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Resumen

El célera es una enfermedad diarreico-infecciosa causada por la bacteria Vibrio
cholerae, microorganismo tipicamente hidrotransmisible de origen
marino/estuarino que ha cobrado un gran nimero de vidas al ser causante de 7
pandemias y diversas epidemias. A diferencia de otros agentes bacterianos, tiene
la capacidad de permanecer en el cuerpo de agua durante largos periodos
interepidémicos gracias a diversas estrategias, como la formacion de biopeliculas
o su adhesion y colonizacidon de integrantes del zooplancton. El presente trabajo
tuvo como objetivo tipificar fenotipicamente y genotipicamente aislamientos de
Vibrio cholerae, provenientes del zooplancton de Xochimilco, D.F. en el aiilo 2005
asi como la identificacion del serogrupo al que pertenecen. Se buscé relacionar los
serogrupos encontrados con la composicion zooplanctonica y variables fisico-
quimicas y ambientales (Conductividad, pH, temperatura, DBOs y Oxigeno
disuelto y clorofila-a) del sitio. Se tipificaron 155 aislamientos, encontrando 21
serogrupos NoO1/No0O139 siendo 0135 y 0127 los mas frecuentes. Se obtuvo
que la mayoria de las cepas (93.28%) presentaron hemolisis completa, un bajo
porcentaje de las mismas (26.87%) la capacidad de formar biopeliculas y en
cuanto a la identificacion de genes de virulencia, se observé la presencia de los
genes hlyA y toxR en el 89.55% y 82.84% de las cepas respectivamente. Se
identificO a los copépodos en mayor abundancia que cladoceros, ademas
mediante la tincibn con DAPI y se observaron bacilos curvos adheridos a los
mismos. El andlisis de correspondencia canénica, reflej6 una estrecha relaciéon
entre las variaciones fisicoquimico-ambientales y la migracion de V. cholerae a
integrantes del zooplancton siendo la temperatura y la cantidad de materia
organica presente en el agua las determinantes para la mayoria de los
serogrupos. Se obtuvieron 10 registros serolégicos nuevos para Xochimilco y 6
para México. Las condiciones fisicoquimicas y ambientales del sitio de estudio
permiten la permanencia de la bacteria tanto como organismo de vida libre como
para su adherencia al zooplancton, sin embargo son las variaciones en las mismas
las que determinan la adhesion. La produccién de hemolisinas, la capacidad de
formacion de biopeliculas, y la presencia del regulador de la toxina colérica, hace
de los aislados asociados a zooplancton un organismo potencialmente patégeno,
siendo los serogrupos 0135, 0127 y O35 quienes presentaron la dominancia en
todas las caracteristicas, por lo que se sugiere profundizar en los estudios con
éstos por su posible importancia epidemioldgica.
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1. Introduccion

El agua es uno de los recursos naturales fundamentales para mantener la vida
dentro de la Tierra, ademas de ser uno de los cuatro recursos basicos en gue se
apoya el desarrollo de cualquier pais junto con el aire, la tierra y la energia (Nebel,
1999). Sin embargo, por el mal manejo que se hace de la misma, se ha visto
relacionada con enfermedades debido a que puede albergar una gran cantidad de
microorganismos, muchos de ellos patdgenos, tales como virus, hongos y

bacterias (Jiménez, 2001).

Se han descrito un gran nimero de enfermedades en las que el agua se
encuentra relacionada de manera directa o indirecta, siendo muchas de ellas de
gran importancia en términos de mortalidad y morbilidad (Diaz, 2003).
Particularmente diversos integrantes de la biota bacteriana acuética pueden
producir enfermedades gastrointestinales que pueden transmitirse de multiples
formas e introducirse en nichos diferentes y, con el paso del tiempo, colonizar los
mismos. Tal es el caso de Vibrio cholerae, bacteria de origen marino que también
se encuentra en aguas medianamente salinas, tipicas de estuarios y pantanos
costeros, el cual es responsable de causar la enfermedad llamada “Colera”
(Drasar y Forrest, 1996). El colera es una enfermedad diarreico-infecciosa,
produce evacuaciones acuosas que pueden desencadenar una deshidratacion
severa y culminar en la muerte; ha cobrado un gran nimero de vidas debido a que

ha sido causante de siete pandemias y diversas epidemias (Sanchez et al, 2000).
1.1 Vibrio cholerae

Vibrio cholerae es un bacilo curvo, gramnegativo, con una longitud aproximada
de 1.4-2.6um, no esporulado, mévil mediante un flagelo polar, presenta
metabolismo anaerobio facultativo y es oxidasa positivo. Fermenta la glucosa,
sacarosa y el manitol. Su crecimiento se estimula con la presencia de iones sodio
por lo tanto, se le considera halofilico, ademas de ser susceptible a la desecacion,
la ebullicion, el cloro y a antibiéticos como la tetraciclina (Giono y Arellano, 2010).

INTRODUCCION
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Expresa dos antigenos, el flagelar (H) que es igual en todos los miembros de
la especie y el antigeno somatico (O) o lipopolisacarido, que de acuerdo a las
variaciones en su composicion glucidica se pueden clasificar en diferentes
serogrupos. En la actualidad se han descrito mas de 200 variedades antigénicas
de la bacteria, aunque, Unicamente los serogrupos O1 y 0139 son responsables
de las epidemias de coélera, existen reportes de la participacion de otros
serogrupos en la etiologia de enfermedades gastrointestinales menos graves
(Sakazaki, 1992). Dentro del serogrupo O1 existen dos biotipos, el Clasico y El
Tor, que se diferencian entre si bioquimicamente y porque el segundo no produce
hemolisinas y por lo tanto es menos virulento; estos a su vez se dividen en tres
serotipos con base en la composicion del antigeno somatico: Ogawa (AB), Inaba
(AC) e Hikojima (ABC) (Mata, 1992).

V. cholerae reside habitualmente en aguas marinas y continentales,
encontrando las condiciones Optimas en sitios con niveles moderados de
salinidad, alto contenido de nutrientes, temperaturas cdalidas y pH neutro o
ligeramente alcalino. Bajo estas condiciones, Vibrio puede encontrarse como un

organismo autoctono y de vida libre (Borroto, 1997).
1.2 Factores de virulencia

El proceso Infeccioso causado por Vibrio cholerae es multifactorial
involucrando varios genes que expresan factores de colonizacion que le permiten
establecerse y colonizar el epitelio intestinal del hospedero. Con anterioridad se
creia que todos los factores de virulencia formaban parte del genoma bacteriano
pero estudios recientes han demostrado que algunos son parte del genoma de
fagos filamentosos que entran a la bacteria mediante transduccion (Eslava et al.,
2008; Fernandez y Alonso, 2009).

N ‘ INTRODUCCION
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Algunos de los factores relacionados con la virulencia de Vibrio cholerae son:

1)

2)

3)

4)

Toxina Colérica (TC): Toxina termolabil que en el hospedero altera el

transporte activo de electrolitos a través de la membrana celular impidiendo
la adsorcién de liquidos y la secrecion de ellos por el intestino delgado.
Dicha toxina esta compuesta por dos subunidades: A y B (en proporcion
1A:5B), que son codificadas por los genes ctxA y ctxB respectivamente,
gue a su vez son parte del operdon ctxAB que forma parte del genoma del
bacteriéfago filamentoso CTX@ el cual una vez lisogenizado en la bacteria
puede integrarse al cromosoma o quedarse en forma de plasmido

(Fernandez y Alonso, 2009).

Toxina Zonula occludens (Zot): codificada por el gen zot, aumenta la

permeabilidad de la mucosa intestinal rompiendo las uniones estrechas
(zona occludens) que mantienen a las células de la mucosa unidas y
preservan la integridad de la membrana. Estas uniones actian como una
barrera para que los iones no puedan atravesar directamente por lo que
tienen que ser transportados a través de la membrana celular del
enterocito mediante bombas especificas. La toxina Zot destruye estas
uniones y no soélo permite la fuga del contenido luminal sino que también
altera el equilibrio iénico, ocasionando el cuadro de diarrea (Castafieda,
2009).

Hemaglutinina/proteasa: codificada por hapA, es una metaloproteasa que
actla sobre las proteinas asociadas a la zona occludens, si bien no es un
factor esencial de virulencia, es necesaria para la expresion total de la

enterotoxicidad (Fernandez y Alonso, 2009).

Pili correqulado por toxina (TCP): Es un tipo de pili que esta involucrado en

la adherencia especifica de Vibrio cholerae a la mucosa intestinal ademas
de que se ha comprobado que es el receptor del fago CTX@. La proteina
estructural de este pili se encuentra codificado en el gen tcpA ( Karolis et
al. 1999; Silva, 2005).

w ‘ INTRODUCCION
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5) Citolisinas (hemolisinas): codificada por el gen hlyA, como su nombre lo

indica tiene capacidad hemolitica, pero ademas se ha comprobado su
capacidad citotéxica y cardiotOxica. Por otra parte, esta proteina es
bioldgica, fisicoquimica e inmunoldgicamente indistinguible en todas las
cepas, sugiriendo que contribuye en el desarrollo de la gastroenteritis
generada por cepas que carecen de los genes codificantes para la toxina
colérica (Castafion, 2005)

6) Requlon toxR-toxT: Si bien no es un factor de virulencia, es determinante

para la expresion de la toxina colérica (TC), TCP y de por lo menos 17
genes mas involucrados con el proceso de virulencia de Vibrio cholerae
(Eslava, 2008).

1.3 Epidemiologia de Vibrio cholerae

En los siglos recientes, V. cholerae ha llamado la atencion por ser la causante
de 7 pandemias, cobrando una gran cantidad de vidas, presentandose la ultima en
el afio 1991 y a pesar de que han pasado mas de 20 afios, existen paises como
Cuba en los que la enfermedad no cesa (Gonzalez, 2011).

La primera pandemia tiene su origen en Calcuta (1817-1824), a partir del
festival tradicional Kumbh, celebrado en el delta del rio Ganges. La enfermedad se
propago a toda la India y se estima que ocasioné cientos de miles de muertes,
desde ahi se extendié por Rusia y Europa del Este y para el afio 1827 se
presentan los primeros casos en Europa Occidental (Lafuente, 2006).

La segunda pandemia fue considerada como la mas devastadora. Tuvo lugar
entre 1826 y 1837, extendiéndose a practicamente toda Europa, Asia, Africa y
hace su aparicién por primera vez en el continente Americano, afectando gran
parte de E.U.A. y apareciendo los primeros casos en México en el afio 1833
(Lafuente, 2006; Castaiieda, 2009).

AN ‘ INTRODUCCION
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Para el afio 1848 se presenta la tercera pandemia llevando el colera a Grecia
y Turquia, a México llega el 23 de diciembre de 1848, sin embargo la enfermedad
se mantuvo endémica en el estado de Sonora, donde se presentaron algunos
brotes entre abril de 1849 y finales de 1850, terminando la pandemia en el afio
1862 (Castafieda, 2009). Es en esta época, en la que John Snow descubre que el
agente etiolégico de esta enfermedad es un microorganismo hidrotransmisible
(Lafuente et al., 2006).

La cuarta pandemia (1864-1875) comenz6 dos afios después de que
culminara la tercera, tuvo su origen en Bengal y se extendio a través de la India,
alcanzando Bombay por la costa oeste y es por medio del trafico de esclavos que
llega a paises del medio oriente y el golfo pérsico. Alcanza México a través de
Sudamérica afectando personas en el sureste de México en el afio 1864. Para
entonces la enfermedad ya habia alcanzado todo Sudamérica, afectando a Brasil
en 1867 y Paraguay en 1869, teniendo una duracion total de 11 afos,
concluyendo en 1875 (Hays, 2005; Castafieda, 2009).

Es durante la quinta pandemia (1881-1896) que Paccini descubre el agente
etiologico del colera al observar un gran numero de bacterias curvas en el
contenido intestinal de personas con esta patologia y Robert Koch lo describe a
partir de las heces acuosas de pacientes enfermos de coélera. Esta pandemia
afecté de sobremanera Sudamérica, con un gran numero de casos registrados en
Argentina, Chile y Peru donde cobré muchas vidas (Lafuente et al., 2006;
Castafieda, 2009).

La sexta pandemia (1899-1923) se origina en Bengal, afecta a Asia, Africa, el
sudeste europeo y Rusia y se mantuvo ausente en los paises europeos muy
idustrializados. En el afio 1905 en una estacion de cuarentena se aislé una cepa
O1 diferente a la causante de las otras cinco pandemias y se le designé con el
nombre El Tor y al primero como el clasico, ambos presentan caracteristicas

antigénicas similares pero se diferencian metabdlicamente (Lafuente, et al., 2006).

o1 ‘ INTRODUCCION
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Finalmente y para el afio 1962 inicia la séptima pandemia en el sur de Asia,
desde donde se disemina a otros continentes, apareciendo en América en el afio
1991 cuando las investigaciones epidemiol6gicas mostraron que el agente causal
fue nuevamente Vibrio cholerae O1-El Tor, sin embargo en 1992, en el sur de la
India aparece una nueva clona epidémica que fue determinada como 0139 y se
comprobd que esta cepa era portadora del gen codificante para la toxina colérica
(Castarieda, 2009).

1.4 La ecologia de Vibrio cholerae y su relacién con el zooplancton

A diferencia de otros agentes bacterianos causantes de enfermedades
diarreicas, V. cholerae tiene la capacidad de sobrevivir en ambientes acuaticos
durante grandes periodos interepidémicos, gracias a que puede presentar dos
comportamientos estrechamente relacionados con las condiciones de
temperatura, pH y materia organica del ambiente (Sakazaki, 1992. Marrero y
Fando, 2011). El primero se presenta cuando estas condiciones se ven
disminuidas, la bacteria adopta un cambio morfolégico, disminuyendo su tamafio
(a dimensiones menores a 2um) y reduciendo su metabolismo al minimo,
permaneciendo en un estado que se conoce como viable no cultivable (VNC); sin
embargo si las condiciones se tornan favorables, V. cholerae recupera su
estructura y metabolismo y permanece en el cuerpo de agua como organismo de
vida libre sin perder los genes causantes de la toxicidad. ElI segundo
comportamiento ocurre si las condiciones ambientales no son extremas,
sucediendo todo lo contrario, en exceso favorables y la bacteria adopta una forma
“epibionte” en la cual se adhiere mediante la elaboracion de biofilms a integrantes
tanto del zooplancton como del fitoplancton e incluso a plantas superiores como la
raiz de lirio (Eslava, 2008).

INTRODUCCION



UNAM-FESI Alan Gerardo Roldan Blancas

En episodios de estrés, las formas viables pero no cultivables de V. cholerae
se adhieren a ciertos organismos para utilizarlos como reservorios, siendo los
artrépodos (crustaceos e insectos) el grupo mas importante que cumple esta
funcién, ya que la quitina que forma su exoesqueleto es un sustrato apropiado
para la adhesion, dado que la bacteria posé una enzima (Quitinasa) que degrada
el exoesqueleto y le permite alojarse dentro del artrépodo (Locascio et al., 2010).

Este comportamiento sugiere una posible explicacién sobre la emergencia de
la bacteria y la permanencia de los genes de virulencia a lo largo de los siglos,
postulando que el caracter endémico y estacional del cllera depende de la
supervivencia de las cepas de V. cholerae virulentas en forma VNC en reservorios

acuaticos durante episodios interepidémicos.
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2. Antecedentes

2.1 Internacionales

Colwell y colaboradores en 1980, realizaron aislamientos de Vibrio cholerae a
partir de muestras de plancton en agua de Bangladesh y de la Bahia de
Chesapeake, sugiriendo una posible relacion entre la quitina del plancton y la
presencia de V. cholerae. Estos mismos aislamientos fueron utilizados por Huq et
al. en 1983, montaron experimentos con los que lograron demostrar que esta
bacteria se internaliza en copépodos mediante una enzima (Quitinasa), ademas
establecieron que el tracto digestivo y el saco ovigero son los sitios de mayor

almacenamiento.

En Suecia, Johnson y colaboradores realizaron en 1989 un estudio
comparativo sobre el proceso infeccioso de Vibrio cholerae en un modelo animal y
un cultivo celular, y determinan que la bacteria expresa antigenos de superficie
durante el proceso infeccioso, mismos que no son expresados en un modelo In

vitro, ademas reportan la similitud antigénica de cepas El Clasico y El Tor.

En 1990 en un estudio realizado en Bangladesh por Tamplin et al. se encontrd
gue existe una relacion entre Vibrio cholerae, el zooplancton y los factores fisico-
guimicos. Al analizar muestras clinicas y ambientales identificaron cinco cepas
diferentes de O1, de las cuales cuatro fueron encontradas en las mudas de
copépodos, esto refuerza que la relaciébn existente entre V. cholerae y el
zooplancton es altamente importante para la comprension de su ecologia y
epidemiologia.

Shimada y colaboradores (1994) en JapOn, publican un esquema para la
serotipificacion de Vibrio cholerae con 140 serogrupos y reportan la presencia de
antigenos rugosos en esta bacteria.

En el afio 1996 Huq y Colwell examinan los factores ambientales que generan
la emergencia del colera, encontrando que la luz del sol, la humedad, la
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1. Introduccion

El agua es uno de los recursos naturales fundamentales para mantener la vida
dentro de la Tierra, ademas de ser uno de los cuatro recursos basicos en gue se
apoya el desarrollo de cualquier pais junto con el aire, la tierra y la energia (Nebel,
1999). Sin embargo, por el mal manejo que se hace de la misma, se ha visto
relacionada con enfermedades debido a que puede albergar una gran cantidad de
microorganismos, muchos de ellos patdgenos, tales como virus, hongos y

bacterias (Jiménez, 2001).

Se han descrito un gran nimero de enfermedades en las que el agua se
encuentra relacionada de manera directa o indirecta, siendo muchas de ellas de
gran importancia en términos de mortalidad y morbilidad (Diaz, 2003).
Particularmente diversos integrantes de la biota bacteriana acuética pueden
producir enfermedades gastrointestinales que pueden transmitirse de multiples
formas e introducirse en nichos diferentes y, con el paso del tiempo, colonizar los
mismos. Tal es el caso de Vibrio cholerae, bacteria de origen marino que también
se encuentra en aguas medianamente salinas, tipicas de estuarios y pantanos
costeros, el cual es responsable de causar la enfermedad llamada “Colera”
(Drasar y Forrest, 1996). El colera es una enfermedad diarreico-infecciosa,
produce evacuaciones acuosas que pueden desencadenar una deshidratacion
severa y culminar en la muerte; ha cobrado un gran nimero de vidas debido a que

ha sido causante de siete pandemias y diversas epidemias (Sanchez et al, 2000).
1.1 Vibrio cholerae

Vibrio cholerae es un bacilo curvo, gramnegativo, con una longitud aproximada
de 1.4-2.6um, no esporulado, mévil mediante un flagelo polar, presenta
metabolismo anaerobio facultativo y es oxidasa positivo. Fermenta la glucosa,
sacarosa y el manitol. Su crecimiento se estimula con la presencia de iones sodio
por lo tanto, se le considera halofilico, ademas de ser susceptible a la desecacion,
la ebullicion, el cloro y a antibiéticos como la tetraciclina (Giono y Arellano, 2010).
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Expresa dos antigenos, el flagelar (H) que es igual en todos los miembros de
la especie y el antigeno somatico (O) o lipopolisacarido, que de acuerdo a las
variaciones en su composicion glucidica se pueden clasificar en diferentes
serogrupos. En la actualidad se han descrito mas de 200 variedades antigénicas
de la bacteria, aunque, Unicamente los serogrupos O1 y 0139 son responsables
de las epidemias de coélera, existen reportes de la participacion de otros
serogrupos en la etiologia de enfermedades gastrointestinales menos graves
(Sakazaki, 1992). Dentro del serogrupo O1 existen dos biotipos, el Clasico y El
Tor, que se diferencian entre si bioquimicamente y porque el segundo no produce
hemolisinas y por lo tanto es menos virulento; estos a su vez se dividen en tres
serotipos con base en la composicion del antigeno somatico: Ogawa (AB), Inaba
(AC) e Hikojima (ABC) (Mata, 1992).

V. cholerae reside habitualmente en aguas marinas y continentales,
encontrando las condiciones Optimas en sitios con niveles moderados de
salinidad, alto contenido de nutrientes, temperaturas cdalidas y pH neutro o
ligeramente alcalino. Bajo estas condiciones, Vibrio puede encontrarse como un

organismo autoctono y de vida libre (Borroto, 1997).
1.2 Factores de virulencia

El proceso Infeccioso causado por Vibrio cholerae es multifactorial
involucrando varios genes que expresan factores de colonizacion que le permiten
establecerse y colonizar el epitelio intestinal del hospedero. Con anterioridad se
creia que todos los factores de virulencia formaban parte del genoma bacteriano
pero estudios recientes han demostrado que algunos son parte del genoma de
fagos filamentosos que entran a la bacteria mediante transduccion (Eslava et al.,
2008; Fernandez y Alonso, 2009).

N ‘ INTRODUCCION



UNAM-FESI Alan Gerardo Roldan Blancas

Algunos de los factores relacionados con la virulencia de Vibrio cholerae son:

1)

2)

3)

4)

Toxina Colérica (TC): Toxina termolabil que en el hospedero altera el

transporte activo de electrolitos a través de la membrana celular impidiendo
la adsorcién de liquidos y la secrecion de ellos por el intestino delgado.
Dicha toxina esta compuesta por dos subunidades: A y B (en proporcion
1A:5B), que son codificadas por los genes ctxA y ctxB respectivamente,
gue a su vez son parte del operdon ctxAB que forma parte del genoma del
bacteriéfago filamentoso CTX@ el cual una vez lisogenizado en la bacteria
puede integrarse al cromosoma o quedarse en forma de plasmido

(Fernandez y Alonso, 2009).

Toxina Zonula occludens (Zot): codificada por el gen zot, aumenta la

permeabilidad de la mucosa intestinal rompiendo las uniones estrechas
(zona occludens) que mantienen a las células de la mucosa unidas y
preservan la integridad de la membrana. Estas uniones actian como una
barrera para que los iones no puedan atravesar directamente por lo que
tienen que ser transportados a través de la membrana celular del
enterocito mediante bombas especificas. La toxina Zot destruye estas
uniones y no soélo permite la fuga del contenido luminal sino que también
altera el equilibrio iénico, ocasionando el cuadro de diarrea (Castafieda,
2009).

Hemaglutinina/proteasa: codificada por hapA, es una metaloproteasa que
actla sobre las proteinas asociadas a la zona occludens, si bien no es un
factor esencial de virulencia, es necesaria para la expresion total de la

enterotoxicidad (Fernandez y Alonso, 2009).

Pili correqulado por toxina (TCP): Es un tipo de pili que esta involucrado en

la adherencia especifica de Vibrio cholerae a la mucosa intestinal ademas
de que se ha comprobado que es el receptor del fago CTX@. La proteina
estructural de este pili se encuentra codificado en el gen tcpA ( Karolis et
al. 1999; Silva, 2005).
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5) Citolisinas (hemolisinas): codificada por el gen hlyA, como su nombre lo

indica tiene capacidad hemolitica, pero ademas se ha comprobado su
capacidad citotéxica y cardiotOxica. Por otra parte, esta proteina es
bioldgica, fisicoquimica e inmunoldgicamente indistinguible en todas las
cepas, sugiriendo que contribuye en el desarrollo de la gastroenteritis
generada por cepas que carecen de los genes codificantes para la toxina
colérica (Castafion, 2005)

6) Requlon toxR-toxT: Si bien no es un factor de virulencia, es determinante

para la expresion de la toxina colérica (TC), TCP y de por lo menos 17
genes mas involucrados con el proceso de virulencia de Vibrio cholerae
(Eslava, 2008).

1.3 Epidemiologia de Vibrio cholerae

En los siglos recientes, V. cholerae ha llamado la atencion por ser la causante
de 7 pandemias, cobrando una gran cantidad de vidas, presentandose la ultima en
el afio 1991 y a pesar de que han pasado mas de 20 afios, existen paises como
Cuba en los que la enfermedad no cesa (Gonzalez, 2011).

La primera pandemia tiene su origen en Calcuta (1817-1824), a partir del
festival tradicional Kumbh, celebrado en el delta del rio Ganges. La enfermedad se
propago a toda la India y se estima que ocasioné cientos de miles de muertes,
desde ahi se extendié por Rusia y Europa del Este y para el afio 1827 se
presentan los primeros casos en Europa Occidental (Lafuente, 2006).

La segunda pandemia fue considerada como la mas devastadora. Tuvo lugar
entre 1826 y 1837, extendiéndose a practicamente toda Europa, Asia, Africa y
hace su aparicién por primera vez en el continente Americano, afectando gran
parte de E.U.A. y apareciendo los primeros casos en México en el afio 1833
(Lafuente, 2006; Castaiieda, 2009).
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Para el afio 1848 se presenta la tercera pandemia llevando el colera a Grecia
y Turquia, a México llega el 23 de diciembre de 1848, sin embargo la enfermedad
se mantuvo endémica en el estado de Sonora, donde se presentaron algunos
brotes entre abril de 1849 y finales de 1850, terminando la pandemia en el afio
1862 (Castafieda, 2009). Es en esta época, en la que John Snow descubre que el
agente etiolégico de esta enfermedad es un microorganismo hidrotransmisible
(Lafuente et al., 2006).

La cuarta pandemia (1864-1875) comenz6 dos afios después de que
culminara la tercera, tuvo su origen en Bengal y se extendio a través de la India,
alcanzando Bombay por la costa oeste y es por medio del trafico de esclavos que
llega a paises del medio oriente y el golfo pérsico. Alcanza México a través de
Sudamérica afectando personas en el sureste de México en el afio 1864. Para
entonces la enfermedad ya habia alcanzado todo Sudamérica, afectando a Brasil
en 1867 y Paraguay en 1869, teniendo una duracion total de 11 afos,
concluyendo en 1875 (Hays, 2005; Castafieda, 2009).

Es durante la quinta pandemia (1881-1896) que Paccini descubre el agente
etiologico del colera al observar un gran numero de bacterias curvas en el
contenido intestinal de personas con esta patologia y Robert Koch lo describe a
partir de las heces acuosas de pacientes enfermos de coélera. Esta pandemia
afecté de sobremanera Sudamérica, con un gran numero de casos registrados en
Argentina, Chile y Peru donde cobré muchas vidas (Lafuente et al., 2006;
Castafieda, 2009).

La sexta pandemia (1899-1923) se origina en Bengal, afecta a Asia, Africa, el
sudeste europeo y Rusia y se mantuvo ausente en los paises europeos muy
idustrializados. En el afio 1905 en una estacion de cuarentena se aislé una cepa
O1 diferente a la causante de las otras cinco pandemias y se le designé con el
nombre El Tor y al primero como el clasico, ambos presentan caracteristicas

antigénicas similares pero se diferencian metabdlicamente (Lafuente, et al., 2006).
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Finalmente y para el afio 1962 inicia la séptima pandemia en el sur de Asia,
desde donde se disemina a otros continentes, apareciendo en América en el afio
1991 cuando las investigaciones epidemiol6gicas mostraron que el agente causal
fue nuevamente Vibrio cholerae O1-El Tor, sin embargo en 1992, en el sur de la
India aparece una nueva clona epidémica que fue determinada como 0139 y se
comprobd que esta cepa era portadora del gen codificante para la toxina colérica
(Castarieda, 2009).

1.4 La ecologia de Vibrio cholerae y su relacién con el zooplancton

A diferencia de otros agentes bacterianos causantes de enfermedades
diarreicas, V. cholerae tiene la capacidad de sobrevivir en ambientes acuaticos
durante grandes periodos interepidémicos, gracias a que puede presentar dos
comportamientos estrechamente relacionados con las condiciones de
temperatura, pH y materia organica del ambiente (Sakazaki, 1992. Marrero y
Fando, 2011). El primero se presenta cuando estas condiciones se ven
disminuidas, la bacteria adopta un cambio morfolégico, disminuyendo su tamafio
(a dimensiones menores a 2um) y reduciendo su metabolismo al minimo,
permaneciendo en un estado que se conoce como viable no cultivable (VNC); sin
embargo si las condiciones se tornan favorables, V. cholerae recupera su
estructura y metabolismo y permanece en el cuerpo de agua como organismo de
vida libre sin perder los genes causantes de la toxicidad. ElI segundo
comportamiento ocurre si las condiciones ambientales no son extremas,
sucediendo todo lo contrario, en exceso favorables y la bacteria adopta una forma
“epibionte” en la cual se adhiere mediante la elaboracion de biofilms a integrantes
tanto del zooplancton como del fitoplancton e incluso a plantas superiores como la
raiz de lirio (Eslava, 2008).
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En episodios de estrés, las formas viables pero no cultivables de V. cholerae
se adhieren a ciertos organismos para utilizarlos como reservorios, siendo los
artrépodos (crustaceos e insectos) el grupo mas importante que cumple esta
funcién, ya que la quitina que forma su exoesqueleto es un sustrato apropiado
para la adhesion, dado que la bacteria posé una enzima (Quitinasa) que degrada
el exoesqueleto y le permite alojarse dentro del artrépodo (Locascio et al., 2010).

Este comportamiento sugiere una posible explicacién sobre la emergencia de
la bacteria y la permanencia de los genes de virulencia a lo largo de los siglos,
postulando que el caracter endémico y estacional del cllera depende de la
supervivencia de las cepas de V. cholerae virulentas en forma VNC en reservorios

acuaticos durante episodios interepidémicos.
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2. Antecedentes

2.1 Internacionales

Colwell y colaboradores en 1980, realizaron aislamientos de Vibrio cholerae a
partir de muestras de plancton en agua de Bangladesh y de la Bahia de
Chesapeake, sugiriendo una posible relacion entre la quitina del plancton y la
presencia de V. cholerae. Estos mismos aislamientos fueron utilizados por Huq et
al. en 1983, montaron experimentos con los que lograron demostrar que esta
bacteria se internaliza en copépodos mediante una enzima (Quitinasa), ademas
establecieron que el tracto digestivo y el saco ovigero son los sitios de mayor

almacenamiento.

En Suecia, Johnson y colaboradores realizaron en 1989 un estudio
comparativo sobre el proceso infeccioso de Vibrio cholerae en un modelo animal y
un cultivo celular, y determinan que la bacteria expresa antigenos de superficie
durante el proceso infeccioso, mismos que no son expresados en un modelo In

vitro, ademas reportan la similitud antigénica de cepas El Clasico y El Tor.

En 1990 en un estudio realizado en Bangladesh por Tamplin et al. se encontrd
gue existe una relacion entre Vibrio cholerae, el zooplancton y los factores fisico-
guimicos. Al analizar muestras clinicas y ambientales identificaron cinco cepas
diferentes de O1, de las cuales cuatro fueron encontradas en las mudas de
copépodos, esto refuerza que la relaciébn existente entre V. cholerae y el
zooplancton es altamente importante para la comprension de su ecologia y
epidemiologia.

Shimada y colaboradores (1994) en JapOn, publican un esquema para la
serotipificacion de Vibrio cholerae con 140 serogrupos y reportan la presencia de
antigenos rugosos en esta bacteria.

En el afio 1996 Huq y Colwell examinan los factores ambientales que generan
la emergencia del colera, encontrando que la luz del sol, la humedad, la

o0 ‘ IANTECEDENTES



UNAM-FESI Alan Gerardo Roldan Blancas

temperatura y la presencia de fito y zooplancton intervienen en la supervivencia y

reproduccion de V. cholerae.

En 1997 Gosh et al. examinaron la presencia de los genes ctxA, tcpA y toxR
asociados a la virulencia en cepas No0-O1/No-O139, estos investigadores
observaron que la mayoria de las cepas examinadas presentaban toxR.

Locascio y colaboradores (2010) realizaron un estudio en Argentina, con la
intencién de conocer los probables reservorios de V. cholerae en la cuenca Sali,
analizando muestras de zooplancton en cuanto a su diversidad y a la presencia de
la bacteria en su exoesqueleto, encontraron que la mayor diversidad se presenta
en el grupo de los copépodos, en los que se observaron formas Viables pero no
cultivables en los apéndices, reflejando una posible afinidad de esa forma de los

vibrios a los sustratos quitinosos.

Mozumder et al. en 2012, realizé un listado de los diferentes integrantes del
zooplancton en cuerpos de agua cercanos a costas en Bangladesh, para
asociarlos con la presencia de Vibrio cholerae, encontrando una gran diversidad
de protozoos y rotiferos. Sin embargo particularmente asocia a integrantes del
orden Cyclopoida y Diplostraca con la presencia de Vibrio cholerae.

2.2 Nacionales

Portillo y Lizarraga en 1997 estudiaron la presencia de Vibrio cholerae O1
viable no cultivable en muestras de agua, sedimento, plancton y mejillon en la
bahia Todos Santos, Baja California, México. Analizaron 52 muestras
determinando que la mayor cantidad de aislados (44%) de tipo no O1 se llevé a
cabo a partir del plancton.

Ramirez et al en 1995 determinaron el nicho ecolégico de Vibrio cholerae en la
laguna Mecoacan, Tabasco, asi como su importancia epidemioldgica, encontrando
gue V. cholerae Ol es endémico de ambientes salobres y que en esa laguna
forma parte de la bacteriobiota; asimismo reporta que esta bacteria presenta una
asociacion con el plancton a una salinidad de hasta 21ppm.
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En 2003 Ramirez-Pérez realiz6 el aislamiento, identificacién y caracterizacion
serolégica de Vibrio cholerae a partir de muestras de agua, ostién y sedimento en
la laguna de Mecoacan, Tabasco. Aislo un total de 707 cepas, de las cuales, el
34% se identificaron como V. cholerae, reportando una mayor cantidad de cepas
cuyo serogrupo no pudo ser determinable y una mayor frecuencia de 0130.

Solis en 2005 realizé aislamientos de Vibrio cholerae en los canales de
Xochimilco. Analizé 48 hisopos de Moore, aislando 148 colonias, de las cuales 128
se identificaron como Vibrio cholerae, dentro de las que encontr6 27 serogrupos,
siendo los mas frecuentes 0135 y O14.

Luna en 2006 realiz6 aislamiento y caracterizacion seroldgica de V. cholerae
en la planta de tratamiento “Cerro de la Estrella” y canales de Xochimilco,
obteniendo 68 cepas de muestras acuaticas, de las cuales 34 fueron identificadas
como V. cholerae. También se aislaron 44 cepas de raiz de lirio, siendo 40 de
ellas V. cholerae. Ademas identificé que serolégicamente la mayoria de las cepas
son de antigenos no detectables y el serogrupo con mayor fecuencia es el O34 en
muestras acuaticas y el 052 para muestras de raiz de lirio.

Eslava y colaboradores en 2008 realizaron una investigacion bibliografica,
explicando que V. cholerae presenta tres comportamientos diferentes, siendo el
mas importante aquel en el que se presenta como viable pero no cultivable, debido
a que le ha permitido a la bacteria permanecer por mucho tiempo en periodos
interepidémicos, y cuando la temperatura aumenta, el pH se alcaliniza y hay
presencia de vegetacién acuatica o algunos crustaceos, se puede generar un

brote de la misma.

Castafieda en 2009 identificd la relacion clonal entre aislamientos de Vibrio
cholerae N0-O1/N0o-O139 aislados de los canales de Xochimilco en 2002,
encontrando que de un total de 116 cepas, el 41% presentd relacion con cepas
01/0139, evidenciando que son cepas con potencial para convertirse en
patégenas.
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3. Justificacién

Vibrio cholerae ha sido causante de siete pandemias en los Ultimos siglos y desde
1992 ha cobrado importancia en los analisis bacteriol6gicos de agua en México
debido a su transicion del medio marino al continental, esto aunado a su
capacidad de permanencia mediante estrategias de resistencia. De lo anterior
surge la necesidad del monitoreo de los cuerpos dulceacuicolas que se alimenten
principalmente de aguas residuales, ya que la bacteria puede permanecer en ese
ambiente o encontrar un reservorio y en cualquier momento desencadenar un
brote infeccioso-epidémico, con las consecuencias ya conocidas entre la

poblacién.

Xochimilco es un sitio que para mantener el nivel constante del humedal,
recibe descargas de la planta de tratamiento “Cerro de La Estrella”. El agua
contenida en los canales se utiliza para regar las chinampas en las cuales se
cultivan gran cantidad de vegetales, algunos de los cuales se distribuyen a lo largo
de la Ciudad de México. Actualmente es un punto turistico aln vigente pero con la
salvedad de la mala calidad bacteriol6gica de sus aguas.

A pesar de que han pasado 20 afios desde la ultima epidemia de colera, en
los afios recientes se han observado brotes de la enfermedad, cuyo nimero va en
aumento conforme pasa el tiempo (DGE,2013). En 2011 se encontraron 11 casos
en el estado de Florida (E.U.) a causa del consumo de ostras crudas. En 2013 se
reportaron 2 casos de la enfermedad en Chile y 1 en Venezuela todos en el mes
de agosto y relacionados con visitas ambulatorias a la Isla de Cuba. En el mismo
mes y afio pero en Afganistan, se reportaron 1,496 casos de célera, 100 de estos
graves (DGE, 2013).

Particularmente en México, la Direccion General de Epidemiologia de la
Secretaria de Salud, reporta que después de la pandemia de 1991 que se origind
en Asia, al siguiente afio llega a México el célera y se mantiene durante 10 afios,
registrandose el mayor nimero de casos en el afio de 1993, cuando se reportaron
10,374 enfermos. Posterior a esos afios se fue presentando un cese paulatino de
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la enfermedad hasta que no hubo reporte de casos en el afio 2002. En 2011 esta
misma institucién registra nuevamente un caso de coélera en el estado de
Campeche y en agosto de 2013 se reporta un caso mas en el estado de Durango
ademds de dos casos en el Distrito Federal, los reportes de infeccion por colera
han ido en aumento, tanto que para el mes de octubre se tiene un saldo total de
176 enfermos distribuidos entre San Luis Potosi, DF, Veracruz e Hidalgo, en esta
Gltima entidad es en la que presenta la mayor incidencia, dado que se reportaron
145 casos tan solo en el mes de septiembre.

El creciente nimero de brotes de V. cholerae en diferentes sitios del mundo y
particularmente los casos reportados en el continente americano, sugieren la
posible reemergencia de la bacteria. Particularmente para Xochimilco, Solis (2005)
evidencid la presencia de la bacteria en el agua, Nandini (2003) demostré la
presencia de cladéceros y Enriquez (2009) la de copépodos en el agua de este
sitio, sin embargo no se evalud la posible relacién existente entre estos dos
organismos para este sitio, ya que esta descrito que el zooplancton juega un papel
muy importante al fungir como un posible vector o ser un reservorio de V. cholerae
en ambientes acuaticos (Borroto, 1997). Conocer los factores de virulencia que
presentaron cepas aisladas en afios anteriores que se encontraron asociadas a
zooplancton, nos permitira conocer el posible riesgo que representa la bacteria y

con esto poder tomar las medidas necesarias para prevenir un brote epidémico.
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4. Objetivos

General

Caracterizar fenotipica y genotipicamente cepas de Vibrio cholerae aisladas del
zooplancton de Xochimilco, D. F., en 2005.

Particulares

1. Recuperar y revisar bioquimicamente los aislamientos de V. cholerae
obtenidos en un estudio previo en el afio 2005.

2. Realizar pruebas serolégicas para caracterizar los aislamientos por

estructura antigénica (serogrupo-antigeno somatico O).

3. ldentificar la capacidad hemolitica de las cepas de V. cholerae asi como la

formacion de biopeliculas.

4. Identificar mediante PCR la presencia de los genes tcpA, ctxA, hlyA y

toxR, relacionados con la virulencia bacteriana.

5. Examinar a través de un analisis multivariado la relacién existente entre
las caracteristicas ambientales, fisico-quimicas y la presencia de
copépodos y claddceros con los aislamientos de V. cholerae provenientes
del zooplancton de Xochimilco, D.F.
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5. Material y Métodos

5.1 Area de estudio

Xochimilco se localiza al sureste de la Ciudad de México, al pie de la sierra de
Chichinautzin, a una altura de 2,240 msnm; la poblacion residente se establecio en
un lago de gran extensién, caracterizado actualmente por su sistema de canales,
el cual surgi6 como consecuencia de la elaboracion de islotes artificiales o
“chinampas” que actualmente se utilizan como zonas de cultivo. Xochimilco cuenta
con 180km de canales, de los cuales 14Km son turisticos y los 166Km restantes
pertenecen a la zona chinampera, donde se realizan los cultivos de los alimentos
gue son comercializados en los mercados locales. Presenta un clima templado
con lluvias en verano y temperatura promedio anual de 15 °C (Solis, 2005). Su
rehabilitacion formo parte del Plan de Rescate Ecolégico de Xochimilco, iniciando
en 1989 para recuperar esta zona, que en 1987 fue declarada Patrimonio de la
Humanidad por la UNESCO.

5.2 Muestras y fisicoquimicos del agua

Todas las muestras y datos fisicoquimicos analizados en el presente trabajo
fueron obtenidos en un estudio previo, en el que se realizaron muestreos
mensuales para la determinacion de oxigeno disuelto, DBOs, y clorofila-a en un
periodo que abarcé de enero a diciembre de 2005 en el humedal de Xochimilco,
sin embargo, por la ausencia de muestras del mes de febrero, éstas se
sustituyeron por un muestreo del mismo mes pero en 2006. En correspondencia
se registraron datos in situ de temperatura, conductividad eléctrica y pH. Se
seleccionaron cuatro sitios de manera estratégica, con la intencién de tener una
visiéon del entorno turistico, semi rural y ecolégico de Xochimilco (Cuadro 1 vy fig.
1).
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Cuerpos de agua
Areas verdes
Zona Urbana
Delegaciones

OO0BEO*

1. Canal Texhuilo
2. lsla de Tlilac

oitios de Muestreo -2

3. Laguna de Xaltocan | & -

4. Area Semi rural

Albers Projection
Central Meridian: -96
1st Std Parallel: 20
2nd Std Parallel: 60
Latitud of Origin: 40

Figural.
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Mapa con la ubicacion de los sitios de muestreo (elaborado con la version 9.2 del software Arcgis-ESRI)
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Cuadro 1. Coordenadas de ubicacién de los sitios de muestreo

Sitio Latitud Norte Longitud Oeste

Canal Texhuilo 19° 15’ 05.5” 99° 05’ 19.6”
Isla de Tlilac 19017 02.7” 99° 05’ 38.1”
Laguna de Xaltocan 19° 15’ 20.8” 99° 05’ 55.4”
Area semi rural 19° 16’ 09.8” 99° 05’ 51.1"

5.3 Recuperacién y evaluaciéon de los aislados

Fueron utilizados aislamientos ambientales obtenidos en el afio 2005, por
personal del laboratorio de Bacteriologia del proyecto CyMA-UIICSE, mismos que
se realizaron de acuerdo a la técnica que se describe en el ANEXO.

En este trabajo, con la intencion de comprobar la pureza y correcta
identificacion de Vibrio cholerae, los aislados fueron recuperados en placas de
agar base sangre (Difco, Detroit, USA) con 5% de sangre desfibrinada de ternera,
las colonias tipicas (redondas, convexas, con un diametro aproximado de 3mm,
centro opaco y transllcida en la periferia) se sembraron en agar TCBS (Bioxon,
México) y aquellas que coincidieron con la morfologia de V. cholerae en este
medio (colonias redondas, convexas, de color amarillo en el centro, translicidas
en la periferia y consistencia viscosa), fueron sometidas a la prueba de oxidasa.
Los aislados que presentaron las caracteristicas de Vibrio cholerae fueron

conservadas en gelosa especial para su posterior caracterizacion.
5.4 Tipificacién serologica
a) Obtencién de sueros

Se utilizaron sueros proporcionados por el Laboratorio de Bacteriologia del
Departamento de Salud Publica de la Facultad de Medicina (SERUNAM), los
cuales fueron obtenidos por la inmunizacion de conejos ante el disefio de una

vacuna especifica para cada serogrupo.
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b) Absorcion de sueros

Con la intencién de purificar los sueros, se sembr6 a manera de césped una
cepa cuya denominacién es VOR en 2 cajas de Agar Soya y Tripticaseina (TSA;
Difco, Detroit, USA) por cada suero no absorbido y se incubd a 37°C durante 24
horas. Una vez concluido ese tiempo se resuspendio todo el crecimiento
bacteriano en 5 mL de solucion salina (0.85%) y se centrifug6 a 7,000rpm durante
10 minutos en una centrifuga refrigerada, se desechd el sobrenadante y se
afiadieron a la pastilla 10mL del suero a absorber, una vez resuspendida, fue
incubada en bafio de agua a 50°C durante 2 horas. Concluido ese tiempo se
centrifugdé a 7,000rpm durante 10 minutos y el sobrenadante fue tomado como el
suero absorbido.

c) Titulacién de los sueros

Los sueros fueron retados contra su antigeno homélogo mediante la técnica
de diluciones seriadas que fueron desde 1 hasta 1/10,000,000 y observandose
hasta qué dilucién se formé el complejo antigeno-anticuerpo (aglutinacion).

d) Obtencién de antigeno e identificacion del serogrupo

Para la obtencion del antigeno somatico (O) se realizdé un cultivo de cada
aislado en tubos de 16 x 150 con agar nutritivo con 1% de cloruro de sodio, al cual
se le afiadieron 10mL de solucién salina (0.85%) con la intencién de resuspender
el crecimiento bacteriano, el cual se sometid a vapor efluente durante 60 minutos;
concluido este tiempo se afiadieron 10mL de formalina para su correcta
conservacion. Los antigenos obtenidos fueron retados contra 162 sueros

especificos para conocer el serogrupo al que pertenecian.
5.5 Capacidad hemoliticay formacion de biopeliculas

Las cepas de Vibrio cholerae fueron sembradas en agar base sangre (Difco,
Detroit, USA) con 5% de sangre de carnero (Hemoproveedores, México) y se
incubaron a 35°C durante 24 horas. Pasado este tiempo se reviso la destruccion
de eritrocitos y la formacién de biopeliculas.
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5.6 Deteccion de genes de virulencia

Las cepas fueron sembradas en agar Soya y Tripticaseina (TSA; Difco,
Detroit, USA) e incubadas durante 24 horas a 37°C. Concluido el tiempo se tomo
una asada del crecimiento, misma que se resuspendié y disgregd en un tubo para
microcentrifuga con 200 puL de agua desionizada, posteriormente se mantuvo en
bafio de agua a 100°C durante 5 minutos y se centrifugd a 12,000rpm durante 3
minutos, obteniendo el DNA en el sobrenadante.

En las cepas aisladas se buscaron cuatro secuencias relacionadas con la
virulencia de V. cholerae y de acuerdo con las caracteristicas especificadas en el
cuadro 2 se disefiaron dos protocolos de amplificacion, el primero para el gen hlyA
y el segundo de tipo multiplex para los genes tcpA, toxR y ctxA. Las PCR se
realizaron utilizando Taq polimerasa (Vivantis®) y se siguieron las condiciones de
las PCR que se especifican en el cuadro 3 durante 30 ciclos. Los productos fueron
revelados mediante electroforesis en geles de agarosa (Vivantis®) al 1.2% a 100
volts (Biorad®) durante 45 minutos, teflidos con bromuro de etidio (2%) y
visualizados en un fotodocumentador con exposicion a luz UV (Macro Vue UVis-
20).

Cuadro 2. Caracteristicas de los oligonucledétidos utilizados para la identificacion de genes
de virulencia

Tamafo Tamafo
. Tm Ta .
Gen Oligo del o amplicon
. C °C

oligo (pb)

toxR F: AGGGTTAGCAACGATGCGTAAG 22 55 50 778
R: CCTTCGATCCCCTAAGCAATAC 22 58

CEXA F: CGGGCAGATTCTAGACCTCCTG 22 59 56 564
R: CGATGATCTTGGAGCATTCCCAC 23 56

hIVA F: GAGCCGGCATTCATCTGAAT 20 55 50 481
y R: CTCAGCGGGCTAATACGGTTTA 22 56

tCDA F: CACGATAAGAAAACCGGTCAAGAG 24 55 50 620
P R: TTACCAAATGCAACGCCGAATG 22 56

Fuente de las secuencias seleccionadas: Rivera, et. al.2002

I;) ‘ MATERIAL Y METODOS



UNAM-FESI Alan Gerardo Roldan Blancas

Cuadro 3. Condiciones del termociclador (Biorad®)

Multiplex

hiyA CtxA, toxR y tcpA

Fase de la PCR

Temperatura Tiempo Temperatura Tiempo
(°C) (min) (°C) (min)

Desnaturalizacién 94 1:00 94 0:30
Alineamiento 60 1:00 59 0:30
Extensién 72 1:00 72 0:30

5.7 Confirmacién de vibriones e identificacion de zooplancton

Dado que el estudio del que provinieron las cepas solo se enfocd al
aislamiento, en el presente se evalud la presencia de vibriones adheridos a
copépodos y cladéceros, para tal fin, fueron utilizadas muestras de zooplancton
correspondientes a algunos de los meses de los aislamientos, se tomaron
individuos de cada grupo, se limpiaron tres veces con agua destilada estéril y se
tifieron con el marcador fluorescente DAPI (4,6-diamidino-2 fenilindol de SIGMA®)
finalmente fueron observados con un microscopio de epifluorescencia (Nikon®
E600). Simultaneamente, se identificaron los integrantes del zooplancton
presentes con la intencién de conocer su posible relevancia con la presencia de

Vibrio cholerae.

5.8 Andlisis estadistico

Para establecer las posibles relaciones entre las variables fisicoquimicas, el
zooplancton y los serogrupos, se realizé un andlisis de correspondencia canonica

con la versién 4.5 del software computarizado CANOCO®,
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6. Resultados

6.1 Recuperacion y evaluacion de los aislados de Vibrio cholerae

Se revisaron un total de 176 cepas aisladas a partir del zooplancton del
humedal de Xochimilco, de las cuales fueron recuperadas 134 (76%), de estas
tltimas todas cumplieron con las caracteristicas bioquimicas y morfolégicas de
Vibrio cholerae (figura 2).

£y | fi ).
nto de Vibrio cholerae en agar TCBS, colonias amarillas
debido a la acidez producto de la fermentacion de la sacarosa.

6.2 Tipificacion serologica

Se logré determinar mediante la tipificacion serologica que el 38.8% de las
cepas de V. cholerae estudiadas no aglutinaron con los 155 sueros con los que
cuenta SERUNAM, por lo que se catalogaron como O no detectables (OND),
condicion que fue predominante en los cuatro sitios de muestreo (cuadro 4).

N
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Se identificaron 82 cepas que fueron distribuidas en 21 serogrupos diferentes,
de los cuales el 0135 fue el més frecuente con 14.2%, seguido del 0127 (11.2%)
y O35 (7.5%), el resto de los serogrupos se encontraron con una frecuencia menor
al 5% (cuadro 4).; la mayor cantidad de estos se encontraron en la Isla de Tlilac al
presentar 15 de los 21 serogrupos encontrados en este estudio, le siguen la
laguna Xaltocan y el canal Texhuilo con 11 cada uno y finalmente el Area Semi
Rural con 8 (Fig. 3).

Se observa que la mayor parte de las cepas fueron aisladas en época de
secas y que el serogrupo 0135 se aisla con mayor frecuencia en invierno,
contrario a lo que sucede con 0127 y O35 cuya frecuencia aumenta en primavera.

16
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0 . T T T 1
Laguna Xaltocan  Canal Texhuilo Isla Tlilac Area semirrural

Figura 3. Numero de serogrupos encontrados por sitio de muestreo

El serogrupo 0135 present6 una mayor distribucion al encontrarse en 7 meses
del estudio y los serogrupos 0127 y O35 en cinco de los meses de muestreo
(Cuadro 6). Los tres serogrupos mencionados estuvieron presentes en las cuatro

estaciones de muestreo con mayor abundancia (Cuadro 4).

N
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Cuadro 4. Distribucion de los serogrupos por sitio de muestreo

Distribucién
Serogrupo — Laguna Canal Islade  Areasemi O'Ah
de ) )
Texhuilo Tlilac rural
Xaltocan

OND 15 14 15 8 52
06 1 1
010 3 2 5
014 1 1
027 1 1
035 3 3 1 3 10
039 1 1 2
041 2 2 4
042 1 1
043 2 1 3
056 1 1
062 1 2 1 2 6
O75 1 1
079 1 1
084 1 1
097 1 1
0100 2 1 3
0127 6 2 3 4 15
0128 2 1 1 4
0135 4 12 2 1 19
0147 1 1
0150 1 1

TOTAL 38 41 33 22 134

ND-No determinable

6.3 Capacidad hemolitica y formacidén de biopeliculas

De las 134 cepas analizadas 125 (93.28%) presentaron hemolisis completa ()
(Fig. 4) y el resto no presenté hemalisis; los serogrupos 0135, 0127 y O35 tienen
mayor frecuencia hemolitica con 13.43%, 11.19% y 7.46% respectivamente
(Cuadro 7).

N
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Figura 4. Hemolisis tipo beta generada por aislados de Vibrio cholerae.
Izquierda reverso de la caja, derecha vista frontal del crecimiento.

Unicamente el 26.87% de las cepas presentaron la capacidad de formar
biopeliculas (Fig. 5), siendo el serotipo 0127 el que tuvo el mayor nimero de
cepas con el 597%. Al analizar los aislamientos que presentaran ambas
caracteristicas este serogrupo también muestra el porcentaje mas alto con 5.97%

(cuadro 7).

‘ L W . B -;1.~

s o =

Figura 5. Formacién de Biopeliculas por parte de una cepa O27 en agar
sangre, se amplifican las colonias rugosas tipicas de esta formacion.
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6.4 Deteccion de genes de virulencia

Se observd, mediante la amplificacion de genes por PCR, que de las 134
cepas analizadas 120 (89.55%) presentaron el gen hlyA y 111 (82.84%) la
presencia de toxR (Fig. 6). Nuevamente los serogrupos 0135, 0127 y 035
muestran la dominancia en ambos genes; 0135 fue el serogrupo que presento la
mayor frecuencia de ambos genes con 11.94% (cuadro 7).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

=

toxR 700pb
tcpA 620pb

ctxA 564pb
1000pb §
v

500pb Sem
Lo ]

]

rn

100pb = =

Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa (1.2%). Amplicones de los genes de
toxicidad de V. cholerae. Carril 1 y 11, marcadores de peso molecular 100pb.
Carriles 2-10 PCR multiplex (ctxA, tcpA y toxR), carriles del 2-8 amplicon de toxR
de los diversos serogrupos encontrados. Carril 9 control positivo de V. cholerae O1
El Tor y carril 10 control negativo de E. coli HB101. Carriles de 12-20 PCR para
hlyA, del 12 al18, amplicones de diversos serogrupos, carril 19 control positivo de V.
cholerae O1 El Tor y carril 20 control negativo de E. coli HB101.

6.5 Confirmacién de vibriones e identificacion de zooplancton

Con la intencién de relacionar los aislamientos con el zooplancton, se
examinaron 12 muestras aleatorias, correspondientes a algunos de los meses de
muestreo. Se observé en mayor medida la presencia del orden Cyclopoida
(Copépoda) con una frecuencia de 64.81%, seguido por algunos integrantes del
grupo de los cladéceros con el 6.27 %, compuesto por los géneros Alona sp,
Chydorus sp y Bosmina sp (fig. 7). El porcentaje restante (28.92%) pertenecié a
las larvas “Nauplio” caracteristicas de los crustaceos. El presente estudio no

N
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considero la determinacion de rotiferos debido a su poca relacion con Vibrio
cholerae (No se procesaron muestras de los meses agosto, septiembre y
noviembre por la pérdida del material).

Cuadro 5. Distribucion del Zooplancton a lo largo de los meses de muestreo

Sublcase Orden Suborden Familia Género

Bosminidae Bosmina sp

Cladocera
Chydoridae ~ Alona sp
Nauplio

Figura 7. Integrantes del Zooplancton identificados. A) Organismo del
orden Ciclopoyda juvenil. B) Ciclopoyda macho. C) Alona sp.
(Claddcera). D) Bosmina sp. (Cladécera).

La tincion por DAPI evidencio, en todos los meses, la presencia de bacterias
en los caparazones de copépodos y cladoceros, algunas se observaron como
bacilos curvos, tipicos de vibriones como Vibrio cholerae (figura 8).

N
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Figura 8. Organismo del orden Cyclopoida tefiido con DAPI, se observan los
vibriones en su caparazon.

6.6 Fisicoquimicos del agua

Las muestras incluidas a este apartado fueron tomadas durante un afo, de
enero a diciembre de 2005. Considerando que no hubo muestreo en el mes de
febrero, éste fue recuperado en el afio 2006.

Oxigeno disuelto

Los valores promedio de oxigeno disuelto fueron similares en 3 de los sitios de
muestreo, encontrando un valor promedio de 6.65mg/L para la laguna de
Xaltocan, 6.28mg/L en el Canal Texhuilo, 6.89mg/L en la Isla de Tlilac y 4.30mg/L
en el &rea semi rural. Sin embargo al analizar las concentraciones por mes, se
observo una variacion considerable, los registros mas altos se encontraron en la
Isla de Tlilac en los meses de Diciembre y Enero con valores de 15 mg/L y el
valor mas bajo se encontré en el area semi rural en el mes de Septiembre con
1.4mg/L (Fig. 9). Se observa una tendencia generalizada en la disminucién del gas

en los meses de octubre y noviembre.

N
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W Lag. De Xaltocan ~ mCanal Texhuilo mIslade Tlilac  m Area semi rural

18.00

Ene. Mzo. Abr. May. Jul. Agos. Sep. Oct. Nov. Dic. Feb'06

Figura 9. Concentraciones de oxigeno disuelto en los sitios de muestreo.

Demanda bioguimica de oxigeno (DBOs)

Los valores més altos se encontraron en el canal Texhuilo donde oscilaron
entre 5.97 y 95mg/L, siendo el valor més alto el perteneciente al mes de agosto,
para la Isla Tlilac la concentracion mas elevada se presentd en febrero de 2006
con 72.59mg/L y la mas baja en Diciembre de 2005 con 8.6mg/L. Para el caso de
la laguna de Xaltocan y el area semi rural las concentraciones mas altas fueron de
40.07 y 34.4 mg/L y las més bajas de 2.39 y 5.7 mg/L respectivamente. Se
observa una tendencia a menor DBOs de septiembre a diciembre (fig. 10).

W Lag. De Xaltocan ~ mCanal Texhuilo mIslade Tlilac ~ m Area semi rural
120.0
100.0 i
80.0 ]
60.0 -
40.0 -
20.0 - 1

0.0 -
-20.0

DBOg mgL™!

Ene. Mzo. Abr. May. Jun. Jul. Agos. Sep. Oct. Nov. Dic. Feb.
'06

Figura 10. Concentracion de materia organica determinada por la demanda
bioquimica de oxigeno.
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Clorofila-a

Se utilizaron los datos de clorofila-a como medida indirecta del fitoplancton
presente en el humedal, observando que en la Isla Tlilac y el canal Texhuilo los
valores fueron menores a los 2.5 mg/cm?® presentando un promedio de 0.7mg/cm?®
en ambos sitios. Por otra parte el valor m4s alto se obtuvo en la laguna de
Xaltocan con 42.92 mg/cm? en abril de 2005 seguido del area semi rural donde se
encontraron 20.17 mg/cm? en el mes de Diciembre (Fig. 11).

mLag. De Xaltocan ~mCanal Texhuilo mIslade Tlilac ~ m Areasemi rural

60.00

50.00

40.00

30.00

mg/m?3

20.00

10.00

0.00

Mzo. Abr. May. Jun. Jul. Agos. Sep. Oct. Nov. Dic. Feb.
-10.00 06

Figura 11. Concentracion de clorofila-a a lo largo del estudio

Temperatura del agua, conductividad eléctrica y pH

Los registros de temperatura oscilaron entre los 17 y los 22°C y mantuvieron
un comportamiento similar a lo largo del afio en los cuatro sitios de muestreo (Fig.
12); este patron se observo también con el pH, con valores de 7 con tendencia a la
alcalinidad (Fig. 13). Sin embargo, a pesar de que la conductividad fue
relativamente constante con valores cercanos a los 800 uS/cm, se presenté un
aumento en los cuatro sitios en el mes de octubre, siendo el valor maximo de

1,400 micromohs/cm en la Isla Tlilac (Fig. 14).
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mLlag. De Xaltocan ~ mCanal Texhuilo mIslade Tlilac  m Areasemirural
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Figura 12. Registros de temperatura del agua de Xochimilco en los afios 2005 y 2006.

mLlag. De Xaltocan ~mCanal Texhuilo mIslade Tlilac  m Areasemi rural
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'06

Figura 13. pH registrado en los canales de Xochimilco en los afios 2005 y 2006
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W Lag. De Xaltocan  mCanal Texhuilo mIslade Tlilac ~ m Areasemi rural

1600
1400
Q 1200
1000
800
600 -
400 -
200 -

0 -

Feb. Mzo. Abr. May. Jun. Jul. Agos. Sep. Oct. Nov Dic. Feb.
'06

Figura 14. Conductividad eléctrica del agua de Xochimilco en los diferentes puntos
de muestreo.

6.7 Andlisis estadistico

El analisis de correspondencia candnica mostro una relacion directa entre la
migracion de los diferentes serogrupos a la quitina de copépodos y cladéceros
con las variables fisicoquimicas del agua y la abundancia del zooplancton (figura
15). Los serogrupos 06, 014, 035, 043, 079, 0100, 0127 y 0147 presentan
una mayor correlacion con la materia organica (DBOs) y la temperatura; por otra
parte 027, O41, O84 y 0128 se relacionan en mayor medida con la clorofila-a,
ademas O39 tiene una mayor correlacion con la materia organica + pH y 042
con oxigeno disuelto + pH. La presencia de O135 en el zooplancton se relaciona
directamente con la abundancia del mismo y finalmente ninguno de los
parametros medidos en este estudio presentd alguna asociacion con la aparicion
de los serogrupos 0150, O97 ni O56 dentro del zooplancton.
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Figura 15. Analisis de correspondencia candnica realizado con el software
CANOCO (Version 4.5)
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Cuadro 6.Frecuencia de serogrupos por mes de muestreo

Serogrupo

OND

Frecuencia serogrupos (%)

n
©
©

w
\l
w
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w
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Cuadro 7. Frecuencia de las caracteristicas fenotipicas y genotipicas de V. cholerae aislado de zooplancton en los afios 2005 y

2006

Serogrupo

OND
06
010
014
027
035
039
041
042
043
056
062
Q75
079
084
097
0100
o127
0128
0135
0147
0150
Total

N° de
cepas

= 1
Srr ar g

W R RPRRPRRPROOR®WRE AN

= =
R = N =

134

CARACTERISTICAS FENOTIPICAS

CARACTERISTICAS GENOTIPICAS

Hemolisis Biopel. Hemdlisis+Biopel.

(%) (%) (%)
34.33 10.45 9.7
0.75 0 0
3.73 1.49 1.49
0.75 0 0
0.75 0.75 0.75
7.46 0.75 0.75
0.75 1.49 0.75
2.99 0.75 0.75
0.75 0 0
2.24 1.49 1.49
0.75 0 0
4.48 0 0
0.75 0.75 0.75
0.75 0 0
0.75 0 0
0.75 0 0
2.24 0.75 0.75
11.19 5.97 5.97
2.24 0.75 0.75
13.43 1.49 1.49
0.75 0 0
0.75 0 0
93.28 26.87 25.37

hlyA
(%)

32.09
0.75
3.73
0.75
0.75
7.46
0.75
2.24
0.75
1.49
0.75
4.48
0.75
0.75
0.75
0.75
2.24

11.19
2.24

13.43
0.75
0.75

89.55

toxR
(%)

33.58
0.75
2.99
0.75
0.75
7.46
0.75
0.75
0.75
1.49
0.75
2.99
0.75

0
0.75
0.75
2.24
8.21
2.99

11.94
0.75
0.75

82.84

hlyA+toxR
(%)

29.1
0.75
2.99
0.75
0.75
7.46
0.75
0.75
0.75
1.49
0.75
2.99
0.75
0
0.75
0.75
2.24
8.21
2.24
11.94
0.75
0.75
77.61
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10. Anexos

10.1 Aislamiento de Vibrio cholerae a partir de zooplancton

Se filtraron en cada sitio, 80 litros de agua a través de una red para plancton
con apertura de malla de 40um, hasta concentrar un volumen aproximado de
200mL. La muestra fue sonicada con la intencién de separar de esa forma las
bacterias adheridas a la cuticula, posteriormente se tritur6 con ayuda de un
homogenizador para liberar las bacterias que se encontraran dentro de los
organismos. Se tomaron 10mL del homogenizado y se inocularon en 100mL de
agua peptonada alcalina (APA) incubando a 37°C durante 24h. Pasado este
tiempo se observo la presencia de una biopelicula en el medio, de la cual se tomo
una asada y se sembré por estria en cajas Petri con agar Tiosulfato-Citrato-Bilis-
Sacarosa (TCBS) y se dej6 incubar durante 24 horas a 37°C.

De las placas de TCBS se seleccionaron cinco colonias caracteristicas
(redondas, convexas, de color amarillo en el centro, translicidas en la periferia y
consistencia viscosa) que se identificaron mediante las pruebas bioquimicas
especificas que son: Triple-Azucar-Hierro (TSI; Difco, Detroit, USA), Movilidad-
Indol-Ornitina (MIO; Difco, Detroit, USA), Lisina-Hierro-Arginina (LIA; Difco, Detroit,
USA) y Oxidasa. Las cepas se sembraron en gelosa especial y se depositaron en
el cepario del laboratorio de Bacteriologia del proyecto CyMA-UIICSE de la
Facultad de Estudios Superiores lIztacala.
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10.2 Medios de Cultivo

a) Agar Nutritivo para serologia

Formulacién
Agar Bacteriologico 15¢g
Peptona 50
Extracto de carne 39
NacCl 10g
Agua destilada 1000mL

Preparacion.

Se pesan todos los componentes y se hidratan con 1000mL de agua
destilada, se calientan hasta ebullicibn y se mantiene en este estado durante
un minuto hasta su completa disolucion. Se distribuye en tubos con tapon de
rosca de 16x150mm, se esterilizan a 121°C y 15 libras de presion y se dejan

gelificar en posicion inclinada.

b) Gelosa especial

Formulacién
Agar Bacteriologico 15¢g
Agar base sangre 209
Extracto de carne 1.5¢
NacCl 10g
Agua destilada 1000mL

Preparacion.

Se pesan todos los componentes y se hidratan con 1000mL de agua
destilada, se calientan hasta ebullicibn y se mantiene en este estado durante
un minuto hasta su completa disolucion. Se distribuye en tubos con tapon de
rosca de 13x100mm, se esterilizan a 121°C y 15 libras de presion y se dejan

gelificar en posicion inclinada.
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10.3 Mezclas de reaccion para la deteccién de genes de virulencia de Vibrio

cholerae

a) PCR multiplex para la deteccion de toxR, ctxA y tcpA

Reactivo Concentracién Concentracién Volumen
Inicial Final

MgCl, 50mM 2mM 1L

toxR F 10pM 0.5uM 1.25 pL

CtxA F 10pM 0.5uM 1.25 L

tcpA  F 10pM 0.5uM 1.25 uL

Taq 5 U/uL 0.25U/ pL 0.25 uL
polimerasa

H,0 — — 8.25 pL

D
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b) PCR para la deteccién del gen hlyA

1) Componentes Master Mix

Taq DNA polimerasa: 0.05U/uL
Buffer 5x

MgCl, 4mM

dNTP’s 0.4mM

2) Mezcla de reaccion

Componente Volumen
Master mix 10 pL
F 1.25 uL
hlyA (0.5 um)
R 1.25 uL
ADN 2 uL
Agua 10.5 uL
Volumen final 25 L

a1
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8. Conclusiones

1. Se realiz6 una recuperacion del 76% de las cepas de Vibrio cholerae
aisladas en el afio 2005, debido a que el método de conservacién no fue a
largo plazo.

2. Se identificaron 21 serogrupos diferentes asociados al zooplancton, siendo
035, 0127 y 0135 los mas frecuentes.

3. Comparando con trabajos anteriores, se concluye que los serogrupos O6,
014, 039, 041, 042, 043, 056, 0127, 0128, 0135 y 0147 son habitantes

permanentes en el sitio de estudio.

4. Los serogrupos 010, 027, O35, 062, O75, 079, 084, 097, 0100, y 0150
son registros nuevos para Xochimilco, DF.

5. Los serogrupos 010, 027, O75, O79, 084 y 0100 son registros nuevos para
México.

6. La Isla de Tlilac (zona ecoldgica) presentd la mayor diversidad de
serogrupos.

7. EI 93.28% de las cepas analizadas presentaron capacidad hemolitica, lo que
representa un riesgo para la poblacion aledana.

8. Se observo la formacién de biopeliculas por algunas de las cepas
analizadas (rugosas), sugiriendo que V. cholerae podria utilizar estas
estrategias para permanecer en el cuerpo de agua.

9. Solo se identificaron los genes toxR y hlyA en las cepas aisladas del
zooplancton, lo que significa que son potencialmente patégenas.

10. Fisicoquimicamente, Xochimilco mantiene las caracteristicas para albergar a

la bacteria asi como a sus posibles reservorios.

11.Se observo que los copépodos del orden Cyclopoida tuvieron la mayor
frecuencia en el humedal de Xochimilco con el 64.81%.
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12.Se observo la presencia de vibriones, tipicos de V. cholerae, adheridos a la
quitina de organismos del zooplancton, con lo que se confirma que los

aislamientos analizados tienen este origen.

13.El andlisis de correspondencia mostrd que existe una relacion directa entre
las variables fisicoquimicas, la clorofila-a, la abundancia del zooplancton y la

migracion de los diferentes serogrupos a la quitina de los mismos.

14.El presente estudio sugiere ampliar los estudios con los serogrupos O35,
0127 y 0135 por su posible importancia epidemiolégica, al presentar la
mayor frecuencia tanto en la identificacion de los factores de virulencia como

en que fueron los serogrupos mas abundantes a lo largo del estudio.

15.Con base en la observacion de la informacion obtenida y la relacién
encontrada estadisticamente entre factores ambientales y organismos, se
propone que el reservorio de V. cholerae en Xochimilco es el grupo de los
crustaceos, principalmente copépodos, tal como se reporta para
Bangladesh.
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7. Discusion

La recuperacion de los cultivos analizados fue del 77%, esto pudo deberse a lo
mencionado por Soria (2010) quien reporta que las siembras en gelosa especial
son consideradas un método de conservacion a corto plazo, mismo que requiere
de una recuperacion periddica de las bacterias para mantener los cultivos viables,

o de lo contrario se corre el riesgo de muerte por falta de nutrientes.

La tipificacion seroldgica arrojo que todas las cepas fueron No O1/No 0139, lo
gue es coincidente con los estudios de Solis (2005) y Luna (2006) para el humedal
de Xochimilco. La probabilidad de aislar Vibrio cholerae O1/0139 en periodos
interepidémicos es practicamente nula y hasta el dia de hoy no se conoce la razén
exacta del por qué, sin embargo Dumontier (1998) y Yamasaki (1999) lo asocian a
gué los genes encargados de codificar para el antigeno “O” tienen un origen
comun y que pueden transmitirse mediante transferencia horizontal, por lo que

puede expresar otro antigeno y mimetizarse dentro del cuerpo de agua.

Al comparar los 21 serogrupos encontrados con los reportados en otros
trabajos, se observé que 9 de estos (014, 039, 042, 043, 056, 0127, 0128,
0135 y 0147) fueron reportados tanto en agua como en raiz de lirio de Xochimilco
por Solis (2005); posteriormente Luna (2006) obtiene, para las aguas de la planta
de tratamiento Cerro de la Estrella, que abastece este humedal, cinco serogrupos
gue también se detectaron en el presente trabajo (06, 039, 041, 0128 y 0O135).
El hecho de que se encontraran en diferentes sustratos y afios, sugiere que son
habitantes permanentes en este sitio.

Ademas, confrontando los resultados con los trabajos de Solis (2005) y Luna
(2006) se encontré que diez serogrupos: 010, 027, 035, 062, O75, 079, 084,
097, 0100 y 0150 no se habian reportado con anterioridad para Xochimilco y con
relacion a lo reportado por Isaac-Marquez et al. (1998) y Beltran et al. (1999) se
encontré que de esos diez serogrupos, seis (010, 027, 075, 079, 084 y 0100)
no estaban registrados para México, mientras que los cuatro restantes (035, 062,
097 y 0150) sdlo se han reportado con relacion a casos clinicos.
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Todos los serogrupos encontrados en este trabajo son potencialmente
patégenos ya que se sugiere que cualquier cepa que se encuentre en el ambiente
puede ser susceptible a la adquisicion de los genes de virulencia (Lipp et al. 2002).
Esto se refuerza con lo sucedido en 1992 con el serogrupo 0139 (causante de la
72 pandemia), al considerar que este adquirid6 los genes necesarios para la
produccion de la toxina colérica ambientalmente mediante transferencia horizontal
(Bik et al. 1995).

Los resultados del andlisis genético obtenidos en este estudio reflejan que el
82.84% de los aislados recuperados posen el gen toxR, Eslava (2009) menciona
gue este gen forma parte del reguléon toxR-toxT que es necesario para la
activacion de la toxina colérica codificada por el gen ctxA, que al igual que tcpA,
dio resultado negativo en la amplificacion por PCR. Se ha descubierto que ambos
genes son transmitidos a la bacteria por fagos de tipo filamentoso. Waldor en 1996
reporta al fago CTX@ como el transmisor de 6 genes, dentro de los que se
encuentran ctxA-B y zot; por otra parte, se ha demostrado que el gen tcpA
proviene del fago VPI, cuyo genoma codifica para TCP, un pili de tipo IV que
puede funcionar también como receptor para el fago CTX@. Por lo tanto, aunque
la mayoria de las cepas son potencialmente toxicas, s6lo podran ser virulentas si
adquieren TCP mediante la infecciébn con VPI para después ser infectadas con
CTXd.

Por otra parte al buscar el gen hlyA se encontré que gran parte de las cepas
analizadas (89.55%) presentaron este gen, Ferndndez en 2009 reporta que éste
codifica para una citolisina de tipo hemolisina, que es utilizada tanto para inducir la
apoptosis de las células intestinales, como para la lisis de eritrocitos, que le
permitira a la bacteria tener nutrientes disponibles; esta capacidad citotoxica
concordo con en el alto porcentaje de hemodlisis observada en los cultivos en agar
sangre (93.28%). Las cepas que no tuvieron capacidad hemolitica probablemente
carecen del gen hlyU que regula el gen hlyA (Saha, 2006). La presencia en casi
todas las cepas de los genes toxR, hlyA y la capacidad de producir hemdlisis

w .
an ‘ DISCUSION



UNAM-FESI Alan Gerardo Roldan Blancas

completa alerta sobre el potencial de las mismas para desencadenar cuadros

clinicos si las condiciones las favorecen.

Particularmente el serogrupo 0135 presenté el nimero mas elevado de
aislamientos, lo que no es sorpresivo dado que en los aislamientos de Vibrio
realizados por Solis (2005) en Xochimilco, también fue el serogrupo predominante,
ademas parece ser una cepa ampliamente distribuida y persistente en el pais, de
acuerdo con lo reportado por Beltrdn (1999) y Ramirez-Pérez (2003).

De acuerdo a los resultados de Solis (2005), para las mismas estaciones aqui
estudiadas, se observo que el serogrupo 0135 fue mas abundante desde el mes
de noviembre del 2002 hasta marzo del 2003, lo que es coincidente con los
resultados aqui presentados para aislamientos de zooplancton pero en el afio
2005. Ademas, analizando el comportamiento del resto de los serogrupos
abundantes en su estudio (principalmente 014), se observan mayores
aislamientos en los meses de mayor temperatura (marzo a junio), este
comportamiento se observo en varios serogrupos aislados en este estudio (O35,
041, 062, 0100 y 0127) lo que sugiere que prefieren temperaturas mas elevadas,
Huq et al. (2005) mencionan que la incidencia de la bacteria aumenta cuando se
presentan temperaturas superiores a los 22°C. Lo anterior se observa en los
resultados del Analisis de Correspondencia Candnica (CANOCO), en el que se
aprecia una estrecha relacién de cuatro de estos serogrupos (062, 035, 0100 y
0127) con la temperatura.

El hecho que el serogrupo 0135 haya sido aislado del agua durante los meses
mas frios, sugiere que posee estrategias para su supervivencia bajo estas
condiciones, Wai et al. (1999) reportan que una de las principales estrategias de
V. cholerae para permanecer en cuerpos de agua no estuarinos es la produccion
de polisacaridos extracelulares que le permiten adherirse a diferentes sustratos,
sin embargo al parecer esta caracteristica no es la principal estrategia de 0135, ya
gue mostré bajos porcentajes en la formacion de biopeliculas. Por otra parte, los
resultados del CANOCO reflejan una correlaciéon alta entre el zooplancton y este

serogrupo, lo que permite inferir que el caparazén quitinoso es un sustrato
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importante, idea que se refuerza con la observacion de vibriones en Copépodos
mediante la tincion con DAPI. Este comportamiento ha sido ampliamente
documentado por Huq et al (1983), Faruque et al (1998) y Constantin (2008)
guienes reportan que cepas No O1/No 0139 en presencia de copépodos vivos
dejan su forma plancténica y en su lugar, se adhieren a la superficie de
crustaceos, preferentemente copépodos y claddoceros que son de mayor talla entre

los organismos del zooplancton.

En las muestras analizadas se observo la presencia de los géneros Daphnia
sp, Chydorus sp y Alona sp (Claddcera) al igual de lo que reporta Nandini et al.
(2005) para el humedal de Xochimilco, ademas se encontraron también
integrantes del orden Cyclopoida (Copépoda), mismos que fueron reportados por
Enriquez et al. (2009) para el sitio de estudio. Todos los integrantes del
zooplancton mencionados fueron identificados también por Mozumder et al. (2012)
en Bangladesh y se han relacionado con la presencia de V. cholerae en ese sitio;
por lo tanto, en Xochimilco se presentan los organismos a los cuales tiene afinidad
V. cholerae.

También se observé en el CANOCO que dos serogrupos (027 y O41) estan
estrechamente relacionados con la clorofila-a —que fue utilizada como medida
indirecta del fitoplancton ya que no se hicieron conteos de algas—, Tamplin (1990)
menciona que integrantes de Vibrio cholerae se adhieren a individuos del
fitoplancton, principalmente a Volvox sp., en el caso del humedal de Xochimilco no
se encontraron reportes de esta alga lo que permite inferir que al no haber afinidad
a las especies presentes, la bacteria se refugia en el zooplancton.

La migracién de los serogrupos hacia el zooplancton podria estar determinada
por los parametros ambientales utilizados para el andlisis de correspondencia.
Huq et al. (1996) reporta como valores 6ptimos para la permanencia de V.
cholerae, en su forma plancténica, una conductividad mayor a los 100uS,
concentraciones de OD de hasta 11mgL™ y pH alcalino. En este estudio sélo hubo
coincidencia en los valores de pH mientras que el OD presentd los valores mas
bajos con 3.4 mgL™ y en el caso de la conductividad dado el tipo de agua residual
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con la que se mantienen los niveles del humedal, presentd valores minimos de
540 puS cm™, lo que orill6 a la bacteria a buscar un refugio. Finalmente se observé
gue cerca del 50% de los serogrupos se asocia con la temperatura y la presencia
de materia organica (BODs), Borroto (1997) la menciona como un sustrato
importante por su contenido de nutrientes y que aunado a temperaturas superiores
a los 22°C (registradas de mayo a agosto) favorecen la permanencia de Vibrio
cholerae en el agua como organismo de vida libre y su posibilidad de adherirse a
los reservorios presente en el ambiente acuatico.
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