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RESUMEN
Desde que fue reportado por primera vez por e Centro de Control de Enfermedades

(CDC) en 1976, Vibrio vulnificus ha sido objeto de numerosos estudios al ser relacionado con
enfermedades causadas por la ingesta de productos de la pesca. Se han asociado diversos
factores a la virulencia de V. wulnificus tales como la presencia de una hemolisina y una
citolisna con masas moleculares relativas (Mr) de aproximadamente 36 y 56 kDa,
respectivamente. Por lo anterior, se consideré importante realizar la purificacidon y la
caracterizacion bioquimica de estas dos toxinas en ai slados mexicanos. Se verifico laidentidad
de las especies de 211 cepas aisladas de ostiones y pescado, confirmandose que 27 cepas
pertenecian a la especie vulnificus, de las que se obtuvo la toxina y se determiné d efecto
citotoxico en la linea celular CHO. Se observé a las 10 horas de incubacidn que tres de las
cepas destruyeron entre 20 y 40% de la monocapa, 18 cepas mostraron entre 40 y 60% de
destruccion, dos entre 60 y 80% y cuatro entre 80 y 100%. En todos | os casos se observo un
efecto citotdxico caracterizado por la elongacion de las células CHO. Mediante precipitacion
diferencial salina y electroforesis en ge de poliacrilamida en presencia de SDS, se observo
gue la mayoria de las muestras estaban constituidas por diferentes proteinas. Este
comportamiento no fue & mismo en todas las muestras ya que hubo tres con una sola banda de
proteina a concentracion de saturacion del 50%, con estas tres muestras se realizé nuevamente
precipitacion y dectroforesis, con la finalidad de apreciar a qué porcentaje de saturacion se
observa claramente la banda de interés (36 0 56 kDa). Se encontrd que las masas determinadas
para la precipitacion a 45 y 50% de saturacion fueron muy similares (60.4 y 60 kDa,
respectivamente), sin embargo, la actividad citotoxica y la proteina mostraron acumulacién en
la fraccion precipitada al 50% de saturacion con sulfato de amonio y corresponden a la masa
reportada para citolisina. Esta muestra fue caracterizada por dectroforesis bidimensional
obteniéndose un pl cercano a 5. Un enfoque isoeléctrico en gel de poliacrilamida permitio
asignar a pl un valor de 4.6. La importancia de esta investigacion radica en que se
determinaron algunas caracteristicas bioquimicas (Mr, pl) de una toxina de V. vulnificus

obtenida de productos de la pesca de las Costas del Golfo de México.
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1.0 INTRODUCCION

1.1 GENERALIDADES DE VIBRIONACEAE

La familia Vibrionaceae est4 constituida por los géneros. Aeromonas, Plesiomionas
Photobacterium y Vibrio (Baumann y Schubert, 1984). Los miembros del género Vibrio son
bacilos curvos gramnegativos que miden de 0.5 a 0.8 mm de diametro por 1.4 a 2.6 nm de
largo; son moviles por flagdos polares. Son anaerobios facultativos y poseen ambos
metabolismos, respiratorio y fermentativo; no fijan ni desnitrifican @ nitrégeno, todos son
quimiorganétrofos. Fermentan la D-glucosa con produccién de acido pero no de gas. Todos
utilizan la D-fructosa, la D-maltosa y € gliceral, la mayoria son oxidasa positivo y todas
crecen hien entre 20°C y 30°C. SAlo unas cuantas cepas necesitan de factores orgénicos de
crecimiento. Los iones sodio estimulan €l desarrollo de todas las especies, la concentracidn
minima necesaria de estos cationes para obtener crecimiento éptimo es del orden de 5-700
mM (Kelly et al., 1991).

En & género Vibrio se incluyen cerca de 37 especies las cuales estan ampliamente
distribuidas en la natural eza en ambientes acuéticos con diversos grados de salinidad, algunas
especies viven en € intestino de animales marinos. También se les halla en agua dulce donde
sobreviven horas o semanas cuando estd contaminada con materia organicay su pH es entre 6
y 9. Latemperaturadd agua modula la poblacion de Vibrio, aumentando su nimero durante el
verano. Las bacterias del género Vibrio son susceptibles a desecacion, ebullicion, cloroy otros
desinfectantes y antimicrobianos como las tetraciclinas. La viabilidad dela bacteria disminuye
por competencia de la biota contaminante. La acidez reduce notabl emente su viabilidad (Glass
et al., 1982; Sakazari, 1992; Thampuran y Surendran, 1998). Once especies son
patdgenas para e humano sobresalen Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus y Vibrio
vulnificus como agentes etiol 6gicos de enfermedades transmitidas por alimentos (Elliot et al.,
1998; Oliver y Kaper, 1997).
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1.2 CARACTERISTICASDE Vibrio vulnificus
1.2.1 Morfologia

El Centro de Control de Enfermedades (CDC) de Atlanta Georgia report6 por primera
vez a V. wulnificus (Hollis et al., 1976) a cua identific6 como “vibrio lactosa positivo”,

+n

“vibrio Lac™ 6 “vibrio L™ posteriormente se le Ilam6 Beneckea vulnificus y finalmente V.
vulnificus (Oliver y Kaper, 1997); desde entonces este patdégeno ha sido objeto de numerosos
estudios ya que junto V. parahaemolyticus son los microorganismos mas comunmente

relacionados con enfermedades asociadas a laingesta de productos de la pesca (Hlady, 1997).

Las especies de Vibrio se dividen en sas grupos con base en sus requerimientos de
sodio, produccion de oxidasa, reduccion de nitrito a nitrato, fermentacion de inosital,
produccion de arginina dihidrolasa y descarboxilacion delisinay ornitina (Kely et al., 1991).

V. wulnificus es una bacteria halofilica, mévil, gramnegativa, oxidasa positivo, lisna
descarboxilasa positivo y arginina dihidrolasa negativo, por lo que se encuentraen € grupo 6
de los Vibrios junto con Vibrio algnolyticus, Vibrio parahaemolyticusy Vibrio carcharie. Se
diferencia de otros organismos en este grupo por la capacidad que tiene de fermentar salicinay
celobiosa. V. vulnificus es resistente a la colistina pero sensible ala ampicilinay carbenicilina
(Kdly et al., 1991). En lafigura 1 se encuentra una micrografiade V. vulnificus.

Figura 1. Morfologia microscopica de Vibrio vulnificus.
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V. wulnificus tiene una excepcional capacidad invasiva, de hecho es la especie més
invasiva del género Vibrio (Hacknery y Dicharry, 1988; Rodrigues et al., 1992).

1.2.2 Clasificacion

Existen dos biotipos de V. vulnificus los cuales se diferencian en patogenicidad en
anguilas (Anguilla anguilla) rasgos fenotipicos y variaciones genotipicas (Banerjee et al.,
2002).

Ambos biotipos son patdégenos para ratén, pero solo € 2 es patdgeno en anguilas
(Biosca et al., 1996) ya que se sabe que € biotipo 1 es destruido por la accion del efecto

bactericida del suero de anguilas, mientras que €l biotipo 2 esresstente (Amaro et al., 1997).

V. wulnificus bictipo 1 puede ser aislado de varias fuentes ambiental es; se encuentra en
estuarios, es oportunista y patdgeno para € humano ya que es capaz de causar septicemia y
severas infecciones en heridas, no es patégeno para anguilas y es indol positivo (Hoi et al.,
1998).

V. wulnificus biotipo 2 raramente se encuentra en € medio ambiente, se aida de
anguilas enfermas y se ha reportado que puede causar enfermedad a humano por
manipulacién de este pez (Amaro y Biosca, 1996). Los primeros aislados de este biotipo
fueron obtenidos de anguilas japonesas entre 1975 y 1977 (Nishibuchi et al., 1980). Se
observo por primera vez en 1989 en Espafia y fue aislado por primera vez en Dinamarca en
1991 de infecciones en humanos (Hoi et al., 1998). El biotipo 2 es patdgeno para anguilas e
indol negativo (Biosca et al., 1997).

1.2.3 Ecologia
V. vulnificus es una bacteria autéctona de estuarios y aguas marinas con climas
tropicales, su sobrevivencia estd asociada a las condiciones ambientales de pH,
salinidad y temperatura del agua, niveles de oxigeno disuelto y coliformes ya que crece

mejor en ausencia de bacterias entéricas (Kaspar y Tamplin, 1993; Pfeffer et al., 2003).
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Se sabe que de mayo a octubre las aguas dd Golfo de México poseen las
caracteristicas Optimas para d crecimiento y desarrollo de V. vulnificus, tales como 7-16%. de
salinidad y temperatura mayor de 20°C. La temperatura Optima de crecimiento del
microorganismo es de 37°C, aunque crecen hien de 30-35°C e indusive a 43°C como
maximo, no crecen a temperatura menor de 8°C. La condiciones limites para su crecimiento
son Aw 0.96 y pH entre5-10 (Elliot et al., 1998; Bang y Drake, 2002).

V. vulnificus es sensible a concentraciones salinas mayores de 28%o; la exposicion de
ostras durante un periodo de 7-17 dias en agua con una salinidad de 30-34%. reduce & nimero
de bacterias de 10>-10* Nimero Més Probable/g a menos de 10 NMP/g (Motes y DePaola,
1996).

Se ha demostrado que los microorganismos patdgenos contaminantes de moluscos
pueden ser eliminados si se someten a un tratamiento con calor, ya que son sensibles a este; 10

minutos a 50°C es suficiente para iminar V. vulnificus en ostras (Hesselman et al., 1999).

Bgjo ciertas condiciones y egecidmente en ambientes marinos, V. vulnificus
desarrolla estrategias de sobrevivencia bajo condiciones de estrés. Cuando la temperatura es
menor de 7°C, @ organismo entra en un estadio [lamado viable pero no cultivable (VNBC). En
esta fase, la bacteria no puede cultivarse en medios normalmente usados en su aidamiento,
pero mantiene actividad respiratoriay metabdlica. Este estado fisiol6gi co es considerado como
una estrategia para responder a condiciones adversas, de ahi que durante los meses de invierno
sedificulte € aislamiento de V. vulnificus de aguay moluscos (Oliver et al., 1991; Whitesides
y Oliver, 1997).

V. wulnificus se ha aidado de una variedad de ecosistemas acuéticos; en los Estados
Unidos ha sido reportado en e Atléantico, Pacifico y en las costas del Golfo (Kaysner et al.,
1987). La temporada en la cua se reportan la mayoria de los casos es principa mente en
verano, ningun caso se ha descrito entre los meses de diciembre a febrero (Johnston et al.,

1985; Klontz et al., 1988). En FHoridalamayoria de los casos de infecciones por V. vulnificus
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ocurren en mayo; durante este periodo la densidad del microorganismo en ostras es del orden
de 10°-10° organismos/g ostra (Klontz et al., 1988; Hesseman et al., 1999). También se ha
aidado de agua o ha sido implicado en infecciones en humanos durante el verano en
Dinamarca, Suecia, Alemania, Holanda, Australia y Bélgica (Hoyer et al., 1995; Dalsgaard et
al., 1996; Hoi et al., 1998), asi como en Japon, Taiwan, Hong Kong, Isragl, Tailandia, Coreay
en lalndia (Chuang et al., 1992; Thampuran y Surendran, 1998).

En América Latina se sabe de casos en Brasil (Rodrigues et al., 1992; Garcia y
Landgraf, 1998). En México hasta donde se conoce sblo se ha reportado un caso de infeccidn
por V. vulnificus; se cree que esto podria deberse a la poca experiencia en € aislamiento e

identificacion de este microorganismo (Porras et al., 1994).

1.2.4 Reservorios

V. vulnificus se encuentra normalmente en estuarios, agua de mar, sedimento, plancton,
mariscos, moluscos, ostiones, aimeas, mgjillén y pescado. Los moluscos bivalvos son
reservorios importantes debido a que para alimentarse filtran € agua a través de sus cuerpos,
con lo que facilitan la captacion y concentracién de los microorganismos suspendidos en el
agua, es por dlo que V. wulnificus se ha aislado en ostras y almeas con mayor frecuencia que
en los crustaceos (Wrigth et al., 1996; Lee et al., 2000). Se ha estimado que de abril a octubre
el 40% o mas de los ostiones y un 10% de cangrejos capturados en las costas del Golfo de
M éxico pueden contener a este patdégeno (Parker et al., 1994).

1.3 PATOLOGIA

1.3.1 Periodo de incubaci 6n y sintomatol ogia

La infeccion por V. vulnificus puede ser de dos tipos. por contacto de heridas con €
agua de mar contaminada o mediante el consumo de aimentos que contengan a este
microorganismo. El periodo de incubacion es de 12-36 horas después del consumo de
mariscos crudos o deficientemente cocinados; la muerte sobreviene en un lapso de 1-2 dias
(Hill etal., 1991).
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Las formas dinicas de infeccién por V. wulnificus son: septicemia, infeccion
gastrointestina e infeccion de tejidos blandos. En la septicemia primaria, la sintomatologia
maés frecuente es: fiebre, esca ofrio, nausea, cambios en d estado mental, hipotension, vomito
y gastroenteritis. Del 60-70% de los pacientes con septicemia primaria también desarrollan
lesiones cutaneas como celulitis, bulas y equimosis que progresa a Ulceras necréticas. Larazén
por la que aparecen las lesiones es desconocida (Klontz et al., 1988; Chuang et al., 1992).

1.3.2 Factores de riesgo

En € desarrollo de la septicemia los factores de riesgo son: hepatopatia crénica,
diabetes, alcoholismo, cancer, sida, etc. (Chin et al., 1987; Shapiro et al., 1998). En la
infeccién de heridas o de tgjidos blandos, € factor de riesgo es la exposicion al agua de mar

y/o productos marinos (Klontz et al., 1988).

L os pacientes con hemocromatosis y otros sindromes con sobrecarga crénica de hierro,
son inusual mente susceptibles a la infecci6n por V. vulnificus, por 1o que d CDC recomienda
gue la gente que presenta estos padecimientos no consuman moluscos crudos (Eastaugh y
Shepherd, 1989). El hierro juega un papel importante en la patogénesis de la infeccion, sin
embargo, d mecanismo de la utilizacion de hemoglobina en la virulencia de esta bacteria es
desconocido (Litwin y Byrne, 1998).

El pH gastrico menor de 3.0 es suficiente para matar a V. wvulnificus, por lo que los

individuos con aclorhidria son mas susceptibles a la infeccion (Koo et al., 2000).

1.3.3 Mortalidad y antibidticos

La mortalidad de las infecciones por V. vulnificus es de hasta un 60% en |os pacientes
con septicemia primaria 'y de un 25% en los pacientes con infeccién en heridas o en tgjidos
blandos (Hijarrubia et al., 1996). Se sabe que € 95% de los decesos racionados con €l

consumo de productos marinos son debido a V. vulnificus (Bang y Drake, 2002).
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Algunos estudios han demostrado que & 100% de las cepas de V. wulnificus son
sensibles a cefalosporinas de tercera generacion, carbenicilina, piperacilina y trimetoprim
sulfametoxazol, 96% a la ampicilinay gentamicina, 92% a cloranfenicol y 91% atetraciclinas
(Chuang et al., 1992).

1.3.4Dosis

La dosis infectiva es desconocida, ya que varia dependiendo de la predisposicion del
individuo (Kaysner et al., 1994). Se sabe que 100 células bacterianas son suficientes para
causar infeccién en heridas abiertas (Chuang et al., 1992). En general la enfermedad es
autolimitante y sélo se requiere el restablecimiento de agua y eectrolitos (Banerjee et al.,
2002).

Las personas con un sistema inmune intacto y un buen funcionamiento dd higado
pueden consumir ostiones crudos conteniendo V. vulnificus sin manifestar enfermedad o en

algunos casos presentar una ligera gastroenteritis (Shapiro et al., 1998).

14 FACTORESDE VIRULENCIA
La expresi6n delos factores de virulencia esta controlado por factores ambientales, ya que
la bacteria posee sistemas reguladores de temperatura, ocsmolaridad, pH, concentracion de
COy, hierro, etc. (Leeet al., 2000).
Existe una variedad de factores asociados a la virulencia de V. vulnificus entre ellos

podemos mencionar:

0 Habilidad de adherirse ala superficie del epitelio (Reyeset al., 1985).

0 Enzimas bacterianas. DNasa, amilasa, lecitinasa, gelatinasa, elastasa, colagenasa,
fosfolipasa, proteasa, condroitin-sulfatasa (Oliver et al., 1986; Kothary y Kreger, 1987;
Rodrigues et al., 1992; Miyoshi et al., 1998).

0 Cépsula(Simpson et al., 1987; Hayat et al., 1993; Powell et al., 1997).

0 Resistencia a efectos bactericidas del suero humano ( Johnson et al., 1984; Y oshida et
al., 1985; Janda et al., 1988).
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Resistencia afagocitos (Kreger et al., 1981; Wright y Morris, 1991).

Sideréforos (Gander y La Rocco, 1989; Okujo et al., 1994).

Disponibilidad de hierro en € suero humano (Wright et al.,1981; Hor et al., 2000).
Presenciade pili Tipo IV (grado devirulencia) (Gander y La Rocco, 1989).

Toxinas extracdulares (Kreger y Lockwood, 1981; Wright y Morris, 1991; Rho et al.,
2002).

O O O O O

1.4.1 Toxinas extracelulares

Un ndmero importante de los Vibrios aislados de alimentos producen toxinas
extracelulares 0 exotoxinas que son proteinas hidrosolubles que se caracterizan por su
capacidad de lesionar tgjidos, y debido a que ocasionan la muerte del enterocito (célula del
intestino) también son referidas como citotdxicas (Achenson, 1992; Wong et al., 1993). V.

vulnificus produce 2 exotoxinas: citolisinay hemolisina,

Citolisina

La citolisina es un polipéptido soluble en agua con una masa molecular relativa (Mr)
estimada de 56 kDa; esta toxina es inhibida por € colesterol y parcialmente inactivada por
proteasas, es termoldbil y su punto isoeléctrico (pl) es de 7.1. Tiene efecto dtotdxico en la
linea celular de ovario de hdmster chino (CHO) es litica para eritrocitos de varias epecies de
mamiferos. ratén, cerdo, burro, gato, perro, rata, congjo, entre otros. La citotoxina purificada
esletal pararaton a nivees de 3 ng/kg inyectada por via intravenosa. Presenta permeabilidad
vascular y causa cambios morfol 6gicos y disfuncién de las estructuras vasculares dd pulmén,
su efecto probado en endotelio de arteria pulmonar muestra que fragmenta el ADN y decrece
los niveles de NAD" y ATP dando por resultado la muerte celular (Testa et al., 1984; Gray y
Kreger, 1985; Kwon et al., 2001; Rho et al., 2002). La citolisina es altamente téxica y se sabe
gue juega un papel importante en los dafios severos que se ocasionan en la pie durante el
transcurso delainfeccion por V. vulnificus (Gray y Kreger, 1985).

Dentro de los factores asociados con la virulencia y patogénesis de V. vulnificus se
incluyen las proteasas extracdulares (Kothary y Kreger, 1987; Miyoshi et al., 1987) solamente

se ha identificado una metal oproteasa extracdular (designada como Vvp) y se ha demostrado
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que existe una rdacion directa entre la expresion de la citolisna 'y la Vvp ya que se ha visto
que las cepas a las cuaes se les muté e gen que codifica para Vvp muestran una mayor
virulencia que aquellas cepas que no han sido mutadas, |o anterior posiblemente se deba a la
sobreexpresion de la citolisina en ausencia de VWp. Sin embargo, se requiere mayor
informacién acerca de cdmo se modulan y expresan los factores de virulencia y como se
relaciona esto con la patogénesis (Shao y Hor, 2000; Choi et al., 2002).

Hemolisina

La hemolisina purificada tiene una Mr de 36 kDa, presenta permeabilidad vascular, es
termol&bil, causa lisis de eritrocitos de una variedad de especies animaes porque forma
pequefios poros en la membrana citoplasmatica, muestra actividad citolitica en lineas celulares
y estoxica para células CHO. Inyectada por via intravenosa, la toxina purificada es letal para
ratén a niveles de aproximadamente 3 ng/kg de peso. Es inhibida por € colesterol y cationes
divalentes, es estable al oxigeno y agentes sulfhidrados (Kreger y Lockwood, 1981; Litwiny
Byrne, 1998; Chai et al., 2002).

El gen que codifica para la citolisina-hemolisina de V. vulnificus (whA) ya esta
secuenciado y se sintetizaron los oligonucledtidos iniciadores (primers) para su uso en la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Sin embargo, se sabe que aparte dd gen whA se
codifica otro gen € whB, la funcién dd whA es clara pero @ producto dd gen vwhB es
desconocido (Choi et al., 2002).

El gen whA comparte zonas de similitud con € gen estructural de V. cholerae: El Tor,

hecho que indica un origen coman (Y amamoto et al., 1990; Hill et al 1991).

La produccion de hemolisina esta relacionada con la virulencia de la bacteria 'y es
afectada por parametros ambi entales, de ell os | 0s que mas influencia tienen son la temperatura
y la sdinidad. Se ha visto que la cantidad de hemolisina producida es bgja s €

mi croorgani smo crece en un ambiente con una salinidad del 25%. y una temperatura de 25°C
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mientras que si la salinidad es de 9%o y la temperatura de 37°C d incremento en la toxina es
mayor (Leeet al., 2000).

Una salinidad de 25%0 y una temperatura de 25°C refleja las condiciones ambientales
de un estuario, mientras que una salinidad de 9%. y 37°C representa d medio interno del
cuerpo humano. Cuando la bacteria invade al humano, € cambio en tipo y concentracién de
nutrientes da por resultado un incremento aproximado en la produccion de hemolisina de 2.5
veces mas, o cual sugiere que e cambio de condiciones de un medio aumenta la virulencia
del microorganismo (Lee et al., 2000; Choi et al., 2002).

1.5 PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE TOXINASDEL GENERO

Vibrio

Se han realizado diversos estudios de purificacion y caracterizacion bioquimica de las
toxinas de diferentes especies del género Vibrio, de |os cual es los mas importantes se resumen
enlaTablal.
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TABLA 1. Estudios de purificacion y caracterizacion de toxinas

de algunas especies del género Vibrio.

Especie Toxina Mr (kDa) pl Referencia
V. cholerae Hemolisna 20 NP Honday Finkdstein, 1979
V. vulnificus Hemolisina 38.5 NP Kreger y Lockwood, 1981
V. fluvialis Citolisina 135 51 Lockwood et al., 1982
V. cholerae Citolisina 60 57 Yamamoto et al., 1984
V. fluvialis Hemolisna 35 45 Wall et al., 1984
V. damsela Citolisina 57 5.7 Kreger, 1984
V. vulnificus Hemolisna 385 3.8 Testaet al., 1984
V. vulnificus Citolisina 56 7.1 Gray y Kreger, 1985
V. damsela Citolisina 69 5.6 Kothary y Kreger, 1985
V. cholerae Hemolisna 185 NP Yohetal., 1986
V. metschnokovii Citolisina 50 5.1 Miyakeet al., 1988
V. vulnificus Citolisina 50 NP Yamanakaet al., 1990
V. vulnificus Citolisina 51 NP Wrigth y Morris, 1991
V. cholerae Citolisina 60 53 McCardell et al., 1999
V. cholerae Citolisina 58 NP Waliaet al., 1999
V. tubiashii Citolisina 59 5.3 Kothary et al., 2001

NP: no probado.
pl: punto isoel éctrico.
Mr: Masa molecular relativa.

La tabla 1 nos muestra que existe una gran variedad de masas moleculares relativas

reportadas para las diferentes especies del género Vibrio, de modo tal que podemos encontrar

datos que van de 18.5 a 38.5 kDa para d caso de las hemalisinas, con pl entre 3.8y 4.5. En lo
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que respecta a las dtolisinas las masas moleculares son mayoresy varian de 50 a 135 kDa con
pl entre5.1y 7.1.

Para el caso especifico de V. vulnificus los datos de la tabla 1 muestran que en @ caso
de la hemoalisina se reporta una masa molecular de 38.5 kDa con un pl de 3.8, los valores para
la citolisina difieren un poco y se encuentran entre 50 y 56 kDa con un pl de 7.1. No setiene
conocimiento de estudios posteriores a 1991 en la purificacion y caracterizacion de toxinas de
V. wulnificus, mientras que e reporte més reciente de una toxina de este género es de V.
tubiashii en d 2001.

22



2.0 JUSTIFICACION

La purificacion y caracterizacion de toxinas de V. vulnificus ya se ha realizado con
muestras provenientes de diferentes aislados en otras partes del mundo. Sin embargo en
M éxico, hasta donde se recabd informacidn, no se haidentificado €l tipo de toxinas producidas

por V. vulnificus, ni se hallevado a cabo una caracterizacion bioguimica de estas.

Esta investigacion esté disefiada para informar s las cepas de V. vulnificus producen
toxinas, € tipo de éstas, asi como determinar algunas caracteristicas bioquimicas de ellas. Esto
permitira sefidlar la existencia de cepas de esta bacteria con factores de virulencia que pueden
causar dafio a la salud; asi se podra establecer la variabilidad en los diferentes aislados al

comparar |os datos obtenidos con lo reportado en otros paises.
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3.0 OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Purificar las toxinas de V. vulnificus mediante procedimientos fisicoquimicos para facilitar su

caracterizacion bioquimica.

1)

2)

3)

4)

5

Obj etivos especificos

Confirmar lapureza delas cepas de V. vulnificus.

Obtener lastoxinas de V. vulnificus.

Estimar la masa molecular relativa de las toxinas por electroforesis en gdes de
poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE).

Caracterizacion de las toxinas mediante el ectroforesis bidimensional.

Corroborar @ punto isod éctrico mediante isoel ectroenfoque.
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4.0 MATERIALES Y METODOS

Las cepas estudiadas fueron proporcionadas por € Laboratorio de Microbiologia

Sanitaria de la Escuela Nacional de Ciencias Biol dgicas del Instituto Politécnico Nacional, y

fueron aidadas a partir de ostiones y pescado capturados en la Laguna de Pueblo Vigo en

Veracruz.

4.1 IDENTIFICACION DE V. wulnificus

Para determinar la pureza de las cepas, se llevo a cabo € procedimiento recomendado en €

Manual de Bacteriologia Analitica de la Administracion de Alimentos y Medicamentos
(BAM-FDA) (Elliot et al., 1998).

1)

2)

3)

4)

5)

6)

La cepas se sembraron en agar infusién cerebro corazén (BHI) adicionado de NaCl al
3%. Se incubd por 18-24 h a35-37°C.

Las cepas que presentaron crecimiento en BHI se sembraron en agar con tiosulfato,
citrato, sales hiliares y sacarosa (TCBS) por estria cruzada. Se incub6 por 18-24 h a
35-37°C.

Las colonias verdes o azul verde, redondas y lisas se sembraron en agar modificado
con ceobiosa, polimixina B y colistina (mCPC) por estria cruzada. Se incubd por 24-
48 h a 39-40°C.

Se seleccionaron colonias amarillas aplanadas de aproximadamente 2 mm de didmetro,
con centro opaco y periferia transllicida, y se realizaron pruebas de halofilismo en agar
triptosa cloruro (T1Ng) conteniendo O, 3, 6, 8 y 10% de NaCl. Seincubé por 18-24 h a
35-37°C.

A las colonias crecidas en 3 y 6% de NaCl se les determind la prueba de oxidasa. Se
coloco una asada de colonia en un pedazo de papel filtro que contenia 2-3 gotas de
reactivo para determinacion de oxidasa (tetrametil-p-fenilendiamina a 1%). En una
reaccion positiva e cultivo bacteriano se torna morado oscuro en 10 segundos.

Serealiz6 un frotis alas colonias oxidasa positivay se sometié a latincion de Gram.
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7)

1)

2)

3)

4)

Las pruebas de identificacion incluyeron: fermentacion de hidratos de carbono
(sacarosa, arabinosa, lactosa, glucosa), descarboxilacion de aminoécidos (arginina,
ornitina, lising, fenilalanina), movilidad, produccion de indol, gas, H.S y citrato e

hidrdlisis de ureay gelatina

4.2 OBTENCION DE LA TOXINA (Dubey et al., 1990; McCardell et al., 1999)

L as cepas identificadas como V. vulnificus se sembraron en tubos con 15 mL de medio
AKI; seincubd por 4 h a35-37°C sin agitacion.

Se pasd e volumen total de los tubos a matraces con 250 mL de medio AKI y se
incubd 16-18 h en agitacién (100 rpm) ala mismatemperatura.

Se centrifugd (Centrifuga Beckman J2 HS) a 6000 x g 20 min y & sobrenadante se
esterilizé por filtracion con membrana 0.22 mm de diametro de poro.

Se almacend a—20°C. Como testigo negativo se usd medio AKI.

4.3 DETERMINACION DE ACTIVIDAD CITOTOXICA (Lockwood et al.,1982;
Miyake, et al., 1988)

La determinacion de la actividad de toxinas bacterianas se realizo sobre cultivo de tejidos in

vitro. Se utilizé para el ensayo lalinea celular CHO (cdulas de ovario de hamster chino).

1)
2)
3)
4)

5)

6)

En una botella con una monocapa confluente a 100%, se diminé € medio de
crecimiento y se adicion6 2 mL de solucion de Pucks para disgregar las células.
Seincub6 de2-3 min a37°C.

Seremovieron las céulas de la superficie por parecentesis.

Se adicionaron 30 mL de medio F-12 con 10% de suero fetal de bovino y se
disgregaron las células.

Usando una placa de 96 pozos se colocaron 100 m de células resuspendidas por cada
pozo.

Laincubacién se realiz6 por 48 h a 37°C en atmésfera de CO, a 5% hasta confluencia
del 100%.
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7)

8)
9)

Selavd la placa con solucién reguladora de fosfatos (PBS) estéril y seinocul 6 la placa
con 80 m de medio 12 y 20 m de toxina (4rg toxina/ ml de medio) por triplicado
para cada una de las muestras.

Seincubd a 37°C en atmésfera de CO;, a 5%, evaluando 2 tiempos 10 y 18 h.

Serealizé latincién con colorante de Giemsa.

10) Se observaron los cultivos usando un microscopio invertido detectando efecto

2)

3)

morfolégico y porcentaje de destruccion de la monocapa. Se incluyeron testigos

negativos como punto dereferencia’y comparacion.

4.4 CUANTIFICACION DE PROTEINA (Bradford, 1976)
1) Sehizo una curva patrén con a bimina sérica bovina.
A 100 m de la muestra problema se adicion6 1 mL de azul de Coomassie (0.01% de
azul brillante de Coomassie G-250, 5% etanol a 95%, 10% de H3PO, al 85%).
Se midié la absorbancia a 595 nm (Espectrofotémetro Beckman DU640), luego de 5

min.

4.5 PRECIPITACION CON SALES (Nomuraet al., 1988)

Todos los pasos se redlizaron a 4°C.

1)

2)
3)
4)
5)

1)
2)

Latoxina soluble en d medio AKI se precipité con sulfato de amonio a las siguientes
concentraciones de saturacién: 25, 50, 75 y 100%.

Se agit6 30 min con agitacion magnética.

El precipitado se col ect6 centrifugando a 10,000 x g 10 min.

El sobrenadante se decantd y resuspendio con 1 ml de agua desi onizada.

Se dializ6 24 h en amortiguador Tris-HCl 50 mM pH 8.0 con 2 cambios del mismo

amortiguador.

4.6 PRECIPITACION CON ACETONA
A 300 m de muestra se agregaron 1200 m de acetona fria gota a gota en bafio de hidlo.
Se dej6 reposar 30 min.
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3)
4)

La centrifugacion serealizd 10 min a 14,000 x g.

Laacetona se decantd y se guardo € precipitado a—20°C.

4.7 ELECTROFORESI S (Laemmli, 1970; Yamamoto et al., 1983)

Ladectroforesis serealizé en gdes de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato de sodio

(SDS-PAGE) a una concentracion de 14% (p/v) para € ge separador, en condiciones

desnaturalizantes a una corriente de 200 V en una camara E-C 135 Apparatus Corporation.

1)

2)

3)

4)

5

6)
7)

Antes de la electroforesis las muestras fueron incubadas a 100°C por 4-5 min en
regulador con b-mercaptoetanol (0.06M Tris-HCl pH 6.8, 2% SDS, 10% dliceral,
0.025% azul de bromofenol, 5% b-mercaptoetanal).

Seaplicaron 0.06 ng detoxinaalos carrilesy 5 m de los marcadores:

PROTEINA Mr (kDa)

Fosforilasa B 97.4
Albumina sérica 66.2

Ovod blimina 45.0

Anhidrasa carbdnica 31.0
Inhibidor detripsina 215

Lisozima 14.4

Terminada la corrida se fijo d gd con solucion fijadora (50% metanol, 10% acido
acetico).

Se tifié con azul de Coomassie (0.25% azul brillante de Coomassie G-250, 50%
metanol, 10% &cido acético).

Pararetirar € exceso de color se utilizd solucién decol orante (50% metanol, 10% é&cido
acético).

Posteriormente se secaron los g es entre 2 hojas de papel cd ofan.

Los geles seanadizaron utilizando la paqueteria Quantity One de BioRad.
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4.8 ELECTROFORESISBIDIMENSIONAL

La determinacion del punto isoel éctrico de la toxina se determind mediante isoel ectroenfoque

en gradientes de pH inmovilizados, en una cdmara protean | EF de BioRad.

1)
2)
3)
4)
5)

6)

7)

8)

9

Pararehidratar se colocd 700 m de muestray se disolvio con 125 i de regulador.
Semezcl y coloco alo largo de una cdda en la camara de rehidratacion.

Se colocd encima una bande eta de pH 5-8.

Larehidratacion serealiz6 16 ha 15°C.

Luego de rehidratar se coloco la bandeleta en la camara IEF y se focalizd a las
siguientes condiciones. 15 min a 250 V, 2 h hasta 4000 V/h, 5 h hasta 20,000 V/h. Se
mantuvo la temperaturaa 15°C.

Se realiz6 una electroforesis SDS-PAGE monodimensional de acuerdo a método de
Laemli (1970) a concentracion 13% (p/v) para el gel separador a 200 V en una cdmara
E-C 135 Apparatus Corporation.

Terminadala corrida sefijo @ ge (40% metanol, 10% &cido acético).

Se redlizd una tincion con plata (0.2% AgNOs;, se revelé con NapCOs 3.5% y
formal dehido 0.05%).

Se enjuagd con agua desionizada.

10) Para secar d gel se utilizaron dos hojas de papd celofén.

4.9 ENFOQUE ISOLECTRICO

El enfoque isod éctrico se realizé basandose en los procedimientos marcados en  Manua de

PhastSystem de Pharmacia, utilizando un kit para determinacion de pl, en un gel de
poliacrilamida PhastGel | EF pH 3-9 adicionado de anfalitos.

1)
2)
3)

Prefocalizacion 2000 V hasta 75 V/h.
Aplicacion de muestra 200 V hasta 15 V/h.
Focalizacion 2000 V hasta410 V/h.
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4) Latincion del gel serealizé con azul de Coomassie y la decoloracion con 30% etanol -
10% &cido acético, manteniendo la temperatura constante a 15°C a lo largo dd

experimento.
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5.0 RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Identificacion de V. vulnificus
Delas 211 cepas que se analizaron, 27 fueron identificadas como V. vulnificus. En la
Tabla 2 se muestran los resultados obtenidos para las pruebas de pureza y tamiz realizadas

para descartar las cepas contaminadas o que no correspondieron ala especie buscada.

TABLA 2. Identificacién de las cepas del género Vibrio

ENSAYO Cepas descar tadas
BHI al 3% NaCl 43
TCBS 40
mCPC 87
Oxidasa 14
TOTAL 184

Con los ensayos anteriores se diminé el 87% de las cepasiniciales, € 13% restante (27

cepas) seidentificd como V. vulnificus y se confirmé bi oquimi camente.

Los resultados obtenidos concuerdan con lo reportado por Thampuran y Surendran en
1998 quienes al realizar un estudio con pescado y marisco colectados en la India encontraron
que € 13.75% de las muestras analizadas son positivas para V. vulnificus. Sin embargo,
diversos estudios realizados indican que @ porcentaje de cepas postivas de V. vulnificus de
muestras provenientes de productos de la pesca es muy variable ya que depende de factores
fisicos y bioldgicos como la salinidad y temperatura dd agua, 1o que regula la abundancia de

este microorganismo en la naturaleza (DePaola et al., 1998). Por ejemplo, en 1986 se realizo
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un estudio en ogtiones crudos provenientes de un restaurante de Nueva Orleans obteniendo
que e 5.5% de las muestras analizadas contenian a V. wulnificus (Lowry et al., 1989). En
Taiwan se reportd que d 5.74% de productos del mar resultaban contaminados con este
patégeno (Wu et al., 1996). Por otro lado Ghinsberg et al., (1999) realizaron 2 estudios de
muestras provenientes de las costas del Mediterraneo, para € primero € 6.9% de muestras
ensayadas resultaron positivas para V. vulnificus, sin embargo, en un segundo estudio obtienen

resultados mas altos: 32.8% de las muestras analizadas contenian a V. vulnificus.

Algunos estudios concuerdan en que durante los meses de verano la poblacién de V.
vulnificus en las costas del Golfo de México esta presente en alta cantidad, lo que no ocurre
durantelos meses de invierno (Motes et al., 1998; Bang y Drake, 2002) ya que la densidad del
Vibrio decrece cuando la temperatura del agua desciende por debajo de 20°C (Ama et al.,
1994; Hesselman et al., 1999). Se sabe que ostiones provenientes del Golfo de México
contienen de 10°-10* cdulas de V. vulnificus/'g durante los meses de abril a octubre y son
mucho menores a 10 células/g durante otros meses (DePaola et al., 1998). Dd 13% de cepas
que se identificaron como V. wvulnificus e 73.7% se obtuvieron entre los meses de abril a
octubre y e 26.3% de los meses restantes. Lo anterior esta acorde con lo reportado por
Ghinsberg et al., (1999), quienes concluyeron que donde més frecuentemente se obtienen
cepas positivas para V. wulnificus es en los meses de julio, agosto y septiembre. Por su parte
Oliver y Kaper (1997), demostraron que durante € verano las ostras obtenidas de las costas de

Estados Unidos pueden tener altos niveles de contaminacion con V. vulnificus.

De las pruebas de pureza y tamiz realizadas para descartar aquélas cepas que no

correspondieran ala especi e buscada podemos decir que:

Para la identificacion de V. vulnificus proveniente de mar y/o productos marinos se
utilizan méodos desarrollados para la identificacion de otras especies de Vibrio. Tipicamente
estos méodos incluyen la incubacion de las muestras en un medio de enriquecimiento
(Tamplin, et al., 1991; Rodrigues, et al., 1992 y Garciay Langraf, 1998); en nuestro caso se

utilizé BHI a 3% de NaCl, de esta manera se buscd eliminar aquellas especies contaminantes

32



que a no ser halofilicas no presentaron crecimiento en este medio. De ahi que se eliminaran €l

20% delas cepasiniciales a no crecer en BHI al 3% de NaCl.

El agar con tiosulfato, dtrato, sdes biliares y sacarosa (TCBS) fue originamente
desarrollado para € aislamiento de Vibrio spp y ha sido altamente recomendado para €l
aislamiento de V. vulnificus de muestras clinicas, pero también ha sido frecuentemente usado
como medio de aisamiento primario en estudios ecol6gicos (West et al., 1982). Es un medio
ampliamente usado para € aidamiento en productos marinos y aguas de estuarios, ya que
permite diminar al maximo la flora contaminante (Harris et al., 1996); é TCBS es un medio
diferencia y selectivo que se basa en la utilizacion de la sacarosa para dividir a género Vibrio
en dos:

0 Colonias grandes (2 a 4 mm de diametro), ligeramente aplanadas, amarillas,
con centro opaco y periferia tranducida. El color amarillo se debe a la

fermentacién de la sacarosa del medio.

0 Colonias verdes o azul verde de 2-3 mm de didmetro, redondas, lisas, opacas.
El color verde se debe a que no se ferment6 la sacarosa del medio como es €
caso de V. vulnificus (CDC/NCID, 1994).

Se descartd €l 19% de las cepas iniciales ya que resultaron positivas en la fermentacion

de sacarosa en TCBS.

Debido a que varias especies del género Vibrio muestran morfologia similar en TCBS
y que € crecimiento de V. vulnificus en este medio presenta variaciones, es conveniente
disponer de alglin otro medio de cultivo selectivo para € aidamiento del microorganismo
(West et al., 1982).

Se han reportado diversos medios de cultivo usados en € aisamiento e identificacidn

de V. wulnificus entre los cuaes podemos mencionar € agar dodecil sulfato de sodio-

polimixina B-sacarosa (SDS-SPS), d agar ceobiosa-polimixina B-coligina (CPC), d agar
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modificado con celobiosa-polimixina B-calistina (MCPC), €l agar cd obiosa-calistina (CC), €
agar V. vulnificus (VV) y d agar V. vulnificus modificado (VVM) (Cerdaet al., 2000).

Lautilizacién del agar mCPC permitié aumentar la posibilidad de poner en evidenciaa
V. wulnificus, debido a que en este medio solo crecen dos tipos de microorganismos. V.

vulnificusy V. cholerae.

Massad y Oliver desarrollaron este medio en 1987, € cual permite separar alas cepas
en dos:
0 Lasque fermentan la celobiosa (V. vulnificus), colonias de 1-2 mm de didmetro,

amarillas, aplanadas, opacas, redondas.

0 Las que no fermentan la celobiosa (V. cholerae) colonias verde-café claro que
viran € medio de cultivo (inicialmente verde olivo) a plrpura (Parker et al.,
1994).

Este medio es efectivo para confirmar la presencia de V. vulnificus y V. cholerae y ha
tenido éxito en d aidamiento y diferenciacion sobre todo de V. vulnificus en pruebas de
laboratorio en aguas de estuarios y moluscos. Sin embargo, para mantener la sdectividad del
agar laincubacion debe ser de 39-40°C, ya que si laincubacién se realizaa 37°C como ocurre
en lamayoria de los medios de cultivo pueden crecer varias especies que hidrolizan celobiosa;
tal ese caso de V. harveyi, V. parahaemolyticus o V. campbellii (Massad y Oliver, 1987).

La eapa de purificacién se continué con las cepas que fermentan celobiosa,

descartando €l 41% porgue no crecieron en mCPC o no fermentaron la cel obiosa.

Diversos estudi os reportan que mas del 90% de las cepas de V. vulnificus fermentan la
celobiosa, que se utiliza como un criterio de diferenciacidn y su resistencia a los antibiéticos
colistina y polimixina B. Estas propiedades no son comunes entre los miembros de la familia

Vibrionaceae, ya que s6lo pocas especies de Vibrio que crecen a 37°C fermentan celobiosa 'y



son resistentes a caolistina y polimixina, hecho que se aprovechd para € desarrollo dd medio
CPC (Alsinay Blanch, 1994). Este medio inhibe & crecimiento de muchos otros vibrios. En
muchos estudios el agar CPC fue efectivo en monitoreos ambientales y fue superior aTCBS y
SDS-SPS (Oliver et al., 1992; Sun'y Oliver, 1995).

Tamplin et al., (1991), desarrollaron una modificacion del agar CPC,  mCPC que
presenta una reduccion en la concentracién de colisting, d mCPC ha sido muy utilizado al
tener una mayor eficiencia (cerca dd 100%) que € CPC (76%) en € aislamiento de V.
vulnificus de fuentes ambientales (Tamplin et al., 1991; Tamplin y Capers, 1992; Dalsgaard y
Hoi, 1997).

V. wulnificus es un microorganismo hal éfilo ya que requiere para su crecimiento que €
medio de cultivo contenga alta concentracion salina. Intervalos de 7-16%o son los adecuados
para su crecimiento (Bang y Drake, 2002). La prueba de haofilismo consistio en cultivar a
microorganismo en medio nutritivo triptosa cloruro (T,No) conteniendo O, 3, 6 ,8 y 10% de
NaCl. Sereporta que V. vulnificus no crece en d medio con 0, 8, y 10% de NaCl, sdloa 3y
6% (Elliot et al., 1998). Con esta prueba no se descartd ninguna cepa ya que todas presentaron

crecimiento a 3y 6% de NaCl y ningunaa0, 8y 10%.

La prueba de oxidasa estd basada en la produccién de enzimas oxidasas. Los
organismos aeréhicos o anaerohios facultativos como Vibrio son oxidasa positivo, ya que
utilizan € oxigeno como aceptor de hidrégeno para reducir d oxigeno molecular a perdxido

de hidrégeno, el dltimo enlace de la cadena respiratoria (McFaddin, 1984).

La realizacion de la prueba de oxidasa es importante por que se sabe que los bacilos
gramnegativos como Vibrio reaccionan positivos, en tanto que todas las enterobacterias son
negativas. Sin embargo como una excepcion a Vibrio, V. metschinovii da resultado negativo
(Kelly et al., 1991). Mediante esta prueba se €imin6 d 7% de las cepas andlizadas a dar

oxidasa negativo.
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Los microorganismos purificados y aislados se confirmaron mediante reacciones
bioguimicas. Algunas de las pruebas de identificacion incluyeron: produccién de indol,
fermentacion de hidratos de carbono, pruebas de descarboxilacion y movilidad. L os resultados
se muestran en la Tabla 3.

TABLA 3. Caracteristicas bioquimicas de las cepas identificadas.

Cepas
PRUEBA identificadas Literatura*

Rojo de metilo (NaCl 1%) + +
V oges-Proskauer (NaCl 1%) - -
Citrato de Simmons + +
Hidrdlisisde urea - -
Descarboxilacion de aminoécidos:

Arginina (NaCl 1%) - -
Lisina (NaCl 1%) + +
Fenilalanina - -
Ornitina (NaCl 1%) + +
Hidrdlisis de gelatina (NaCl 1%) + +
Produccion de écido de:

Sacarosa - -
L-Arabinosa - -
Lactosa + +
D-Glucosa + +
Tincion de Gram - -
Movilidad (36°C) + +
Produccion de indol (NaCl 1%) + +

Produccion deH,Sen TS| - -
Produccion degasen TS| - -
* (Kelly et al., 1991)
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Podemos observar en la Tabla 3, que los resultados obtenidos con la aplicacién de las
pruebas bioquimicas a las 27 cepas identificadas coinciden con lo reportado en la literatura

para confirmar la presenciade V. vulnificus (Kelly et al., 1991).

5.2 Citotoxicidad

En los ensayos de citotoxicidad se probaron inicialmente 18 horas de incubacién
(Lockwood et al., 1982) en lalinea celular CHO. Los resultados indicaron que €l porcentaje de
destruccion de la monocapa fue del 100% en las 27 cepas aisladas, de modo que no fue posible
apredar cambios en la morfologia de la linea celular a ese tiempo de incubacion. A las 10
horas de incubacién (Miyake et al., 1988) se observd que € porcentaje de destruccidn de la
monocapa fue variable. Tres cepas presentaron un porcentaje de destruccion entre 20 y 40%,
18 entre 40 y 60%, 2 entre 60 y 80% y 4 entre 80 y 100% de destruccion de la monocapa. Los

resultados se muestran en la Tabla 4.

TABLA 4. Citotoxicidad del medio de cultivo de cepas de

V. vunificus en cdulas CHO

Destruccion
no. CEPAS monocapa (%)
3 20-40
18 40-60
2 60-80

4 80-100

Total 27

El efecto citotoxico de las cepas sobre la linea celular se caracteriza por cambio en la
morfologia de las células (necrosis, elongacion o redondeo) y destruccion de la monocapa. De
acuerdo con los resultados obtenidos, e efecto que la toxina tiene sobre la linea CHO en €

100% delos casos fue elongacion cdular tal y como se observaen la Figura 2.
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Figura 2. Efecto ditotéxico en cdulas CHO. La fotografia de la izquierda muestra la

elongacion de las cdlulas CHO causada por la presencia de la toxina. Se muestran células

CHO normales en lafotografia de la derecha.

Se ha informado que € alargamiento celular se puede observar alas 18 (Lockwood et
al., 1982) y alas 24 horas (Walia et al., 1999). En nuestro trabgjo y como ya se menciond, a
las 18 horas se observo destruccion dd 100% de la monocapa con la toxina de las 27 cepas
aidadas. A las 10 horas se pudieron apreciar los cambios morfoldgicos en las cdulas CHO.
Miyake et al., (1988) utilizaron 10 horas de incubacion pero reportaron € efecto en términos

de destruccién de monocapa, no de cambios sobre la morfologia.

Por otro lado, Kreger y Lockwood (1981), reportan que a las 24 horas de incubacion
observaron un efecto de arredondamiento de las células. En € presente estudio no se vio este
efecto en ninguna de las cepas analizadas, Unicamente alargamiento en un tiempo menor (10

horas).

Las condiciones (tiempo, temperatura de incubacién, pH del medio y nutrientes) en la
produccién y tipo de toxina varian dentro de un mismo género y especie. Se ha sefidlado que
bastan 10 pg toxina/ml para poner en evidencia a microorganismo en la linea celular CHO
(Wachsmuth, 1984). El hecho de que la actividad citotoxica sea evidente a las 10 h de
incubacion, nos podria indicar que la toxina analizada es mas activa, ya que en otras
investigaciones parecidas, se reportan tiempos mayores para ver efecto sobre la morfologia
celular (Lockwood et al., 1982; Waliaet al., 1999).
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5.3 Electroforesis
La precipitacion diferencial salina con sulfato de amonio se realizd a concentraciones
de 25, 50 y 75% de saturacién a las cepas identificadas como V. vulnificus y se realizé con

cada una de dlas la electroforesis correspondiente (Figura 3).

97.4
66.2

31

21

14 —

Figura 3. Electroforesis en ge de poliacrilamida en presencia de SDS de toxinas de V.
vulnificus y testigos. Carriles: 1, marcadores de masa molecular conocida, en kDa; 2, extracto
crudo; 3, preparacion precipitada al 25% con sulfato de amonio; 4, preparacion precipitada al
50%; 5, preparacion precipitada a 75%; 6, Medio de cultivo (AKI) sin inéculo; 7, AKI
precipitado al 25%; 8, AKI predipitado al 50%; 9, AKI precipitado al 75%. El gd fue tefiido

con azul brillante de Coomassie R-250.

El andlisis de los geles de electroforesis permitié verificar que € medio AKI no
aportara bandas de proteina como las que se muestran en la Figura 4, ya que no se aprecia
bandas perteneci entes a medio cuando se trata esta soluci 6n con sulfato de amonio en ninguna

de las concentraciones utilizadas.
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Por otro lado, las muestras presentan varias bandas de proteina a las distintas
fracciones de precipitacion: 25, 50 y 75%, cuestion que no se esperaba ya que de acuerdo con
la bibliografia V. vulnificus presenta Gnicamente dos toxinas: la hemolisina con masa molar
relativa (Mr) de aproximadamente 36 kDa y la citolisina con un Mr de aproximadamente 56
kDa (Gray y Kreger, 1985; Litwin y Byrne, 1998). Sin embargo, este comportamiento no se
presentd en todas las muestras ya que hubo 3 que presentaron una banda de proteina a
concentracion de saturacion del 50%, con estas 3 muestras se realizO una precipitacion
diferencial salina mas selectiva utilizando porcentajes de saturacion de 25 a 75% con la
finalidad de apreciar a que porcentaje de saturacion se observa claramente la banda de interés

y posteriormente analizar resultados (Figura 4).
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Figura 4. Electroforesis en ge de poliacrilamida en presencia de SDS de toxinas de V.
vulnificus. Carriles: 1, marcadores de masa molecular conocida, en kDa; 2, muestra al 25% de
saturacion; 3, muestra al 45% de saturacion; 4, muestra al 50% de saturacion; 5, muestra a
55% de saturacion; 6, muestra al 60% de saturacion; 7, muestra al 65% de saturacion; 8,
muestra al 70% de saturacion; 9, muestra a 75% de saturacion. El gel fue tefiido con azul

brillante de Coomassie R-250.
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De acuerdo con los resultados obtenidos, es en las fracciones de 45 y 50% de
saturacion donde se encuentra una banda de proteina, cosa que no ocurre en todos los demés

porcentajes de saturacién que muestran diversas bandas.

TABLA 5. Andlisis de SDS-PAGE

Fraccion M asa molecular relativa Rf
pr ecipitada (kDa)
45% 60.4 0.241
50% 60.0 0.244

EnlaTabla5 se muestran los resultados para las fracciones 45 y 50%, ya que como se
menciono antes, es en estas fracciones donde se concentran las bandas de interés; d resultado
de Mr y Rf permite ver que la diferencia entre los distintos valores para cada uno de los
parametros anaizados es minimaya que € Mr para 45% es 60.4 kDay para 50% es 60.0 kDa,
mientras que el Rf es0.241 y 0.255 para 45 y 50% respectivamente.

Los resultados anteriores concuerdan con los datos de Gray y Kreger, (1985) quienes
reportaron una citolisina para V. vulnificus de 56 kDa. Yamamoto et al., (1990) y Wright y
Morris (1991) mencionan en sus experimentos una citolisina de V. vulnificus de 50 y 51 kDa
respectivamente. Como puede verse 10s resultados obtenidos experimentalmente son parecidos
a lo mencionado previamente en otros estudios, sin embargo, es importante mencionar que en
ninguno de los experimentos realizados se obtuvo alguna banda del orden de 36 kDa que de
acuerdo con lo reportado por Litwin y Byrne, (1998), corresponderia a hemolisina. Por lo que

se puede decir que en nuestros experimentos | os datos no muestran evidencia de hemolisina.

La presencia de una toxina no necesariamente va acompafnada de otra, como lo
menciona Okada et al., (1987), quienes a analizar 16 cepas de V. vulnificus mediante SDS-
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PAGE concluyeron que las 16 contenian una hemolisina de 36 kDa, sin embargo no en todas
se presentd la banda de 56 kDa correspondiente a la citolising, 1o que indica que en sus
experimentos la toxina comin a todas las cepas fue la hemolisina y no la citolisina, en nuestro

caso latoxina comun alas cepas es citolisnay no hemalisina.

Cabe adarar que € porcentaje de predpitacion al cua se puede concentrar la banda de
interés es muy variable, ya que por gemplo: Wall et al., (1984), utilizaron 45% de saturacion,
mientras que Dubey et al., (1990), reportaron 90% de saturacion; en su mayoria los estudios
reportados utilizaron un méximo de precipitacion de 60% (Y amamoto et al., 1984; Kothary y
Kreger, 1985; McCardel et al., 1990).

Con la finalidad de corroborar que la banda de proteina encontrada corresponde a la
citolisna se realizd e andlisis de actividad citotdxica a las fracciones de 45 y 50% de

saturacion, resultados que junto con los valores de proteina se presentan en la Tabla 6.

TABLA 6. Citotoxicidad de las fracciones del medio de cultivo de V. vulnificus

Proteina Actividad
Condicion (mg/ml) citotoxica
(%)
Extracto crudo 473 40
Precipitacion salina 45 3.22 50
(%) 50 3.84 60

La Tabla 6 nos indica que la actividad citotoxica aumenta de 50% en la fraccién de
45% de saturacion a 60% en la fraccion de 50% de saturacion, mientras que la diferenciaen la

concentracién de proteina entre una fraccidn y otra es tnicamente de 0.62 ng/ml.
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5.4 Electroforesis bidimensional

Con base en los resultados anteriores observamos que la actividad citotoxica y la
proteina se concentran al porcentaje de saturacion de 50%, y a tener un Mr coincidente con la
bibliografia, se puede decir que la banda de proteina obtenida a la fraccién de 50% de
saturacion corresponde a una dtolisina, a la cual se le determind € punto isoeléctrico

mediante electroforesis bidimensional. La Figura 5 muestra estos resultados.
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Figura 5. Toxinade V. vulnificus analizada por eectroforesis bidimensional. La flechaindica
la proteina de interés. En los margenes se indican los mar cadores de masa molecular conocida,

en kDay d pH aproximado en € gel.

5.5 Enfoque isoeléctrico

Los resultados de electroforesis bidimensional muestran que la toxina de V. vulnificus
presenta un pl estimado de 5.0. Para corroborar € resultado anterior se realizé la
determinacion del pl de la toxina de V. vulnificus mediante enfoque isodéctrico en gel de

poliacrilamida (Figura 6).
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Figura 6. Determinacién de pl de la toxina de V. vulnificus mediante enfoque i sod éctrico en
gel de poliacrilamida. (A) Gd tefiido con azul brillante de Coomassie R-250. Carriles: 1,

marcadores de pl; 2, toxina de V. vulnificus. (B) Estimacion de pl.

La movilidad e ectroforética de los marcadores de pl, se muestra en la Figura 6. Por
interpolacion en la curva de calibracion, € pl delatoxinade V. vulnificus fue estimado en 4.6.

El valor reportado es un promedio de diferentes mediciones en € gd con unaincertidumbre de

+0.2.

El valor de pl estimado en 4.6 no es parecido a reportado por Gray y Kreger en 1985
parala citolisina de V. wulnificus que fue de 7.1; de hecho es mas coincidente alo mencionado

por Testaet al., (1984) para lahemolisina que es de 3.8. No se cuenta con datos recientes que



permitan hacer una comparacion mas amplia entre los val ores reportados en la bibli ografia con

lo obtenido en los experimentos.

Los resultados experimentales de pl, tienen mayor semeanza con lo reportado por
otros autores para citolisinas de especies diferentes a vulnificus, ya que por gjemplo: Kothary y
Kreger, (1985) reportaron una citolisina de V. damsela con un pl de 5.6, Miyake et al., (1988)
encontraron una citolisina de V. metschnikovii con un pl 5.1, mientras que McCarddl et al.,
(1999) y Kothary et al., (2001) reportan un mismo valor de 5.3 para citolisinas de V. cholerae
y V. tubiashii respectivamente. Como podemos ver los valores de pl para las citolisinas son
parecidos e inclusive iguales como en €l caso de los dos Ultimos datos aun cuando no sean de
la misma especie.
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b)

©)

d)

6.0 CONCLUSIONES

De las 211 cepas trabajadas, 27 se identificaron bioguimicamente como V. vulnificus
presentando estas cepas actividad citotdxica clara a partir de las 10 h de incubacién,
tiempo menor que d reportado en investigaciones parecidas para este microorgani smo.

En e medio de cultivo virgen no se detect6 actividad citotdxica.

En tres cepas de V. vulnificus se presentd una banda de proteinaen SDS-PAGE con Mr
promedio de 60 kDa correspondiente a citolisina. El medio de cultivo virgen no aportd

bandas de proteina.

En ninguno de los experimentos realizados se obtuvieron bandas del orden de los 36
kDa que corresponderian a hemolisina. La presencia de una toxina no necesariamente
va acompafiada de otra, sin embargo, en reportes parecidos se ha visto que en genera
la toxina comun a las cepas de V. vulnificus es hemolisina y no citolisina como en €

caso de nuestro estudio.

Se caracterizd la naturaleza déctrica de la dtolisina mediante eectroforesis
bidimensional y enfoque isoeléctrico obteniendo un pl estimado de 4.6. Dato que
aunque no es parecido a lo reportado para V. vulnificus en investigaciones realizadas en

otras partes dd mundo, si es comparable con citolisinas de otras especies de Vibrio.

46



7.0 PERSPECTIVAS

Un estudio que complementaria la caracterizacion de la citolisina de V. wulnificus,
aportando mayor informacion de elay que contribuiria a evaluar el papd que esta toxina

tiene en la patogénesis causada por V. vulnificus, incluiria las siguientes determinaciones:

a) Estabilidad y propiedades fisicoquimicas de la toxina purificada tales como efecto de
iones de metales, lipidos como d colesterol einhibicién enzimética, asi como intervalo

de pH y temperatura Gptimos.

b) Ensayo de lisis de eritrocitos en algunas especies de animales (ratdn, conegjo, etc.) asi

como pruebas biolégicas in vivo como dosis letal en raton.

¢) Por dltimo, métodos de biologia molecular como es la secuenciacién de aminoacidos,
proporcionaria informacion para la identificacion del gen de la toxina de V. vulnificus
de cepas obtenidas de productos de la pesca de las Costas del Golfo de México,
informacién que hasta donde se sabe, no se conoce en México.
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APENDICE

MEDIOS DE CULTIVO

1. Cado Infusion Cerebro Corazdn (BHI)

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA

Infusién de cerebro deternera 200.0
Infusién de corazon deres 250.0
Proteasa peptona o polipeptona 10.0
Cloruro de sodio 5.0
Fosfato disddico 2.0
D-glucosa 20

pH final 7.4+ 0.2

PREPARACION

Disolver los ingredientes en € agua destilada, distribuir en voliumenes adecuados y esterilizar
en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

2. Agar Infusién Cerebro Corazdn (BHI)

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA

Infusién de cerebro de ternera 200.0

Infusién de corazon deres 250.0

Proteasa peptona o polipeptona 10.0
Cloruro de sodio 30.0

Fosfato disodico 25

D-glucosa 20

Agar 15.0

pH final 7.4+ 0.2
PREPARACION
Disolver los ingredientes en e agua destilada. Calentar y agitar frecuentemente. Hervir

durante un minuto. Esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 minutos. Dejar enfriar 45-50
°C y distribuir en cajas de Petri estériles.

3. Agar con tiosulfato, citrato, sales hiliares y sacarosa (TCBYS)

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA

Extracto de levadura 5.0
Proteosa peptona 10.0
Sacarosa 20.0
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Tiosulfato de sodio 10.0

Citrato de sodio 10.0
Saleshiliares 3.0
Bilisde buey 5.0
Cloruro de sodio 10.0
Citrato férrico 1.0
Azul de bromotimol 40 mg
Azul detimol 40 mg
Agar 15.0
PREPARACION

Disolver los ingredientes en € agua destilada, calentar con agitaci 6n constante hasta ebullicion
e inmediatamente retirar del calor. No esterilizar. Enfriar a 50 °C y distribuir en cgas Petri
estériles.

4. Agar modificado con celobiosa, polimixinaB y colistina (mCPC)

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA

Solucién 1

Peptona de caseina 10.0
Extracto de carne 5.0

Stock de col orantes 1000X 1mL

Agar 15.0
Cloruro de sodio 20.0

Agua dedtilada 900.0 mL
pH fina 7.6

PREPARACION

Disolver losingredientes en d agua destilada, esterilizar a 121 °C durante 15 minutos.
Solucién 2

Celobiosa 10.0
Colistina (Polimixina E) 400,000 Ul
Polimixina B 100,000 UI
Agua dedtilada 100 mL
PREPARACION

Disolver la celobiosa por calentamiento en el agua destilada. Enfriar y agregar los antibiéticos.
Esterilizar por filtracion (membrana 0.22 mm). Agregar la solucion 2 ala 1 enfriada a 48-55
°C, mezclar y distribuir en cgjas Petri estériles.

Soluci6n stock de col orantes 1000X

Azul de bromotimal 4.0
Rojo de cresol 4.0
Etanol a 95% 100 mL
PREPARACION

Disolver los colorantes en etanol. Agregar 1 mL de esta solucién a cada litro de agar mCPC.
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5. Agar tripsosa cloruro TiNg, TiN1, TiNs, TiNg, TiNgy T1N1g

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA

Triptona o tripticasa 10.0
Cloruro de sodio 0, 10, 30, 60, 80 6 100
Agar 20.0

pH fina 7.2 + 0.2

PREPARACION

Disolver los ingredientes en @ agua destilada, para T:No no agregar e doruro de sodio, para
TiN; usar 10 g de cloruro de sodio; asi respectivamente. Esterilizar a 121 °C durante 15
minutos.

6. Basede caldo rojo de fenal

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA

Peptona de caseina 10.0
Cloruro de sodio 5.0
Rojo de fenal 0.018
pH fina 74 + 0.2

PREPARACION

Disolver losingredientes en el agua destilada, agregar 5 gramos del  carbohidrato que se desea
utilizar y distribuir en tubos. Esterilizar de 116-118 °C (no mas de 12 libras de presion)
durante 15 minutos.

7. Cado base para descarboxilacion de aminoécidos.

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA

Peptona de caseina 5.0
Extracto de levadura 3.0
D-glucosa 1.0
Cloruro de sodio 10.0
Parpura de bromocresol (1.6%) 1mL
pH fina 65 + 0.2

PREPARACION

Disolver los ingredientes en €l agua destilada, agregar 5 gramos de L-aminoé&cido, disolver y
distribuir en tubos. Esterilizar a 121 °C durante 10 minutos.

8. Agar HierroLisina(LIA)

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA

Peptona de gelatina 5.0
Extracto de levadura 3.0
D-glucosa 1.0



L-Lisina 10.0

Citrato de hierro y amonio 0.5

Tiosulfato de sodio 0.04

Pdrpura de Bromocresol 0.02

Cloruro de sodio 10.0

Agar 135

pH final 6.7 £ 0.1

PREPARACION

Disolver los ingredientes en € agua destilada. Mezclar bien y caentar, agitar frecuentemente
hasta ebullicion durante un minuto. Distribuir en tubos y esterilizar a 121 °C durante 15
minutos. Enfriar en posicion inclinada.

9. Medio de Movilidad Indol Ornitina (M10O)

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA

Extracto de levadura 30
Peptona de gelatina 10.0
Peptona de caseina 10.0
L-ornitina 5.0
D-glucosa 1.0
Pdrpura de Bromocresol 0.02
Cloruro de sodio 10.0

pH fina 6.8 + 0.1

PREPARACION

Disolver los ingredientes en d agua destilada y calentar hasta disolver completamente. Se
distribuye en tubos en proporciones de 5 mL y se esteriliza en autoclave a 121 °C durante 15
minutos.

10. Base para gelatina nutritiva

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA

Extracto de carne 3.0
Peptona 5.0
Gdatina 120.0
Cloruro de sodio 10.0
PREPARACION

Disolver losingredientes en d agua destilada, distribuir en tubosy esterilizar a 121 °C durante
15 minutos.

11. Caldo Urea
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FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA

Fosfato monopotasi co 0.091
Fosfato disodico 0.095
Extracto de levadura 0.1
Urea 20.0

Rojo de fenol 0.01
pH final 6.8 + 0.2

PREPARACION

Disolver losingredientes en € agua destilada, pasar a través de un filtro bacteriol égico estéril.
Se distribuye en tubos estériles. También se puede esterilizar € medio en autoclave de 5 a 8
libras de presion durante 15 minutos.

12. Agar Hierroy Triple AzGcar (TS!)

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA

Mezcla de peptonas 20.0
Cloruro de sodio 5.0
Lactosa 10.0
Sacarosa 10.0
Dextrosa 1.0
Sulfato de amonio férrico 0.2
Tiosulfato de sodio 0.2
Rojo de fenol 0.025
Agar 13.0
pH fina 74 + 0.1

PREPARACION

Disolver los ingredientes en € agua destilada. Calentar agitando frecuentemente hasta
ebullicion y completa disolucion. Se distribuye en tubos y se esterilizan en autoclave a 121 °C
durante 15 minutos. Los tubos se deben enfriar en posicién inclinada de manera que  medio
de cultivo en el fondo dd tubo alcance una profundidad de 1.5a 2.0 cm.

13. Agar Citrato de Simmons

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA

Fosfato deshidrogenado de amonio 1.0
Fosfato dipotasi co 1.0
Cloruro de sodio 5.0
Citrato de sodio 20
Sulfato de magnesio 0.2
Agar 15.0

Azul de Bromotimol 0.08

pH final 6.9+ 0.2
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PREPARACION

Disolver los ingredientes en € agua destilada. Mezclar bien y caentar, agitar frecuentemente
hasta ebullicion durante un minuto. Distribuir en tubos y esterilizar a 121 °C durante 15
minutos. Enfriar en posicion inclinada.

14. Cdado Rojo de Metilo — Voges Proskauer (RM-VP)

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA

Mezcla de peptonas 7.0
D-glucosa 5.0
Fosfato de potasio 5.0
Cloruro de sodio 10.0

pH final 69 + 0.2
PREPARACION

Disolver los ingredientes en el agua destilada, mezclarlos perfectamente. Si es necesario
calentar un poco hasta disolverlos, distribuir en tubos y esterilizar entre 118 a121 °C (no mas
de 15 libras de presidn) durante 15 minutos.

15. Medio AKI

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA

Peptona biotripticasa 15.0
Extracto de levadura 4.0
Cloruro de sodio 5.0
Bicarbonato de sodio 3.0
pH final 7.4

PREPARACION

Disolver los ingredientes en €l agua destilada, distribuir en recipientes. Esterilizar a 121 °C
durante 15 minutos.

16. Medio F-12
FORMULACION
Medio F-12 10X 50 mL
Regulador de pH HEPES 1M pH 7.3 + 0.01 estéril 5mL
Glutamina estéril 200mM (X100)
[29.2 mg/mL de glutamina en NaCl 0.85 %] 5mL
Bicarbonato de sodio a 7.5 % estéril 5mL
Agua desionizada estéril 450 mL
PREPARACION

En condiciones de esterilidad se colocan todos |os ingredientes en un frasco de tapdn de rosca
estéril y se amacenan en refrigeracion hasta su uso. Al usarse se suplementa con la cantidad
de suero fetal bovino deseada.
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REACTIVOS
1. ReactivodeKovac's

COMPOSICION

p-dimetil-aminobenzal dehido 5¢g
Alcohol amilico 75 mL
Acido dorhidrico concentrado 25 mL
PREPARACION

Disolver el p-dimetil-aminobenzaldehido en € acohol amilico y después agregar €l acido
clorhidrico lentamente. Conservar en un frasco &mbar.

2. Solucién de afanaftol

COMPOSICION

Alfanaftal 5¢g
Alcohol ilico absoluto 100 mL
PREPARACION

Disolver € alfa naftol en d alcohal etilico absoluto. Almacenar en frascos ambar.

3. Solucién derojo de metilo

COMPOSICION

Rojo de metilo 0.10g
Alcohol etilico 300 mL
Agua dedtilada 500 mL
PREPARACION

Disolver e rojo de metilo en e agua destilada y agregar € acohol etilico. Almacenar en
frascos &mbar.

4. Solucién 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 disuel ven una por una cada una de las sales en d orden en que
selistaron, la solucion sefiltra en filtro de membrana de 0.22 um col ectandose en un frasco de
tapon de rosca estéril. Se conserva en refrigeracion.
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5. Solucién 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 monobésico 0.2
PREPARACION

Se disuelven cada uno de los ingredientes y antes de aforar con € aguase gjustae pH a7.2+
0.2. Posteriormente se esteriliza 15 minutos/ 121 °C/ 15 libras de presion.

6. Reactivo para prueba de oxidasa

COMPOSICION

N, N, N, N-tetrametil-p-fenilendiamina 1g
Agua dedtilada 100 mL
PREPARACION

Disolver e N, N, N, N-tetrametil-p-fenilendiamina en € agua destilada. Conservar en un
frasco &mbar entre 5-10 °C.
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