos
(Arce Miranda et al., 2011, Paraje, 2011). Bacterias de
importancia médica formadoras de biofilm pueden entrar en
estado no cultivable cuando se exponen a antibioticos
(Pasquaroli et al., 2013). Giao y Kevil (2014) han mostrado
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la produccion de BVNC en biofilms formados por Listeria
monocytogenes, un importante patégeno transmitido por
alimentos. Pseudomonas aeruginosa es un microorganismo
ubicuito, patégeno oportunista, importante agente
infeccioso en heridas y otras enfermedades respiratorias
cronicas como fibrosis quistica. Posee la habilidad de
formar biofilms y protegerse de las defensas del hospedador
y la quimioterapia; bacterias no cultivables pueden
desarrollar dentro del biofilm (Mulcalhy et al., 2013). El
conocimiento de los factores que determinan la
“resucitacion” de las BVNC dentro del biofilm en el
hospedador humano ayudaria a sensibilizar estas bacterias a
la accion de los antibi6ticos (Li et al., 2014).

Una caracteristica importante en bacterias formadoras de
biofilm es la presencia de células persistentes, estas
subpoblaciones celulares son tolerantes a agentes quimicos
como los antibi6ticos. Ayrapetyan et al., (2015) definen
estos dos estados (BVNC y células persistentes) como
estrechamente relacionados formando parte de un estado
continuo de inactividad (“dormancy continuum”). En ambos
casos se considera que las células son genéticamente
idénticas al resto de la poblacion, exhiben un fenotipo de
tolerancia al estrés y permanecen en un estado de no-
crecimiento. Se considera que ambos estados son dos
fenémenos intimamente relacionados que necesitan ser
estudiados en conjunto.

CONCLUSIONES

El estado viable no cultivable es un complejo proceso que
necesita futuras investigaciones. Si bien representa una
forma de supervivencia de las bacterias es, al mismo
tiempo, un aspecto importante de la patologia bacteriana.
Los mecanismos especificos implicados en la transicion
bacteriana al estado no cultivable y su “resucitacién” ain no
han sido completamente dilucidados. Por esta razdn, futuros
avances técnicos en los métodos de deteccion de bacterias
en este estado y su retorno a viabilidad son una necesidad y
un desafio para la ciencia; especialmente para tratar de
encontrar soluciones a infecciones bacterianas crénicas.
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