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DETERMINACION DE ALGUNOS FACTORES DE VIRULENCIA EN CEPAS DE Vibrio vulnificus.

l. INTRODUCCION.

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).

El hombre como consumidor se encuentra al final de diversas cadenas alimenticias, expuesto un mayor

numero de veces a agentes quimicos y microbianos. (OPS, 1982).

No se conoce la incidencia real de las enfermedades transmitidas por alimentos. Existen muchas
razones para esto. En la mayoria de los paises no es obligatorio denunciar a las autoridades sanitarias
sobre las enfermedades transmitidas por alimentos. En los pocos paises que tienen un sistema de
recoleccion de denuncias, se observan graves incumplimientos. Se ha estimado que tan sélo se
comunica el 1% de los casos reales de enfermedades transmitidas por alimentos Esto se debe a que ni
la victima ni el médico son conscientes del papel etioldgico de los alimentos. Ademas, a menudo no se
dispone del alimento en cuestion para su analisis ni se identifica el auténtico agente etiologico de la
enfermedad. Por lo tanto, las estadisticas siguientes sélo sirven para identificar tendencias y areas de
interés. (Mossel 1982).

Bryan (1980, 1987) ha analizado las enfermedades relacionadas con varias clases de productos
pesqueros a lo largo del periodo 1970-84; este autor determin6 que el producto involucrado con mayor
frecuencia era el “pescado” seguido por los moluscos bivalvos y los crustaceos. los moluscos 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).
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DETERMINACION DE ALGUNOS FACTORES DE VIRULENCIA EN CEPAS DE Vibrio vulnificus.

Las regiones de captura de los moluscos en donde el colera, fiebre tifoidea y enfermedades similares
son endémicas, constituyen un peligro mayor especialmente, si se realiza en las proximidades de la
costa 0 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.

Los productos del mar (peces, moluscos, crustaceos, entre otros), son de gran importancia para el ser
humano, como fuente de alimento (2002 hubo una produccién mundial cercana a las 96,029,000
toneladas), por razones econdmicas (ganancias en el 2002 por $548,933,000 dolares). El consumo
mundial (humano) de pescado y marisco actualmente es de unos 91 millones de toneladas al afio. El
valor total de la produccion pesquera mundial es de $131 mil millones. (SAGARPA, 2002).

Los géneros bacterianos que pueden estar presentes en los productos de la pesca son: Pseudomonas,
Alteromonas, Moraxella, Klebsiella, Acinetobacter, Flavobacterium, Vibrio, Micrococcus, Bacillus,
Salmonella, Corynebacterium, Escherichia, Clostridium, Shigella, Proteus, Staphylococcus, Bacillus
(ICMSF, 1998; Venneman et al., 1994). De todos los microorganismos que se encuentran en ambientes
marinos y estuarios, el género Vibrio spp. compone la mayor parte de la biota presente en este
ambiente. Las especies que conforman este género en su la mayoria son facilmente cultivables en los
laboratorios comunes; muchas especies del género son patdgenos para los humanos y organismos
marinos vertebrados e invertebrados (Zhang & Austin, 2005, Okada et al, 2005).
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DETERMINACION DE ALGUNOS FACTORES DE VIRULENCIA EN CEPAS DE Vibrio vulnificus.

.1 Caracteristicas del microorganismo

Vibrio vulnificus es un patégeno que puede ser transmitido por alimentos obtenidos de la pesca, fue
descrito en 1976, y se le domino “Vibrio lactosa positivo” (Hollis, et al., 1976).a partir de 1979, con la
publicacion de Farmer se establecié el nombre de V. vulnificus. Son bacilos pleomorficos (curvos y
rectos) Gram negativos, méviles por la presencia de un flagelo polar, oxidasa positivo, no esporulados.

Son termolabiles y se comportan como anaerobios facultativos.

En cuanto a su taxonomia, este microorganismo se le ubica segun el Manual Bergey en:
DOMINIO: Bacteria
PHYLUM : Proteobacteria
SECCION: Gammaproteobacteria
CLASE: Zymobacteria
ORDEN : Vibrionales
FAMILIA : Vibrionaceae
GENERO : Vibrio
ESPECIE: vulnificus
(Madigan, et al., 2002)

l.1.1 Biotipos

Se han descrito tres biotipos de V. vulnificus los dos primero biotipos fueron definidos en base a las
diferencias en la especificidad del huésped (Tison, et al., 1982). El biotipo 1 es un patégeno oportunista
para humanos, el cual puede ser transmitido por ingestion de productos de la pesca o por contacto con
el agua de mar (Oliver, 1989). Tiene una gran variacion en su lipopolisacarido (LPS), es indol positivo,
no es virulento para anguilas y ha sido aislado de muestras clinicas y ambientales (Fouz et al., 1996).
Durante los meses de invierno las células de este biotipo son no cultivables en el ambiente acuatico

pero todavia retiene su virulencia (Oliver, et al., 1991; Oliver, et al., 1995).
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DETERMINACION DE ALGUNOS FACTORES DE VIRULENCIA EN CEPAS DE Vibrio vulnificus.

En contraste, el biotipo 2 ha sido considerado como un patégeno obligado de anguilas esto se ha
reportado a partir del aislamiento en anguilas enfermas (Tison, et al., 1982;Song, et al., 1990; Biosca y
Amaro.1996), Fue descrito por primera vez en Japon a mediados de los afios setenta, cuando afect6 a
una granja de cultivo de anguilas (Anguilla japonica). En 1989 aparece en Espafia, posteriormente en
Suecia, Noruega y Dinamarca (Biosca et al, 1991, Sanjuan y Amaro, 2004). Recientemente se ha
reconocido como un patégeno oportunista para el humano (Chiangy Chuang, 2003).

El tercer biotipo patégeno para el humano se describié en 1996 en un brote que se presentd en Israel
por consumo de pescado y contacto con el agua de mar (Bisharat, et al, 1999, Bisharat, et al, 2005). En
el Cuadro 1 se muestran las caracteristicas bioquimicas de cada biotipo (Bisharat, et al,1999).

Cuadro 1. Caracteristicas bioquimicas de los tres biotipos de Vibrio vulnificus.

PRUEBA Biotipo 1 Biotipo 2 Biotipo 3

Oxidasa + + +

Arginina dihidrolasa

Lisina descarboxilasa + + +

Produccion de &cido a partir de sacarosa

Ornitina descarboxilasa + - +
Produccion de indol + - +
Produccion de &cido a partir de D-manitol +

Produccion de &cido a partir de D- sorbitol - +

Citrato de Simmon’s + +

Produccion de &cido a partir de salicina + +

Produccion de &cido a partir de celobiosa + +

Produccion de &cido a partir de lactosa + +

ONPG + +
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DETERMINACION DE ALGUNOS FACTORES DE VIRULENCIA EN CEPAS DE Vibrio vulnificus.

.2 Habitat y reservorios

Vibrio vulnificus es una bacteria comdn en el agua de los estuarios de climas tropicales, puede estar
presente en alimentos de origen marino, como los bivalvos (ostiones, almejas) que tienen un importante
papel en la transmision de agentes etiologicos, debido a que se consumen crudos o insuficientemente
cocinados. Otro alimento son los pescado que tienen un importante papel en la transmision de agentes

etioldgicos (Hesselman, et al., 1999)

Este microorganismo también esta presente en agua, sedimento y plancton, todos ellos han sido
descritos como reservorios (DePaola, et al., 1994). V. vulnificus puede ser aislado de una gran variedad
de ecosistemas acuaticos y la ocurrencia del organismo es favorecida por altas temperaturas (Kelly,
1982) ha sido aislado de una gran variedad de ecosistemas como, las costas del Golfo de México,

Océano Atlantico y Oceano Pacifico (Venkateswaran , et al., 1989, Cornejo et al, 2000).

.3 Distribucion geografica

Vibrio vulnificus ha sido aislado de una gran variedad de ecosistemas como las costas del Golfo de
México, Océano Atlantico, Océano Pacifico y Océano Indigo (Venkateswaran et al., 1989; Bisharat et
al., 1999; Hoi et al., 1998; Yano et al., 2004). Se ha puesto en evidencia a V. vulnificus en paises como
México (Cornejo et al., 2000; Porras et al., 1994), Taiwan, Japdn, Estados Unidos, Dinamarca,
Alemania, Suecia, Holanda y Bélgica (Inoue , 2006), Chile (Poblete et al., 2002), Espafia (Torres et al.,
2002), Israel (Bisharat et al., 1999) y China (Yano et al., 2004).

Los factores ambientales responsables del ndmero de V vulnificus en los productos de la pesca,
incluyen, la temperatura, pH, salinidad y el incremento de la materia orgénica (Wang & Gu, 2005). V.
vulnificus se encuentra en las costas del Golfo de México, en ostiones y agua durante la época de
lluvias o cuando la temperatura del agua es elevada (23°C) (Motes, et al., 1998), y se ha estimado que
de abril a octubre el 40 % o mas de los ostiones capturados en las costas del Golfo de México pueden

contener a este patogeno (Parker, et al., 1994).
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DETERMINACION DE ALGUNOS FACTORES DE VIRULENCIA EN CEPAS DE Vibrio vulnificus.

Se ha sefialado que, los ostiones que son capturados en lugares, donde la temperatura y la salinidad
favorecen el crecimiento de V. vulnificus son un riesgo, ya que puede ser causa de diversos cuadros
clinicos. Altas concentraciones de este microorganismo, en estos bivalvos capturados en las costas del
Golfo de México, se asocia con los meses de mas calor (Parvathi et al., 2004). V. vulnificus se aisla con
mayor frecuencia durante los meses de verano, cuando el agua tiene las mejores condiciones de

salinidad y temperatura para su crecimiento. (Cornejo et al, 2000)

Cuando la temperatura oscila entre 17 y 31°C con una salinidad entre 15y 25 %0 se ha observado que
se incrementa la poblacion de V. vulnificus (O'Neill, et al., 1992). Los intervalos de temperatura y
salinidad en los que se puede encontrar a este microorganismo son mas amplios, siendo para la
temperatura de 8 a 31°C y para la salinidad de 1 a 34 %0 (Wright, et al., 1996).

La temporada en la cual se reportan la mayoria de caos es, principalmente en verano, y ningun caso ha
sido descrito entre los meses de diciembre a febrero. Se considera que durante esos meses, las aguas
del golfo de México poseen las caracteristicas dptimas para el crecimiento y desarrollo del vibrio tales
como temperatura mayor de 20°C y salinidad entre 0.7 y 1.6%. (Porras, et al., 1994)

.4 Epidemiologia.

Vibrio vulnificus ha sido implicado, en infecciones humanas desde 1964 hasta 2006 . Los primeros
reportes de infecciones causadas por V. vulnificus datan de 1974. En este afio Thorsteinsson y
colaboradores describieron tres pacientes con sepsis con o sin infecciones de tejidos blandos
producidos por vibrios halofilicos no colericos. Estos pacientes eran alcohdlicos o cirrdticos, y habian
estado en contacto con ambientes marinos. Las lesiones eran ampollas necrotico-hemorragicas. En
1976 Hollis y colaboradores aislaron e identificaron un Vibrio halofilico lactosa positivo en un paciente
con un cuadro similar. (Porras, et al., 1994). En los cuadros 2 y 3 se resumen los casos en los que V.

vulnificus se ha implicado.
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DETERMINACION DE ALGUNOS FACTORES DE VIRULENCIA EN CEPAS DE Vibrio vulnificus.

Cuadro 2. Casos y muertes debidos a Vibrio vulnificus de 1964 a 2006 por el consumo de
productos de la pesca

Afio Pais No. de Muertes Medio de infeccion Referencia
casos
1964-1977 EUA 24 11 Ostiones Blake, etal., 1979
1972-1981 EUA 3 2 Ostiones y cangrejo Bonner, et al., 1983
1975-2001 Japon 80 Pescado Inoue , 2006
1980-1981 EUA 12 Ostiones Johnston,et al., 1985
1981 EUA 1 1 Ostiones Johnston, et al., 1983
1981-1992 EUA 90 40 Ostiones Hlady, et al., 1993
1982 Corea 1 - Pescado Chong, et al., 1982
1981-1982 EUA 19 12 ostiones Tacket, et al., 1984
1983 EUA 1 1 Ostiones y Almejas | Jenkis y Johnston, 1985
1985-1990 Taiwan 2 Ostines Chuang, et al., 1992
1987 Japon 1 0 Productos de la pesca Kikawa, et al, 1990
1988 EUA 1 1 Ostiones Katz,et al., 1988
1988-1995 EUA 204 111 Ostiones y almejas Shapiro, et al., 1998
1989 EUA 10 4 Ostion Levine,et al., 1993
1989-1997 Taiwan 10 5 | Ko, et al., 1998
1990-1995 EUA 26 - Ostiones CDC 1996
1990-1999 México 8 7 Mariscos Cornejo, et al., 2000
1993-1996 EUA 16 3 Ostiones CDC 1996
1994 México 1 1 Camarones Porras, et al., 1994
1995 Israel 1 - - Bisharat, et al., 1999
1997 EUA 1 1 Ostiones Carlton, et al., 1997
1999 México 1 1 Mariscos Castafion, et al., 2000
1999 Japon 1 1 Ostiones Hui., et al., 1999
2001 Chile 1 1 Ostiones Poblete, et al., 2002
2005 Corea 1 0 Pescado Jung, et al., 2005
2005 Taiwan 1 0 Mariscos Huang,et al., 2005
2005 Japon 1 0 Productos del mar Inoue, 2006
2006 Japon 1 11 Oreja marina Nagao, et al., 2006
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DETERMINACION DE ALGUNOS FACTORES DE VIRULENCIA EN CEPAS DE Vibrio vulnificus.

Cuadro 3. Casos por Vibrio vulnificus debido al contacto con el agua y productos de la pesca.

Afio Pais No. de Muertes Medio de infeccion Referencia
casos
1964-1977 EUA 15 1 Contacto con agua Blake, et al., 1979
1972-1981 EUA 9 3 Contacto con productos | Bonner, etal., 1983
de la pesca
1974-1988 EUA 10 0 Contacto con agua Hoge, et al., 1989
1975-2001 Japon 13 | - Contacto con agua Inoue , 2006
1979 EUA 1 1 Kelly, et al.,1981
1980-1981 EUA 7 Contacto con el agua Johnston,et al.,
1985
1981-1982 EUA 11 3 Contacto con agua Tacket, etal., 1984
1981-1992 EUA 3B | - Contacto con el agua Hlady, et al., 1993
: Contacto con agua o Chuang, et al.,
1985-1990 Taiwan 26 12 esca s 1052
1988-1995 EUA 189 32 Contacto con grasay | Shapiro, etal., 1998
agua
1989 China 1 Contacto con el agua Arnold et al., 1989
1989-1997 Taiwan 10 5 Contacto con agua Ko, et al., 1998
1989 EUA 8 0 Contacto con el agua Levine,et al., 1993
1991-1996 Dinamarca 14 Contacto con agua Hoi, et al., 1998
- Contacto con agua Veenstra, et al.,
1992 Belgica i Contacto con anguilas 1994
1994 Suecia 1 0 Contac(:jté) lgo;eggductos Melhus, et al., 1995
1996-1997 Israel 62 0 Contacto con agua Blshalrggget al.
2002 Espafia 1 1 Contacto con agua Torres, etal., 2002
2002-2003 China 2 0 Contacto con productos Tang, et al.,2006
e la pesca
2005 EUA 14 3 Contacto con el agua CDC/ MMWR,2005
2006 Japon 1 0 Contacto con agua Nagao, et al., 2006
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DETERMINACION DE ALGUNOS FACTORES DE VIRULENCIA EN CEPAS DE Vibrio vulnificus.

.5 Patogénesis

1.5.1 Dosis infectiva, periodo de incubacién y Signos y sintomas.

V. vulnificus es un agente patégeno oportunista, causa cuadros clinicos extraintestinales especialmente

graves y causa tres formas de enfermedad humana:

Gastroenteritis, que sigue después de la ingestion de ostras crudas. (Herrera y Esteve, 2001).
los primeros sintomas como dolor abdominal, vomito y diarrea, ocurre 12 horas a 3 dias
después del consumo, se desconoce la dosis infectiva para esta expresion de la enfermedad,
por lo general esta afeccion es autolimitante. En individuos inmunocomprometidos como
diabéticos, cirréticos, con afeccion crdnica en el higado alcoholicos, 24 horas después de la
ingestion de las bacterias, infecta torrente sanguineo, caracterizado por fiebre, escalofrio, los
niveles de fierro son elevados en suero disminuye la presion sanguinea llegando al shock
séptico cuando son llevados para su atencion, presentan hipotension en un lapso de 12 horas a
partir de su hospitalizacion (OPS, 1997, Shapiro, et al., 1998, Grau y Pettis 2005).

Infecciones en heridas con eritema, tumefaccion y ampollas de contenido hemorragico. Las
personas afectadas son las que han tenido contacto con agua del mar o han manipulado
mariscos. (Herrera y Esteve, 2001). Especialmente si el paciente tiene alguna enfermedad
subyacente cronica. (Porras, et al., 1994). Uno de los grupos de riesgo implicados son los
pescadores, que estan expuestos continuamente a este ambiente en donde las lesiones en sus
manos son usuales (Hlady, et al., 1996). La letalidad es de 20%, pero la amputaciéon o
desbridamiento son frecuentemente necesarios (Sanjuény Amaro, 2004).
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Figura 1. Infeccion en heridas causadas por V. vulnificus

Septicemia primaria, con malestar general fiebre, escalofrio y postracion 24 horas después de
la ingestion de las bacterias. Estos pacientes pueden presentar lesiones metastasicas cutaneas
que evolucionan hacia la celulitis necrosante con extensas lesiones que pueden exigir la
amputacion y pueden terminar en la muerte.(Lamaury et al., 1997, Herrera y Esteve, 2001). Mas
de la mitad de las personas con septicemia primaria fallecen, la tasa de letalidad excede al 90
% en los casos de hipotension (OPS, 1999).

El principal factor de riesgo de infeccion es la enfermedad hepatica cronica, y con menor importancia el
uso cronico de esteroides, la insuficiencia renal, la artritis gotosa, el alcoholismo y la diabetes mellitus.
Se han observado mortalidad variable entre el 40 y el 63%. Se han reportado casos de neumonia,
meningitis, osteomelitis y peritonitis primaria. (Cornejo et al, 2000).

Se desconoce actualmente la relacion dosis-respuesta; sin embargo, en la actualidad se estén llevando
a cabo estudios que permitan conocer la dosis infectiva y la diferenciacion entre cepas virulentas y no
virulentas, por lo que, en este momento, se considera que todas las cepas de V. vulnificus tienen el
mismo potencial de patogenicidad (FAO, 2003).

SELENNE GABRIELA DAVALOS MECALCO

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

DETERMINACION DE ALGUNOS FACTORES DE VIRULENCIA EN CEPAS DE Vibrio vulnificus.

El género Vibrio incluye 30 0 mas especies marinas o estuarinas, 12 de las cuales ( Vibrio alginolyticus,
V. cholerae, V. cincinnatiensis, V. damsela, V. fluvialis, V. furnissii, V. harveyi, V. hollisae, V.
metchnikovi, V. mimicus, V. parahaemolyticus y V. vulnificus) son potencialmente patgenas para el ser
humano. Tres especies tienen importancia clinica. V. cholerag, V. parahaemolyticus y V. vulnificus
(Altekruse, et al., 2000; Janda, et al., 1988; Oliver y Kaper, 1997). V. vulnificus es el mas agresivo

causando gastroenteritis, infecciones invasivas de heridas contaminadas y septicemias frecuentes

mortales. (Herreray Esteve, 2001).

En el Cuadro 3, se observa de manera comparativa las afecciones que causan algunas especies de

Vibrio. (Heitmann, et al., 2005).

Cuadro 4. Comparacion de afecciones causadas por especies de Vibrio.

Especies de Vibrio Gastroenteritis | Septicemia Infeccion en
heridas

V. cholerae O1 +++ NO +

V. cholerae no 1. +4+ + +4
V. parahaemolyticus +4+ + ++
V. vulnificus. ++ +++ +H+
V. fluviales. ++ + +

V. alginolyticus NO + 4
V. damsela. NO NO ++
V. furnisii + NO NO
V. holliase. ++ NO NO
V. mimicus. ++ NO +4
V. metschnikovii + + NO
V. cincinatiensis. NO + NO
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[.5.2 Factores de virulencia.

El papel de los factores de virulencia de V. vulnificus no se ha establecido muy bien, hasta ahora se
han implicado muchas enzimas de tipo hidroliticas en la patogénesis de este microorganismo: la
lecitinasa, fosfolipasa, mucinasa, proteasas, elastasa, son enzimas que dafan la permeabilidad
vascular (Garcia y Landgraf, 1998), y metaloproteasa (Miyoshi y Shinoda, 1992, Shao y Hor, 2000).

La actividad de elastasa es la de una metaloproteasa, la cual esta codificada en el gen vvpE, las
caracteristicas de la proteasa como un factor de virulencia han sido estudiadas usando la proteina
purificada en modelos animales (Miyoshi, et al, 1998). La inyeccidn de la elastasa purificada podria
producir muchos de los aspectos observados en la enfermedad causada por V. vulnificus, incluyendo
dermonecrosis, destruccion del tejido, edema y ulceracion. La habilidad de esta proteasa de causar
estos dafios fue explicada por la capacidad que tiene de liberar histamina de las células plasmaticas e
incrementar la permeabilidad vascular por la activacion del factor Hageman.( Miyoshi y Shinoda, 1992).

Se ha sefialado que V. vulnificus produce toxinas extracelulares como, la citolisina (hemolisina), con un
peso molecular de 56 kDa, que esta codificada en el gen whA, cuya actividad se ha relacionado con la
lisis de glébulos rojos a través de la formacion de poros en la membrana de estas células y tienen
efectos citotoxico en las células de ovario de hamster chino (CHO) (Gray y Kreger, 1985), tiene
actividad letal en ratones (Kreger y Lockwood, 1981, Wright y Morris, 1991).

Provoca permeabilidad vascular, cambios morfoldgicos y disfuncién de las estructuras vasculares del
pulmén, su efecto probado en endotelio de arteria pulmonar muestra que fragmenta el DNA y
disminuyen los niveles de NAD*y ATP dando por resultado la muerte celular (Kwon et al, 2001, Rho, et
al, 2002). La actividad de la toxina es inhibida por el colesterol, por lo que se sugiere que este sea parte
del receptor (Gulig, et al, 2005).
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Yamanaka y colaboradores (1990), describen otra hemolisina con efectos citotoxico, con un peso
molecular de 50 kDa, pero con menor actividad hioldgica. Se ha demostrado que la citolisina
(hemolisina) puede ser letal para ratones a niveles de nano gramos por kilogramo de peso.

En un estudio con cepas de Vibrio vulnificus mutadas en el gen vvh inoculadas en ratones se observo
que la virulencia de éstas no se redujo dada la mortalidad de los ratones (Wright, et al, 1991). En base a
la secuencia del gen de la hemolisina que es altamente conservado, se han disefiado técnicas de
biologia molecular para usarse como blanco en la identificacion del microorganismo a partir de muestras

de agua, ostiones y pescado (Panicker, et al, 2004).

Este microorganismo tiene la capacidad de adherirse a las células epiteliales (Reyes, et al., 1985), se
sugiere que la presencia de pili sea el factor que ayude a la adhesion y que le permite tener una gran
capacidad invasiva (Gander y LaRocco, 1989, Hackney y Dicharry, 1988). Se ha encontrado que V.
vulnificus presenta un pili tipo 1V, el cual es un factor importante para la adherencia en muchas bacterias
Gram negativas (Stom et al,1993). Paranjpye, et al en 1998, secuenciaron dos genes importantes para
la formacion del pili tipo 1V, uno de estos es el vwpC, el cual codifica un polipéptido que es altamente
homologo a PIlC, una proteina de funcion desconocida que es requerida para el ensamblaje del pili tipo
IV. El otro gen vvpD codifica para un homologo de la peptidasa bifuncional tipo IV/ N-metiltransferasa
(Lory y Stoom, 1997).

Se dice que V. vulnificus dispone de hierro en suero humano para su sobrevivencia (Wrigth, et al.,
1991) debido a la produccion de sideroforos (Starks, et al., 2000). El hierro juega un papel importante en
la patogénesis de V. vulnificus, los pacientes con hemocromatocis y otros sindromes que involucren
elevacion en los niveles de hierro sérico son més susceptibles a cursar con septicemia. (Hor et al 1999).
Para poder obtener hierro el microorganismo produce un sideroforo llamado vulnibactina, con el cual
adquiere hierro de la transferrina y la lactoferrina ya que este sistema posee una alta afinidad por el
hierro. (Okujo, et al,1996).
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El polisacérido capsular (CPS) es vital para la virulencia de V. vulnificus ya que lo protege de la accion
del complemento y la fagocitosis por macréfagos (Stomy Paranjpye, 2000). La presencia de la capsula
esta relacionada a la morfologia colonial, cuando las cepas tienen capsula son opacas y las cepas no
capsuladas son translucidas  (Wright, et al,;1999).

Vibrio vulnificus es ingerido con los productos de la pesca y podria pasar a través del ambiente acido
del estomago para llegar al epitelio intestinal donde el patégeno es capaz de invadir el tejido y pasar a
torrente circulatorio (Linkous and Oliver, 1999).
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II. JUSTIFICACION

Los alimentos en ocasiones actlan como vehiculos de transmision de enfermedades para los
humanos, y son causantes de altas tasas de morbilidad y mortalidad, por ello es importante poner
de manifiesto aquellos microorganismos que nos afectan a si como las condiciones propicias y

necesarias para que este tipo de contaminantes y afecciones se manifiesten.

En nuestro pais las enfermedades entéricas ocupan el segundo lugar, siendo su origen el
consumo de alimentos contaminados, entre los que se encuentran los productos de la pesca, los
que pueden ser vehiculos de transmision si son capturados en lugares en donde la

contaminacion biolégica es alta.

En México solo se ha informado de 10 casos por Vibrio vulnificus de los cuales solo un paciente
sobrevivid. Debido a que no se ha tomado mucha importancia sobre ello, considere que era de
gran importancia poner de manifiesto su presencia en ostiones y agua obtenidos de la Laguna de
Pueblo Viejo Veracruz, Méx., asi como sus factores de virulencia mediante la produccion de

enzimas y en ensayos de biologia celular.
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1. OBJETIVOS

Ill. 1. GENERAL

Determinar algunos factores de virulencia en cepas de Vibrio vulnificus aisladas de muestras de

agua y alimentos obtenidos en la Laguna de Pueblo Viejo Veracruz, México.

I11.2. ESPECIFICOS

1. Aislar e identificar a V. vulnificus de muestras de ostiones y agua obtenidos de la laguna de
Pueblo Viejo Veracruz, México.

2. Evaluar el efecto de la salinidad y la temperatura sobre V. vulnificus durante los meses de
aislamiento.

3. Evaluar algunos factores de virulencia mediante la actividad enzimatica cultivos celulares
utilizando las lineas celulares CHO y HEp-2.
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IV. METODOLOGIAS

IV.1.Zona de Estudio

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. 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 méargenes son Cd.

Cuahtémoc y Tampico Alto en Veracruz y la Cd. de Tampico en Tamaulipas (Anonimo, 1982)
o T T T

Figura 3. Localizacion de la laguna de Pueblo Viejo Veracruz.

El cuerpo acudtico tiene una superficie aproximada de 93.7 KmZ; 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 pequefio. 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).

— . b Sl

Figura 4. Laguna de Pueblo Viejo Veracruz
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[V.2.Criterio de seleccién de las muestras

Para el desarrollo de este proyecto, se contemplaron 12 estaciones de colecta en los puntos que se
consideraran criticos, de acuerdo a las Cooperativas y al Ayuntamiento de la Laguna de Pueblo
Viejo, Veracruz.

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 trabajaran 11, ya
que, el puente tiene una profundidad de aproximadamente 30 m. Por lo que la recoleccion fue de 11
muestras de ostion y 12 de agua.
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Figura 5. Distribucion de los puntos de muestreo.
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Para el analisis, las muestras de ostiones, se colocaron en bholsas de plastico, de forma
independiente, evitando su contacto. En el caso del agua, se utilizo 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, sefialando 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 colecta y el andlisis no fue mayor de 15 horas.

[V.3.0btencion de la muestra.

Las muestras de ostiones, obtenidas de cada punto de muestreo, se lavaron con un cepillo y
abundante agua, para eliminar el lodo y las algas posteriormente se desconcharon en condiciones
asepticas, (Elliot, et al., 1995) y se homogeneizaron en licuadora de manera aséptica.

IV.4. Determinacion de la salinidad y temperatura.

Se determino 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).

Se coloco una gota del agua, de cada punto de muestreo, en el prisma.

Se cubri6 de la luz del dia, suavemente con la tapa del refractometro.

Se tuvo la precaucion de que la muestra cubriera totalmente la superficie del prisma.
Se observo la escala a través del ocular.

Se leyd la escala en donde se interceptan los limites de las lineas.

o g ~ w Dp o=

Con un material que no soltara pelusas ni rayara el prisma, se limpio y lavo suavemente con

una piceta con agua destilada.

La temperatura se determino mediante un termdmetro de campo, con envoltura de acero inoxidable,
permitiendo solo ver la escala de temperatura, teniendo en uno de los extremos una cuerda que

permiti6 deslizarlo y sumergirlo hasta aproximadamente 75 cm de profundidad.
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IV.5.Analisis microbioldgico

La metodologia que se empleo para el aislamiento e identificacion de Vibrio vulnificus a partir de
ostiones y de agua, fue la descrita en el Manual de Bacteriologia Analitica de la Administracién de
Alimentos y Medicamentos (Elliot, et al., 1995).

1. De cada homogeneizado de ostiones, se pesaron 50 g en matraces que contenian 450 mL
de agua peptonada alcalina (APA) (pH 8.5-9), para obtener la dilucién 10 -1

2. De las muestras de agua se transfiri6 25 mL a matraces que contenian 225 mL de APA,
para tener la dilucion 1:10.

3. Serealizaron diluciones decimales hasta 10-% por duplicado en APA.

4. Seincubaron a 35-37°y 42° C por 6 y 18 horas.

5. Cada tubo con crecimiento, se sembr6 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.

6. A tres colonias de cada placa, sacarosa negativo (verdes), circulares de 2 a 3 mm de
didmetro, se les realizo la identificacion, mediante las pruebas de halofilismo en agar triptosa
cloruro (TzNn), conteniendo 0, 3, 6, 8 y 10 % de NaCl (TtNo, TtNz, T:N3, T:Ns, T:Ng y T1N1o.
Se incubara por 18-24 h a 35-37° C.

7. A las colonias que crecieron en 3y 6 % de NaCl, se les realizo la tincion de Gram y la
prueba de oxidasa.

8. La identificacion fenotipica, solo se les realiz6 a las colonias oxidasa positiva y a las que,
mediante la tincion de Gram fueron bacilos curvos Gram negativos. Las pruebas de
metabolismo que se realizaron fueron: movilidad indol ornitina (MIO), triple azucar hierro
(TSI), agar hierro lisina (LIA), citrato de Simmon’s, Produccion de &cido a partir; de sacarosa,
glucosa, arabinosa, celobiosa, lactosa, D- sorbitol, D-manitol, salicina y manosa produccion
de acetil metil carbinol en el medio de Voges Proskauer, descarboxilacion de la ornitina y
lisina, arginina dihidrolasa y ONPG.
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IV.6. Diferencia en la morfologia colonial. (Garcia, et al., 1998)

1. Las cepas de V. vulnificus se crecieron en tubos que contenian agar BHI (infusién cerebro
corazon), Se incubaran por 18-24 horas a 35-37 2C

2. Se sembro por duplicado cada tubo por estria cruzada en placas con agar infusion cerebro
corazon con 2% de NaCl.

3. Seincubaron por 18-24 horas a 35-37 °C y se observara su morfologia colonial.

[V.7.Deteccidon de enzimas

Las cepas que bioguimicamente se identificaron como V. vulnificus se les determino la presencia de
algunos factores de virulencia. Las cepas de V. vulnificus se crecieron en tubos que contenian BHI
con 2% de NaCl Se incubaron por 18-24 horas a 35-37 °C, se partié de estos tubos para sembrar
los medios de las enzimas. Todos los ensayos se realizaron por duplicado y como testigos de V.
vulnificus una muestra clinica y una de ostiones, que fueron donadas por el Hospital Estatal de

Tampico, Tamaulipas de la Secretaria de Salud

IV.7.1.Proteasa (Garcia, et al., 1998)

1. Se determind la actividad proteolitica sembrando por estria cruzada en agar leche
descremada (Skim milk) en concentracion final del 2 %, con 2% de NaCl.

2. Seincubaron a 35-37 °C por 18-24 horas

3. Lapresencia de zonas claras alrededor del crecimiento indico la proteolisis.

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

1. La hemolisina se determind sembrando por estria cruzada en agar base sangre con 5% de
eritrocitos de carnero y de conejo

2. Seincub6 por 18-24 horas a 35- 37°C,

3. Se observo la destruccion de los globulos rojos (hemolisis).
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IV.7.3.Lecitinasa y Lipasa (Garcia, et al., 1998).

1. La lectisinasa y lipasa se determinaron sembrando por estria cruzada en agar nutritivo que
contenia el 10% (v/v) de yema de huevo, con 2% de NaCl.

2. Seincubaron por 7 dias a 35-37 °C.

3. Zonas de precipitado alrededor de la colonia demostraron la produccion de lecitinasa y

zonas claras indicaron la produccion de lipasa.

IV.7.3 Lipasa con tween 80 (Garcia, et al., 1998).

1. Para la produccion de lipasas se sembrd tubos que contenia una concentracion final de
tween 80 (polioxietilen sorbitan mono oleato) de 1% , con 2% de NacCl.

2. Seincubaron por 7 dias a 35-37 °C.

3. Se observo intensificacion del color del medio.

IV.7.4.Dnasa (Garcia, et al., 1998).

1. Se crecio Vibrio vulnificus en un tubo con caldo BHI se incubo de 35-37 °C de 18-24 horas.

2. A los portaobjetos con agar DNA de timo de Carnero con 1% del colorante de azul de
toluidina, se les realizo 20 hoyos con una pipeta Pasteur.

3. En cada perforacion se coloco una gota con la pipeta Pasteur Idel caldo BHI con crecimiento
del microorganismo. Se incub6 a 35-37°C por 18-24 horas. La observacion se realizo cada
hora.

4. Se observd la degradacion del DNA mediante un halo color de rosa.

IV.7.5.Presencia de capsula

1. Se utilizaron cultivos de 18-24 horas incubados a 35-37 °C en caldo BHI
2. Se sembraron en agar gelosa glicero al 2% de NaCl por estria cruzada
3. Seincubarén a 35- 37°C por 18-24 horas.
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4. Se tomo una colonia y se realizd un frotis el cual se tifio por la técnica de tinta china y rojo
congo para demostrar la presencia de capsula.

5. Se observo un halo transparente alrededor de la bacteria.

IV.8. Evaluacion del efecto de la toxina en cultivos celulares (Elliot, et al, 1995)

IV.8.1.0btencion de la toxina

1. Se sembraron cada una de las cepas de V. vulnificus en un tubo con 3mL de caldo AKI
(sin traduccion), se incubaron de 18 horas en agitacion (200rpm) a 37°C.

2. Elcultivo se centrifugd a 2500 rpm durante 10 minutos.

3. Elsobrenadante se esterilizé por filtracion utilizando una membrana 0.22 pum.

4. Como testigo se utilizd una cepa de V. vulnificus aislada de ostiones en trabajos previos
como testigo positivo, y el medio AKI como negativo.

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

IV.8.2.0btencién de la monocapa

1. Se obtuvo 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 CO; incubadas a 35-
37°C.

2. Se elimind el suero y el medio. Se adiciond un mililitro de pucks (NaCl, KCI, NaHCO3 y
EDTA, se esterilizd por filtracion), para lavar la monocapa. Se afiadio otro mililitro y se
incubo 2 minutos a 37°C.

3. Se bajo la monocapa por paracentesis

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

5. Se transfiri6 a otra botella para cultivo 2.5 mL y se adiciond 12.5 mL de medio F12 mas 15 %
de SFB (1.9 mL), se incubd a 37 °C por 24-48 horas hasta observar 100% de confluencia.

6. Se elimind el medio y suero, se lavo con 1 mL de pucks y con otro mililitro se bajo la
monocapa con paracentesis, se adicionaron 12 mL de medio F12 y 15% (1.8 mL) de SFB'y

se disgrego la monocapa con la pipeta.
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IV.8.3.Efecto de la toxina

7.

10.

11.

12.
13.

En una placa de 96 pozos se coloc6 a cada uno 100 pL de la monocapa con medio F12 'y 15
% de SFB. Se incubo a 37° C con 5% de CO; por 24 horas.

Se elimino el medio y suero y se lavo tres veces con regulador salino de fosfatos ((PBS)
(NaCl, KCI, NaHPO4 y K2HPO4 0.1 M, pH 7.2), estéril.

Se agreg6 por pozo 80 uL de medio F12 y 20 pL del sobrenadante de la toxina (1:5). Se
incubo a 37°C, 5% de CO; hasta observar el efecto.

Se elimind el medio y el sobrenadante, se lavo tres veces con PBS estéril, se agrego
metanol absoluto hasta cubrir los pozos e inmediatamente se elimind, se lavo tres veces
con PBS.

Se tifid con colorante de Giemsa cubriendo los pozos, durante 20 minutos, Se recupero el
colorante y se lavo con agua destilada hasta no observar eliminacion de colorante.

Se observo en el microscopio invertido y se tomaron fotos.

Se determind cual era el tiempo en que se tiene la destruccion de la monocapa.

IV.8.4. Adherencia en la linea celular HEp-2

Preparacion de los cultivos.

Se sembr6 una asada de cada cultivo en tubos con 3 mL de caldo triptona con manosa al
1%, se incubo a 37 °C/ 18 horas/ 100 rpm.

Se centrifugd a 2500 rpm/ 20 min/ 4 °C.

Se eliminé el sobrenadante y se resuspendio el boton en 1 mL de PBS estéril.

Preparacion de la microplaca.

4.

Se siguieron los pasos del punto 1V.9.2 de obtencién de la monocapa utilizando medio MEM
en la linea celular Hep-2 (células cancer laringeo humano) y se llenaron microplacas de 24

pOZ0s.
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5. Las microplacas de 24 pozos con el 100% de confluencia de la monocapa de células Hep-2,
crecidas sobre un cubreobjetos estéril, se lavaron 3 veces con PBS estéril y se elimino el
ultimo lavado.

Se colocd en cada pozo 975 L de medio MEM + 25 mi. de la suspension bacteriana.

Se incubd la microplaca a 37 °C/5 % COg/ 3 horas.

Se elimin6 el medio con una pipeta Pasteur, se lavd 3 veces con PBS estéril.

© ® N o

Se fijaron las células con metanol durante 1 minuto.

10. Se lavd 3 veces con PBS estéril.

11. Se realiz6 una tincién con Giemsa durante 20 minutos y se lavaron los pozos con agua
destilada hasta que el agua saliera sin colorante.

12. Se deshidrataron las preparaciones colocandolas 1 min en acetona, 1 min en acetona-xilol
(1:1) y 1 min en xilol.

13. 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).

15. Se utilizd como testigo positivo de adherencia localizada a E. coli 886L, para adherencia
difusa E. coli 251 y para adherencia agregativa E. coli IM221. Como testigo negativo E. coli
25922.

IV.8.5 Invasividad en la linea celular HEp-2

Preparacion de los cultivos.
1. Se sembr6 una asada de cada cultivo en tubos con 3 mL de caldo triptona con manosa al
1%, se incubd a 37 °C/ 18 horas/ 100 rpm.
2. Se centrifugd a 2500 rpm/ 20 min/ 4 °C.
3. Seelimind el sobrenadante y se resuspendié el boton en 1 mL de PBS estéril.

Preparacion de la microplaca.
4. Se siguieron los pasos del punto 1V.9.2 de obtencion de la monocapa utilizando medio MEM
en la linea celular Hep-2 (células cancer laringeo humano) y se llenaron microplacas de 24

pOZ0s.
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10.
11.
12.
13.
14.

15.

16.
17.

18.

Las microplacas de 24 pozos con el 100% de confluencia de la monocapa de células Hep-2,
crecidas sobre un cubreobjetos estéril, se lavaron 3 veces con PBS estéril y se elimino el
ultimo lavado.

Se colocd en cada pozo 975 L de medio MEM + 25 mi. de la suspension bacteriana.

Se incubd la microplaca a 37 °C/5 % COg/ 3 horas.

Se elimin6 el medio con una pipeta Pasteur, se lavd 3 veces con PBS estéril.

Se colocd en cada pozo 1000 n. de medio MEM + Gentamicina (90 nmg/mL) + Lizosima
(300 ny/mL).

Se incubd la microplaca a 37 °C/5 % COg/ 3 horas.

Se elimin6 el medio con una pipeta Pasteur, se lavé 3 veces con PBS estéril.

Se fijaron las células con metanol durante 1 minuto.

Se lavo 3 veces con PBS estéril.

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

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.

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

Se utilizé como testigo positivo de adherencia localizada a E. coli 886L, para adherencia
difusa E. coli 251 y para adherencia agregativa E. coli IM221. Como testigo negativo E. coli
25922.

[V.8.6.Titulacion de la toxina

14.

15.
16.

A partir del punto 7 de IV.8.3, se agregara en la primera linea de pozos 180 pL de medio
F12 mas 20 pL de la toxina (dilucion 1:10), se realizaron diluciones subsecuentes,
transfiriendo 100 uL a la 22 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 L 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 incubo a 37°C, 5% de CO> hasta observar el efecto.

Se continto la metodologia a partir del punto 10.
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DETERMINACION DE ALGUNOS FACTORES DE VIRULENCIA EN CEPAS DE Vibrio vulnificus

V. RESULTADOS

V.1. Anélisis microbioldgico
Durante los meses de septiembre de 2005 a junio de 2006 se analizaron un total de 230
muestras de las cuales 61 fueron positivas para el aislamiento de V. vulnificus 26.5%
(61/230), el 11.7 % (27/230) de muestras de ostiony  14.8% (34/230) de agua (cuadro 4)
(Figura 5y 6)

26.5%
Positivas

73.5% Negativas

Figura 6. Total de muestras positivas

11.7%
Ostion
73.5% Negativas

14.8%
Agua

Figura 7. Muestras positivas para agua y ostion.
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Cuadro 5. Resultados del andlisis de las muestras de agua y ostiones recolectadas en los
meses de septiembre de 2005 a junio de 2006 para el aislamiento de Vibrio vulnificus y
por punto de muestreo.

NUMERO DE NUMERO DE
MUESTRAS COLONIAS
) 2 2 TIPO DE PUNTO DE
MES 2 $ a
a 2 = < MUESTRA MUESTREO
< = =
N = ) o
— = D L
< (2] Ll =
=2 (@) o (@]
< o o &)
11 1 25 7 OSTIONES 10
SEPTIEMBRE 12 1 19 11 AGUA 8
11 0 29 0 OSTIONES -
OCTUBRE 12 1 17 2 AGUA 11
11 1 15 3 OSTIONES 4
NOVIEMBRE 12 0 12 0 AGUA -
11 1 17 1 OSTIONES 1
DICIEMBRE 12 0 15 0 AGUA
11 0 10 0 OSTIONES -
ENERO 12 1 13 1 AGUA 9
11 1 12 1 OSTIONES 2
FEBRERO 12 0 11 0 AGUA -
11 4 17 5 OSTIONES 1,25,6
MARZO 12 9 21 13 AGUA 1,2,3,45,811,12
11 4 59 7 OSTIONES 1,234
ABRIL 12 7 41 16 AGUA 1,2356,7,9
MAYO 11 8 39 11 OSTIONES 1,2,3,4,6,8,10,11
12 9 37 12 AGUA 1,2,3,46,7,89,11
JUNIO 11 7 08 31 OSTIONES 1,3,45,7,8,10
12 6 59 25 AGUA 1,2,4,6,9,10
TOTAL 230 61 566 146

A partir de las 61 muestras positivas se trabajaron un total de 566 colonias presuntivas con
caracteristicas de halofilismo (3-8% de NaCl), Gram (negativo)y oxidasa (positiva) de las cuales se
confirmaron 146 como cepas de V. vulnificus 25.8% (146/566). De las cepas confirmadas el 45.2%
(66/146) fueron aisladas de ostion y el 54.8% (80/146) se aislaron de agua. (Cuadro 5). Al hacer la
identificacion del biotipo mediante pruebas bioguimicas (Cuadro 1) se encontrd que todas las cepas
aisladas fueron biotipo 1.
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DETERMINACION DE ALGUNOS FACTORES DE VIRULENCIA EN CEPAS DE Vibrio vulnificus

Durante los meses de aislamiento fue posible el aislamiento de este microorganismo, entre los

meses de marzo a junio y septiembre se tuvo el mayor numero de muestras positivas, la temperatura

minima entre estos meses fue de 24°C y la méxima de 32 °C. En cuanto a la salinidad oscilo entre 5

a 2 %o.(Figura 8).
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Figura 8. Nimero de cepas de V. vulnificus aisladas respecto al periodo de muestreo.

En todos los puntos de muestreo se aislo V. vulnificus. Se observo mayor nimero de muestras

positivas en los primeros puntos, en el punto 12 se observé un menor ndmero de aislamiento ya que

solo se analiz6 el agua debido a su profundidad. (Figura 9).
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Muestras positivas durante
los meses de aislamiento

|

Figura 10. Morfologia colonial de V. vulnificus en agar TCBS.

Figura 11. Morfologia microscopica de
V. vulnificus (tincion Gram) en 100x
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V.2 Determinacion de la salinidad y temperatura

NOTA: Para observar las diferencias gréficamente se convirtio la salinidad a ppm.

DETERMINACION DE ALGUNOS FACTORES DE VIRULENCIA EN CEPAS DE Vibrio vulnificus

Cuadro 6. Datos de salinidad y temperatura por mes y punto de muestreo

Punto de | SEP OCT NOV DIC ENE FEB MAR ABR MAY JUN
muestreo g T S T S T S T S T S T S T S T S T S T
1 84 |29 |90 23 |70 20 | 150 |19 140 |23 [160 |18 190 | 25 170 |28 [150 |29 [210 |32
2 87 |31 [110 [23 |68 20 | 13.0 |19 155 |21 [170 |17 195 |24 170 |29 [130 [31 [190 |28
3 57 |30 [100 [23 |60 20 | 120 |19 120 |22 [160 175 [ 190 |25 180 |29 [150 |30 [200 |30
4 78 [31 110 |22 |59 19 100 |20 165 |21 [180 |165 | 200 |24 210 |30 [185 [30 [210 |31
5 70 [31 |90 23 | 45 20 |70 |20 140 |22 [170 |17 190 |24 200 |30 [160 |31 [200 |31
6 79 [30 [120 |23 |35 20 [80 |20 140 |22 [160 |173 [ 200 |25 190 |29 [135 [31 [200 |31
7 75 [32 110 |24 |40 20 [80 |20 135 |21 [160 [175 [ 190 |24 170 |30 [145 |31 [210 |30
8 74 |31 [130 [23 |60 19 | 130 |19 140 |21 [170 |17 190 | 25 160 |30 |170 |32 [215 |32
9 50 |31 [120 [23 [70 19 [13.0 |19 120 |21 [160 |18 200 | 25 165 |30 |140 [31 [200 |32
10 68 [32 [119 [22 [6.0 18 130 |20 150 |22 [170 |17 200 | 25 150 |28 [140 [31 [210 |32
11 76 |31 [125 |23 |80 18 | 13.0 |19 145 |21 [180 |18 190 | 25 175 |28 [170 |31 [210 |32
12 109 [30 [120 [22 [70 18 140 |20 160 |22 [180 |18 200 | 25 100 |29 [100 |30 [190 |30
S=Salinidad %o T=Temperatura °C

PUNTOS DE MUESTREOQ

1 [ ELBAJO 7 | ISLETA DE CORRALILLO

2 | PUNTA DE BUDA 8 | ISLETA DE TOMATES

3 | SANTA CLARA 9 | LAMEDIANIA

4 | ENSENADA 10 | TAMALES

5 | EL CIRUELO 11 | PUNTA DE MALA GANA

6 | CRUZ DE PIEDRA 12 | PUENTE HONDO
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DETERMINACION DE ALGUNOS FACTORES DE VIRULENCIA EN CEPAS DE Vibrio vulnificus

Se observd mayor aislamiento de V. vulnificus tanto en agua como ostion en el mes de junio cuando la

temperatura era de 28 a 32°C y la salinidad era de 19 a 21.5 %o.(Figura 12).

Figura 12. Distribucion de aislamientos respecto al mes, producto y promedié de la salinidad y

temperatura
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DETERMINACION DE ALGUNOS FACTORES DE VIRULENCIA EN CEPAS DE Vibrio vulnificus

V.3 Factores de virulencia.

En el Cuadro 6 se muestran los resultados de las 146 cepas analizadas, el 100% de las cepas
(146/146), mostraron la produccion de hemolisina tanto en glébulos rojos de carnero como en globulos
rojos de conejo, el 86.3% (126/146) tuvieron actividad de proteasas en agar leche descremada, la
actividad de la lipasa fue de 78.7% (115/146) en medio Tween 80, y en agar yema de huevo, el 73.3%
(107/146) manifestd actividad de la lecitinasa con un halo opaco alrededor del crecimiento en agar
yema de huevo.

La actividad de proteasas se puso de manifiesto en todas las cepas al haber halos transparentes
alrededor del crecimiento en agar leche descremada y en agar gelatina. Respecto a la DNasa el 80.1%
(117/146) de las cepas hidrolizaron del DNA.

La presencia de capsula coincidio con la morfologia colonial opaca ambas fueron en el 82.2%
(120/146), el 17.8% (26/146) fueron translucidas y no presentaron capsula.
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DETERMINACION DE ALGUNOS FACTORES DE VIRULENCIA EN CEPAS DE Vibrio vulnificus

Cuadro 7 . Produccién de enzimas como factores de virulencia de las cepas
de V. vulnificus.

Cepa Procedencia hemodlisis Proteasa | DNasa lipasa lecitinasa | capsula | Morfologia

de la cepa i colonial en

carnero | conejo Tween | Yema BHI
80 de
huevo

Vv 1 Ostion B B + - - Translucida
Vv 2 Ostion B B + + + + + + Opaca
Vv 3 Ostion B B + + Opaca
Vv 4 Ostion B B + + + + + + Opaca
Vv 5 Ostion B B + + + + + Opaca
Vv 6 Ostion B B + - Translucida
Vv 7 Ostion B B + + + + + + Opaca
Vv 8 Agua B B + - + Opaca
Vv 9 Agua B B + + + + + + Opaca
Vv 10 Agua B B + + - - + Opaca
Vv 11 Agua B B + + + + + + Opaca
Vv 12 Agua B B - - + + - - Translucida
Vv 13 Agua B B + + + + + + Opaca
Vv 14 Agua B B + + + + + + Opaca
Vv 15 Agua B B + + Opaca
Vv 16 Agua B B + + + + + + Opaca
Vv 17 Agua B B + + + + Opaca
Vv 18 Agua B B + + - Translucida
Vv 19 Agua B B + - + + + Opaca
Vv 20 Agua B B + + + + + + Opaca
Vv 21 Ostion B B - + + + + + Opaca
Vv 22 Ostion B B + + + + Opaca
Vv 23 Ostion B B + + + + + Opaca
Vv 24 Ostion B B + + + + + + Opaca
Vv 25 Agua B B + + + + + Opaca
Vv 26 Ostion B B + - - - - + Opaca
Vv 27 Ostion B B + + + + + + Opaca
Vv 28 Ostion B B + + + + - + Opaca
Vv 29 Ostion B B + + + + + + Opaca
Vv 30 Ostion B B + + + + + + Opaca
Vv3l Ostion B B + + + + + Opaca
Vv 32 Agua B B + - + - Translucida
Vv 33 Agua B B + + - - - + Opaca
Vv 34 Agua B B + + + + + + Opaca
Vv 35 Agua B B + + + + - + Opaca
Vv 36 Agua B B + + + + + + Opaca
Vv 37 Agua B B + + + + + + Opaca
Vv 38 Agua B B + + + + + + Opaca
Vv 39 Agua B B + + + + - + Opaca
Vv 40 Agua B B + + + + + + Opaca
Vv 41 Agua B B + + + + - + Opaca
Vv 42 Agua B B + + + + + + Opaca
Vv 43 Agua B B + + + + + + Opaca
Vv 44 Agua B B + + + + + + Opaca
Vv 45 Ostion B B + + Translucida
Vv 46 Ostion B B + + + Opaca
Vv 47 Ostion B B + + + + + + Opaca
Vv 48 Ostion B B + Translucida
Vv49 Ostion B B + - - + - Translucida
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Cepa Procedencia hemodlisis Proteasa | DNasa lipasa lecitinasa | capsula | Morfologia
de la cepa i colonial en
carnero | conejo Tween | Yema BHI
80 de
huevo
Vv 50 Ostiones B B + - + + - + Opaca
Vv 51 Ostiones B B - + - - + - Translucida
Vv 52 Agua B B + + + + + + Opaca
Vv 53 Agua B B + + + + + + Opaca
Vv 54 Agua B B + + + + + + Opaca
Vv 55 Agua B B + + + + + + Opaca
Vv 56 Agua B B + - + + - + Opaca
Vv 57 Agua B B + + + + + + Opaca
Vv 58 Agua B B + + Translucida
Vv 59 Agua B B + + + + + + Opaca
Vv 60 Agua B B + + + + + + Opaca
Vv 61 Agua B B - + + + + Opaca
Vv 62 Agua B B + + - - + - Translucida
Vv 63 Agua B B + + + + + + Opaca
Vv 64 Agua B B + + + + + + Opaca
Vv 65 Agua B B - + + + - + Opaca
Vv 66 Agua B B + + + + + + Opaca
Vv 67 Agua B B + - + + + + Opaca
Vv 68 Ostion B B + + + + + + Opaca
Vv 69 Ostion B B + + - - + - Translucida
Vv 70 Ostion B B + + + + + + Opaca
Vv 71 Ostion B B + + + + + + Opaca
Vv 72 Ostion B B + + + + + + Opaca
Vv 73 Ostion B B + + + + + + Opaca
Vv 74 Ostion B B + + + + - + Opaca
Vv 75 Ostion B B + + + + + + Opaca
Vv 76 Ostion B B - - + + + - Translucida
Vv 77 Ostion B B + + + + + + Opaca
Vv 78 Ostion B B + + + + + + Opaca
Vv 79 Agua B B + + + + + + Opaca
Vv 80 Agua B B + + + + + Opaca
Vvl Agua B B + + + + + + Opaca
Vv 82 Agua B B + + + + Opaca
Vv 83 Agua B B + + + + Opaca
Vv 84 Agua B B + - - Translucida
Vv 85 Agua B B - + - - + - Translucida
Vv 86 Agua B B + + + + + + Opaca
Vv 87 Agua B B + + + + + + Opaca
Vv 88 Agua B B + + + + + + Opaca
Vv 89 Agua B B + + + + + + Opaca
Vv90 Agua B B + + + + Opaca
Vv 91 Ostion B B + - + + + + Opaca
Vv 92 Ostion B B + + + + + + Opaca
Vv 93 Ostion B B + - - - - - Translucida
Vv 94 Ostion B B + + + + + + Opaca
Vv 95 Ostion B B - + + + - + Opaca
Vv 96 Ostion B B + + + + + + Opaca
Vv 97 Ostion B B + - + + - - Translucida
Vv 98 Ostion B B + + + + + + Opaca
Vv 99 Ostion B B - - + + - - Translucida
Vv 100 Ostion B B + + + + + + Opaca
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Cepa Procedencia hemodlisis Proteasa | DNasa lipasa lecitinasa | capsula | Morfologia
de la cepa i colonial en
carnero | conejo Tween | Yema BHI
80 de
huevo
Vv101 Ostion B B + + + + + + Opaca
Vv102 Ostion B B - + - - - - Translucida
Vv103 Ostion B B + + + + + + Opaca
Vv104 Ostion B B + + + + + + Opaca
Vv105 Ostion B B + + + - + Opaca
Vv106 Ostion B B + + + + + + Opaca
Vv107 Ostion B B + + - - Translucida
Vv108 Ostion B B + + + + + + Opaca
Vv109 Ostion B B + - + + - + Opaca
Vv110 Ostion B B + + + + + + Opaca
Vv 111 Ostion B B + + - - + + Opaca
Vv 112 Ostion B B + - + + - - Translucida
Vv 113 Ostion B B - + + + + + Opaca
V114 Ostion B B + - + + + + Opaca
Vv 115 Ostion B B + + - - + Translucida
Vv 116 Ostion B B - - + + + - Translucida
Vv 117 Ostion B B + + + + + + Opaca
Vv 118 Ostion B B + + + + + + Opaca
Vv 119 Ostion B B + + + + + + Opaca
Vv 120 Ostion B B + + + + - + Opaca
Vv 121 Ostion B B + + + + + + Opaca
Vv 122 Agua B B - + + + + + Opaca
Vv 123 Agua B B + - + + + + Opaca
Vv 124 Agua B B + + + + + + Opaca
Vv 125 Agua B B + + + + + + Opaca
Vv 126 Agua B B + + - - + + Opaca
Vv 127 Agua B B + + + + + + Opaca
Vv 128 Agua B B - - + + - Translucida
Vv 129 Agua B B + + + + + Opaca
Vv 130 Agua B B + + + + + Opaca
Vv 131 Agua B B + + + + - + Opaca
Vv 132 Agua B B + + + + + + Opaca
Vv 133 Agua B B + - + + + + Opaca
Vv 134 Agua B B + + - - + + Opaca
Vv 135 Agua B B + + + + + + Opaca
Vv 136 Agua B B - + - - - Translucida
Vv 137 Agua B B + + + + + + Opaca
Vv 138 Agua B B + + + + + + Opaca
Vv 139 Agua B B + + + + - + Opaca
Vv 140 Agua B B + + + + + + Opaca
V141 Agua B B + - + + + + Opaca
Vv 142 Agua B B + + + + + + Opaca
Vv 143 Agua B B - + + + - + Opaca
Vv 144 Agua B B + + + + + + Opaca
Vv 145 Agua B B - + - - - - Translucida
Vv 146 Agua B B + + + + + + Opaca
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Figura 13. Hemolisina en agar base Figura 14. Hemolisina en agar base
sangre de eritrocitos de carnero. sangre de eritrocitos de conejo.

Figura 15. Lipasa y lecitinasa en agar Figura 16. Lecitinasa en agar yema de
yema de huevo. huevo.
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Figura 17. Lipasa en Tween 80. ]
Figura 18. Proteasa en agar leche

descremada al 2%.

Figura 19. DNasa en agar DNA de timo
de carnero.

Figura 20. Capsula (Rojo Congo).

Figura 21. Morfologia colonial en agar BHI
A) Translucida B) Opaca
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V.4 Evaluacion del efecto de la toxina en cultivos celulares, adherencia e invasividad.

En relacion a los ensayos de biologia celular se observé que todas las cepas 100% (146/146) son
citotoxicas para la linea celular CHO, en un periodo de incubacion de 10 horas, este efecto se
caracteriz6 por cambio en la morfologia de las células (elongacion) (Figura 23 y 24) y destruccion de la

monocapa (Figura 25).

Figura 22. Testigo de células CHO. Figura 23. Efecto citopético de la
toxina

Figura 24. Efecto de la toxina. Figura 25. Destruccion de la
monocapa (10Hrs).
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El 96.6% (141/146) de las cepas analizadas mostraron el fendmeno de adherencia en la linea celular
HEp-2, los datos de invasividad obtenidos indican que el 58.9 % (86/146) de las cepas son capaces de

invadir esta linea celular (Cuadro 8).

Figura 26. Testigo de celulas HEp-2

Figura 27. Adherencia de V. vulnificus en
células HEp-2

Figura 28. Invasividad de V. vulnificus en
células HEp-2
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Cuadro 8. Resultados de adherencia e invasividad de las cepas de Vibrio vulnificus en la linea celular HEp-2
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Cepa Adh | Inva Cepa | Adh | Inva Cepa Adh | Inva Cepa Adh Inva Cepa Adh Inva Cepa | Adh | Inva
Wil + + W27 + + W53 + W79 + + W105 + + V131 + +
W2 + - Vv28 + Vw54 + W80 + - W106 + + V132 + +
W3 + + W29 + V55 + - W8l + + W107 + - V133 +

W4 + Vw30 + V56 + + W82 + W108 + + V134 + -
W5 + W3l + - W57 + - W83 + - W109 + + V135 + +
Vv6 + - W32 - + V58 + + W84 + + W110 + + Vv136 + +
W7 + + W33 + VW59 + - W85 + + W11l + - V137 + +
V8 + + Vw34 + - Vw60 + + V86 + + W112 + + Vv138 +

W9 + + W35 + + V61 + - W87 + + W113 + + Vw139 + -
W10 + + Vv36 + + V62 + + W88 + + W114 + + V140 + +
Wil + W37 + + VW63 + - W89 + + W115 - + Wi141 + +
W12 - - Vv38 + + Vv64 + + W90 + W116 + + V142 + +
W13 + + Vw39 + V65 + - W91l + W117 + - V143 + -
Wil4 + V40 + Vv66 + + W92 + W118 + + V144 + +
W15 + - W4l + VW67 + - W93 + - W119 + + Vv145 - +
W16 + + Vw42 + - Vv68 + + W94 + + W120 + + Vv146 +

W17 + + W43 + + Vv69 + W95 + + Wi121 + +

W18 + + V44 + - W70 + - W96 + + W122 + +

W19 + + V45 - + W71 + + W97 + + W123 +

W20 + + Vv46 + + W72 + + W98 + + W124 + -

W21 + + vy + + W73 + + W99 + - W125 + +

W22 + + Vv48 + W74 + + Vw100 + + W126 + +

W23 + Vv49 + - W75 + + V101 + + W127 + +

W24 + + VW50 + + W76 + Vv102 + - W128 + +

W25 + + W51 + W77 + - Vw103 + + W129 + +

W26 + W52 + W78 + + V104 + W130 +



http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

DETERMINACION DE ALGUNOS FACTORES DE VIRULENCIA EN CEPAS DE Vibrio vulnificus

Se obtuvieron diferentes titulos de las toxinas de cepas de V. vulnificus . En el 39.7% (58/146) el titulo fue de 1:10, 39.0% (57/146) de 1:20, y el 21.2%
(31/146), con titulo de 1:40. (Cuadro 9).

Cuadro 9. Titulos de la toxina obtenida de las cepas de Vibrio vulnificus

Cepa Titulo Cepa Titulo Cepa Titulo Cepa Titulo Cepa Titulo Cepa Titulo
Wi 1:10 W27 1:40 VW53 1:10 W79 1:10 V105 1:40 V131 1:40
W2 1:10 V28 1:10 W54 1:20 W80 1:10 Vv106 1:20 V132 1:20
W3 1:40 V29 1:10 V55 1:20 W81l 1:10 V107 1:20 V133 1:10
V4 1:10 VW30 1:10 V56 1:40 W82 1:10 Vv108 1:10 V134 1:40
W5 1:10 Vw31l 1:10 W57 1:20 W83 1:10 Vv109 1:10 V135 1:20
W6 1:20 VW32 1:20 V58 1:40 W84 1:20 V110 1:10 V136 1:10
W7 1:40 VW33 1:10 V59 1:20 W85 1:40 V111l 1:10 V137 1:10
W8 1:20 VW34 1:20 VW60 1:40 W86 1:10 V112 1:20 Vv138 1:20
W9 1:40 Vw35 1:40 V61l 1:10 W87 1:20 V113 1:20 Vv139 1:40

VW10 1:40 V36 1:40 V62 1:40 W88 1:40 VWil4 1:20 V140 1:10

Vi1l 1:20 W37 1:40 V63 1:10 W89 1:20 V115 1:10 V141 1:10

VW12 1:10 V38 1:20 W64 1:20 W90 1:10 V116 1:20 V142 1:10

V13 1:40 V39 1:20 V/v65 1:10 W91 1:10 W117 1:20 V143 1:20

Wi4 1:20 W40 1:10 \v66 1:20 W92 1:10 V118 1:20 V144 1:20

V15 1:20 V4l 1:10 VW67 1:10 W93 1:10 Vv119 1:10 Vv145 1:10

V16 1:10 W42 1:10 Vv68 1:40 W94 1:40 V120 1:40 V146 1:40

W17 1:20 W43 1:20 Vv69 1:20 W95 1:20 W12l 1:20

V18 1:40 V44 1:10 W70 1:20 W96 1:20 V122 1:20

V19 1:40 Vv45 1:20 W71l 1:20 W97 1:10 V123 1:10

W20 1:10 V46 1:40 W72 1:10 W98 1:20 V124 1:20

VW21 1:40 W4T 1:20 W73 1:10 W99 1:10 V125 1:20

W22 1:20 VW48 1:10 W74 1:20 Vv100 1:40 V126 1:10

VW23 1:20 V49 1:10 VW75 1:40 V101 1:20 WW127 1:20

W24 1:20 W50 1:40 VW76 1:20 V102 1:20 V128 1:20

VW25 1:40 V51 1:20 W77 1:10 V103 1:10 Vv129 1:20

V26 1:20 W52 1:10 VW78 1:10 V104 1:10 V130 1:10
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DETERMINACION DE ALGUNOS FACTORES DE VIRULENCIA EN CEPAS DE Vibrio vulnificus

V1. DISCUSION.
VI.1 Anélisis microbioldgico.

En este estudio se aislé a V. vulnificus en el 26.5% (61/230) de las muestras recolectados en la laguna
de Pueblo Viejo, Veracruz, analizadas en los meses de septiembre de 2005 a junio de 2006, y se
encontré en el 14.8% (34/230) en muestras de agua y en el 11.7 % (27/230) de las muestras do ostion.
El aislamiento de este microorganismo en agua y ostiones se ha informado por diversos autores. O’'Neill
y colaboradores (1990) lo aisld en el 19.2% de las muestras de agua y bivalvos. Matté y col en (1994)
demostrd su presencia en el 12 % de muestras de ostiones. Otros estudios demuestran la incidencia
de V. vulnificus en el 16.9 % de las muestras de ostiones de las costas del océano Atlantico y Pacifico,
asi como del Golfo de México (Motes, et al, 1998). Parvathi y colaboradores (2004) lo encontraron en el
56% de las muestras de ostiones a V. vulnificus.

El andlisis se realizé en ostiones debido a que los moluscos poseen en general una alimentacion por
filtracion, este sistema de nutricion permite que se acumulen una gran cantidad de microorganismos y
otros elementos presente en el ambiente donde los bivalvos se desarrollan debido a que tienen la
capacidad de filtrar mas de 34 litros de agua por hora (Galstsoff., 1964). En México el consumo de
ostiones es una practica comin y la mayoria de las personas los consume crudos, sin saber el riesgo

potencial que implica ya que puede contener gran cantidad de patdgenos, no solo V. vinificus.

La relacion entre V.vulnificus y los ostiones en el ambiente ha sido demostrada previamente, también
se ha demostrado su resistencia a la depuracion, el cual es un procedimiento efectivo en la eliminacion
de otras especies de bacterias de los ostiones (Jones, et al, 1991). Los factores ambientales
responsables del numero de V vulnificus en los ostiones incluyen, la temperatura, pH, salinidad, el
incremento de la materia organica el contenido de oxigeno y de luz (Pruzzo et al., 2005).

Se encontr6 que todas las cepas aisladas fueron biotipo 1, estos resultados indican que el ambiente de
la Laguna de pueblo Viejo Veracruz podria considerarse como un reservorio y posible vehiculo para la
transmision de V. vulnificus biotipo 1. En China también encontraron a este biotipo en bivalvos y agua
que se vende en sus mercados (Yano et al., 2004).
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VI.1 Efecto de la temperatura y salinidad.

En el presente estudio se observo que V. vulnificus se aislé con mayor frecuencia en los meses de
marzo a septiembre, cuando la salinidad era de 5 a 21%o0 y la temperatura de 21 a 32 °C (Cuadro 4y 5)
lo cual concuerda con O'Neill y cols. 1992 el cual observo altos niveles de esta bacteria, cuando la
temperatura oscila entre 17 y 31°C con una salinidad entre 1.5y 2.5 % (15-25% 0). Hoi y cols. 1998 lo
aislo en 72 de las 172 muestras de agua analizadas, cuando los intervalos de salinidad y temperatura
fueron de 5-17%o0y 19-22°C.

Se ha sefialado que este microorganismo se encuentra en las costas del Golfo de México, en ostiones y
agua durante la época de lluvias o cuando la temperatura del agua se encuentra por arriba de 23°C
(Motes, et al., 1998), y se ha estimado que de abril a octubre el 40 % o mas de los ostiones capturados
en las costas del Golfo de México pueden contener a este patégeno (Parker, et al., 1994), mediante una
asociacion simbiotica entre el bivalvo y la bacteria que se adhiere (Tamplin y Capers, 1992).

V. vulnificus puede ser aislado de una variedad de ecosistemas acuaticos, la ocurrencia del
microorganismo es favorecida por las altas temperaturas, y relativas bajas salinidades. En los Estados
Unidos ha sido reportado en las costas del Océano Atlantico, Pacifico (Kaysner, et al, 1987). V.
vulnificus ha sido aislado en meses de verano donde a estado implicado en infecciones en humanos en
Taiwan, Japdn, Estados Unidos (Hoi, et al., 1998), Dinamarca, Suecia, Alemania, Bélgica y Holanda
(Delsgaard, et al, 1996).

Se ha sugerido que el niamero de organismos en los ostiones esta fuertemente correlacionado con la
temperatura del agua hasta los 26°C, por encima de esta temperatura no hay un incremento adicional
en el ndmero. (Motes, et al, 1998). La incidencia de la recuperacion del microorganismo se
incrementaba durante los meses calurosos (Kelly, 1982). En salinidades mayores de 25 %o tienen un
efecto negativo sobre el numero de V. vulnificus en los ostiones (Motes, et al, 1998).

V.vulnificus, se ha aislado de aguas en un intervalo de temperaturas entre 8-31°C y salinidades entre 1-
34%0 (Wright, et al, 1996) intervalos que corresponden con los aislamientos obtenidos. Otros
investigaciones ha sido entre 5-17%o0, que en estudios previos fueron reportadas como el intervalo
Optimo para el asilamiento de esta bacteria (Kelly, 1982).
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El aislamiento a temperaturas entre 15-27°C con niveles de salinidad entre 8-14 %o se vio favorecido
(DePaola, et al, 1994). Se han observado altos niveles de esta bacteria, cuando la temperatura oscila
entre 17 y 31°C con una salinidad entre 15y 25 %0 (O"Neill, et al., 1992).

Esta bacteria ha sido ocasionalmente aislada de el Golfo de México cuando la temperatura del agua
esta por debajo de los 20°C ( Kelly, 1982), otros autores sefialan su aislamiento de aguas con
temperaturas de 8-11°C en la Bahia de Chesapeake (Wright, et al, 1996). La incapacidad de aislar al
microorganismo a temperaturas por debajo de los 7 °C puede ser porque entra en el estado de viable
pero no cultivable (Oliver, 1995), sin embargo otros autores informan de su presencia a temperaturas de
7°C (Wright, et al, 1996). La mayoria de las muestras que contienen a la bacteria el sitio en donde se
recolectan tiene temperaturas por arriba de los 15°C (Hoi et al., 1998). En el caso de la Laguna de
Pueblo Viejo Ver, las temperaturas no descendieron mas alla de los 17 °C y se logro el aislamiento de
V. vulnificus en, Noviembre, Diciembre, Enero y Febrero (Figura 8) aunque no en un gran ndmero ya
que probablemente intervengan otro tipo de factores que permitan el desarrollo del microorganismo.
Una de las razones por la que esta bacteria es dificil de cultivar durante los meses frios es un estado de
viable pero no cultivable. Oliver et al., (1995) demostrd este fendmeno in situ en un ambiente estuarino
al usar una camara de difusion de membrana. El decremento en la frecuencia de su aislamiento de
aguas de estuario en los meses de invierno, se ha sugerido como resultado de un sobreinvernadero de

las células en el sedimento, pescado u ostiones (DePaola, et al, 1994; Tamplin, et al, 1992.

Como otros vibrios este microorganismo puede persistir en un estado de viable pero no cultivable por
largos periodos. En respuesta al decremento de temperatura, las especies de Vibrio han demostrado
que no son cultivables en medios sélidos (Brauns et al, 1991). Esto ha sugerido que la supervivencia de
V. vulnificus en los ostiones y en agua en condiciones de temperatura baja puede ser explicada por la
persistencia de las células en estado de viable pero no cultivable en el ambiente (Wright et al., 1996).

Las temperaturas relativamente altas y las salinidades bajas optimas de V. vulnificus sugieren que este
microorganismo es distinto de otras bacterias marinas, se adapta a los ambientes estuarinos con baja

salinidad y crece a temperaturas relativamente altas. (Kelly, 1982).
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Los pardmetros ambientales que correlacionan con la recuperacion del microorganismo de muestras de
agua generalmente corresponden a condiciones de estuario con una salinidad relativamente baja (7-16
ppm) y altas temperaturas (arriba de los 20°C) en un medio rico, este organismo halofilico crece
Optimamente a concentraciones de NaCl. de 0.5-2.0 % y a temperaturas entre 25-37°C (Wright et al.,
1996). En la Figura 12 se puede observar que la salinidad y la temperatura son variables
independientes y que el microorganismo desarrolla en salinidades entre 5-20%0 y temperaturas entre
19-30°C, pero no se puede concluir estadisticamente debido a que el anélisis solo se realizo durante 10

meses.

Generalmente en las aguas estuarinas con salinidades entre 6-16 %0 se ha encontrado un gran nimero
de V. vulnificus, mientras que a bajas temperaturas del agua (<10°C) tiene un efecto negativo en el
aislamiento (Pfeffer, et al, 2003). Esto sugiere que la salinidad y la temperatura son independientes y
que V. vulnificus pueden tolerar temperaturas bajas y altas salinidades (Kaspar et al, 1993).

VI.2. Factores de virulencia

La presencia de factores de virulencia en V. vulnificus es un hecho reconocido, sin embargo la
patogénesis de la infeccion causada por este microorganismoaun no esta muy estudiada. Al igual que
otras bacterias patogenas los factores de este microorganismo incluyen tanto componentes

estructurales como extracelulares.

De las 146 cepas trabajada para evaluar la actividad enzimatica de Vibrio vulnificus, se observd que el
100% de las cepas cepas produjo hemolisis en agar base sangre con eritrocitos de carnero y conejo
(Cuadro 7) esto concuerda con datos proporcionados por Kreger y Lockwood en 1981, Garcia y
Landgraf (1998) encontraron que el 96.2 de sus cepas fueron hemoliticas en eritrocitos de carnero. La
actividad de la citolisina/hemolisina, se ha relacionado con la lisis de glébulos rojos a través de la
formacion de poros en la membrana de estas células (Zhang & Austin, 2005), provocando la lisis de
estas células durante el cuadro de septicemia (Bang et al., 1999). Produce un cambio vascular en la
permeabilidad de la membrana de la célula huésped (Yamamoto et al., 1990), lo que se considera
ayuda a la invasividad de las células microbianas (Fan et al., 2001).
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En estudios recientes sobre V. vulnificus se ha identificado la expresion de numerosas factores de
virulencia que dafian la permeabilidad vascular, ayudan a su capacidad invasiva y provocan el dafo
tisular como las proteasas, elastasa, hialuronidasa (Wu, et al, 2001), lecitinasa, fosfolipasas, mucinasa
(Garcia y Landgraf, 1998), metaloproteasa (Miyoshi y Shinoda, 1992, Shao y Hor, 2000), condroitina
sulfatasa (Oliver, et al., 1986), colagenasa y la produccion de compuestos con actividad citolitica y

proteolitica (Rodrigues et al., 1992).

El 86.3% de las cepas analizadas produjeron proteasa, en el estudio realizado por Garcia y Landgraf
(1998), el 99.2% de sus cepas fueron positivas para produccion de proteasa. V. vulnificus secreta una
metaloproteasa dependiente de zinc de 45 kDa, la region N-terminal que codifica para un polipéptido
que tiene la capacidad proteolitica y la region C-terminal que codifica para un polipéptido que reconoce
sustratos proteicos y membranas de eritrocitos (Miyoshi et al., 1997).

El 80.1% de las cepa expresaron DNasa, en el estudio de Garcia y Landgraf (1998), el 96..9% de sus
cepas fueron DNasa positiva. Se ha reportado la presencia de una nucleasa, que le permite al
microorganismo la colonizacion del intestino delgado, la degradacion del ADN le provee al
microorganismo de una fuente de carbono y nitrégeno que le permiten multiplicarse. Esta nucleasa es
muy similar a la producida por otro tipo de bacterias como Vibrio cholerae, Escherichia coli y Aeromonas
hydrophila (Wu et al., 2001).

El 78.7% lipasa (yema de huevo y tween 80) y 73.3% lecitinasa, Garcia y Landgraf (1998) reportan en
sus resultados que el 100% de sus cepas produjeron lecitinasas y lipasas en Tween 80y 96.9% lipasa
en yema de huevo. Dentro de las proteinas extracelulares producidas por V. vulnificus se encuentran
las lipasas. 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 inmunoldgico 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 pulmdn 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 V. vulnificus (Su et al.,
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2004). Dentro de los nutrientes que pueden utilizar los microorganismos se encuentran el glicerol y los
acidos grasos libres que se obtiene después de la hidrélisis de los triglicéridos en el enlace éster que

llevan a cabo las lipasas.

Las fosfolipasas o lecitinasas no son muy especificas y atacan triglicéridos con acidos grasos de
cadena variable, las cuales se clasifican (A,B.C y D), de acuerdo al enlace éster que rompen. La
fosfolipasa C rompe el enlace éster del fosfato en consecuencia se libera &cidos grasos y glicerol
(Madigan et al., 2004)

Las diferencias en la morfologia colonial opaca y translucida de las cepas se ha relacionado con la
capacidad de virulencia, ya que, las cepas opacas son capsuladas mientras que las translucidas tienen
muy poco material capsular o en definitiva no presentan dicha estructura (Grau y Pettis, 2005), los datos
obtenidos sobre la morfologia colonial de V. vulnificus indican que el 88.2% presentaron morfologia
colonial opaca y el 17.8% translucida. Al realizar la tincién negativa con rojo congo se observo que el
88.2 % de las cepas con morfologia colonial opaca presentan capsula (Cuadro 7), lo que sugiere que la
relacion morfologia colonial opaca- presencia de capsula se cumple en el 100%.

La capsula es una estructura formada por polisacaridos (disacaridos y trisacaridos) y polipéptidos que
se encuentran recubriendo la membrana externa de la bacteria. Es importante para la supervivencia del
microorganismo dentro del huésped, ya que promueve la resistencia a la accion del complemento y
puede actuar como barrera frente a moléculas hidrofobicas toxicas como los detergentes, asimismo
puede ayudar a que se adhiera a otras bacterias o a los tejidos del huésped (Gulig et al., 2005), raz6n
por la cual se pueden presentar cuadros clinicos como la septicemia cuya tasa de fatalidad excede el
50% (Shapiro, et al., 1998).

De las cepas que presentaron capsula y morfologia colonial opaca el 64%(72/120) tienen actividad
proteolitica, produccion de DNasa, lipasa, lecitinasa y b hemdlisis, lo que sugiere que pueden provocar

una gastroenteritis.
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Se cree que el papel principal de las proteasas y las lipasas es la de establecer y mantener la infeccion
sobre todo en el caso de heridas o en la celulitis (Starks,et al 2000).

El efecto citotoxico producido por las cepas de Vibrio vulnificus aislado de muestras de ostiones y de
agua, sefialan su capacidad virulenta, aunque no todas las cepas muestren el 100% de destruccién de

la monocapa.

Se ha sefialado que esta bacteria produce toxinas extracelulares como la citolisina (hemolisina) (Zhang
& Austin, 2005); sin embargo, otros autores han descrito la existencia de tres hemolisina con diferentes
masas moleculares de: 50 kDa, 56 kDa, y 36 kDa (Yamanaka et al., 1990).

La actividad citolisina (hemolisina) produce un cambio vascular en la permeabilidad de la membrana de
la célula huésped (Yamamoto et al., 1990), lo que se considera ayuda a la invasividad de las células
microbianas (Fan et al., 2001). Tiene efectos citotoxicos en las células de ovario de hdmster chino
(CHO) (Gray y Kreger, 1985) y actividad letal en ratones (Wright y Morris, 1991). Provoca permeabilidad
vascular, cambios morfolégicos y disfuncion de las estructuras vasculares del pulmén, su efecto
probado en endotelio de arteria pulmonar muestra que fragmenta el ADN y disminuyen los niveles de
NAD*y ATP dando como resultado la muerte celular (Kwon et al., 2001; Rho etal., 2002).

El 96.6% (141/146) de las cepas analizadas mostraron el fendomeno de adherencia en la linea celular
HEp-2, los datos de invasividad obtenidos indican que el 58.9 % (86/146) de las cepas son capaces de

invadir esta linea celular.

El 96.6% de las cepas de Vibrio vulnificus presento adherencia en la linea celular HEp-2 y el 58.9 %
tuvieron capacidad invasiva (Cuadro 8). No se cuenta con referencias bibliograficas sobre estudio,
adherencia e invasividad sobre esta bacteria sin embargo en otros miembros del género Vibrio como es
el caso de la patogenia del célera comprende la ingestion de Vibrio cholerae, movilidad de los vibriones,
atraccion quimiotactica, penetracion a la capa mucosa de la superficie intestinal, adherencia a
receptores en el gel de moco, quimiotaxis hacia los espacios intervellosos mas profundos, adherencia a

la superficie de células epiteliales y produccién de la toxina del colera (Afsar, et al., 2002)
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Estudios previos de laboratorios indican que tanto el biotipo 1y 2 son capaces de adherirse a células de
mamiferos pero solamente las cepas del biotipo 2 se pueden adherir a células de pescado, por lo que

se sugiere que se producen adhesinas especializadas (Biosca, et al, 1996).

Vibrio vulnificus tiene la capacidad de adherirse a las células epiteliales, se sugiere que la presencia de
pili sea el factor que ayude a la adhesion, que le permite tener una gran capacidad invasiva (Gandery
LaRocco, 1989). Los pili son largos, flexibles y se extienden hacia el exterior de la superficie bacteriana
para interactuar con la célula hospedera. La punta de los pili median la adherencia bacteriana
uniéndose a ciertas moléculas ubicadas sobre la superficie de las células de los tejidos, por lo general
estos receptores de las adhesinas fimbriales corresponden a carbohidratos, glicoproteinas o glicolipidos
(Finlay y Falcow, 1997).

En cuanto a la titulacion de las toxinas obtenida de las cepas de V. vulnificus se obtuvieron titulos 1:10,
1:20 y 1:40 siendo el mas frecuente el de 1:10 (Cuadro 9). Al hacer la revision bibliografica no se
encontraron datos sobre este ensayo por lo cual no se puede comparar los resultados obtenidos.

Estos resultados sefialan la capacidad virulenta que tienen las cepas de Vibrio vulnificus para producir
enfermedades tanto por contacto con el agua estuarina asi como por el consumo de alimentos de la

pesca, sobre todo en aquellos grupos de la poblacién mas susceptibles.
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VII. CONCLUSIONES

Se aislo a V. vulnificus en la columna de agua y los ostiones recolectados en la Laguna de Pueblo
Viejo Veracruz.

De las 230 muestras analizadas, V. vulnificus se aisl6 en 61.

V. vulnificus se aislo en los meses de marzo a septiembre cuando la temperatura variaba de 5 a

21%o0 y la temperatura de 21 a 32 °C.

De las cepas de V. vulnificus que presentaron capsula y morfologia colonial opaca el 64.2% fueron
positivas para todas las enzimas lo cual sefiala la capacidad virulenta de esas cepas.

El 100% de las cepas presentaron efecto citotoxico en linea celular CHO.

El 96.6% de las cepas analizadas mostraron el fendmeno de adherencia en la linea celular HEp-2,
de acuerdo a la distribucion en las células se considera que es una adherencia de tipo difusa.

El 58.9 % fue invasiva en linea celular HEp-2.

Los titulos de las toxinas fueron 1:10, 1:20, 1:40.
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ANEXOS

MEDIOS UTILIZADOS PARA EL AISLAMIENTO.

AGUA PEPTONADA ALCALINA.
Formula en gramos por litro

Peptona 100 ¢
Cloruro de sodio 50 ¢

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)

Cantidad por litro de agua:

Tiosulfato de sodio 104g.
Citrato de sodio 10g.
Bilis de buey 5¢.
Colato de sodio 30.
Sacarosa 20 g.
Peptona de caseina 520.
Peptona de carne 5¢.
Extracto de levadura 5¢.
Cloruro de sodio 104g.
Citrato férrico 1g.
Azul timol 0.04 g.
Azul de bromotimol 0.04 g.
Agar seco 14 9.
pH final 8.6 + 0.2
PREPARACION

Disolver y vaciar en cajas petri estériles. NOTA: Este medio no se esteriliza.
METODO:

Sembrar por estria cruzada la muestra en las placas con el medio TCBS. Incubar a 35°C de 18 a
24 horas.

LECTURA:

Colonias amarillas: fermentadores de la sacarosa.
Colonias verde-azules: no fermentadores de la sacarosa
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AGAR TRIPTONA CLORURO DE SODIO (T:Nx)
Formula en gramos por litro.

Triptona 10g
Agar 15¢
NaCl se agrega de acuerdo a la concentracion requerida 3,6,8 y 10%.

PREPARACION
Disolver el agar, sal y la triptona en el agua, calentar hasta completa disolucion. Esterilizar a 121°C
durante 15 minutos. Vaciar en cajas de petri

NOTA: Las pruebas bioquimica se realizaron de acuerdo al MacFaddin 2003.

CALDOS Y MEDIOS UTILIZADOS PARA DETERMINACION ENZIMATICA

CALDO INFUSION CEREBRO CORAZON (BHI)

Formula en gramos por litro de agua destilada

Infusion de cerebro de ternera 200.0g
Infusion de corazdn de res 250.0g
Proteasa peptona o polipeptona 10.0g
Cloruro de sodio 5.0g
Fosfato disddico 2.5¢
Dextrosa 2.09
pHfinal 7.4 £ 0.2

PREPARACION

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

AGAR LECHE DESCREMADA

Cantidad por litro de agua.

Peptona de caseina 5¢g
Extracto de levadura 25¢
Glucosa 19
Leche descremada reconstituida al 10% 100ml
pH final 7.0
PREPARACION.

Disolver los ingredientes en un litro de agua destilada hasta ebullicion y en agitacion continua.
Esterilizar a 121°C durante 15 min. Por otra parte preparar la leche descremada y esterilizar por
separado a 121°C durante 15 min. Finalmente se mezcla el medio base con la leche descremada y
se distribuyen en cajas Petri estériles.
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AGAR GELATINA

Formula en gramos por litro de agua destilada

Caldo nutritivo deshidratado 8g
Agar gelatina 30g
Agar 7.59
pH final 7
PREPARACION.

Dejar hidratar la gelatina en agua por 30 minutos, calentar a 50°C y agregar el caldo nutritivo,
ajustar el pH, posteriormente agregar el agar y calentar hasta ebullicion, esterilizar a 121°C durante
15 min. Por otra parte preparar la leche descremada y esterilizar por separado a 121°C durante 15
min. Finalmente distribuir en cajas Petri estériles.

AGAR BASE SANGRE

Formula en gramos por litro de agua destilada

Infusién de masculo cardiaco 37.5¢
Peptona de carne 10g
NaCl 59
Agar 15g
pH final 7.3
PREPARACION.

Todos los ingredientes componen la base, se disuelve con agitacion constante y calentando hasta
ebullicion, esterilizar a 121°C durante 15 min. Se deja enfriar y cuando se encuentra a 45°C
adicionar sangre desfibrinada para obtener una concentracion de 5%,homogeneizar y finalmente
distribuir en cajas Petri estériles.

AGAR YEMA DE HUEVO

Formula en gramos por litro de agua destilada

Extracto de carne 59
Tristona 10g
Extracto de levadura 19
Glicina 129
Piruvato de sodio 10g
Agar 15¢
pH final 6,8
PREPARACION.

Mezclar todos los ingredientes y disolver en un litro de agua destilada y calentar hasta ebullicion,
esterilizar a 121°C durante 15 min. enfriar a 60°C y adicionar 50ml de una emulsion estéril de yema
de huevo y mezclar. Distribuir en cajas Petri estériles.
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PRUEBA DE TWEEN 80

SOLUCION DE REACCION

COMPONENTES

Solucion reguladora de fosfatos M/15 pH 7.0
Solucién A
Fosfato &cido disddico 9.47g
Agua destilada 1000 mL
Solucién B
Fosfato acido de potasio 9.099
Agua destilada 1000 mL

Mezclar 61.1 mL de la solucién A con 38.9 mL de la solucién B.

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

SOLUCION

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

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-4mbar.
AGAR DNA DE TIMO DE CARNERO.

Formula en gramos por litro de agua destilada

Acido desoxirribonucléico de timo de carnero 0.39
Agar 10g
Cloruro de célcio anhidro 0.01M Iml
NaCl 10g
Azul de toluidina"0” 0.1M 39
Solucion reguladora de Tris 0.05 pH 9 100ml.
PREPARACION.

A 100 ml de solucion reguladora de tris, agregar todos los reactivos excepto el azul de toluidina,
calentar suavemente con agitacion hasta ebullicion y una vez que el DNA se halla disuelto
completamente enfriar y adicionar la solucién de azul de toluidina. Distribuir en tubos estériles y
almacenar en refrigeracion no es necesario esterilizar.
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AGAR GLICEROL EXTRACTO DE LEVADURA

Formula en gramos por litro de agua destilada

Caldo nutritivo deshidratado 89
Extracto de levadura 2.59
Glicerol 209
Agar 15g
pH final 6.8
PREPARACION.

Disolver todos los ingredientes calentar hasta la disolucion del agar, esterilizar a 121°C durante 15
min. distribuir en cajas Petri estériles.

CALDOS Y MEDIOS UTILIZADOS PARA CULTIVOS CELULARES

MEDIO MINIMO ESENCIAL

Formulacion

Medio Minimo Esencial 10X 50 mL
Regulador de pH HEPES 1M pH 7.3 £+ 0.01 esteéril SmL
Glutamina estéril 200mM (X100)
[29.2 mg/mL de glutamina en NaCl 0.85 %] SmL
Bicarbonato de sodio al 7.5 % estéril SmL
Agua desionizada estéril 450 mL
PREPARACION

En condiciones de esterilidad se colocan todos los ingredientes en un frasco de tapon 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 ~ 50mL

Glutamina estéril 200mM (X100) 5mL
[29.2 mg/mL de glutamina en NaCl 0.85 %] SmL
Bicarbonato de sodio al 7.5 % estéril SmL
Agua desionizada estéril 450mL
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PREPARACION

En condiciones de esterilidad se colocan todos los ingredientes en un frasco de tapon 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%

Formula en gramos por litro de agua destilada

Triptona-peptona 10.0g

PREPARACION

Se disuelve la triptona-peptona en el agua, se distribuye en tubos y se esteriliza 15 minutos/ 121°C/
15 libras de presion. 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 809
Cloruro de potasio 0409
Bicarbonato de sodio 0.35¢g
EDTA 03369
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 solucion se filtra en filtro de membrana de 0.22 um colectandose en un frasco de tapon
de rosca estéril. Se conserva en refrigeracion.

MANOSA AL 10 %

Manosa 10g
Agua desionizada estéril 100 mL
PREPARACION

En condiciones de esterilidad se disuelve la manosa en el agua, la solucién se filtra en filtro de
membrana de 0.22 pum colectdndose en un frasco de tapdn de rosca estéril. Se conserva en
refrigeracion.
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SOLUCION DE GENTAMICINA

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
tapon de rosca en refrigeracion.

SOLUCION DE LISOZIMA

Lisozima 300 mg
Agua desionizada estéril 10 mL
PREPARACION

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

SOLUCION REGULADORA DE FOSFATOS (PBS)

Formula en gramos por litro de agua desionizada

Cloruro de sddio 809

Cloruro de potasio 029

Fosfato de sodio dibasico 1159
Fosfato de potasio monobésico 029
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.

MEDIO AKI

NaCl 0.59
NaHCOs 0.39
Extracto de levadura 0.4q
Bacto-peptona 1.5¢
Agua destilada 100mL
PREPARACION.

Se disuelven los ingredientes, excepto el NaHCO3, en la mitad del volumen de agua destilada y se
mete al autoclave. El NaHCOs (0.6%) se esteriliza por filtracion. En un tubo de ensaye se mezclan
suavemente volimenes iguales de ambos ingredientes esterilizados.
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