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INTRODUCCION

El control de las enfermedades transmitidas por los alimentos, es un desafio
actual en el ambito mundial dado que no se conoce su incidencia real. La OMS
ha estimado que, dependiendo del pais, entre el 15% y el 70% de los casos de
diarrea en individuos menores de 5 afios de edad se debe a alimentos
contaminados.

En los Estados Unidos, el Consejo de Ciencias Agricolas y Tecnoldgicas
(CAST) realiz6 un estimado del impacto de las enfermedades transmitidas por
los alimentos y concluy6 que anualmente pueden ocurrir entre 6.5 a 33 millones
de casos y hasta 9 000 muertes.

Con relacion a la produccion, procesamiento y venta de alimentos en los paises
en vias de desarrollo, por las condiciones socioecondmicas desfavorables, se
ha creado una industria informal que cubre un alto porcentaje de la poblacién
con un alto riesgo de contraer y transmitir enfermedades por alimentos.

Los datos recogidos durante el periodo de 1995-1998 por el Sistema Regional
de Informacion y Vigilancia Epidemiologica de las Enfermedades Transmitidas
por los Alimentos, que coordina la Organizacion Panamericana de la Salud,
indican que ocurrieron 3411 brotes con 107,146 personas que enfermaron, y
entre éstos un total de 205 muertos.

Teniendo en cuenta la subnotificacién de casos y brotes , se puede observar la
magnitud del problema de la transmision de enfermedades por alimentos en
paises de América Latina y del Caribe (OPS, 1997).

La importancia de los alimentos para la salud y la enfermedad se ha reconocido
desde los tiempos de Hipdcrates. Prescindiendo completamente del aspecto
nutricional de los alimentos, no puede sorprender que estos sean para el
hombre un vehiculo de exposicion a diversos agentes quimicos y ser sustratos
favorables para el desarrollo de microorganismos (SS, 1993).

Es dificil estimar con precision las consecuencias de los alimentos

contaminados para la salud publica, por no existir informacion sobre la calidad



de los alimentos entre los diversos sectores que tienen que ver con el
abastecimiento (SS,1993).

Los productos del mar (peces, moluscos, crustaceos, entre otros), son de gran
importancia para el ser humano, tanto como fuente de alimento (en el 2002
hubo una produccion mundial cercana a las 96,029,000 toneladas), como por
razones econdmicas (ganancias en el 2002 por $548,933,000
dolares)(SAGARPA 2003)

Dentro de los productos alimenticios involucrados como causantes de ETAs se
encuentran los productos de la pesca como los moluscos que son animales
sésiles, que se alimentan filtrando el agua en donde se cultivan, concentrando
los microorganismos y sustancias presentes en el medio, convirtiéndose en
vehiculos de enfermedades, aumentando su peligrosidad al ser consumidos
crudos o ligeramente cocidos (Tamplin y Capers, 1992).

Las regiones de captura de los moluscos en donde el cdlera, fiebre tifoidea y
enfermedades similares son endémicas, constituyen un peligro mayor
especialmente, si se realiza en las proximidades de la costa o en lugares en
donde los asentamientos humanos son densos (Parker, et al., 1994); como es
el caso de la Laguna de Pueblo Viejo, en el Estado de Veracruz.

Dada su abundancia en el agua, las especies de Vibrio son comunmente
aisladas en bivalvos y productos de la pesca. Entre las mas de 30 especies del
género Vibrio, algunas se han reportado como patdégenas para el hombre y se
han asociado como causantes de brotes de enfermedades (Chakraborty et al.,
1997), entre las que sobresalen como agentes etiolégicos estan V. cholerae,
V. parahaemolyticus y V. vulnificus (Janda, et al., 1998).

Los vibrios se encuentran distribuidos en el ambiente acuatico a nivel mundial,
generalmente en aguas calidas cuando la temperatura se encuentra alrededor
de 17°C vy diversos intervalos de salinidad dependiendo de la especie (Wright
et al., 1996). Los vibrios causantes de enfermedades en el hombre son
bacterias de vida libre o asociados con el fitoplancton, zooplancton, crustaceos
y moluscos en las costas y ambiente estuarino (Lipp et al., 2002).

Existe una gran cantidad de reportes sobre cepas de V. cholerae con
reacciones bioquimicas atipicas, tradicionalmente estas cepas se han



reportado con designaciones tales como V. cholerae lisina descarboxilasa
negativo, V. cholerae sacarosa negativo; Davis y colaboradores (1981)
estudiaron seis cepas representativas de estos biogrupos poco usuales
utilizando hibridacion con DNA y realizando analisis fenotipicos; segun los
estudios resultaron cepas atipicas de V. cholerae; sin embargo, el grupo de las
cepas sacarosa negativo se relaciondé del 24 al 54% con V. cholerae,
basandose en estos resultados y en las diferencias fenotipicas se propuso una
nueva especie V. mimicus por el hecho de que las cepas imitan a V. cholerae
(Davis et al., 1981).

CARACTERISTICAS DEL MICROORGANISMO

Al estar V. mimicus muy emparentado con V. cholerae, comparten multiples
caracteristicas fenotipicas y genotipicas, como son: habitar en agua dulce,
aglutinar con un mismo anticuerpo monoclonal dirigido contra el flagelo
(Simonson & Siebeling 1988), tener dos cromosomas (Okada et al, 2005) e
incluso son capaces de transferirse mutuamente informacion genética. (Boyd
et al, 2000). En estudios recientes, se ha comprobado que estas dos especies
dentro del género Vibrio, son las que filogenéticamente estan mas relacionadas
entre si (Thompson et. al, 2004 ).
En cuanto a su taxonomia, este microorganismo se le ubica segun el Manual
Bergey en:

B DOMINIO: Bacteria
PHYLUM : Proteobacteria
SECCION: Gammaproteobacteria
CLASE: Zymobacteria
ORDEN : Vibrionales
FAMILIA : Vibrionaceae
GENERO : Vibrio
ESPECIE: mimicus

(Madigan et al, 2002)
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Vibrio mimicus es una bacilo curvo Gram negativo, oxidasa positivo, movil con
un flagelo polar (Fig. 1.) (Shandera, 1983; Miyoshi, 1997), considerado un no
fermentador de la sacarosa (Fig. 2), es un microorganismo halotolerante, crece
en intervalos de cloruro de sodio de 0 a 3%, es catalasa positivo, fermenta la
glucosa sin produccidon de gas, Voges-Proskauer negativo, se produce acido a
partir de sacarosa, galactosa, maltosa, manitol y manosa, pero no de
arabinosa, celobiosa, arginina y sorbitol, su temperatura 6ptima de crecimiento
es de 37°C incubandolos de 18 a 24horas siendo su maxima 45°C, pero es
capaz de sobrevivir de -30 a 4°C, en un pH de 5-11, con una actividad minima
de agua de 0.737. En presencia de NaCl crece oOptimamente hasta una
concentracion de 17 Unidades Practicas de Salinidad (UPS), pero crece

también en ausencia de esta sal (Wong, Chen &Ming Yu., 1994).

HABITAT Y RESERVORIOS

V. mimicus es reconocido como un patdégeno humano, de crustaceos y algunos
peces de importancia economica (Shandera, et. al, 1983, Miyoshi et. al, 1997,
Vandenberghe et al, 1999, Wong et al, 1995). Es de habitat acuatico; se ha
aislado de costas, estuarios, rios, lagos y lagunas de agua dulce y salada de
las zonas templadas o calidas (Chowdhury et al, 1989).

Se encuentra formando parte de la microbiota del zooplancton; la manera que
tiene de persistir en el medio ambiente no ha sido estudiada, pero se cree que
al igual que V. cholerae es capaz de formar biofilms sobre la superficie de
plantas acuaticas, algas filamentosas, insectos (o sus huevecillos), copépodos,
crustaceos y moluscos que se alimentan por filtracion (Vieira et al, 2001, Reidl
& Klose 2002) debido a la gran similitud que hay entre estos dos
microorganismos.

Se sabe ademas que algunas especies de este género (incluyendo algunas
patdogenas para el hombre), se encuentran formando parte de la microbiota
normal de los bivalvos (Thompson et. al, 2004) por lo cual es probable que
entre ellas este V. mimicus. También se le ha encontrado en el sedimento en

las épocas de frio y en raices de plantas acuaticas (Chowdhury et. al., 1989).
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Es un contaminante importante en agua no potable y productos de la pesca
como pescados, crustaceos, huevos de tortuga, y moluscos bivalvos, en donde
puede ser causa del deterioro de los mismos. (Wong et al, 1993).

DISTRIBUCION GEOGRAFICA

Las poblaciones de este microorganismo no se mantienen constantes a lo largo
de todo el afio, debido a factores ambientales como son el pH del agua, la
salinidad, la temperatura y nutrientes organicos (Vieira et al., 2001). Se ha
reportado que en verano aumenta la concentracion de estos microorganismos
y a su vez el numero de casos clinicos causados por esta bacteria, todo esto
debido a que el calor promueve la proliferacion de las poblaciones de
microorganismos, y en cambio en invierno cuando disminuye la temperatura de
la columna de agua las poblaciones disminuyen (Vieira et al., 2001, Chowdhury
et al, 1989). La quitina asi como algunos aminoacidos y péptidos muestran un
efecto protector a bajas temperaturas en algunas especies de Vibrios (Amako,
et al 1987; Karunasagar, Venugopal and Segar, 1986); aunque también se ha
observado que bajo condiciones no favorables pasan a un estado de
disminucién de la actividad respiratoria llamado “viable no cultivable” y por ello,
puede no ser detectado en los recuentos (Okada et al, 2005).

Existen reportes que nos indican la presencia de este microorganismo
practicamente en las aguas de casi todo el mundo, hay aislamientos en las
aguas del océano pacifico, atlantico, indigo y del mar mediterraneo, en paises
como Japon (Alam et al, 1996, Shinoda et al, 2004, Chowdhury et al, 1989,
Muyoshi et al, 1997), Taiwan (Wong et al, 1993), China (Chowdhury et al,
1989), e India (Chowdhury et al, 1989, Davis et al, 1981, Albert et al,1992) en
el continente Asiatico, Nueva Zelanda, Filipinas (Davis et al 1981) y Australia
(Payne et al, 2004, Wong et al, 1995) en Oceania, Egipto (Davis et al 1981), y
Senegal (Schandevyl et al, 1984) en Africa, Espafia (Pérez et al, 2001), Francia
(Hervio-Heath et al, 2002), Italia (Baffone et al, 2001) y Rumania (Janda et al,
1988) en Europa, y en Peru (Cabezas et al, 2005), Brasil (Vieira et al, 2001 ),
Cuba (Leyva et al, 1996), Ecuador (Vandenberghe et al, 1999), Costa Rica
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(Campos et al, 1996, Acuia et al , 1999), México (Davis et al, 1981,
Vandenberghe et al, 1999 ), Estados Unidos (Davis et al, 1981, Marano et al,
2000, CDC 2004), y Canada (Davis et al, 1981) en América.

EPIDEMIOLOGIA
A partir de 1981 que se identifico a V. mimicus como una especie distinta a V.
cholerae, se comenzaron a tener reportes sobre la posible patogenicidad de la
misma, uno de los primeros reportes es de Bangladesh en 1981, en donde se
informa que V. mimicus se vio involucrado dos casos de otitis, uno en una
persona de 39 anos y el otro en un nifio, ambos causados por la exposicion al
agua de mar; otro de estos reportes es el de 17 casos de gastroenteritis en
adultos que habian consumido ostiones crudos; asi, otros padecimientos como
infeccion de heridas expuestas al agua de mar, también fueron causados por
esta bacteria (Davis ef al., 1981).
Con el paso del tiempo, se han reportado mas casos en otras partes del
mundo, por ejemplo, en 1991 hubo una epidemia de colera en América latina
(que corresponde a la séptima pandemia), durante ésta, se asociaron casos de
diarrea severa debido a la presencia de V. mimicus en Costa Rica (Campos et
al, 1996); otros reportes como el que reporta Albert et al, en 1992 en donde
hubo varios casos de diarrea severa y un caso de bacteriemia en un nifo;
también en la parte norte de Brasil se informaron casos de diarrea,
identificando cepas atipicas de Vibrio cholerae sacarosa negativo, confirmando
posteriormente a Vibrio mimicus (Vieira et al., 2001).
El 12 de febrero del afio 2005 después de una fiesta de carnavales en
Cuncashca provincia de Carhuaz en Peru, se produjo un brote de diarrea
aguda afectando a 32 personas de las cuales 31 eran mayores de 5 afios y
s6lo un menor de 5 afos, en los que se determino que V. mimicus fue el agente
causal (Cabezas et al, 2005).
Los alimentos que principalmente estan involucrados en su transmisién son;
ostras, ostiones, huevos de tortuga, camaron y pescado que se consumen
crudos o poco cocidos, ademas de la exposicion al agua de mar. (Wong 1994,
Campos et al, 1996).
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PATOGENESIS

V. mimicus es capaz de causar varios cuadros clinicos, como son:
gastroenteritis, ofitis, infeccion de heridas, diarrea tipo colera, disenteria, y en
muy raras ocasiones septicemia.
La dosis infectiva aun se desconoce, pero se ha considerado que puede ser
similar a la de Vibrio cholerae (10* a 10° UFC) debido a la estrecha relacion
entre ambos (Reidl & Klose, 2002).
El periodo de incubacion puede variar de persona a persona desde unas
cuantas horas después de ingerir el alimento hasta tres a cuatro dias después
dependiendo del inoculo con el que se halla tenido contacto y el estado inmune
de la persona.

SIGNOS Y SINTOMAS
Los sintomas de la infeccion intestinal incluyen diarrea, nausea, vomito y
dolores abdominales acompanados algunas veces de fiebre, cuando se trata
de disenteria a todo lo anterior le acompafia diarrea sanguinolenta (Shandera
1983).
En el caso de la diarrea tipo codlera, los sintomas son: diarrea frecuente en
cantidad y frecuencia, liquidas y de blanquecinas (agua de arroz) hasta
amarillentas, con olor caracteristico a pescado o marisco, acompanada de
vomito, y gran afeccion general, piel fria, mucosas secas e hipotension. (Pérez
et al, 2001).
En los casos de otitis por lo general se presenta malestar general, mareos,
fiebre y en casos severos supuracion (Shandera et al, 1983).
El tratamiento antimicrobiano esta indicado en cuadros extra intestinales graves
y cronicos, el tratamiento de eleccidn es la tetraciclina, que es el antibidtico que
ha demostrado una mayor eficacia, asi como el cloramfenicol (Garcia et al.,
2000).
En el caso de la diarrea y gastroenteritis se usa terapia de rehidratacién y ya
que es una afeccion autolimitante, no requiere el uso de antibidticos, pero en

casos severos se pueden usar (Pérez et al, 2001).
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Cuadro 1. Comparacion de afecciones causadas por especies de vibrio.

Especies de |Gastroenteritis(%)| Infeccion |Septicemia(%)| Mixtas(%)
Vibrio de
heridas(%)
V. mimicus 85 3 3 -—--
V.alginoliticus 5-12 71 1 10-15
V. vulnificus 5 45 43 7
V. cholerae no- 67 9 15 -
01
V. 59 34 5 2
parahemoliticus

Fuente: Pavia ef a/,, 1989.

FACTORES DE VIRULENCIA

Los miembros del género Vibrio spp. tienen una alta actividad catabdlica,
producen una gran variedad de enzimas liticas extracelulares, como son
quitinasas, lipasas, proteasas entre otras (Okada et al, 2005), asimismo se han
descrito diversos factores de virulencia entre los que destacan los factores de
colonizacion de células huésped (adhesinas, hemaglutininas, capsula, flagelo,
pilis, entre otros), hemolisinas, proteasas (colagenasas, elastasas, mucinasas,
metaloproteasas, entre otras), sideroforos, toxinas, citolicinas, fosfolipasas,
lipasas, nucleasas, entre otros (Wong et al, 1993, Garcia & Landgraf 1998,
Janda et al, 1988, Baffone et al, 2001, Reidl & Klose 2002).

En el caso de Vibrio mimicus no se sabe con precision cual es su mecanismo
de patogenicidad, pero se han descrito factores de virulencia, entre ellos
tenemos principalmente una hemolisina termolabil, lamada VMH, la cual esta
altamente conservada en la especie, estrechamente relacionada a |la
hemolisina termolabil de V. cholerae la cual funciona como enterotoxina ( Bi

et al. 2001, Li et al, 2005); también se ha encontrado una hemolisina
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termoestable la Vm-TDH, estrechamente relacionada con la TDH de V.
parahaemolyticus, esta toxina le da la capacidad de producir diarrea tipo
disenteria; V. mimicus obtiene este gen por transferencia horizontal de DNA,
ya que el gen de la TDH se encuentra en un transposoén ( Terai et al, 1991).
Se han descrito ademas en V. mimicus la enterotoxina termoestable (Vm-ST),
la enterotoxina termolabil (Vm-LT) y toxina tipo colera (CT), relacionadas
estructuralmente con las producidas por Vibrio cholerae (Spira et al, 1984, Shi
et al, 2000). La CT producida por V. mimcius es fisicoquimica, bioldgica,
funcional e inmunol6gicamente indistinguible de la sintetizada por V. cholerae,
lo que indica que las cepas toxigénicas de V. mimicus, son reservorios de los
genes de la toxina colérica (Kaper et al, 1986), al ser susceptibles a la
infeccion por el fago CTX[! (Boyd et al, 2000)

Asimismo, se ha descrito la presencia de proteasas, una de ellas ademas de la
actividad proteolitica es una hemaglutinina (Vm-HA/proteasa) y ayuda a la
adherencia (Alam et al, 1997), otra que es capaz de cambiar la permeabilidad
de las vasos sanguineos y generar edema, asi como de causar la acumulacién
de fluido en asa ligada de conejo la VMP (Chowdhury et al, 1991) y en ultimas
fechas se ha descrito otra que tiene capacidad de colagenasa VMC ( Lee et al,
2005).

Ademas, se han caracterizado varias hemaglutininas, relacionadas con la
adherencia a la mucosa intestinal, entre ellas el lipopolisacarido (Vm-LPSHA), y
una proteina de membrana (Vm-OMPHA) (Alam et al, 1997).

En el caso de los sideroforos se ha visto que ocurre algo contrario a lo
esperado, ya que se ha descrito que las bacterias del género Vibrio spp. por lo
general producen vibriobactina como el mayor sideroforo, pero V. mimicus
presenta aerobactina como mayor sideréforo, que esta mas relacionado con
las enterobacterias y con el género Aeromonas. (Moon et al, 2004).

En V. cholerae, se ha descrito que las lipasas, principalmente la fosfolipasa es
capaz de causar secrecion intestinal (Fiore et al, 1997) en V. mimicus se
describioé una fosfolipasa A que es citotdxica para linea celular de peces (Lee
et al, 2002), pero su rol en la patogenicidad humana se desconoce.
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Dentro de la familia Vibrionaceae se han descrito otro tipo de factores de
virulencia que no han sido descrito en V. mimicus, como la capsula, la cual es
juega un papel muy importante en la patogenicidad de V. wvulnificus, y V.
cholerae 0139, tanto para la colonizacion como para la sobrevivencia dentro y
fuera del huésped (Wrigth et al, 1999, Nesper et al, 2002).

Asi mismo otros autores refieren a las nucleasas como otras enzimas
extracelulares importantes en la virulencia, principalmente en V. wulnificus
(Garcia & Landgraf 1998).
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ll. JUSTIFICACION

Los alimentos como los productos de la pesca pueden ser vehiculos de
transmision de microorganismos patdgenos causantes de gastroenteritis, entre
los que se puede encontrar a Vibrio mimicus. En México no existe informacion
publicada sobre el aislamiento de este microorganismo en alimentos de la
pesca como los ostiones que se extraen con fines comerciales en la Laguna de
Pueblo Viejo Veracruz vy si se considera que en el pais las gastroenteritis
ocupan el segundo lugar desde el punto de vista de la salud publica, se
contempld la importancia de llevar a cabo la investigacion sobre Vibrio mimicus
en pescados, agua y ostiones asi como la deteccién de algunos factores

implicados en la virulencia.
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OBJETIVO GENERAL

Fenotipificar cepas de Vibrio mimicus aisladas de agua, pescado y ostiones

mediante la produccién de enzimas y ensayos celulares.

OBJETIVOS PARTICULARES

- Aislar a Vibrio mimicus de agua, pescado y ostion.

- Evaluar el efecto de la temperatura y salinidad en el aislamiento de Vibrio
mimicus.

-Evaluar la produccién de enzimas como factores de virulencia.

-Realizar ensayos de biologia celular en las lineas CHO y HEp-2 para evaluar
el efecto citotdxico, adherencia e invasividad.
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IV. ESQUEMA GENERAL DE TRABAIO

Recoleccion de la Muestra

i

Determinacion de factores ambientales

<—m

Tratamiento de la muestra

<—m

Analisis microbiologico

0

Aislamiento e identificacion

=

0

Evaluacion enzimatica

=

0

Ensayos de adherencia
e invasividad
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METODOLOGIA

Se analizaron un total de 340 muestras, en un periodo de tiempo comprendido
entre Septiembre del 2005 a Junio del 2006, (de las cuales 11 de ostion, 11

de pescado y 12 de agua por mes) procedentes de la laguna de Pueblo Viejo.

V.1 CARACTERISTICAS DE LA ZONA DE MUESTREO

La Laguna de Pueblo Viejo se localiza en la parte norte del Estado de Veracruz
entre los 22° 5 y 22°13 de latitud norte y 97° 50 y 97° 57 de longitud oeste
(PDUPW, 1982). Se encuentra en un sistema fluvial complejo alimentado por el
Rio Panuco (al norte) y tributarios. Los cuerpos acuaticos mas importantes son
las Lagunas del Chairel, Carpintero y el Mango; al oeste las de Mata de los
Tinojos y Paso de Piedra. Los asentamientos humanos mas importantes
situados en sus margenes son Cd. Cuahtémoc y Tampico Alto en Veracruz y la
Cd. de Tampico en Tamaulipas (Anénimo, 1982).

El cuerpo acuatico tiene una superficie aproximada de 93.7 Km% su eje mayor
es paralelo a la costa y mide aproximadamente 15 Km de largo y 9.5 Km de
ancho. En su interior existen isletas de tamafio pequefo. En general la
profundidad es somera (1.75 m de profundidad promedio), siendo las partes
mas profundas caracteristicas de la zona central norte sur (Contreras, 1988).

Los asentamientos humanos mas importantes situados en sus margenes son
Cd. Cuahutémoc y Tampico Alto en Veracruz. El sistema lagunar tiene una
profundidad maxima de 1.5 m durante la época de lluvias, y una minima de
0.75 m en época de estiaje, la flora circundante corresponde a la selva baja
aunque debido a la accion del hombre actualmente predominan los pastizales y
matorrales, la temperatura del agua se mantiene entre 16.6 y 30.4° C en
verano, y la salinidad varia entre 1.19 y 27.3 UPS, el pH del agua se encuentra
entrelos 7.4y 8.7.

La principal actividad comercial es la pesca, y la cosecha de ostiones, ya que la
laguna ocupa el segundo lugar en produccién del estado de Veracruz.
Actualmente la laguna se ve afectada por las descargas de aguas residuales
provenientes de los asentamientos humanos aledafios y de la ciudad de
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Tampico Tamaulipas, motivo por el cual la calidad de los productos ha ido
disminuyendo con el paso del tiempo (Contreras 1985).
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Fig. 1 Localizacién de la laguna de Pueblo Viejo Fig. 2 Mapa de la laguna y las ciudades cercanas

SELECCION DE LAS MUESTRAS.

Para el desarrollo de este proyecto, se contemplaron 12 estaciones de colecta
en los puntos que se consideraron criticos, de acuerdo a las Cooperativas y al
Ayuntamiento de la Laguna de Pueblo Viejo, Veracruz. Se realizé el muestreo
de Septiembre del 2005 a Junio del 2006, los puntos de muestreo fueron: El
Bajo (1), Punta de Buda (2), Santa Clara (3), Ensenada (4), El Ciruelo (5), Cruz
de Piedra (6), Isleta de Corralillo (7), Isleta de Tomates (8), Mediania (9),
Tamales (10), Punta de Malagana (11), El Puente (12) Para el caso de los
ostiones solo se trabajaron 11 estaciones, ya que, el puente tiene una
profundidad de aproximadamente 30 m. Por lo que la recoleccién fue de 11

muestras de ostion, 11 de pescado y 12 de agua por mes.
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Fig. 3 Ubicaciones de los puntos de muestreo establecidos por la cooperativa de

pescadores

V.3 TRATAMIENTO DE LA MUESTRA.

Para el analisis, las muestras de ostiones y pescado se colocaron en bolsas de
plastico, de forma independiente, evitando su contacto. En el caso del agua, se
utilizaron botellas de plastico de boca ancha, sumergiendo la botella a una
profundidad de 75 centimetros, hasta tres cuartos de su volumen. Todas las
muestras se etiquetaron, senalando el punto de muestreo, la fecha y hora. En
el caso de las muestras de ostion, se transportaron en embalajes térmicos con
hielo seco. El tiempo transcurrido entre la recolecta y el analisis no fue mayor
de 15 horas.

Las muestras de ostiones (40 ejemplares por muestra), obtenidas de cada

punto de muestreo, se lavaron con un cepillo y abundante agua, para eliminar
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el lodo y las algas, posteriormente se desconcharon en condiciones asépticas
(Elliot, et al., 1995) y se homogeneizaron en licuadora de manera aséptica.
Para la muestra de pescado (3 a 4 piezas por estacidén) se cort6 cabeza y cola

homogenizandose de igual manera que para el ostion.

V.4 ANALISIS MICROBIOLOGICO.

La metodologia utilizada para el aislamiento e identificacion de Vibrio mimicus a
partir de ostiones, pescados y de agua, fue la descrita en el Manual de
Bacteriologia Analitica de la Administracion de Alimentos y Medicamentos
(BAM_FDA) (Elliot, et al., 1995).

De cada homogeneizado de ostiones, se pesaron 50g en matraces que
contenian 450 mL de agua peptonada alcalina (APA) (pH 8.5-9), para obtener
la dilucién 10".De las muestras de agua se transfirieron 25 mL a matraces que
contenian 225 mL de APA, para tener la dilucion 1:10. Se hicieron diluciones
decimales hasta 10° por duplicado en APA. Se incubaron a 35-37° y 42° C por 6
y 18 horas. Cada tubo con crecimiento, se sembro en placas de Petri con agar
tiosulfato citrato sales biliares sacarosa (TCBS) por estria cruzada, y se
incubaron a 37°C por 18-24 horas. A tres colonias de cada placa, sacarosa
negativo (verdes), circulares de 2 a 3 mm de diametro, se les realizo la
identificacion, mediante las pruebas de halofiismo en agar triptosa cloruro
(T4Np), conteniendo 0, 3, 6, 8 y 10 % de NaCl (T41No, T1N+1, T4N3, T1Ns, T1Ng y
T4N1o. Se incubd por 18-24 h a 35-37° C. A las colonias que crecieron en 0 y
3% de NaCl, se les hizo la tincion de Gram y la prueba de oxidasa. La
identificacion fenotipica, solo se realizé a las colonias oxidasa positiva y a las
que, mediante la tincidn fueron bacilos curvos Gram negativos. Las pruebas de
metabolismo que se realizaron: movilidad indol ornitina (MIO), triple azucar
hierro (TSI), agar hierro lisina (LIA), caldo glucosa Hugh-Leifson, produccion de
acido a partir de sacarosa, arabinosa, celobiosa, lactosa, sorbitol, manitol y
manosa, produccion de acetil metil carbinol en el medio de Voges Proskauer,
descarboxilacion de la ornitina y lisina, y la arginina dihidrolasa, citrato de
Simoéns, y ONPG, ademas se utilizo el API 20E.
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Se determind la salinidad en cada punto de muestreo mediante un
refractometro de mano ATAGO H-50/H-80, con una escala: Brix 0.0-50.0 % (H-
50, Brix 30.0-80.0 % (H-80). La temperatura se determind mediante un
termdémetro de campo, con envoltura de acero inoxidable, permitiendo solo ver
la escala de temperatura, teniendo en uno de los extremos una cuerda que

permitio deslizarlo y sumergirlo hasta aproximadamente 75 cm de profundidad.

IV.7.Deteccion de enzimas

Las cepas que bioquimicamente se identificaron como V. mimicus se les
determino la presencia de algunos factores de virulencia Las cepas de V.
mimicus se crecieron en tubos con caldo soya tripticasa con 2% de NaCl Se
incubo por 18-24 horas a 35-37 2C. Todos los ensayos se realizaron por
triplicado y como testigos de V. mimicus una muestra clinica y una ambiental,

que fueron donadas por el INDRE.

IV.7.1.Proteasa (Sizemore and Stevenson, 1970).

1. Se determino la actividad proteolitica sembrando por estria cruzada en
agar leche descremada (Skim milk) en concentracion final del 2 %

2. Se incubara 35-37 °C por 18-24 horas

3. La presencia de zonas claras alrededor del crecimiento indica la
proteolisis.

IV.7.2.Hemolisina (Garcia et al 1998).

1. Se crecié en caldo BHI (infusion cerebro corazén) por 18-24 horas a 35-
372aC

2. Se sembro por estria cruzada en agar base sangre con 5% de eritrocitos
de carnero y de conejo

3. Se incubaron por 18-24 horas a 35- 37°C,

4. Se observo la destruccion de los gldbulos rojos
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IV.7.3.Lecitinasa y Lipasa (West and Colwell 1984).

1. Se utilizaron cultivos de 18-24 horas incubados a 35-37 2C en caldo BHI
para la produccién de lipasas y lecitinasas por Vibrio mimicus

2. Se sembrd en agar nutritivo que contenga el 10% (v/v) de yema de
huevo

3. Seincubo por 7 dias a 35-37 2C.

4. Zonas de precipitado alrededor de la colonia demostré la produccion de

lecitinasa y zonas claras indican la produccién de lipasa.

IV.7.3.1.Lipasa con tween 80

5. Se utilizaron cultivos de 18-24 horas incubados a 35-37 2C en caldo BHI
para la produccion de lipasas.

6. Se sembr6é en agar nutritivo que contenia en concentracion final de
tween 80 (polioxietilen sorbitan mono oleato) de 1%

7. Se incubo por 7 dias a 35-37 2C.

8. Zonas claras alrededor de la colonia demostraran la produccion de

lipasa

IV.7.4.Dnasa (West and Colwell, 1984).

1. Se utilizaron cultivos de Vibrio mimicus de 18-24 horas incubados a 35-
37 2C en caldo BHI, dos por cepa

2. Uno de los tubos se calentd en bafio con agua a ebullicion por 1 minuto
para evaluar la DNasa termoestable.

3. El otro sin ningun tratamiento térmico.

4. A las placas Petri con agar DNA de timo de Carnero con 1% del
colorante de azul de toluidina.

5. Al agar se les realizo un hoyo con pipeta Pasteur con el fin de colocar
en cada perforacion la muestra tratada y sin tratar.
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6. Se incubo a 35-372C por 18-24 horas. La observacion se realizara cada
hora.
7. Se observo si se degradaba el DNA mediante un halo color de rosa.

Hidrdlisis de la gelatina (2% DE NaCl)

1. Se utilizaron cultivos de Vibrio mimicus de 18-24 horas incubados a 35-
37 2C en caldo BHI,

2. Se inoculo el medio por picadura y se incubd por 18-24 horas a 35-37°C.

3. La prueba es positiva si al refrigerar por 5 minutos el medio se conserva

liquido.

Presencia de capsula

Se utilizaron cultivos de 18-24 horas incubados a 35-37 2C en caldo BHI
Se sembrd en agar gelosa glicero al 2% de NaCl por estria cruzada

Se incubo a 35- 37°C por 18-24 horas.

La prueba es positiva al hacerse un frotis del crecimiento

o & 0N =

Se realizo la tincion por la técnica de tinta china y rojo congo para

demostrar la presencia de capsula.

Evaluar el efecto de la toxina en cultivos celulares (Elliot, ef al, 1995; Kreger
y Lockwood, 1981).

1V.9.1.0btencion de la toxina

1. En un tubo con 15 mL de caldo AKI (sin traduccion), se sembraran las
cepas de V. mimicus, se incubaran por 4 horas sin agitacion a 37°C.

2. Se transferira el volumen total del tubo a un matraz con 250 mL del
medio, se incubara durante 16 horas en agitacién (200 rpm), a 37°C.

3. El cultivo se centrifugara en refrigeracion a 900 xg por 30 minutos.
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4. El sobrenadante se esterilizara por filtracion utilizando una membrana
0.22 pum.

5. Como testigo positivo se utilizd una cepa de Vibrio cholerae ATCC
11623 Y como testigo negativo una cepa de Escherichia coli 25922.

IV.9.2.0btencién de la monocapa

1. Se obtendra un crecimiento confluente de células de ovario de hamster
chino (CHO), en medio F12 con suero fetal de bovino (SFB), al 5%, en
condiciones de 5% de COzincubadas a 35-37° C.

2. Se eliminara el suero y el medio. Se agregara un mililitro de pucks
(NaCl, KCIl, NaHCOg3 y EDTA, se esterilizara por filtracion), para lavar la
monocapa y se eliminara también. Se afiadira otro mililitro y se incubara
2 minutos a 37°C.

3. Se bajara la monocapa por paracentesis

4. Se agregara 10 mL del medio F12 mas 5% (0.5 mL) de SFB, se
disgregara la monocapa (subiendo y bajando con la pipeta).

5. Se transfiriara a otra botella para cultivo 2.5 mL y se agregara 12.5 mL
de medio F12 mas 15 % de SFB (1.9 mL), se incubara a 37 °C por 24-
48 horas hasta confluencia

6. Se eliminara el medio y suero, se lavara con 1 mL de pucks y con otro
mililitro se bajara la monocapa con paracentesis, se agregara 12 mL de
medio F12 y 15% (1.8 mL) de SFB y se disgregara la monocapa con la
pipeta.

IV.9.3.Efecto de la toxina

7. En una placa de 96 pozos se colocara a cada uno 100 pL de la

monocapa con medio F12 y 15 % de SFB. Se incubara a 37° C con 5%
de CO; por 24 horas. Se realizara por triplicado.
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8. Se eliminara el medio y suero y se lavara tres veces con regulador salino
de fosfatos ((PBS) (NaCl, KCI, NaHPO4 y K;HPO4 0.1 M, pH 7.2), estéril.

9. Se agregara por pozo 80 puL de medio F12 y 20 pL del sobrenadante de
la toxina (1:5). Se incubara a 37°C, 5% de CO; hasta observar el efecto.

10.Se eliminara el medio y el sobrenadante, se lavara tres veces con PBS
estéril, se agregara metanol absoluto hasta cubrir los pozos e
inmediatamente se eliminara para luego, volver a lavar otras tres veces
con PBS

11.Se realizara una tincién con colorante de Giemsa cubriendo los pozos,
durante 20 minutos, Se recuperara el colorante y se lavara con agua
destilada hasta no observar eliminacién de colorante.

12.Se observa en el microscopio invertido y se toman fotos.

13.Se determina cual es el tiempo en que se tiene la destruccién de la
monocapa.

14.Al determinar el tiempo, se realiza por triplicado.

IV.9.4. Adherencia en la linea celular HEp-2

1. Se sembrara una asada de cada cultivo en tubos con 3 mL de caldo
triptona con manosa al 1%, se incubara a 37 °C/ 18 horas/ 100 rpm. Se
centrifugara a 2500 rpm/ 20 min/ 4 °C.

2. Se eliminara el sobrenadante y el botdn se resuspendio en 1 mL de PBS
estéril. Esta es la suspensién bacteriana que se utilizara para el ensayo.
Preparacién de la microplaca.

4. Las microplacas de 24 pozos con el 100% de confluencia de la
monocapa de células Hep-2 (células cancer laringeo humano), crecidas
sobre un cubreobjetos estéril., seran lavados 3 veces con PBS estéril y
se eliminara el ultimo lavado.

5. Se colocara en cada pozo 975 pL de medio MEM + 25 uL de la
suspension bacteriana.

6. Se incubara la microplaca a 37 °C/5 % CO,/ 3 horas.
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7. Se eliminara el medio con una pipeta Pasteur, se lavo 3 veces con PBS
estéril.

8. Se fijaran las células con metanol durante 1 minuto.

9. Se lavara 3 veces con PBS estéril.

10.Se realizara una tincion con Giemsa durante 20 minutos y se lavaran los
pozos con agua destilada hasta que el agua saliera sin colorante.

11.Se deshidrataran las preparaciones colocandolas 1 min en acetona, 1
min en acetona-xilol (1:1) y 1 min en xilol. Se montaran las
preparaciones en portaobjetos con una gota de resina de Permount.

12.Se observara al microscopio con en el objetivo de inmersion (100x).

IV.9.5 Invasividad en la linea celular HEp-2

1. Se sembré una asada de cada cultivo en tubos con 3 mL de caldo
triptona con manosa al 1%, se incubaron a 37 °C/ 18 horas/ 100 rpm.
Luego se centrifugaron a 2500 rpm/ 20 min / 4 °C.

2. Se elimino6 el sobrenadante y el botén se resuspendié en 1 mL de PBS
estéril.

3. Las microplacas de 24 pozos con el 100% de confluencia de la
monocapa de células Hep-2 (células cancer laringeo humano), crecida
sobre un cubreobjetos estéril. Fueron lavados 3 veces con PBS estéril y
se elimino el ultimo lavado.

4. Se colocd en cada pozo 975 pL de medio MEM + 25 pL de la
suspension bacteriana.

5. Se incubo la microplaca a 37 °C/5 % CO./ 3 horas.

6. Posteriormente se elimind el medio con una pipeta Pasteur, se lavo 3
veces con PBS estéril.

7. Se coloco en cada pozo 1000 pL de medio MEM + Gentamicina (90
pg/mL) + Lizosima (300 pg/mL).

8. Se incubo la microplaca a 37 °C/5 % CO./ 3 horas.

9. Se elimind el medio con una pipeta Pasteur, se lavo 3 veces con PBS

estéril.
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10.Se fijaron las células con metanol durante 1 minuto.

11.Se lavé 3 veces con PBS estéril.

12.Se tin6 con Giemsa durante 20 minutos y se lavaron los pozos con agua
destilada hasta que el agua saliera sin colorante.

13.Se deshidrataron las preparaciones colocandolas 1 min en acetona, 1
min en acetona-xilol (1:1) y 1 min en xilol. Se montaron las
preparaciones en portaobjetos con una gota de resina de Permount.

14.Se observo al microscopio con en el objetivo de inmersion (100x).

1V.9.6.Titulacion de la toxina

15. A partir del punto 8 de V.6.3, se agregara en la primera linea de pozos
180 pL de medio F12 mas 20 pL de la toxina (dilucion 1:10), se
realizaran diluciones subsecuentes, transfiriendo 100 pL a la 2a linea de
pozos, y asi sucesivamente hasta la linea de pozos 12. A partir de los
pozos de la segunda linea hasta la doceava se pusieron 100 pL de
medio F12, por lo que se tuvieron las diluciones 1:10, 1:20, 1:40, 1:80,
1:160, 1:320, 1:640, 1:1280, 1:2560, 1:5120, 1:10240, 1:20480. Se
incubd a 37°C, 5% de CO, hasta observar el efecto.

16. Se continuara la metodologia a partir del punto 10.
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RESULTADOS.

De las 340 muestras analizadas 35 fueron positivas, trabajandose con 1012
UFC sacarosa negativo en el agar TCBS, confirmandose 40 cepas, de las
cuales 22 fueron de ostion, 11 de pescado y 7 de agua. En cuanto a la
frecuencia de aislamiento, estos se tuvieron durante todo el periodo del

muestreo, como se observa en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Frecuencia de aislamiento de Vibrio mimicus de Septiembre a Junio
en muestras de ostion, agua y pescado.

. " . TIPO DE
MES Analizadas positivas confirmadas MUESTRA
11 1 1 OSTIONES
Septiembre 12 1 1 AGUA
12 1 2 PESCADO
11 1 1 OSTIONES
Octubre 12 0 0 AGUA
12 0 0 PESCADO
11 1 1 OSTIONES
Noviembre 12 1 1 AGUA
12 0 0 PESCADO
11 2 2 OSTIONES
Diciembre 12 0 0 AGUA
12 0 0 PESCADO
11 0 0 OSTIONES
Enero 12 1 1 AGUA
12 2 2 PESCADO
11 2 2 OSTIONES
Febrero 12 0 0 AGUA
12 1 1 PESCADO
11 3 3 OSTIONES
Marzo 12 0 0 AGUA
12 1 1 PESCADO
11 3 4 OSTIONES
Abril 12 1 1 AGUA
12 1 2 PESCADO
11 1 2 OSTIONES
Mayo 12 2 2 AGUA
12 2 1 PESCADO
11 5 6 OSTIONES
Junio 12 1 1 AGUA
12 1 2 PESCADO
Total 350 35 40
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En el Cuadro 3. se muestra como fue variando la temperatura y la salinidad en
la Laguna de Pueblo Viejo Veracruz a lo largo del periodo de muestreo, donde
a partir del mes de Septiembre a Diciembre la salinidad fue incrementando vy
posteriormente se mantuvo en un intervalo poco variable hasta el mes de
Junio.

Con respecto a la temperatura, ésta se mantuvo relativamente constante en el
periodo de muestreo donde la temperatura mas baja fue de 17°C en el mes de
Febrero y la maxima fue de 32°C en el mes de Mayo y Junio.

Cuadro 3. Variacién de la salinidad (%0) y temperatura por mes y punto
de muestreo.

Punto [SEP [OCT |[NOV [DIC |[ENE [FEB MAR |ABR |[MAY WJUN
de S|t sS|ITfSs|Tl S|t SsSIT]lS]|T]|SIT]S|[T|S|[T]S]|T

mues

treo
1 8.4 1291 9.0 |23[7.0]20]15.0]19]14.0{23}16.0] 18 [19.0]25]|17.0[28]15.0029]21.0] 32
2 8.7 I31]11.0]23]6.8]20]13.0]19]15.5[21}17.0] 17 [19.5]24]17.0}29]13.0[31}19.0] 28
3 5.7 130[10.0]2316.0]20]12.0019] 12.0}22]16.0]17.5]19.0]25]18.0[29] 15.0{30}20.0{ 30
4 7.8 131]11.002215.9]19]10.0]20]16.5]21]18.0]16.5[20.0}24]21.0{30]18.5]30]21.0] 31
5 7.0 131] 9.0 [2314.5]20] 7.0 J20]14.0]22]17.0] 17 [19.0}24]20.0{30]16.0[31]20.0] 31
6 7.9 130[12.0]23]3.5]20] 8.0 J20]14.0]22]16.0]17.3]20.0}25]19.0(29]13.5]31]20.0] 31
7 7.5 132[11.0]24]4.0]20] 8.0 [20]13.5]21]16.0]17.5]19.0]24]17.0]30]14.5]31|21.0] 30
8 7.4 131]13.0]2316.019]13.0019] 14.0}21]17.0] 17 [19.0]25]16.0]30]17.0]32|21.5] 32
9 5.0 |31]12.023]7.019]13.0019]12.0]21]16.0] 18 [20.0]25]16.5]30]14.0]31]20.0] 32
10 6.8 132[11.9]2216.0]18]13.0]20]15.0}22]17.0] 17 {20.0]25]15.0[28]14.0]31|21.0] 32
11 7.6 131]12.5]2318.0f18]13.0019]14.5]21]18.0] 18 [19.0]25)17.5[28]17.0]31|21.0] 32
12 10.9130f11.0]22]7.0]18]14.0]20[ 16.0]22]18.0] 18 [20.0]25]10.0}29]10.0(30]19.0] 30
1.-EL BAJO 7.- ISLETA DE CORRALILLO.

2.-PUNTA DE BUDA 8.- ISLETA DE TOMATES.

3.-SANTA CLARA 9.- MEDIANIA.

4 -ENSENADA 10.- TAMALES

5.- EL CIRUELO 11.- PUNTA DE MALAGANA.

6.- CRUZ DE PIEDRA 12.- PUENTE HONDO.
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Grafica 1.

=8= ASLAVIENTO SALINDAD

En la grafica 1. Se observa que conforme aumenta la salinidad en el mes de
Octubre, el aislamiento es menor y conforme esta va disminuyendo en los
meses siguientes los aislados van incrementando. La salinidad maxima fue de

21.5%0 en el mes de Junio y la minima de 3.5%o0 en el mes de Noviembre.
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Gréafica 2.

Como se muestra en la grafica 2. Vibrio mimicus se aislé a lo largo de todos los
meses, siendo mayor el numero de aislados cuando la temperatura es mas
alta, como lo es en los meses de Abril a Junio y el mes de Septiembre con una
maxima de 32°C., a pesar de que este parametro es independiente de la
salinidad, otros factores como son: pH, nutrientes organicos, entre otros van a

afectar el aislamiento del microorganismo.
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Cuadro 4. Porcentaje de cepas positivas con respecto a la actividad

enzimatica.

ENZIMA % DE CEPAS POSITIVAS

PROTEASAS 100
AMILASAS 35

HEMOLISINAS 100
LECITINASA 100
LIPASAS 100
DNAsa 100
DNAsa/ calor 47.5
CAPSULA 100

Como se observa en el Cuadro 4. Todas las cepas (40/40) mostraron
produccion de lipasa en el medio Tween 80, la presencia de un halo
transparente alrededor del crecimiento en agar yema de huevo, la actividad de
proteasa se puso de manifiesto en todas las cepas al manifestar halos
transparentes alrededor del crecimiento en agar leche descremada y en agar
gelatina. En cuanto a la hemdlisis todas las cepas presentaron la destruccién
de los eritrocitos, lo cual se manifiesta en una hemdlisis beta en ambos tipos de
hematies. Con respecto a la nucleasa el 100% de las cepas hidrolizo el DNA,
en cambio para la termonucleasa solamente el 47.5%. La presencia de capsula
se observo en el 100% de las cepas y por ultimo sélo el 35% mostré actividad

amilolitica.
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Fig. 4. Actividad proteolitica en agar Fig. 5. Actividad proteolitica en
gelatina. agar leche descremada.

La principal proteina de la leche es la caseina, por lo tanto si el microorganismo
probado es capaz de producir proteasas extracelulares, estas actuaran sobre la
caseina y la degradaran hasta péptidos, siendo positiva la prueba, zonas claras
alrededor del crecimiento, lo cual indica la digestion (fig. 5). Debido a que los
metales pesados tienen la capacidad de desnaturalizar las proteinas, se uso
solucion de mercurio como revelador para precipitar a las proteinas presentes
en el medio que se encuentran intactas, formando un péptido visible de color
blanco en el agar como se muestra en la fig. 4. (Garcia y Landgraf, 1998;
MacFaddin, 2003).

Fig. 6 Hemolisis en agar sangre de conejo y carnero
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Dependiendo de las caracteristicas metabdlicas de cada microorganismo, se
presentan diferentes fendmenos en agar sangre: la hidrélisis gamma, en la cual
no hay lisis de los eritrocitos, la hemdlisis alfa en la cual la hemoglobina
liberada por la ruptura de la membrana del eritrocito es oxidada hasta que se
genera biliverdina, dando una coloracion verdosa al medio y la hemolisis beta
en donde la digestidon del grupo hemo de la hemoglobina es total apareciendo
un halo transparente alrededor de la colonia (fig. 6). (Garcia y Landgraf, 1998;
MacFaddin, 2003).

Fig. 7 y 8 Presencia de actividad de lecitinasa y lipasa en agar yema de huevo

a las 48 horas de incubacion.
j

Fig. 9 Actividad de lipasa en caldo Tween 80 (a la derecha testigo negativo)
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Algunos microorganismos tienen la capacidad para liberar el acido oléico
esterificado contenido en el Tween 80, por medio de una lipasa o estereasa
que da lugar a la liberacion de acido oleico y sorbitol polioxietilado y a un
cambio de color en el sustrato debido a que se modifican las caracteristicas
Opticas rotatorias del mismo, dando roja la prueba positiva (fig.9). En tanto la
lecitina es uno de los principales componentes en la yema de huevo, esta
compuesta por glicerol que tiene eterificados en sus grupos hidroxilo dos
acidos grasos y una fosforilcolina; las mas comunes son la A y la C, estas
tienen diferentes sitios de corte, las de tipo A separan el acido graso que esta
unido al carbono alfa, mientras que la C separa la fosforil colina del resto de la
molécula, estos cortes generan un precipitado formando halos opacos (fig. 7).
Las lipasas rompen enlaces de los triglicéridos, generando glicerol y acidos
grasos libres; los halos transparentes alrededor del crecimiento indican la

digestion de los triglicéridos en la yema de huevo (fig. 8). (Garcia y Landgraf,
1998; MacFaddin, 2003).

i

Fig. 10. Actividad de nucleasa ' Fig. 11. Actividad de termonucleasa

En la determinacién de nucleasas la prueba fue positiva si alrededor de un halo
hay un halo rosa lo cual indica la hidrolisis del DNA, esto debido a que en el
medio el colorante azul de ortotoluidina y el DNA integro forman un complejo de
color azul; cuando el DNA es hidrolizado por la accién de una nucleasa el
complejo cambia a un tono rosa (fig. 10 y 11). (Lachica, et al. 1971)
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Fig. 12. Actividad amilolitica en agar almidon

La prueba es positiva si al adicionar lugol al crecimiento se aprecian zonas
transparentes o amarillas; algunas de estas enzimas degradan el almidén hasta
oligosacaridos y glucosa (halo transparente) y algunas otras lo degradan hasta
dextrinas (halos amarillos). El color se debe a que el yodo se adsorbe sobre las
hélices no ramificadas del almidén, lo que genera el complejo de color azul, a
menor numero de hélices menor sera la interaccion y por tanto a mayor
digestion el color va desapareciendo (fig. 12). (Dhawale, et al. 1982;
MacFaddin,2003).

Fig. 13 y 14 Presencia de capsula con tincion de rojo congo.
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Los colorantes acidos son Uutiles para observar las estructuras que se
encuentran por encima de la pared de las bacterias, debido a que no tifien a las
células, entre estas estructuras esta la capsula, haciéndose evidente por medio
de una tincidn negativa, como el método de rojo congo, debido a que las
particulas del colorante no pueden penetrar a través de la capsula, pero el
resto si lo hace por la accion del mordente; por tanto la prueba es positiva si al
observar al objetivo de inmersion se ven halos sin color alrededor de los
bacilos tefidos de rojo sobre un fondo azul (Manual de microbiologia practica,
2003).

Cuadro5. Ensayos de adherencia e invasividad de las cepas de Vibrio
mimicus en la linea celular Hep-2 y citotoxicidad en células CHO.

Cepa | Adh | Inva | Cito | Adh | Cepa | Inva | Adh | Cito
Vim 1 - + + | Vm21 - + +
Vma2 + - + + | Vm22 - + +
Vm3 + - + + | 'Vm23 - + +
Vm4 + - + + | Vm24 - + +
Vm5 + - + - Vm25 - - +
Vm6 + + + + | Vm26 - + +
vm7 - + + + | Vm27 - + -
Vm8 + - + + | 'Vm28 - + +
Vm9 + - + + | 'Vm29 - + +
Vm10 - + + + | Vm30 - + +
Vm11 + - + + | Vm31 - + +
vm12 | + - + - |Vm32 | + - +
Vm13 | + - + - 1 Vm33 - - +
Vm14 - - + + | Vm34 - + +
Vvm15 | + - + + | Vm35 - + +
Vm16 - - + - |Vm36 | + - +
Vm17 - + + + | Vm37 - + +
Vm18 | + + + + |Vm38 | + + +
Vm19 | + + + + | Vm39 + +
Vm20 | + - + + | Vm40 - + +
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Fig.17 Efecto citotoxico en células CHO demostrado por la elongacion de las

células comparadas con el testigo (Fig. 15).

Fig. 18. Invasividad en celulas Hep-2, vease las bacterias dentro de la célula.
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Fig. 19. Adherencia de Vibrio mimicus en células Hep-2.

Cuadro 6. Titulacion de la toxina obtenida de las cepas de Vibrio mimicus

Cepa Titulo | Cepa Titulo
Vm1 1:40 | Vm21 1:20
Vm2 1:20 | Vm22 1:10
Vm3 1:20 | Vm23 1:10
Vm4 1:20 | Vm24 1:20
Vm5 1:40 | Vm25 1:40
Vm6 1:20 | Vm26 1:20
Vvm7 1:10 | Vm27 1:10
Vm3 1:10 | Vm28 1:10
Vm9 1:20 | Vm29 1:60
Vm10 1:40 | Vm30 1:20
Vm11 1:20 | Vm31 1:40
Vm12 1:10 | Vm32 1:10
Vm13 1:10 | Vm33 1:40
Vm14 1:20 | Vm34 1:10
Vm15 1:40 | Vm35 1:20
Vm16 1:10 | Vm36 1:10
Vm17 1:40 | Vm37 1:20
Vm18 1:10 | Vm38 1:10
Vm19 1:20 | Vm39 1:20
Vm20 1:10 | Vm40 1:40
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DISCUSION.
V. mimicus se aislé en el 11.8 % (40/340) de las muestras colectadas en la
Laguna de pueblo Veracruz, el 55% (22/40) correspondié a ostion, el 27.5%
(11/40) para pescado y 17.5% (7/40) en agua; a pesar de que en México no se
cuenta con informacion que nos de un indice de calidad microbiolégica de
mariscos que se consumen crudos como los ostiones que se extraen con fines
comerciales. Datos reportados en Puerto Rico informan sobre el aislamiento
de V. mimicus en el 16.5 % de almejas, en ostiones el 19%, en agua de
almejas y ostiones el 8% y 15% respectivamente (Fontanez, 2005). Wong et
al, (1994) informaron que recuperaron del 3.5 al 36% de vibrios en alimentos
congelados (pescados, ostiones, almejas entre otros). En japdon se ha

recuperado en muestras de pescado crudo (Chowdhury et al, 1989).

La literatura ha evidenciado que estos organismos pueden ser vectores de
bacterias y virus entéricos, dado el modo de alimentacién que poseen y a que
estos no reciben un proceso de descontaminacién antes de su consumo
(Pruzzo et al, 2005).Moléculas que ayudan a la colonizaciéon y mantenimiento
en los tejidos del bivalvo e incluso ser capaces de resistir la accidon bactericida
de su hemolinfa, por ello se les llega a considerar como parte de la microbiota
normal (Pruzzo et al, 2005).

Esta documentado que la distribucion de los vibrios se ve afectada por la
temperatura del agua (Nelly, 1982; Roberts et al, 1982; Williams y LaRock,
1985), las concentraciones de vibrios en la columna de agua generalmente es
baja en los meses de invierno debido a la sensibilidad de la bacteria a bajas
temperaturas y la densidad aumenta durante el verano (Esther et al 1994;
Chowdhoury et a,/ 1989). En este estudio V. mimicus se encuentra presente en
el medio ambiente a lo largo del periodo de muestreo (Septiembre 2005 a Junio
2006), en el caso del mes de Octubre a Diciembre los aislamientos son
escasos, datos comparables con Fontanéz (2005) quién menciona que es
menor la densidad de vibrios en ostiones, almejas y en agua en el periodo de
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Octubre a Enero, esto no indica que esta bacteria no estuviera presente en el
medio ambiente, sino que es resultado de la baja frecuencia en el aislamiento,
dato que concuerdan con lo informado por el CDC (2004) el cual reporta una
tasa baja de aislamientos para V. mimicus en las costas del golfo de México.

En otros casos el microorganismo se puede encontrar en un estado de viable
pero no cultivable (Johnston & Brown, 2002), respuesta de sobrevivencia a

condiciones de estrés tales como bajas temperaturas y pocos nutrientes.

Este microorganismo sigue un ciclo estacional distinto, el cual varia con el tipo
de zona climatica, los recuentos mas altos de este microorganismo en las
muestras se dieron en los meses de primavera-verano, datos comparables con
los reportados por Fontanéz (2005) en Puerto Rico; quién menciona que en los
meses de verano la superficie del agua provee la temperatura y nutrientes
favorables para el crecimiento del microorganismo, lo que nos indica que Vibrio
mimicus se encuentra formando parte del zooplancton o fitoplancton (Tamplin
et al., 1990; CECODES, 1988), datos que concuerdan con lo reportado por
Chowdhury et al, en 1989 y Reidl & Klose en 2002, donde mencionan que V.
mimicus se ha aislado con frecuencia del agua de los lagos, rios y lagunas; la
forma en que V. mimicus se mantiene en el medio acuatico no esta del todo
descrita, pero se puede decir que lo hace de la misma forma que Vibrio
cholerae, formando un biofilm sobre la superficie de algunos crustaceos como
los copépodos o otros organismos como algunas algas, y sobre las raices de
las plantas acuaticas. Campos et al, 1996 describi6 la importancia que tiene el
agua como fuente de esta bacteria en casos de contaminacion cruzada,

reportando casos por consumo de huevos de tortuga.

Se ha reportado que Vibrio mimicus se ve afectado por la cantidad de
nutrientes organicos (Tamplin & Colwell, 1986) y metales (Mackie & Birkbck.,
1992). En ambientes estuarinos el hierro esta presente en su estado mas
oxidado, por lo que no puede ser utilizado por las bacterias (Koga & Takumi.,
1995), la limitacion del hierro en estos ambientes provoca que microorganismos
como los vibrios estén obligados a sintetizar sideréforos haciéndolo disponible
para el microorganismo a través de proteinas receptoras especificas de
membrana (Wolf & Crosa., 1986). Esta presencia de hierro pudo favorecer la

45



presencia de V. mimicus en los ostiones. Carranza (1986) menciona que las
concentraciones de hierro mas altas estan en el sedimento lugar en que son
cultivadas las almejas y ostiones; posiblemente este metal mantenga la
viabilidad de la bacteria en los meses de frio para la sintesis de proteinas.

Boneta (2001), estudié que V. parahaemolyticus crece eficientemente en altas
concentraciones de hierro, entonces en medios de cultivo sin hierro la bacteria
crece limitada debido a que no alcanza la fase logaritmica, esto lleva a pensar
que la competencia entre las poblaciones bacterianas por los metales y
nutrientes puede afectar la supervivencia vy distribucion de este

microorganismo.

La literatura sugiere que la densidad de los vibrios se correlaciona con los
incrementos de salinidad del agua (Joseph et al., 1983); este aumento se
atribuye al alto indice de evaporacion y la poca precipitacion pluvial que existe
en los meses de verano (Rivera & Hazen, 1998) como se muestra en los
resultados obtenidos (Cuadro 3). Se estima que el intervalo de salinidad 6ptimo
que favorece el crecimiento de los vibrios en la columna del agua oscila entre
16-42 Unidades Practicas de Salinidad (UPS) (Bockemuhl & Triemer, 1974;
Joseph, 1974). Esta descrito que V. cholerae crece Optimamente a una
concentracion de 5-15 UPS, pero también en ausencia de sal; debido a la

semejanza que existe entre ambos se puede inferir que es similar.

Vibrio mimicus ha sido aislado con mayor frecuencia en sitios con baja
salinidad (Singleton et al., 1982). Estos datos no concuerdan del todo con lo
obtenido, ya que en los meses de diciembre a Junio donde la salinidad fue en
continuo aumento hasta casi ser 10 veces mayor (Cuadro 3), fendmeno que
esta relacionado con la época de lluvias y con ello la afluencia de agua dulce al
cuerpo de agua disminuye, ademas la presencia de tormentas tropicales (que
por esta época del afio atacan a las costas del golfo) provoca la entrada de
agua salada del mar hacia la laguna por accién del viento, aumentando la
salinidad hasta 16.5 %°, concentracion a la cual V. mimicus se desarrolla
optimamente, ya que su limite de tolerancia a la sal es de hasta 60%°. (Elliot et
al, 1998). Por lo tanto los cambios en la salinidad son de importancia, pero no

representan condiciones adversas para la bacteria en estudio, al contrario al
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haber mas iones Na* se estimula su crecimiento (Wong & Ming 1994), motivo
por el cual se aisl6 mayormente durante los meses de Marzo a Junio donde la
concentracion de sales fue mayor, como se ve en la (Tabla 3) aunque se
puede inferir que la temperatura y la salinidad son parametros independientes
en el aislamiento de Vibrio mimicus ya que este puede tolerar temperaturas
bajas y altas salinidades (Kaspar et al, 1993). Factores adicionales como el pH,
concentracion de nutrientes, la presencia de fagos liticos o la competencia de
poblaciones bacterianas puede afectar la supervivencia y distribucion de esta
bacteria en el ambiente (Wright et al, 1996).

La distribucion de los aislamientos de acuerdo a la zona de muestreo se
muestra en la Figura 3, donde se indica el tipo de producto de donde se esta
aislando, y la ubicacidn geografica del punto de muestro, en donde vemos que
V. mimicus esta distribuido en practicamente toda la laguna, aunque los
aislamientos mas representativos son los de ostiones, ya que estos al ser
sedentarios, nos dan una idea de las microbiota que comunmente se encuentra

en esa zona de la laguna.

Vibrio mimicus se ha aislado de muestras clinicas asi como de ambientales,
siendo responsable de varias infecciones humanas; por ello nos dimos a la
tarea de comprobar la posible patogenicidad de las cepas aisladas de Vibrio
mimicus montando pruebas para poner de manifiesto la produccién de
enzimas con actividad asociada a la virulencia, por medio de medios de cultivo

capaces de demostrar dicha actividad.

De las 40 cepas aisladas de Septiembre a Junio se obtuvieron los siguientes
resultados; el 100% (40/40) tienen la capacidad de producir proteasas; para
determinar la presencia de proteasas, usamos dos tipos de proteinas como
sustrato, la caseina y la gelatina, esto para ver si las proteasas producidas por
V. mimicus tiene alguna especificidad por enzimas complejas como la caseina
o por proteinas mas sencillas como la gelatina y obtuvimos una lisis total de
ambos sustratos en todas las cepas, estos resultados son semejantes a los de
Alam et al, 1996 el cual menciona que el 95% de las cepas de V. mimicus son
positivas a la produccion de proteasas. Esto nos hace pensar que las cepas
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aisladas tienen por lo menos una de las 3 proteasas descritas hasta la fecha en
este organismo, aunque no se ha descrito con exactitud el papel que tienen
estas enzimas en la virulencia; hay estudios donde indican que tienen diversas
actividades, entre ellas tenemos a la HA/proteasa, la cual es una hemaglutinina
con actividad de proteasa, esta ayuda a colonizar la pared del intestino,
ademas con su doble accion puede contribuir a la destruccién del moco que
esta cubriendo el epitelio intestinal (Alam et al, 1996), otra proteasa descrita es
la VMC, que es una metaloproteasa con actividad de colagenasa, dandole la
capacidad a la bacteria de poder destruir la matriz extracelular de las células
del intestino y al tener una alta similitud con otras colagenasas descritas en
otros Vibrios, se considera un importante factor de virulencia (Lee et al, 2005);
y por ultimo tenemos a la VMP, la cual es también una metaloproteasa capaz
de cambiar la permeabilidad vascular, y causar la acumulacién de fluido en asa
ligada de conejo y funcionar un momento dado como una toxina (Chowdhury et
al, 1991). Booth et al; (1984) menciona que las proteasas juegan un papel
importante en la activacion de la tdoxina tipo colérica cuando estas son
secretadas al medio. La metaloproteasa de Vibrio cholerae aumenta la
actividad de la enterotoxina colérica, ya que esta rompe la capa del epitelio
mucoso incrementando la colonizacion (Crowther et al, 1987).

Aunque se desconoce el papel de las toxinas o sustancias toxicas de este
microorganismo podemos aseverar que esta enzima juega un papel similar en

Vibrio mimicus.

Otra enzima muy importante descrita en el género Vibrio como factor de
virulencia, es la hemolisina, V. parahaemolyticus posee como principal factor
de virulencia la TDH (Terai et al, 1991), en nuestro caso todas las cepas
analizadas presentaron una hemodlisis 3 con eritrocitos de carnero y de conejo,
mostrando que las hemolisinas presentes no tienen distincion por algun
receptor en la superficie de los eritrocitos para su actividad, dato mencionado
por Alam et al 1996, el cual obtuvo un 80% de cepas altamente hemoliticas en
eritrocitos de conejo, datos también comparables con los de Miyoshi et al 1997
en el que reporta que V. mimicus lisa eritrocitos de caballo, carnero y humano.
La principal hemolisina presente en esta especie es la VMH, la cual ha sido
caracterizada y se encuentra relacionada en un 76% con la hlyA de V. cholerae
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el Tor, es capaz de formar poros sobre la superficie de las células, también
promueve la produccion de AMPc, causando diarrea; esta hemolisina esta
presente del 97 al 99% de las cepas ambientales de V. mimicus (Bi et al, 2001,
Li et al, 2005), datos que concuerdan con lo obtenido en este estudio (40/40
cepas), aunque existen otras hemolisinas descritas en V. mimicus, que no se
encuentran en las cepas de origen ambiental como lo son las hemolisinas Vm-
TDH (Terai et al, 1991), y la hix (Shi et al, 2000) que se encuentran
frecuentemente en aislamientos de casos clinicos (Shinoda et al, 2004). Shi et
al, 2000, menciona que todas las cepas de V. mimicus ya sean ambientales o

de origen clinico tienen por lo menos 1 gen que codifique para una hemolisina.

De las cepas aisladas el 100% presento actividad de lipasa y lecitinasa, datos
que contradicen lo reportado por Davis et al, en 1981 que indican que solo el
10% son positivas para la lipasa, esta divergencia en los datos quiza se deba al
sustrato usado, la diferencia en la actividad se pudo deber a la afinidad de esta
lipasa con respecto al sustrato usado; sin embargo datos mas actuales, indican
que cerca del 95% de V. mimicus tienen actividad de lipasa (Fiore et al, 1997);
lo que concuerda con nuestros datos. De acuerdo a la bibliografia, la lecitinasa
de V. mimicus es una fosfolipasa A (phlA), con capacidad de ser toxica en linea
celular de peces y de lisar eritrocitos (Kang et al, 1998, Lee et al,2002). Fiore,
ademas propone, que la actividad conjunta de estas 2 enzimas, favorece la
colonizacion y forman parte de una serie de enzimas usadas por el

microorganismo para dafiar las membranas de las células a las que se adhiere.

Se ha sugerido que la lipasa puede proveer nutrientes y energia al
microorganismo, se considera un factor de virulencia por incrementar los
movimientos de los granulocitos humanos o afectando el funcionamiento del
sistema inmunologico a través de la generacion de acidos grasos de cadena
larga insaturada por actividad lipolitica; estudios en Pseudomonas aeruginosa
han demostrado que la lipasa juega un papel importante en la virulencia ya que
puede degradar los fosfolipidos de la superficie del pulmon lo que promueve la
invasion por este microorganismo (Konig et al., 1996), lo que sugiere que las
lipasas pueden tener un papel importante en la patogénesis de Vibrio mimicus.
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La presencia de DNAasa se verifico en 100% de las cepas de V. mimicus
aislados, no se mencionan datos en la bibliografia acerca de la presencia de
esta enzima en V. mimicus, pero se ha descrito desde hace mucho tiempo la
presencia de este tipo de enzimas en las bacterias de este género (Maeda &
Taga 1976), comprobado en la actualidad, que la mayoria de las cepas de V.
vulnificus y V. cholerae son positivas para la destruccion del DNA (Rodriguez
et al, 1992, Focareta et al, 1991) lo que nos lleva a pensar que es posible que
haya una relacion en la presencia de esta enzima en V. mimicus con respecto a
la virulencia, siendo la DNAsa una enzima favorecedora del crecimiento de la
bacteria durante el proceso de infeccion y destruccion de las células,
proveyéndole una fuente de C y N que le permiten multiplicarse (Wu et al.,
2001). Se sabe que la DNAasa de V. cholerae es extracelular y la secreta al
medio circundante (Focareta et al, 1991), motivo por el cual al analizar nuestro
resultados casi podemos asegurar que en V. mimicus existe una enzima similar

que es la causante de la lisis del DNA en nuestras pruebas.

Las muestras se sometieron a un tratamiento térmico para determinar si ésta
nucleasa es resistente a la temperatura, por ello, al ver que después de
sometidas al proceso térmico, solamente el 45.7% (19/40) mantuvieron la
activad, lo que nos indica que entre las cepas de V. mimicus existe variacion en
la secuencia de aminoacidos de esta proteina, ya que algunas si son
termoresistentes y otras no, lo cual nos habla de la diversidad genética que hay
entre las cepas de esta misma especie; o en otro caso nos indica la presencia
de nucleasas con distintas caracteristicas distribuidas de forma diversa entre

miembros de la misma especie.

Otro factor de virulencia que no esta reportado en V. mimicus es la presencia
de capsula, la cual esta relacionada con la resistencia a la fagocitosis y a la
opzonizacion por anticuerpos IgA presentes en la luz del intestino, pero
ademas se ha descrito que en V. cholerae O139 la presencia de la capsula es
fundamental para la colonizacion del epitelio intestinal, debido a que facilita la
formacion de las microcolonias (Nesper et al, 2002), por otro lado la presencia

de esta estructura en V. vulnificus, es ideal para sobrevivir a la accion del
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complemento, y evadir la fagocitosis cuando se encuentra circulando en el

torrente sanguineo (Wright ef al, 1999).

Se obtuvo el 100% de cepas positivas a la presencia de ésta estructura celular,
es un indicativo de dos importantes situaciones, una nos indica que tiene un
mecanismo mas para colonizar el intestino y aun mas probabilidades de
sobrevivir, ya que la capsula lo protege de la respuesta inmune innata existente
en el intestino y la segunda nos acerca mas a la idea de que V. mimicus es
capaz de formar biofilms sobre las superficies de diversos organismos que se
encuentren en el medio ambiente e incluso las raices de plantas acuaticas, al
igual que lo hace V. cholerae (Reidl & Klose 2002), ya que esta habilidad, le
permite persistir en el medio ambiente en mejores condiciones que si se
encontrara solamente suspendida en la columna de agua e incluso al estar en
contacto estrecho con oftras bacterias, de esta manera se favorece la
transmision horizontal de genes, y con ello la posibilidad de adquirir otros
factores de virulencia. Chowdhury et al en 1989 menciona que aisl6 a V.
mimicus en forma abundante en las raices de las plantas acuaticas, con lo cual

la posibilidad de la formacién de un biofilm es mas cercana.

Las raices de las plantas, son ricas almidén, por ello para comprobar la
capacidad de nuestras cepas de sobrevivir asociadas a éstas, las inoculamos
en el medio de agar almidon y notamos que solo el 35% (14/40) de las cepas
tienen actividad amilolitica, lo cual indica que no todas las cepas de V. mimicus
tienen la capacidad para asimilar dicho sustrato, aunque se ha reportado la
presencia de una amilasa, en una bacteria psicrofilica, del genero Vibrio spp. a
la cual no se le identificd, y que se le atribuyd un potencial uso industrial
(Hamamoto & Horikoshi 1991).

Con respecto al efecto citotdéxico publicaciones en Blangadesh, Calcuta y los
E.U. han reportado que s6lo del 10 al 35% cepas clinicas de Vibrio mimicus
producen la toxina colérica (Dotevall, et al, 1985); en este estudio el 97.5% de
las cepas mostraron actividad citotoxica en células CHO observado a las 10h
de incubacion; Campos y col. (1996) investigaron la produccién de la toxina en
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cepas clinicas, utilizando células Y-1, pero les fue dificil ya que habia una
fuerte actividad citolitica.

Baffone y col. (2001) determinaron diversos factores de virulencia en
diferentes especies de Vibrios en el que menciona que la citotoxicidad fue
variable en las cepas analizadas, pero las de Vibrio cholerae non-01fueron
fuertemente citotoxicas muy parecido a los resultados obtenidos.

Wong y col. (1993) realizaron pruebas de citotoxicidad en células CHO en las
que tuvieron destruccion de la monocapa alrededor del 30% con elongacion de

las células.

No se cuenta con referencias bibliografias en linea celular HEp-2 para
adherencia e invasividad por este microorganismo, pero el 75% (30/40) de las
cepas de Vibrio mimicus tienen adherencia en la linea celular HEp-2, se
desconoce cual es el mecanismo por el cual se adhiere esta bacteria, pero se
ha descrito (Alam et al, 1996) que las hemaglutininas sirven a este
microorganismo para la adhesion a las células asi como otros factores que

contribuyen como son las hemolisinas, proteasas, entre otros.

La invasividad fue del 22.5% (9/40), se desconoce el mecanismo de invasion
sin embargo, estudios desarrollados en otros miembros del género Vibrio como
es el caso de la patogenia del cdlera este mecanismo de invasion comprende
la ingestion de Vibrio cholerae, movilidad de los vibriones, quimiotaxis,
penetracion a la capa mucosa de la superficie intestinal, y produccién de la
toxina colérica (Afsar, et al., 2002).

Estos resultados senalan la probable capacidad virulenta que tiene las cepas
de Vibrio mimicus aisladas de agua, pescados y ostiones en la Laguna de
Pueblo Viejo, Veracruz, y que tanto las condiciones ambientales como la
expresion de algunos factores extracelulares de esta bacteria, como las
hemolisinas, proteasas, lipasas entre otras, son una clara muestra de el rol que
juega o pueden jugar las cepas ambientales de este microorganismo en las
enfermedades por contacto con el agua estuarina o por el consumo de

alimentos de la pesca.
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A nivel mundial se ha observado que el consumo de mariscos crudos puede
culminar en casos de enfermedades gastrointestinales (Tuyet et al., 2002) tal
es el caso de un brote en Florida en 1992 (Hlady et al, 1996) donde el 12% de
esas enfermedades gastrointestinales se le atribuye a V. mimicus; Quifidnez et
al, (2002) menciona que las almejas pueden estar implicadas en este tipo de

enfermedades, ya que la gente acostumbra consumirlas crudas.

Con frecuencia las infecciones causadas por vibrios no se reportan a las
autoridades de salud publica por lo que la condicidon aparenta ser poco comun y
su incidencia es subestimada (Fontanez., 2005). En México se sabe que las
gastroenteritis ocupan el segundo lugar por agentes etiologicos desconocidos
los cuales no se reportan al médico. Los brotes de gastroenteritis por el
consumo de ostiones esta bien documentado (Davis, et al., 1981, Vieira, et al,
2001); aunque en almejas no se han realizado estudios sobre este
microorganismo, a través de este trabajo se demuestra la presencia en las
almejas, las cuales pueden ser vehiculo en la transmision de este

microorganismo

En nuestro pais se desconoce aun el papel que juega V. mimicus en la
etiologia de las enfermedades transmitidas por las almejas, sin embargo, los
datos obtenidos en esta investigacion permiten evidenciar que el

microorganismo se encuentra presente en este producto.
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IX. CONCLUSION

La investigacion demostrd la presencia de Vibrio mimicus en ostiones, pescado
y agua de la Laguna de Pueblo Viejo, Veracruz.

El consumo de moluscos y bivalvos crudos, u otros productos de la pesca que
pudieran estar contaminados con Vibrio mimicus es un motivo de
preocupacion, aunado al hecho de que se puso en evidencia durante los meses
de primavera-verano.

Se demostrdé que Vibrio mimicus posee diversos factores de virulencia, lo que
le da la capacidad a este microorganismo de provocar un cuadro

gastrointestinal.
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ANEXOS

AGUA PEPTONADA ALCALINA.

COMPOSICION DEL MEDIO DE CULTIVO.
Férmula en gramos por litro

Peptona 10.0 ¢
Cloruro de sodio 50 g

1.- Disolver el cloruro y la peptona en el agua y ajustar a pH de 8.4

2.- Distribuir en cantidades de 9 ml en tubos con tapon de rosca.
3.- Esterilizar a 121°C durante 15 minutos.

MEDIO DE TCBS (Tiosulfato Citrato Sales Biliares Sacarosa)
COMPOSICION DEL MEDIO DE CULTIVO:

Cantidad por litro de agua:

Tiosulfato de sodio 10 g.
Citrato de sodio 10 g.
Bilis de buey 54.
Colato de sodio 34.
Sacarosa 20 g.
Peptona de caseina 54.
Peptona de carne 54.
Extracto de levadura 54g.
Cloruro de sodio 10 g.
Citrato férrico 1g0.
Azul timol 0.04 g.
Azul de bromotimol 0.04 g.
Agar seco 14 g.
pH final 86 + 0.2
METODO:

1.- Sembrar por estria cruzada la muestra en las placas con el medio TCBS.

2.- Incubar a 35°C de 18 a 24 horas.
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LECTURA:
Colonias amarillas: fermentadores de la sacarosa.

Colonias verde-azules: no fermentadores de la sacarosa

AGAR TRIPTONA CLORURO DE SODIO (T1Nx)
COMPOSICION DEL MEDIO DE CULTIVO.

Férmula en gramos por litro.

Triptona 10g
Agar 159

NaCl se agrega de acuerdo a la concentracion requerida 3,6,8 y 10%.

1. Disolver el agar, sal y la triptona en el agua, calentar hasta completa
disolucion.

2. Esterilizar a 121°C durante 15 minutos

3. Vaciar en cajas de petri

Caldo Infusién Cerebro Corazén (BHI)
FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA

Infusion de cerebro de ternera 200.0g
Infusion de corazon de res 250.0g
Proteasa peptona o polipeptona 10.0g
Cloruro de sodio 5.0g
Fosfato disodico 2.59
Dextrosa 2.0g

pH final 7.4 £ 0.2
PREPARACION

Disolver los ingredientes en un litro de agua destilada, distribuir en volumenes
adecuados y esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

AGAR CITRATO DE SIMMONS

COMPOSICION DEL MEDIO.

FORMULA EN g/L

Ingredientes Cantidades
Fosfato acido de amonio 1
Fosfato dipotasico 1
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Cloruro de sodio 5

Citrato de sodio 2
Sulfato de amonio 0.20
Azul de bromotimol 0.08
Agar 15
PH 6.9 -0.02
METODO.

1.- Sembrar por estria cerrada la cepa a probar
2.- Incubar a 37°C durante 24 horas.

LECTURA

1.- Observar el desarrollo bacteriano por el cambio de color del medio .
2.- Observar si hay desarrollo bacteriano sin cambio de color.

AGAR LISINA HIERRO (LIA)

COMPOSICION DEL MEDIO
Formula en gramos por litro de agua destilada

Peptona 5.0
Extracto de levadura 3.0
Glucosa 1.0
L- lisina 10.0
Citrato férrico de amonio 0.5
Tiosulfato de sodio 0.04
Purpura de bromocresol 0.02
Agar 12.5
PH de 6.7

METODO:

1. Sembrar las cepas puras por estria sobre la superficie del pico de flauta.
2. Inocular por picadura con asa recta hasta 0.6 cm del fondo del tubo.

3. Incubar a 35°C de 18 a 24 horas.

4. Observar los resultados.

AGAR HIERRO TRIPLE AZUCAR (TSI)
COMPOSICION DEL MEDIO:
Cantidad por litro de agua:

Peptona de caseina 15 g

Peptona de carne 16 g
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Extracto de carne 17 g
Extracto de levadura 18 g
Cloruro de sodio 549
Lactosa 10 g
Sacarosa 1 g
Glucosa 12 g
Citrato férrico de amonio 05¢g
Tiosulfato de sodio 05¢g
Rojo de fenol 0.024 g
Agar 12 ¢

METODO:

1. Sembrar la cepa pura por estria sobre la superficie del medio.

2. Inocular por picadura con asa recta hasta 0.6 cm del fondo del tubo.
3. Incubar a 35°C de 18 a 24 horas.

MEDIO BASE DE DESCARBOXILASA DE MOLLER CON AMINOACIDOS

FUNDAMENTO BIOQUIMICO: El medio de Moeller es la base que se utiliza
para determinar la capacidad de descarboxilacion de los aminoacidos. El
aminoacido se agrega a la base en una concentracion del 1%.

La descarboxilacion es el proceso por el cual, enzimas descarboxilasas
especificas son capaces de utilizar a los aminoacidos actuando sobre su grupo
carboxilo, dando una amina o una diamina y anhidrido carbénico. Existen tres
enzimas descarboxilasas utilizadas para la identificacion bacteriana: la ornitina,
la lisina y la arginina descarboxilasa. Estas reacciones son un proceso
anaerobico irreversible y requieren de una coenzima que es el fosfatoto de
piridoxal.

COMPOSICION DEL MEDIO DE CULTIVO:
Base de descarboxilasa de moller
Férmula en gramos por litro de agua destilada

Peptona (pepsina) 5049
Extracto de carne 5049
Pdrpura de bromocresol 0.01g
Rojo de cresol 0.005¢
Piridoxal 50¢
Glucosa 05¢
pH 6.0
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Ajustar el pH, aun cuando para la L-arginina y L-lisina no es necesario, L-
ornitina es muy acida por lo que hay que ajustar con hidroxido de sodio 10 N.

LECTURA
Los tubos que presenten color morado o purpura son positivos y los tubos
amarillos son negativos.

INTERPRETACION

PRUEBA POSITIVA: La aparicion de un color purpura intenso indica la
descarboxilacion del aminoacido adicionado. que da como resultado una
alcalinizacion del medio debido a la liberacion de CO2 en la reaccion y la
consiguiente formacion de HCOs' .

PRUEBA NEGATIVA: Color amarillo por la acidificacion del medio debido a la
utilizacion de la glucosa.

PRUEBA DE TWEEN 80

FUNDAMENTO: Algunas especies del género Mycobacterium producen una
lipasa que es capaz de hidrolizar el Tween 80 (detergente monooleato de
polioxietilensorbitan) en acido oleico y polioxietilsorbitol.

El Tween 80 se une al rojo neutro, se produce un pH mas acido, tomando la

mezcla una coloracion ambar. Cuando el Tween 80 es hidrolizado, el medio se
hace alcalino, lo cual se manifiesta con el vire del indicador a un color rosa-rojo.

SOLUCION DE REACCION

COMPONENTES

Solucion reguladora de fosfatos M/15 pH 7.0
Solucién a
Fosfato disodico 9.47
Agua destilada 1000 mL
Soluciéon b
Fosfato monopotasico 0.7
Agua destilada 100 mL

Mezclar 61.1 mL de la solucién a con 39 mL de la solucion b.

Rojo neutro
Disolver 20 mg del colorante en 10 mL de la solucién amortiguadora

SOLUCION
Amortiguador 98.5 mL
Rojo neutro 1.0 mL
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Tween 80 0.5mL
pH 7.0

LECTURA:
1.- Observar la coloracion del medio.

INTERPRETACION:
Prueba positiva: El vire del rojo neutro a rosa-rojo indica que el Tween80 fue
hidrolizado por la enzima lipasa.

Prueba negativa: El medio es de color canela-ambar.

Medio Minimo Esencial

FORMULACION

Medio Minimo Esencial 10X 50 mL

Regulador de pH HEPES 1M pH 7.3 + 0.01 estéril 5 mL
Glutamina estéril 200mM (X100)

[29.2 mg/mL de glutamina en NaCl 0.85 %] 5 mL
Bicarbonato de sodio al 7.5 % estéril 5 mL
Agua desionizada estéril 450 mL

PREPARACION

En condiciones de esterilidad se colocan todos los ingredientes en un frasco de
tapdn de rosca estéril y se almacenan en refrigeracion hasta su uso. Al usarse
se suplementa con la cantidad de suero fetal bovino deseada.

Medio F-12

FORMULACION

Medio F-12 10X

Regulador de pH HEPES 1M pH 7.3 + 0.01 estéril
Glutamina estéril 200mM (X100)

[29.2 mg/mL de glutamina en NaCl 0.85 %]
Bicarbonato de sodio al 7.5 % estéril

Agua desionizada estéril

50 mL

5mL

5mL

5mL

450 mL

PREPARACION

En condiciones de esterilidad se colocan todos los ingredientes en un frasco de
tapdn de rosca estéril y se almacenan en refrigeracion hasta su uso. Al usarse
se suplementa con la cantidad de suero fetal bovino deseada.

Caldo triptona al 1 %
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FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA
Triptona-peptona 10.0

PREPARACION

Se disuelve la triptona-peptona en el agua, se distribuye en tubos y se esteriliza
15 minutos/ 121 oC/ 15 libras de presidon. Posteriormente en condiciones de
esterilidad se le adiciona la manosa antes de inocular los tubos.

SOLUCION DE PUCKS

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESIONIZADA
Cloruro de sodio 8.0

Cloruro de potasio 0.40

Bicarbonato de sodio 0.35

EDTA 0.336

Agua desionizada estéril 1000 mL

PREPARACION

En condiciones de esterilidad se disuelven una por una cada una de las sales
en el orden en que se listaron, la solucidén se filtra en filtro de membrana de
0.22 ym colectandose en un frasco de tapon de rosca estéril. Se conserva en
refrigeracion.

MANOSA AL 10 %
FORMULACION
Manosa

Agua desionizada estéril
1049

100 mL

PREPARACION

En condiciones de esterilidad se disuelve la manosa en el agua, la solucion se
filtra en filtro de membrana de 0.22 um colectandose en un frasco de tapén de
rosca

estéril. Se conserva en refrigeracion.

SOLUCION DE GENTAMICINA
FORMULACION

Gentamicina 90 mg

Agua desionizada estéril 10 mL

PREPARACION
En condiciones de esterilidad se disuelve la gentamicina en el agua y se
conserva en un frasco de tapdn de rosca en refrigeracion.

SOLUCION DE LISOZIMA
FORMULACION

Lisozima

Agua desionizada estéril
300 mg
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10 mL

PREPARACION
En condiciones de esterilidad se disuelve la lisozima en el agua y se conserva
en un frasco de tapdn de rosca a -20 oC.

SOLUCION REGULADORA DE FOSFATOS (PBS)

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESIONIZADA
Cloruro de sodio 8.0

Cloruro de potasio 0.2

Fosfato de sodio dibasico 1.15

Fosfato de potasio monobasico 0.2

PREPARACION

Se disuelven cada uno de los ingredientes y antes de aforar con el agua se
ajusta el pH a 7.2 £ 0.2. Posteriormente se esteriliza 15 minutos/ 121 oC/ 15
libras de presion.
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