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INTRODUCCION

En 1883, Roberto Koch reporté por vez primera la existencia de bacterias
curvas Gram negativas -denominadas con el tiempo vibriones-, durante la
quinta gran pandemia del] cdlera. No obstante, a partir de tal fecha se han venido
identificando otros microorganismos estrechamente relacionados con Vibrio
cholerae, los cuales también se encuentran tanto en el agua salada como en rios
y lagos, por lo que generalmente el ser humano entra en contacto con ellos al
bafiarse -con frecuencia en los estuarios- y/o al consumir pescado o mariscos
crudos o cocidos parcialmente, e inclusive, al ingerir otros alimentos de origen

vegetal en cuyo cultivo y riego se emplean aguas negras (4, 26 y 92).

Si bien el colera representa la enfermedad mas conocida entre las ocasionadas
por vibriones, lo cierto es que otras especies del género Vibrio también
provocan diversos padecimientos al humano, destacando los de indole
gastrointestinal, aunque sin soslayar otras afecciones severas tales como la
contaminacion de heridas, los abscesos cutaneos, las septicemias y la invasion

de 6rganos internos.

Entre mas numerosas y profundas resultan-las investigaciones acerca de otros

vibriones, mayores son los hallazgos sobre sus miultiples factores de



patogenicidad; en este sentido, es preciso sefialar la deteccion de numerosas
estructuras proteicas que presentan actividad proteolitica y, desde luego,
diversas exotoxinas muy virulentas, algunas de eilas muy relacionadas con el

colerageno (la exotoxina del cdlera).

Cabe subrayar que independientemente de que la familia Vibrionaceae incluye
a un namero cada vez mayor de especies patégenas de Vibrio, también se
encuentran ubicados en ella otros géneros que ocasionan el sindrome diarreico y

diversas afecciones al humano; entre ellas destacan deromonas y Plesiomonas.

Por tal motivo, cada vez se hace mas urgente practicar modificaciones a las
metodologias relacionadas con los coprocultivos, a fin de que se puedan
detectar otros agentes etiologicos cuya presencia en las muestras clinicas suele
pasar inadvertida, en ausencia tanto de los medios de cultivo que se requieren
para su aislamiento como de la secuencial identificacién bioquimica ¢

inmunolégica.

El presente trabajo pretende subrayar la importancia clinica de las especies de
Vibrio que mas frecuentemente afectan la salud del ser humano, haciendo

énfasis en sus principales factores de virulencia (4, 26 y 92).



OBJETIVOS

e Describir las principales caracteristicas microbiologicas del género Vibrio,
destacando aquéllas en las cuales podria basarse su diferenciacion en el

laboratorio clinico.

¢ Sefialar los principales factores de virulencia detectados en: Vibrio cholerae,
Vibrio parahaemolyticus, Vibrio metschnikovii 'y Vibrio mimicus,

enumerando los genes en los que reside su eventual sintesis.

® Mencionar los avances logrados en la determinaciéon de la importancia

clinica de V. vulnificus y V. hollisae en el ser humano.



I. CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS DEL GENERO

Vibrio
¢ Clasificacion basica

El género Vibrio pertenece a la familia Vibrionaceae y entre las especies

mas importantes del género destacan las siguientes:

Tabla 1. Especies del género Vibrio

Vibrio cholerae Vibrio harveyi
Vibrio parahaemolyticus Vibrio natriegens
Vibrio metschnikovii Vibrio splendidus
Vibrio mimicus Vibrio nigripulchritudo
Vibrio vulnificus Vibrio fischeri
Vibrio hollisae Vibrio hadaliensis
Vibrio cincinnatiensis Vibrio proteolyticus
Vibrio furnissii Vibrio gazogenes
Vibrio fluvialis Vibrio ordalii
Vibrio damsela Vibrio costicola
Vibrio alginolyticus Vibrio tubiashii
Vibrio carchariae Vibrio aestuarianus
Vibrio campbellii Vibrio logei
Vibrio nereis . Vibrio mediterranei
Vibrio pelagius Vibrio marinus
Vibrio anguillarum Vibrio orientalis
Vibrio diazotrophicus Vibrio salmonicida

Entre las especies sefialadas, aquéllas que fungen como patégenas para el

ser humano son: V. cholerae, V. parahaemolyticus, V. metschnikovii, V.



mimicus, V. vulnificus, V. hollisae, V. cincinnatiensis, V. damsela, V.
Sfluvialis, V. furnissi, V. alginolyticus 'y V. carchariae, aunque por la
gravedad y frecuencia de los padecimientos que ocasionan, las seis

primeras son las de mayor relevancia (4 y 92).

Debido a que los vibrios se encuentran generalmente en forma libre,
sobre todo en el mar, en el agua fresca y en los estuarios, o bien asociados
a animales acuéticos, ¢l humano se encuentra en constante riesgo de ser
infectado por ellos, pudiendo adquirir enfermedades gastrointestinales,

septicemia, e infecciones de heridas.

¢ Microscopia

Los miembros del género Vibrio son bacilos curvos de 0.5 a 0.8 um de
ancho por 1.4 a 2.6 um de largo, aunque su forma original suele perderse
en los cultivos viejos o cuando las condiciones de desarrollo les son
adversas; cabe mencionar que, en algunas cepas, la curvatura es mas

pronunciada al inicio de la fase estacionaria que en la fase exponencial.

Se trata de microorganismos Gram negativos que poseen un flagelo polar

de 24 a 30 nm de ancho por 1.4 a 1.8 pm de largo, el cual les confiere una



gran movilidad; sin embargo, bajo ciertas condiciones de cultivo (como en
los medios s6lidos), pueden producir una mayor cantidad de flagelos mas

pequefios cuyo nimero varia desde unos cuantos hasta mas de 100.

o Propiedades culturales

Los vibriones crecen en una gran variedad de medios de cultivo, figurando
entre ellos la gelosa sangre, el agar TCBS, el caldo triptona y algunos

ofros.

La reproduccién de todas las especies de vibrio es estimulada por el ton
Nat aunque la concentracién 6ptima de este tltimo varia dependiendo de
la especie: V. cholerae y V. metschnikovii desarrollan adecuadamente en
rangos de 5 a 15 mM, mientras que V. costicola requiere hasta de 600-

700mM.

V. cholerae tiene la capacidad de crecer en algunos otros medios tales
como el TBM (Terrestrial Basal Medium), atin en ausencia de Na'; no
obstante, su tasa de reproduccion se reduce en 50 a 80 % si se le compara
con la observada bajo concentraciones adecuadas del mencionado catidn.

Algunas cepas de V. metschnikovii no desarrollan en caldo triptona al 1%



exento de NaCl; este medio se emplea como base para identificar a la
cepa, de acuerdo con su tolerancia a dicha sal. Cabe tomar en cuenta que,
en algunas especies hal6filas de Vibrio, la concentracion requerida de Nat
disminuye al adicionarse al medio Mgt (50mM) y Ca** (10mM) ya
que, de esta manera, las proporciones de dichos cationes son muy

similares a las contenidas en el agua de mar.

Los vibrios son bacterias muy versatiles, puesto que mientras algunos
solo llegan a manifestar capacidad para emplear doce compuestos
orgénicos como fuente de carbén y energia, otros pueden utilizar hasta
sesenta y siete sustancias, incluyendo pentosas, hexosas, disacéridos,
azucares acidos, intermediarios del ciclo de los acidos tricarboxilicos,
aminoéacidos y compuestos aromaticos monociclicos. De acuerdo con lo
anterior, resulta complicado disefiar un unico medio de cultivo en el que

todas las cepas de vibrios puedan desarrollar adecuadamente.

La temperatura Optima para la reproduccion del género Vibrio fluctia
entre los 20 y los 37°C; la gran mayoria de las cepas toleran condiciones
moderadamente alcalinas, por lo que crecen ficilmente a pH de 9, e
inclusive, V. cholerae y V. metschnikovii 1o pueden hacer a pH de 10. Los

vibriones son microorganismos anaerobios facultativos capaces de llevar a



cabo ambos tipos de metabolismo, es decir, tanto el fermentativo como el

respiratorio.

En cuanto a sus caracteristicas macroscopicas, la morfologia de las
colonias de Vibrio coincide en casi todas las especies: son convexas,
suaves y cremosas, de color blanco y con bordes regulares, si bien lo
anterior puede variar, especialmente después de realizarse numerosos
subcultivos. Un rasgo interesante de los vibrios marinos consiste en la
producciéon de swarming en los medios solidos, fendmeno que
probablemente se relacione con la formacién de c€lulas largas que
presentan numerosos flagelos laterales, y con factores fisicos y quimicos

tales como la temperatura y la concentracién de agar (4 y 92).

¢ Pruebas de identificacion

La realizacién de pruebas bioquimicas para efectuar la diferenciacion vy

clasificacion de estos microorganismos se basa en ciertas caracteristicas
fenotipicas de cada especie.

La tabla 2 presenta las principales pruebas empleadas en la diferenciacion de las
especies de Vibrio y la tabla 3 s6lo incluye a las de mayor aplicacion en los

laboratorios clinicos (4).
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Tabla 3. Diferenciacién bioguimica de las especies de Vibrio aisladas a
partir de muestras clinicas (92).

Pruebas Especies de Vibrio
11T 213145 ]|6(7]8]°% 10111 ¢ 12
Produccién deindol® | + | + | - - - R T N A e
Rojo de metilo ® g1+ |+ |+ |+ |+ +t]-|*17F + |+
Voges-Proskauer * T lral-!+t-1-1a|-1+t1 -1 1"
Citrato de Simmons 1T+ -1 -1+ |+j-|-14d41t]- d
Desaminasa de - - - - - - e - - - - d
fenilalanina
Lisina descarboxilasa® | + | + [ + | d [ - -+ - d |+ |+t
Arginina dihidrolasa® | - | - | - + |+ ]+ | - - d| -1 - -
Ornitina descarboxilasa| d | + | - - - - - - -+ + 1 d
AcdodeDGlucosa | + | + | + |+ [+ [+ 1 d |+ |+ | * | * +
Acido de Lactosa - - - -1-|-1-1d-1-1=
Acido de Maltosa T T+ + 1+ [+ |+ |+ -[+ 1 +*
AododoDManosa | + | + | + |+ [+ | +1d [+ |+ F |~ +
Acido de Trehalosa T T+ |+ 1+ |+ +|d]| -]+ "7 +
Hidrolisis de Esculina | - - - - - - - -l d | - - d
Reducciéndenitrato® | + | + | + |+ | + |+ | *F + | -+ + T
Oxidasa T 1T+ 1+ |+ 1+ |+ | +]+] -]+t F
ONPG -+l -] d] d] - - ld |+ |- d
Crecimientoen 1 %de | - | + | - - - - - - S . -
NaCl
Crecimientoen6%de | + | + | + |+ | F | ¥ | + L+ + 0+ ] *
NaCl
Crecimjentoen 8 %de | + | - |+ | - [ d | T | - “Td -+ -]
NaCl
Produccion de swarming| + | - | - | - | - | " + -1 -1 -1 *+]-
Sensibilidada0/129 | - | + | - | + | d | - | * d|+ |+ -+
a = A este medio sc le agrega NaCl a una concentracion de 1 %; d = 11-89 % de las cepas
son positivas; e = No hay crecimiento; + = 90 % o mas de las cepas son positivas; - = 90 %
o més de las cepas son negativas; 1 = V. alginolyticus; 2 = V. cholerae; 3 = V.
cincinnatiensis, 4 = V. damsela; 5 = V. fluvialis; 6 = V. furnissiiy 7= V. harvey;, 8 = V.
hollisae; 9 = V. meschnikovii; 10 = . V. mimicus; 11 = V. parahaemolyticus; 12 = V.
vulnificus.
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IL. Vibrio cholerae

Este microorganismo es el agente causal del célera, una enfermedad epidémica
que ha matado millones de personas, la cual se adquiere por beber agua
contaminada con heces humanas o por ingerir de alimentos lavados con agua
contaminada y que desafortunadamente, aiin continiia representando uno de los

principales problemas mundiales de salud (26).

Vibrio cholerae ha logrado persistir en el ambiente debido a su capacidad para
crecer tanto en agua salada como en agua dulce y afecta a los humanos porque
puede colonizar el intestino y adaptarse fécilmente a las condiciones que
imperan en él; de hecho, se adhiere a la superficie mucosa del intestino delgado
y libera una exotoxina, denominada colerdgeno, que actila sobre el tejido
implicado. Las células de la mucosa cuentan con un grupo de bombas de
transporte iénico (para Nat, K¥, CI- y HCO3™) que normalmente mantienen
un hermético control sobre los flujos idnicos a través de la mucosa intestinal;
como el agua puede pasar libremente a través de las membranas, la tnica
manera para controlar el flujo hacia dentro y fuera de los tejidos es regulando
las concentraciones de los iones en los diferentes compartimentos. Bajo
condiciones normales, el flujo neto de iones es desde el lumen hacia los tejidos;
el efecto de la toxina del colera altera este balance y, aunque aparentemente no

dafia directamente a la mucosa, reduce el flujo neto de Na™ hacia ¢l tejido v

11



origina un flujo neto de Cl~ (y agua) del tejido hacia el lumen, dando lugar a
una severa diarrea y a un desbalance electrolitico. Una persona con un cuadro
severo de coOlera puede perder 20 L diarios de agua diariamente. La materia
fecal se encuentra tan diluida que en las evacuaciones pueden apreciarse
claramente algunos restos de moco, lo que da la apariencia de “agua de arroz”.
La pérdida de la plasticidad de la piel y los ojos hundidos de los enfermos
representan una clara evidencia de la gran cantidad de agua perdida por los
tejidos. No obstante, la consecuencia mas seria de la pérdida de agua es el
colapso del sistema circulatorio, que conduce a la muerte del enfermo. La
enfermedad es autolimitante y se resuelve espontdneamente si las personas
afectadas sobreviven a la fase aguda; ello determina la base de la mas efectiva

terapia contra el padecimiento: la restitucion del agua y de los electrolitos (44 y

100).

Aunque en las epidemias la mortalidad suele ser alta, especialmente entre la
poblaci6n infantil, por lo general los sobrevivientes adquieren inmunidad por
tiempos prolongados contra la reinfeccion; no obstante ello no evita que puedan
transformarse en portadores durante contactos posteriores y, consecuentemente,
que funjan como focos infecciosos que transmiten la enfermedad a personas

susceptibles y/o que contribuyan a la contaminacién de los suministros de agua

(94 y 95).

12



Histéricamente, el colera se ha considerado como una enfermedad del “viejo
mundo”, si bien las epidemias més recientes han ocurrido en la India y los
ultimos brotes se han presentado en América. Cabe sefialar que su mortalidad
ha sido baja en los Gltimos brotes debido, en parte, a cierto despliegue de
organizacién en los paises afectados. Esto demuestra que aln en los paises
pobres es posible establecer campafias efectivas para combatir padecimientos
tales como el célera, sin embargo, las movilizaciones no representan soluciones
satisfactorias para resolver el problema, ya que son costosas, desvian la
atencion y los recursos destinados a otros problemas de salud ptblica v no

salvan la vida de todas las victimas del padecimiento (83 y 94).

Una adecuada solucién consiste en construir y mantener correctamente los
abastecimientos de agua, lo cual ademds protege contra otras diversas
afecciones gastrointestinales. Aunque numerosos paises se encuentran
trabajando seriamente para lograr esta meta, no es posible soslayar que los
abastecimientos seguros implican gastos importantes, particularmente en las
areas rurales, lo que rebasa la capacidad de las naciones pobres. Ademds, es
necesario considerar que ain donde se cuenta con este tipo de abastecimientos,
las “guerrillas” y los desastres naturales podrian destruir en el término de
algunos dias o semanas los sistemas de tratamiento de aguas negras cuya

construccion requiere de varios afios (94 y 95).

13



Puesto que en muchas partes del mundo se carece de abastecimientos seguros
de agua, una alternativa secundaria puede ser la de desarrollar alguna vacuna
segura, barata y efectiva; no obstante, aunque antes existia esta prioridad en la
agenda mundial de salud, lo cierto es que el proyecto no ha recibido el apoyo
necesario, quiza porque los paises que podrian trabajar en €l se autoconsideran
libres de problemas de colera. A este respecto, es evidente que la enfermedad
no es comum en los paises desarrollados y que, por lo regular, sélo involucra a
turistas que visitan las zonas de riesgo; sin embargo, es preciso tomar en cuenta
que Vibrio cholerae persiste en el medio ambiente asociado a muchas partes del
mundo, incluidas diversas dreas en donde no representa un problema de salud,
por lo que en alguna coyuntura generada por guerras o desastres naturales ello
podria traducir_se en la aparicion de epidemias situadas en regiones inexpertas

en lo referente a la neutralizacion de sus devastadores efectos (92, 94 y 95).

Factores de virulencia

La continua bisqueda de una vacuna efectiva contra el célera ha conducido al
estudio de los factores de virulencia del agente causal; afortunadamente, los
trabajos acerca de las bases moleculares de su patogenicidad han tenido
diversos avances, debido en parte a que el microorganismo esta cercanamente
relacionado con FEscherichia coli. De esta manera, varios descubrimientos

recientes sobre la fisiologia y genética de esta ltima especie han podido

14



aplicarse directamente al vibrion colérico; adicionalmente, éste ha resultado un
excelente modelo para investigar la colonizacién bacteriana de superficies
mucosas ¥ los efectos de las toxinas en las células hospedadoras. No obstante,
lo anterior no significa que ya se haya logrado una completa comprensién del
cOlera; de hecho, los estudios recientes sobre como actiia V. cholerae han
revelado que su interaccion con el hospedador es méas complicada de lo que se
pens6 durante mucho tiempo. Hasta hace algunos afios, se creia que el colera
era una enfermedad simple y bien entendida, y que el agente causal sélo
-contaba con flagelos, que le permiten desplazarse hacia la mucosa intestinal,
pili, que promueven su adherencia al tejido “blanco” y una exotoxina (el
colerdgeno), que actia sobre las células de la superficie mucosa produciendo

una severa diarrea (4 y 95).

Recientemente, varios hallazgos han puesto de manifiesto otros eventos que
sugieren un progreso de la enfermedad mas complejo de lo que antes se
sefialaba: por ejemplo, los estudios sobre la regulacion de la virulencia del
microorganismo demuestran que éste presenta varios cambios cronolégicos
hasta lograr adaptarse a las condiciones que encuentra en su hospedador;
evidentemente, si la simple colonizacién de la mucosa resulta verdaderamente
complicada, es obvio que las respuestas de adaptacion a las nuevas condiciones

-parasitarias- y las relacionadas con la invasién no pueden ser sencillas. Por otra
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parte, se ha comprobado que algunas cepas de V. cholerae producen otras
toxinas adicionables al colerageno y, aunque es incuestionable que esta tltima
es la mas importante, no se puede descartar la posibilidad de que otra exotoxina
también juegue un papel relevante en el curso del colera. Finamente, ha
reaparecido con mayor fuerza la duda de los autores acerca de porqué un
parésito que aparentemente se beneficia colonizando las células intestinales de
su hospedador, elabora y libera una exotoxina que provoca severos efectos de
lavado intestinal que lo elimina de su habitat natural y lo destina a un ambiente

saprobio menos favorable para €l (23).

Movilidad

V. cholerae posee un flagelo polar Gnico que lo posibilita a desplazarse hasta las
celulas “blanco™ del intestino delgado, segin lo demuestra el hecho de que
mutantes inmoéviles resultan muy poco virulentas, en comparacién con las cepas
silvestres. Cabe mencionar que ain se desconocen los fundamentos sobre la
atraccién de tipo quimico (quimiotaxis) que estableceria la direccion del
desplazamiento del microorganismo hacia las células “blanco”, si bien existe
consenso acerca de que ello ocurre con base en algunas sustancias de desecho

liberadas por la mucosa del intestino delgado (4).
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Adherencia

Incuestionablemente, largos filamentos pilosos forman espesas envolturas
bacterianas que permiten al vibrion colérico adherirse a sus células “blanco”.
Dichos pili se han denominado pili Tcp (por toxin co-regulated pili), debido a
que los genes que codifican para su sintesis son regulados de manera muy

similar a como ocurre en los implicados en la elaboracion del colerageno (13,

29y 105).

Importantes estudios realizados en voluntarios humanos han demostrado que las
cepas mutantes carentes en pili Tcp son avirulentas. Sin embargo, no se ha
logrado avanzar en ¢l conocimiento de cémo es la interaccion entre dichas
adhesinas del microorganismo y las células “blanco”, persistiendo la duda de
cudles son sus receptores en éstas; s6lo se ha establecido que la subunidad de
los pili Tcp comparte una considerable secuencia de aminoacidos con los pili
tipo “N-metilfenilalanina”, de los cuales se ha encontrado que se modifican
después de la traduccion pero antes del ensamble de los péptidos, aunque se

desconoce la razén de esta caracteristica.

En realidad, la mayor parte de las investigaciones sobre los pili Tcp se ha
concentrado en la organizacién y regulacién de los genes implicados en su

produccién, asi como en el proceso de su elaboracién y ensamble. Los genes
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necesarios para la produccién de los pili Tcp se encuentran organizados en un
racimo que contiene quince genes; uno de ellos, el fcpAd, codifica para la sintesis
de la subunidad principal de pilina TcpA, responsable principal de la adherencia
del vibrién a las células “blanco”; el fcpB podria codificar para la proteina
estructural de un pilus mas pequefio cuya relevancia en la adhesidon es
aparentemente menor o nula; otros tres genes se relacionan con la regulacién de
la expresién de los dos anteriores y, al menos cuatro mds, se asocian a la
secrecion y ensamble de los péptidos sintetizados: por ejemplo, el gene tepC
codifica para una proteina de membrana externa cuya funcién atin se desconoce
y el tcpJ lo hace para la sintesis de una peptidasa que escinde la secuencia
“sefial” amino-terminal de la subunidad TcpA previamente excretada.
Finalmente, el gene tcpG, localizado en una porcion externa del racimo -de los
quince genes-, parece codificar para una proteina “chaperona” que ayuda a
ensamblar los péptidos producidos, como parte de la maquinaria normal para
secrecion y ensamble de las proteinas destinadas al periplasma o a la membrana
externa {(entre las que también se cuentan la fosfatasa alcalina, las B-lactamasas

y las porinas) (13, 29, 58 y 105).

Por su parte, otras proteinas que posiblemente desempefien el papel de
adhesinas de V. cholerae podrian ser las siguientes: la denominada

hemaglutinina y las que son codificadas por los genes acf (accesory
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colonization factor). En cuanto a la primera, se ha demostrado ampliamente
que las hemaglutininas detectadas en otras bacterias patdOgenas representan
importantes factores de colonizacidn; por lo que se refiere a las proteinas Acf,
éstas se localizan sobre la membrana externa del microorganismo y se piensa
que podrian resultar trscendentales en la colonizacidn, ya que se ha observado
que las mutantes carentes en acf muestran una capacidad considerablemente
més reducida para adherirse al tracto intestinal de los animales de laboratorio.
Como es sabido, algunas bacterias producen y emplean miiltiples adhesinas
para evadir la respuesta inmune del hospedador, e inclusive, otras sintetizan

adhesinas no fimbriales para concretar uniones mdas estrechas a sus células

“blanco” (8 y 94).

Proteasa Hap

V. cholerae secreta una proteasa dependiente de zinc y calcio, denominada
originalmente mucinasa, que degrada a una gran cantidad de proteinas,
incluyendo a la fibronectina, lactoferrina y a la propia toxina colérica; las cepas
mutantes carentes del gen involucrado en su sintesis, denominado Aap (por
hemagglutinin-protease, ya que también actiia como hemaglutinina), son tan
virulentas como las silvestres, de acuerdo con los estudios realizados en los
modelos animales utilizados, entre los que destacan los conejos infantes; es

decir que, al parecer, dicha proteasa podria resultar intrascendente en la
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colonizacién y lesiébn de las células intestinales, aunque ello no puede
asegurarse plenamente, debido a que los conejos infantes se consideran bastante

maés susceptibles que el humano a la accidén patdgena global del vibrién colérico

(94 y 95).

En realidad, los expertos le reconocen a la proteasa Hap otro papel interesante,
consistente en promover la separacion bacteriana de las células a las que se
habia adherido previamente, cuando éstas son eliminadas de la mucosa por un
proceso natural analogo a la descamacion de la piel. Bajo tales condiciones, ¢l
microorganismo podra desplazarse posteriormente, con base en su movilidad,
hacia otra region vecina del tracto intestinal, a fin de adherirse a otras células

“blanco” y persistir colonizando al hospedador (94 y 95).

La toxina del célera

No existen dudas acerca de la importancia de la toxina del colera como el
principal factor de virulencia en las cepas productoras de la enfermedad, ya que
las mutantes que no la sintetizan sélo ocasionan cuadros diarreicos comunes en
voluntarios humanos. Dada su relevancia como factor de virulencia y su
mecanismo de accion, dicha toxina ha sido intensamente estudiada a nivel

bioquimico y genético, lograndose que su modelo sea uno de los comprendidos

con mayor amplitud.
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La exotoxina del colera o colerdgeno es una toxina del tipo A-B que presenta
una subunidad A y cinco subunidades idénticas B; la primera pesa 27 kDa v, las
segundas, 11.7 kDa. Los genes que codifican para la A (el ctxd) y las B (el
ctxB) forman parte del mismo operén: una vez producidas, las subunidades A y
B se secretan hacia el periplasma, donde se ensamblan, desconociéndose la
manera en la que las moléculas ensambladas son liberadas hacia el exterior de
la c€lula bacteriana, aunque se ha establecido que dicha eliminacién requiere de
la proteina TcpG, la “chaperona” que también participa en el ensamble de los
pili Tep. La produccion de los pili Tep v de la toxina del célera es co-regulada a
nivel transcripcional, y el hallazgo de que la proteina “chaperona” también
actia en la liberacion del colerdgeno abre la posibilidad de demostrar en el
futuro que los dos procesos permanecen relacionados atin después de la

transcripcion (94 y 109),

La subunidad A no es enziméticamente activa, sino hasta que se escinde para
dar lugar a los fragmentos Al y A2, previamente unidos mediante puentes.

disulfuro; al parecer, dicha activacién ocurre cuando la toxina ha sido liberada

fuera del vibridon (43 y 94).
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La toxina excretada por V. cholerae se une 2 una célula de la mucosa intestinal,
concretamente a sus receptores, los ganglidsidos Gpjg1. Dichos gangliésidos
corresponden quimicamente a un lipido-ceramida unido covalentemente a un
oligosacérido que contiene 4cido sidlico; el lipido se encuentra embebido en la
membrana de la célula hospedadora cuya superficie expone al oligosacarido,

mismo que representa el sitio de reconocimiento de la subunidad B del

colerdgeno.

Cabe subrayar que el gangliésido Gpj] se encuentra en diversos tipos de células
humanas y que otros tejidos también presentan ganglidsidos muy parecidos,
aunque con cadenas mas largas de residuos de acido sidlico. En este sentido, es
importante precisar que V. cholerae también produce una neuraminidasa
{exoenzima también conocida como sialidasa), que elimina los residuos de
acido sidlico  de otros oligosacdridos mas complejos, para hacerlos
estructuralmente similares al Gpf); ello sugiere que la neuraminidasa
contribuye a la patogenicidad del microorganismo, incrementando el nimero de
receptores disponibles para el colerdgeno, aunque la virulencia de las cepas
mutantes carentes de los genes que codifican para la sintesis de la enzima sélo

disminuye en un 20 %, de acuerdo con estudios realizados en modelos animales

(43 y 94).
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Una vez que la toxina del célera se ha unido al Gpg1 de la célula “blanco”, el
fragmento Al se separa de la molécula, debido aparentemente a la reduccién
del enlace disulfuro que lo mantenia unido al fragmento A2, e ingresa a la
célula del hospedador por algiin mecanismo ain desconocido de translocacion.
A este respecto, una hipotesis controversial establece que las cinco subunidades
B se insertan dentro de la membrana de la célula “blanco” y forman un poro a
través del cual atraviesa el fragmento Al; en realidad no se han encontrado
sefiales de que la toxina ingrese o no dentro de vesiculas endociticas (por
endocitosis) y, por otra parte, los estudios cristalograficos tampoco apoyan la
mencionada teoria, que- incluye la “posibilidad” de que la estructura de una
molécula en solucién (la toxina del célera y, particularmente, la subunidad
proteica B) pueda interactuar tan ficil y establemente con el ambiente

hidrofébico de la membrana de la célula del hospedador (54 y 72).

El fragmento A1 ADP-ribosila a diversas proteinas de la membrana de la célula
hospedadora, pero especialmente a la que se le ha denominado Gs, ya que se
trata de una de las GTPasas (o proteinas G) que regulan diversos aspectos en las
células eucariotes. Las mencionadas GTPasas se constituyen por tres
subunidades (G, GB y Gy) y el proceso de asociacién-desasociacién de ellas,
acompafiado por la hidrélisis del GTP, se traduce en la activacién/inactivacién

de la proteina G que corresponda (72 y 94).
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La Gs es la proteina G (o GTPasa) que regula la actividad de la adenilato-
ciclasa en las células hospedadoras, actuando como si se tratara de un proceso
dependiente de hormonas y que, por lo tanto, determina el nivel de AMPc en
dichas células. De hecho, la forma activa de Gs (unida a GTP) incrementa la
actividad de la adenilato-ciclasa, mientras que la forma inactiva (unida a GDP)

rinde adenilato ciclasa-inactiva.

En resumen, destaca la interesante funcién de la Gs como “prendedor-
apagador” en las células intestinales: como respuesta a su estimulacion por
parte de algunas hormonas y unida a GTP o GDP, activa o desactiva a la
adenilato ciclasa, respectivamente, cuando se requiere o no, incrementar los
niveles de AMPc (adenosinmonofosfato ciclico); esta ultima molécula
desempefia fundamentales funciones regulatorias en las células eucariotes, pero
su acumulacion intracelular -en concentraciones relativamente elevadas- resulta

muy perjudicial para el metabolismo tisular.

Dicha acumulacién ocurre cuando el fragmento Al del colerdgeno ejerce su
actividad enzimatica, consistente en ADP-ribosilar a la proteina reguladora Gs,
ya que de esta manera se provoca la activacion permanente de la adenilato

ciclasa de la célula hospedadora (consultar el diagrama 1) (72 y 94).
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La reaccion global catalizada por la subA1 de la toxina colérica es la siguiente:

subA |
NADT + Gs »  ADP-ribosa-Gs + nicotinamida + H*

Otras toxinas de V. cholerae

Aunque la toxina del célera es incuestionablemente la mas importante entre las
producidas por V. cholerae, algunas cepas elaboran otras exotoxinas;
inicialmente, lo anterior fue descubierto durante los primeros intentos
realizados para desarrollar vacunas vivas a partir de mutantes del vibrion
colérico capaces de sintetizar subunidad B pero no subunidad A; tedricamente,
dichas mutantes resultarian excelentes vacunas, ya que contenfan todos los
antigenos necesarios para inducir una respuesta protectora de anticuerpos IgA vy,
adicionalmente, porque no provocarian sintomas a las personas al no liberar
toxina colérica activa. Sin embargo, las pruebas realizadas en voluntarios
humanos originaron diarrea y, aunque la sintomatologia resultaba notablemente
menos grave que el colera, fue evidente que la especie producia otra(s)
enterotoxina(s); ante dicha situacién, se ha pensado en utilizar como vacuna a
las cepas que soélo sinteticen colerageno, empero, de cualquier manera debera
identificarse ctiales son todas las toxinas adicionales, para poder garantizar la

seguridad del producto (94 y 95).
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Hasta el momento se han detectado las toxinas adicionales ZOT y ACE. Al
parecer, la ZOT destruye los delgados filamentos que unen a una célula de la
mucosa con otra, preservando la continuidad del tejido intestinal; es la tnica
toxina bacteriana a la que se le ha comprobado tal efecto; los delgados
filamentos a los que se hizo referencia son tan efectivos que, inclusive, impiden
la libre difusién de los iones entre los “espacios” que separan entre si a las
células de la mucosa; de hecho, ello es fundamental para que los iones sélo
puedan ser transportados por bombés especificas para cada electrolito a través
de la membrana celular y, por lo tanto, para que el flujo de iones y de agua a
través de la mucosa pueda ser controlado y el organismo del hospedador
retenga su agua. En tal sentido, la toxina ZOT interrumpe la continuidad entre
las células de la mucosa, promoviendo la entrada de las sustancias
intraluminales hasta regiones posteriores a la mucosa y, ademas, afecta el

balance i6nico originando diarrea (15 y 107).

Esta toxina descubierta recientemente se ha denominado ZOT, del inglés zona
occludens toxin, el gene zot correspondiente se localiza inmediatamente
después del operon ctxAB, pero no se ha logrado establecer si todas las cepas lo
contienen ni si estd corregulado por el cix o por alguno otro gen asociado a

factores de virulencia distintos del colerageno.
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Por lo que se refiere a la toxina ACE, su deteccion es aun mds reciente, su
nombre deriva de accesory cholerae enterotoxin y no se encuentra directamente
relacionada con el colerdgeno ni con la ZOT, aunque ocasiona diarrea en
animales. Sin lugar a dudas, el descubrimiento de nuevas toxinas en V. cholerae
evidencia la posibilidad de que el microorganismo pueda contar con otros
factores de patogenicidad atn desconocidos; por otra parte, el hecho de que las
diarreas ocasionadas por la ZOT y la ACE no sean tan graves como la debida al
colerageno tampoco descalifica a las primeras como probables participes en el
colera, en donde podrian desempefiar papeles importantes, incluida la etapa de

colonizacion del intestino (15 y 107).

Genes de virulencia ctx, ace y zot

Como es bien sabido, no todas las cepas de V. cholerae producen la toxina
colérica; a este respecto, es importante considerar que las cepas no toxigénicas
carecen del operdn cfxAB. Al parecer, los genes ctx4 y ctxB se localizan en
elementos genéticos moviles, muy probablemente en transposones, y solo las

cepas que adquieren a estos ultimos elaboran colerdgeno (52 y 85).

La insercion de los transposones aparenta ocurrir en sitios muy especificos del

DNA porque los genes que codifican para el colerageno generalmente son
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localizados en el mismo sitio del cromosoma; ademas, la razén de que unas
cepas produzcan mayor cantidad de toxina del cOlera que otras parece radicar
en la duplicacion del transposdn que acarrea la region cfx, segin lo observado
en animales de experimentacion. Finalmente, se ha descubierto que los genes
zot y ace se encuentran muy cercanos al operdn ctxAB, probablemente
formando parte del mismo transposon que acarrea a este 1ltimo; elio implicaria
la existencia de de un verdadero cassette de virulencia que se amplificaria

durante el proceso infeccioso (52 y 85).
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Diagrama 1. Produccién de AMPc en las células intestinales: A) en
condiciones de salud; B) bajo la influencia de la subA; de la

toxina colérica.
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CLAVES: GDP = guanosindifosfato; GTP = guanosintrifosfato; ACi =

adenilato ciclasa inactiva, ACa = adenilato ciclasa activa; A'TP
adenosintrifosfato; AMPc = adenosinmonofosfato ciclico; ACap = Adenilato
ciclasa activada permanentemente; NAD® = nicotinamida-adenosin-
dinucleétido.
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Diagrama 1. Produccién de AMPc en las células intestinales: A) en
condiciones de salud; B) bajo la influencia de la subA| de la
toxina colérica.
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adenilato ciclasa inactiva; ACa = adenilato ciclasa activa; ATP =
adenosintrifosfato; AMPc = adenosinmonofosfato ciclico; ACap = Adenilato
ciclasa activada permanentemente; NADT = nicotinamida-adenosin-
dinucleotido.
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vomito y la diarrea  -pudiendo o no haber una leve fiebre-, con evacuaciones
blanquesinas que semejan agua de arroz; la intensa deshidratacién origina que
el paciente manifieste ojos hundidos, pémulos salidos, lengua seca y sarrosa,
labios ciandticos y manos de lavandera. Cabe mencionar que, cuando el
enfermo se encuentra bajo tratamiento hidrico, llega a evacuar entre 15 y 25
litros diarios de agua; ello da una idea muy cierta acerca de la agresividad del

cuadro patoldgico (56, 59 y 68).

Algunos datos epidemiologicos

El célera reaparecié en América después de una ausencia de mas de cien afios,
tocando tierra en Chancay, Per(i, en enero de 1991; a partir de esta regién se
diseminé a través del Continente, [legando a México en junio del mismo afio

(23).

A diferencia de lo sucedido en pandemias anteriores, la actual tiene una
letalidad de sélo 1 %, lo cual se debe a que el biotipo involucrado es El Tor que,

en general, es mas frecuente pero mucho menos virulento que el Clasico (36 y

81).

*El fenémeno se conoce como choque hipovolémico debido al escaso volumen de sangre.
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Si bien en la Repliblica Mexicana sélo se registraron -oficialmente- alrededor
de 4,059 casos anuales en 1994, al afio siguiente el problema crecié de manera
vertiginosa, ya que la cifra final fue de 16,430; ante tal problematica, se
intensificaron las campafias de prevencién y control, empleandose los medios
masivos de comunicacion, con lo cual el registro de 1996 disminuy6 a 1,088
casos. Por lo que se refiere a 1997, la frecuencia de la enfermedad se
incrementd a 2,356 casos, influyendo en cierta forma los desastres ocurridos en

Guerrero y Oaxaca, con motivo del huracan Paulina (85, 91).

V. cholerae 0139 Bengal

Como se ha logrado establecer, no todas las cepas de V. cholerae causan célera;
de hecho, un relativamente pequefio numero de ellas ha fungido como
responsable de todos los principales brotes de la enfermedad, tal como se ha
podido comprobar mediante los métodos disponibles para realizar la tipificacion

correspondiente (47).

Las cepas asociadas a epidemias que han rebasado las fronteras de los paises
afectados (las cuales por tal razén se han clasificado como pandemias),
pertenecen a un mismo serogrupo, conocido como O1, mismo que incluye a los
biotipos Clésico y El Tor; evidentemente, las cepas O1 comparten los mismos

antigenos O, y todas producen la potente toxina del célera y otros factores de
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virulencia necesarios para provocar la severa y letal forma del padecimiento

(92).

En realidad, la mayoria de las cepas de V. cholerae son no-O1 y generalmente
se les considera como no patégenas o con capacidad s6lo suficiente para dar
lugar a cuadros diarreicos comunes. Las pruebas que se emplean para poder
distinguir entre las cepas no-Ol y las que causan codlera revisten gran
importancia en salud piblica, ya que la especie V. cholerae se aisla con cierta

frecuencia a partir de numerosas fuentes de agua (92 y 47).

Sin embargo, recientemente la clasificacion de las cepas en Ol y no-O1 se esta
cuestionando de manera natural al encontrarse que un importante brote
epidémico de codlera localizado en la India, pero que también se estd
extendiendo en Tailandia, se relaciona con una cepa no-Ol, denominada V.
cholerae 0139 Bengal. Esta Gltima no so6lo posee los factores de virulencia para
ocasionar el coOlera sino que, ademdas, ha mostrado mejores atributos para
sobrevivir en diversas fuentes de agua que las pertenecientes al biotipo El Tor
que, segun los estudios efectuados en la zona, ha desaparecido en numerosas
regiones endémicas. Los reportes indican que la cepa O139 se ha encontrado en
diferentes muestras de agua recolectadas a lo largo de la India, en tanto que la

cifra asociada a El Tor es de s6lo 1 % (92 y 93).
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Es conveniente subrayar que la 0139 se estd aislando a partir de numerosos
pacientes que presentan los tipicos signos del colera y que posee las mismas
caracteristicas de los antiguos biotipos Clésico y El Tor que han ocasionado la
severa forma de la enfermedad. De hecho, se sefiala con insistencia que los
equipos de salud mundiales se encuentran en estado de alerta respecto a la

0139, ya que existen serias posibilidades de que genere otra pandemia mundial

de célera (70 y 81).
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Diagrama 2. Principales eventos implicados en la infeccion por célera (23, 56,

59y 68).
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Caracteristicas del agente causal

Vibrio cholerae es una bacteria Gram negativa que presenta forma de coma,
tanto en su estado parasitario como durante los primeros cultivos in vitro, si
bien después adquiere la morfologia de bacilo recto, con aproximadamente 0.5
u de ancho por 1.5 p de largo; es muy movil -merced a su flagelo polar Ginico- y
no produce cépsula ni espora. Asimismo, es facultativo, puede reproducirse
entre los 6 y los 420C (aunque su temperatura éptima es de 379C) y, aunque su

pH Optimo es cercano a 7, crece sin problemas a pH's alcalinos de hasta 9.5

(56).

Aunque ya se mencioné con anterioridad, es conveniente subrayar que existen
cepas de V. cholerae que no ocasionan coélera, sino un sindrome diarreico
comin -menos grave-; en este sentido, la diferenciacion correspondiente
generalmente se basa en una simple reaccién de aglutinacién con un suero
polivalente denominado anti-O1: las cepas que provocan el célera aglutinan en
presencia de dicho suero, a diferencia de las restantes (conocidas como cepas

no-01), aunque exceptuando a la de Vibrio cholerae O139 Bengal (81).

36



Las cepas de Vibrio cholerae O1 se subdividen en 2 biotipos: Clasico y El Tor,
con base en diversas pruebas bioquimicas?4; cada uno de dichos biotipos se
divide en 3 serotipos: Inaba, Ogawa e Hikojima, dependiendo de las

determinantes antigénicas presentes en su antigeno O (Ag0) (56, 81 y 94).

Tabla 3. Division de la especie Vibrio cholerae, en biotipos y serotipos

ESPECIE |BIOTIPOS SEROTIPOS
Nombre Det’s Ag’icas'
Inaba AC
Clasico Ogawa AB
Vibrio Hikojima ABC
cholerae Inaba AC
Eltor Ogawa AB
Hikojima ABC

CLAVE: '= Determinantes antigénicas presentes en su antigeno O.

Diagnéstico del célera en el laboratorio

Dada la rapidez con la que el colera evoluciona, en la mayor parte de los casos
resulta improcedente esperar el reporte del laboratorio para dar inicio al
tratamiento; por tal motivo, éste se implementa con base en el diagnodstico

clinico (signos y sintomas) y consiste en la administracién de tetraciclinas u

* Voges Proskauer, fermentacion de manosa, ornitina descarboxilasa (ODC), lisina
descarboxilasa (LDC) y Kligler (3).
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otros antibiéticos y la pronta restitucidn del agua y los electrolitos perdidos, por

via oral pero, principaimente, por via endovenosa (56).

No obstante lo anterior, el cultivo de las muestras debe realizarse en todos los
casos, a fin de aislar, identificar y tipificar a la cepa responsable, lo que sustenta
los estudios epidemiolégicos correspondientes. Los pasos mds importantes en la

identificacion y tipificacién de la especie se resumen en el diagrama 3.
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Diagrama 3. Metodologia implicada en la deteccion de V. cholerae en muestras
clinicas (23, 24, 56, 81, 94 y 95).

Evacuacion | .ariguecimiento Siembra en agua | sny24n Resiembra en
(he-
ces)ovémito | T peptonada I TCBS?
alcalina'
24(h
a) Bacterias Gram
PCR? negativas®
b) Oxidasa Colonias
positiva sacaro
¢) Aglutinacion {© | sa positivas®
con
suero anti-O1
d) PCRS

¢) Biotipificacion®

CLAVE: ! = peptona al 1 % estéril ajustada a pH aproximado de 8.6; * =
Tiosulfato-citrato-bilis-sacarosa; = las colonias sacarosa positiva son
de color amarillo, ya que el TCBS contiene indicador azul de bromo-
timol; 4 = los microorganismos se observan al microscopio, previa
preparacion de extensiones tefiidas al Gram; °= reaccion en cadena de
la polimerasa; ® = reacciones de aglutinacién con sueros anti-B y anti-
C.
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Tratamiento

Puesto que el deceso de los enfermos es ocasionado por la gran pérdida de agua
y electrolitos, la restitucion de fluidos constituye la meta inmediata de la
terapia; de hecho, en los pacientes que se encuentran conscientes y que no
muestran sintomas de deshidratacion extrema, resulta adecuada la rehidratacion
oral en volimenes similares a los que son eliminados. Si bien el intestino
delgado se encuentra afectado durante el padecimiento, ello es posible gracias a
que el intestino grueso y el colon pueden absorber liquidos; no obstante, el
problema consiste en que el organismo del hospedador pierde agua y
electrolitos mas rapidamente en relacion con los que puede absorber; en este
sentido, cuando se administran suficientes cantidades de liquidos, los
volimenes de agua se pueden mantener en niveles que permiten la

sobrevivencia hasta la erradicacion del microorganismo.

Evidentemente, la rehidratacion oral incluye una solucion preparada a base de
sales y glucosa en agua; el agua sola no funciona, ya que las sales son
indispensables para que se genere una adecuada osmolaridad y las glucosa

estimula la absorcién de las sales y el agua por parte de las células de la

mucosa.
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La mezcla de sales y glucosa se distribuye comercialmente en sobres sellados y
solo se requiere de agregar la cantidad adecuada de agua para ser administrada.
Adicionalmente, en los paises en los que se cuenta con antibidticos, estos
altimos deben incluirse para apresurar la erradicacion del microorganismo vy,
consecuentemente, para evitar la produccion del colerageno; sin embargo, es
obvio que la diarrea persistird hasta que las células intestinales afectadas sean
eliminadas y sustituidas por células sanas. Por tal motivo, la rehidratacion oral

debe permanecer aiin en presencia de antibioticos.

Los casos més graves de colera son aquéllos en los que la enfermedad ha
progresado hasta el grado de que el paciente entra en coma y muestra evidentes
signos de una avanzada deshidratacion; bajo dichas circunstancias, es

indispensable la restitucion de agua y electrolitos por via intravenosa.

La biisqueda de una vacuna segura y efectiva

El primer intento que se recuerda para desarrollar una vacuna contra el colera
data de la década de los 1880’s y consistid en bacterias completas muertas que
se inoculaban directamente en el torrente circulatorio; dicho intentd resultd
infructuoso ya que no inducia proteccion contra la enfermedad. En realidad, se
ha demostrado ampliamente la gran importancia de los anticuerpos IgA para

prevenir el proceso infectivo asociado al vibridn en el intestino, por o que la
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via intravenosa no era la adecuada para aplicar la vacuna; adicionalmente, es
preciso recordar que V. cholerae, como la mayoria de las bacterias Gram

negativas, presenta una endotoxina en la pared celular, la cual también daba

lugar a efectos colaterales indeseados.

En la actualidad, dicha vacuna presenta otra desventaja muy grave: en los paises
muy pobres, su aplicacion podria provocar epidemias de SIDA, dada la carencia
de jeringas-agujas suficientes que tratan de superar empleando el mismo equipo

N NIMErosas personas.

Considerando todo lo anterior, la bisqueda de nuevas vacunas se ha enfocado
en productos de administracién oral que induzcan una adecuada respuesta de
IgA en la mucosa intestinal; sobre este particular, cabe sefialar que se
encuentran bajo prueba dos vacunas orales en regiones con historias draméticas

de colera.

La primera de tales vacunas se constituye por bacterias completas inactivadas,
adicionadas de subunidad B purificada; su grado de proteccion se estima en mds
del 60 %, lo que supera enormemente lo logrado con otras vacunas previas;
adema4s, estudios mas recientes que comparan la efectividad de dicha vacuna,

con y sin subunidad B, han demostrado que no existen diferencias detectables;
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esto altimo representa una buena noticia, ya que la adicién de subunidad B
incrementa notablemente los costos del producto. La principal desventaja de
esta vacuna radica en que su grado de eficacia es menor en infantes y nifios -que
en los adultos-, lo que complica la situacién, considerando que se trata de los

grupos con mayores indices de letalidad.

Por lo que se refiere a la segunda vacuna oral bajo prueba, se trata de
microorganismos vivos cuyo gene cix ha sido inactivado mediante mutagénesis
insercional, de manera que solo se produzca la subunidad B. Los resultados
iniciales sugieren un grado de protecciéon cercano al 90 %, pero ain es
necesario que el proyecto de experimentacion finalice sin que se presenten
situaciones adversas -lo cual llevard algunos afios-, para asegurar que se ha
encontrado la solucion al problema, desde el punto de vista de su prevencién.
Al parecer, el fundamento de las buenas expectativas de esta vacuna se asocia al
hecho de que V. cholerae interactiia con las células de la mucosa intestinal, pero
también con las células M, lo que inicia el proceso que culmina en la presencia

de concentraciones importantes de IgA en la mucosa.
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111. Vibrio parahaemolyticus

El nombre de esta especie se relaciona con el hecho de que, desde que se
identificé por primera vez (Fujino, 1950), sus colonias manifestaron una
importante actividad hemolitica en placas de agar sangre; posteriormente, las
investigaciones realizadas por Kato en el Laboratorio de Salud Publica de
Kanagawa demostraron que si bien las cepas aisladas a partir de las heces de los
enfermos presentaban dicha caracteristica, ello no ocurria en las que se

detectaban en las diversas fuentes de contagio para el humano (12, 27).

Los estudios realizados condujeron a asignar el nombre de “fenémeno de
Kanagawa” a la peculiar hemolisis mostrada por el microorganismo en el agar
de Wagatsuma; este medio se prepara de la siguiente manera: la porcion basal
(extracto de levadura, peptona, manitol, agar, cristal violeta y NaCi al 7 %), sin
esterilizar, se divide en dos fracciones iguales que se mantienen a 50°C; en
seguida, se agrega a la primera de ellas una suspension de eritrocitos humanos
al 20 % (frescos y lavados) en una proporcion del 10 % V/V y, a la otra, se le
adiciona el mismo volumen de gldbulos rojos de caballo. Ambas porciones se

vierten en cajas de Petri y se permite que solidifiquen.
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Para realizar la prueba de Kanagawa, se estria en ambas cajas una asada
obtenida de un cultivo liquido previamente incubado durante toda la noche, las

placas se incuban a 37°C y las lecturas sc efectian a las 18 y a las 24 h.

La reaccion se considera Kanagawa positiva (KP+)‘cuando se presenta una
clara zona de hemdlisis beta alrededor del crecimiento del microorganismo
inoculado en la caja que contiene eritrocitos humanos pero dicho fendémeno no
ocurre en la placa con hematies de caballo. Consecuentemente, una reaccion
Kanagawa negativa (KP-) es aquélla cuya hemolisis en la caja con eritrocitos

humanos es de tipo alfa, o bien, cuando ambos medios manifiestan hemolisis

(86).

Es importante subrayar que diversas observaciones acerca del mencionado
fenémeno, con otras cepas y variando el agar de Wagatsuma, permitieron
concluir que la hemélisis de Kanagawa dependia de la cantidad de hemolisina
producida por V. parahaemolyticus y de otras variables tales como el tipo de
sangre empleada, la concentracion de NaCl, el pH y la fuente de carbono
disponible; por tal motivo, se llegé a cuestionar la confiabilidad de esta prueba

para determinar si una cepa era patogena (17, 16, 67, 108).
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En 1971, Ohara detecté una hemolisina termoestable presente en los filtrados
de cultivos de las cepas KP+ y propuso que esta sustancia era la responsable del
fenomeno Kanagawa; ese mismo afio, Zen-Yoji logrd aislarla a partir del

cultivo liquido de una cepa KP+ (103, 121).

En 1973, Sakurai observo que la actividad hemolitica de dicha hemolisina
termoestable producida por cepas KP+ no se activaba ni se incrementaba en
presencia de lecitina y propuso denominarla “hemolisina termoestable directa
{(TDH)”, en virtud de que las hemolisinas indirectas requieren de la adicién de
fosfolipidos para generar zonas de hemdlisis mas grandes y mejor definidas

(89).

La evidencia definitiva acerca de la importancia de la TDH en la
enteropatogenicidad de V. parahaemolyticus, se obtuvo recientemente, en 1985,
mediante el uso de cepas alteradas genéticamente y via la realizacion de
ensayos mas sensibles. Nishibuchi y Kaper efectuaron estudios del gen tdh
merced a los cuales pudieron demostrar que la TDH representa el principal
determinante de virulencia en las cepas KP+ y, adicionalmente, que el fenotipo
KP+ tiene origen en la expresion de un gen tdh muy especifico. Estos hallazgos

lograron establecer que el KP si representa un buen indicador de virulencia.
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El gen tdh en cepas de V. parahaemolyticus
Las interesantes investigaciones sobre €l gen tdh en cepas KP+ y KP- de

V. parahaemolyticus, han revelado lo siguiente:

e Todas las cepas KP+ contienen dos copias del gen tdh (¢tdhl y tdh2).
La presencia de dicho duplicado sugiri6 inicialmente la posibilidad de que
los productos de tdh! y tdh2 eran necesarios para conformar una TDH
funcional. Sin embargo, la produccioén de toxina con actividad bioldgica
tipica, sintetizada a partir de cada uno de los dos genes tdkh -en forma
individual- descalificé dicha propuesta; evidentemente, el andlisis
correspondiente se Hevo a cabo clonando los genes tdh!l o tdh2 en cepas

de Escherichia coli (47,73, 74 y 102).

Finalmente, se sugiri6 como determinante la expresion preferencial del
gen tdh2, a partir del estudio de dos cepas mutantes isogénicas KP+: una

que carecia del gen tdh! y, la otra, libre del gen tdh2.

En conclusion se pudo conocer que el gen fdh2 es el responsable del
fenotipo KP+ y de la sintesis de mas del 90 % de la estructura de ia TDH,
mientras que el gen tdh/ sdlo codifica para la produccién del 0.5 a 9.4 %

de la mencionada proteina.
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e Algunas cepas de V. parahaemolyticus producen una débil hemolisis
en el agar de Wagatsuma, debido a que s6lo poseen una copia del gen

tdh (73).

¢ La mayoria de las cepas KP- no tiene la capacidad genética para
producir TDH, atn cuando algunas poseen el gen tdh; ello quizés
ocurra porque ¢l grado de expresién de dicho gen sea insuficiente, al
no funcionar el operén Vp-TxRS, o bien, debido a fallas en la

produccion del RNAm a nivel basal (55).

El gen frh en V. parahaemolyticus

Investigando un brote de gastroenteritis en las Maldives, se observé que las
cepas involucradas eran KP-, productoras de una hemolisina diferente a la TDH
aunque aparentemente “relacionada con ella” o TRH (del ingiés thermostable
direct hemolysin-related hemolysin); estudios adicionales han aportado mayor
conocimiento acerca de ella: se constituye por 2 subunidades, su peso molecular
es de 23, 000 Da, su punto isoeléctrico de 4.6, es 1abil a temperaturas de 60°C
durante 10 minutos y sus propiedades biolégicas, inmunologicas vy

fisicoquimicas son similares a las de la TDH (35 y 37).
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El anélisis de 285 cepas de V. parahaemolyticus revelé que las cepas tdh+
ocasionaban gastroenteritis pero ello también ocurria con las trh; ademas, se
observd que los aislamientos provenientes de muestras clinicas contenian
ambos genes, tdh y trh, mientras que los obtenidos de fuentes ambientales no

presentaban a ninguno de ellos (3, 49,96 y 112).

La virulencia de la TDH

Como se ha sefialado con anterioridad, la probada relacion entre el fenémeno de
Kanagawa y la patogenicidad de V. parahaemolyticus para el humano, estimul
la intensa busqueda del factor que provocaba dicho fendmeno: en resumen,
Kato (1966) purificé parcialmente una hemolisina con caracter termoestable
cuya accion resultaba letal para ratones; Yanagase reporté que la hemolisina
principal del microorganismo era una lecitinasa y la llamé fosfolipasa A;
Fujino puso de manifiesto una hemolisina termolabil y finalmente, Misaki y
- Matsumoto detectaron la presencia de una lisofosfolipasa con poder hemolitico

(61, 63,90 y 121).

No obstante, de esas cuatro supuestas hemolisinas encontradas en V.
parahaemolyticus, sélo se ha estudiado extensamente a la denominada TDH, lo

cual explica la descalificacion de otras toxinas que pudieran desempefiar algin
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papel igual o similar en la patogenia relacionada con este microorganismo (39,

66, 89, 90, 103 y 121).

Propiedades fisicoquimicas de la TDH

La TDH purificada no presenta carbohidratos, lipidos, ni fostatos y su espectro
de absorcion en el ultravioleta corresponde al de una proteina tipica, con un
méaximo a 277nm y un minimo a 250nm; su actividad hemolitica desaparece al
ser expuesta a la accién de ciertas enzimas tales como la pepsina y la alfa-

quimotripsina (39, 89, 102, 103 y 121).

Una electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS origina la aparicién de bandas
con pesos moleculares diferentes, lo que muestra que estd compuesta por dos
subunidades de aproximadamente 21 000 Da cada una; Zen-Yoji, Honda y
Miyamoto describieron su composicion de aminoacidos y, en 1969, Miwatani
detectd que exhibia el efecto Arrhenius, el cual se caracteriza por una pérdida
de la actividad hemolitica al ser calentada a determinada temperatura y el
secuencial recobro de dicha propiedad biologica al rebasarse la temperatura

“critica” (39, 62, 66 y 121).

De hecho, Takeda logré aislar un factor que neutralizaba la accién hemolitica

de la TDH al someterla a 50-60°C durante 10 minutos y cuya accion
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desaparecia a 80-90°C, permitiendo que la hemolisina recobrara su capacidad
biolbgica central; l6gicamente, concluyd que este factor era termolabil, muy

probablemente de tipo proteico y responsable del efecto Arrhenius (101).

Propiedades bioldgicas de la TDH

e Actividad hemolitica

Zen-Yoji estudi6 el efecto que la TDH producia sobre los globulos rojos de
varias especies animales y encontré que su eficacia decrecia en el siguiente
orden: rata, perro, raton, mono, hombre, conejo, cobayo, hasta ser

practicamente inexistente en el caballo (121).

Por su parte, Sakurai encontré que su actividad hemolitica variaba de acuerdo
con la temperatura, resultando nula cuando ésta era baja; ademads, encontrd que
la lisis celular de los eritrocitos humanos, causada por la TDH, estd mediada por

cationes divalentes tales como Ca™t, Mn™t y Mgt (103).

Takeshi descubrié que la hemolisis ocurria en varios pasos y que, entre estos,
algunos eran dependientes de la temperatura: los primeros incluian la unién y
la insercién de la TDH, al glébulo rojo, asi como la formacién de un canal

intramembranal; en cuanto a los ultimos, comprenden a la turgencia y la lisis
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del eritrocito (consultar la seccién correspondiente a la citolisina de V.

metschnikovii) (104),

» Citotoxicidad y enterotoxicidad

La TDH exhibe actividad citotoxica sobre diversos tipos de células cultivadas in
vitro; entre dichas células destacan las HeLa, las L, las FL, las de
neuroblastoma, las de miocardio y melanoma de ratéon y las CCL-6 derivadas

del intestino humano (30, 87, 88 y 103).

Ohara y Miyamoto analizaron los cambios histopatoldégicos ocurridos en el
intestino delgado de ratones lactantes de 5 a 6 dias de nacidos, inoculados por
via oral con TDH (mediante la utilizacién de una sonda); observaron que la
administracion de 50 pg provocaba diarrea y la ulterior muerte de todos los
animales utilizados; cabe sefialar que, al disminuir las dosis entre los 2 y 12.5
ug, sélo algunos ratones morian y los sobrevivientes se recuperaban totalmente

9

de la diarrea (66 y 79).

A pesar de que la mucosa intestinal de los animales con diarrreas provocadas
por dosis relativamente pequefias no presentaban cambios destructivos
aparentes, los exdmenes microscopicos mostraban la presencia de edema. Sin

embargo, los ratones inoculados con grandes dosis (50 ug), antes de morir
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experimentaban modificaciones muy evidentes en diferentes zonas de la

mucosa intestinal.

Con base en lo anterior, tanto Ohara como Miyamoto concluyeron que la TDH
es un factor muy importante en las gastroenteritis humanas debidas a FVibrio

parahaemolyticus (66 'y 79).

Buscando una mayor evidencia de la relevancia de la TDH en Ia
enteropatogenicidad de Vibrio parahaemolyticus, Nishibuchi y Kaper
compararon a una cepa KP+ con su cepa mutante isogénica KP- cuyos genes
tdhl y tdh2 se encontraban inactivados. Los resultados mostraron que sélo la
cepa KP+ provocaba la acumulacion considerable de liquido en el asa intestinal
ligada de conejo y ello se confirmé montando tejido intestinal de conejo en
camaras especiales para estudiar transporte de iones: al agregarse al sistema los
filtrados de cultivos de las cepas TDH+ se producia un incremento notable de la

corriente y ello no ocurria en el caso de las cepas TDH- (75 y 77).
A diferencia de los severos procesos destructivos que se presentaban al inocular

grandes cantidades de TDH en el asa intestinal de conejo, los tejidos analizados

en las cdmaras de corriente no presentaban mayores alteraciones; esto se debia a
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que en estos ultimos experimentos se empleaban cantidades muy pequefias de

TDH (del orden de nanogramos) (77).

Es importante notar que estos tltimos estudios proponen que los mecanismos de
accion de la TDH incluyen la alteracion del flujo idnico en las células del
intestino, trastorno que provoca una respuesta secretoria con diarrea abundante,

inducida por la excrecion intestinal de cloro, mediada por calcio intracelular

(75).

La capacidad de la TDH para estimular el flujo idnico también se ha
comprobado en tejidos no intestinales tales como los de miocardio, eritrocitos

de rata y hematies humanos (42 y 75).

Cabe subrayar que aunque existen claras evidencias de que la TDH provoca la
formacién de poros en la membrana de los eritrocitos, en realidad este

fenémeno no se ha logrado observar en células intestinales (38 y 42).

o Toxicidad letal
Honda report6 que las inyecciones intravenosas de TDH resultaban letales para
ratones de 6 semanas: 5 pg eran suficientes para matarlos en un minuto; dicho

tiempo se incrementaba a 20 minutos cuando se empleaban dosis de 1 ugy los
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ratones inoculados s6lo quedaban inméviles, manifestando calambres cuando se

utilizaban 0.5 pg (39).

Zen-Yoji investigd la toxicidad letal de la TDH en monos, observando que la

inoculacion directa de 5 y 10 mg de la toxina les provocaba una diarrea acuosa

acompafiada por la acumulacion de exudado mucoide en el yeyuno;

contrastando con lo anterior, 25 mg de TDH ocasionaban la muerte de los

monos 5 a 10 h después de la inoculacion.

Finalmente, el mismo investigador analiz6 diversas autopsias de individuos que

fallecieron por afecciones provocadas por Vibrio parahaemolyticus y detectd

una disminucion marcada en el tono de la pared del intestino delgado y una

gran cantidad de exudado mucoide sanguinolento (122).

o Respuestas cutineas en animales

La aplicacion intradérmica de Ia TDH en animales origina una respuesta
caracterfstica diferente a la generada por el colerdgeno:
histopatoloégicamente, suelen aparecer edema, eritema e induracidn,
alcanzandose el maximo de intensidad de las lesiones 8 h después de la

inoculacién. La dosis minima de toxina que provoca una clara respuesta
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cutanea en los cobayos es de 2.5 pg; por su parte, el colerdgeno requiere

de 24 h o mas, sobre todo en dosis de 10 ng (66 y 122).

e Cardiotoxicidad de la TDH

Los estudios realizados inyectando TDH por via intravenosa en animales
susceptibles han permitido comprobar el caricter cardiotoxico de la toxina;
evidentemente, se ha requerido de pruebas electrocardiograficas y del anélisis
de los efectos en corazones aislados perfundidos: Honda aplicdé por via
intravenosa 15 pg de TDH a una rata de 445 g y, aunque el
electroencefalograma no  manifestd  cambios  significativos, el
electrocardiograma correspondiente mostrdé un incremento de voltaje a los 13

segundos y el corazén del animal dej6 de latir a los 33.5 segundos (36).

La cardiotoxicidad de la TDH se ha demostrado también en cultivos de células
de corazdn de ratén. Si el corazdn fetal se disocia en sus células componentes
(mediante la aplicacion de tripsina) y éstas se cultivan en medio esencial
minimo de Eagle suplementado con suero fetal bovino al 10 % (a 36°C, bajo
una atmoésfera de 5 % de CO2, y 59 % de aire) las células en cuestién laten a

una velocidad de 10 a 260 pulsaciones por minuto.
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Los efectos de la TDH purificada sobre un grupo de estas células de miocardio
se pueden resumir de la siguiente manera: la adicién de 0.05 pg/ml al medio
incrementa ligeramente el nimero de latidos, volviendo a la normalidad en 10
minutos; con 0.1 pg/ml el latido se estimula con rapidez pero se detiene
subitamente 1 minuto y, tras otros 5 minutos, se restablece con su velocidad

normal permaneciendo sin cambio.

Analogamente, al adicionarse 0.2 pg/ml de la TDH, el latido se
incrementa, luego se detiene y, posteriormente, se restablece; sin embargo,
el lapso entre la detencion y el restablecimiento es mas largo que cuando
se adicionan 0.1 pg/ml. Con 1 pg/mi o mdés, la situacion varia
notablemente: el latido se incrementa al principio y a continuacién se
detiene abruptamente, pero la mayoria de las células se desintegra muy
pronto; sin embargo, una nueva adicion de 0.1 a 0.2 pg/ml de TDH antes
de la mencionada desintegracion, da como resultado que el latido se

restablezca en unos cuantos minutos (36).

Goshima estudid el mecanismo de la degeneracién celular causada por la TDH,
encontrando que ésta provoca diversos cambios morfoldgicos a los cultivos de
células de miocardio y de melanoma de ratén (cepa B-16CW1), en presencia de

Ca*™ extracelular; al parecer, la hemolisina incrementa la permeabilidad de las
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membranas celulares hacia dicho catiébn que, ademas, cuando se encuentra
extracelularmente en concentraciones elevadas (210-0 M) fluye con gran
rapidez hacia el interior de las células, de acuerdo con su gradiente
electroquimico; a este respecto, la concentracion de la forma libre intracelular
del Ca*t es del orden de 10-7 M, en consecuencia, el cambio morfoldgico en

las células del miocardio de ratén se debe principalmente a la contraccion total

de las miofibrillas (30).
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IV. Vibrio metschnikovii

A pesar de que V. metschnikovii fue descrito por primera vez en 1888, esta
bacteria se redefinié como una nueva especie del género Vibrio en 1978. Lee y
asociados reportaron cepas de este microorganismo, al que aislaron a partir de
muestras de rios, estuarios, alcantarillados, coquinas (una especie de molusco),
almejas, ostiones, langostas, de aves que murieron debido a una enfermedad
parecida al célera, e inclusive, de las heces fecales de humanos; no obstante, se
carecia de suficientes evidencias acerca de su virulencia y, concretamente, de su

papel como causante de gastroenteritis (33).

Hasta ese mismo afio (1978), sélo se conocia un caso en el cual se habia
comprobado la patogenicidad de Vibrio metschnikovii: se trataba de una mujer
negra con 82 afios quien habia sido admitida con vomito, debilidad y

escalofrios, en el hospital Cook County de Chicago (41).

Su historia clinica indicaba que no padecia de diarrea ni dolores
abdominales y no habia viajado ni habia consumido mariscos
recientemente; ademas, presentaba diabetes mellitus controlada mediante
dieta, hipertensién tratada con diuréticos, se encontraba deshidratada

aunque alerta y orientada, tenia un pulso de 110, temperatura de 38.4°Cy
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presion arterial de 120/70; los ojos no manifestaban el color amarillo

indicativo de ictericia.

Las radiografias, la quimica sanguinea y los exdmenes de abdomen, piel y
mucosas, no revelaron alteracién alguna, salvo la presencia de nédulos
calcificados en el cuadrante superior derecho del abdomen. Los dos cultivos de
sangre efectuados el dia de su admisién evidenciaron la participacion de V.
metschnikovii cuya identificacién se llevoé a cabo mediante cincuenta diferentes

pruebas bioquimicas y de tolerancia al NaCl.

El tratamiento se basé en la administracion de tobramicina y clindamicina y, al
sospecharse de la perforacion de la vesicula biliar, ésta fue extirpada

exitosamente, por lo que la paciente fue dada de alta poco tiempo después.

De acuerdo con las probabilidades, se consider6 que la paciente habia adquirido
al microorganismo tiempo atras, al ingerir mariscos o agua de mar; finalmente,
V. metschnikovii se habia diseminado desde ¢l intesino hasta la vesicula biliar y,

a partir de ésta, se liberaba constantemente hacia la sangre (41).

En 1993, Hansen publicé dos casos en los cuales V. metschnikovii se asociaba a

padecimientos humanos (32).
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El primero incluia una defuncién, previa septicemia, debido a infarto cardiaco;
se trataba de un oficial retirado de 70 afios, caucésico, admitido en el hospital
St. Luc Univesity, en Brucelas, Bélgica. Los signos y sintomas involucrados
eran debilidad, dolor abdominal, diarrea, vémito, nduseas, vértigo y cefalea; por
otra parte, el historial clinico indicaba que el paciente no habia viajado con
anterioridad a otras regiones geograficas ni habia consumido mariscos y que era
alcohdlico, adicto a la nicotina, diabético insulino-dependiente, tenia una tilcera
duodenal y, ademas, padecia de cirrosis, de insuficiencia renal, de problemas de

coagulacién y de trastornos pulmonares.

El individuo iniciaba su tratamiento con ampicilina intravenosa, glucosa
perfundida al 5 %, diuréticos y aerosoles, pero falleci6 a los cuatro dias. De los
tres cultivos de sangre realizados el dia de su admisién sélo uno resulté

positivo, identificandose en él a V. metschnikovii.

El segundo caso también correspondia a un paciente de edad avanzada: una
mujer de 82 afios, caucdésica, admitida en el hospital general del estado en Ville-
franche-sur-Saone, Francia. Sus signos principales eran debilidad y dificultad
para respirar, sin diarrea ni dolores abdominales; su historial clinico no incluia

viajes ni consumo de mariscos en fechas recientes, pero sefialaba enfisema,
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asma, ulceras cutdneas en una pierna, insuficiencia cardiaca hacia dos afios,
hipertension y tanto derrame pleural como nédulos en el cuadrante derecho

superior del pulmén.

En esta oportunidad, la terapia se instituyd a base de amoxicilina-clavulanato y
tobramicina, realizdndose paralelamente una puncién en la pleura para que
drenara durante una semana. El liquido extraido resulto estéril, pero uno de los
tres cultivos de sangre evidencié la presencia de V. metschnikovii. Cabe
mencionar que este microorganismo también se aisldé a partir de las tlceras
cutdneas, aunque acompafiado por Morganella moranii, Serratia marcescens,
Enterococcus faecalis y Klebsiella pneumoniae. Por fortuna, la paciente se

recuperd satisfactoriamente, abandonando el hospital al finalizar la tercera

sémana.

Evidentemente, la positividad de los hemocultivos de ambos enfermos propone
a V. metschnikovii como agente causal de septicemia en pacientes geriatricos
debilitados; sin embargo, Hansen no pudo establecer la fuente de contagio ni la
via de trasmisidon, aunque el hecho de que también encontrara al
microorganismo en la lesion cutdnea de la segunda persona, le permitié sugerir
que la bacteria en éuestién haya ingresado a la sangre a partir de aquella herida

(32).
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las Vero vy las de ovario de hamster chino, provoca la acumulacion de liquido en
el intestino de ratones pequefios y aumenta la permeabilidad vascular al

inocularse en la piel de conejo (65).

En 1989, Miyake observé que su actividad litica era dependiente de la
temperatura y de la concentracion de hematies; adicionalmente, tratando de
dilucidar su mecanismo de accioén, probd los efectos que causaban diversos

cationes divalentes sobre su capacidad citolitica (64).

En cuanto a sus estudios sobre la influencia de la temperatura, el autor incubd
una mezcla de eritrocitos con citolisina a 4°C, a continuacion lavé los hematies
con TBS (Tris-Buffered Saline), los suspendi6 e incubd a 37°C y observo que
no ocurria la lisis celular; ello le permitié establecer que la unién de la citolisina
a los eritrocitos podria ser temperatura-dependiente. Por otro lado, comprobo
que la hemolisis a 37°C requeria de solo dos minutos y que, a 4°C, este lapso se
incrementaba al doble; tales experimentos evidenciaron que el paso de lisis -en

especifico- también dependia de la temperatura.

Con respecto al papel de los diversos cationes, el investigador los dividio

en dos grupos, considerando las dosis que provocaban un 50 % de
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inhibicidn de la citolisina: el 1 se conformé por Cd*+, Cut*, Nitt, Sat+

y Zntty, el grupo 2, por Bat*, Co™t Mgt*, Mnt+t y S+,

Secuencialmente, observé que los cationes del grupo 1 impedian la hemolisis
pero, al retirarlos, ésta ocurria eficazmente; estudiando el fendomeno sugirié que
la inhibicidn se debia a que dichos cationes interferian la formacién de un

tetramero de la citolisina muy necesario en el proceso.

La liberacidn de hemoglobina hasta después de 20 minutos de incubacién
permitié detectar que la turgencia del eritrocito representa otra etapa que
interviene en la lisis; a este respecto, se observé que la turgencia y, por lo tanto,

el proceso litico, puede ser inhibido por los cationes del grupo 2.

Tomando como base los hallazgos antes descritos, Miyake concluyd que la
inhibicién de la hemdlisis, tanto por la temperatura como por los cationes del
grupo 1, se debe a que ocurren alteraciones en la membrana, las cuales
disminuyen [a difusion lateral de la citolisina y, por ende, la formacién del
mencionado tetrdmero; en cuanto a los cationes del grupo 2, la inhibicion de la
lisis se asocia al hecho de que a que aquéllos cierran los poros formados por la
citolisina en la membrana eritrocitica, evitando la generacion del flujo osmético

que origina la turgencia del glébulo rojo.
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En suma, la forma en que actia la citolisina se puede resumir en los siguientes

eventos:

1. Unién de la citolisina a la membrana del eritrocito (paso que depende de la
temperatura).

2. Difusion lateral de la toxina unida (etapa que se puede inhibir con cationes
del grupo 1).

3. Formacién de un tetrdmero de la citolisina y lesién del hemati (proceso que
también se afecta por la temperatura).

4. Turgencia del eritrocito, al incrementarse el flujo de agua a través de poros o
lesiones transmembranales debidos a la accién de la citolisina (efecto que se
puede inhibir con cationes del grupo 2).

5. Liberacién de la hemoglobina al destruirse el glébulo rojo (64).
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V. Vibrio vulnificus

V. vulnificus ha sido aislado a partir de una gran variedad de fuentes, entre las
que destacan el agua, sedimento, plancton y conchas (de almejas, cangrejos y
ostiones), principalmente en el Golfo de México, en las costas del Atlantico y

en diversos lagos de Nuevo México y Oklahoma (69).

Esta especie ocasiona gastroenteritis e infecciones de heridas implicando, en
estas Nltimas, procesos leves o muy graves que se manifiestan como celulitis
y/o miositis; ademads, se trata del vibrion al que se le ha relacionado con mayor
frecuencia como agente etioldgico de septicemia primaria, sobre todo en
pacientes que padecen de enfermedades cronicas previas, entre las que destacan

las de caracter hepético (69).

Hollis y cols establecieron dos formas de infeccion por V. vulnificus observadas
en humanos: en la primera, la bacteria ingresa por via oral al hospedador, se
establece en el intestino y pasa a [a sangre; sin embargo, para que tenga lugar la
septicemia, es necesaria la presencia de Fe™ libre y que el paciente muestre
algunos factores predisponentes, tales como fallas en el sistema del
complemento y defectos funcionales en el sistema reticulo endotelial (6, 34, 111

y 120).
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La segunda corresponde a un tipico caso de celulitis debida a infeccién de
heridas, en las que el tejido lesionado est4 en contacto con agua de mar; son
relativamente frecuentes las laceraciones provocadas al limpiar moluscos para

ingestién humana o al practicar la pesca (6, 34, 111 y 120).

Cabe sefialar que la septicemia afecta principalmente a sujetos con enfermedad
hepética, hemocromatosis, a los alcohdlicos, diabéticos, a las personas con
desordenes intestinales, y a quienes se encuentran inmunosuprimidos por

tratamientos con corticosteroides o por padecer de cancer o SIDA (21).

La tercera parte de los individuos que adquieren septicemia relacionada con la
ingestioén de mariscos crudos, ingresan al hospital en estado de shock y/o sufren
de hipotensién cerca de 12 h después de ser internados. El 70 % presenta
ampollas en la piel, coagulacién disminuida, sangrado gastrointestinal,

trompocitopenia, leucopenia vy, ocasionalmente, leucocitosis.

Por otra parte, ¢l 50 % de los pacientes con infecciones en heridas requieren de
intervencién quirdrgica o amputacién, lo que refleja la virulencia del

microorganismo.

De hecho, las tasas de mortalidad asociadas a V. vulnificus fluctan entre 55 y
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79 % y los sobrevivientes llegan a presentar complicaciones debidas a fallas en
diversos Organos; la situacién es aun més grave en los pacientes que sufren de
hipotensién durante las primeras 24 h de hospitalizacién, ya que la tasa de

letalidad alcanza el 90 % (21).°

Identificado inicialmente como uno mas de los vibrios marinos halofilicos
lactosa positiva, V. vulnificus recibié su nombre en 1979; posteriormente, se
dividié en dos biotipos, con base en la especificidad del hospedero, sefialandose
que el biotipo 1 era oportunista en humanos mientras el 2 sélo se habia

considerado —inicialmente- como patdgeno para las anguilas (20).

Los estudios realizados sobre factores de virulencia en el biotipo ! demostraron

lo siguiente:

- La importancia de la cdpsula: solo las cepas opacas —Ginicas que presentan
capsula- son virulentas y pueden sobrevivir en el suero humano y en medios
con cantidades restringidas de fierro.

- La produccion de una citotoxina-hemolisina responsable del dafio tisular.

- La correlacion entre la disponibilidad de hierro en los fluidos corporales y

la patogenicidad de la cepa (2).
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Investigaciones similares se efectuaron con el biotipo 2, encontrandose que:

e La capsula es esencial en la resistencia del microorganismo al efecto
bactericida del suero humano, pero no impide la inhibicién del crecimiento
microbiano por parte de la transferrina humana (que actia como agente

quelante de hietro).

o El hecho de que las cepas translucidas del biotipo 2 sean avirulentas para el
humano y el ratén, muestra que la capsula —casi ausente en cepas translucidas-
es necesaria para su patogenicidad en ratones pero no se requiere en el caso de
las anguilas, lo cual pudiera deberse a diferencias que existen en los
mecanismos de defensa de ambos hospedadores. Cabe mencionar que la
necesidad de la cdpsula para la sobrevivencia del microorganismo en el suero
humano se demostré en presencia de hierro; l6gicamente ocurri6 el crecimiento

de las cepas capsuladas.

e La produccién de hemolisinas en agar sangre; como en el caso del biotipo 1,
el 2 las sintetiza en condiciones carentes de hierro. De esta manera, la cepa estd
obligada a lisar los hematies para utilizar la hemoglobina como nutriente y

fuente de hierro.
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e El microorganismo es capaz de producir sideréforos, para obtener hierro a

partir de los agentes quelantes existentes en el organismo del hospedador (2).

Los resultados obtenidos también revelaron que el biotipo 2 es patégeno
primario en las anguilas, con capacidad de infectar tanto a pescados como a

ratones, y de manifestarse como oportunista en el humano (5).

El hecho de que no se hubiera aislado al biotipo 2 a partir de humanos pudo
deberse a que las técnicas de identificacion empleadas hasta antes del
descubrimiento se basaban en la identificacién de caracteristicas que eran

comunes a ambos biotipos (5).

En resumen, Amaro reportd que ambos biotipos comparten varios factores de
virulencia, destacando la produccion de céapsula, exotoxinas, proteinas (tanto
intracelulares como de membrana externa) y sideréforos (2).

Adicionalmente, la sintesis de proteasas extracelulares por parte de V.
vulnificus, le permite invadir los tejidos (hidrolizando elastina y colagena) en
donde se encuentra la herida, provocando una necrosis severa local. Kothary
detectd una proteasa con las siguientes propiedades: termolabil a 100°C durante
30 minutos, estable en el rango de pH desde 6 a 10 con un 6ptimo de 7 a 8, un

punto isoeléctrico de 5.8 y un peso molecular de 50,500 Da (50).
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Por su parte, Gray publico la existencia de una citolisina fuertemente
hidrofébica, con un punto isoeléctrico de 7.1 y un peso molecular de 56,000 Da,
constituida en su mayoria por aminoacidos y cuya capacidad de lisar eritrocitos
es reducida en presencia de proteasas y colesterol. Su actividad citolitica es muy
intensa sobre los hematfes de cerdo, mono, burro, gato, borrego, paloma y
ratén; también evidencia actividad en cultivos de tejidos de células de ovario de
hamster chino, es letal para ratones inoculados via intravenosa en
concentraciones de 3ug /Kg y provoca permeabilidad vascular al administrarse

en piel de cerdo de Guinea (31).

La actividad de dicha citolisinaAtambién depende de la temperatura y de su
concentracion, siendo necesaria mas de una molécula de ella para lisar un

glébulo rojo; al parecer, su mecanismo para lograr la hemolisis requiere de al
menos dos pasos: uno de unién, independiente de la temperatura y, el segundo
(temperatura-dependiente), en el que ocurre una perturbacion del hematie que

conduce a su lisis (31).

Wright realizé estudios sobre la citolisina, originando la mutagénesis de un
transpos6n que contiene los genes para su sintesis: inyect6 en forma intravenosa
e intradérmica la cepa alterada y sin alteracién observando, al comparar la dosis

media letal, que su inactivacion no afecté la virulencia. Aunque ésto pudiera
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sugerir que la funcién de la citolisina como factor de virulencia no es tan clara
como la presencia de la capsula, estos resultados pueden deberse a que no

empled los modelos animales adecuados para detectar su actividad (110).

En otro orden de ideas, Vibrio vuinificus posee la capacidad de producir dos
tipos de sideréforos: hidroxamato y fenolato, los cuales le permiten crecer en
condiciones donde el hierro no se encuentra libre; ambos actian uniéndose a
dicho metal, transportandolo hacia el interior de la célula bacteriana a través de

la membrana lipidica (97).

Por tltimo, este microorganismo libera al medio una fosfolipasa Ay y una
lisofosfolipasa; la primera se inactiva a $6°C durante 30 minutos y la segunda
hasta los 100°C. Ambas tienen un peso molecular de 80,000 Da y difieren en
cuanto a que la primera tiene un pl de 5 y la lisofosfolipasa de 4. Al parecer,
juntas manifiestan una accion citolitica en los eritrocitos, aunque todavia no se
establece su funcién en los padecimientos causados por V. vulnificus en el

humano (106).
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VI. Vibrio hollisae

Esta especie corresponde a uno de los vibrios aislados con menor frecuencia a
partir de muestras clinicas, debido a su incapacidad de crecimiento en el medio
TCBS (cominmente empleado para efectuar el aislamiento de este género) y a
la diferencia en cuanto a las pruebas bioquimicas implicadas; fue propuesto
como nueva especie en 1982 y hasta posteriormente se le relaciona con varios
casos de gastroenteritis y septicemia; asociados al consumo de mariscos crudos

y a la aparicién de diarrea, dolor abdominal y fiebre (11, 71 y 84).

En 1985, Nishibushi y colegas reportaron su capacidad para producir una
hemolisina parecida a la de V. parahaemolyticus, con capacidad hemolitica
sobre eritrocitos humanos, de conejo, del cerdo de Guinea y de ganso; otros
rasgos encontrados incluyen su inactivacién después de ser calentada durante
10 minutos a 70°C, su reaccién cruzada con el suero anti-Vp-TDH, y un peso
molecular y secuencias nucleotididicas similares a las del gen que codifica para

la TDH (40,78 y 116).
A pesar de lo anterior, la hemolisina de V. hollisae difiere de la TDH en su

capacidad litica sobre eritrocitos de gallina, borrego y carnero, asi como en su

movilidad electroforética (40, 78 y 116).
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En 1988, al comparar las hemolisinas de V. hollisae con las de Vibrio cholerae
no-01 y de Vibrio parahaemolyticus, Yoh encontrd que la primera est4 formada
por dos subunidades identicas y, al igual que las dos tltimos, su capacidad para
lisar eritrocitos depende tanto del tiempo como de la temperatura, y posee la

misma actividad letal sobre ratones (118).

Adicionalmente, encontré que la causa principal por la cual difieren en sus
respectivos mecanismos para producir lisis y en sus estabilidades al calor;
radica en sus diferencias en cuanto a las secuencias de aminodcidos
constitutivos, hecho que también origina la aparicion de distintas determinantes

antigénicas (117 y 118).

Otras investigaciones realizados por el mismo autor han demostrado que dicha
hemolisina se produce tanto por cepas de V. hollisae ambientales como por las
obtenidas a partir de casos clinicos, aunque la cantidad sintetizada difiere de un
microorganismo a otro, siendo menor en las primeras; desafortunadamente, su

estudio s6lo analizé 7 cepas ambientales (119).

Otros factores de virulencia relacionados con V. hollisae son su adherencia e
invasividad y la produccién de aerobactin y de una toxina extracelular; las

propiedades mds relevantes de esta Gltima fueron esablecidas por Kothary: es
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termolédbil, sensible a proteasas, tiene un punto isoeléctrico de 6.5, su peso
molecular varia entre 83,000 y 80,000 Da no presenta reactividad cruzada con
la toxina del colera y provoca la elongacién de las células CHO sin que ocurra

incremento alguno en la concentracion de AMPc (51, 60 y 80).
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VIL Vibrio mimicus

Esta especie fue descubierta por Davis en 1981 y representa una mas de su
género que se considera como patégeno importante para ¢l humano, al que le
ocasiona infecciones intestinales entre cuyos sintomas destacan diarrea,

nauseas, vomito, calambres abdominales y fiebre (19).

Desafortunadamente, ain se desconocen la mayoria de sus factores de

virulencia y, por ende, los mecanismos de accién asociados a ellos (19).

Yamamoto y cols purificaron y caracterizaron enterotoxinas de dos cepas de V.
cholerae no 01, encontrando que ambas eran bioldgica € inmunolégicamente
indistingibles de la toxina del célera; Spira y cols, analizando dos cepas de
Vibrio mimicus, 61892 y 63616, obtenidas de pacientes con diarrea en
Bangladesh, detectaron la sintesis de enterotoxinas que también eran biologica,
inmunoldgica y fisicoquimicamente idénticas a la toxina del célera, excepto por
el hecho de que eran secretadas sin la escicion proteolitica de la subunidad A;
empero, dicha diferencia podria deberse al empleo de lincocin, sustancia

utilizada para aumentar ia produccion de enterotoxinas (98 y 113).
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Chowdhhury llevé a cabo un anélisis comparativo entre la enteropatogenicidad
de 125 cepas ambientales y la de otras 19 obtenidas a partir de casos clinicos;
encontrd que menos del 1 % de las cepas ambientales y poco més del 10 % de
las aisladas de casos clinicos producian una toxina parecida al colerdgeno, por

lo que concluyo que la produccion de esta toxina es realmente rara (14).

Alam y colegas decidieron realizar un estudio para establecer los factores que
intervienen en la virulencia de V. mimicus y cdmo se conjugan estos para hacer
que una cepa sea considerada virulenta o no. En su investigacién emplearon 77

cepas ambientales, obteniendo los siguientes resultados:

e El 96 % (74) mostraron una considerable capacidad para adherise a la
mucosa intestinal de conejo; 5610 3 cepas carecian de esta propiedad.

e El 100 % provocé la aglutinacion de eritrocitos de conejo, si bien el grado
de hemaglutinacién vario entre una y otra cepa.

o El 11 a 28 % produjeron una toxina parecida al colerageno y resultaron
positivas en la prueba de acumulacion de liquido en el asa intestinal de
conejo.

o El 80 % produjo sideréforos tales como el aerobactin, gracias a los cuales el

microorganismo puede procurarse el hierro en el intestino del hospedador.
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¢ EI95 % liberé proteasas y la tercera parte de ellas mostr6 una accion
proteolitica muy intensa; ademas 60 de las 73 cepas productoras de
proteasas lisaban eritrocitos de conejo.

e Mis del 74 % de las que provocaban acumulacion de liquido también eran
fuertemente adhesivas y, de todas ellas mas del 85 % provocaba
hemaglutinacién. Esta relacién ya habia sido reportada para V. cholerae por
Yamamoto.

e No se observé relacion alguna entre la produccion de colerdgeno,
hemolisinas, sider6foros, proteasas y adherencia a la mucosa intestinal; de
hecho, la carencia de hemolisinas y/o de toxina del colera en algunas cepas
patégenas sugirid la posibilidad de que existan otros factores de virulencia

atin no detectados (1 y 115).

Ananthan analiz6 18 cepas de V. mimicus provenientes de pacientes con diarrea
y encontrd que 15 liberaban toxinas termolabiles y 2 sintetizaban toxinas
termoestables; dichos hallazgos se revelaron mediante €l empleo del asa ligada

de conejo (22).

Ademés, observéd que los filirados de los cultivos liquidos de 15 cepas

manifestaban la presencia de factor de permeabilidad vascular al ser inoculados
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en piel de conejos adultos. Finalmente, ninguna cepa resulté positiva a la
prueva de Sereny, y todas evidenciaron propiedades citotoxicas en cultivos de

células CHO y Vero.

Sanyal y cols detectaron en V. mimicus la produccion de una toxina termolabil,
estructural ¢ inmunolégicamente indistinguible del colerdgeno, secretada al

medio y solo activa cuando suftia escicion proteolitica en la subunidad A.

Aunque se desconocen los mecanismos de excrecidn y de escicién de la toxina
de V. mimicus, se considera probable que sean similares a los relacionados con
el colerageno; de acuerdo con observaciones realizadas en bacterias cultivadas
in vitro, la escicion podria deberse a la produccién de varias proteasas que
recortarian la subunidad A antes de que la toxina fuera secretada; contrastando

con ello, la accion proteolitica in vivo se deberia a enzimas del fluido intestinal.

Anathan también report6 una hemaglutinina indiferenciable inmunolégicamente
de la producida por V. cholerae 01 y a la cual en esta especie se le reconoce
algin papel en la patogénesis del colera, debido a que actiia como mucinasa y

como activadora de la toxina antes descrita.
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Finalmente, el mismo autor reporté otra enterotoxina termoestable no
relacionada con el colerdgeno y dos cepas que mostraron ser invasivas en el

epitelio intestinal de conejo (22).

En esa época, Fasano y cols demostraron que ademas de la toxina del célera en
Vibrio cholerae 01, el microorganismo también producia otra enterotoxina
designada como zonula occludens toxin (ZOT), cuya funcién es la de aumentar
la permeabilidad de la mucosa intestinal mediante la modificacién estructural

de las uniones intercelulares (15 y 25).

Posteriormente, Baudrano encontré que el gen zof se encontraba a un lado,
(corriente arriba) del gen cfx y Karasawa report6 la presencia de un gen zot

independiente de cfx en cepas de muestras clinicas y ambientales de V. cholerae

(8 y 15).

Consecuentemente, Chowdhury y cols empezaron a buscar al gen zot en cepas
de pacientes con diarrea causada por V. mimicus, encontrando que en la cepa
E-33 este gen podria ser el causante de gastroenteritis; adicionalmente en 3 de

5 cepas seleccionadas también se encontré al gen zof y sélo una presentaba

ademas al gen ctx (15).

81



La presencia del gen zot en cepas que también presentan el gen ctx hizo supone
que este Ultimo juega algiin papel en la patogenicidad de V. mimicus; sin
embargo, como el gen ctx se ha detectado en algunas cepas ambientales, se ha
pensado en la posibilidad de transmision entre las diferentes cepas (15).

En resumen, V. mimicus debe su nombre a que comparte diversos factores de
patogenicidad con V. cholerae, la especie “tipo” del género, si bien la
enfermedad intestinal provocada por la primera suele resultar menos grave y

con menores tasas de mortalidad (16).
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VIII. OTRAS ESPECIES DE Vibrio APARENTEMENTE PATOGENAS
PARA EL HUMANO

A continuacién se describe brevemente el posible papel de otras seis especies
de Vibrio aparentemente patégenas para el humano; aunque en el caso de
algunas de ellas su virulencia podria considerarse como incuestionable, lo cierto
es que aun se requiere que se lleven a cabo investigaciones mas amplias para
asegurar o descartar su importancia como agentes causales de enfermedades

infecciosas o toxi-infecciosas en el hombre.

V. fluvialis

Esta especie fue aislada en Bangladesh a partir de méas de 500 pacientes con
diarrea, siendo clasificada, en un inicio, como un grupo semejante a Vibrio
(Vibrio-like group) EF-6; sin embargo, posteriormente recibid el nombre de V.
Sfluvialis, después de haberla sometido a rigurosos estudios de taxonomia

numérica (99).

Este microorganismo se detecté en los Estados Unidos a partir de muestras de
evacuaciones fecales de un paciente que fallecié debido a su intenso sindrome

diarreico y, tiempo después, en 1989, se determind como el agente causal de la
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enfermedad intestinal de siete pacientes que vivian en las costas del Golfo de

México, tres de los cuales requiririeron de hospitalizacion.

Por otra parte, V. fluvialis fue aislado a partir de la sangre de una persona cuya
septicemia también era causada por Shigella sp; desafortunadamente, este caso

concluy6 con el deceso del paciente (99).

V. furnissii

El origen de esta especie se remonta al aislamiento de varias cepas de V.
Sluvialis (1983) que producian gas a partir de glucosa; al someterlas a pruebas
de hibridacién con DNA se di6 lugar a la especie V. firnissii. Esta se logro
aislar a partir de las evacuaciones de diversos pacientes con gastroenteritis

aguda, aunque su papel como el agente etioldgico no se pudo establecer con

claridad (10).

Por otra parte, V. furnissii también se detectd junto con V. fluvialis 'en las
muestras fecales de un infante de s6lo un mes de nacido, mismo que curé sin

tratamiento alguno (10).
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V. alginolyticus

Este microorganismo ha sido aislado a partir de muestras clinicas de infecciones
en oido, conjuntivitis, invasion craneana e infecciones de heridas originadas por

quemaduras o por simple exposicién a agua contaminada (69).

De hecho, las cepas de V. alginolyticus con que cuenta la coleccién del CDC
(Center for Diseases Control) en Atlanta, Giorgia, provienen en su totalidad de
oidos infectados; en resumen, esta especie se ha obtenido de regiones
extraintestinales, por lo que se considera que no funge como agente etioldgico

de diarrea (69).

V. damsela

Se denomind de esta manera en 1981, cuando se le encontré como la causa de
ulceras superficiales en la hembra del pez Chromis punctipinnis. Sélo se ha
asociado a infecciones de heridas: seis cepas designadas inicialmente como EF-
5 en el CDC fueron aisladas de procesos cutaneos en personas aparentemente
sanas -en relacién con la carencia de otros signos y sintomas-; cinco de dichos
casos correspondian a personas que habian tenido contacto con agua salada y el
sexto individuo habia sufrido de una herida en la mano al cortar filetes de

pescado (71).
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V. damsela ha sido reportada como la causa de una infeccion necrosante
rapidamente progresiva y produce una citolisina letal para el ratén que es
diferente a las liberadas por V. vulnificus, V. parahaemolyticus y V. cholerae.
Ademas, se aisldo de una herida fatal infectada y los estudios realizados
mostraron la existencia de dos fenotipos hemoliticos diferentes, uno de los

cuales inhibia la hemdlisis ocasionada por Staphylococcus aureus (71).

V. cincinnatiensis

Este microorganismo se detecté en la sangre y el liquido cefalorraquideo de un
individuo de aproximadamente 70 afios de edad que padecia de meningitis. El
paciente no declar6é algiin contacto con agua de mar ni consumo reciente de
mariscos y curd completamente merced a una terapia instituida a base de

Moxalactam (7 y 9).

V. carchariae

Esta especie se aisld en Grecia, a partir de una herida infectada ocasionada a un

nifio que recibié una mordida de tiburdn (82).
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IX. CONCLUSIONES

1. Los principales factores de virulencia de V. cholerae son su movilidad,

adherencia, la proteasa Hap, la neuraminidasa, la toxina ZOT y el
colerageno; este Ultimo es el de mayor importancia en los cuadros
deshidratantes clésicos y actiia provocando la activacion permanente de la

adenilato ciclasa de las células intestinales.

2. La actual epidemia americana de célera es ocasionada por el biotipo El Tor,
que si bien es mas frecuente que el biotipo Clasico, no es tan virulento; de

hecho, sus tasas de mortalidad fluctian alrededor del 1 al 3%.

3. En los afios mas recientes, se ha comprobado que una nueva cepa de V.
cholerae no-01, denominada 0139 Bengal, estd desplazando por su mayor
frecuencia a los biotipos Clasico y el Tor, sobre todo en la India y Tailandia.
A este respecto, las autoridades mundiales de salud se encuentran en estado
de alerta, ya que en breve dicha cepa podria provocar la octava pandemia

mundial de colera.

4. V. parahaemolyticus causa severos cuadros diarreicos por consumo de

mariscos y otros alimentos no cocidos de origen marino; la hemolisina
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termoestable directa (TDH) es su toxina mas relevante: es citotoxica,

enterotdxica y cardiotoxica, y letal para animales de experimentacion.

V. metschnikovii, V. mimicus, V. hollisae y V. vulnificus ocasionan cuadros

gastroentéricos; ademas, las dos tltimas especies también se relacionan con

otros padecimientos tales como infecciones de heridas y septicemia.
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