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I. INTRODUCCION

Vibrio parahaemolyticus es un microorganismo haléfilo que desem
peila funciones importantes en la ecologfa de los estuarios y cu
ya posicién taxonémica no estd ain bien definida. Actualmente,
se le ha venido relacionando con frecuentes brotes epidémicos

de gastroenteritis en todo el mundo sin haberse esclarecido 'del
todo los mecanismos mediante los cuales provoca las alteraciones.

BEn paises orientales tales como Japén, es responsable de aproxi-
medamente el 70% de loms casos de gastroenteritis registradas
anualmente y en otros como Estados Unidos, ocupa un lugar entre
los principales patégenos entéricos. Sin embargo, en México no
se ha establecido su verdadera frecuencia debido a que no se le
ha estudiado en la forma apropiada: a pesar de que los métodos
microbioldgicos que detectan confiablemente a este microorganis-
mo no requieren el empleo de técnicas sofisticadas, su investiga
‘cién no se lleva a cabe en forma rutinaria, ya que erréneamente,
sigue sin consideréfirsele como patégeno importante.

El propésito de este trabajo es dar a conocer esta bacteria,
subrayando su relevancia en diferentes aspectos, con la finalidad
de dirigir la atencidén de los bacteridlogos hacia 1o que ella re-
presenta en 1o que se refiere al mantenimiento del equilibrio de
ciertos ecosistemas y, principalmente, & la incidencia de los pa-
decimientos intestinales, Cabe mencionaxr que en nuestro pais, un
elevado porcentaje de enfermedades entéricas sigue quedando sin
diagnéstico, debido al desconocimiento de varios agentes etiolé-
glicos y de las técnicas para detectarlos.

Sea esta una invitecién para que los infectélogos y la gente re-
lacionada con el campo de la salud consideren en sus estudios a
este microorganismo, el cual puede significarse como un importan-

te sgente causal de gastroenteritis en México.



Il. ANTECEDENTES HISTORICOS

La historie de Vibrio parahaemclyticus se remonta al 21 de
octubre de 1950, cuwndo en los suburbios situsdos al sur de
Osaka, Jepén tuvo lugar un brote de envenenamiento alimentario,
que provocéd la muerte & 20 de las 272 personas que desarrolla‘ron
gastroenteritis aguda; en esa ocasién, la causa del envenena-
miento fue una pequefia serdina, llamada "shirasu" en Japonés
(Engreulis japonica Houttuyn), la cual se hierve en agus con
sal y es costumbre comerla cuando se encuentra parcialmente
seca (43,93).

El 23 de octubre siguiente, el Prof. T. Cmura, investigador de
Medicina Forense, publicé los principales sfntomas clfnicos de
la enfermedad y sus hallazgos patolSgicos en ocho casos de
. autopsia; de los periodos e incubacién que observé, el més

: corto fue de una hors, pero en la mayorfa de los cacos dicho
tiempo fluctud entre dos y seis horas; respecto a los signos que
detectd en todos loe pacientes, el primero era un intenso dolor
abdominal del cual la mayorfa de los enfermos se referia a

"una sensacién ardiente en el estémago", el segundo era vémito
¥» €l tercero, diarrea de frecuencia variable: muchos pacientes
excretaban heces acuocsas y en algunos caso®s sanguinolentas;

en ocasiones, se detects la aparicidn de fiebre y, los casos
més severos manifestaron disnes, taquicardia y cienosis.

~ los principales hallazgos patolégicos comunes en los ocho casos

de eutopsia, fueron los siguientes: lesidén catarral del estéma-
€0, hipereria del mesenterio, erosién de yeyuno e fleon, conges
tién de varios Srganos inciluyendo las gléndulas suprarrenales
¥ hemorragia interlobal en los pulmones (69).



Con el fin de prevenir nuevos brotes de envenenamiento alimenta
rio, se iniciaron de inmediato los trabajos encaminados a detexr
minar el agente casusal, destacando el Dr. Tsunesaburo FPajino
entre los investigadores més activos; su sede: el Instituto de
Investigacién para Enfermedades Microbimnes en la Universidad

de Osaka (69).

Aunque el "shirasu” utilizado durante sus investigaciones bac-
terioldégicas habfa cido mantenido en una caja de hielo, se en-
contraba ya descompuesto y desprendfa un fuerte olor a amonfaco;
la observacién de las muestras al microscopioc revelé que se
encontraba intensamente contaminado con becterias (69,93).

Para excluir la posible etiologia de microorganismos filtrables
(PP10) y venenos quimicos, homogeneizé el "shirasu” en solucién
salina fisiolégica y filtré el homogeneizado a través de dos
filtros Berkefeld N. Entonces, inyectd intraperitonealmente en
cobayos los filtrados 1 y 2: el animal inoculado con el filtra-
;io 1 murié de peritonitis purulenta, mientras que el segundo

no desarrolld sintoma alguno.

Las caracteri{sticas de la peritonitis observada en el primer
cuyo fueron idénticas a las encontradas en ratones inyectados
intraperitonealmente con "shirasu" y resultaron suy similares

a las maenifestadas por humanos. Sin embargo, al hacer las revi-
siones pertinentes, encontré que el filtro No. 1 estaba roto y,
por ello, habfa permitido que el agente causal formera parte
del filtrado correspondiente. Esto sugerfa que el pequefilo nimero
de bacterias presentes en el filtrado claro era lo suficientemente
virulento pera matar al cobaye durante la noche (69).



Para efectuar los estudios bacterioldgicos centrifugé un extrag
to de "shirasu" e inoculé el sobrenadante en varios medios de
cultivo, los gque incubd posteriormente a 37°C, tanto en condi-
ciones aerobias como en anaerobias. No aislé microorganismos de
los géneros Salmonella, Clostridium o Proteus pero desarrollaron
colonias de 1o que en un principio se pensé que ser{an Lactoba-
cillus y Staphylococcus Y, ademés, bacilos Gram-negativos;

éstos producfan colonias blanquecinas y opacas que microscépi-

camente seme jaban a Escherichia; sin embargo, un frotis de una
colonia, manifestd la presencia de algunas bacterias Gram-negati
vas con los bordes aumentados y gruesos entre los numerosos

bacilos Gram-negativos.

Ios intentos por separar amboe tipos de bacterias Gram-negativas
presentes en la miema colonia mediante su tranaferencia a placas
de agar fresco fuerom infructuosos. Por esta razén, formulé la

'*nipétesin de que una de las dos cepas era patégena y, por tanto,
inhibirfa el creciniento de la otra in vivo; por ello, crecerfa
mfis répido si se le ineculaba en animales.

Asf, utilizando ratones, inyecté intraperitonealmente una sus-
penesidén de colonias que contenf{an los dos tipos de¢ becterias
Gram-negativas y varias horas despuéds, cuundo se manifestaron
los sfntomas, tomé muestras del 1lfquido de ascitis y las inoculéd
intraperitonealmente en otros. Repitié este procedimiento una
vez més y pudo constatar que, en un lapso de entre 2,5 y 3 horas,
los ratones manifestaron sfntomas tfpicos.

Entonces, inoculé el 1lfquiio de ascitis de este Yltimo grupo de
ratones en placas de agar sangre que se incubaron posteriormente
a 37°C duraate diez horas y, una vez transcurrido este tiempo,
aparecieron dos tipos de coloniass uno de no hemoliticas cons-~

tituf{das por bacilos delgados Gram-negativos que, al someterse



& pruebas bioquimicas manifestaban la produccién de ficido y gas
en medios con glucosae pero que no hidrolizaban la gelatina y
otras que desarrollaban halo de hemdlisis, integradas por baci-
108 gruesos Gram-negativos que se tefifan fuertemente en sus
extremos, producfan &cido pero no gas en medios con glucosa,
licusban la gelatina y eran extremadamente virulentos para los

ratones.

Pronto identificé al primer microorganismo como Proteus morganii,
pero no pudo relacionar sl segundo con alguna bacteria patégena
descrita con anterioridad. Esta dltima era activamente mévil

por medio de un flagelo polar simple y sus movi."n:l.ontos recorda-~
ban a los de Vibrio cholerae; sin embargo, no reaccionabda con

el suero anti-Vibrio cholerae y su eje longitudimel no era curve,
por lo cual se concluys que no podia pertenecer al género

Vibrio (69,93).

" Recurriendo tanto al Manual Bergey de Bacteriologfa Determinati-
va, 6a. edicién, como al artfculo de Skerman: "Clave Mecénica
para la Identificacién Oenérica de Bacterias", el investigador
clasificé al microorganismo dentro del género Pasteurella y

como sus caracterfsticas mostraban seme janza con las de Pasteure-~
1la hemolytica, decidié darle el nombre de Pasteurella parahae-

molytica.

Posteriormente aisld a la misma bacteria del contenido intestinal
de una victima de envenenamiento alimentario y, entonces, junto
con sus colaboradores, Okuno, Nakada, Aoyama, Pukai, Mukai y
Uebo, anuncié el descubriamiento de un nuevo patégeno durante el
25° Encuentro Anual de la aesociacién Japonesa de Enfermedades
Infecciosas, celebrado en 1951 (69).




En el otoilo de 1355, el Dr. Takikawa intercambié impresiones
con €l Dr. Pujino y le habld de los resultados de los estudios
bacteriolégicos realizados en el Hospital Yokohama con motivo
de un brote de envenenamiento alimentario que involucré a 120
racientes, de los cuales ninguno murié. Habfa aislado en placas
de sgar con NaCl =zl 4% (generalmente empleadas para aislar
estafilococos), un bacilo Gram-negativo dotado de un flagelo
polar simple. Sus caracterfsticas eran similares a las de
Pasteurella parahaemolytica, pero era haléfilo, lo cual no se
habia analizado con anterioridad para la especie mencionada
(43,69).

El alimento implicado en el incidente del hospital era un pepino
en salmuera y se especulaba que el agente caupal habfa sido un
microorganismo haléfilo presente en un pez: la caballa, que
»?abta contaminado los pepinos (69,43,93).

En su pri;lera publicacidédn sobre la bacteria, el Dr. Tekikawa
reportS que su cepa era una "bacteria haléfila" y més tarde le
dié el nombre de Pseudomonas enteritis, no obstante gue recono=-
cié que sus caracteristicas eran idénticas & las de Pasteurella
parahaemolytica (93).

El Dr. Kawakita, miemdbro del Comité Internacional sobre Nomen-
clatura de Bacterias, se comunicé con el Dr. Tekikawa, manifes-
téndole que, si en realidad penséba que su microorganismo era
idéntico a Pasteurella parahaemolytica, deberfa respetar el
Cédigo de Nomenclatura de Bacterias y, por ello, retener gu
nombre especffico; por tanto, tenfa que denominar a su bacteria
Pseudomonas perahsemolytica. A partir de entoncea, en Japén,

el microorganismo se designd "bacteria halofflica patégena" y

se investigeron casos subsecuentes de envenenamiento alimentario
causados por éste en el consumo de Ika (calamar) y AJi (caballa).
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liée tarde, se reglizd un estudio en el que Kosuge y Yamaji
compararon 1la cepa EB10l gmislada por Fujino con la "bacteria
halofflica patégena" de Taxikawa, llegando a la conclusién de
que anbas pertenecfaen a la misma especie, aln cuando existfan
pequefias variaciones entre ellas, destacendo la produccién de
&cido a partir de arabinosa. Se lag detectd un antfgeno comdn,
uno cepa-especifico y otros termoléfibiles y termoestables (69).

Un poco desgpués, Niyamoto declard que el microayganisme deberfs
colocarsé en el género Aeromonas debido & gque fermentaba la
glucosa y asf propuso un nuevo génere para las bacteriss fer~
mentativas haléfilas: Oceanomonssg. De esta manera sugirid que,
tanto los aislumientos cliniéos de Fujino, como los de Takikawa
Y los suyes, fueran incluldos dentro del nuevo género como

0. parahaemolytice, O. enteritidie y O. alginolyticae, respecti-

vamente (69,43,93).

En 1960, el Ministerio Japonés de Salud y Bienestar organizé un
comité especial para investigar a la "bacteria halofflica paté-
gena”, De este modo, el grupe de Riichi Sskazaiti realizdé exten-
sos estudios: examindé 1,072 cepas de bacilos cortos Gram-negati-
vog, los cuales resultaron méviles y exhib!an como caracteristi-
cae la produceidén de indol, reducciédn de nitratos, licuefaccidn
de la gelatina, reasccidn positive de citocromo~oxidasa y fermen
tacién de la glucoea. Observé que estos haléfilos patSgenos
formaban dos grupos (a los gue denominaren biotipos 1 y 2),
encontrando que la cepa EB10l gislada por Fujino y la 14 de
Tnkikclswa eran idénticas: entonces sugirid gque ambas deberfan sex
clasificadas dentro del género Vibrio y propuso €l nombre de

Vibrio parahmemolyticus para la "bacteria halofflica patégena”
{69,138).




Bn 1963, Vibrio parshaemolyticus fue subdividide en dos biotipos,
decignfndose oficialmente comoe "Chohen Vibrio” al biotipe 1
(que en japonés significa vibrio que csusa gastreenteritis).

Ese mismo afio, se leyé durante una reunién emn Japén un articulo
publicado por Saskazaki, Iwanami y Fukumi y, en dicha ecasidn,
Pujino declard estar de acuerde en que el microorganismo se
aseme jaba a Vibriec (69).

Independientemente del trabaje que realizaba el grupe del

Dr. Sakezski, Fujino habia iniciade un estudio taxonémice de
Pasteurella parahaemolytica: comparé les aislamientes originales,
cepas EBlOl y EB102 con varias otras de los géneres Vibrioe,
Aeromonas y Pseudemonus y siguiendo la descripcién de Davis &
Park llegé tambiém a la conclusién de que el microorganisme de-
beria ser inclufde dentre del génere Vibrio, depositando las
cepas EB10Ol y EBlO2 en el ATCC, el 5 de maye de 1965.

En este aspecte es interesante sefialar el hecho de gue fue hasta
1974 cuande, en forma conjunta, Pujino, Sakazaki y Tamura prepu-—
sieren a la cepa EB1l0l1l (clasificada con el mimero ATCC17802),
como la cepa tipo de Vibrie parahaemolyticus (70).

En 1965, Zen-Yoji realizé un estudio de taxonomia numérica sobre
Vibrie perahaemolyticus, concluyende que. el biotipe 2 deberia
ser separado de la especie; adenfs, mostré que la frecuencia de
su aislaniente en pacientes era extremadamente baja comparada
con su alta incidencia en peces, xeriscos y equipe usade en
cecina para su preparacién.

Sakazaki llegé a las mismas conclusiones que Zen-Yoji después de

" llever a cabe un estudio de taxonomia numérica en cepes de Vibrio
incluyende algunas de Photobacterium y otras ne identificaedas de

origen marine.



De esta manera, en ese Mismo afio, Sakazaki nombré al biotine 2
como Vibrio alginolyticus ¥y reconocié sélo al bietipe 1 como

Vibrie pesrehsemolyticus.

Si bien esta distincién de especies se acepté desde ese mismo
afie (1965), el Subcomité de Taxonomia de Vibries del Comité
Internacioneal de Bacterielogfa Sistendtica la admitid hasta
1974 (85) y, el Manugrl Bergey de Bacteriologfia Sistemética, la

reconocié hasta 1984 (13).




IXYI. GENERALIDADES ACERCA DEL AGENTE ETICIOGICO

1. TAXONCMIA

lLas agrupaciones taxonémicas representan asociacienes naturales
de microorganismos en virtud de un origen o herencia comin; pex
tanto, les individues de un mismo conjunte demuestran uniformi-
dad genética. Asf, se ha reconocide la necesidad de complementar
una clasificacién fenotipica con una genetipica y a este tipe
de combinacién de dos clasificaciones se le ha designede:
texonemia polifﬁsica.

En taxonomfa bacterisna se han utilizade des métodos de enflisis
del genetips bacterisnes la determinacién de la compesicién en
beses del &cide desexirribonucleice (% de GC) y les hibridacienes
in vitre entre &cides nucleices (ADN/ADN e ADN/ARN) de bacterias
que pertenecen a especies ¢ géneres taxenémicamente cercanes.

Chargaff (1955) y Lee (1956) demostraron que, en tedas las célu-
las, el ADN contiene cantidades similares de bases pliricas y pi-
rimfdicas, pere le relacién 3 G+C/A+T+G+C, es constante en el -

seno de una misma especie y varia de una a otra (22). -
En congecuencia, existe una relacién entre el valer £ de GC de

una bacteria y su pesicién taxonémica.

Tomande en cuenta ecte criterie, se han observedo diferencias
entre Vibrie parshaemolyticus y la especie tipe del género,
Vibrio cholerge: si bien sue valeres % de GC son cercanes (46 £ 1
y 48 £ 1, respectivumente), su seme janza en estudios de taxonomia
nunérica es del 66 al 75% que ne es alta y puede considerarse
come un nivel marginel, apenas aceptable, para colecsar embas es-
pecies deatre del mismo génere (37,46).
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Adenfis, se ha ebservade un alto grado de similitud entre

bacterias luainesas y Vibrie perahaemolyticus, sugiriéndose
que las primeras son representativas de alguna especie muy

relaciensnda con esta Sltima (44,132) y, per otre lado, el

carficter haléfile de Vibrie parshsemelyticus, sugiere una
1fnea de evolucién diferente de la de Vibrie cholerae (44).

Cen base en le anterior y teniende en cuenta el tipe de fla-
&Zelacién de Vibrie parahaemolyticus (flagele pelar asimple en
medie 1fquido y flagelacidn peritrica en medie sélide), asi
come su valer # de GC, Baunann le incluyé en ol génere Beneckea
(Imcibacterium), descrite per Campbell en 1954.

Aunque en un principie muches investigaderes aceptarea esta
sugerencia, el hecho de que ne hubiese en existencia un cultive
de .Beneckea labra, especie tipe de este génere, impidié efectuar
les anflieis cerrespendientes. Este, sumade & que el v..ior

% de GC del génere Beneckea (Lucibacterium) es de 45 a 48%i y
quedaba inclufde en el de Vibrie (38 a 51%), prevocé que eata
posicién perdiera fuerza y, al final, diche génere (Besneckea)
fuera descartede (21,22,13).

En un eatudio epidemiolésice, Cheterjee (51) realizé slpgunes
aislamientes de le que &1 deneminé “"bietipes de Vibrie parshae-
molyticus", los cuales cunplian con la definicién de la fanilia
Brucellaceae y cuyas carzcterfsticas manifestaban una pesicién
intermedia entre les géneres Pasteurella y Yersinia.

En censecuencia, smugerfa una revisién sdicienal sebre la taxeno
mia de este microorganisme, con la creacién de un nueve género
en la familia Brucellaceage.

11



Pese a tede, la “"bacteris halefflica patégena" aperece en la
dltima edicién del Manual Bergey de Bacteriolegfa Sistemética
(1984) en la Seccién 5: Baciles Gram-negatives Anaersbies
Pacultatives, Familia: Vibrienaceae, Génere: Vibrie, Especie:s

Vibrie parshaemolyticus (13).

2. ULTRAESTRUCTURA: ESTUDIOS SOBRE SU CCKPOSICION QUIMICA

La pared celular de les microerganisnes Gram-negatives tiene
une estructura trilasinar que esté compuesta de pretefnas y
lipepelisacéridos (IPS); a su vez, esta dltima estd constitui
da per un pelfimere de azcares unide= cevalentemente, fesfates
¥ lfpides. El LPS se divide en dos fracciomes: una cadena la-
texral de poliaacirido- solubles en agua que tiene actividad
antigénica O y el 1ipido A. En los microorganismos entéricos,
estas dos subunidades se encuentran unidas por medio de un
enlace 2-ceto-3-desoxioctanato (KDO). Por su parte, la cadena
lateral polisacéridae se subdivide en la estructura antigénica
O y -el polisachérido central, el cual contiene glucosa, galac-
tosa, heptosa y glucosanina. El1 1fpido A esté formedo por
glucosanina, &cidos grasos esterificsdos, fcidos grasos hidroxi
lados, grupos O-acetilo y fosfato (61).

Contrastando com la estructura clésica del LPS, se ha encontrado
que el perteneciente a una bdbacteria marina, Vibrio marinus

cepa PS-207, es similar a una mutante entérica R, en la cual

no se encuentran presentes la estructura antigénica O ni el
polisacérido central. As{, la naturaleza lipofflica de 1la
cubierta celular de las bacterias marinas puede tener un signi-
ficado ecolégico al favorecer su aihesién a los exudados pre-
sentes en la superficie de 1los peces o permitiendo la formacién

12



de agregados en el agua de mar (61).

El interés suscitado por establecer lae diferencias bioquimicas
y fisiolégicas entre las bacteriss Gram-negatives marinas y

no merinas, ha conducido a estudiar la cubierta celular de
Vibrio parahaemolyticus, ya Que este microorgenismo se afsla
predoninantemente del ambiente estuarino y, por ello, se le
considera como “intermedio" entre las formes marinass y las

terrestres (61).

Deneke y Colwell (61) estudiaron la cubierta celular de Vibrio

parahaemolyticus encontrando que su LIPS era diferente tanto de

las mutantes entéricas R como del de la cepa de Vibrio marinus

FS-207, dado ques

-~ Posee una estructura antigénica O

~ Su cadena latersal polisacérida tiene un peso molecular mayor

S El 1IPS puede extraerse con fenol al 45% =m vez de la mezcla
fenol=-cloroformo-éter de petrsleo utilizade en el caso de
Vibrio marinus

- Ios azflcares que constituyen al polisacérido central son
diferentes

- La cantidad de 1lfpido A, em relecién al LPS totsl, se encuen-
tra en el rango del de los microorganismos Gram-negativos
no merinos. )

Pox otro lado, estos investigadores encontraron que el LPS de
Vibrio parahaeemolyticus era similar al de Vibrio marinus, en

el sentido de que ambas cepas poseen bajas cantidades de fcidos
grasos hidroxilados ¥, adenfis, una alta proporcién molar de
fosfatos con respecto a los aminoazdcares presentes en el 1lipi
do A; todo é&sto, en contraste con las bacterias 10 marinas.
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2stos resultados parecen reforzar la hipdtesis de que Vibrio
parahaemolyticus ocupa una posiciédn intermedia entre las for-
mas bacterianas marinas y terrestres.

BEn un trabajo similar, Rietschel (146) estudié los écidos gra-
s08 presentes en el LPS de Vibrio parahaemolyticus, encontrando
&cido miristico, palmftico y 3-hidroxiléurico en cantidades si-
milares, ademfs de un &cido inmsaturado que identificé tentati-
vamente como Acido palmitoleico. Asimismo, este investigador
observé que el principal componente del total de écidos grasos
@8 ¢l 3-hidroximirfistico, qie se encuentra unido por medio de
snlaces anida.

_ Por su parte Beuchat (20) detects, ademés, &cidos dodecanoico,
'l'"totrndocanoico, hexadecanoico, hexadecenoico, octadecanoico,
octadecenoico y, en cantidades menores, dodecemoico, pentadeca
noico, heptadecanoico, octadecadienoico y eicocenoico. De igual
manera, observé cierta relacién entre la composiciém de écidos
grasos ¥y la resistencia al calor del microorganismo.

Se ha visto que la temperatura de crecinmiento y el medio de
cultivo afectan la composicién de los #icidos grasos en las bac
terias Gram-negativas y, del mismo modo, que la composicién de
dcidos grasos y la temperatura de creciniento influyen sobre la
estabilidad térmica de la bacteria (20). Por tanto, cambiocs en
el medio de crecimiento, son responsables no sdlo de diferen-
cias cuantitativas, sino que, en algunos casos, de cualitativas
en el espectro de #cidos grusos en las células Gram-negativas.

Aasf, Beuchat (20) observé un aumento en los niveles de fcido
tetradecancico en células desarrolladas en TSB con NaCl o1 7.5%,
em comparacién con el exhibido por las gue habfan crecido en
concentraciones menores de este compuesto; también detectd que
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un aumento en el #cido hexadecanoico, se acompafiaba de una dis
minucién en el hexadecenoico conforme se elevaba la temperatu-
ra. Estos cambios se asociaban con uma mayor resistencia al
calor, es decir, mayor resistencia, mientras més grande ruoi-n
la relacién &c. saturados/dc. insaturados.

Por otro lado, se ha demostrado que las proporciones de #cidos
&rasos saturedos e insaturados afectan la fluidez y permeabili
ded de las membranas celularea y que, cuanto mayor es esta re-
lacidén, menor es la permeabilidad. Sin embargo, la influencia
. que pueda ejercer esta relaciém sobre la resistencias al calor,
estard sujeta a cbndicionoa de ensayo tales como la temperatu
ra de crecimiento y la concentracién de los compuestos del
medio de cultiwvo (20).

&;’oti;u investigaciones, Daily (58) detecté una superéxidodis-
matass (SOD) en Vibrio parahaemolyticus cuya actividad se en-
cuentra en bajos nivelea cuando el microorganismo crece en con-
diciones de anserobiosis y se eleva como respuesta a tensiones
altes de oxigeno. Bste proceso inductivo puede ser de ayuda
para el microorganismo cuano se establece en tejidos aerobios,
ya que le peraite transformer los raiicales superéxido en
peréxido (transformado posteriormente en agua por nedio de la
catalasa), aymentando el B, y creando asf focos de infeccién.

Por su parte, Collinms y Knowles (93) reportaron la existencia
ae un citocromo tiro C en la fraccién soluble de extractos 1li-

bres de células de V. parshaemolyticus que tiene la capacided
de unir monéxido de carbono; su funcién es Adescomocida.
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3. CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS
A. Morfologia

Investigado al microscopio de luz, V. parahaemolyticus aparece
como un bacilo recto, en ocasiones curvo y pleomérfico que, en
general, no presenta agrupacién (aunque ocasionalmente llega a
formexr cadenas).

Con cierta frecuencia produce esferoplzstos, no forma endospo-
ras ni microquistes, es Gram~negativo y, eventualmente, puede
manifestar una concentracién del colorante en los extremos de
células j6venes en proceso de divisién. Posee un flagelo polar
simple envainado cusndo crece en medio liquido y, bajo ciertas
condiciones de cultivo, puede sintetizar flagelos peritricos
no envainados (13, 93, 37).

B. PMagelacién

Bn general, el arreglo de flageloe en una célula bacteriana es
constante dentro de una misme ecpecie; en consecuencia, se le

utiliza como una caracter{stice taxonémica. La variacién en la
organizacién flagelar se ha reportado en un ndmerc limitado de
bacterias:s en 1943, Johneson observé flagelacién mixta (flagelo
polar y peritricos en la misma célula) en dos bacteriaes lumi-

nosae, Photobacterium sepiae y Photobacterium harveyi (actual-

mente Vibrio harveyi); en 1950, Houwink observd el mismo fené-
meno en una bacteria no identificada; en 1953, lLeifson consta-
t6 este hecho en algunas cepas de fLeromonas; en 1956, Leifson
¥ Sneath demostraron este tipo de flagelacién en Chromobacterium
EPp-; en 1958, Buttiaux y Voisin advirtieron este arreglo para
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una bacteria haléfila, supuestamente del género Beneckea; en
1963, Leifson aislé una bacteria marina con flagelacién mixta

perteneciente al género Pseudomonss y finslmente, en 1971,
Baumenn descubrié este tipo de flagelacién emn V. parahsemolyticus

¥y V. alginolyticus (27, 26, 15).

Baumann reporté que el 95% de las cepas de Vibrio parahaemolyticus
analizadas por €1, presentaban una flegelacién peritrice, ademés
del flagelo polar, cusndo crecfa en un medio sélido. Yabuuchi
(202) confirmé los hallasgos de Baumenn, concluyendo que la fla-
gelacidn de este microorganismo es mixtas polar-peritrica; ademés,
sncontrs diferencias entre amboms tipos de flagelos, entre las

que destacaba la longitud de ondas para el polar era de 2.53 n,
mientras que para los peritricos era de 1.72 u. Estas observa-
ciones som muy similares a las \efoctuadu en flagelos de bacte-~
rias marinas fermentativas aisladas del intestimno de animales

marinos.
Otra diferencia obsexvada eantre los dos tipos de flsgelos fue
a diferencia de los peritricos, se encuentra en-

que el polar,
vainedo. BEsta cubierta es continuacién de la membrana externa

de la pared celular.
Asimiamo, Yabuuchi observé que los flagelos peritricos son ré-
cilmente elininedos del cuerpo dacterianc por medio de agita-~
ciones mecénicas suaves, desintegréndose posteriormente en el
medio y, por otro lado, que la acidificacién del medio debida
a la fermentacidn de carbohidratos, también &oatm' a loes fla~
gelos peritricos. Bstam observaciones rugieren que estos flage-
loe son més frégiles que los polares.

En dos estudios inmunolégicos, Shinoda (162, 163) detects di-
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ferencias antigénicecs existentes entre los dos tipos de flage-
los de V. parshaemolyticus; en el primero de ellos, logré pu—
rificar las flagelinas por medio de electroforesis en un copo-
1fmero de cloruro de polivinilo y acetato del mismo compuesto
(Pevikon C=870) como medio de eoporte y, una vez purificedas,
las aplicé a una columna de Sephadex G-200 en forma separada,
obteniendo cromatogramas similares; cuando se aplicaban juntas
se manifestaba un s0lo pico, lo cual indicaba que su peso mo-
lecular era semejunte. isf, por comparaciém con las posiciones
de elucién de 1la& albdmina sérica bovina y de la ovoalbdmina,
se determniné que su paso molecular era de 40,000 daltons.

Asimismo, determiné algunas propiedades fisicoquimicas de estas
substancias asf como su composicién de aminofcidos, com lo cual
establecié diferencias antigénicas entre los flagelos. En base
a ello, pudo explicar el hecho de que la flagelina peritrica
pudiera ser elufda con amortiguador de fosfatos al O0,03N, mien-
tras que la polar lo era a una concentracién de 0.12M.,

En el trabajo subsecuentse, Shinoda corroboré las observaciones
anteriores y pudo demostrar en forma evidente la diferencia
antigénica entre las dos flagelinas por medio de microscopia
electrénica; para ello, utilicé anticuerpos conjugados con
ferxritinae, dirigidos contra cada tipo de flagelina y obtuvo
como resultado la observacién de flsgelos "forrados” con ferri-
tina fécilmente distinguibles en cada uno de los casos (162).

Cabe selialar que, al comparar las longitudes de onda de los
flagelos, se encuentran diferencias entre los datos proporcio-
nadoss para el flagelo polar, Baumann reporta l.3 a l.4 a y
1.0 a para los peritricos, Ogasawara y Kuno 1.9 a para el fla-
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gelo polar y DeBoer de 1.5 m (27). Estos datos, a&unque presen—

tan cemejanza entre sf, difieren de los publicados por Yabuuchi

(202).

BEn 1975, De Boer (26) remlizd un estudio comparativo entre

V., parahasmolyticus y V. alginolyticus investigando la influea
cia de factores quimicos sobre ls flagelacidn y el desarrollo

en forma de enjambre (swarming) de estas especies, encontrando
que algunos agentes tenso-activos como las sales biliares y el
Teepol, inhiben la formacién de flagelos laterales Yy, en coneg
cuencie, el swarming.

En 1977, Shinoda (164) efectud una investigacién sobre la for-
macidn y funciéan de los flagelos peritricos ¥y observé que a

25°C se sanifestadban tanto microscépica como inmunolégicamente;

en cambio, cuando el microorganismo se cultivaba & 37°C, el
nimero méximo de este tipo de flagelos se slcansaba hasta las
6 horas pero, una noche después, no se les detectaba por me-
dio del microscopio & inmunolégicamente sélo se sdvertfan pe-~
queiias cantidades. Estos resultados sugieren que los flagelos
Iaterales, a tesmperaturas superiores a las del medio ambiente
{37°C en adelante), llegan a desprenderse esponténeamente de
las células y se descomponsn en ¢l medic. A este respecto,

De Boer (27) reporta hallasgos similares.

Asimiamo, Shinoda (164) obeervd que la sintesis de flagelos

laterales se¢ inhide inmediatamente cuando se transfiers el

microorgeniamc de medio sélidc a 1lfquido y que, sdemés, estos
organelos no se forman a bajas concentraciones de agar sn ol
medio (0.3%), en las cuales, possyendo un flagelo polar, los
microorganismos se mueven fécilmente. Aef, parece que la for-
macién de flegelos peritricos es una especis de sdaptacidn de
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1las células a su medio ambieate. A purtir de muestraes clfinicas
se han aislado mutantes que poseen fluagelo polar pero no peri-
tricos y estas cepas no desarrollan swarming en medio sélido;
con ello puede concluirse que el flagelo polar es un Srgano
de locomocién exclusivo para medio lfquido.

Bn 1979, Kizmura (102) llevé a cabo un estudio sobre el efecto
del pH del medio sobre la flagelacién de V.parahaemolyticus

y observé que, la mayoria de las cepas analizadas, suspendia
la formacién de flugelos peritricos a pH 8.5 ¥y, en todos loe
cason, & pH 9.0. Por tanto, puede establecerse que la flagela~-
cién peritrica se conserva en condiciones écidas o neutras,
aientras que la polar no so.n afectada a ningdn velor de pH.

En 1982, Belas y Colwell (15) observaron el swarming de Vibrio
parahssmolyticus por medio de microscopfa electrénica de barri
do, encontrando que ¢l flagelo polar tiene un diédmetro de

24 '8 30 om y est& constitufdo por un "corazén® de 14 a 16 nm
cubierto por una vaina, mientras que los laterales no se en-
cuentran envainados y tienen un difmetro de 14 a 15 nm.

Bl ;pwurming depende de un gran némero de factores, tales como
la temperatura, el pH, la concentracién de egar y la concentra
cién de NaCl en el medio.

Por otro lado, advirtieron que en la zona de swarming, estas
bacterias aperecen de varios tamafios que van desde 1.5 a hasts
cinco o seis veces esa magnitud y, ademés, que la produccidn
de flagelos laterales es mayor en las bacterias presentes en
la tona de swarning que en las que ge eancuentran en los limites
de la zona. Bl movimiento a través del agar puede der como re-
egultado la pérdida de los flagelos laterales por "rasuracién®,
lo cual podrfa explicar su eausencia en los microorganismos en-



contrados fuera de la zona de swarming. Sin embargo, se ha su
gerido que el swarming es inducido por productos metabdlicos
de desecho originsdos por la bacteria durante su crecimiento

en el agar. Es posible que uno de estos productos induzca la
formacidn de flagelos laterales en la masa de enjsmbre de las
bacterias, pero una vez que éstas se alejan de la periferia
del swarming, los flagelos laterales no pueden ser reemplaredos
ya que la concentracién del inductor metabdlico ha cafdo por
debajo del nivel necesario para estimular su produccién.

4. PROPIEDADES DE CULTIVO

4.1 Caracteristices Pisiolégicas Relacionsdas con su
Aislamiento y Cultivo en el Laboratorio

Uno de los principales reasgos fisiolégicos de Vibrio parahae-
solyticus es, sin duda, su caréfcter halofflico, catalogéndosele
en este sentido como haléfilo moderado (93), ya que presenta
crecimiento cuando las concentraciones de NaCl en el medio van
de 0.1¥ a aproximsdamente 1.2M, siendo la Sptima de O.5M.

Sin embargo, si se aplicara la clasificacién de Larsen (111),
esta bucteria quedarfa comprendida eantre los microorganismos
levemente haléfilos cuyo nivel Sptimo de NeCl en el medio es
de 2 a 5%, ya que este autor considera como haléfilos modera-
dos a -qu‘llo-'quo presentan méiximo desarrollo a concentracio-
nes de 5 a 204 de NaCl y como haléfilos extremos a los que
manifiestan un mejor crecimiento en rangos de 20 a 30% de
NaCl.

Asf pues, adn cuando V. parshesmolyticus exhibe cierta haloto
lerancia (hasta un 8%), se ha determinado gque su concentrecién
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dptima de NaCl es O.5M, es decir, de 3% (150,189,126), asunque
puede reducirss considerablemente al amplearse otros cationes
tales como el li* y el K*. Por ejemplo, Rottimi (150) encontrd
que al utilizarse X* 0.103M y Li* 0.17M, los requerimientos de
Na* disminufan hasta 0.007M.

En un trabajo similar, Morishita (126) obtuvo resultedos semeo-
jantes; obmervé gue el requerimiento mfnimo de Na* era de sélo
0.003M si en el medio se encontraba presente Lit, el cual ma-
nifiesta una accién preventiva en la lisis de bacterias mari-
nas, ya que proporciona fuerza iénica y regulecidén osmética
adecusdas; estos resultados .augioron que el Li* puede proteger
la estructura celulsxr y, bajo esas condiciones, su presencia
puede ser importante en la incorporacién de aminoécidos a la
célula, proceso en el que se requiere en forma especifica 1ién
s0dio. Ademés, este dltimo parece indispensable en la sintesis
proteica ya que se ha demostrada que ésta se suspende al cul-
tivarse al microorganismo en medios gue no lo contienen, adn
cuando posean agentes osméticos.

Bn un eatudio en el que se investigé el papel Ael sodio en la
fisiologia bacteriana, Sakai y Sakali (93) encontraron que un
arupo de bacterias marinaes, al gque denominaron TH (haléfilos
terrestres) y en el que se incluie a V. parahaemolyticus, pre
sentaba semejanzgas con otro establecido por ellos, al que de~
signaron NH (haléfilos marinos) y que cumplia con la siguiente
descripciéns

Las bacterias del tipo MH requieren Mg** para efectuar las
oxidacién de substratos; sin embargo, este catidn no puede
substituir al Na* en otros procesos fisioldégicos. De hecho,
el Na* previene la lisis celulaer y acelera a la citocromo
oxidasa, la cadena de transporte de electrones y la formacién
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de ATP en la fosforilaciin oxidativa. Por otra parte, cumple
también una funcién relevuante en el tranvporte activo de
nutrimentos dependiente de Na* y K*, al interior de la células
por su parte, el K* es» necesaric sélo de manera accesoria y
siempre en presencia de Na*. Consecuentemente, el tivo MH
requiere, en forma indispensable, al Na* como dnico catién
para su crecimiento. Ademés, este grupo pertenece a las bac-
terias psicrdfilas, ya que pierdes su capacidad de crecimiento

al alcanzarse temperaturas de 37°C.

Las caracterfsticas que diferencian al tipo MH del TH, pueden
resumirse asfs en el tipo TH el requerimiento de Na* es menor
que para el MH en la provoncidn de la lisis, la oxidacién de
substratos, el sistema de transporté de electrones, la citocro
mo oxidasa y el desarrollo. Adeads, ol tipo TH es capaz de cre-—
cer bien a 3}70C y, por tanto, pertenece a las bacterias nesé-
files.

Larsen (111) agrups a los microorgenismos haldfilos en tres
categorfass el grupo 1 eaté constitufdo por bacteriss que tie
nen requerimientos especificos de Na® y C1l~, el 2 por los que
tienen requerimientos especificos de Na* pero no del anién y,
por dltimo, el grupo 3, cuyos miembros no muestran requerimien
tos especificos para el catién ni para el anién. Por tanto,

en base a los datos obtenidos por varios investigadores, Vibrio

parahassolyticus podria inclufrse en el grupo 2 de Larsen.
Sin embargo, en 1981, Palasuntheram (140) realizé un estudio

en el que observé que V. parshaemolyticus podfa mantener su
orecimiento en presencia de otros cationes tales como K* y Ng**,

si biens lo realizaba en forma lenta y, en base a sus resultados,
sugirié que este nmicroorganismo deberfa ser inclufdo en el
grupo 3 de Larsen y no en el 2.
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Bn cuanto a la variacién de respuesta gque puede presentar un
microorganismo hacia la sal, en cantidad o calidad, Larsen
sconseja precaucién extrema para asegurarse de que la cepa
que responde en forma distinta, sea en verdad la descendiente
de la bacteria que originalmente fue puesta a prueba. Estable
ce que hay una gran posibilidad de que una aparente adaptacién
sea, en realidad, la seleccién de un microorganismo diferente
(111).

Otra caracteristica importante en la fisiologfa de Vibrio
parahaemolyticus es su temperatura de crecimiento, este micro -
organismo crece sn el rango de temperatura ti{pics de los mesd
filos con una afnima entre 9 y 10°C, uns méxima de 44°C y

una Sptima de 35 a 37°C (88,189).

La interaccién conjunta de pH, temperatura y concentracidén de
sal, da como resultado una ligera alteracién en lsa temperatura
1imite para crecimiento; Beuchat (18) reporté un crecimiento
moderado a 5°C cuando el medio se encontraba a pH alcalino y
Covert (50) observé una teamperatura mfximna de desarrollo a
489C, cuando el medio posefa concentraciones elevadas de NaCl.

Por otro lado, el rango de pH para el crecimiento de Vibrio
parahasmolyticus ss asuy amplio, ya que desarrolla desde pH 5
haesta 11, siendo su éptimo entre 7.5 y 8.0 (189,18).

La capacidad de este microorganismo para crecer a pH elevado

se ha aprovechado en el disefio de medios selectivos para su
aislamiento.

Otro rasgo fisioldgico carscteristico de Vibrio parahaemolyticus
es su tiempo de generacidn, el cual es extremadamente corto.
Katoh (393) reporté valores de 8 a 9 minutos; por su parte,
Ulitzur (191), en un estudio que incluyé 30 cepas de esta es-
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pecie, detects la existencia de dos grupos basindose en el
tiempo de generacién: el primero exhibfa uno coxto, de 12 a
14 ninutos, nientras que el segundo manifestaba un tiempo ma-
yor, de 20 a 25 minutos. No obstante, los tiempos més comin-

mente observados van de 9 a 11 minutos (166).

4.2 Cultivo y Morfologia Macroscépica

Vibrio parahsemolyticus ha cespturado el interds de los microbid
logos en muchos campos, entre los que destacan sd médico, el

alimenterio y el scolégico y, como resultado de ello, se ha
desarrollado un gran nimero de métodos especi{ficos pmra lograr
su aislamiento, enriquecimiento y rwouento (193).

LIa mayorfia de las técnicas coaprenden la inoculacidn directa de
las muestras en medios que contienen agar o el enriquecimiento
inicisl en caldo, seguido de¢ l1la sienbra por estria para obtener
el consecuente zislamiento en los medios sélidos sdecumdos.

Bn la mayoria de los casos, la siembra directa es suficiente
para las muestras fecales, pero las de alimentos y las colecta
dass del medio ambieate con frecuencia (no siempre) requieren

un enriquecimiento previo. Algunos procedimientos contemplan
incubaciones especiales a temperaturas elsvedas (42 & 43°C)

© bajo condiciones anasrobias, con el fin de proveer una selec-
tivided adicional. Una vez aislsadas, las colonias tipiceas de
Vibrio perahaemolyticus se escogen y examinan utilizéndose una
serie de pruebas bioquimicas, fisioldgicas y serclégicas.

En los casos en los que no sea posible efectuar el procesamiento
inmediato de las muestras, déstas pueden congelarse, pero debe
tomarse en cuenta el riesgo de estrés o0 incluso de la nuexrte de
las células. Por ello, se recomienda el empleo de medios de trans
porte tales como el de Cary-Blair o el descrito por LeClair (93).

25



4.2.1. Caldos de BEnriquecimiento

Las contribuciones iniciales a la metodologia destinada al ais-
lamiento y recuento de V. parahasmolyticus, las sfectuaron in-

vestigadores japoneses, quienes disefiaron medios de enriqueci-

miento empleando agentes tales como ¢l Teepol (detergente neu-

tr0), las sales biliasres, colorantes, altas concentraciones de

sel y pH's alcalinos.

Entre ellos, destaca el caldo glucosa—sal-Teepol (GSTB), el cual
contiene, adenfs del detergents, viocleta de metilo ¥y posee un
pH final de 9.4. Este medio fue modificado posteriormente,
substituyéndose el Teepol por lauril sulfato (12). Sin embargo,
el caldo de Horie, con arabinoss, violeta de etilo y pH de 8.6,
proporocionéd valores dies veces més eclevados en la técnica del
Ndmero M&s Probable, cusndo se le comparé con el usrnp(ss).
Posteriormente, el medio de¢ Horie fue modificado por k-por (99),
ﬁui.on substituyd la arabinosa por galactosa.

Otrxos caldos de enriquecimiento son el medio IWYE de Kaneko ¥y
Colwell (98) y el sal-colistina de Sakazaki (153). Kempelmacher
(93) propuso unc a base de sal-Polimixina B (SFB) que posterior-
meonte fue modificado por Sakaraki (1%3); Kristensen (107) utili-
£8 con éxito un caldo de carne con NaCl al 7% y sulfonato de
alquil benceno al 0.3%, al cual adicioné almidén y quitina.

Thompson ¥ Trenholm (93) emplearon el caldo sulfito de bismuto-
=rojo fenol (BSPR), el cual contiene ademfés sacarosa, NeCl 'y
manitol. Vanderzant y Nickelson (193) utilizaron caldo Tripticase
Soya (TSB) suplementsdo con NaCl al 7% con una incubacidénm de 8 a
12 horas, pero posteriormente resemdbraron en agusa peptonada al-
calina salina como un segundo enriquecimiento; con ese misamo ob-
Jetivo, Sakaszaki (153) utilizé el caldo de Moneur (telurito-sal-
-bilis).
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Un estudio llevado a cabo en moluscos de las costas holandesas,
incluyé la comparacién de cinco caldos de enriquecimiento, 1lle
géndose & la conclusién de que el caldo de carne con NaCl al
5% digefiado por Kampelmacher, incubado a 379C, proporcionadba
los mejores resultados (33).

Otro estudio realizado por Nakanishi y Murase (130), demostré
que el SPB proporcion@ los mejores indices de deteccién cuando
se investigan muestras de pescado crudo.

Para ¢l mismo fin, Chun reporté un medio simple que contiene
Teepol y NaCl al 3% en un amortigusdor de fosfatos (93) ¥y
Beuchat (16) ha utilizado con éxito el caldo azul sgus~amarillo
alizarina suplementado con !‘..opol.

4.,2.2. Medios en Placa

' Una gran variedad de medios en placa, muchos de los cuales se
desarrollaron originalmente para el aislsmiento de Vibrio choleras
se han empleado con éxito en la investigacidn de Vibrio parahae-
molyticus.

Indudablemente, ¢l més cominmente usado es el medio tiosulfato-
-citrato-bilis-sacarosa (TCES), desarrollado por Kobayashi (153);
éate inhibe a un gran ndmero de especies bacterianas (principal-
mente de la flora fecal), debido a la presencia de sales diliares
¥y citrato de sodio y & que posee un pH alcalino de 8.6. Ademéds,
aporta una buena diferenciacién preliminar de las especies de
Vibric en base a la reaccién de fermentacién de la sacarosa, ya
que V., cholerae y V. alginolyticus fermentan este azdcar y produ-
cen colonias smarillas y, en general, Vibrio parahaemolyticus no
utilica este carbohidrato, por tal motivo, sus colonias son azu-
les 0 azul verdosas.
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Aunque el TCBS es un medio dtil para el aislamiento de Vibrio
cholerae y Vibrio parahaemolyticus, su selectividad no es muy
alta y, por e¢llo, no siempre impide el crecimiento de otros
microorganiemos tales como Proteus spp., Asromonas sSpp. O
Staphylococcus spp.

Para investigar su efectividad, lotz (116) llevé a cabo un estu-
dio en el que emplel 188 cepas diferentes pertenecientes a 31
especies bacterianas aislsdes de muestras clinicas y marinas,
asf como a algunas de coleccidén, obteniendo los siguientes re-
sultadoss 177 cepas crecieron en ¢1 medio, nueve especies pro-
dujeron las tipicas colonias amarillas propias de V. cholerae

y otras nueve, colonias verdes que semejaban a V. parahasmolyti-
cus o V. vulnificus. De esta manera, queds demostrada su limita
da selsctividad.

Por otro lado, no sieapre se logra la diferenciacién entre las
especies patégenas de¢ Vibrio y otras pobremente caracterizadas
encontradas en el ambiente scuético.

Por estas razones, se¢ han sfectuado modificaciones al medio TCBS,
tales como la slevacién del contenido de NaCl (127), 1a sdicién
de sulfonato de alquil benceno '(107) o de algunos derivados de
las sales biliares (75), obteniéndosze resultados satisfactorios.

Al compararse distintas mercas comerciales del mismo medio, se ha
observado que, & este nivel, existe también una variacién signifi
cativa en la selectividad (93). :

Se hen desarrollado otros medioe selectivos, varios de los cuales
utilizan la fermentacidén de la sacarosa como caracteristica Adife-
reacial. Asf, por ejemplo, el medio arul de bromotimol-Teepol
también conocido como agar de Akiyama (93), incluye al detergente
como agente inhibitorioj; Sakazaki lo modificé substituyendo el
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Teepol por heptadecil sulfato de sodio (Tergitol 7), haciéndolo
méis selectivo. También se he observado que el Teepol puede ser
reemplazado por lauril sulfato (107).

Bl agar polimixine-tylosin-sal-sacarosa (PTSS) proporciona una
diferenciacién aceptable de las especies de Vibrio mediante la
fermentacién de la sacarosa y fundaments su selectividad en el
empleo de antibiéticos en lugar de los detergentes (93).

En el agar azul sgua~amarillo alizarina (WA) se incorporsn los
colorantes azul agua y amarillo alizarina en un medio adecuado
para distinguir entre V. parshaemolyticus y V. alginolyticus;
adenéis de los indicadores, este medio contiene extracto de car-
ne de res, peptona, NaCl, Teepol y sacarosa. La fermentacién de
esta Ultima por parte de V., alginolyticus, da como resultado una
reduccidén en el pH del medio, provocando que el agar adquiera

' un matiz azul debido al viraje del colorante azul sgus. Por otro
lado, la alcalinizacidén del medio por parte de V. gnrnhacnomii-
cus da como consecuencia un color amarillo naranja, causado por
1a accién del pH sobre el amarillec alisarina (93).

Horie (83) empleé un carbohidrato fermentable distinto de la se~
carosa y disefié el medio arabinoss~sulfato de amonio-colato (AAC)
el cual contiene colato de sodio y posee un pH Ae 8.6. Desafortu
nadanente, los resultados de éste no son Sptimos, ya que la fer-
mentacién de la arabinosa es una caracterfetica variable en la
especie.

Por su parte, Watkins (200) disefié su medio utilisando colato de
s0dio para inhibir el crecimiento de microorganisaos Gram-positi
vos, galactosa como carbohidrato fermentable y sulfato de cobre

con el fin de impedir el desarrollo de V. alginolyticus, especie
que se encuentra estrechamente relacionada con V. parshaemolyti-—
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cus y que en el medio ambiente existe en mayor nimero que este
dltimo.

Baross ¥y Liston (6) crearon un medio no selectivo, eapleando 1a
hidrélisis del almidén como caracterfstica diferencial; no con-
tiene agentes inhibidores, el pH se ajusta a 7.5 y las placas
inoculadas se incuban en una jarra de anasrobiosis a 37°C, du-
rante 36 a 48 horas; las muestras que contienen cantidades gran
des de Bacillus spp. deben tratarse previamente con penicilins
(20 U/ml), con el fin de lograr un mejor desarrollo de Vibrio spp.

ﬁodt ¥y Novelli (193) llevaron a cabo un estudio sisteméitico de
los medios propusstos para el aislamiento de V., parshasmolyticus
asf como ds sus componentes; de esta maners, se comprobé que 1la
penicilina incorporada a los medios con pH alcalino ers més Util
‘Qque un buen ndmero de los agentes selectivos sugeridos con an-
terioridad, entre los que se cuentan el telurito de potasio,

. desoxicolato de sodio, Teepol y NaCl al 6%,
Asf, desarrollaeron un medio que utilizaba la hidrélisis del al-
midén como caracterfstica diferencial y cuya formilacién inclufa
peptona al 2%, extracto de levadura al 0.2%, slmidén de maiz al
0.5%, NaCl al 3%, penicilina (2 U/ml) y agar al 1.5%, sjusténdo
se su pH a 8.0.

Subsecuentemente, Vanderzant y Nickelson (193) realisaron ua
estudio comparativo, analizando los siguientes medios de culti-
vos Staphylococcus 110 con penicilina (5 U/ml), agar Infusién
Cerebro Corazdén con NaCl al 5%, agar BHI con tetrametil-p-feni-
lendiamina al 0.1%, agar sulfito de bismuto, sgar wverde brillan
te=sulfadimeina, agar tolurifo—polinixinl—ycna 4de huevo, medio
de Baross y Liaston, medio de Twedt y Novelli con NaCl al SX y
sales biliares al 0.2%, medio de Twedt y Novelli con cristal
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violeta (0.0001K), medio de Twedt y Novelli con almidén de mafz
al 1%, NaCl al 7% y penicilina (10 U/ml) y, por dltimo, el me-

dio de Twedt y Novelli con almidén de mafz al 1% y NaCl a1 7%,

pero sin penicilina. '

Tras efectuar el anflisis de los resultados, llegaron a las con-
clusién de que el medioc de Twedt y Novelli con ligeras modifica
ciones (almidén de mafz al 1% y NaCl al 7%), era el més apto
para el aislamiento selectivo de V. parsheemolyticuss en §1,
el microorganismo desarrolléd colonias circulares, planas, de
color blanco cremoso y manifiesta una reaccién smilasa positiva.

Debido al alto costo y gran dificultad de obtener ¢l agar TCBS
en slgunos pafses como la India (actualmente también Néxico),
varios investigadores han diseiado medios de cultivo mnfs sia-
ples ¥y, por lo mismo, menos caros. Asf, 3. P. De (93) reporta
que el agar VP de Kaper (939) con tsrocolato de sodio y lamril
sulfato de sodio, posee propiedsdes similares al TCBS; del mis-
" mo modo, Chaterjee (52) pudblicé sus resultados con el agar
sacaross-Teepol-telurito (STT), el cual contiene peptons, ex-

. tracto de carne de res, Teepol, telurito de potasio, sacarosa,
azul de bromotimol y agar.

En los Estados Unidos no es diffcil obtener el TCBS pero no to-
dos los ladboratorios, especialmente los eiinico.. 1o trabajan
de rutina.

Algunocs investigadores tales como Carruthers (41), rsportan re-~
sultados satisfactorios usando medios mfis comunes como ¢l mani-
tol-sal-agar y Roland (149) recomienda el xilosa~-lisina-desoxico
lato (XLD) suplementado con NeCl al 1.5% y almidén al 0.5%,

como adecuado pars el aislamiento del microorganismo.
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Tenizndo en cuenta la limitada selectividad y capacidad dife-
renciul del agar TCBS, Kourany (104) disefi6 un medio pare el
aislamiento e identificacidn de V. parshasmolyticus, conside-
rando que 1la continue presencis de V. alginolyticus en las mues
tras, puede ocultar su crecimiento, Este medio (TSAT) lleva, por
cada litro de agua destilada, 40 g de egar soya tripticase, 25 g
de NaCl, 20 g de sacarosa, 0.5 g de sales biliares y 3 ml de una
solucidn de clorurc de trifeniltetrazolio al 1%, ajusténdose su
PH @ 7.1; la diferenciacién se basa en el color y tamafio de las
coloniass las del primero son rojo brillantes, mientras que las
del segundo son blancas, m&s pequeflas y ocasionalmente, presen-
tan un pequefio centro rosado. Una desventaja de este medio es
que Proteus spp. desarrolla colonias indistinguibles de las de

Vibrio parahssmolyticus.

Pese a todo, Sekazaki recomienda la téctica empleada por Nakani
shi.. Murase y Teramoto en el aislamiento ¢ identificacién Ade
esta bacteria, consistente en una combinacidén del caldo sal-poli
mixina.y el agar de TCBS, ya que asf{ no hay necesidad de identi-
ficar biogquimicamente las colonias obtenidas en el sgar; sin
embargo, esta opcién no se recomienda para agquéllos cuys expe-
riencia con V. parshaemolyticus no sea amplis (153).

4.3 Cultivo de Célules en Estrés

Los microbiflogos de alimentos han examinado detalladamente los
problemas relacionados con el dafio causado & Vibrio parahaemoly-
ticus por la accidén del frfo y el calor; este aspecto es intere-
sante debido a que los alimentos de origen marino son preserva-—
dos mediante refrigeracién o congelacién y, la mayoria, se cue-
cen bien o por 1o menos se calientan antes de ser consumidos.




Un hecho empliamente comprobado es que VY. parashasemolyticus es
sensible al frio cuando ce encuentra presente en los alimentos
y el agua (50,115,30); varios estudios han demostrado que si
bien un cierto porcentaje de los vibrios que se encuentran en
alimentos refrigerados o congelados pierden viabilidad, una
gran cantidad de los sobrevivientes sufren un dafio subletal y
se muestran altemente sensibles 8 los medios que contienen
agentes tenso-activos. En tales condiciones, los microorganis-
mos dafiados generalmente no pueden repsrar su cnomalfa y se nme-
nifiesten como no viables pues, cabe subrayar, los métodos co-
minmente utilirzados para la deteccién de esta bacterisa recomien-
dan el empleo de varios medios selectivos que contienen agentes
tenso-activos, los cuales evidentemente, estén disefiados para
,,e1l cultivo de células normcles pero no para aquéllas que se en-
‘cuentran dafiadas subletslmente (196).

Ya que Yibrio parahasmolyticus es un microorganismo haléfilo,
concentraciones Sptimus de sal pueden incrementar su resistencia
a las condiciones desfavorables. Temmyo (50) estudié en Japén
la prevencién de los brotes de envenenamiento alimentario cau-
sados por esta bacteria y observé que el NaCl, en una concentra—
cién de 5 a 7%, podfa aumentur su sobrevivencia en extractos

alimenticios durante su almacenamiento a -18°C por perfodos cor-
tos (4 dfas). ‘

Asgkawa (50) reportd unu disminucién més consideruble en la can-
tidad de V. parsheemolyticus a —-10°C que a -20°C en medios de
cultivo de laboratorio y, por otro lado, sl inocular carne de
atdn con este microorganismo, encontré que la sobrevivencia era
casi 1ls misma tanto a -20°C como a -10°C y que, en smbos casos,
resultaba msyor que a 0°C.
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Sin embargo, V. pershaemolyticus sobrevive bajo condiciones de
venta, ya que el microorganismo se hs aislado repetidemente

de muestras de marisco comercisl. Vanderzant y Nickelson (194)
establecen gque al almacenarse camsrén comrleto inoculado duran-
te 8 dfas y a temperaturas de 10 a -18°C, se reduce sl ndmero
iniciel del microorganismo; en su estudio comprobaron que des-
pués de ese tiempo s6lo prevalecen cerca de 103 célulss por ca~
narén, cuando en principio 1la poblacién era de 10°. Esto con-
cuerda con otros reportes que afirman que V. parsahaemolyticus
puede ser reocuperado tanto del camarén como del ssdimento ma~
rinoc congelados . ’

Las células expueatas al frfo sufren dafio a nivel de membrana
celular, el cual se acompeafia de un incremento en la permeabi-
lided @ los agentes tenso-activos (32); por esta razdn, Ray
(143) sugiere que & las células dafiadas por el frio, se les per-
mita entrar a ung "fase de reparacién” en un medioc no selectiwvo,
para eliminar asf el efecto inhibitorio de los agentes selecti-

voe.

Aunque V. parshaemolyticus se multiplica mejor en medios que
contienen NaCl al 3%, se ha detectado que las célules defiudas
subletalmente son sensibles a tal ambiente. En consecuencia,
Ray utiliza como medio de reparacién (no selectivo) el caldo
Soya Tripticese (TSB), que contiene una salinidad de 0.5% y,
una vez que ha transcurrido la "fase de reparacidén” y entran en
la "fase de multiplicecidén”, les células pueden exponerse a un
ambiente de mayor salinided tal como el TSB suplementado con
NaCl a1 3%.

Bste cambio puede efectucsrse después de uns o dos horas de in-
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cubacién & 35°C y, posteriormente, se emplea el caldo Glucosa-
Sal-Teepol (GSTB) para lograr un enriquecimiento szelectivo; de
este modo, un ndmero muy pequefioc puede llegar a ser hasta de
105/m1 en el GSTB, tras 6 horae de incubacién a 35°C.

Este Gltimo medio también lo recomienda Dupray (63), aunque es-
ta investigadors sconseja una incudbacién de 8 horas.

Ma-Lin (117) pudo comprobar la Bayor susceptibilidad de estas
células hacia 1la sal, mediunte la inoculecién de bacterias (que

habfan sido expuestas a 3°C durante media hora) en TSB suple-
mentado con NaCl al 8%. )

Una de las csusas por las que estas células exhiben una mayor
sensibilidad hacia diversos agentes, es que sus bArreras de
permeabilidad no son lo suficientemente efectivas para evitar
la entrade de antimetabolitos. Asimiemo, los agentes tenso-
activos presentes en algunoe medios, en concentraciones inocuas
para células noramasles, resultan perjudiciales para las que han
sido previamente dafiladas. Por ejemplo, el Teepol a una concen-—
tracifn ordinaria (0.4%), inhibié en forma determinante el reco-
bro de este tipo de células (117). '

En otro estudio donde se registraba espectrofotométricamente el
crecimiento de células dsafiades por el frio, pudo apreciarse que

algunes sales de hierro y megneesio estimulaban el proceso de re-~
puracién (117).

Se ha reportado que el Mgre aqt\ia en forma cooverativa con el
Na* en la prevencién de la lisis en V., alginolyticus, ya que

proporciona estabilided a la membrana celular y es necesario
para la activided de ciertas enzimas involucradas en los proce-
eos de reparacidn de este microorganismo (192).
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En el estudio de Me~Lin (117) pudo observarse que las células
dafiadas por el frfo se beneficiaban al agregarse concentracio-
nes altas de Mg** en ¢l medio de recuperacidn.

Por otro lado, las concentraciones micromolares de Pe3* aseron
resultados similares a los obtenidos con Mg** a concentracio-
nes milimoleares, mientras que el Pe**, en general, fue ineficaz.

Al tratar de recuperar V. parshaemolyticus de ostiones refrige-
redos, laes cuentas resultaron notablemente inferiores que en
eatudios de cultivo puro; esin embdbargo, se pudo apreciar el
efecto benéfico del Ng** y del Pe3* en los medios de recupsra-
cién.

Por 1o que se refiere a las células dafiadas por el calor, se
sabe que el deterioro de la memdbrana se acompsafia por una sali-
da de constituyentes intracelulares tales como protefnas, ami-
noficidos, enzimas y #icidos mucléicos. Heinis (79) realizé una
serie de estudios con el fin de obtener informacién acerca ae
la recuperacidn de V. parahaemolyticus afectado por este agente
fisico.

Observé que ol 2,4-dinitrofenol (que actia como desacoplante

de la fosforilacién oxidativa), era inefectivo en contra del

microorganismo, si bien era necesario que el medio contuviera
&lucosa.

Bstos hallazgos coinciden con lo reportado por Pierson (79)
quien habfs experimentsdo con S. typhimurium en un medio que
contenia citrato como dnica fuente de carbono, pero no en uno
con glucossa.

Heinie empled el medio TSE que contiene este Yltimo carbohidra-
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to; de esta manera, aunque la fosforilacidn oxidativa esté _
bloqueada , puede generarse el suficiente ATP por fosforile-
cién u nivel de subatrato, estimulando asf la recuperacidén.

Asimismo, Heinis constaté que la sintssis de pared celular es
un paso crftico al recupsrar al microorganismo; para ello em-
pled cicloserina, la cual inhibe las actividades de la alanina
racemssa y de¢ la D-alanina sintetasa, bloqueando por tanto, la
incorporacién selectiva de D-alanina en el péptidoglicén de la
pared celular.

Se pudo observar que otro de los procesos involucrsdos durante
1los primeros 90 minutos de la recuperacién es la sintesis pro-
teica. Bato se comprobd al utilizar sulfato de kanamicina, subs
tancia que inhibe este proceso al actuar sobre la subunided 30 8
ya sea durante su iniciacién, elongacidén o tersinacidn.

Rl continuo efecto inhibitorio de la rifsmpicina y la actinomi-
‘cina D, observado por Heinis, indics que la sfntesis de ARN,
es necesaria en ¢l perfodo de recuperscidén, sobre todo en los
primeros 30 minutos después del dafio.

Durante el tratamiento térmico se dafia en forma considerabdble ia
cspa polisacéirida de la célula, que normalments protege a la
capa lipoproteica de¢ la membrans contra 1la accidén litica del
lauril sulfsto y del desoxicolato de sofiio.

Al igual que Ma-Lin (117), Heinis obaservs gque el Ng** esté
fuertemente implicado en 1los mecanismos de reparscidén, ya que
este 16n no sélo no sbandona a la célula durante el tratamiento
térmico, sino que ademés, las células asf dalladas requieren ni-
veles elevados del mismo durante su proceso de reparacidn; por
otro lado, este requerimiento es inmediato (dentro de los pri-
meros 30 minutos). Esto llevé a Heinie a sugerir la utilidad
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de adicionar Mg*+* a los medios usados para la recupsracién de
Vibrio parahaemolyticus en alimentos procesados (79).

Si bien Heinis (79) utiliza como medio de recuperacién al TSB
con NaCl a1 3%, Vanderzant (196) recomienda el TSB con NaCl al
7% (para los homogeneizados refrigerados), junto con el agar
modificado de Twedt y Nowvelli,

Sin embargo, en un estudio comparativo, Bsuchat (19) advirtié
que estos medios, al igual que el GSTB, son menos eficientes
que el .caldo arabinosa-violeta de etilo (HAEB) y el caldo azul
sgua~amarillo alizarina (WA) para recobrar células dafiadas por
frio o calor.

La recuperacidén de Vibric parahaemolyticus a partir de homoge-
neigedos de 6at16n con verios medios de enriquecimiento se ve
limitada no sé8lo por factores tales como agentes tenso-activos,
. pH ¥y sales inorgénices, sino también por la microflora natural
presente a la hora del anflisis. Se ha visto, por ejemplo, que
ciertas especies de Pseudomonas aisladas de ostiones, reprimen
el desarrollo de Vibrio parahamemolyticus (117).

Pese a todo, la omisién de Mg*+ o de Pe3+, o de ambos, en los
medios de enriquecimiento, puede conducir a una subestimacién
del grado de contaminacién por este microorganismo en los ali-
mentos de origen marino, refrigerados o congelados.
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S. CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS

Varios investigadores hezn proporcionado gran informacién acer-
ca de las caracterfsticas bioquimicas de V. parshasmolyticus.
Bste microorganismo es un facultativo que posee nbo-_ netabo~
lismoss respiratorio y fermentativo; produce una catalasa y
una citocromo oxidasa, fermenta la glucosa en forma anasrogéni-
ca y no produce acetoina, es decir, es negativo para la prueba
de Voges-Proskauer; también fermenta galactosa, levulosa, mal-
tosa, manitol, manosa, ribosa y trehalosa. En contrastes, no

. fermenta adonitol, dulcitol, eritritel, inositol, lactosa, me-
lizitosa, rafinosa, ramnosa, salicina, sorbosa, scrbitol, saca-
rosa y xilosa. '

La variacién de cepa puede obgervarse analizando la fermenta-
cién de arabinosa, celobiosa y melibiosa.

Vibrio parshaemolyticus es positivo para la produccién de indol,
posee descarboxilasas para lisina y ornitine, reduce los nitra-
- tos a nitritos y degrada gelatina, quitina, almidén, casefna,
esculina y lecitina. Generalmente, s negativo para la activi-
dad de arginina dihidrolasa, la produccién de #icido sulfhidrico,
Uureasa, foni.lnlnni.ni desaninassa y luminiscencia.

Cominmente esta bacteria utiliza loe esiguientes compuestos como
fuentes Unicas de carbéms D-gluconato, acetato, citrato, propio
nato, DL-malato, piruvato, fumarato, lactato, succinato, ceto-
€lutarato, etancl, propancl, L-serina, IL-leucina, IL-glutamato,
L-arginina, L-prolina, I-tirosina, L—alanina ¥y L-histidina.

De igual manera, es incapaz de utilizar fenol, catecol, malons-
to, oxalato, glutarato, tartrato, p-hidroxibenzoato, butanol,
benzoato, P-alaninu, ornitina, L-citrulina y espermina (70).
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Las caracteristicas individuales no deben tomarse con demasiada
rigidez para la identificacién, ya que es comin la veriabilidad
de cepa. Si un aislamiento obtenido del medio ambiente cumple
con todos los criterios antes mencionados, puede requerirse una
caracterizacién bioquimica eadicional, incluso hibridaciones de
DNA, para efectuer una completa separsacién e identificacidn.
Una caracterizacién de este tipo diferenciar& ocasionelmente
entre V. psrahaemolyticus y otra bacteria marina similar, pero
pobremente caracterizada.

Hugh y Sakazaki (45) propusiercm una tabla de caracteristicas
minimas para efectuar la identificacién de Y. parahaemolyticus.
Sin embargo, deben sefialarse las excepciones a dicha tabla.

Por ejemplo, la ausencia de fermentacién de sacarosa es una
caracteristica diferencial primaria y constituye el criterio
bésico empleado en la maeyoria de los métodos de aislamiento
recomendados para Vibrio parahaemolyticus; no obstante, se ha
reportado que un gran ndmero de cepas examinadas son sacarosa-po
sitivas. Colwell (44) encontrd que el 6% de lac cepas que exami-
né eran sacarosa-positivas, Joseph (92) detectsS este mismo fend
meno en un alto porcentaje de las cepas que aislé, Pajino (70)
obeervé que el 2% de sus sislamientos marinos eran también
secarosa-positivos, Ayres y Barrow (4) reportaron que, de las
1,484 cepas obtenidas de las mguas costeras briténicas, el 6.9%
eran sacarosa-positivaes y Kampelmacher (95) publicé resultados
eimilares.,

Cabe mencionar que la deteccidn del &cido producido durante la
fermentacién de la sacaroea puede variar de acuerdo al medio y
a la concentracién del carbohidrato; por ello, Baross (93) re-
comienda el uso del medio basal OPF con una concentracidn final
de 0.5% de sacarosa.
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Caracterfsticas Kinimas para Efectuar
1s ldentificacién de

Vibrio parshssmolyticus

Bacilo Gram-negativo no esporulado
Indofencl oxidass

Glucosa, fcido bajo un sello de petrSlso -
Glucoss, gss ‘ ’
D-manitol, #&cido

Sacarosa, écido

Acetilnetilcarbinol

HoS

I~lisina descerboxilass

lL-~arginina dihidrolasa

I~ornitine deacarboxilase

Crecimiento en caldo triptona al 1%

Crac. en caldo triptons al 1% con NaCl «l 8%
Crec. en caldo triptona al 1% con NaCl al 10%

Crecimiento a 42°C

Cuadro propuesto por Hugh y Sakagzaki (45)
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Generxrelmente, las descarboxilases para ligina y ornitina estén
presentes en V. parshaemolyticue, aunque existen muchas excep-
ciones. Pujino (70) reportd que el 4 a 5£ de lae cepas probadas
eran negativas para ornitina y/o0 lisina descarboxileasa. FPor
otro lado, se sabe que sdlo el 78X de las colectadee en Tokio
se han reportado como positivas para la ornitina descarboxilasa
{151).

La produccién de &cido sulfhidrico se investiga leyendo la reac
cién que se lleva a cabo en el extremo de un tubo con agar de
Kligler (KIA), agar Triple Azucar (TSI) o en los medios SIM

o LIA. Sakaszaki (93) reporté que ninguna de las 1,072 cepas
examinadas en su estudio fueron positivas para la produccién de
Hz8 utilizendo los medios de SIM o TSI. Sin embargo, Colwell
(44) encontré que casi todas les cepas de V. cholerae y V. para-
haemolyticus que examiné fueron HpS-positivas al utilizaer un
medio con acetato de plomo, 1lo cual comprobé Twedt (189) pos-
teriormente. Por tanto, se ha sugerido analizar la produccién
de &cido sulfhfdrico en el agar de acetato de plomo, cuando se
requiera efectuar la identificacién de esta especie.

Otras dos caracterfisticas que no estén inclufdas en el conjunto
de caracteres minimos de Hugh y Sakazaki, pero que son dignas
de mecionarse, son el indol y la ureasa. Aunque la produccién
de indol generalmente es positiva, un gran nimero de cepas
indol=negutivas han estado implicadas en drotes de envenenamien
to slimentario en la ciudad de Tokio (151). Del mismo modo,

V. parahaemolyticus est& considerado como ureaca-negativo,
aunque varios investigadores han encontrado cepas ureasa-positi-
vas: Colwell (44) observéd que el 97% de las cepas examinadas en
su investigacidén eran urecasa~positivase, Sakazaki (93) reporté
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un 4% y Kaper encontré 13 cepas ureasa-positivae de las 19
aisladas de camardn.

El aislamiento de cepas ureasa-positivas en infeccionss humanas
se ha mencionado en 1los reportes de Lam y Yeo (110) y en los de
Oberhofer y Podgore (135). Curiosamente, en ambos casos, las
cepas obtenidas, ademéis de ser ureasa-positivas, eran negati-
vas para la prueba de rojo de metilo, hecho que adn no tiense

explicacién.

6. TIPIFICACION

La clasificacién serolégica de V. parahasmolyticus se basa en
la investigacién de dos estructuras antigénices: el antigeno
somético O y el polisacfrido capsular K (153,93,24)3 los antf-
genos flagelares H son iguales en todas las cepas ¥y, por ello,
., no se utilizan en la serotipificacién.

los antigenos K son termolébiles, ya que resultan susceptibles
a calentamientos de 100°C durante 1 a 2 horas, mientras que los
O son termoestables, pues soportan durante el mismo tiempo, ten
peraturas de hasta 121°C (153,93).

El esquema antigénico de V. perahaemolyticus fue sugerido por
Sakezaki después de estudiar 2,720 cepas obtenidas de pacientes
con gastroenteritis. Su investigacién demostré que este microor
ganismo es seroldgicamente diferente de otros vibrios (93).

La especificidad de los antigenos fue tema de andlisis profun-

.do; Terada (93) encontré que V. pansheemolyticus, V. alginolyti-
cus y V. anguillarum muestran idénticos antfgenos H ¥y, por otro

lado, Fishbein (66) observé que V. parahaemolyticus y V. algino-
lyticus comparten algunos antigenos O y K.
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Si bien existen 12 antfgenos O dentro de los cuales se clasi-
fican 59 antfgenos K, Twedt (190) ha demostrado que algunas
cepas de V. parahaemolyticus producen reacciones poco especi-
ficas debido quizé & la presencia de otros antigenos K o a 1la
reaccién cruzsda con otros sueros anti-0O.

Aunque muchos aislamientos ambientales y algunos clinicos son
atipicos para el antigeno K, la mayorfa de las cepas clinicas
pueden sexy clasificadas de acuerdo &l tipo O.

ESQUEMA ANTIGENICd DE V. parshaemolyticus

(66,93,153,190)
- Antigenos O Ant{igenos K

1 1,25,26,32,38,41,56,58

2 3,28

3 4,5,6,7,29,30,31,33,37,43,45.48,54,57,59
4 4,8,9,10,11,12,13, 34,42,49,53,55
5 15,17, 30,47 '

13 18,40

T 19

8 20,21,22,39

9 23,44
10 24
11 36,40,50,51
12 52
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Bn 1968, Sakazaki habfa propuesto un esqusma que reconocia
s8élo 11 grupos O y 41 antigenos K; posteriormente, los antige-
nos K 2,14,16,27 y 35 se excluyeron del esquemna, Y& que se on-—
contr8 que eran idénticos a otros reconocidos con mnterioridad.
Actualmente, Sakazaki y otros investigadores Jjaponeces, tales
como Tokoro, Yamada y Yokota, reconocen 61 antfgenos K, colo-
cando los antfgenos 60 y 61 en el grupo 05 (153).

El esquama antigénico propuesto por Sakazaki se dasa en cepas
aisledas de pacientes humanos y no abarca las del medio ambien-
te, las cuales frecusntemente son atfpicas (66,153). Asimismo,
el Comité de Serotipia de Vibrio parahasmolyticus ha adoptado
la posicidén de agrandar el o'-quom s8lo con la inclusién de
serotipos humanos (93).

Muchos investigadores han mostrado interés por dilucidar la es-
tructura quimica de los principales antigenos de V. parahgemo-
lyticus. Aunque Tersda y Zen-YojJi han descritoc la obtencién
del antigeno K, fue Omori quien 1logré su purificscién a partir
de 1la cepa A55 (05:X15). Ia substancia era caracteristicamente
#cida por contener cantidades considerables de hexosamina y
grupos acetilo. Posteriormente, Kudoh descubrid la presencia
de slgunos azdcares y Torii encontxé que este antigeno, el

K15, posefa dos fcidos: el manosaminurdénico y el glucosaminuré-
nico. Cabe sefialar que este tipo de écidos (los hexossminuréni-
cos), se haen aislado como antfgenos protectores en otras espe-
cies bacterisnas (183).

Torii (182), al realizar estudios inmunoquimicos en material
celular extrafdo por el método de fenol-agua, encontré que los
ant{genos O son polisacéridos que contienen glucosa, galactosa,
&lucosanina, heptosa, fésforo, ésteres de dcidos grasos y
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compuestos nitrogenados. Adem&s detectd galactomamina en 5

muestras.

Las especificidades seroldgicas de los sntfgenos de 33 cepas
investigadss por medio de la técnica de difusién en sger,
coincidieron con las de la aglutinacién 0. Asimismo, Simouchi
reporté la presencia de arabinosa, manoss, ramnosa y xilosa
en algunos antfgenocs O de este microorganismo (182).

Por otro lado, lass sero-variedades de V. parshasmolyticus
pusden determinarse por aglutinacidn en placa mediante los

sueros diagnésticos snti-0 y anti-XK de los laboratorios Toshiba
Kagaku Xogyu Co., Ltd., Tokyo, que se encuentran disponidles
en forma comercial. Para 1la aglutinacién O, se eligen colonias
translicidas é&e cultives de una noche que se cosechan én solu-
eidén salina y se someten a 100°C durante una hors. X1 paguete
celular se lava dos veces con solucidén salina al 1% y con esto
se incrementa la sglutinsabilided © deld cultivo. Si no hay aglu
tinacidn con ningdn suero anti-0 disponidble, se deben probar
colonias brillantes o translicides de cultivos en agar nutri-
tivo. La sglutinacién O puede ocurrir tanbién después de que
los cultivos se han tratado en autoclave a 121°C durante dos
horas.

Pa;rn 1a determinacién del antfgeno K, se eligen colonias opacas
¥ suaves, pero no mucoides (109), gque se subcultivan en ager
outritivo. Pare efectuar le pruebs se utiliza une suspensién
densa de microorgenismos vivos en eolucién salina al 1%, la
cual se aplica en una placa junto con el suero para realizar
una aglutinacién directa.

En el camo de las colonias mucoides, Lam y Monteiro (109) reco
miendan el tratamiento de las células con HCl 0,2N durante
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30 minutos, lavéndose 4 veces y resuspendiendo en solucidén
salina al 3%.

Estos mismos investigadores (109) determinaron 1la naturaleza
de la substancia viscosa que proporciona la textura mucoide

de este tipo de colonias, mediante un método de coaglutinacién
de células formalinizadas de Staphylococcus aureus, revestidas
de anticuerpos anti-K. Encontraron que esta substancia viscosa
era antigénicamente similar al antigeno caepsular de la misma
cepa. No se ha encontradc explicacién a este fenémeno, ain
cuando en el caso de otras especies bacterianas, algunos
autorss han sefialado la influencia de ciertos compuestos en

el medioc de cultivo, tales como carbohidratos y fosfatos.

Aungue las serovariedades de la mayorfa de las cepas aislalas
de heces diarreicas pueden determinarse con los sueros anti-0
¥ anti-K existentes, muchos aislemientos obtenidos de fuentes
marines no pueden identificarse con ellos y quizf, posterior-
mente, se incluyan otros serotipos en ¢l esquema antigénico

de Vibrio parahasmolyticus.

7. METODOS DB DETECCION Y RBECUENTO

los dos métodos més utilizados para efectuar el recuento de este
microorganismo, tanto en alimentos como en muestras de agua, sons
el ndmero més probable (NMP) y la filtracidén por membrana (MM);
ambos pueden emplearse para su aislamiento aunque es factible
aplicar el plaqueo directo cuando el nimero 4de células en la
muestra es relativamente elevado.

La inmovilizacién en agua destilada propuesta por Chester (55),
es una prueba presuntiva que puede aplicarse al inicio de unas
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caracterizacidn; este investigador obmervd gque los primoaisla-
mientos de V. alginolyticus y V. perahaemolyticus obtenidos en
ager sangre al 5%, eran activamente mSviles en TSB pero pexrdfan
dicha propiedad al colocarse en agua destileda; mientras tanto,
44 especies de bacilos Gram-negativos conservaron su movilided
en ambos flufdos. Concluyd entonces que un bacilo Gram-negativo,
oxidasa positivo, mévil en TSB pero inmévil en agua destilada,
puede identificarse presuntivamente como Vibrio.

La técnica de filtracidén de membrana que se emplea con frecuen
cia para el recuento de ciertos grupos taxonémicos (coliformes,
enterococos, ete.), también puede aplicarse para efectuar el de
los microorganismos del género Vibrio (93); en este Ultimo caso,
después de filtrarse la muestra, se deposita la membrana en el
medioc AAC (arsbinosa-sulfato de amonio-~colato) con pH de 8.6 y
se incuba a 420C (técnica de Horie); el crecimiento a esta tem-
peraturs es una caracteristica diferencial inmportante de Vibrio
parahaemolyticus, ademés, otra propiedad gque sugiere la presen-
oia de esta bacteria es la coloracién emarilla de las colonias
fermont adoras de arabinosa, pero como se ha establecido con
anterioridsd, la fermentacién de este carbohidrato es una carac
terfstica variable en la especie (44,153).

Muchos de 1los medios en placa descritos anteriormente han sido
qdaptldo- pu'i los filtros de membrana; entre los més empleados _
destaca el TCBS. Sin embargo, Watkins (200) disefié un medio be-
sfndose on la capacidsd de V. parshasmolyticus para crecer en -
presencia de NaCl al 3%, a un pH de 8.6 y a una temperatura de
419C; en éste, el autor utiliza colato de sodio como agente inhi
bidor del crecimiento de microorganismos Gram-positivos, galacto
sa como carbohidrato fermentable y sulfato de cobre peras impedir
el desarrollo de V. alginolyticus. Por otro lasdo, realizé varios
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intentos para lograr una répida identificacién de este microor-
ganismos transferfa los filtros en los que apreciaba desarrollo
& medios de fermentacién para galactosa y sacarosa y, Como p&so
final, realizaba la prueba de oxidasa. Segin su publicacidn,
este procedimiento requiere de 30 horas y proporciona un 95% de
confiabilidad en la identificacién.

Kaper (939) desarrollé un medio, el VP, tendiente a lograr una
répide identificacién presuntiva de Y. parshsemolyticus.

En éste, las fermentaciones de manitol, sacarosa y lactosa, la
actividad de¢ la arginina dihidrolasa, 1la produccién de indol,
gas y Hp3, pueden registrarse en un solo tubo.

Las colonias sospechosas de aei V. parahsemolyticus pueden ele-~
girse directaments de las placas de aislamiento o de los filtros
de mo-braha e inocularse por picadura y descargando ¢l asa en
la parte inclinada. los cultivos se incubsn & 35°C durante 18 a
24 horas, después de las cuales se efectdan lam lecturas. Para
detectar la produccién de indol se agregan 3-4 gotas del reac-
tivo de Kovacs.

Las reacciones del medio VP se basan en los principios de los
agares hierro-triple azdcar (TSI) y hierro-lisina (IIA).

La Ynicae combinacién de reacciones que produce una inclinacién
alcalina (pdrpura) sobre una base fcida (amarilla), la dan las
pruebas de¢ manitol (+), sacarosa (-), lactosa (~) y arginine (-),
o cual es tipico de¢ V. parshaemolyticus que ademfs es snaerogé-
nico, HzS (~) ‘e indol (+). No obetante, se recomienda la confir-
macién, que puede incluir pruebas adicionales tales como la
oxidasa, crecimiento en 0% de NaCl, desarrollo a 43°C y produc-
cién de 1lisina descarboxilesa.

Una de las limitaciones del medio VP radica en su incapacidad
pera manifestar la fermentecidén del manitol cuando ocurren ade—
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més la-hidrélisis de la arginina o las fermentaciones de lacto
sa o sacarosa; sin embargo, ofrece una alternativa répida y
confiable en la deteccién de Vibrio parashaemolyticus (99).

Reacciones de Bacterias Gram-negativas en VP
Comparadas con Pruebas Convencionales

Medio VP Pruebas Convencionales
Especie Incl. Base HoS Gas Sac Lac Manitol Arg

V. parahsemolyticus K A - - - - P -

V. slginolyticus A A - - + - + -
V. cholerae A A - - + - * -
V. llarum ASK MK -~ - vV - + +
A. hydrophila K6A KA - - vV Vo e s
Pseudomonas spp. K K - = - - - v
Escherichia coli A A - vV . + v
Z.i pasumoniae A A - * + * -o v
S. ¢ imurium K A + - - - * *
V. natriegens A A - - * - * -
Vibrio Grupo F A A - v > - + +*

=
]

reaccién alcalina (pirpura)
reaccién fcida (amarilla)
variabdble

< >
4 N



IV. PATOGENICIDAD Y PATOLOGIA

Vibrio parahaemolyticus se considera un importante agente etiold
gico de gastroenteritis en humenos, a rafis del brote epidémico

que provocé en Osaka, Japén durante el afio de 1950; no obstante,
también se le ha asociado con afecciones extraintestinales (24).

Los principales sintonas de la infeccién gastrointestinal por
Vibrio parshaemolyticus son la diarrea y el dolor abdominal (172)
¥, como se ha establecido, el padecimiento se relaciona esencial-
mente con la ingestién de alimentos provenientes del mar: este
microorganismo habita normalmente en asgues de baja salinided ta-
les como los estuarios, doioipoihndo un papel preponderante en
le especial scologfia de los ambientes marinos costeros (98).

Aunque no se le considera un microorganismo altamente infeccioso,
:no, existe duda de su capacidad para causar enfermedades serias.

En general, las diarreas de origen bacteriano se deben a alguno
de los tres mecanismos siguientes:

1. La produccién de enterotoxinas proteicas libersdas por
microorganismos no invasivos que originen la scumulacién
de flufdos en ¢l intestino; tal es el caso de Vibrio
cholerae, Escherichia coli enterotoxigénica y Clostridium
perfringens.

2. la invasién de los tejidos del huésped por bacterias tales
como Shigella y E. _coli enteroinvasiva, la cual se mani-
fiesta por la aparicién de fendSmenos citotéxicos que inter
fieren con las funciones hiatoidgtcu normales.

3. La combinacién de ambos efectos mencionados.
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Sin embargo, por la extensa variedad de sintomas detectados en
las personas afectadas de gestroenteritis debida a Yidbrio
parahasmolyticus y los contrsdictorios datos patolégicos publi
cados, no se ha deterainado claramente si la enfermedad es con
secuencia de los efectos de una enterotoxina, si se dedbe a que
el agente causal invade el intestino, o bien, si es producto
de la accién de componentes téxicos originados sélo por algunas
cepas de esta especie (167).

Considerando la naturaleza del padecimiento, 1o més 1légico es
pensar que uns exotoxine sea la substancia responsable. No obs-
tante, el hecho de que la enfermedad sélo se presente cuando se
introduce por via oral al uéroorg-nino vivo, sugiere que éste
requiere desarrollar al menos cierto grado de invasividad en el
intestino para que se desencedene el proceso lesivo y, al mis-.
mo tiempo, descarta la posibilided de que sea una toxina prefor-
mada en los alimentos ls que genera la enfermedad (154,185,141).

Otra evidencia en favor de lea invasivided se apoya en el hecho
de que se requiere un mfnimo de 105 microorganismos para que el
Padecimiento ocurra; cabe sefialar que en los estados agudos de
ls enfermedad pueden aislarse entre :l.O6 Yy :I.O8 ntcroors-nimoa
por mililitro de heces (53).

Por otro lado, desde hace tiempo se ha asociado la patogenicidasd
de este microorgsnismo con su capacidad para csusar hemélisis en
un ager especial, debido a que dicha ceracteristica se ha obser-
wvado en el 96.5% de los aislamientos clfinicos y s6lo en el 1%
de los obtenidos del medio ambiente (153,122). Consecuentemente,
varios investigadores se han dado a la tarea de¢ aislar y anali-
2ar a los factores hemolfticos para definir su papel en la pato
&enicidad de esta especie. Asi, se han determinado sus propie-
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dades fisicoquimicas y biolégicas y la posidble relacién entre
alguno de ellos y la virulencia de la dacteria,

En resumen, hastu ol nou{cnto son dos los aspectos que se han

considerado para explicar la patogenicidad de Vibrio parshaemo-
lyticuss

A. La relacién entre las hemolisinas de esste microorganismo
y su patogenicidad.

B. la presencia de factores asociados a 1la infeccién.
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A. REIACION ENTRE LAS HEMOLISINAS DE Vibrio gar-humo&ticus
Y SU PATOGENICIDAD.

A.l Antecedentes

Desde la primera vezr que fue caracterizado (Fujino, 1950),
Vibrio parshgemolyticus manifesté una clara sctividad hesolftica
en placas de sgar sengre (43,69); posteriormente en 1965, las
investigaciones realizadas por Kato en el Iaboratorio de Salud
Pdblica de Kansgawa, demostraron gque mientras las cepas aislslas
de las heces de los pacientes causaban hemdélisis, las obtenidas
de diferentes fuentes de contagioc para el hombre, no lo hacfan
(153,172). Afios més taxrde, en 1968, Wagatsuma modificé el medio
utilizado por Kato buscando mejorar la visualizacidn de 1la he-
m6lisis (agar de Wagatsusa); en ese nismo aflo, dursnte el 41°
Bncuentro General de la Sociedad Bacterioldgica Japonesa, M jino,
el descubridor originsl de V. parahasmolyticus, propuso asignar
el nombre de "FenSmeno de Kansgawa” a la peculiar hemélisis mos-
trada por este microorganismo en ¢l sgar de Wagatsuma, debido a
que habia sido detectado por el grupo de estudiosos de la pre-
fecturs del mismo nombre. Desde aquel entonces, muchos matores
consideran que existe una estrecha relacién entre l1la enteropato—
genicidad del microorganismo y la positividad de ls prueba,
misna que se caracteriza por la aparicién de una clara sona de

" hemélisis completa (beta), debajo y/¢ alrededor de las colonias
del bacilo (122).
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A.2 La Prueba de Kanagawa

Tradicionalmente, para investigar la actividad hemolftica de
Vibrio parahaemolyticus, se efectiia la prueba de Kanagawa en

ol agar de Wagatsuma; &ste se prepara de la siguiente maneras
el medio bassl {(extracto de levadura, peptonm, manitol, agar,
cristal violeta y NaCl al 7%) sin esterilizar se divide en dos
porciones igueles que se mantienen a 50°C; en seguida, se sgre
€8 & una de ellas una suspensiéa de eritrocitos humanos frescos
Y lavados al 20%, en una proporcidén del 10% V/V y, a la ssgunda,
8¢ le¢ adiciona el mismo volumen de otra, con la nisaa concentra
cién, de glédbulos rojos de caballo. Por dltimo, las diferentes
mezclas se distribuyen an cn;'lu de Petri.

Fara realizar la prueba, se descarga una asada de un cultivo
11§u1do incubado durante una noche en una placa de agar con
eritrocitos humanos y otra en una caja de agar con hematfes de
caballo; los resultados se leen una ver que transcurre un perfo-
4o de incubecién de 18 a 24 horas a 317°C.

Una reaccién se considera Kanagawa positiva (KPe+), cuando apare
ce una zona clara de hemélisis beta alrededor del crecimientoc de
Vibrio parahaemolyticus en la placa de agar gque contiene los g1¢6
_ bulos roJjos humanos y dicho fendmeno estéd ausente en la zZona que
circunda el desarrollo de este aicroorganismo en la caja de agar
con eritrxocitos de caballo; esto se debe a que otros vibrios
marinos son capsces de lisar los hematfes de este animal.

Consecuentemente, la prueba debe leesxse como negative, cuando
la hemélisis en el primer medio sea de tipo alfa, o bien
cuendo smbos medios manifiesten hemélisis (153).
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En 1968, Sakazaki aplicé 1la prueba a 3,370 cultivos de Vibrio
parahaemolyticus procedentes tanto de pacientes afectalos como
de fuentes smbientales y observé que, mientras el 96.5% de los
Provenientes de humancs eran Kanagawa positivos (KPe+), el 99%
de los de origen ambiental resultaban KP- (153,172); wum estudio

similar llevado & cabo por Miyemoto en 1969 proporciond la mis-
ma informacién (122).

Bn 1970, Twedt realizé un estudio comparativo cuyos hallazgos
parecieron fortalecer las observaciones de Sakazaki y Miyamoto,
pero que diferfan en la frecuencia de aislamientos XPe a partir
de fuentes andbientales, dado que ésta results mayor que la re-
portada por los investigadores japoneses (187). Esto dltimo fue
posteriormente apoyado por Chun, quien llevs a cabo una serie

de estudios en los que aplicé la prueba de Kanagawa a 478 cepas
de V. parahsemo icus obtenidas del mar (sedimento, agua, peces,
mariscos, etc.) y sus resultados establecieron que el 39.7% de
dichas cepas, eran positivas (57). En les mismas fechas, Thomson,
en un estudio realizado en Canadf, encontréd que el 72% de los
aislamientos obtenidos en la costa del Atléntico era KP+, al

igual que el 70% de los provenientes de la costa del Pacifico

Como puede constatarse, estos Yltimos datos difieren considera-
blemente de los de Sakazaki, cuyos estudios tieden a confirmar
la hipétesis de que la positividad en la prueba de Keansgawea, se
encuentra relacionesda con la enteropatogenicidad para el humanog
sin embargo, pese a 1o extenso de su trabajo y a la gran acepta-
cién que existe de su planteamiento, otros investigadores se
niegan a aceptar & la prueba de Kanagawa como parémetro para cla
sificar @ las cepas como humenas o ambientales y a considerarls
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comno medida para acreditar patogenicidad s agquéllas que la
manifiesten positiva.

Por ejemplo, Thomson (178) comenta que aunque el porcentaje de
cepas KP+ obtenidas del medio marino es especialmemte elevedo
en Canadd, la incidencia de la enfermedad en este pais ¢s oxtre
msiamsnte baja. Por otro lado, cada vez salen a la luz piblica
més reportes de casos de envenenamiento alimentario, cuyas ce-
Pas responsables son KP-, como pueden constatarlo los estudios

de Teramoto en Japén y los de Nolenda en los Estados Unidos
(124).

Por lo que respecta a la confiabilidad de la prusba, ésta es
cuestionable, ya que son muchos los investigadores que estable
cen variaciones en los resultados de la misme. For tal sotivo,
tanto la pruesba de Kanagawa como el ager de Wagatsuma se han
sometido a numerosos estudios.

Chun comparé la actividad hemolftica tanto de cepas KP+ como de
KP- en funcién del tiempo de incubacién y observé que mientras
las primeras mostraban una hemélisis evidente en 16 a 20 horas,
las segundas desarrollabasn une reaccién claramente positiva a
las 48 horas. Bste resultado sugiere que las cepas XP- también
tienen capacidad honol!t;cu, aunque tardfa, comparada con las
KP+ (57).

Por otro lado, se ha detectado que la naturaleza de los carbdo-
hidratoa' fermentables contenidos en el medio de cultivo, cons-
tituye un factor importante en la aparicién de la hemélisis en
el agar de Wagatsuma, ya que se obtienen resultados diferentes
el varigr los azdcares involucrados.
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Asi, Chun observ$ cepas que, habiendo resultado KP- en el medio
original, llegaban a manifestarese como KP+ al cambiarse el
manitol por manosa. Asimismo, encontré que cuando se empleaban
carbohidratos no utilizables por V. parahaemolyticus, tales
como la lactosa y la sacarosa, los microorganismos supuestamen-
te KP+ no desarrollaban hemélisis. Esto también sucedfa en pre
sencia de galactosa o arabinosa (56).

Otro hecho que ha atrddé 1a atencién de algunos investigsdores,
o8 la variacién de los resultados por influencia de los cambios
en el pH del medio de Wagatsumas Chun observé que se presentaba
una notable disminucién en el pH del medio durante las primeras
18 horas de incubacién que quizé se debia a la degradacién de

los carbohidratos; entonces sugirié que esta condicién écida

pod(a favorecer la aparicién de halos de hemélisis, toda ves

quo ésta se detecta normalmente cuando el pH del medio se encuen
tra en velores cercancs & 6 o més bajos y no se presents en au-
sencia de carbohidratos fermentables por el microorganismo (56).

La concentracién de NaCl es otro parfmetro que origina variacién
en los resultados de la prueba; la hemdlisis de Ksnagawa se ha
demostrado claramente en el agar de¢ Wegatsuma y en otros medios
con sangre que contienen NaCl al 7%, pero no en aquéllos cuyas
concentraciones son menoress Chun observd que cuando se sadicio-
‘nnbn. este compuesto al 5%, la zona de hemélisis no presentaba
tan clare definicién como la que aparecfa en presencia del 7%

¥, adenfs, cuando .se disminufa al 3%, las supuestas zonas de
hemélisis eran tan pobres, pequefias y sin mérgenes distintivos,
que no podfan considerarse como reacciones positivas (56).
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En un estudio similar, Vanderzant determiné que es justamente
a la concentracién de 5%, cuando las zonas de hemélieis comien~
zan a distinguirse en forma clara (193).

Otro factor que tiene gran influencia en el resultado de la
pruebs es el tipo de eritrocitos presentes en ¢l medio de
wWasgatsuma: Vanderzant observé que si bien los hematfes de conejo
eran fécilmente hemolizados por V. parahaemolyticus, al utilizer
se otro tipo de glébulos rojos como los de cordero y, sobre todo,
108 humanos, 1la lisis era dependiente de la concentracidén de
NaCl (193).

Ofru posibilidad es que la h‘md].i-i- de Kansgawa depéenda de la
cantidad de hemolisina producida por V. pasrahesemolyticus bajo
distintas condiciones, pues tanto las cepas KP+ como las KP-
producen esta substancia, si bien las primeras lo hacen en mayor
o proporcidn; por lo anterior y por el hecho de que éestf relacio-
nada con el tipo de sangre empleado, la concentracién de NaCl,
el pH y la fuente de carbono disponible, la prueba adn no puede
considerarse como un indice confiable de patogenicided (56,57,
124,193).
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A.3 Hemolisinas detectadas en Vibrio parshaemolyticus

El interés suscitado por la supuesta relacién entre el fendmeno
Kanagawa y la petogenicicdad de V. parahaemolyticus para el hu-
mano, motivé gque muchos invectigadores emprendieran la tarea
de aislar al factor o factores responsables de dicha reaccién.

As{, en el afic de 1966, Kato purificé parcialmente una hemoli-
sine con carfcter termoestable que moptradba letalided para ra-
tones; més tarde, en 1968, Yanagase reporté que la hemolisina
principal del microorganismo era una lecitinasa designada como
fosfolipasa A; un afio después, Pujino puso de manifiesto una
hemolisina que, a diferencia de la anslizada por Kato, resulta-
ba termolébil.

Debido & 1la diversidad de los hallazgos publicados, otros inves
tigadores decidieron continuar el mismo trabajo y, de ese modo,
Obara en 1971 aislé una hemolisina termoestable a partir de fil
trados de cultivos de cepas KP+ y sugirié que esta substancia
podria ser la responseble del fendmeno Kanagawa (172); ese mis-
mo afio, Zen-Yoji comprobd su existencia aisléindola a pertir del
filtrado de un cultivo 1f{quido de una cepa inductora del fendéme
no Kanagewa (203).

Bn 1973, Sakurai observé que la actividad hemolftica de 1la hemo
lisina termoestable producida por cepas KPe ng era sotivada por
la adicién de lecitina y propuso denominarla "hemolisina termoes
table directa™; cabe sefialar que a diferencia de las hemolisinas
directas, las indirectas requieren la edicién de fosfolipidos
tales como la lecitina, para originar zonas de hemélisis més
grandes y me jor definidas (156). Dentro de este dltimo grupo se
clasifica a la fosfolipasa A reportada por Yanagase (203).



Al afio siguiente, 1974, Sakurali obtuvo dos productos de la pres
cipitacién de los filtrados con &cido acéticos uno de ellos
rroveni{ia de una cepa KP+ y el otro de una KP-, posteriormente
compardé algunas de sus caracter{sticas, y encontré lo siguiente:

~ Que el suero dirigido contra la hemolisina directa terscesta-
ble inhibfa la activided hemolf{tica del primero y no del se-
gundo (en medios. que no contenfan alta concentracién de NaCl).

- Que mientras el producto que procedfia de la cepa KP+ origina-
ba hemSlisis en el agar de Wagatsuma, el proveniente de la
KP- no lo hacia.

- Que mientras el primero conservaba su actividad hemolftica
después de ser sometido a 100°C durante 10 minutos, el segun-
do la perdfa desde su exposicién a los 60°C,

= Qus ¢l suero antihemolisina directa termoestable, evitaba le
aparicién de hemélisis beta en ¢l agar de Wagatsuma.

Con todo ello, Sakurali demostrd que la hemolisina directa termoes
table es la responsable del fenémeno Ksnagawa, que sélo la produ-
cen las cepas KP+ y que antigénicamente es distinta de la hemoli-
" sina termolébil detectada tanto en cepas XP- como en algunas KP+.

En base a sus resultados, Sskurai sugiere la posibilidad de efec
tuar la identificacién de cepas KP+» de V. parahaemolyticus, uti-
lizando un suero contra la hemolisinas directa termoestable pu-
rificada (157).

Bn 1978, alentados por los hallazgos obtenidos por otros investi
&adores en microorganiamos tales como Escherichia coli y --
Fenicillium notatum, Kisaki y ¥atsumoto decidieron investigar
la presencia de otro factor hemolftico (una lisofosfolipasa)
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en Vibrio parshzemolyticus; la buisqueda resulté exitosa y, una
vezr purificada, encontraron que esta enzima hidrolizaba substra
tos tales como la l-scil-glicerofosforilcolina, la l-acil y la
2-acil-glicerofosforiletanclenina y la lisocardiolipina; ein
embargo, no actuaba sobre el monoscilglicerol, el triacilglice
rol ni la fosfatidilcolina; ademés comprobaron que su actividad

no requeria la presencia de cationes divalentes (119).

En conclusién, a la focha se han descrito por lo menos cuatro
constituyentes hemolf{ticos producidos por V. parshaemo icus:

~ la fosfolipasa A (203), una lisofosfolipasa (119), una hemolisi
na directa termolébil (157,120) y la hemolisina directa termces
table (84,123,157,156,172,203). La relscién de las tres primeras
con la patogenicidad del microorganismo no se ha estudiado ex-
tensamente, por tanto, su papel en la patogenia (si es que lo
tienen) no ha podido aclararse.

En cuanto & la termoestadble, algunos sutores la sefialan como la
responsable de los procesos lesivos, sdemés de que origina el
fenémeno Kanagawa y se manifiesta como inmunogénica en victimas
de envenenamiento alimentario; esto Ultimo ha motivado un gran
nimero de investigaciones tendientes a dilucidar su funciénm en
la patologia (123).
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A+.4 Ia Hemolisina Termoestable Directa

A.4.1l. Purificacién de la Hemolisina Termoestable Directa

De las substancies hemolfticas producidas por V. parahaemolyti-
cus, la hemolisina directa termoestable (TDH) ha sido la més es
tudiada; y tanto su aislamiento como su purificacién se han
efectusdo a partir de sobrenadantes de cultivos lfquidos de mi-
croorganismos que prevismente han manifestado reacciones KP+
(84,156,123,120,203,204).

Uno de los métodos més efectivos para la purificacién de la TDH,
es el desarrolledo por Honda (84): una cepa KP+ se inocula en
un medio que contiene Nall, peptona, fosfato dibésico de sodio
¥ glucosa con un pH final de 7.6 a 7.8. Después de incubar en
agitacién durante 15 horas a 37°C, se recogs .el sobdrenadante
previa centrifugacidn y, de éste, se obtiene un precipitado al
adicionérsele sulfato de amonio al 35.1% que se disuelve en
amortiguador de fosfatos y se dializa toda la noche contra el
mismo. El1 producto obtenido en este paso se denomina “hemolisi
na cruda” y se aplica a una columna de intercambio iénico,
DREAB-celulosa, que contiene grupos cargados positivamente a DpH
de 7.0 (112).

En seguida, las fracciones obtenidas que poseen actividad hemo-
1{tica se aplican & una columna de hidroxiapatita (una forma de
fosfato de calcio cristalino), a la cual se le considera como
el adsorbente més efectivo en purificacién de protefnas; los
grupos cargados negativamente se unen a los iones Ca** presen-
tes (112).
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De squf, las fracciones recultentes que muestren actividad
hemolftica se aplican a una columna de Sephadex G-200, donde
ae lleva a cabo una cromatografia de exclusién molecular
(también conocida como filtracién en gel), a partir de la cual,
la separacién de proteinas se logra en base al tanafico de las -

mismas (212).

Realizado lo anterior, las fracciones hemolfticas se eohcontrnu
¥ colectan, examinéndose su homogeneidad por electroforesis disc,
tanto en gel de poliacrilamida como en gel de poliacrilamide—SDS
ssf{ como por ultracentrifugacién anslftica. Cuando en -pboe ti~
pos de electroforesis disc la preparacién presenta une \nica
banda que puede ser teiiida con arul de Coomasie y en la ultra~
contrifugecién analftica sedimenta como un pico simple y simé-
trico, queda demostrads la alta puresa del producto.

Mediante la aplicacién de esta metodologf{a, Honda obtuvo 7.4 mg
de TDH a partir de 456 1litros de sobrenadante de cultivos ligqui-
dos; esto significa que su rendimiento es del 15.5% y se calcu-
la que 1la técnica logra purificar esta substeancies 540 veces
partiendo del sobrenadante. ’

Otros investigadores han extrafdo TDH por diversos métodos, ob-
teniendo resultados diferentes. Por ejemplo Zen-Yoji smpledé dos
procedimientoss en uno de ellos (204) obtuvo dos tipos de TDH
que diferfan en cuanto a movilidad electroforética en gel de
poliacrilamida; esto no 1lo ha reportado ningin otro snalistas.
Bn el otro, logrd una alta depuracién y sin embargo, el produc-~

to final no results puro.



Sakurai (156), empleando otra técnica, obtuvo rendimientos més
bajos; el producto obtenido por Miwatani (120) presentd dife-
rencias importantes comparado con el de Honda y el de Miyamoto
(123) manifesté una deficiente purificaciénm.

A.4.2 Propiedades Pisicoquimices

La TDH purificeda no presenta carbohidratos, lipidos ni compues
tos fosforilsdos (84,156,172,174,203); su espectro de absorcién
en ol ultravioleta corresponde al de una proteina tfpica, con
un méxime & 277 na y un minimo a 250 nm (172), lo cual se confir
ma por el hecho de que su actividad hemolf{tica desaparece al
ser expussta a la accién hidrolftica de la pepsina y la alfa-qui
motripsina, sunque no por la tripsina (172). BEa cumnto a su pun
to isoeléctrico, se han publicado varios datoss Sakurai (156)

y iiymto (123) mencionan valores de 4.93, Zen-Yoji (204) de
5.02 y Honda (84), utilizando ¢l sistema des electroenfoque con
un gradiente de pH de 3 & 5, establece valores de 4.2.

Acerca de su peso molecular, se han reportado diferentes wvalores,
dependiendo del sistema o método empleadoss Honde (84) y NMiyamoto
(123) 10 calcularon en 42,000 daltons mediante el método de fil-
tracién en gel (84,123) y Takeda (174) examiné su estructura mo-
lecular por electroforesis disc en gel de poliacrilemida-SDS y
en Triton X-100, obteniendo resultados diferentes en cada una
de las técnicass mediante la primera, determiné que su peso era
de 21,000 daltons y con la segunda, en la cual interviene el
Triton X~-100 que es un detergente no idnico y por ello no diso-
cia las protefnas, el resultado obtenido fue de 42,000,
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Para complementar el estudio, traté la hemolisina con glutaral-
denfdo para que se formara un enlace cruzado en sus unidades

(en el caso de que estuviera constitui{da por més de una) y pos-
toeriormente la sometié & electroforesis disc en gel de poliacril
eamide~SDS; asf, obtuvo bendas con pesos moleculares diferentess
21,000, 41,000, 63,000, 87,000, 108,000 y 130,000; estos datos
permitieron concluir que la TDH estf compuesta por dos subunids
des de aproximadamente 21,000 daltons cada una. Zen-Yoji (203),
Honda (84) y Miyamoto (123) describieron su composicidn de
sminoécidos (consultar tabla).

A.4.3 Bfecto Arrhenius

A principios de siglo se observé que la hemolisina alfa del ests
filococo se comportaba de una maenera muy peculiars al calentarse
& 70°C perdfa su actividaed, pero cuando posteriormente se le so-
metf{s & un calentamiento de 100°C, la recobraba. A este compor—-
tamiento se le denominé "Efecto Arrhenius®, debido & que este
investigador fue el primero en describdirlo en el afio e 1907
(121,172,173) .

Para explicar la causa del Efecto Arrhenius en la hemolisina
alfa del estafilococo, Landsteiner, Von Rauchenbichlexr, Tager
¥y NMabhonar propusieron la existencia de alguna substancia que
interactuaba con ella a 60°C. Por su parte, Cooper y Arbuthnott
observaron que la alfa hemolisina formaba un agregado insoluble
no téxico cuando se alcanzaban los 60°C, pero a temperaturas
més altas se redisolvia, recuperando sus propiedades tdéxicas
(173).
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COMPOSICION DE AMINOACIDOS DE LA HEMOLISINA
TERMOESTABLE DIRECTA

Aminodcido Residuos de Aminoécidos (%)
1ys 6.1% 5.7° 6.1°
His 2.2 2.6 2.5
Arg 1.9 2,0 1.5
Asp 12.1 12,5 12.2
Ser 8.9 20.8 10.7
Glu 9.4 10.2 10,2
Pro 4.6 S.1 5.1
Gly 5.5 6.3 5.1
Ala 4.7 5.1 4.6
c’. 3.1 0.9 2.0
Val 12.0 10.8 12.7
Met 1.9 2.0 2.0
Ile . 3.1 3.1 3.0
Leu . 3.9 3.7 3.6
Tyr 6.2 S.4 5.6
Phe 6.6 6.3 1.1
Trp 1.6 1.4 0.5

+ El1 total de residuos de aminodéicidos individus~
les, se toma como 100%.

a Datos de Honda, 1976 (84).
b Datos de Zen-Yoji, 1975 (172).
c Datos de Miysaoto, 1980 (123).

NH2-Phe-Clu-~-Leu-Pro-Ser-Val-Pro-Phe-Fro-ils-Pro-Gly-( )-
=Asp=Glu=Ile~leu~-FPhe=-Val=Vale( )=Gly-Pro-Val-Phe~( )=Pro-
—( )-Ala-Pro-Val-( )-Vel-( )-Val-{ )-Val-( )~Glu-Phe-

+ Secuencia de aminoécidos N-terminal de ls TDH.
+ Datos de Zen-Yoji, 1975 (172).



Bn 1969, Niwatani (121) detectd que la TDH mostradba el Efecto
arrhenius y junto con Takeda (173), en 1975, decidid investi-
&ar el mecanismo del fendmenc en la hemolisina cruda de Vibrio
parahasmolyticus; para 0119, analizaron la influencia del calor
sobre la sctividad hsmolftica de preparaciones con diferente
grado de purezs y encontraron que el grado de inactivacién de 1la
hemolisine (8l calentarla entre 60 y 70°C), disminufa conforme
aumentaba su puress. I4gicamente, estos resultados les sugirie-
ron que las preparaciones de hemolisins cruda contenian algin
factor que inectivaba su efecto hemolftico.

Posteriormente, aplicando el. sobrenadante del cultiwo de Vibrio
parahasmolyticus a una cromatografia en columna de DEAER-cslulosa,
Takeda (173) logrdé ailslar un factor que inactivaba la sccién he-
molitica de 1la TDH, pero sélo bajo ciertas condiciones experimen
taless el factor se mezcld con TDH purificeda y la combinacidn
"se sometié & calentamiento a varias temperaturas. 1os resultados
fueron los siguientess mientras que a 50-60°C durante 10 minutos
se provocaba una pérdida significativa de la capacidad hemolfiti-
cs, & 80-30°C durante el mismo tiempo, la actividad era Sptima.
Io anterior demostrd que el factor responsable del Efecto Arrhe-
nius era termolébil y, en ese migmo trabajo, se establecid que
ers de naturalesa proteica. Cabe sefialar que también se ha repor
tado el aislamiento de un factor inactivante para la exotoxina A

de Pasudomonas asruginosa, 1la cual a su ves, presenta el Efecto
Arrhenius (172).
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A.4.4 Propiedades Bioldgicas

La hemolisina termoestable directe purificada posee varias acti-
vidades biolégicas: es hemolitica y citotéxica y, para ratones
¥y ratas, resulta letal.

Actividad Hemolitica

BEn cuanto a su actividad hemolitica, Zen-YoJji (203) estudié
el efecto que producia sobre los gldlbnloo rojos de varias
especies snimales, encontrando que, aquélla decrece en el ei-
guiente ordens rata, perro, i-atdn, mono, hombre, conejo y
cobayo; asimismo observ$ que la substancia investigada no
exhibfe sctividad alguna sobre los eritrocitos de caballo.

Por su parts, Sskurai (172) analizé su mecanismo de accién
con poco éxitoy sdlo encontréd que la activided en cuestidn
varfa en funcién de la temperaturas cuando éata es dbaja

(0O a 4°C), 1la hemélisis correspondiente no se produce, aunque
ocurre la unién de la TDH a los eritrocitos humenos; dicho
enlace antecede a la lisis celular y esté medisdo por catio-
nes divalentes tales como Ca‘*t, Mn** y Mg*®.

Notivedo por el hallazgo anterior, Sakurai investigé poste-—
riormente la cinética que mostraba la inhibicién de 1la hemé-
lisis con su suero antiespecie homdélogo y sélo pudo concluir
que ol efecto hemolftico se lleva & cabo en A0S PasOss en
el primero se efectda l1la unién de 1la TDH a los hematies,
pero sl segundo es todavia incierto; adn se desconoce si el
papel litico es consecuencia de alguna accién entimética
sodbre las membranas citoplésmicas de las células "blanco™.
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Actividades Hemolfiticas de la YTDH
sobre Eritrocitos de Varias Especies

Puente de Eritrocitos

Reciproco del T{tulo de
Dosis Hemolftica Ninima

Bata

Ratén
Mono
Hombre
Cone jo
Codbayo
Pollo
Oveja
Caballo

10,240
5,120
2,560
2,560
1,280

640
640
160
30
o

+ Dosis Hemolftica Minima: dilucién mée alta que da

una hemdlisis completa.

+ Datos de Zen-Yoji, 1971 (203).
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b.

Citotoxicidad

_noferontc a 1la citotoxicidad de la TDH, se ha demostrado

que ésta manifiesta dicha actividad en verios tipos de
células cultivadas, tales como las Hela (154), las L (154),
las PL (155), 1lss de neurcblastoma (172), las de miocardio
¥y melanoma de ratén (76) y las COI-6 derivalas del intesti-
no humsno (172).

En 1376, Sakurai (155) estudié con detalle el efecto de esta
hemolisina sobre células PL derivalas de membrana amniética
humana y observé que, cuando se incubaban 6.6 x 10° célules
por mililitro con ests substancia en concentraciones de

S5 ug/ml a temperaturas de 37°C, la muerte de las células
ocurria en 20 minutos; la supervivencia de éstas se analiza
ba por medio de tinciones vitales con asul de tripano o de-
tectando la liberacién de fosfatasa alcalina, ya que este
evento es paralelo a la muerte celular. Asimismo, encontré
que las microvellosidades de las células sufrfan cambdios
morfolégicos antes de que ocurriese la zuerte; aplicendo la
microscopfa electrénica de barrido demostrd que, después de
5 minutos de incubacién, el nimero de microvellosidades de
ls superficie celular disminuye y la morfologia de las que
sdn persisten, varfa considerablemente; en 10 mimitos, al-
gunu'cnula muaeren, pero casi todas las microvellosidades
desaparecen y, por dltimo, transcurridos 60 minutos de in—
cubacidn, més del 95% de las células mueren, manifestando
una marcada degeneracidn de la superficie celular.
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Por 1o que se refiere a la morfologfa intracelular, detec-—
t8 que & los 5 minutos no se observan grandes camblios en
el citoplasma de la célula; sin emdargo, en 30 minutos las
microvellosidades desaparecen, el citoplasma muestra cam-
bios y el ndcleo estd deaintegrado y, passados 60 minutos,
se mani fiesta una degeneracidén completa del citoplasma ¥y
ningdin micleo sobrevive. Es importante subrayar que se od-
servan también trastornos morfolégicos en las microvellosi
dades cuando las células correspondientes se tratan con
cantidades subletales de¢ hemolisina.

Bnterotoxicidad _

También exiaten reportes interesantes sobrs la enterotoxici-
dad de la TDH: Zen-YoJi (204) investigsé a la TDH sometiéndo~
la & la prucbs del asa intestinal ligeda de conejo y obtuve
los siguientes resultados: la inyeccién de 100 aug de 1la hemg
lisina no causé acumulacién de flufdos, sin embargo al apli-
carse 500 ug, se provocé la acumulacién de un flufdo turdio

¥ sanguinolento y el examen histopatoldgico mostrd lesiones
erosivas y descanacién necrética de la mucosa, acompafiada por
una marcada infiltracién de neutréfilos en la pared intesti-
nal. Comparada con el colerégeno (DEs5p = 2 aug), la cantidad
de TDPH requerida pars dar una reaccidén positiva en esta prue-
ba es demasiado alta (84); por tanto, se puede inferir que
los cambios observedos en los tejidos "blanco”™ se deben a

los ya mencionados efectos citotéxicos de la TDH, mées que a
su capacidad enterotéxica.
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Por su parte, Obara (134) y Miyamoto (123) analizaron los
cambios histopatolégicos ocurridos en el intestino delgado
de ratones lactantes de 5 a 6 dfas de nacidos cuando éstos
se inoculaban por via oral con TDH (mediante la utilizacién
de un tubo estomacal) y observaron que la administracién de
50 ug provocaba diarrea, previa a la muerte de la totalidsd
de los animales utilizados; en cambio, con dosis de 2.0 a
12.5 pg, sélo algunos de ellos murieron y, los sobrevivien-
tes, aunque sufrieron transitoriamente de diarrea, se recu-
peraron posteriormente. Mientras la mucosa intestinal de los
animales con diarrea provocada con dosis relativamente peque
fias no denoté cambios destructivos, el examen al microscopio
de lus mostré que la lémina propia me tornaba edematosa.

Bn diseccionea ultradelgadas se observd que las uniones
intercelulares en las interdigitaciones se habfan perdido y
“‘los espacios resultantess entre las células se encontraban
snormemente elbngados; esto augar:ta‘una acumulacidén de fluf-
dos,

Al aplicarse grandes dosis, se aprecieron cambios destructi-
vos en diferentes partes de la mucosa intestinal, justo antes
de la muerte de los animales. Secciones ultrafinas de las ve-
llosidades del intestino delgado de un animal al que adminis-
traron 25 ug de la TDH, manifestaron disturbios estructurales
en el retfculo endopléismico y mitocondriess hinchadas con
crestas indistinguibles; en el citoplasma se detectaron nume
rosas vacuolas de varios tamafios ¥ los microvellos se encon-
traron desordenados o degenerados; en algunas células epite-
liales el micleo habfa llegedo a ser menos denso & los elec-
trones, mostrando ademfis cambios degenerativos.
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De estos resultados, tanto Obara (134) como Miyamoto (123)

concluyeron que la hemolisina directa termoestable purifi-

cada, puede ser un fauctor importante en las gastroenteritis
humgnas debidas a Vibrio parshaemolyticus.

Toxicidad Letal

Desde su aislamiento, se reportearon aspectos acerca de la
toxicidad letal de V. parahasmolyticus para ratomes y cuyos;
por ello, son varios los investigsdores que heaa intentado
aislar uaa toxina letal.

Kuriyama, Akehashi y Yoneda reportaron ia existencia de uma
substancia téxica en las células de este microorganismo; pos
teriormente, Usyana publicéd el aislamiemto de una toxina le-
tal para ratones, & partir de filtrados de cultivos del mi-
croorganiemo y reporté que aquélla estaba libre de azdcares
y tcidoe nucleicos y que presentaba propiedsdes de proteina
(84,172).

Por su parte, Zea-Yoji (204) y Obara (134) demostraron que
la hemolisina directa termoeatable purificada tenfa toxici-
dad letal para animales pequefics de experimentaciém; Honda
(84) purificé cuidadosamente la toxina letal a partir de
filtrados de cultivos liquidos de V. parahaemolyticus y
encontréd que era idéntica a la TDH en cuanto & sus propieda-
des fisicoquimicas y biclégicas; empleando sulfato de amomio,
obtuvo varios precipitados a partir de los sobrenadentes de
los cultivos de una cepa KP+, los cusles purificéd posterior-
mente medi@inte cromatograffas sucesivas en columma de
DEAE~celulosa, hidroxiapatita y Sephsdex G-200,
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Cada fraccidén se sometié a andlisis para investigar tanto
su actividad hemolf{tica como sus propiedades letales en
ratomes y los resultados mostreron que ninguna de ambas
carscteristicas se perdfa dursnte el proceso de purifice-
cidn, lo cual significa que las supuestas dos substancias
son una misma; desde que la preparacién finel apsrscié homo
génea tanto en electroforesgis disc practicada en gel de
poliacrilamida como la efectusda en gel de poliacrilenida-
~SD3, se comprobd que l1a hemolisine directs termoestabdle

era, on sf misma, la toxinma letal producida em los sobrens-

dantes de loa Qultivoa de Vibrio parahasmolyticus.

Piempo después, com olyob;!cto de probar 1# toxicidad letal
de 1la TDH, varios investigadores realizaron sstudios en
ratoness Zen-Yoji determinéd su dosis minima letal inyectén-
dole por via intraperitoneal y obtuvo un valor de 0.62 ng

. ae nitrégeno por ratém (203). Homda establecié que la inyec-
eién intravenosa de 1la toxine matada & los ratones suy répi-
damente, pues 5 ug de la TDH mataben al sanizal (de seis se-
manas de eded) en un minuto, ® inclusive que una dosis de

1 ng 10 hacfs, sungue em 20 minutos. Kingin ratén murid
durante los tres dfas siguientes a la inyeccién ds 0.5 ug
de toxina. Asimismo, observé que los animales inyectados com

1la toxina llegaban a quedar inméviles, mostrando en ocasio-—
mes calambres (84).

En 1980, Miysmoto caleculé el valor de la DLgg para animales
desafiados tanto por via intravenoea como por via oral ¥
encontré gque el vulor correspondiente para la primera ers de
1.4 ug, mientras que la segunda resulté de 30 mg; por otro
lsdo, descubrié que la sdministracién oral de 6§ ug producis
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diarrea al 50% de ratones lactantes (123).

Aparte, Zen-Yoji inveatigs tambdién la toxicidad letal de¢ la
TDH en monos observando que los que se inyectaban directa-
mente en el duodeno con 5 Y 10 mg de la toxina, desarrolla-
ban diarrea acuosa y lesién catarral acompafiadas por la acu
malacién de un exudado mucoide en el yeyuno; mientras tanto,
cuando se aplicadban 25 mg, los monos moriam 5 a 10 horas
después de la inyeccidn. Asimismo, observé que en el huma-
no se manifiesta un notable adelgazamiento as{ como uns
marceda disminuciéa en ‘01 tono de la pared del intestino
delgado con gran sbundancia de exudado mucoide sanguinolen-
to. Tales efectos pudieron detectarse al practicar autopsias
& individuos que habfan fallecido a csusa de la infeccién

por Vibrio parahsemolyticus (204).

Respuestas en Piel de Animales

La aplicacién intradérmice de la TDH en animales, desarrolla
unsa respuesta caracteristica que presenta una cinética aife-
rente & la del colerégeno.

Histopatolégicamente, existen edema, eritema e induracién,
alcanréndose el méximo 8 horss después de la inoculacién.

Ia dosis minima que provoca respuesta cuténea en los cobayos
e de 2.5 g (204), mientras que el colerfigeno presenta su
punto méximo hasta las 24 horas y, en ocasiones después,
pero con tan sélo 10 ng (123).

Miyamoto, Ohashi y Shimada, empleando conejos, analizaron la
actividad de la TDH sobre la permeabilidad capilar. Dicha
caracteristica se investigé tifiendo leaionea_ originadas por
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la aplicacién intradérmica de la toxina y midiendo el dif-
metro desarrolledo por la difusién del colorante (Azul

Cielo Pontanine 6B); la dosis minima resultante en el co-
nejo fue de 0.3 ug y ésta provocd un didmetro de 10 x 10 mm
a las 3 horas de haberse efectuads la inoculacién. Cabe se-
fialar que esta dosis es 300 veces mayor que la que se requie
re de colerfigeno para ocasionar el mismo efecto (123).

Cardiotoxicidad de la TDH

Ia hemolisina directa termoestable manifiesta capacidad
letal en animales de oprrimentw:ldu tales como ratones,
ratas y cobayos, los que mueren répidamente al serles admi-
nistrada en pequefias dosis.

Entre las muchas toxinas dacterianas reportedss hasta ashors,
la estreptolisina O, la tetanolisina y la henolisina de
Listeria monocytogenes son las que han causado las muertes
més rdépidss después de gor administradas por via intraveno-
sa, los estudlios realizados después de efectuada su inyeccién
intravenosa en animales y que involucran pruebas slectrovar-
diogréficas y el anflisis de sus efectos en corazones aisla-
dos perfundidos, han comprobado su carécter cardiotéxico y,
al igual que estas toxinas, la hemolisina directa termoesta~
bls ha manifestado cardiotoxicidad medisnte las mismas prus
bas (81,172). Honda (81), inyectd intravenosamsente una rate
de 445 g con 15 ug de la TDH, registrando simulténeamente

el slectroencefalograna y el electrocsxrdiograma correspon-
dientes. Bl éx-tnoro no manifestd cambios significativos; sin
embargo, el electrocardiogrsma mostré un incremento de volta
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Jje & los 13 segundos y el corazdén dejsd latir a los 33.5
segundos, ‘

Los electrocardiogramas practicados a una rata de 448 g
inyectads intravenosamente con 7.5 ug de toxina, manifesta-
ron que 15 segundos después de la inyeccién, 1la onda P se
hacfa més ancha y més alta que la normal; ello sugeria 1la
aparicién de camblos en la conduceién de impulsos intra-
-atriales. Bn ese mismo tiempo, el wiltaje de QRS se incre-
ments y el de ST-T se alters; de ésto se desprende que exis
ten cambios en la conduccién de impulaos intraventriculares
de activacién eléctrica. Después de 17 a 18 segundos, los
intervalos PQ se hicieron més largos: de ¢llo puede -con-
cluirse la posibilidaed de una inhibicién de la conduceién
atrio-ventricular. Después de 41 segundos, los mmtrones mos
traron un cambio del foco de excitacién en. el ventrfculo y
la velocidad del corazdn disminuyé debido s la reducida es-
timulacién del mifisculo cardfaco. A los 50 segundos se desarro
118 una palpitacién ventricular acelerada, dejando de latir
el corazén a los 148 segundos.

De lo anterior se puede concluir que la reduccidén existente
en la excitacién intra-atrial y en la intraventricular, es
el efecto més notadble en el animal, dando como resultado una
enorme alteracisn tanto en 1la velocidad como en el ritmo
cardf{acoas. Imego entonces, puede sstablecerse que la inyec-—
cidén intravenosa.de la TDH de V., parshaemolyticus, afecta
primariamente el corazén y, como consecuencis, unos cuantos
minutos después los animales mueren.
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La cardiotoxicidad de la hemolisins directa termoestable se
ha demostrado también en cultivos de células de corazén de
ratén (81). Si el corazén fetal se disocia en sus células
componentes (mediante la aplicacién de tripsina) y éstas se
cultivan en el medio esencial minimo de Eagle suplementado
con suero fetal bovino al 10%, a 36°C, bajo una atmésfera
ds CO, al 5% y aire al 95%, las células en cuestién laten
regularmente en forma esponténea y, al sexr seabradas en ca-
jas Petri recubiertas con gelatina e incubadas durante 1 adfa
a 36°C, se obtienen células de miocardio aisladas y separa-
das por completo de otras sin que impulso alguno se tranami-
ta entre ellas; asi, cada una late independientemente y a
diferentes velocidades, que generalmente van de 10 a 260
latidos por minuto (promedios 70 latidos/minuto). Fosterior-
mente, cuando en dichas cajas se sienbran 1 a 1.5 x ].()6
células, se obtiene una aglomeracidén celular con un didmetro
de 2 a 4 mm, que contiene més de 107 células al téxrmino de
un dfa de incubacién. Todas las células de dichoas grupos
c¢elulares laten regularmente y en forma sincrdénica.

Ios efectos que la TDH purificada mostrd sobre un grupo de
estas células de miocardio, se pusden resumir de la siguien-
‘te manera:s la sdicién de 0.05 ug/ml de hemolisina al medio,
incrementa ligeramente el latido pero éste vuelve a la nor-
malidad en 10 minutos. Al agregarss 0.1 ug/ml, el latido se
eatimula répidamente en un principio, pero se detiene sdbi-
tamente en 1 minuto y, 5 minutos después, el latido se res-
tablece a la velocidad normal permaneciendo sin cambio.
Anflogamente, al adicionarse 0.2 ag/ml de la hemolisina,
inicialmente el letido se incrementa, luego mse detiene y,
posteriormente, se restablece; sin embargo, el intervalo

79



existente entre la detencidn y el restablecimiento es més
largo que cuando se adicionan 0.1l ug/ml. Al aplicarse

1 ug/ml o més, nuevamente el latido se incrementa al princi
pio, a continuecién se detiene abruptamente pero, por ulti-
mo, se desintegra rdpidamente casi la totalidad de las célu
las. Sin embargo, en este \Ultimo caso, extrafiamente, una
nueva adicién de hemolisina antes de la mencionada desinte-
gracién, esta ver de 0.1 a 0.2 ug/ml da como resultado que
el latido se restablezca en unos cuantos minutos.

Con reapecto & las células aisladas de miocardio, los resul
tados obtenidos son similares a los observados sobre grupos
celulares y, teniendo en cuenta que las células eultiv-dl.i
estdn libres de nervios, tejido conectivo y vasos sanguineos,
puede ecstablecerse que la TDH ejerce su accién cardiotéxica
directamente sobre las células del miocardio (81). ’

Goshima (76) estudié el mecanismo de la degeneracién celular
causada por la TDH y, mediante sus experimentos, encontré
que la TDPH provoca cambios morfongi.cod en las células culti
vedas de miocardio y de melanoma de ratén (cepa B-16CW1l),

en presencia de Ca** extracelular.

Las caracteristicas de dichas transformaciones son:

= Degeneracidn de la forma celular (aparicién de vesiculas
¥ posterior conversién en globo) en ambos tipos celulares.

~ Contraccién total de las células miocrdicas.

= Reduccién o dcasaparicién de los cables de actina y las
redes de tubulina en las células de melanoma.

- Condensacién del nucléolo en ambos tipos celuleres.

8o



Algunss observaciones sugieren que la degeneracidén de la
forme celular depende de una ingestién excesiva de Ca*t
extracelular por pzerte de las células. En sus estudios,
Goshima utilizdé el iondéforc A23187 como modelo comparatiwvo;
como se sabe, los ionSforos son compuestos de peso molecular
moderado (entre 200 y 2000 daltons) que forman complejos de
solubilidad lipfdica con cationes polares, de los cuales el
K+, el Na*, el Ca't y el NMgt+ asf como las sminas biogénicas,
son los mfs importantes desde el punto de wvista biolégico.
Inicialmente se les considerd como metabolitos de microorga
nismos, pero en la actualidad existen muchos iondforos sine
téticos. El interés de algunos de estos compuestos reside en
su caepacidad para transportar iones "clave”™ a travis de mem-
branes bioldgicas, aumentanio la permeabilidad de éstas ha-
cia alguno de ellos; en el caso del A23187, se trata del ién
Ca*® (142,144).

Resulta interesante observar que la toxina de Vibrio para-
haem’olxticus muestra la misma accién que el fonéforo 423187
en la degeneracidén de la forma celulars les células trata-
das con la hemolisina toman en exceso el Ca'? extracelular
mientras que las células de miocardio de pcllo empleadas
como control, no presentan degeneracién en la forma celular
¥ tampoco manifiestan una ingestidén excesiva de Ca**, Esto
demuestra que la TDH incrementa la permeabilidad de las mem
branas celulares hacia el ién Ca** y que cuando este catién
extracelular esté presente en una concentracién suficiente-
mente alta (igual o mayor a 10~6 M), fluye al interior de
laes células de acuerdo a su gradiente electroguimico, ya que
la concentracién de la forma libre intracelular es del orden
de 10~7 M.
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Un cambio morfolégico carscteristico en las células de
miocardio de ratén es la contreccién total de las miofibri-
lles. Es bien sabido gque las miofibrillas cardfacses se en-
cuentran relajedas en el citoplasmm, donde existe Ca’* en
concentraciones menores a 10~ N y se contraen totalmente
cuando el citoplasma contiens Cat** a més de 106 N. asf, 1a
degeneracidén de la forma celular, tanto de células miocérdi
cas como de las de melanoma de ratén, inducida por 1la TDH,
podrfa deberse probabdblemente & un exceso de ingestidn de
Cat*? extracelular.

Receptores de Membrana para la TDH

Uno de los métodos utilizedos pars estudiar los receptores
de membrana para toxinss bacterianas, consiste en examinar
la inhibicién de las actividedes biolégicas de las corres-
pondientes toxinas por media de ganglidsidos (172); éstos
son glicolipidos constituidos por uns parte de ceramida y
otra de carbohidrato y la composicién de la porcién oligosa
cérida de 1la molécule es la que distingue a los principales
4tipos ¥ 1la responsable de su especificidad para alguna toxi
na (128). Los receptores de membrana de la toxina teténicea,
lg enterotoxina termolébil de E. coli y la enterotoxina
colérica se han determinado por este método:s al determinarse
que el gangliésido Gy) inhibfia las actividades biolégicas de
la enterotoxina termolébil de E. coli y de 1la enterotoxina
colérica (175), se establecié que aquél era su receptor
correspondiente.
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los primeros intentos en los que se emplearon genglidsidos
para determinar los recpetores de membrana pars la TDH,
fueron realizados por Takeda, quien al utilizar una mezcla
de éstos suplementada con colerfgeno, pudo descartar al
Gy como responsable en la inhibicidn de las actividades
biolégicas de esta hemolisina (175). .

Posteriormente, mediante estudios més selectivos, Takeda
observé gque cuando la& hemolisina se incubaba con el ganglid
#sido Gpy © ol Up), su actividad hemolitica se perdfas, 2o
cual no ocurrfa cuando se utilizabs el Gy o el Gyo (176).
Ios gangliésidom Opy ¥ Gy, son sensidbles & la accién de

la neuraminidesa y experimentos complementarios mostraron
que, &1 sexr tratados con dicha enzima, se suprimian los
efectos inhibitorios de squéllos sobre la actividad hemolf-
tica de la TDH.

Basédndose en el hecho de que 1la TDH causa hemélisis de los
eritrocitos humanos pero no de 1los de caballo (203), Tekeda
efectué un estudio comparativos utilizdé mezclas deo ganglié-
sidos obtenidas de membranas de glébulos rojos humanos y de
caballo y las sometié a cromatografia en capa fina; los re-
sultados mostraron que las memdranae .de los de origen equino
no contenfan los ganglidsidos Gp3 ¥y Gpja; POT lo tento, pus
de concluirse gue e¢s la ausencia de é8tos la gque les confis
re resistencia frente & la accién de la TDH,

Otro efecto que se inhibe cuando se incuba la TDH con los
mglidaidpl Gp ¥ Gp1q ©8 1la toxicidad letal; los datos de
la tabla demuestran que la preincubacién de la hemolisina
con el gangliénido Gpy inhibe significativamente su activi-
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Efectos Inhibitorios de Varios Ganglidsidos sobre la
Actividaed letal de la TDH, al aplicarse a Ratones por
Via Intravenossa

1‘1onj>o de sobrevivencia después
de la 1nyocc46n (segundos)

Ganglidsido 25 nmol® 50 nmol®
Gn1 87 * 10 88 13
Oy 81 %14 73 % 3
%p1a 360 2 209 1076 * 187
Gpy 926 * 239 no hubo muertes®

- La hemolisina incubada sin el gangliésido maté a
los ratones en 76 X 4 segundos.

® Cantidad de gangliésido.

© Observacién continuada por 24 horas.

Tomado de Takeda, 1976 (176).
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ded letal en ratones y, aunque el Gpje muestra efectos
inhibitorios similares, éstos son menos evidentes. Por
otro lado, la preincubacidén de la hemolisina con los gan-
gliésidos Gy ¥ G.z no afecté su sctividad letal.

Por su parte, en 1978, Goshima (76) reporté que el ganglid
sido Gqq bloquea los efectos enteriormente descritos de 1la
hemolisina sobre las célules de miocardio de ratédn.

De 1loe fendmenos descritos, puede establecerse que los re-
ceptores de membrana para la hemolisina directa termcesta-

ble de Vibrio parahaemolyticus, son los gangliésidos .,1
Y Gpia» ®manque el primero es el de mayor afinidsd y éonnig

tencia,

Signos Clinicos y su Relacidén con 1la TDH

1s sintomatologfa de la infeccién debida a Vibrio parshae-
molyticus incluye los siguientes signos: diarrea, dolor
abdominal, dolor de cabeza, vémito, fiebre, lasitud general,
eascalofrios, tenesmo y néuseas. De los anteriores, los méis
cominmente observados son la diarrea y el dolor abdominal y,
por lo general, la primera se pée.cnta con una frecuencia
menor de 10 veces al dfa, sunque en ocasiones puede llegar
& presentarse en més de 21; generalmente su apariencia es
acuosa, munque eventualmente se presentan descargas de moco
Y sangre; ademéAs, ge ha observedo que la duracidén de la
diarrea o de heces de consistencia dlanda es de 4 a 7 dfas
o més.
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Aungque no existe evidencia comprobada de que 1la hemolisina
directa termoestable sea la responsable de la diarrea obser
vada en la infeccién por V. perahaemolyticus, varios hallas
gos sugieren que es, por lo menos, una de¢ las primsipales
causas de dichs manifestaciéa.

Ios sintomas cardiovasculares no se ham seflalado con frecuea
cia come complicacién durante 1la infeccién por Vibrio para-
hasmolyticus; sin embargo, existen wvarios reportes que indi
can alteraciones a este nivel y, como se ha demostrado ea
animales, la TDH puede manifestar actividad cardiotéxica.

Takikawa, al administrar células vivas de V. parshaemolyti-
cus a un voluntario, observé un caambio significativo en la
‘presién sanguinea: la sistélica disminuia hasta 77 mm Hg

en ol primer 4fa de la infeccidn y regresada a 136 am Hg
después de 4 dfas; por su parte, Saito observd una disminu
cién significativa de la presién sangufnea en pacientes
victimas de envenenamiento alimentario causado por este
microorganismo, durante los dos primeros dfas de la enferme
dsa (172).

BEn otro experimento tendiente a investigar signos cardiovas
culares, Honda comparé electrocardiogramas practicados & los
pacientes durante la fase sguda de gastroenteritis debida a
Vibrio parahaemolyticus y, después de su recuperacién, ob-
servé que la onda T, que indica 1la ioladacidn ventricular, .
era significativemente més baja durante la enfermedad que la
exhibida por el individuo al recuperarse, Mientras tanto,

la onda P, que representa la propagacién de un impulso del
nédulo sinoatrial sobre la superficie de laos dos atrios,
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1legé a ser wés amplia y alta Adurante la enfermedad, pero
se normalizé al recobrarse el paciente (172).

Miwatani, examinando los titulos de anticuerpos contra la
hemolisina directa termoestable, encontré un ineremento en
el tftulo de antihemolisina en un 33% de los pacientes:
durante el dfa de admisidn al hospital los tftulos eran muy
bajos, ya que su incremento comienza 5 dfas despuds del in-
greso y alcanzan su méximo después de 10 a 15 afas (172).
Niyamoto reporté observaciones simileres (123).

De los aatos anteriores pusde concluirse que la hemolisina
directa termoestable prc;duc:lds por Vibrio parahasmolyticus
en la cavidad intestinal, es absorbida durante la enferme~
dsd y circula por la corriente sanguinea originando las
alteraciones electrocardiogréficas.

“' Durante los Wltimos 20 afios, se han reportado en Japén T4
casos de muerte por envensnamiento alimentario debido a este
microorganismo; este dato representa el 32.3% de todos los
casos de defunciones debidas a envenenamiento alimentario
bacteriano. En muchos c&sos, los decesos se deben a insufi-
ciencia cardfaca, pero como no existen estudios histopatold
&icos acerca de los efectos de la hemolisina directa termoes
table en tejidos cardfacos, es diffcil concluir que dicha
toxina sea la responsable, Sin embargo, s muy probable que
la cardiotoxicidad de la hemolisina diroeta termoestable
ecté relacionsda de algdn modo con la mortalidad derivuda de
la infeccidn originada por Vibrio parahsemolyticus (172).

87



A.4.5 Métodos de Deteccidén

La deteccién de la hemolisina de Kanagawa (termoestable direc-
ta), se efectda generalmente en el medio disefiado por Wagatsuma
desde 1968; sin embargo, este investigador modificdéd posterior-
mente su composicién con el fin de facilitar la visualizacién
de la hemdlisis producidsa por las cepas KP+ 3 elevs la concen-
tracién de eritrocitos de 2 a 5% y, actualmente, a este medio
se le conoce como agar modificado de Wagatsuma (122). Otros
medios en los que se ha logrado detectar la produccién de la
hemolisina in vitro, sons BHI, caldo nutritivo, Karunasager
(101) y Cherwonogrodzky (54).

Sin embargo, hoy en dfa se cuenta con métodos serolégicos
mediasnte los cuales puede determinarse si una cepa es 0 no
productora de hemolisina termoestable directa (KP+) y éstos
~son tan sensibles que pueden emplearse, inclusive, parsa reali
. zar la cuantificacién de la substancia en cuestién ¥ esclare-
cer casos esporfidicos debidos supuestamente a cepas KP-.

Entre los més confiables, se cuenta el de la hemaglutinacidén
pasiva diseflado por Ohashi en 1978 (136); en éste, el sutor
adsorbié anticuerpos anti-TDH a glédbulos ro jos humancs y pos—
teriornente los enfrenté a filtrados de cultivos liguidos de
V. parahaemolyticuss cuando las cepas en cuestién producfan
la lisina correspondiente, ss originaba la aglutinacién espe
cifica de los eritrocitos.

E2fectuando un andlisis retrospectivo de cepas presumiblemente
KP-, tanto de origen humano como provenientes de alimentos del
mar, este investigador encontré que la hemolisina podfa ser

detectada en cantidades tan pequefias como de 1 ng/ml, a dife-
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rencia de la técnica de Kanagawa que requiere cuando menos,

de 1 ug/ml; ello se reflejé en su trabajo experimental dado

que demostrd que tanto cepas dudosas KP+ como algunas presu-
miblemehto KP-, daban reacciones positivas.

Con la misma finalidad, Honda digefié posteriormente otros

dos métodoss una prueba de Elek modificada y otra de inmungo
halo (83). lLa primera se emplea generalmente para llevar a
cabo la deteccidén de cepas toxigénicas en las especies
Corynebacterium diphteriae y Sta lococcus aursus; normalmen
te se realize empleando un medio s81ido en una caja de Petri,
en la cual se han colocado . tiras estériles de papel filtro
impregnadas con antitoxina y, una ver solidificado el agar,
se siembra por estria recta un indculo del cultivo bajo estu-
dio en forma perpendicular & las tiras de papel; efectuado lo
anterior, se incuban las placas durante 24 horas y zi los mi-
croorganismos investigados son toxigénicos, se observan bandas
de precipitacién debidas a la reaccién antigeno-anticuerpo en
las zonas en que las concentraciones de ambos reactantes son
equivalentes (58).°

Bn el caso de la modalidad desarrcollada por Honda, las tiras
de papel se substituyen por pozos que se practican en el agar
después de haberse obtenido el crecimiento bacteriano (a 5 mm
de énte); en dichos pozos se aflade el suero antihemolisina.

La placa se mantiene a temperatura ambiente durante toda una
noche y, al cabo de sste perfodo, se examina para observar la
formacién de una lfinea de precipitacién cuando el microorganis
mo produce la hemolisina en cuestidn.
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Por su parte, la prueba del inmunohalo se realiza inoculando
a la bacteria en un medio con agar al que previamente se le
ha incorporado el suero antihemolisina o bien la IgG corres-—
ypondiente. La placa se incuba a 37°C durante toda la noche
¥, 8l término de ésta, se observa un halo de precipitacién
en el caso de que las colonias resulten productoras de hemo-
lisina directa termoestable (80).

Si bien esta metodologfa es andloga a la de RID, no puede rea
lizarse en forma cuantitativa, pues no es posible estandarizar
el inéculo, debido & que dentro de la misma especie bacteriana
se han detectado grandes diferencias en los tiemvos de genera~-
cidén (191).

aunque la sensibilided de los dos ¥Yltimos métodos descritos no
es tan elevada como le mostrada en la hemaglutinaciédn pasiva,
ambos se¢ considerszn reproducibles y més féciles de efectuur y
1e§r que la técnica rutinaria llevada a cabo en el agar de
Wagatsuma (172).

Més recientemente, Honda propuso el empleo de dos medios de
cultivo modificedos para la apliceacién de las dos pruebas se-
roldégicas que disefils el sgar aszul de bromotimal-Teepol y el
agar arebinosa-sulfato de amonio-colato. Estos medios son selec
tivos para el aislamiento de V. perahsemclyticum, pero al serles
aplicadas pequefias variantes en cuanto a composicién, mse logré
que el microorganismo incrementara la produccién de hemolisina;
por tanto, con estos medios modificados es pozible nis=lar

V. parahgemolyticus e investigar cu reactividad al fendmeno
Kanegoava en la misma placa, disminuyéndose el tiempo de identi
ficacién (83).
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B. PACTORES ASOCIADOS A LA INFECCION

Ia principal alteracifén causade por Vibrio parahsemolyticus es
la diarrea, la cual generalmente es acuosa y, en ocasiones,
presenta moco y sangre (172): ain no se ha detorminado el meca-
nismo mediante el cual este nicroorglniano' la causa; sin embar-
£°, s¢ ha comprobado que dopo_uﬁiondo de la cantidad de bacterias
ingeridas con los alimentos, aquéllas se multiplicarén répida- -
mente en el intestino después de gue un mimero considerable haya
sobrevivido a la accién de los jugos géestricos.

A ‘efecto de analizar la sobrevivencia de V. parshaemolyticus
frente a la accién de estos fluidos géetricos, Vanderzant (194)
711.76 a cabo un estudio en el que empled el contenido del trac-
to gastrointestinal de cerdo, dada su estrecha similitud con el
del humanos en mercladores separados, colocé el contenido del
estémago asf como el de los intestinos delgado y grueso, inocu-
lando en cada unc de ellos 105 microorganismos por mililitro;
posteriormente, determiné el nimero de sobrevivientes en inter-
valos similares a los que el alimento permanece en cada una de
estas secciones.

Una ves obtenidos sus resultados, concluyé que la efectividad
inhibitoria de la acidexz estomacal sobre V. parshsemolyticus
dependfa del tipo de protefna presente en la dieta, ya que el
pH del contonido géstrico se incrementa considerablemente cuan-
do el Grgaxio contiene alimentoe., En el experimento, el pH del
contenido estomacal era de 6,0 y, bajo estas condiciones, e»
claro que V. persheemolyticus vuede vencer el efecto inhibidor
de las secreciones existentes.
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Adn cuando inmedistemente la poblacidén viable se disminuye en
una megnitud de 100 veces, seguida & los 30 minutos por otra
de 10, en la siguiente hora ¥ media permanece todavia una
poblacién viable de 103: el alimento empieza a abandonar el
estémago humano en 30 minutos y mse completa su eliminacién en
4 & 5 horas. Ios microorganismos vivos que superen el estémago,
pueden multiplicerse en el intestino delgado.

Ordinariamente, la patogenicidad del microorgaenismo se asocia
con su capacidad de multiplicarse en el tracto intestinal y con
su reactivided al fenémeno de Kunagawe. lLos experimentos con
voluntarios humanos, asf{ como los efectuados en animales, pare-
cen apoyar este punto de vista.

" ‘Sanyal y Sen (158), confirmasron les propiedades enteropatdégenas
de bllaar cepés KP+ mediante experimentos realizados en volunterios
humenog; les personas sometidas al andlisis se dividieron en dos
grupos y, mientras & uno de ellos se le suministraron cepas de
V. perahaemolyticus KP+ por via oral, &l otro se le administra-
ron cepas KP~; los resultados obtenidos fueron los siguientes:
en el primexr grupo, los sujetos gue habfan ingerido entre 2 x 109
¥ 3 x 107 UFC desarrollaron rdpidamente loe sintomas de la gas-
troenteritis; en el segundo grupo, ain individuos que recitieron
cantidedes entre 4 x 109 ¥ 1.6 x 101C UPC no presentaron =igno
alguno de la enfermeded.

En 1968, Sakezaki (154) reportd que un laboratorista desarrolld
la sintomatologfa luego de la ingestidn accidental de 3 x 105

célules de una cepa de V. parsheemolyticus KP+ y, por el contra
rio, experimentos realizados con quince cepas KP- en voluntarios
humanos, & quiencs se les géministr:ron por via oral mAs cde 10¢
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células, no menifestaron aparicién alguna de gastroenteritis.

Si bien la capacidad enteropatégena parece propia de las cepes

KP+, también se ha comprobado que las cepas KP- comprenden una

pequeiia esunque significativa proporcién (3.5 a 11.6%) del total
aisledo de muestres de pacientes durunte los brotes de gastroen
teritise; inclusive, ocasionalmente es el Yinico tipo de cepa ais
lado de los pacientes afectados (29,188).

Parxrow y Miller (10), durante un estudio tendiente a analizar la
relacién existente entre el crecimiento de V. parahaemolyticus
y eu petogenicidad, encontraron que laze cepas KP+ desarrollaban
mejor & 37°C y en condiciones 4cidas, mientras que las KP- lo

hacian en forma éptima a 25°C y sobrevivian mis tiempo en condi
“" ciones alcamlinas.

Con respecto & la investigacién de la patogenicidad de Vibrio
parahaemolyticus en animales de laboretorio, las publicaciones
aportan informaciones muy interesantes, siendo el ratén y el
cone jo los modelos analizados més frecuentemente.

B.l Inoculacién en Ratones

Ios estudios que aplicen la inoculacién de V. parshaemolyticus,
tanto en ratones adultos como en lsetantes, confirman que se re

quiere un gran nimero de microorganismos para menifestar letall
dad.

Bn los experimentos realizados por Fujino (141), se comprobd que
loe ratones alimentados con V. perahaemolyticus desarrollaban

una septicemia que los conducfas & la muerte.
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Zen-Yoji (93), utilizando como modelo el cojinete plantar del
ratén, demostré que ambog tipos de microorganiemos (KP+ y XP-)
eran uniformemente téxicos y caussban reacciones altamente
edematosas; en contraate; las cepas de V. alginolyticus utili-
zadas con fines comparativos, resultaron relativamente benig-
nes, ya que produjeron procesos inflamatorios significativamente
menores. Por otro lado, se detectd que mientras los filtrados
concentrados (de cultivos libres de células) manifestaban leta-
lidad al ser inoculados en las patas de ratén, los lisados celu
lares del microorganiesmo sédlo provocaban regpuestas levemente
edematosas.

BEn los trabajos realizados por Pickar, la via oral no se mostrdé
tan efectiva en 1o que respecta a letalidad; esto quizd se debid
al empleo de cepas diferentes, o bien a que la edad del cultivo
utilizado no ers la Sptima. Sea cual fuere la razén, el hecho es
que este autor utilizé como ruta de inoculacién la vena caudal
del ratén ¥, on tal modelo, 1la DI‘SO resulté del orden de 108
miecroorganismos (141).

En los experimentos antee descritos, se encontrd que la piel de
loe ratones inyectados se hallaba generalmente arrugada, la resg
piracién era répida e irregular y los animeles se evitaban el
uno al otro; dichos efectos no se observaron en los animales
utilizados como control. »

Por otro lado, Pickar (141) sduce que, en cusnto a pstogenicidad,

la produccién de alguna exotoxina es una yposibilidad que no puede
ser exclufda, ya que los niveles de &sta(s) substancia(s) pueden
ser tan bajos que su concentracién y purificacidn sean indispen-—
eables para que sus efectos fisioldgicoes puedan demostrarse en

-
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animeles de laboratorio. Ademés, encontrd que los ratones inyec
tados con filtrados de cultivos liquidos mostraban una débil
respuesta téxica, lo cual le hizo pemnsar que algin mzterial de
la pared celuler (quizd una endot‘ox:l.na) liberado en el medio
por los cultivos més vieJjos, pudiera ser la substancia respon-

sable.

Be2 Inoculacién en Cone jos

Entre los diferentes modelos experimentsales desarrollados en
conejos, existe uno que destaca por su difusién: el asa intes-
tinal ligada.

Bsta técnica la disefiaron inicialmente S.N. De y D.N. Chaterjee
para estudiar el mecanismo de accidén de Vibrio cholerse sobre
la qmembi"ana mucosa del intestino y, nosteriormente, varios gru-
pos de investigadores la han aplicado con el fin de describir
el carfécter enteropatégeno de un gran niimero de bacterias, in-

¢luyendo a Vibrio parahaemolyticus.

Parz realizar la prueba del asa ligada, se emplean conejos blan
cos de raza Nueva Zelanda (cuyo peso varia entre 2 y 2.5 Kg),
los cuales, antes del inicio del andlisis, se mantienen en ayuno
durante 48 horas, asf{ como sin suministro de agua por un lapso
de 24 horas.

Para dar comienzo &l experimento, los animales se anestesian con
nembutal (utilizédndose una dosis de 100 a 150 mg por via intra-
venosa), se depila el drea abdominal y en seguida se practica
une laparotomfa. Posteriormeante, bajo condiciones asépticas, se
deja expuesto el fleon y 30 cm por arriba de la unién ileocecal,
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se ligan entre 6 y 8 asas de 12 cm cada una con sutura de seda,
dejando entre ellas segmentos de 2 cm.

Ias muestras bajo investigacién (célules, lisados, sobrenadantes,
etc.) se inyectan en volimenes de 1 ml en cada asa y el sitio de
inoculacién debe quedar aislado del resto del asa de prueba al
ligarse un nuevo segmento de 2 cm; con esto, el asa final de
. prueba queda de tan sflo 10 cnm.

Adenfs de las substancias probadas, cada animal debe recibir
inyecciones de cepas conocidas (tanto reactivas como no reacti-
vas), suspensiones control y soluciones blanco en el resto de
las asas ligadas, variando la regién (posicién), de acuerdo al
criterio del investigador. -

Durante la prueba, se les permite a los animales tomar agua mas
no ingerir alimentos y, a las 24 horase, los conejos se sacrifi-
can y el asa intestinal se separa eliminéndose el exceso de mesen
terio y tejido graso.

Las reacciones positivas se manifiestan como une gran distensidn
del intestino, debido a la centidad de fluido acumulado, pero
los resultados se consideran vilidos sélo en aquellos casos en
los que el fluido intraluminal se encuentra presente en el asa
control positiva y susente en todae les acsas que hacen las veces
de blanco y controles negativoes.

Asf, se obtiene un fndice de acumulacién de fluidos, proveniente

del cociente obtenido del volumen de fluidos acumulados en el asa
(ml) entre la longitud de la misma (cm). Una prueba ce considera

rositiva si el Indice que origina es 3 veces mayor cue el de los

controles negsativos (90,167,188%,185),
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Los numerosos trabajos realizados con V. narahaemolyticug en

los que se he empleado el modelo del asa ligad= de conejo (RIL),
han proporcionado interesantes rcsultados:

fwedt comprobé que embos tipos de cepas (KP+ y KP-) =on capaces
de causar acumulacién de fluidoz en el RIL, si bien las KP+ lo
hacen con mayorxr frecuencia (185). aisimismo, &l comparar la reac
tividad entre lisados celulares, suspensiones de células vivas,
células muertas por calor, extractos de paredes celulares y fil
trados de cultivos, eacontrd que sélo las células vivas y los
lisados celulares eren capaces de originar la acumulecidn Qe
fluidos. Por ello concluyd que la reactividad en el RIL, es un
atributo de la materia perticulaeda y que, ademéis, la(s) substan
cia(s) reactiva(s) es(son) termolévil(es) de ecuerdo a los re-

sultados obtenidos al emplearse células expuestas al calor.

Del mismo modo, observé que, mientras el material obtenido de
cepas que habfan crecido en medio BHI daba reacciones positivas,
el proveniente de cepas deesarrolladas en TSA era negativo.

For su parte, Sakazaki (154) obtuvo resultados similares al ob-
servar gque mientras las células vivas producfan dilatacién en el
RIL, las muertas con acetona, cloroformo y calor, no lo hacfan.
Sin emburgo, al ensgyar con filtradoe de cultivos, encontrd que
é=tos tembién producian dilatacién en dicho modele (resultado
diferente al reportado por Twedt). lLa interesante explicacién

de este singular fenémeno tuvo lugaer cuando Johnson revisé la
metodologs{a empleada: loe sdbrenadantes. después de ser filtra-
dos, se liofilizaban y, entes de la inocul:cién, se reconstitufan
con 1/10 del volumen original de agua destilada estéril suplenen
teda con antibidticos. Johneon y Calia (90) demostraron que du-—

rznte el proceco de liofilizacidén ge nrovocaba la rrtencidn de
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compuestos de bajo peso molecular, los cuales se perdfan al
aplicar un método de concentracién por didlisie en frio contra
Carbowax al 304 (tal como lo hacia Twedt pero no Sakazaki).
Debido a la naturaleza hiperténica del medio de cultivo en el
que ¢cn‘or.1-onto se cultiva V. parahaemolyticus, se obtienen
altos niveles de NaCl (mé&s del 20%) durante la liofilizacién y,
ademnfis, la concentracién mencionsda se incrementa en una magni-
tud de 10 veces al reconstituir con tan sélo 1/10 del volumen
original; con ello se crean soluciones hiperosmolares que pue-
den producir reacciones falsas positivas en el RIL.

Consecuentemente, es importante determinar y controlar la concen
tracidn de NaCl o la osmolsridad de todas las preparaciones que
vayan & probarse en este modelo.

Brown (34) llegd a resultedos similares s los de Johnson y Celia
¥y, de igual manera, confirmé hallazgos anteriores de Twedt (185)
respecto a la influencia ejercida por las condiciones de creci-
miento del microorganismo sobre la capacidad de dilatar al RILs
al ensayar el material obtenido a partir de cepas desarrolladas
en medio BHI (lisados celulares, sobrenadantes, células levadae),
las respuestas eran positivas, pero al hacerlo con el provenien
te de TSA, los resultados fueron negativos. Por tal motivo, =gl
igual q'ue Sakazaki, propone la existencia de un factor téxico
asociado probablemente a la pared celular y sugiere, al igual
que Twedt, que su formacidén se ve favorecida en el medio BHI y
no en el TSA.

Si bien dicho factor no se ha encontrado ain, Johnson y Calia
sugieren que las posibilidades de que exista no deben excluirse

¥a que quizé este microorganismo produzca substznciae que son
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reactivas en el intestino humano pero no en los sistemas estén
dar de ensayo para enterotoxinas; por otro lado, también es
probable que Vibrio parahaemolyticus produzZca alguna enterotoxi

na in vivo pero no in vitro (90).

Fosteriormente, Twedt (188) realizéd un estudio nara determinar
la dosis efectiva en el modelo del asz ileal ligada de conejo

y demostrd que, para lograr une ressuesta eficaz (50% de vositi
vidad en lasg asas de prueba), se requiere la inyeccién de un
ndnmero considerable de células KP+; en este punto, cabe gefialar
que el mismo gutor descubrié que no siempre las cepas KP+ dan
respuestas positivas en el modelo del RIL (185).

La dosis efectiva minima (DESO) que encontré para las cepas pro
badas fue de 10° células, cantidad comparable con la dosis infec
tiva reportada para voluntarios humenos: 2 x 105 a 1 x 107 célu-
las (158,154).

Los datoe obtenidos tmnto en voluntarios humenoe como en modelos
enimeles, demuestran que, pare que V. parehbasemolyticus desencade

ne la enfermedad, requiere ser ingerido en gran ndmero; entonces,
la infectividad de este microorganismo es compzrable con la gque
generalmente se reconoce para Salmonella: estudios con volunte-
rios humanos (Mc Cullough y Eisele, 118) demostraron gque la
dosis infectiva oral para varias esvecies de Salmonella iba de
125,000 a més de 109 células, aunque existen reportes ocesiona-

les de brotes esporiddicos de salmonelosis en los que se citen
cifras tan bejas como de 1000 células (D'ioust, 59), cantidad
anfloga a la obtenide por Twedt para una cepe de Vibrio pera-
heemolyticus que s8lo requirié 100 UFC para provocar uns respuct
ta positiva en el modelo del RIL.
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En otro experimento realizado por Twedt (188), el indéculo para

el RIL estaba conatitufdo por una mezcla de V. parshaemolyticus
Y V. alginolyticus y, como resultado, se obtuvo un significati-
vo aumento en las DEgg de algunae cepas (de 17 a 42 veces mayo-
rea que cuando se empleaba & la primera especie en forma pura).
Lo anterior sugiere que pueden existir efectos inhibitorio= por
competencia en etapas anteriores a las de virulencia, posible-

mente en le adherencia.

B.3 Adherencia de Vibrio parahaemolyticus

Aungue los microbiélogos marinos han demostrado el hecho de que
las bacterias deben unirse & las superficies pera evitar ser
aréaatradas por las corrientes acuftices, hasta sélo reciente-
mente se ha reconocido en forme amplia que la adherencia es una
determinante ecolégica importante en la colonizacidn de sitios
. especificos en plantas y animeles y, en particuler, que consti-
tuye un evento relevante en la patogénesis de lase enfermedades

infecciosas.

Si bien los primeros reportes sobre adherencia bacteriana se
remontan al afio 1908 con loe trabajos realizados por Guyot, el
estudio formal sobre los mecanismos que la regulan data de poco
mée de 10 afios,

El proceso de unién de la bacteria a la célula huésped y la im-
portancia de este evento durante la infececidn y la prevencién
de las enfermedades infecciosas bloqueando la adherencia, son
algunos de los puntos mis estudiados acerca de este fenémeno.
En este sentido, es necesario definir dos términos: adhesina y

receptor., Las adhesinas son las estructuras adhesivas que se en-—
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cuentran en la superficie de loe microorgaenismoe, mientras que
los receptores son las estructuras sdhesivas complementarias
que se localizan en la superficié de lze céluldles huésped.

Bl término adhesina (acufiado por Duguid en 1955) se prefiere al
concepto de "ligando%, ya que este dltimo cominmente se aplica
a una molécula pequefia ¥ lus estructuras adhesivas bacterianas
con frecuencia se componen de grandes arreglos poliméricos,
como sucede con los epéndices filamentosos de muchas bacterias
Gram-negativas denominados fimbriass, =l igual que en las proyec
ciones pilosas de un buen mimero de microorganismoe Gram-positi
vos que se han denominado fibrilas.

Los receptores para las bacteries Gram-negetivas en las membra-
nas celulares estfn compuestos, en general, de carbohidratos.

En muchos casos, como sucede para varias especiee de enterobac-
terias, su recepcién parece rvesidir en la existencia de un solo
ezdcar, principslmente manosa. As{, se ha observado que este
carbohidrato, entre los muchos analizados, es capaz de bloquear
la unién de estos microorganismos e las célulag huésped. En otros
caso8, dichos receptores parecen estar compuestos por polimeros
de azdcares méAs complejos y, & diferencia de los anteriores, el
receptor para algunos microorganismos Gram—positivos parece resei
dir en una proteina de membrana.

Normalmente, las superficies mucosas del huésped sano son impene
trables para los microorganismos patSgenos debido el considerable
niimero de mecanismos de limpieza que operan en ellass son bafiadas
constantemente por secreciones cargades con enzimas antibacteria=-
=ae y anticuerpos que impiden los intentos de los patS8genos por

colonizarlas. aAsf, loe que nc se adhieren son arrastradoe hecia
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el contenido luminal por medios mecénicos tales como 1la tos,
el estornudo, la accidn de cilios, deglucidédn, peristalsis y

excrecidn.

Asi las coses, los patdgenos exitosos son aquéllos que no sélo
cuentan con la capacidad de penet}ar las defensas locales y ad-
herirse a las células mucosas, sino que también se procuran nue
vas superficiee conforme las células colonizadas van siendo deg
camadas y, eventualmente, penetran la barrera celular del epite
110 o excretan alguna toxina.

Aunque respecto & Vibrio parshasemolyticus las investigaciones

de esta naturalera son limitadas, existen algunos reportes sobre
la actividad de la bacteria entera y de los filtrados correspon-

dientes en sicstemas de cultivo de tejidos.

Sekezaki (154) observé le destruccidn de monocapas de células

<HeLa después de 3 horas de exnosiciédn a vibrios vivos KP+; el

micmo efecto, s8lo que en dos horas, fue provocado por filtra-
dos de cultivos, sin que en este dltimo caso influyera el tipo
de reaccidn KF.

Al ensayar loe mismos modelos en células L, éstaes manifegtaron
falta de reactividad de sus nicleoe a la tinciédn de Giemsa des-
ruée del contecto con cepas KP+ y con filtrados de cultives; sin
embargo, estos Gltimos no destruyeron las células. Al aplicarse
TDH, se nuso de manifiesto una clara destruccién celular que
afectaba tanto & células Hela como & las L, si bien las propiedg
ces tintorezlies de loes nucleos de estas iiltimas permanecieron

sin cambio.
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A diferencia de Sakezaki, Ghosh (71) no encontrd efecto cito-
t6xico alguno sobre células de rifidn de mono, al serles aplica

dos filtrados de cultivos y lisados de V. parahasemolyticus.

Posteriormente, Carruthers (38) comprobd la citotoxicidad de
células vivas de V. parahsemolyticus frente a células Hela y,
aunque observd cambios celularee con ambos tipos de cepa (KP+ ¥y
KP-), el etecto se presentd més rédpido y compnleto cuando empled
KP+#; las variaciones en cuestién consisten inicialmente en la
vacuolizacién del citoplasma, seguida por su contraccién y, poco
después, por cambios picnéticos.

Poco después en 1977, Carruthers (40), al ensayar un modelo de
adherencia con células Hela y células de intestino fetal humano
(HPI), pudo notar que las cepas KP+ se adherfan répidamente a
las Hela en sucpensién as{ como a las HFI en nmonocepa; en con-
traste, las KP- no se adherfan a las células Hela y lo hacfan
pobremente con las HPFI. Asimiesmo, obsgervé que en el sistema de
célulaes HPI, la adherencig era dependiente del catt presente en
la mezcla de incubacién y que se velfa afectada por el pre-trata
miento de las bacterias con peryodeto; en base a estos datos,
la autora sugirié gue las glicoprotefnes o los glicolinidos de
la superficie celular y/o el sitio de insercién lipopolisacérida
en la membrana externa de la pared celular, son esenciales _peara
la adherencia,

Durante un estudio complementario en 1979, Carruthers (39) encon
tré que el material poligacé#rido de 1la cépsula, parcislmente pu-—
rificado, inhibfa la adherencia de V. purahcemolyticus al siste-
ma de célules HFI. Esta observacidn del efecto inhibitorio de

una fraccidn bacteriana que contenfa un polisacérido ecargado
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negetivezente, la condujo a analizar el efecto de otros carbo-
hidratos rolianidnicos sobre la adherencia de este microorganig
mo. De este modo, se probaron muchos compuesatos, entre ellos la
manosa, rero no mostraron efecto alguno sobre la adherenc: g}
asf, se iescarté a la manosa como posible receptor de la(s)
adhesina{s) de V. parahaemolyticus. Sin embargo, muchos otros

polianio=ss de diferente composiciédn bioquimica, configuracidn
estructurzl y peso molecular, manifestaron un marcado efecto
inhibitorio. Ia autora sugirié pera esta aparente discrenancia
una explizzcién en términos fisicoquimicos: bajo condiciones fi-
siolégiczs, el Ca' puede unirse a loe grupos =niénicos disponi
bles en =z 0 ambas superficies, disminuyendo asf las fuerzas
de repulsidn y permitiendn la unidn de la bacteria y la célula
epitelis: mediante fuerzas de Van der Vaals; alternativamente,
loe iones Ca** pueden formar un puente idnico entre ambas super
ficiee cszlulares, Del mismo modo, pueden formarse enlaces elec-
‘-trostétices entre los polianiones agregados experimentalmente y
la bacteriz o la célula, produciendo asf la oportunidad de in-

teraccidz entre ellas.

La carge nsgativa neta de la bacteria se ve afectada por la com-
posicidn czpsular; asf, se ha encontrado que la composicidén bio-
quimica £e la cédpsule de bacterias bien estudiadas tales como

S. pneumcnise y N. meningitidis, varian notablemente de cepa a

cepa., De ¥. perahaemolyticus se ha regortado el anélisis bioqui-

mico de == solo antfgeno capsular, el K15 de la cepa AS55, el
cual esti constitufdo por £cido 2-anino-2~desoxiheurdnico (183)
Y no coniizne Acido siﬁlico; en su trzbajo, Carruthers observé
la liberecidén de &cido siélico por una de les cepas examninades
¥, de est=s modo, establecid que la cergs superficial de este

microorgzmismo veriaré coasidersblerente dependiendo de la ceda
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que se ensaye, influyendo en forma directa sobre sus pronieda-

des adhesivas.

Joseph y Socherd (93), al emplear cenas clinicas de Vikrio
parahaemolyticus, tanto KP+ como KP-, fueron incanaces de dis-
tinguir alguna diferencia entre ellas en cuanto & sus propieda

des adhesivas al ensayarlas sobre células Fela.

De manera similar, Gingras y Howard (73) no encontraron correla
cidn entre la reactividad KP y le edherencia, al analizar un
sistema de células intestinale; humanas por medio de radioen-
saeyo y microscopfa de luz. En el primer caso se pusieron en con
tacto c&lulas intestinales 407 y vibrios marcados con valina~Cl4;
el sistema se laveba a intervalos definidos, eliminéndose as{
lbs vibrios que no se adherfan y la adherencia se medfa por me-
dio del centelleo proporcionado por los vibrios adheridos.

En el segundo caso la preparacién se fijeba con metanol, se
tefifa con cristal violeta y se observeba en objetivo 100X a ine-
mersidén. No obstante los resultados obtenidos, los autores coin
cidieron en sefialar que dicha observacidn no excluye le posibili
dad de que la hemolisina ju2gue algin papel en la virulencia,
una vez que la bacteria se hayea adherido a la célula huécsred.

Poco después, Hackney (78) investigé la adherencie de Vibrio
parshaemolyticus a células HFI, encontrando que todas lze cepss
probadas manifestaban adhesién, si bien el grado de la miema
dependfa de varios factoress la edad del cultivo, la reesccién
KP, el tiempo de exposicién del microorganismo'a dichas células
¥ la composicidn del medio de crecimiento. isf, observé que las
bacterias cosechadas hacia el final de la facse log se adher{an

més intensamente que las probades durente la face estacionaria.
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Les cepas virulentas, es decir, las implicadas en casos de en-
venenamiento alimenturio, mostraban una alta capacidad adheren
te sin que en ello influyera la rezccién XP; sin embargo, las
cepas KP- obtenidas a partir de alimentos marinos, exhibieron
débiles propiedades adherentee, mientras que las KP+, gisladas
también de alimentos, se adherfan fuertemente. En este trabzjo,
el autor pudo notexr gque la diferenciz entre cepas patdgenas y
avirulentzs es de naturaleza cusntitativa, detecténdose las va-
riaciones més grandes en los primeros 10-15 minutos de exposi-
cidén a las célulius de ensayo. Ademds, encontrd que la presencia
del ién férrico en el medio de crecimiento, favorecfa la adheren

cia de V. parshaemolyticus a las células HFI. Quizé esto se debz

a que dicho catién disminuye la carga negativa existente entre

ambos tipos celulares.

Baséndoese en estos resultados, Hackney propone analizar la adhe
rencia como un posible método de difercnciacidn entre cepas vi-
rulenfae ¥ avirulentas, aunque sugiere gue antes debe efectuer
se un gran mimero de pruebas con aislamientos del ambiente ma-
rino. Ademés, formula una hipdtesis en la que postula que, den-—

tro de la poblacién de V., parshezemolyticus presente en el ambiea

te marino, existe un espectro de ectados de virulencia que va
desde los que lo son en extremo (KP+), hasta los comnletamente
avirulentos. Las cepas virulentas KP- podrian representar gra-
dos intermedios en cdicho ezpectro.

Una forma de detectar ectes cepas virulentas KP- presentes en
alimentos, seria exgminar su intensidad sdhesiva; en consecuen-
cie, le adherencia, junto con la reaccién de Kanagsawa, pueden
constituir una forma mée confimble de valorsr el potencial pa-

tépgeno de una determinada cepa.

106



Bn 1981, Iijima (87), investigd la adherencia de Vibrio parahse-
molyticus a células Hela y a las de epitelio intestinal (CCL-6)
¥y su relacién con la reaccién XKP, con su cavnacidad de coloniza-
cién en cobayos y con su actividad letal en ratones. Su estudio
no proporcioné datos de que existiera asociacién alguna entre
adherencia y reaccidn KP ya que para zmbos tipos de cepa (KP+ y
KP-) encontré algunas adherentes y otras que nc lo eran. Para
complementar el estudio, antes de analizar la adherencia, traté
las células Hela con TDH, en esapera de verificar si aquélla se
favorecfa con la presencia de la hemolisina, pero tampoco en
este caso se afecté la adherencia. Del mismo modo, utilizé suero
enti-TDH obteniendo log mismos resultades. Por otro lado, com-
probé el hecho de que la adherencia es dependiente de la viabi-
lidad del microorganismo.

Seis horas después_do inyectar distintas cepas en el intestino
delgado de cobayos, encontré que las cepas "edherencia (+)" ‘
estaben colonizando el epitelio intestinal en nimeros similares
y adn superiores el inoculado; en cambio, en el caso de las
cepas "adherencia (-)", los niimeros hallados eran inferiores al
aplicado.

Ademés este investigador observd que las cepas KP+ adherencia
(+), resultaban leté.les para el ratén seis horas después de su
inoculacién; en ese mismo tiempo, s6lo 1 de 10 ratones moria
al utilizar cepas KP+ adherencia (~). La actividad letal de las
cepas KP-, tanto las adherencia (+) como las que no lo eran,
fue la misma que la de las cepas KP+ adherencia (=).
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los resultados de los estudios de Iijima indicen que la adheren
cia de Vibrio parahaemolyticus & células eviteliales cultivadas,
se relaciona con la colonizacidn; por tanto, estos mocelos pug

den utilizarse para estudiar el(los) factor(es) sdhesivo(s),
ain no identificado(s) de este microorganismo.

Por otra parte, tanto el grupo de investigaciédmn de Iijima, como
el de Jomeph, han sugerido que el flagelo I de V. nerahaemolyti-

cus es un factor de virulencia, ya que las cepes gue no lo po-
seen muestran una adherencia negativa o débil; sin embargo, el
flagelo L, por sf mismo, no es el factor adhesivo puesto que
algunas cepas que lo poseen, no se adhieren a lus células epite
liales. Por tanto, estas cepas deben cerecer 3de alglin otro fac-
tor sdhesivo y, en consecuencia, es posible que el flagelo L
sea 86lo un accescrio en la adhesién (87).

En 1983, Reyes (145) estudidé la hemaglutinacién y la adhesividad
he cepas de V. parshaemolyticus epidemiolégicamente distintas,
empleando células del epitelio de la mucosa bucal; éstas se vie
nen utilizando mucho recientemente para investigar la adherencia
en patégenos entéricos, ya que facilitan el estudio de 1los pri-
meros eventos de este fenémeno, Se trata de célulzs mucosas de
origen humano, ficilmente accesibles, que comparten algunas si-
militudes con el epitelio mucoso gastrointestinal. la conclueidn
de que existe una gran relacidn entre el sistema celular bucal
Y el gastrointestinal, proviene de la evidenciz clfnica de que
la colonizacién de le cavidad oral puede ocurrir en forma simul
ténea con la gastrointestinal durante el proceso infective natu
ral ocasionado por patédgenos entéricos; también se ha obscrvado
cierta asociecién entre estos estudios y ciertos =atrones de

hemaglutinacidn (HA), en la que participan eritrocitos humznos
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y de otras especies animzles, tanto cn wresencia comc en susen
cia de L-munosa; como se recordaré, le D-manosa interfiere los
procesos adhesivos de un gran nimeroc de enterocbacteriae (145,
137).

En el trabajo de ileyes se hizo manifiesto que, en la msyoria de
1os casos, la Ha ersa manosa-resistente (no se inhibfa por la
adicién de este carbolidrato), con excepcidn de la que se veri-
ficaba con hematfes de conejo, le cual resultdé manosa-sensible,
en el caso de cepas KF+. La diferenciucién parcial entre cepas
KE+ ¥ KF— efectuada por medio éde la reaccién manogs-sensible en
£16bulos rojos de conejo, puede resultar de particular interés
con bese en el modelo léfgamente usado para discriminar entre
cepas patSgenas (KF+) y no pztégenas (KP-)s el asa ligsda de
conejo. En consecuencia, el autor propone revisar smpliamente
los parénztros de la HAa con eritrocitos de conejo, pzara optimi
zar la técnica y, con ello, su confiabilidad como criterio de

seleccidn entre las diferentes cepas de este microorganismo.

Este mismo investigador encontréd que todms las cepae probadas
se adherfan a les célules epitelieles de la mucosa bucal, tanto
en presencia como en ausenciz de manosa, s8i bicn el grado de
adhesidén varicba. Sin embargo, no nudo estazblecer una correla-
cién entre los dztos obtenidos, alin cuando complementd su estu-
dio protando las cepas en el modelo del ssa ligada de conejo.
En este sentido, explica que &sto puede deberse & que las célu-
las escogidas tenfan un inadecuado arreglo de sitios "blanco"

Y concluye cue le adherenciaz exhibida por V. narchaemolyticus

para las células del epitelio buczl humano, no puede tomarse
como un medio de prediccién de petogenicicdszd.
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Ios datos aportados por los estudios hasta shora realizados,

no establecen una positle relacién entre el vroceso de adhesién
¥y el fendmeno de Kanagawa; sin embargo, le hipétesis formulada
por Hackney (78) sobre el espectro de eatados de virulencia den
tro de esta especie bacteriana, podrfa explicar alpunos puntos
discordantes entre los trabajos publicados, éobre todo si se
consideran los hallezgos de Chashi (136) mediante su método de
hemaglutinacién pasive. Por otro lado, puede suponerse que las
1fneas celulares empleadas no son las més apropiadas para exa-
minar la adherencia o tal vez que no se estén considerando al-
gunos otros factores, como la variacién entre cepa y cepa, que
son determinantes en los sistemas de ensayo utilizados.

. Be# Invasividad de Vibrio parshsemolyticus

En 1967, Yahagi reporté la localizacién de una cepa de Vibrio
parahaemolyticus KP+ tanto en el tejido epitelial como en la
ldmina propia de asas ligadas de cone jo; el método utilizado
para su deteccién fue la inmunofluorescencia, mediante la cual
se encontré que dicha cepa ni aumentaba en mimero ni se exten-
dfa & tejidos més profundos del intestino (29).

FPosteriormente, analizando el mecanismo de patogenicidad de

V. parahaemolyticus, Ghosh encontré que algunas secciones de
lae asas ligades de conejo que manifestaron una reaccién posi-
tiva con microorganismos viables, mostraban une notable pérdida
de células epitelimles y una marcada infiltracién de linfocitos
¥ células mononuclearees en la lémina propia.

Todos estos datos sugerfan una capacidad invasiva por parte de
easte microorganismo, por tanto, para complementexr su estudio,
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el autor llevé a cabo la prueba de Sereny, cue se utiliza para
poner de menifiesto las propiedades invasivas de bacterias tales
como Shigella y algunas cepas de E., coli; se basa en la apari-
cién de queratoconjuntivitis, 18 a 72 horas después de haber
instilado una suspensién de 1 x 108 células en 0.05 ml, en el
saco conjuntival de cobayos adultos. La prueba, en el caso de

V. parshaemolyticus, resulté negativa; en consecuencia, este in
vestigador concluyé que sungue este microorganismo no es invasi
vo, s8{ es capaz de casusar dafio celular (71).

En 1975, con los mismos fines, Calia utilizé uno de los modelos
experimentales més ampliamente utilizados: el desaffc oral en
conejo lactante. En éste, me utilizman conejos lactantes blancos
Nueva Zelanda de 46 a 173 g, los cuales se tienen en ayuno 24
horas antes del experimento; transcurrido ese tiempo, se anes-
tcaian levemente con metofano ¥y en seguida, se les inserta en
el estémago un catéter de polietileno a través de la boca por
el cual se inyectan 2 ml de un cultivo obtenido en el lapso de
una noche; realizado lo anterior, el tubo se retira y los anima
lea se mantienen separados.

Siete horas después del desaffo, los animales se gacrifican con
cloroformo, se pesman y sus paredes toréxica ‘y abdominal se tra-—
tan con etanocl al TO%; la pared abdominal se abre para obtener
bazo e hfgado en condiciones de esterilided y cada Srganoc se
coloca en una caja de Petri, donde se disgrega con tijeras es-—
tériles. Aparte, una porcién de tejido de cada 4rgano se culti-
va en un caldo apropiado.
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Una vez retirados el higado y el bazo, se separa e) intestino
desde el pilorc hasta el recto y ce pesa: el peso del intesti-
no, dividido entre el del resto del cuerpo, se considera como
un Indice de la cantidad relativa de fluido en el lumen intes-
tinal.

Posteriormente se practica una puncién transtoréxica para obte
ner 1 ml de sangre cardfaca, que se siembra en 10 ml de un cal
do de cultivo idéntico a aquél del que procede el microorganis
mo de pruebs, con el fin de investigar si hubo diseminacién he
matdgena.

Calia (36) aplicando este modelo, tratd sin éxito de poner de
manifiesto alguna actividad enterotéxica por parte de Vibrio
parshaemolyticus y, en un intento por detecter invasién, anali
26 cultivos de sangre, higedo y beazo, comprobando que s8lo lam
cepas KP+ de este microorganismo producian bacteremia a los

cone jos.

BEstos hallazgos sugieren que Vibrio parahaemolyticus, al igual

que Salmonella y Shigella, es capaz de penetrar el epitelio in-
testinal del conejo lactante; la posibilidad de que la diseminsa
cién hematégena del microorgeniemo se deba a traumas provocados
ror la sonda géstrice es improdbable debido a que las cepas bac—

terianas utilizadas como control nunca se recobraron mediante
hemocultivos. For otro lado, tempoco la dosis empleada parece
ser un factor de confusidén, ya que le utilizada en el estudio
cae dentro del rango de la establecida pars otros microorganis-—
mos. No obstante, no se pudo determiner el sitio exacto de pene
tracién.
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En 1978, a diferencia de 1o que Calia establecid para una cepa
KP+, Joseph (93) encontré que un aislamiento humano KP- inyec-

tado directamente en el fleon externalizado de conejos lactan-

tes anestesiados, provocaba diarrea y bacteremia & las 5 horas

de la inoculmcién. El examen correspondiente efectuado mediante
microscopfa electrénica, tanto de transmisién como de barrido,

reveld una necrosis focal observédndose adhesién de vibrios sélo
en éreas dafiadas. Este hallazgo condujo a formular la hipétesis
de que el tejido dafiedo, la adherencia y la invasividad se en-

cuentran interrelacionados con la toxicidad.

BEn 1979, Boutin (29) llevé a cabo un eatudio sobre la posible
interaccién entre V. perahaemolyticus y el Srgano huésped, em—
pleando ~u.n método de inmunofluorescencia; se utilizé el modelo
del asa ligada de conejo y, transcurrido el tiempo de pruebas,
las asas se colocaron en bandejas con amortiguador helado de
' fosfatos. El tejido helado se cortd en secciones de 1 x 1 eom,
las cuales se congelaron al ponerse en un bafio de hielo seco-
—-acetonas por medio de un criostato, de estas Wltimas se obtu-~
vieron nuevas secciones de 4 ;m que se fijaron en portaobjetos

Y tifleron con anticuerpos marcados con isotiocianato de fluores
ceina, dirigidos contra la cepa apliceda. Realizado lo anterior,
se procedid & efectuer el examen microscédpico.

Por otro lado, se investigé la diseminacién de V. pershaemolyti-
cus por via hematégena al cultivar muestras de bazo, higado,
péncreas, corazén y sangre cardfaca.

Todas las cepas probadas, tanto KP+ como KP-, penetraron la
lémina propia y la muscular externa, aungue a diferencia de las
primeras, las segundas no provocaron la acumilacién de fluidos
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en las asas intestinales. Si bien la mayoriu de les cepae se
aislaron mediante cultivos de los diferentee Srganos, hubo uno
de ellos del que se obtuvieron todas las cepas: el bazo, ya
que &nte es un Srgano secuestrante de macxréfagos. Esto sugiere
que la propagacién de V. parahaemolyticus puede ser por el sis
tema circulatorio; sin embargo, la ruta exacta de diseminacidn,

a partir del tracto intestinal, todavia no se ha determinado.

Ia contaminacidén del peritoneo por un error quirirgico es una
posibilidad que no puede descarturse totalmente y, en ese caso,
las cepas invasivas infectarfan todas las visceras abdominales;
no obstante, no se encontré tal patrén de infeccién. Ademfs,
ninguna cepa se aisld de los Srganos de aquellos animales que
no mostraron alguna evidencia de invasién por medio de micros-
copia de fluorescencia. Por otra parte, las asas hinchadas y
sanguinolentas inoculadas con cepas KP+, exhibfan un aspecto
comparable al manifestado en severas gastroenteritis humanas.

La enfermedad producida por Vibrio pzrahaemolyticus se asocié

durante mucho tiempo con la produccién de hemolisina termoesta
ble directa, ain cuando un buen nimero de cepes KP- Se han ais-
lado de personas clfnicamente enfermas. Ahora bien, los hallaz-
gos obtenidos que muestran que todas las cepas probadas pueden -
penetrar la mucoea ileal y multiplicarse ampliamente eh la 1lé-
mina propia y en la muscular externa, sugleren que, junto con
la capacidad de producir hemolisina, debe considerarse la cepa
cidad invasiva de este microorganismo; ademis, debe tenerse en
cuenta que en la patogénesis de la vibriosis puede desarrollar-
se el establecimiento de una infeccién generelizada del fleon
que, como consecuenclia, puede extenderse por via hematégena

hacia higado, bazo y péncreas.
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Pese a todo, el autor sugiere que la invesién es un evento
raro en el huésped humano saludable. Si el vibrio puede
sobrevivir lo suficiente como para multiplicarse en el in-
testino y producir cantidadee significativas de hemolisina

o algin otro factor desconocido que cause gastroenteritis

¥, al mismo tiempo, el huésved sano puede resistir la inva
sién tisular (como lo demuestra el hecho de que existen por
tadores fanos), entonces la penetracién por parte del microor
ganismo puede no estar relacionada con 1la enfermedad resultan
te; por el contrario, cuando la hemolisina cardiotrépica y
citotéxica puede causar la muerte & una persona comprometida,
menos reeistente, entonces la invaeidén y la infeccién pueden
llegar a significarse como aspectos importantes en el cuadro
total de la enfermedad.
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C. PATOIOGIA

El mecanismo exacto por el cual Vibrio perahsemolyticus ejerce
su papel patogénico, no se he aclarado. Sin embargo, se han
realizado numerosas observaciones de la sintomalogfa exhibida
por las victimas de la infeccidén.

Les manifestaciones clinices incluyen diarrea (98%), dolor
abdominal (82%), néusea. (71%£), vémito (52%), cefdlea (42%),
fiebre (35%), escalofrfo (24%) y tenesmo (17%) (24,93,172).

El flufdo diarreico presenta un color café caracteristico y
un aspecto de "heces en arroz™; pero, en casos aseverose, exhibde
ademés descargas de moco y sangre (24,86,147,68,72,89,181).

En base al espectro de manifestaciones clfnicas que presentan
los afectados por este microorganismo, Ghosh (71) establecid
dos grupos de enfermos: el primero, constitufdo por aquellos
individuos que menifiestan una "forma mediana de célera” pues
exhiben s6lo una fuerte diarrea acuosa y, el segundo, integra
do por aquéllos en los que se advierte un cusdro similer al
de la shigelosis.

Ya que ls manifestacién observada mfis frecuentemente en la
enfermedad es la diarrea acuosa, se ha pensado que Vibrio

2_;;' ahaemolyticus pudiera producir una toxine con accién simi-
lar al colerfgeno. Esta, es una enterotoxina tipica que activa
la adenilato ciclasa originando, de esta manera, un aumento en
la gecreacién de flufdos a nivel de intestino delgado (64a, 82,
101a,128,161a). Ahora bien, la adicién de monofosfato de dibu~
tiril adenosing cfclica & células de ovario de hédmester chino
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(CHO), provoca cambios en su morfologfa. En consecuerncia,
estos cambios se han utilizado para ensaysr le actividad de
enterotoxinas (82).

Honda (82) aislé un factor que oprovoca cambios morfoldgicos en
las CHO, & partir de un filtrado de un cultivo de V. parahae-
molyticus y lo comparé con el colerégeno, observando efectos
similares, si bien los de este Ultimo resultaban més intensos.
Honda sugirié que este factor podrfa ser el responsable de 1la
diarrea acuosa en el humano.

Por otro lado, la diarrea con descargas de moCo Yy sangre, Su-—
glere una invasién tisular. En aigunoa casos se han observado
gran cantidad de eritrocitos y células polimorfonucleares en
este tipo de heces. Bn ciertas ocasiones el examen con sigmoi-
doscop:l.o ha revelado mucosas hiperémicas que muestran de 6 a 8
ulceraciones por cm? y manifiestan puntos sangrantes en la
regién del rectosigmoides; en tales pacientes se han detectado
hematocritos de 30 a 40%€ y leucocitosis de hasta 34,900 (86,24).

Adenés, existen algunos estudios interesantes en los que, curio
samente, los pacientes afectados en forma severa por le enfer-
medad, no excretan coliformes, tal como si hubiesen sido "lava
dos"s en Aichos casos se hen obtenido cultivos puros de vibrios;
este hecho permanece ein explicacién (166).

Vibrio parahaemolyticus se ha encontrado también ocasionando
infecciones extraintestinales.

Roland (148) reporté un caso de una pierna gangrenada donde se
aislé V. parahaemolyticus; el arteriograma reveld obliteracién
en la porcién media de le tibia y el examen patolézico momtré
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una inflamacidén supurativa con necrosis mesiva de tejido adi-
poso y muscular as{ como inflamecién necrosente de grandea ve
nas y arterias del espacio posterior de la tibia. Se nrocedid
a le amputacién del miembro.

Tacket (171) detecté un caso de panoftalmitis por V. parahae-
molyticus como resultado de la contaminacién de una herida con
agua de estanque.

Olsen (139) aislé V. parshaemolyticus a partir de una descarga
del ofdo de una persona que habfa estado expuesta al agua de
mar.

Porres (24) obtuwvo al microorganiemo del 1liquido sinovial de
un paciente con sinovitis que habfa sufrido una herida en la
rodilla. Asimismo, se reporté un caso de septicemia (181).

Con todo ello, el mecanismo patogénico de Vibrio perahaemolyti-
cus continda sin elucidarse y se siguen requiriendo estudios
més completos encaminados & explicar tanto las diferentes mani
festaciones clinicas exhibidas por numerosos pacientes, como
las extrafias observaciones registradas en tan sélo algunos de
ellos.
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V. DIAGNOSTICO

1l. Aislamiento

El diagnéstico de la gastroenteritis debida a Vibrio parahse-
molyticus, requiere el aislamiento del microorganismo a partir
de muestras de heces o vémito de pacientes, asf como de alimen

tos sospechosos de contenerlo.

La deteccidén de Vibrio parahaemolyticus puede resultar diffcil
en el caso de muestras de heces obtenidas durante las Yltimas
etapas de la diarrea ya que el nimero de vibrios disminuye

rdpidamente conforme el paciente se recupera del padecimiento.

Las muestras pueden estar constitufdas por heces evacuadas
recientemente o0, en su defecto, obtenerse por medio de hisopos
rectales. En ambos casos, deben cultivarse una vez que haya
finalizado su recoleccién. Si el cultivo no ha de reaslizarse
en forma inmediata, las muestras deberén colocarse en un medio
de transporte como el de Cary=Blair, el cual, sin NaCl adicio~
nal, bha resultado adecuado en la preservacidén de este tipo de

muestras.

Asinismo, el agua peptonada alcaliné& es otro medio que ha
demostrado ser dtil en la conservacién de tales especfmenes,
cuando éatos han de cultivarse dentro de las primeras 8 horas
de su obtencién.

Por otro lado, en el caso de los alimentos que han de someterse
& la investigacién de este microorganismo, las muesstras colec-
tadas de peces deben obtenerse a partir de la superficie del
cuerpo, del intestino y de las branquias; si se trata de
mariscos, éstos se homogeneizarén en un mezclador que no forme

aerosoles,
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Vipbrio parahagemolyticus crece en un buen nimero de medios
empleados en forma rutinaria, ei se encuentran suplementedos
con NaCl al 2-5%; incluso, puede desarrollar en masnitol-sal-
-agar, utilizado originalmente para el aislamiento de estafi-
lococos. Sin embargo, el agar TCBS facilita el aislamiento de
los vidbrios.

Las colonias de Vibrio parahaemolyticus en el agar TCBS,
después de una incubacidn de 18-24 hores & 37°C, presentan
una forme redonda, aspecto himedo, con un difmetro de 2-3 mm
¥y centros verdes o azules, originados por la ingestién de
azul de bromotimol alcalino. Por su parte, las de Vibrio
alginolyticus son de mayor tamafio y exhiben una coloracién
amarille debida a la fermentacién de la sacarosa.

Algunas bacterias que no se encuentran habitualmente en las
heces humanas pueden dar lugar & la formecién de colonias
smarillas y en ocasiones azules, gi bien la mayoria de las
veces, este medio inhibe su crecimiento.

Cuando las muestras de heces pueden cultivarse en seguida de
haberse colectado, las técnicas de enriquecimiento no son
necesarias; sin embargo, son recomendables en el caso de heces
provenientes de pacientes convalecientes. A este respecto,
cabe mencionar al medio de Monsur, as{ como al agua peptonada
alcelina, como medios adecuados para el enriquecimiento selec
tivo de Vibrio parshaemolyticus. Del mismo modo, se ha obser-
vudo que es Util aplicar un segundo enriquecimiento en el caso
de pacientes gue han recibido un tratamiento antimicrobiano.
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Por otro lado, cuando el aislamiento ha de realizarse a partir
de alimentos o de fuentes ambientzles, es esencial la aplica-~
cién de un enriquaecimiento selectivo, encaminado a inhibir el
crecimiento de otros microorganismos msrinos presentes en la

muestra.

Para tal fin, uno de los medios m&s ampliamente utilizados es
el caldo Sal-Polimixina, que inhibe no s6lo a enterobacterias,
pseudomonas y microorganismos Gram-positivos, sino también a
vibrios marinos que guardan una estrecha relacidén con Vibrio

pershaemolyticus.

Cuando este medio se emplea en el cultivo de especimenes ma-
rinos, generalmente se obtienen cultivos casi puros de Vibrio

parshaesmolyticus, ya que otros vibrios, incluyendo a Vibrio
alginolyticus, no desarrollan en é1 dentro de las 8 horas de
incubacién recomendadas, a 37°C.

Une vez realizado el enriquecimiento selectivo, es necesario
subcultivar la muestra en un medio apropiado. En este caso,
el medio que mejores resultados ha mostrado es el TCHES, ya
que al amplear otros medios menoa selectivos, las colonias
resultantes pueden ser diffciles de identificar.

Varios investigadores han establecido que Vibrio pershesemoly-
ticus puede ser detectado récilmente en alimentos, empleando
para ello la combinacién del caldo Sal-Polimixina y el agar
TCBS, ya que de esta manera, no hay necesidad de identificar
bioquimicamente las colonias resultantes, si bien, no reco-
miendan esta téctica para aguéllos cuya experiencia en Vitrio

parshaemolyticus no sea amplia.
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2. Identificacién

De los bacilos fermentativos Gram-negativos presentes en lae
heces humanas, sélo Vibrio parahaemolyticus rroduce colonias
verdes o azules en el agar TCBS.

Las colonias que exhiban este patrén de crecimiento pueden
considerarse como sospechosas de ser Vibrio parshaemolyticus
y someterse a pruebas diferenciales.

Este tipo de colonias se subcultivan en el agar de Hierro-
-Priple Azdcar (TSI) y en el caldo MR-VP, los cuales deben
estar suplementados con NaCl al 2%. El TSI ese incuba toda
la noche a 37°C y sl MR-VP a 25-30°C durante 15-18 horas.

Un cultivo de Vibrio garaﬁaomolxticua en el agar de TSI,
exhibe un plano inclinado slcalino y una base &cida; no
~produce gas y no presenta ennegrecimiento.

Por otra parte, produce una reaccién negativa en la prueba
de Voges-Proskauer. Asimismo, la prueba de oxidasa puede
realizarse sobre el crecimiento obtenido en el plano incli
nado del agar TSI.

Bn el caso de aislamientos obtenidos en medios diferentes
del TCES, seréd indispensable llevar a cabo pruebas adiciona
les tales como la lisine descarboxilasa y el crecimiento en
medios con NaCl al OX y al 8XK. '

Cabe sefialar que de las pruebas establecidas para la identi
ficacién de Vibrio parahaemolyticus, aquellas como son el
indol, las descarboxilasas de aminofcidos y las fermentacio
nes de azicares, se llevan & cabo en los mismos medios em-
Pleados en el caso de enterobacterias pero suplementados
con NaCl al 2%.
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Las pruebas para hslofilismo, tolerancia a la esal y canacidad
de crecimiento a 429C, son indispensables en la diferenciacién
de Vibrio parahaemolyticus cuando se trata de distinguirlo de
otros microorganismos marinos similares a é1. Estas pruebas
deberén realizarge con cuidado extremo para evitar confusiones.

Prueba para Halofilismo y Tolerancia a la Sal.

Una asada de un cultivo 1lf{quido de una noche, se siembra en
una serie de tres tubos de caldo nutritivo, conteniendo NaCl
al 0%, 8% y 10% respectivamente. Se incuban durante 12-18 horas
& 37°C. El carficter halofflico de Vibrip parshaemolyticus se
pone de manifiesto al no desarrollar en el tubo sin sal; por
otro lado, su halotolersncia no rebase el 8%,

Prueba para Capacidad de Crecimiento a 42°C.

Une asada de un cultivo ligquido de una noche, se inocula en
. caldo nutritivo con NaCl al 2£ y se incuba en un baflo con
agitacién a 42°C durante 24 horas. La aparicién de un creci-
miento escasc se considera negativo.

Bl criterio utilizado para la diferenciacién de Vibrio parahae-~
molyticus con Vibrio alginolyticus, se basa en la halotoleran-
cim, la fermentacidén de la sacarosa y la prueba de Voges-Prag
kauer, ya que el segundo resiste NaCl al 10%, utiliza el az¥-
car mencionado y produce acetofna.

Por su parte, Vibrio sp. biovar 6330 puede confundirse frecuen
temente con Vibrio parah:emolyticus &l emplear procedimientos
de rutina ya que muchas cepas de este vibrio ‘sin nombre, no
fermentan la sacarosa ni producen acetofna y, ademés, reaccio-
nan positivamente en las pruebas de descarboxilasas. Sin embar
€0, no desarrollan en agua peptonada con NaCl al 8%. Su ocurren
¢ia se circunscribe a los ambientes marinos (153).
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VI. TRATAMIENTO

Si bien la diarrea ssocisda a Vibrio parahaemolyticue en
muchas ocasiones resulta autolimitante, existe un buen ndmero
de casos en los que el padecimiento es tan severo, que es pre
ciso establecer una terapia con antibidticos.

Por tanto, una vez gque se ha efectuado el disgnéstico micro-
biolégico, existe la necesided de determinar el antibidtico
que debe utilizarse para eliminar al microorganiemo quo..esté
provocando la enfermedad. Asf, el primer peso & seguir es':.t_'r;
vestigar la susceptibilidad de la bacteria in vitro, ya que
ello serf de gran ayuda para est‘.a.t_:}ecer la terapéutica ade-
cuada.

Varios investigadores han realizado diferentes estudios
tendientes a analizar la sensibilidad de Vibrio parahaemolyti-
cuse a diversos agentes antimicrobianos. Ios dos métodos que
mfie se han utilizado para este fin sons 1la difusién en gel

& partir de discos impregnados y el de diluciones seriadas

en tubo.

Bonang (28) determiné las concentraciones minimas inhibitorias
(CMI) de cinco antibiéticos segin el método de dilucidn seris
da en tubo, smpleando medio de peptona con NaCl al 3%; las
CMI fueron las siguientess josamicina 50-200 p.g/ml, eritro-
micina 12.5-50 ug/ml, bactrim 0.78-25 ug/ml, tetraciclina
0.195-6.25 ug/ml y doxiciclina 0.098-1.56 ug/ml. Es interesan
te sefialar que sus resultados son similares a los obtenidos
snteriormente por Sakaraki y Hak gquienes utilizaron discos

de papel.
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Por su parte, Joseph (92), aplicando el método de discos de
papel sobre medio Mueller-Hinton (con NaCl al 3%), observd
que Vidbrio parashaemolyticus era sensible a cloramfenicol,
fursdantina, gentamicina, #cido nalidfxico y tetraciclina;
on cambio era resistente a ampicilina, kanamicina, neomicina,
novobiocina, polimixina B y estreptomicina.

Posteriormente, Joseph (94) determiné las CMI de algunos
sntibidticom aplicando el método de dilucién seriade. en tubo
¥y utilizando medio BHI con NaCl al 3%, 1la CMI obtenida para
cloramfenicol fue de 3.1 pg/ml, &l igua.l que en el caso de
tetraciclina; sin embargo, la gentamicina exhibié una CMI muy
superior a los niveles séricos permisibles que no correspondia
con los valores ocbtenidos al emplearse discos de papel filtro.
Probablemente esto se deba a que la actividad de la gentamici
ne disminuye conforme aumenta la concentracién de Na'. En el
mismo trabajo, se ensayé la produccién de p- lactamasa me-—
diante un método yodométrico, encontréndose una buena correla
cién entre la actividad de: esta enzima y la resistencia a
ampicilina.

Por otro lado, Beuchat (17) illevd & cabo un estudic compara-
tivo entre las actividades anti-Vibrio de ésterus de &cidos
grasos y dos sales presarvadoras de alimentoss sorbato de
potasio y benzoato de sodio, utilizando una cepa de Vibrie
parshaemolyticus como microorganismo de ensayo. Observé que

a un pH de 6.7, la monolsurina, 1la monocaprina y el moncaprila
to de sacarosa, exhibfan una actividad similar a la mostrada
por el sorbato de potasio y superaban el gredo de accidn del
benzoato de sodio a concentraciones semejantes.
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No obstante, cabe mencionar que existe controversia sobre el
uso de antimicrobianos en los padecimientos diarreicos, pues
con frecuencia conducen a iatrogenia y alteracién de los eco
sistemas bacterianos. No existen, por otra parte, suficientes
estudios clinicos con pacientes testigos que apoyen la efica-
cie de estos férmacos.

Por otro lado, el padec¢imiento diarreico es una enfermedad
"gistémica” en la cual la diarrea es un sf{ntoma fundamental.

El trastorno béisico del padecimiento diarreicc es la deshidra
tacién, que corresponde a un balance hfdrico negativo condicio
nado tanto por las pérdidaes por aparato digestivo como por la
falta de aporte hidrico para llenar los requerimientos mfnimos
del sujeto corréapondientos a pérdidas insensibles y a excre-
cidén urinaria. Aunque la naturalega exacta de las alteraciones
bioquimicas en cada paciente en particular dependen de la in-
tensidad y caracteristica de las pérdidas por las evacuaciones,
del aporte lfiquido por via oral y parenteral, del funcionamien-
to renal y de las condiciones nutricionales, en todos los

casos hay pérdida de agua y de determinados iones como sodio,
cloro, potasio, magnesio, foasfato y calcio.

Bl déficit hidrico es tanto intracelular como extracelular,
pero en la deshidratacién leve o moderadsa la disminucién es
sobre todo a partir del compartimiento extracelular, mientras
que en la deshidratacidén grave abarca tanto el intra; cono el
extracelular.

Estas alteraciones originan modificaciones en los voldmenes
circulatorios (hipovolemia); modificgciones en la osmolaridad
de los liquidos intracelulares (generalmente hiperosmolaridad);
alteraciones de los iones especfficos en los comoartimientos

126



intra y extrac:lular (desplazamiento de K* vor Na*, incapaci-
dad de la célula para retener Ca*¥); modificaciones en el
equilibrio #écido bésico (acidosis metabélica) fundamentalmente
por pérdida de Na* y K* en las evacuaciocnes, por acdmulo de
productos &cidos del metabolismo debidos a deshidrutacién e
insuficiencia renal; por cetosis debida al ayuno, por incapa
cided para metabolizar ciertos &cidos (léctico) y por trana-
ferencia de las bases hacia el interior de la célula.

Bl desequilibrio hidroiénico repercute en el funcionamiento
de diversos érganos como gléndulas suprarrenales, higado,
cerebro y, de muy especial manera, sobre rifién cuya funcidén
tiende a mantener un volumen sangufneo normal y uns presién
osmética apropiada, conservando agua y sodio a través de una
reabsorcién tubular aumentada, e intenta asimismo corregir la
acidosis por la secrecidén de orina &cida. La deshidratacién y
el acimulo de diversos productos metabdlicos tiende a reducir
la habilidsd renal para cumplir estas funciones, abatiendo la
filtracidén glomerular y la reabsorcidén tubular de agua.

Cualquier programa terapéutico deberd tender a la reparacidén
del desequilibrio hfdrico, mejorando automfticamente la hipo-
volenia y la osmolaridad alteradas; a la reparacién de los
déficits iénicos: hiponatremia, hipocloremia, hipopotasemia
¢ hipocalcemia; y lograr la méjorfn. del funcionamiento rensal.

Eg evidente gque la forma de tratamiento podré variar segin el
grado de la afeccién; asf en los casos de deshidratacién lige
ra en los cuales la pérdida de peso ha sido inferior al 5%,

en que no hay signos importantes de deshidratacién y en que la
excrecién urinaria es buena, el tratamiento podré& hacerse en
el hoger a través de la administracién de liquidos por via
oral.
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Si la deshidratacién es moderada con pé:‘dida de peso del

5 al 10%, con oliguria y dificultad para retener lfquidos por
las vias normales, el lugur de tratamiento deberi ser de pre-
ferencia el hospital, recurriendo a la ingestién oral si se
controla el vémito, 0 en caso contrario o de peligro mayor,

e la endovenosa. FPinalmente en la deshidratacién grave, con
pérdida de peso de més de 10%, con oliguria marcada o ain
anuria, con pérdidas anormales continuas y con intolerancia
ghstrica completa, la hospitalizeacién es obligatoria y la
forma de tratamiento debe ser el empleo de soluciones endove-
nosas. )

los resultados que se buscan en la terapéutica del desequili-
brio hidrico y electrolitico son de dos drdene=ms el inmediato,
.que S8e impome con urgencia y es el de corregir, mejorar o
evitar, el estado de choque y facilitar la funcién rensal a
través del restablecimiento de un volumen circulatorio adecua
do y el de recuperacién gradual biogquimica, que se consigue
en el transcurso de dfas o semanas.

Desde el punto de viasta préictico en la terapéutica se distin-
guen dos etapass el tratamiento reperador en el que Se corri-
gen los déficites preexistentes y en el que se lleva el orga-—
nismo & un estado de equilibrio y, el tratamiento subsecuente,
con el que se trata de evitar que el paciente caiga nuevamente
en desequilibrio hidroelectrolftico, manteniendo mira ello

los requerimientos normales y reemplazando las pérdidas anor
males.

La reparacién compensa los déficits de agua y de ciertos elegc
trolitos y es el primer paso de la terapéutica. Se lleva a cabo
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par la administracién, en un lapeo de 30 a 60 minutos, de
solucidén glucosada al 5% y solucién fisioldgica de cloruro
de sodio, & partes iguales, en cantidad equivalente al 5%
del peso corporal, siendo s£eguida de la aplicacién de 10 ml
por kilogramo y por hora de la misma solucidén hasta lograr
que el paciente orine més de una vez y que la orina tenga
una gravedad especifica de 1,010 o menos.

Tan pronto como la excrecién urinaria es satisfzctoria, se
procede al tratamiento de mantenimiento y de reemplazamiento.
El mantenimiento llena loe requerimientos normales de agua de
ciertos electrolitos y proporciona suficientes carbohidratos
pana evitar la cetosis y reducir al mfinimo la ruptura de las
protefnas del propio orgenismo. El reemplazamiento es la
correccién de las pérdidas anormales que han tenido lugar por

vifas normales.

Ahora bien, en muchos casos, aunado a la terapia dietética,

- es necesario el establecimiento de un tratamiento con agentes
antimicrobianos en donde el antibiético de eleccién es la
tetraciclina, ain cuando su accién no ha sido cabalmente
evaluada (183a).
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VII. EPIDEXIOIOGIA

1. ASPECTOS ECOIOGICOS

1.1 Distribucidn Geogréfica

Tanto la distribucién como la frecuencia de Vibrio parahaemo-
lyticus pueden considerarge elevadas; reconocido inicialmente
en Japén (43,69,166,153), se le ha encontrado posteriormente
en otros pafses asiéticos tales como Corea (57), Tailandia (3),
Indonesia (28,92), Vietnam (177), Malasia (89), China (93,24),
India (51,24,159,158) e Irdn (93). Asimismo se le ha detectado
en Australia (170), la Unién Soviética (114) y en varios paises
del continente europeo entre los que cuentan Holanda (75,95),
Gran Bretafia (10), Dinamarca (107,139), Alemania (113), Yugos-
lavia (129), Italia (150), Bscocia (93) y Bspafia (1); de la
misma manera, se le ha puesto de manifiesto en el Mar Negro,

el Mar Béltico, el Mar del Norte y el Mar Nediterréneo (113).

Los reportes de Africa incluyen aislamientos en Togo (25),
Nadagascar (93) y Kenia (23) y, en cuanto al hemisferio occi-
dental, este bacteria se ha aislado en Canadd (178), los Esta
dos Unidos (24,5,12,6,43,47,48,44,67,74,91,93,98,96,100,115,
124,141,169,166,160), México (131,125,5), Argentina (42),
Brasil (68) y Pansné (105,5).

Bste microorganismo se ha aislado frecuentemente a lo largo de
todo el ambiente estuarino a partir de sedimento, agua, partf-
culas suspendidas, plancton, peces y mariscos. Los principales
factores que influyen sobre su existencia son la salinidad, la
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variacién estacional y su asociacién con organismos superiores.
Vibrio parahasmolyticug es un habitante comin de los estuarios
¥ o8 poco frecuente encontrarlo en agua dulce ¢ en mar abierto.
Su incidencia es dependiente de la temperatura y, por ende,
del ciclo estacional, encontréndose su ocurrencia més alta en
los meses més célidos del verano (43,98,96). ’

1.2 Variacidén Estacional

En la mayorfa de las &reas geogréficas donde este microorganis
mo habita, su incidencia sigue un determinado ciclo estacionsal,
registréndose las cuentas més altas en el verano y en el otoiio
¥, las més bajas, durante el invierno.

Miyamoto (93) detectd por vez primera este fenémeno en Japén
¥, posteriormente, otros investigadores como Nishio y Shin (93)
1o éonﬁ.xiaron. Consecuentemente, se ha registrado tal influen
cia estacional en otros pafses como Australia (170), varios
del continente europeo (113) y los Estados Unidos (12,98,6,67).
Sin embargo, es interesante sefialar el hecho de que Thompson

Yy Vanderzant (180) no pudieron detectar dicho fenémeno en el
Golfo de México, pero observaron que las temperaturas en este
lugar fueron més altas durante todo el afic (la més baje fue de
sdlo 11.6°C) que las de otros ambientes estudiados.

Aunque en la bahf{a de Chesapeake y freas aledafias el microorga-
nismo esté ausente de la columna de agua durante los meses de
invierno, se le puede aislar del sedimento durante todo este
tiempo (98). BEn otros ambientes permanece en dicha columna
pero en nimeros muy reducidos (4).
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En paises tropicales, el ciclo estacional de Vibric parshasmo-
lyticus tiene correlacidn con las temporadas de lluvias y se-
cas; en Vietnaa (133), los nimeros més altos se obtienen en
los meses de lluvias (Marszo y iAdbril) y los nés bajos en la
temporeads de secas (Diciembre a Pedrero)., Curiosamente, un
fenémeno contrario se observs en Togo (25) y en Indonesia (92),
donde las cuentas sés altas se obtuvieron al final de la tempo
rada de secas (Abril) y las més bajas en la temporada de llu-
vias (Junio). Ios valores de salinidad, no registrados en los
estudios de Vietnam ¢ Indonesia, fueron tomados en cuenta en
las investigaciones de Togo, en las que Be observé que la con-
centracién de sal era més alta en la época de secas (més deld
12 por millar), perfodo en sl que las cuentas del microorganis
mo fueron también més elevadas. Durante la époce de¢ lluvias

se registré una salinidad de 1.6 a 4.2 por aillar, la cual es
menor Que la Sptima para V. parshasmo icus; por ello, se lo-
grui'-on pocos aislamientos en esas fechas (25).

Si bien la salinidad parece ser la causa de los datos obtenidos
en Togo y en Indoneesia, no sucede asi en ol caso de Vietnanm,
donde no existe afn explicacién para dicho fendmeno.

Ademés de la temperatura y la salinided, la variacidén estacio-
nal de este aicroorganismo esté influenciada por interacciones
con el plancton y organismos superiores.

Kaneko y Colwell (98,96), al estudiar el c¢iclo estscional de
esta bacteria en la bahia de Chesapeake, observaron que duran-
te los meses de verano su incidencia era mayor en las muestras
de plancton que en las de agua o sedimento marinoes.
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Vibrio parahasmolyticus y otros vibrios estrechamente relacio-
nsdos son quitinocléisticos y es un hecho ampliamente comprobado
que existe una sélida asociacién de este tipo de bacterias con
el smooplancton.

En el rfo Rhode, la flora bacteriana serobis heterétrofa asocia-
ds con plancton resulté especifica, predominando Vibrio spp. en

1a cuenta viable total; a la mitad del verano, Vibrio spp. com—

prendié el 100% correspondiendo el 9.5% a V. parahasmolyticus.

La asociacidén de Vibrio spp. al plancton, sugiere que estos mi-
croorganismos Juegan un papel importante en el ciclo de elementos
del ambiente marino, probablemente en la mineralizacidén del
epp‘podo.

Varios investigadores han demostrado que la flora bacteriana del
pi‘ﬂncton no es la migma que la del ambiente donde generalmente
se toman las muestras.

Shimidu (98) reportd que més del 70% de las bacterias heterétro-—
fas aisladas del plancton eran Vibrio y Aeromonas; pero, por otro
lado, encontré una flors sspecifica localizada en el interior del
Plancton.

Las superficies del plancton estéin revestidas con un exudado vis
coso al que se adhieren las bacterias y del cual toman compusstos
que utilizan como fuentes disponibles de alimento y energia.
Ademés, cuando los microorgenismos asociados con el plancton son
quitinoclésticos, serén capaces de descomponerlo y reciclar su
materia orgénica. De hecho, las células libres de Y. parahaemo-
lyticus que ss encuentran en la columna de agua, provienen del
plancton, del que se liberan durante el proceso de mineraliza-
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cién; tal es sl caso de las que se detectan en la columna
durante los primeros dfas de junio (96,48).

Vibrio parahasmolyticus sobrevive en el invierno asociado a
mariscos y peces propios del fondo, lo cual no es del todo sor-—
pr.ndontd si se considera que los animales bénticos estén siem-
pre en contacto con la flora microbiana de esta regidn.

Adenés, los mariscos se alimentan por filtracién y, por ello,
concentran microorganismos. Se ha visto que el ndmero de bacte-~
rias encontredo en los mariscos, se correlaciona con la tempera
tura ambiente; asf{, se ha comprobado que en invierno, las cuen-
tas de V. parahasmolyticus son bajas, pues sobrevive a bajas
temperaturas en el sedimento marino, el cual, de¢ alguna nmanera
sfn indeterainadas, lo protege.

Asekawa (98) observs que V. parshaemolyticus sobrevive en tubos
de agua peptonsda con NaCl al 3% colocados en sedimento sunque
se presentes cuambios ambientales extremos, Sin embargo, su sen-
sibilided depende de la edad del cultivo y de otros factores,
tales como la concentracién de materia orgfnice e inorghnica
en el medio. Conforme la temperatura se incrementa, los vibrios
proliferan y Vibrio parahasmolyticus puede aislarse ffcilmente
de la columna de agua.

Otra interaccién interesante en la gue participa Vibrio parahase—
molyticus es la que mantiene con Bdellovibrio, para el cual
Miysmoto y Kuroda (197) sugieren un papel importante en el ciclo
estacional del primero. Estos investigedores encontraron que
Bdellovibrio puede lisar a V. parshasemolyticus en una proporcién
2 & 3 veces mayor gque a otros vibrios marinos, cuando las tempe-—
raturas son de 5°C pero no a temperaturas més altas (35°C).
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aAsf, durante los meses de otofio e invierno, cuando las tempera-
turas son bajas y Bdellovibrio lisa activamente al huésped,

V. parahssmolyticus no prolifera fécilmente.

Este fendmeno se ha detectado tanto en la bahia de Osaka (197)
como en la de Chesapeake (201).

Por tanto, el ciclo estacional de Vibrio parshasmolyticus puedes
estar influenciado por una gran variedad de factores, eatre los
Qque destacan la tsmperatura, la salinidsd, el plancton, etc.

1.3 Correlacién con rarlnotroi Ambientales

Ia relacién existents entre la incidencia de V. parahsemolyticus
¥y el medio ambiente, cuando éste presenta determinados indices

de polucién, no esté del todo clara. Algunos investigadores han
reportado mayores concentraciones de este microorganiamo en
aguas contaminadas que en las que no lo estén (6,199). Ba cambio,
Thompson y Vandersant (180), Ksneko y Colwell (98), Sutton (170)
y Jones (91) no encontraron una relacién significativa entre las
cuentas de Vibrio parshaemolyticus y los fndices de contaminacién
representados por cusntas de coliformes totales o de BE. coli.

Asf, por ejemplo, Oshiro (98) detects entre 10 y 20 células de
V. parshaesolyticus por ml de sgua en un drea Adensamente conta-
minada del mar interior de Seto, Japén. FPor su parte, Horie (98)
reports la existencia de 20 a 100 UFC por ml de agus en ls bahfa
de Tokio y cuentas mayores en la boca del rfo que allf converge;
asimismo, Baross y Liston (6) encontraron de 10 a 5,000 células
Por ml en la sonda de Puget. 5in embargo, Kaneko y Colwell (98)
reportaron cuentas relativamente bajas gue promediaban menos de
10 por ml y sin correlacién alguna con las cuentas de E. coli.
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Estas vuriaciones pueden explicarse al tomarse en cuenta otros
factores asociados con la contaminacién tales como la concentra-
cién de nutrientes y particulas suspendidas y no séloc las cuentas
de coliformes. los indices de coliformes generalmente correlacio
nan bien con la presencia de¢ patdgenos bacterianos aléctonos
tales como Salmonella Spp., pero no con la de bacterias autécto-
nas potenciglmente patSgenas como Vibrio parahaemolyticus (49).

Watkins y Cadelli (199) observaron que la adsorcisn de Vibrio
parshasmolyticus & partficulas suspendidas es mayor en aguas de
baja salinided y, por otro ledo, sugieren que las cuentas de
enste microorganismo podrfan estar relacionadas con la contamine-
cién, debido a que ésta, a su ver, 1o estd con el ndmero de par-
tfculas. Adenfs, comprobaron que en la bahfa de Chesapeske, min
cuando la incidencia de este microorganismo mostré una correls~
c¢ién positive con la cuenta de coliformes ‘on sl drea que rodea
‘al puerto de Baltimore, la cantidad detectada no fue ten elevada
como la exhibida por Salmonella spp.

" Bn un estudio subsecuente que cubrid el érea entera de la bahia

de Chesapeake, los datos revelsron gque la salintidad y la concen-
tracién de oxfigeno disuelto se encontraban mfs estrechemente re-
lacionsados con la incidencia de Vibrio parshaemolyticus.

Ia frecuencia, es decir, los nimeros totales de este microorge- -
nismo, se increamentaban al aumentar la selinided y disminuir la

concentracidén de oxigeno disuelto, lo cusal refleja un probable

sumento en la concentracidn de nutrientes en las &reas sutréficas
de la bahfia (100).

136



Vibrio parshaemolyticus se ha aislado de agus dulce en distin-
tas éreas. Joseph (92), en un estudio realirado en Indonesia,
encontrd que en muchos casos el agua potable obtenida de pozos
contenfa a esta bacteria. En la bahfia de Chesapeake, Kaper (100)
aiplé sl microorganismo en la regién mfs alta de la bahfa, asf
como en los nivelos superiores de los rios James y Potomac.

Al examinar la misma érea, Sayler (160) obtuvo varios aislemien A
tos, uno de los cuales fue de sedimento suspendido, donde la
temperatura del sgua era de 4.3°C y l1la salinidad se hallaba por
debajo de los limites detectables por el salinémetro.

El transporte de V. parahaemolyticus por la marsa, juega sin
dude un papel importante en la ocurrencia de este microorganis-
mo rio arriba de los estuarios.

Ayres ¥y Barrow (4) obmervaron mayores concentraciones de este
microoxrganiemo en sedimento lodoso que en sedimento de grava o
arens; ests hecho refleja la influencia que tiene la materia
orgénica en la occurrencia y sobrevivencia de esta especie bac-

teriana.

En Calcuta, India, V. parshaemolyticus se ha aislado de peces y
muestras de agua dulce tomasdas del rfo Hoogly, aproximsdamente
50 millas rfo arriba de la bahia de Bengala. Este microorganis-
B0 se encuentra ampliiamente distribufdo en dicha frea, al grado
que se le encuentra en un 40% de las muestras de agus de estan-
que gque "prficticamente no tienen sal" por provenir de agua 4de
lluvia, principalmente. En esta metrépoli el consumo de alimen-
tos marinos es bajo ya que la poblacién local prefiere especies
de agua dulce.
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Ya que Vibrio parshaemolyticus se encuentra eatre los vibrios
mnés dependientes de la sal, podria espersrse que sobreviviera
s8lo por un corto periodo en ambientes de agua dulce. No obstan
te, la adgorcién al plancton quizé pueda prolonger su supervi-
vencia confiriéndole algin tipo de proteccidén, En este contexto,
cqbo mencionar que en el caso de V. choleraes, la asociacién con
quitina le otorgs resistencis al pH écido.

Muestreos subsecuentes en otras fireas han mostrado una baja tasa
de aislamientos de este microorganismo tanto de agua como de
sedimento. Estos datos no apoyan la idea de un ciclo de esta bag
teria en los nichos heterétrofos de agua dulce, tal como sucede
en las aguas estuarinas y costeras. Aparentemente, V. parahaemo-
lyticus no forma parte de la microflora autéctona de los ecosis
temas de agua dulce, sin embargo, la sobrevivencia de las célu-
las introducidas en sistemas de agua dulce por humanos infecta-
}.:do-. parece prolongarse por su asociacién con el plencton exis~
. tente. Esta podria ser la razén de la diseminacidén de esta
infeccién en Calcuta (159).

En resumen, la asociacidn de Vibrio parshaemolyticus al plancton
de agua Aulce, ain en ndmeros bajos, confiere otra dimensién &
1la distribucién de este microorganismo.

1.4 Ocﬁrroncia en Mar Abierto

Como rara vVer se ha aislado a Vibrio parahassmolyticus de regiones
pelégicas, pareceria que estf limitado a las aguas costeras y es-
tuarinas; sin embargo, Aoki reporté su aislamiento del mar abier-
to de Japén, ain cuando ni Horie ni Miyamoto pudieron reproducir
el fenémeno en las miamas freas (93).
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Esta incapacided para aislar & V. parashssmolyticus en zonas
pelégicas se ha reportado también en Cansd& y el Continente
Africano (25). Baross y IListon (6) notaron que la incidencia

de este microorgenismo en. el agua de mar decrecia conforme aumen
taba la profundidad en la costa de Washington; no obstante, en-
coatraron mimeros muy bajos de esta bacteria en sedimentos nés
profundos. Kaneko y Colwell (97) colectaron muestras a lo largo
de cuatro recorridos fuera de la saliente contineantal del suroes
te de los Betados Unidos y no aislaron a esta dbacteria de ningu-
na de las muestras de agua, sedimento o plancton; sin embargo,
obtuvieron un buen nimero de vidbrios muy similares a ella.

La ausencia de V. parahasmo icus en el océano es probablemente
el resultado de la baja temperatura del agua, la alta salinidad
¥ la baja concentracién de nmutrientes, ya que este microorganis-~
mo, & diferencia de otras bacterias marinas, es sensible al frio
Y generalmente no sobrevive en aguas con baja centidad de nutrien

tes.

Otxro factor importante gque debe considerarse al examinar la in-
cidencia de V. parahaemolyticus en el océano, es la presidén hi-
drostfitica. Su efecto ha sido estudiaedo por Schwarz y Colwell
{161) quienes reportaron que esta bacteria es incapssz de crecer
a cualquier presién que simule el ambiente del océano profundo,
o8 decir, entre 200 y 1000 atm. De esta manera, la incapacidad
de Vibrio parahusmolyticus para tolerar una presién hidrostéti-
ca elevada, mantiene la concluasidn de que las aguas estuarinas
constituyen su hébitat natural.
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1.5 Asociacién con Organismos Superiores

Es bien comocido el hecho de que V. parahasmolyticus se encuen-
tra asociado con una gran variedad de organismos superiores,
incluyendo plancton, peces y muriscos, tanto en el amdbiente
marino como en ol estuarino.

Pishbein (67) ha reportado su aislamiento de 30 diferentes espe-
cies marinas, incluyendo almejas, ostiones, langostas, vaneras,
sardinas, camarones, calamares, cangrejos, anguilas y otras.

De 1969 a 1972, encontrd que el 86% de las muestras de alimentos
marimos oxanim.ldo- por la Food and Drug Administration, resulta-
ron positivas pare V. parahaemolyticus, si biem la mayoria de
las muestras se colectaron durante brotes colectivos de enferme-
dades satérices. Otros estudios igualmente extensos, reportan
la presencia de este microorganismo en slmejas, mejillones y
ostiomes (95,12,179,33,6, 170925.178o180a131)n

Las cueatas de V. parahaemo icus en ostiones pueden ascender
hasta 1,300 por gramo de tejido, aunque los valores més frecuen
tes son de 10 por gramo (64).

Varios investigadores como Colwell (50), Krantz (106), PFishbein
(65) ¥y Baxrrow y Miller (11l), han reportado el sislamiento de
este microorganiamo al anslizar cangrejos, encontrando concentra
ciomes tan altas como de 103 por gramo de carne (106). Otros,
como Vanderzant (194) y Joseph (93), 1lo han recuperado del cama-
rén.

Vibrio parahasmolyticus no se ha aislado tan frecuentemente de
peces como lo ha sido de invertebrados que se alimeatan por fil-

tracién (6). Sin embargo, se ha demostrado su existencia en una
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gran variedad de peces tanto marinos como de agua dulce, entre
los que se cuentan el atun, robelo, pez azul, pez gato, anguila,
lenguado, macarela, mujol, perca, pémpano, pergo, sardina, esper
lamo, merlusa, caballa, bagre, etc. (95,31,130,67).

Adenés de la asociscién comensal o simbidtica de esta bacteria
com organismos superiores, también es posible la antagdnica.
Krantz (106) ailslé a este microorganismo de cangrejos letérgi-—
coms y noi-ibundo-; Brinkley (31) observé la relacién de esta
bacteria com une enfermedad de las langostas y, Tubiash (184)
la ha reportado presente en moluscos bivalvos.

Vanderzant y Nickelson (195) publicaron la muerte de camarones
en mericultura, debids & infeccién por Vibrio parshaemolyticus.
Bn on;.i'oontido. las propiedsdes patogénicas de V. parshasmoly-
ticus pddr:!an ser tan importantes en la maricultura del camarén

w otros invertebrados, como se ha demostrado que V. anguillarum
1o es en viveros de peces.

1.6 Relaciém con Bacteriéfagos

El primer aislamiento de bacterisSfagos especificos para Vibrio
parshasmolyticus fue reportado en 1966 por Nakanishi quien, en
esa ocasidn, describid 3 diferentes fagos obtenidos de agua de
mar, heces y una cepa lisogénica, respectivamente (103).

En 1973, Sklarow (165) aislé un bacteriéfago especffico psara
V. parshaemolyticus del sedimento de la costa del Atléntico,
el cual presentabe forma de icosahedro. Fosteriormente, Baross,
Liston y Morita llevaron a cabo una serie de estudios sobre
fagos de Vibrio parahaemolyticus (7,8,9).
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Se piensa que la funciém primaria de los bacteriéfagos en la
naturaleza es lisar con el objeto de disminuir las poblaciones
de determinadas bacterias. Generalmente, los fagos son eapeci-
ficos de especie 0 cepa Yy se cree que tienem su origem en cepas
lisogénicas de la misme especie. Las cepas lisogénicas son bas-
tante comunes en la naturaleza y em los experimentos donde se
han meZclado fagos con las cepas susceptibles, eventualmente
han smergido cepas resistentes a tales fegos. En consecuencia,
pusde suponerse que los bacteridfagos de Vibrio estén asocisdoe
;lo algdn modo a la mayoria de las especies de este género que
se encuentran en el ambiente marino.

Le incidencis estacionel de los bacteriéfagos de V., parahsemoly-
ticus en mariscos, ha mostrado estar relacionada en forma inver-
samente proporcional con la frecuencia de vibrios meméfilos.

Se han detectado niveles elevados de fagos de V. parahaemolyticus
en muestras de mariscos que no albergaeban niveles detectadbles de
vibrios meséfilos y, ademéis, se han aislado frecuentemente de
crustficeos tales como el cangrejo Rey y el cangrejo de Nieve,

que habitan en aguas permanentemente friass (menos de 5°C); este
hallazgo sugiere fuertemente que el origen de estos fagos capa-
ces de lisar a V. purahgsemolyticus, no estdé en cepas lisogénicas
naturales de esta especie. Esto es contrario a la creencia gene-
ralizada de que el principal requisito pare el aislemiento de un
bacteriéfego, es la presencia del huésped especifico. Obviamente,
el origen de estos bacteriéfegos seguiré siendo obscuro, en tanto
el conocimiento sobre el tipo, numero y actividad de los vibrios
marinos y su asociacidén con animeles de estos ambientes, no mse
establezca con claridad.

142



A la fecha, =8lo existe informacién confiable, teanto de tipo

taxonémico como fisioldgico, sobre las especies patégenas para
¢l hombre y los peces, tales como V. parshaemolyticus, V. algi-
nolyticus y V. anguillerum. De éstas, £6lo las dos primeras se
encuentran relacionadas en forma significativa, a un gredo tal
que pudieran compartir algunos fagos. Sin embargo, no se ha

detectado ningin fago de V. slginolyticue & partir de muestras
merinas, ni se ha encontrado alguna cepa que albergara profagos

capaces de lisar a V. parahaemolyticus.

Por otro lado, el hecho de que algunos fagos de V. parahaemoly-
ticus puedan lisar a un amplio grupo de vibrios degradasdores de
agar y viceversa, puede considerurse como evidencia de que algu
nos de dichos fagos pudieran haberse originado de un vibrio re-
motamente relacionado con V. parahaemolyticus, por ejemplo, al-
guna especie psicrofflica. Asef, puede mencionarse el caso de los
fagos P4A, P4AB y 4-TC cuyo huésped original es el vibrio psicro-
f{flico TCy31ErA que es degradador de agar; lo interesante del
cas0 es que estos fagos también lisan cepas de V. parshaemolyti-
cus, pero solamente a temperaturas inferiores a los 30°c.

De esta manera, el hecho de que loas ostiones contengan a una
&ran poblacién de bacteriéfagos que lisan tanto a Vibrio parahae-
molyticus como & una gran variedad de vibrios degradadores de
agear, sugliere una relacién ecolégica entre estos dos grupos de
vibrios.

Las especies de vibrios comprendidas dentro de las poblaciones
psicrofflica y meséfila encontradas en ostiones, no se encuen-
tran determinadas con exactitud. Por ejemplo, existe un conside
rable nimero de vibrios pesicrofilicos y degradedores de agar
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que no se han identificado, debido a la gran variacién fenoti-
pica que exhiben; en esta situacién, los bacteriéfagos pueden
representar el factor definitivo. Asi, se ha llegado a sugerir
que la especificacién dentro de este grupo de vibrios murinos
es précticamente imposidble, pudiendo existir un espectro amplio
e ininterrumpido de organismos relacionados genéticuzmente

_(1'8l 9).

Por su parte Koga (103), en 1982, llevé a cabo un estudio sobre
las variedades morfolégicas y los rangos de huéspedes de fagos
de V. parshaemolyticus. Del agua de mar obtuvo 18 bacteriéfagos
1fticos para V. parshaemolyticus, a los que clasificé en 4 gru-
pos de acuerdo a su morfologfa. El grupo I estaba conetitufdo
por fagos con cabera hexagonal y una cola con vaina contréctil.
Ios fagos de los demés grupos poseian una cola no contréctil,
relativanente larga, rresentando diferencias en sus cabezas.

El gupo II presentaba una cabeza hexagonal; el IIY exhibfa una
cabeza polihédrica y, en el grupo 1V se observaba una cabeza
hexagonal con proyecciones en forma de perilla.

No ce advirtié correlacién alguna entrs los serotipos O y K y
el espectro litico de los fagos y se encontré que el grupo I
era més sensible al calor que l1los otros grupos, pues se inacti
vaba totalmente al exponsrlo dursnte 30 minutos a 55°C; los
demfs 1o hacfan hasta los 60°C.
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2. [FENOMENOS EPIDEMIOLOGICOS

La frecuencia y distribucién de los drotes epidémicos de la
enfermedad causada por Vibrio parshaemolyticus corrslacionan
perfectamente con su ecologfa. Su incidencia se acentda en los
neses nés célidos del afio, disminuyendo en los de invierno; este
hecho exhibe un peralelismo total con la variecidn estacional
del microorganismo (5). Sin embargo, sungque ésta estableszca un
rituwo determinado en Jepén y los palises occidentales, en otros
como la India, dicho esquema no se presenta: ocurren durante todo
el &flo tanto brotes epidémicos como casos esporédicos (51).

Por otro lado, generalmente se he asociado la infeccién por
Vibrio parahasmolyticus al consumo de alimentos crudos de origen
marino tal como sucede en Japén; no obstante, en paises como 1la
India, rara ves se acostumbra ésto y sdemés se prefieren las es-
pecies de agua dulce. En Calcute se ha reportado que el 33.3%

de los pacientes que sufren de infeccién por esta dbacteria, no
presentan en su historia clinica el consumo de peces en los 7
dfas previos a la manifestacidén de la enfermedad. En este sentido
se habia sugerido que la presencia de V. parahgemolyticus en esta
regién se debfia a la marea, empero, Sarksr (159) descarté esta
posibilidad debido a que estas £reas, en las cuales las muestras
de plancton contienen a este microorganismo, no tienen confluen-
cia con aguas marinas y son entidades independientes con fuentes
de agui subterréneas. Puede pensarse que la introduccién dsl
patégeno en tales cuerpos cerrados de agum, se deba a casos am-

bulantes 0 & portadores, ya que estas aguas se usan constantemen
te para propésitos domésticos y ablucionarios; ademés, no se
descarta la posibilidad de un reservorio extrahumano (51,159).
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Asimismo, se ha obeervado gque en la Indie, la enfermedad afecta
tanto a grupos estrictamente vegetarianos como a los no vegeta-
risnos; ésto cuestionaria la teorfa de que la ingestién de ali-
mentos marinos crudos s la causa principal de gastroenteritis
por V. parsghasmolyticus. Por otra parte, el p-dieiluonto afecta
principalmente a la poblacién sociceconémicamente més pobdre,
que no guarda buenos hébitos de higiens (51).

Con todo ello, Barker (5) propusoc que son 3 los motivos mediante
los cuales los alimentos contaminados pueden llegar a adquirir
admeros suficientemente altos del microorganismo como para causar
enfermedad en el humanos

1) Que se dejen sin refrigerar durante un largo perfodo antes
de su coccidn o ingestién.

2) Que no se cuszan lo suficiente.

3) Que se recontaninen después de haberse cocido.

éon respecto a la falta de refrigeracién, Bradshaw (30) realizé
un estudio sobre las teamperaturas de los refrigeradores y la
supervivencia de V, parahasemolyticuss encontré que en los refri-
gersdores domésticos y comerciales la tempsratura fluctia entre
4.4 y 12.8°C en un perfodo de 12 horas permitiendo, en muchos
casos, no sélo la supervivencia del microorganismo sino incluso
su maltiplicacién.

Por otra parte, Vanderzant y Nickelson (194) observaron que cuando
Y. parshasmolyticus se encuentra presente en los alimentos, puede
soportar temperaturas de hasta 80°C; de ahf 1la importancia de
cocinar los alimentos durante el tiempo suficiente.
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Otro factor que Barker (5) analizé fue el tiempo de generaciédn
de V. parahaemolyticus (9 a 11 minutos); un inéculo inicial de
10} microoxrganismos puede llegar a ser de 106 en un perfiodo de
3 a 4 horas. A este respecto, Smith (166) reporta el caso del
"gushi™ japonés (ensalada tipica de arroz y pescasdo), la cual
sl mse ingiere en el restaurant rara vez provoca lea enfermedad,
pero si se ordena por teléfono para gque sea entregado a domici-
1io la demora puede resultar suficiente como para alcanzar la
doeis minima infectiva.

En base & lo anterior, se procedid a realizar une investigacidn
con 1os cocineros que preparaban el "sushi” en la que se observé
que de Abril a Octubre més del 15% se "infectaban en forme asin-
tomética", empero, dicha "infeccién™, desaparecia durants los
‘meses de invierno. En este caso, Smith (166) acufié el término
"excretor contaminado” , ya que aunque estos portadores no mani-
.. Tiestan sintomas, excretan constantemente al microorganismo.

Bl conocimiento de la existencia del estalo asintoméitico Ae los
cocineros y otros portadores que pueden hacer las veces de foco
infeccioso para la transmisién de 10s microorganismos, ha origi-
nado ¢l establecimiento de encuestas epidemiolégicas en varios
lpd-u (166) incluyendo el nuestro.

En la ciudad de Puebla, Néxico, el grupo de estudio encebezado
por Molina Garcfs (125) determiné la frecuencia de anticuerpos
anti-Vibrio parshasmolyticus en diversas poblaciones de sujetos
asintométicos que fueron seleccionados de acuerdo a su ocupaciéns
de 100 personas encargadss de expender alimentos al pdblico, 17
mostraban snticuerpoe séricos contra el microorganismo. Ademés,
entre los diez individuos que tenian mayor contacto con produc-
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tos derivados del mar, cinco manifestaron presencia de anticuer—
pos: asimismo, en la poblacidén general se encontré una frecuencia
del 16.5%. Bstos datos sugieren que en este pafs las infecciones
por V., parshaemolyticus son més frecuentes de 10 que cominmente
se pliensa.

Por su parte, Nava Pernéndez (131) realizé un estudio en la Cin-
dad de México; analizé 200 muestras de ostiones obtenidas en el
principal mercado de pescados y mariscos de la ciudad y de 10
de ellas (5%) aielS a V. parshasmolyticus. Cebe mencionar que
en esta ciudad no se han reportado casos de gastroenteritis de-
bidas a ests microorganismo, sin embargo, existen muchas posibi-
lidades ds que ssto se deba a que no ses considera, como debiera
ser, que V. parahasmolyticus es un importante agente causal de
esta enfermedad y, por ello, no se le busque en las muestras de
materia fecal, Si adenfis se toma en cuenta el hecho de gue esta
especie no desarrolla en medios tales como el Endo y el BMB y 1lo
hace pobremente en ol McConkey (62,166), los cuales se emplean
para realisar los coprocultivos, puede explicarse el motivo por
el cual no se detecta la verdadera incidencia de este microorgea~
nismo, ni aiin cuando cause brotes epidémicos; ademéis la antibid-
ticoterapia prescrita en su caso 6s la misma que se emplea en
salmonelosis, shigelosis y gastxoenteritis por E. éou enteropa-
tégena.

Antes de los acontecimientos de 1950 en Osaka, Japén, no se con-
sideraba que una bacteria estuarina o marina pudiera ser un im-
portante agente causal de gastroenteritis; sin embargo, en cuanto
se investigé su presencia, V. parahaemolyticus ha llegado & colo-
carse gradualmente como el principal agente causal de este pade-
cimiento en varios pafses (3,138,108).
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Kudoh (108) reslizd un extenso trabejo en Japén sobre la frecuen
cia de los distintos serotipos y su relacién con drotes epidémi-
cos sin encontrar asociacién alguna, Este hecho se ha corrobore-
do en otros pafses (24).

Asimismo, Asskawa (2), al investigar la presencia de Vibrio para-
haemo icus en alimentos marinos que se expenden en nmercados,

restaurantes y hoteles, encontré que el microorganismo sobrevive
¥ prolifera en tales ambientes, si bien no pudo detectar una sola

cepa KP+.

Con respecto a los alimentos contaminedos, Sakazaeki (152) estable
ce que para controler la infeccién en humanos, basta aplicar al-
gunas medidas hig:l‘nicu‘ que evitan la multiplicacién del vibrio
en los alimentos ¥ previenen contaminaciones secundarias. Igual-
mente determiné el 1imite para aceptacién del pescados 1 x 104

) V-:lerovorgunima por cada 100 g de carne; sin embargo, este limite
: Ano incluye a mariscos, en los cuales requiere ser determinado.
Adenés, encontrd una estrecha relacién entre las cuentas viables
de V. parshasemolyticus y V. algino icus: por cada 100 células
del segundo existen 10 del primero; de este dato se desprende

que del recuento de V. alginolyticus puede estimerse el grado de
contsminacién de los alimentos por V. parahmemolyticus.

Por otro lado, la reaccién gl fenémeno de Kanagawa sigue aiendo
uno de los aspectos més enigméticos de Vibrio parahsemolyticus
{153,172,122).

Originalments se habfa postulado que las cepas KP-, las cuales
se encuentran generslmente en los alimentos, se transformaban
en KP+ al pasar por el tracto intestinal humano. Sin mebargo,

149



los experimentos realizados para probar esta hipdtesis, tanto
en animeles como en voluntarios humanos, resultaron infructuo-
sos: se administraron cepas KP- por via oral y en ninguin caso
se recobraron cepas transformadas a partir de las heces (5,77).

Posteriormente, se sospeché gue la presencia de plésmidos en las
cepas KP+ podrfan explicar esta situacién. Sin embargo, en los
estudios realizados por Guerry (77) y Tweat (186) sélo se detec
taron plésmidos en slgunas de las cepas XP+ y nunca en las KP-,
pudiendo comprobarse sdemés, que la curacidén de los mismos, no
afectaba en forma significativa la produccién de hemolisina (77)
ni la reactividad en el modelo del asa ligeda de conejo (186).

Otro fendmeno interesante fue sl detectado por Burstyn (35):

61 comprobdé que unas cepas mutantes esponténeas auxotréficas
para Cys- y Arg- de uns cepa originalmente KP+, se manifestaron
KP-~ y la posterior reversién & le prototrofia no se acompafié del
retorno al fenotipo original KP+. A este respecto, se ha sugerido
que algunos elementos de insercién en secuencia (IS), como los
observados en  algunas mutaciones de los operones gal y lac en

E. coli, pudieran estar involucrados en la produccién de la he-
molisina, actuando como factores de control o como parte del gene
estructural. En este sentido, los estimulos del medio ambiente
podrian influir en eventos de insercién/excisién de algin elemen
to IS que gobernara la expresién del gene de la hemolisina.

Como sucede en algunos sistemas biolégicos, existen transposones
que forman parte :i.htogru]. en la regulacidén de un gene normal y
cuyo movimiento dipendo de estimulos externos para que el microor
ganismo se adapte a cambios en el ambiente. Si un mecanismo simi-
lar existiera en V. parshaemolyticus y gobernara la produccidén de
hemolising, podri{a pensarse gque al menos ilsunae cepas KP- lleva
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rian cripticamente la informacién genética para la produccién
de la hemolisina (35).

Si bien el fenémeno Kanagawa permanece sin explicacién, cabe
sefialar un fenémeno similar exhibido por otro grupo de vibrios:
los no aglutinables (NAG). En éstos, se obmerva lo siguiente:
aguellos aislanientos obtenidos del medio ambiente presentan

una reactividad negativa a la pruedba del asa ligada de cone jo,
mientras los obtenidos a partir de heces de pacientes la muestran
positiva (158a).

Otra observacién interesante con respecto al fenémeno Kansgawa
se desprende de la administracién del microorganismo a animales.
Chun (57) no encontrd diferencia alguna entre cepas KP+ y KP-
en lo que se refiere a aparicidn de sintomas y excrecidén del
microorganismo en heces, al lievar a cabo pruecbas con perros y
gatos. Del mismo modo, Aiso no pudo diferenciar las cepas patéd-
_ genas de las no patégenas en sus experimentos. Por otro lado,

" se hs observado que algunas cepas que resultan patégenas en el
humsno, no muestran efecto alguno en el animal y viceversa (57).
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VIII. DISCUSION

Vibrio parsahaemolyticus exhibe una emplia distribucién
en el orbe 1o cual ha provocaldo que se le afsle en dife
rentes climas, desde aguas tropicales hasta cuerpos de
agua fria (pese a su alta sensibilidad a las bajas tem-
peraturas). Este hecho podrfa explicarse en base a su
gran capacided de adaptacién pues adends, su asociecién
con otros seres como el plancton as{ como con organismos
lupor:l.oi'u, ha dado lugar a que se le obtengs incluso en
agua dulce, siendo un microorganismo haléfilo.

Sin embargo, dicha capacidad de adaptacién puede ser el
resultado del sislamiento de especies atipicas estrecha
monte emparentadas con 61 y que son précticamente indis
tinguibles por métodos convencionales. Asi, serfa facti-
ble tener varias especies agrupsdas bajo una sola, dendo
esta dnica especie, la apariencia de ubicuidad.

Quizd esta misna situacién sea responsable en clerta me-
dida de¢ la variedsd de sintomas registrados en diferentes
grupos de pacientes aldeméis del mecanismo por el cual desen
cgdm 1a enfermedad pues, en ambos casos, no se ha llega-
do a una explicacién satisfactoria como tampoco 1lo ha sido
el fendmeno Kanagawa. '
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IX. CONCLUSIONES

Con respecto a los aspectos generales de V arahasmno icusas

1.

2.

3.

Es un nicroorganismo al que no se le presta la dedbida aten
cién en México, no obstante que en un significativo ndmero
de meoxicanos se han puesto de manifiesto anticuerpos séri-
cos y de que as le ha detectado en las sguas de nuestros
mares ¥ et los alimentos que de ellas obtenemos.

Es un habitante tipico de los estusarios en cuya ecologia
deseapsiia una funcién relevante, asunque también puede de-
tectarse en otros ambientes acuéticos.

BEs una bacteria Gr-‘l-nogatin. haldéfila y meséfila (asunque
desarrolla a temperaturas que van desde los 9 hasta los
44°C) y cuyo pH Sptimo es de 7.5 a 8 (empero, puede reprg
ducirse sn un rango de 5 a 11); presenta flagelacién mixta
¥y su tiempo de generacidn veria cominmente entre 9 y 11

minutos.

Por lo que se refiere al disgnéstico de las gastroenteritis

debidas & Vibrio parahsemolyticuss

1. Para efectuar el aislanmiento del microorganismo & partir de

muestras de materia fecal, los medios de enriguecimiento
Sptimo son el agua peptonsda salina neﬁina, el caldo de
Monsur, el medio de Kristensen, el medio de Kampelmacher
¥ el TSB adicionado de 7% de NeCl; asimismo, los medios
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selectivos en placa wés adecuados son el TCBS edicionado
de NaCl, el WA, el AAC y el de Twedt y Novelli con 7£ de

NaCl y 1% de almilén de nais.

2. En cuanto a las pruebas bioquimicas que se emplean para l1la
identificacién del microorganismo, debe considerarse el
cuadro propuesto por Hugh y Sakazaki, para reducir costos
¥y tiempo sin que se disminuya la confisbilidad de los re-

aultedos.

Por 1o que toca a la patogenicidad del microorganismo, los
dnicos factores detectados a la fechs son la hemolisina ter-
moestable directa (responsable del fenémeno de Kansgawa) y

su capacidad de asdherencia, la cusl es determinante pars su
invasividad. Sin embargo, no debe descartarse la posibilided
de que produzce alguna otra toxina y de que la cdpsula tenga .
propiedades antifagocitarias.

Sobre su patologia:

l. Ia enfermedsd principal con la que se relaciona es la gas-—
troenteritis, la cusl origina sintomas diversos dependiendo

de 1la cepa, la resistencia del huésped y el numero de microor

ganismos ingeridos.

2. Ios diferentes grados de virulencia observatos entrs las ais

tintes cepas aislaldas de pacientes y las variaciones en el
fenémeno de Kansgewa, parecen reforzar la hipétesis de que
existe todo un espectro de vibrios marinos muy relacionados
capices de causar enfermedad en el humano.
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3.

4.

Se

los signos méis frecuentes en la gastroenteritis son la
diarrea, el dolor abdominal, las nfuseas y el vémito.

No obstante que en lea mayoria de las veces las lesiones
sélo afectan al tracto intestinal, existen evidencias de
que sn los casos ufs severos otros Srgmnos y tejidos, in-
cluyendo el corazén, pusden verse involucrados.

Aunque con muy dbaja frecuencis, se ha encontrado que puede
pProvocar panoftalmitis, otitis y gangrena.

Acerca de su epidemiologia:

1.

3.

Aunque ls mayor frecuencia de envenenamientos alimentarios
se ha presentsdo en el Japén, en donde més se acostumbra
consumir pescado crudo, ya se han detectado casos importan
tes en todo el mundo; de hecho, ya se reconoce que Vibrio

ahaemo icus es uno de los principales agentes etiolé-
glicos de gastroenteritis en todo el .orbe.

La mnés elevada incidencia de gastroenteritis debidas a este
microorganismo se presenta en los meses en que las teapera~
turas son més altes; sin embargo, en ciertas regiones existe
un grsn ndmero de cssos durante todo el ailo.

los portadores asintométicos desempefian un papel importante
en la transmisién del microorganismo; no obstante, la enfer
medsd se adquiere més frecusntemente por la ingestién de
alimentos del mar que no han sido refrigerados y/o cocidos
éptimamente.
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Refiriéndose a las medidas que deben tomarse en nuestrc pafs,
es importante destacar la necesidad de incorporar los métodos
-:I.crobioidg:lcon tendientes a detectar la presencia de Vibrio

parshaemolyticus tanto en los alimentos como en las muestras

clinicas; asimismo, es conveniente establecer encuestas epi-

demiolégicas lo suficientemente representativas. Ello condu-

cirfa & determinar ls verdadera incidencia de este microorga

nismo y @& instituir la terapéutica adecuada. .
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X« ANBXOS

AGUA PEPTONADA AICALINA

Peptona 10 g
NeCl 10 g
H,0 1000 m1
pH 8.6 -~ 9.0

'E1 medio se distribuye en cantidades
de 10 ml y se esteriliza a 121°C au-
rante 15 minutos.

BEn el medio se inocula una muestra
de 0.5 g 6 0.5 = 1 ml de heces y se
incuba a 35 = 37°C durante 6 a 8 hj
observando este tiempo de incubacidn
se previene el sobredesarrollo de
otras bacterias de la flora fecal
'(153) .
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CALDO DE MONSUR

Peptona 10 g
Cloruro de Sodio . 10 g
Taurocolato di Sodio 5 €&
Carbonato de Sodio lg
Agua ‘ 1000 m1
pH 9.0-9.2

Después de esterilizar el medio
en autoclave a 121°C dursnte 15
minutos, se agrega telurito de
potasio a una concentracién fi-
nal de 13100,000 (153).
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CALDO SAL-~POLINIXINA B

Extracto de levedura le
Peptona 10 g
Nacl 20 g
Polimixina B 250 ng
H,0 1000 ml
PH 8.6-9.0

El medio se distribuye en cantidades

de 10 ml y se esteriliza en autoclave
a 121°C durante 15 minutos. Cada tubo
se inocule con X g 6 1 ml de muestra

¥y se incuba a 35-37°C durante 8-12 h

(153).
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CALIDC
AZUL AGUA - ANARILIO ALIZARINA

Peptona 10 ¢
Sacarosa 10 g
Cloruro de Sodio 30 g
AzZul Agua 0.02 g
Amarillo Alizarina 0.02 g
Teepol 2.0 ml1
Agua “ 1000 ml
pH 6.9

El medio se distribuye en canti-
dades de 10 ml y se esteriliza a
121°C durante 15 minutos (19).
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CALDO DR HORIE

Peptons 5¢
Extracto de carme 3 g
Cloruro de Sodio 30 g

Azul de Bromotimol 0,03 g
Violeta ds Etilo c,001 g

Arabinosa S5
Agua 1000 ml
pH 9.0

La solucién de arabinosa se esteri~
lize ror filtracidn y nse agrega asép-
ticamente al medio basal, el cual pre
viamente se¢ ha esterilizado en auto-

clave (117).
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AGAR T C B S

Bxtracto de levadura
Peptona

Sacarosa
Tiosulfato de Sodio
Citrato de Sodio
Colato de Sodio
Bilis de buey
Cloxruro de Sodio
Citrato Mrrico
Asul de Timol

Azul de Brosotimol
Agar

Agua destilada

pH

Bl medio se calienta hasta disolver los
ingredientes, se enfria a 45°C y se ais
tribuye en cajas de Petri; no debe estg
(153).

rilizarse en autoclave

W
AR ANNEAERRR
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AGAR DE WAGATSUMA

‘Bxtracto de levadura 3¢
Buétopoptona . io e
Cloruro de Sodio 70 & |
KoHPO4 5¢
Agar 15 ¢
Hy0 1000 ml

Después de disolver los ingredientes (debe
evitarse la esterilizacién en autoclave),
se agrega manitol a una concentracién final
de 1%, asi como cristal violeta en sclucidn
alcohdlica (al O.1%) & una concentracién de
0.1%. De igual modo se sdiciona sangre des-
fibrinada de conejo o de humano (o una sus—
pensién salina de hematfes) al 5% (122).
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AGAR DE AKIYANA

Bxtracto de Carne 5 &
Peptona 10 g
Sacarosa 10 g
Cloxuro de Sodio 20 g
Teepol 2.0 m1

Azul de Bromotimol 0.08 g

Agar 15 &
Agua 1000 ml
PH _ 7.8

El medioc se esteriliza en smtoclave
& 121°C durante 15 minutos.

En muchos casos se ha substitufdo
el Teepol por Tergitol 7 (0.1l ml)
debido & su gran estabilidead (153).
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AGAR DE KOURANY

Tripticase Soya Agar 40 g
Cloruro de Sodio 25 ¢
Sacarosa 20 ¢
Sales Biliares 0.5 g
Solucién de Cloruro de
Trifeniltetrazolio al 1% 3m
Agua 1000 ml
pH 7.1

El medio se esteriliza en autoclave
- 121°C duraente 15 minutos (104).
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AGAR PTB-Teepol

Extracto de carne
Peptona

NaCl

l.zm"IZ Hap0
Sacarosa

Glucosa

Teepol

Agar Noble

Azul de Bromotimol
Pdrpura de Bromooresol
Antihemolisina

Agua
rH

Para la prueba de inmunohalo, el suero

MODIFPICADO

~ »
Gnsr3838wm

QNRE‘Q&NQNQ

0.08
0.01

1000
8.0

B B
=

antihemolisina (con un titulo de 1:32),
se mezcla con el medio esterilizado en
artoclave, cuando este \Wltimo se haya

enfriado a 50°C (83).
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AGAR DE KAPER

Peptona

Extracto de levadura
Triptona

Cloruro de Sodio
Sacarosa

Lactosa

Manitol

Clorhidrato de Arginina
Citrato de Amonio Pérrico
Tiosulfato de Sodio
Pérpurs de Bromocresol
Agar

Agus

pH

10
30

20

0.5
0.3
0.02
13.5
1000
6.7

B
=]

El medio se distribuye en cantidades de

5 21 y se esteriliza en autoclave a 121°C

durante 12 mimutos. Ios tubos se dejan

enfriar en posicién inclinads y, una wvez

que se han inoculado, se incuban a 359C

durante 18-24 horas (99).
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