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lles•men 

La Laguna de Mecoacán, Tabasco, se localiza en el Golfo de México y tiene gran 
importancia económica para la región dado su uso para fines recreativos y de 
producción ostrícola. En México la presencia de Vibrio parahaemolylicus en las costas y 
estuarios ha sido poco estudiada. El objetivo de este estudio filé conocer la inci~ de 
aislamiento de V. parahaemolylicus de dif"erentes muestn=os y sitios localizados en la 
Laguna Costera de Mecoacán. Una vez identificadas las bacterias,.a·los aislamientos se 
les practicaron pruebas bioquimicas y se determinó la capacidad para producir 
hemolisina (Fenómeno de Kanagawa), y la detección de genes de virulencia mediante un 
ensayo de amplificación en Cadena de la Polimerasa (PCR). -

En seis sitios dif"erentes de la laguna, se tomaron muestras de agua, ostión y sedimento 
en dos épocas del afto (lluvias y secas) Y. parahaemolylicus se encontró en todas las 
estaciones de muestreo, en los dos períodos. De los 208 aislamientos, .S9"A, 
correspondieron a la época de lluvias y 41% a la de secas. Las bacterias se aislaron de 
agua (4.S%). de ostión (31%) y de sedimentos (23%). 

Los aislamientos se analizaron comparando sus propiedades bioquimicas y su capacidad 
hemolítica. Las pruebas de Kanagawa y ureasa f'ueron positivas en el 48 y 8% de los 
aislamientos. observándose ambas pruebas positivas en el 3.S%. 

El análisis por PCR se realizó solo en 68 aislados. en este ensayo se encontró un 
aislamiento positivo para los genes tdh y 1rh, otra para los genes ure y lrh. seis (9%) para 
el gene lrh. y 14 (21%) únicamente al gene ure. 

Los resultados muestran la existencia de V. parahaemolylicus con factores de virulencia 
en la Laguna de Mecoacán, Tabasco. Lo anterior sugiere la . necesidad de realizar 
estudios de vigilancia epidemiológica en la Laguna, asi como proponer la búsqueda de 
la bacteria en casos de diarrea con el propósito de establecer su importancia en la 
región. 
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Abstnu:t 
In this study were analyu:d 208 isolations fi'Om the M~ Lagoon. in the Gulf of 
Mexico during two seasons, 59% were in rainy season and 41 % in dJy season. 1ñe 
bacteria were isolated from water (45%). oyster (31%) and sediment (24%). 1ñe 
biochemical properties and haemolytical capacity of isolations were analyu:d. 1ñe 
fenomen Kanagawa and Ureasa were positives in 4S--4 and 8% each, and both positives 
in 35%.The PCR analysis was'done in 65 isolations. genes tdh+/trh+ and ure+ltrh+ were 
found for 1%, for trh+ 9% and 21% for ure+. O~ results show the presence of V. 
parahaemolyticus in the Mecoacan Lagoon with virulence characteristics. 
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Introducción 

Dentro del género Vibrio, se encuentran diversas especies como son: V. cholerae, V. 

parahaemolyticu.~. V. a/gino/yticus. V. vulnificu.•-, V. fluvial is, V. angi//arum, V. harveyi, 

V. marinu.~. V. costicola, V. metschnikovii, V. campbe//ii, V. natriegens, V. nereú, V. 

splendidus, V. pelagius, V. nigripu/chritudo, V. fischeri, V. /ogei, V. proteolytic:us, V. 

gazogenes, ellas son bacterias de vida libre que habitan en aguas marinas y salobres, 

para su desarrollo requieren cloruro de sodio. Algunos "vibrios" pueden ocasionar 

gastroenteritis a humanos, pero también hay vibrios capaces de utilizar la quitina de 

invertebrados como f"uente de carbono. 

Hábitat 

Esta bacteria, frecuentemente se aisla de los estuarios y ambientes marinos debido a que. 

constituye su hábitat natural. En estuarios puede encontrarse adherido a, plancton, 

peces, materia suspendida y sedimento del cuerpo de agua. En este hábitat, puede· 

encontrarse en formas patógenas y no patógenas. Durante la temporada de frío, los 

organismos se encuentran en los sedimentos marinos y durante la época de calor están 

en aguas litorales. peces y mariscos (Kaneko y Colwell, 1978). 

Sarkar ( 1 983). menciona que V. porahaemolyticus no fonna parte de la microflora 

autoctona de agua dulce, ya que es un organismo medianamente halófilo. Sin embargo 

el concluye, que V. parahaemolyticus se encuentra en los cuerpos de agua dulce de 

Calcuta. India, debido a casos ambulatorios o portadores que llegaron a esta zona y a 

que Vibrio puede sobrevivir en asociación con el plancton de agua dulce y de ahí su 

importancia en la diseminación de esta enf"ennedad por el agua en la región de Calcuta. 

En Alejandría y Egipto en 1982. se realizaron estudios en el agua. sedimento y ostión. en 
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ellos se encontró que el níunero de organismos es mayor en primavera que en invierno. 

Además encontraron que el número de hllcterias de V. parahaemolyticra es· mayor en 

invertebrados que en sedimentos y agua de mar, sin embargo, Thompson y Vander 

(1976), reportaron que la concentración es m'5 alta en sedimento que en ostión y en los 

dos estudios se reportó que es menor el número de V. parahaemo/ylicus encontrados en 

agua. 

También es conocido, que las bacterias constituyen parte de la dieta alimenticia de 

organismos filtradores marinos colonizando el integumento e intestino, además los 

organismos simbióticos son comunes en todos los organismos marinos. De esta fonna, 

los organismos acumulan gran cantidad de microorganismos marinos como son 

Pse11domonas, Vibrio y Escherichia entre otros. Estos organismos pueden ser patógenos 

o nó, además se ha observado· que especies de Vihrio persisten en la hemolinfa del 

ostión después de haberlos sometido a tratamientos con luz ultravioleta (UV) (Olafsen et 

al. 1993 y Bell y Carmeli 1994). 

En la· naturaleza, el efecto osmótico es de interés· para los hábitats con altas 

concentraciones de sales. Las aguas marinas contienen entre 33 y 39·gramos de sal por 

litro (33-39gr/lt) esta concentración no es constante, sino que varia de un mar a otro, 

además de contener pequeilas cantidades de algunos otros minerales y elementos. En 

general. los microorganismos que habitan el mar, tienen requerimientos especificos de 

concentraciones del ion sodio. a tales organismos se les conoce· como halófilos. A los 

organismos que habitan lugares donde hay baja concentración de cloruro de sodio. 

aproximadamente 3% (30gr/lt. o una concentración de 1 SmM) se les conoce como 

halófilos ligeros, a este grupo pertenece Vibrio cholerae y V. parahaemolyticus; los 

organismos halófilos moderados son los que soportan concentraciones de 9".4 de cloruro 

de sodio (90gr/lt. o bien 45mM) un ejemplo es Vibrio a/gino/yticus; y halófilos extremos 

los que habiU!n sitios con concentraciones mayores a J S% de cloruro· de sodio ( 1 SOgr/lt, 

o bien 75mM) como es el caso de Halobacterium salanarium (Edwards. 1990). 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

2 



Distribución 

Vibrio parahaemolylicus se identificó por primera vez en 1950 en la ciudad de Osaka 

.Japón en un brote de gastroenteritis originado a partir de la inpsta de alimentos muinos 

y desde entonces es considerado como un importante agente causante de gastroenteritis. 

Se han reportado casos esponfldicos y brotes en filcntes comunes en muchas pmtcs del 

mundo. en particular en Japón,. ASia Sudorienta). y los Estados Unidos. Sin embargo. se 

le ha aislado en otros· paises como Australia. Africa (costas de Sudáfrica). Israel. 

Indonesia. Malasia. República de Maldivas (localizada en el Archipiélago del Océano 

Indico). Covington. Corea. Calcuta. Togo. Gran Bretafta. Inglaterra. Nueva Z.Clanda. · 

Panamá, Canadá. Alaska. Estados Unidos y México. 

En Asia. V. parahaemolyTicus es causa común de enf"ermedad. En los Estados Unidos, 

no se le reconoce como patógeno frecuente, particulannente porque en los laboratorios 

clínicos usan poco el medio selectivo para identificar este organismo. Dentro de Estados 

Unidos; no todos los estados reportan esta enfermedad al departamento de salud y a! 

Centro de Control de Entemedades (CDC). solo lo hacen los estados de Alabama. 

Florida., Louisiana. Maryland y Texas y monitorean el número de casos de inf"ecciones 

de Vibrio en esta región que es parte del Golfo de México. 

Patogenicidad 

Sakurai el al. (1973). dividieron a Vibrio parahaemo/ylicus en dos grupos por la 

actividad hemolitica· sobre el medio Wagatsuma: 1) las cepas con beta hemólisis (JJ 

hemólisis) sobre el medio Wagatsuma las llamaron f"enómeno .Kanagawa positivo (.KP~ 

y 2) las que no mostraron hemólisis sobre el medio Wagatsuma fueron llamadas 

fenómeno Kanagawa negativo (.KP-). Chun el al. ( 197.S). mostraron que las altas 

concentracio~es de cloruro de sodio (NaCI) influyen en el f"actor Kanagawa el cual se 

observa mejor cuando se utiliza una concentración de cloruro de sodio al 3%. 
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Se han identificado 20 grupos distintos de antfgenos "O" y 60 antfgenos "K". 1.-s cepas 

patógenas suelen ser capaces de producir una reacción hemolftica camcteristica 

(fenómeno Kanagawa). Las dos formas de antfgenos de este microorganismo pueden 

distinguirse por el fenómeno de ••Kanagawa" el cual determina la hemolisis sobre medio 

agar sangre Wagatsuma. El fenómeno de K.anllpwa es causado por la acción de la 

hemolisina directa termoestable (TDH), y ~ ha re.ferido que en la mayoria de los casos 

clinicos Jos aislados de Vihrio parahaemolyticus son Kanagawa-positivos, mientras que 

la mayoría de los aislados del ambiente son Kanagawa-negativos. 

· La hemolisina termoestable directa (TDH) es llamada asf, por su estabilidad al calor 

(Suthienkul et al. 1995); existe además, otra hemolisina TRH llamada hemolisis relativa 

tennoestable (Honda el al. 1988). 

A partir de un brote de gastroenteritis que se presentó en la República de Maldivas, 

Honda et al. ( 1988), observaron que las cepas aisladas presentaban el fenómeno 

Kanagawa negativo, de éstas, caracteri.zaron la hemolisina TRH. Por otro lado, también 

observaron que el cloruro de sodio al 3% inducia la producción de TDH, pero inhibfa Ja 

producción de TRH. Una situación contraria se ·presentaba cuando se disminuia la 

concentración de cloruro de sodio al 0.5% la cual era favorable para la producción de 

TRH pero no para TDH. 

Nishibuchi (1985), utilizó una prueba de hibridación en 19 espiecies de Vibrios, para 

analizar la presencia del gene tdh mostró que solo V. holli.sae y V. parahaemolyticus lo 

presentan, con estos resultados se demostró que los otros vibrios aunque producian la 

hemolisina esta no era codificada por el mismo gene. La explicación que Nishibuchi 

mostró, a la presencia de este gene tdh en V. parahaemolyticus y V. hol/isae, fue que se 

debía al resultado de una divergecia evolutiva de un ancestro común o bien a una 

transferencia _interespecies. La homologia del ADN de estos dos vibrios es menor al 4%, 

lo cual apoya la primera posibilidad. La segunda posibilidad es soportada con la 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

4 



explicación de la pmtK:ipmción de un plúmido con el gene tdh. Sin embargo Nitsubishi 

(1986) comprobó que la secuencia de nuclcóeidos eran similares pero no iguales en la 

región probada del gene tdh. 

Nishibuchi et al. (1989), comperaron y anaJizaron.los genes tdh y trh y observaron que 

tienen una homologfa del 68.6 % en la secuencia de nucleótidos, lo cual sugiere que 

derivan de un ancestro común y desanollaron por alguna razón. una separación clonal. 

También establecieron que existen cepms que.presentan solo uno o dos genes, hecho que 

sugiere que ambos genes derivan de un ancestro común, y que ambos genes o uno solo 

füeron heredados por varias cepas. Shirai (1990), comprueba que los genes tdh y trh son 

factores de virulencia importantes de V. parahaemolyticus. 

En el mismo ailo este autor (1990) Kaysner, estableció que el gene tdh tiene dos 

secuencias homólogas (tdhA y tdhS) y que la homologfa es de 97.2%. Kishishita (1992). 

estudió la secuencia del gene trh y observó la existencia· de los genes trhl y trh2, los 

cuales tienen una homologia de 84%. El trh2 ha sido poco. detectado en cepas 

ambientales. En cuanto a la actividad hemolítica, observó que las cepas con el gene 

trh 1 presentaron mayor actividad hernolftica en eritrocitos de humano, conejo, oveja y 

ternera; mientras que la actividad de genes con trh2 fue menor en eritrocitos de humano 

y conejo. 

En J 994 Kayner y Abeta también, describen que la TDH es una hemolisina secretada 

por Vibrio parahaemolyticus, con peso molecular de 46, 000 y presenta una toxina 

mutante denominada R7 (con una simple substitución de aminoácido en glicina 62). 

Esta toxina R 7 es importante porque tiene la habilidad de unirse al eritrocito, pero no 

producir el halo hemolítico en los eritrocitos. 

Nagayama (1_99S), seilala que el fenómeno de Kanagawa es ocasionado por la 

hemolisina TDH/I, y que la mayoría de los casos clínicos son positivos a este fenómeno, 
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mientras que las cepas de tipo ambiental. son negativa. Sin embargo. detectaron cepas 

que pn=sentan TDH que producen gastroenteritis. pcn> no dan el fenómeno de hemólisis. 

Lo anterior lo llevó a realizar estudios sobre esta hemolisina y a confinnar que existe 

tdhfll y que ésta se encuentra en un plásmido y tdh trh tdlrll están en el cromosoma. 

Kaysner (1990). consideró que la producción de hidrólisis de urea era positiva para 

aislados de algunas regiones, pero negativa en otras. 

En un estudio reali7.ado en el noroeste del Pacifico. ·por Kayner y Abeta (1994), 

mencionan que la prueba de urea puede ser utili7.ada como una prueba tamiz para la 

predicción de cepas patógenas. ya que de 836 aislamientos ambientales (agua. ostión y 

sedimento), 298 (35.6%) presentaron la urea positiva y de estas sola 6 aislamientos de 

ostiones (28.6%) presentaron ambos genes (ure y tdh). 

fida et al. (1997), reportaron que en Tailandia se obtuvieron 489 aislamientos cllnicos 

de V. parahaernolyticu.. .. y de ellos. el 8% fueron ureasa negativas (ure}. el fenotipo 

coincidió con la presencia del gene trh en estas muestras. Este descubrimiento sugiere 

que la producción de ureasa puede ser considerada como un indicio de virulencia 

(posesión del trh) en diagnósticos clinicos (Suthienhul, 199.S). Sin embargo. ellos 

concluyen que la presencia o ausencia del gene "ure" es completamente coincidente con 

el gene trh en V. parahaernolyticus. fida et al. (199.S) identificaron que los genes ure y 

trh se localizan en el mismo fragmento Not l. en el DNA cromosamal, esto indica que el 

gene ure se localiza en el cromosoma y no en plásmido. 

Epidemiología y modo de transmisión 

Vibrio parahaemolytic~·. es una bacteria que se asocia a enfermedades de· tipo 

gastrointestin~I. pero no todos ocasionan gastroenteritis. 
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.Se ha observado que Vibrio parahae11110lyticus en el humano. ocasiona trastornos 

intestinales caracterizados por diarrea a:uosa y cólicos abdominales, en ocasiones con 

náusea, vómito, dolor de cabe7B, fiebre y escalofrio. Las heces pueden presentar moco 

con.º sin sangre, con número elevado de leucocitos. Es una enf'ennedad de gravedad 

moderada que en ocasiones requiere hospitalización. La d11n1eión media de la 

enfennedad es de 2 a 5 dfas, aunque en ocasiones persiste hasta por 7 dfas y rara vez 

llega a ocasionar la muene. 

El modo de transmisión es por ingestión de mariscos crudos o mal cocidos o por · 

cualquier otro alimento expuesto a contaminación cnu.ada por la manipulación de 

mariscos crudos en el mismo ambiente, o después de enjuagarlo con agua de mar 

contaminada. En todos los casos de enf'ermedad, los alimentos. involucrados son Jos 

camarones, ostiones, jaibas, langostinos. peces y alimentos preparados a base de arroz y 

mariscos como el sushi. 

En un estudio que analizó 209 casos de inf'ección por Vibrio parahaemolyticus se 

observó que solo una persona falleció después de ingerir ostiones. Se ha sugerido que el 

incremento de temperatura en el agua, es un f'actor que favorece la enfennedad. AJ 

respecto se ha observado que el número de casos se incrementa durante los meses de 

julio y agosto, manteniéndose constantes durante el resto del ai'lo (CDC, J 998). 

La probabilidad de infección en Jos meses cálidos del afto también puede deberse a una 

refrigeración inapropiada de los alimentos contaminados con estos organismos los que 

continúan su proliferación e incrementan la probabilidad de inf'ección. Hasta ahora, no 

se ha identificado que se pueda transmitir de persona a pel'!IOna en forma directa. El 

periodo de incubación es de 4 a 96 horas después de haber ingerido el alimento 

contaminado, con una media de 15 horas. La enfermedad se origina cuando el 

organismo col~miza el intestino delgado. 
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Estudios epidemiológicos y microbiológicos reali7.ados dwante 1997 (CDC. 1998) 

mencionan que la dosis infectiva puede ser mayor o igual a 100,000 · Unidades 

Fonnadoras de Colonias (<:!:: 100,000 UFC), los Estados Unidos y Clllllldá penniten la 

venta de ostiones si ellos tienen <10,000 UFC de Vihrio parahaemolyticus por gramo de 

ostión. 

El diagnóstico de la enfennedad se confinna por el aislamiento del organismo en las 

heces del paciente. Los métodos utilizados para aislar la bacteria de los alimentos son 

similares a los utilizados en los casos de diarrea. Aunque la dernostnlción de la prueba 

de Kanagawa positiva ha sido considerada como indicativo de patogenicidad, en la 

actualidad esto es incierto. 

El tratamiento indicado para la gastroenteritis ocasionada por Vihrio parahaemolyticus 

es la rehidratación oral y/o intestinal así como la administnción de tetraciclina. 

Algunas de las recomendaciones preventivas que proporciona la OPS son: 

• Asegurar que todos los mariscos cocidos lleguen a temperaturas adecuadas 

para destruir al organismo (puede sobrevivir a 60°C/140°F incluso 15 minutos 

y a 80°C/176°F varios minutos. 

• Manipular los mariscos cocidos de manera que se evite la contaminación con 

mariscos crudos o con agua marina contaminada. 

• Conservar en refrigeración adecuada todos los mariscos, crudos o cocidos, 

antes de consumirlos. 

•· Educar a manipuladores y elaboradores de los mariscos respecto de estas 

medidas preventivas. 

• Evitar el uso de agua de mar en las zonas en que se manipulen mariscos. es 

decir, en cruceros. 

• E~u"..ar respecto de los riesgos que conlleva la ingestión de mariscos crudos. 
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Estudios realizados a este organismo,. han· mostrado que es capa; de sobrevivir después 

de hervir por cinco minutas el as- que contiene cangrejos inoculados con Vibrio 

parahaemolyticus. También es capaz de sobrevivir a bajas temperaturas en los 

refrigeradores. 

Sensibilidad A•tibi6tica 

Estudios realizados en Calcuta (1980). mostraron que Vibrio parahaemolyticus es 

sensible a Ja gentamicina (92.2%) y cloranf"enicol (92.0%). moderadamente susceptible 

a la tetraciclina (42.2%)ydoxociclina (17.8%). 

Antecedentes Mundqles 

Vjbrio parahaemolyticus, fue aislado e identificado por primera vez en Osaka. Japón, en 

el ailo de 1950, por Fujino y colaboradores. a raíz de un brote de gastroenteritis 

originado por la ingestión de alimentos marinos. En un principio, se consideró limitado 

a Japón y a los mariscos como Ja causa principal de intoxicación alimentaria ya que el 

73 por ciento de todos Jos brotes y el 60 por ciento de todos los casos. era originado por 

dicha bacteria. Se considera como una de las principales causas de enfermedad 

intestinal en el Japón. por el consumo de pescado crudo. 

En J 973, füe descrito por primera vez en Ja Gran Bretalla. 5e presentó como una . 

. intoxicación masiva en la tripulación y pasaje de un vuelo internacional de Bankok a 

Londres por Ja ingesta de bocadillos de cangrejo blanco contaminados con Vibrio 

parahaemolyticus (Gil et al. J 974). 

En· Estados Unidos. se identificó por primera vez en 1969. Un brote por V. 

parahaemolyt!cus se presentó en un barco crucero, donde noventa y uno de Jos 1059 

pasajeros fueron afectados por una enfermedad transmitida por consumo de alimentos 
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marinos. Este brote se caracterizó por un incremento rápido en el número de casos 

(CDC. 1998). Los organismos pueden ser aislados frcc:uentemente de mguas marinu. 

sedimentos. ostiones. crustác:eos y plancton. 

Asimismo se han presentado brotes de gastroenteritis ocasionados · por Vibrio 

parahaemolyticus en dif'ercntes partes del mundo como Canadá. Panamá. Inglaterra. 

Togo. Australia. Malasia. Florida. Calcuta. Bretafta, Mariland, Costas de Sudáf'rica. 

Indonesia. Alaska. Korea. Covington. Nueva .Zelanda y .México. Además, se han 

realizado estudios en Israel. encontrándosele en agua, en las Costas del Atlántico y en 

sedimento. 

Antecedentes en México 

En México. fue aislado por primera vez en la Ciudad de Puebla, por Gil-Peral. López y 

Ruíz Reyes en el afto de 1974. en casos de gastroenteritis y en moluscos. 

En 1974, Gil Recasens y colaboradores. aislaron dos cepas a partir de 777 muestras de 

heces humanas. Dichas cepas se aislaron de dos adultos del sexo masculino con cuadro 

clfnico de gastroenteritis aguda. con antecedentes de ingestión previa de ostiones crudos. 

En el ailo de 1976. el Centro de Enfennedades de Atlanta (CDC) realizó un estudio de 

107 personas que viajaron a México. Al regreso de los viajeros el aislamiento de 

bacterias de las heces mostró un individuo con V. parahaemolyticus y otros con 

bacterias tales como Salmonella. Shige/la y E. co/i. (Morris el al. 1976). 

En J 980, Pérez Memije y colaboradores, realizaron una búsqueda de V. 

parahaemo/yticus en el Puerto de Acapulco, observaron que de 275 muestras de heces 

de personas _manipuladoras de alimentos marinos. solo en dos casos se aisló el 

microorganismo. 
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Nava Fernández y colaboradores. en 1981 analizaron 200 muestras de ostiones 

procedentes del mercado de mariscos del Distrito Federal. Los n:sulUldos revelaron 1 O 

muestras positivas V. parahaemolyticus. 7 de estas se recolectaron en venmo y 3 en 

invierno. Los autores propusieron un mejor control en· las zonas de cultivo y en la 

manipulación. ya que son filctores que hacen que este alimento sea peliposo para el 

consumidor. 

En 1983, Molina Garcia y colaboradores. realizaron la búsqueda de anticuerpos contra 

V. parahaemolyticus en 100 manipuladores de alimentos. de estos 17 fileron positivos. 

Diez de los manipuladores f'ueron de alimentos marinos y 90 manipuladores de 

alimentos no marinos. De estos cultivos. 12 tuvieron anticuerpos contra V. 

parahaemolyticus. En dicho estudio se utilizaron· dos cepas aisladas de casos de 

gastroenteritis como antigenos. 

En 1987, Franco Monsreal ;y Flores Abuxapqui. realizaron un estudio sobre la 

prevalencia de V. parahaemolyticus en alimentos marinos de restaurantes de la ciudad 

de Mérida. Yucatán. Con este estudio. ellos probaron que Jos alimentos de origen 

marino rep1·esentan una fuente potencial de infección. 

En 1989, Franco y Flores. aislaron una cepa del microorganismo a panir de 26 muestras 

de heces de manipuladores de alimentos marinos en la ciudad de Progreso de Castro en 

Yucatán. 

En 1989, Abbott y colaboradores aislaron V. parahaemolyticus de heces de 45 humanos 

e hicieron pruebas paca identificar los aislamientos incluyendo cultivo, actividad 

bioquímica. propiedades serológicas y criterios fisiológicos. El 71 por ciento de las 

muestras (32 de las 4.S) tuvieron activi~ de ureasa positiva. Diecinueve de ellas (S9 %) 

estuvo asocia~a al serovar 04:Kl2 que se reltt.ciona con el fenotipo ureasa positiva. Et 

historial médico indicó que diez de los individuos infectados habían ingerido ostras y los 
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otros dos habían viajado recientemente a México. Se sospechó que las ostras füeron el 

vehicuJo de transmisión de este agente originado en las granj- locales o recibido de 

localidades de la costa oeste (Washington y México). Por otro lado, la mayoria de los 

aislamientos ureasa positivo o negativo se obtuvieron de individuos que habían viaj8do 

al sureste de Asia o México. Los perfiles proteicos revelaron aJsunas dif"crencias entre 

ocho cepas examinadas, todas las variedades 04:Kl2 tenian perfiles proteicos idénticos. 

Otros cuatro aislamientos tenían O.K.Uh en combinaciones f'ácilmente distinguibles y el 

grupo 04:Kl2 Uh+ se distinguió por la presencia o ausencia de una o más proteínas. 

Esta investigación establece la emergencia de una serovar (04:K12) asociada con un 

marcador fenotípico poco común (la hidrólisis de la urea) como causa predominante de 

V. parahaen10/yticus asociado a gastroenteritis en Estados Unidos y México. 

Franco y Flores en 1991. reportaron la prevalencia de V. parahaemolyticus en heces de 

manipuladores de alimentos marinos. asi como la prevalencia de anticuerpos contra V. 

paralzaemolitycus en los sueros de dichos manipuladores. El estudio se realizó entre el 

1º de marzo y el 31 de agosto de 1989. Los resultados mostra!"on que solo dos tenían 

anticuerpos contra V. parahaemolyticus. por lo que concluyen que el estado de portador 

asintomático es de corta duración y que existe contacto e inf'ec«:ión de V. 

para/zaemolyticus entre los manipuladores de alimentos marinos. 
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Objetivo 

Conocer la frecuencia de aislamiento de Vibrio parahaemo/yticus con filctores de 

vinllencia en muestras de agua. sedi..-to y ostión pera determinar su importancia 

como agente etiológico de diarrea en M~ico. 

Objetivos PJlrtical•res 

1 . - Caracterizar por pruebas bioquímicas las cepas de Vibrio 

parahaemo/yticu.v ureasa positivas. 

2. Identificar por la prueba de Kanagawa las cepas de Vibrio 

parahaemo/yticus productoras de hemolisinas. 

3. Determinar la presencia de los genes ure, trh y tdh en cepas de Vibrio 

parahaemolyticus. con fenotipos urea+/hemólisis+. urea+/hemólisis-. urea· 

/hemólisis+. urea"/hemólisis-_ 
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Justinc•ción 

Vibrio parahaemolyticu.•· tiene como hábitat natural el ambiente marino por lo que se 

puede aislar de ostión y crustáceos, se- ha determinado su presencia en plancton, 

columna de agua y sedimentos de estuario. 

Su importancia para el humano, se debe a que se han reportado brotes epidémicos por el 

consumo de ostiones contaminados por el microorganismo. Se ha observado que el tipo 

de toxina que produce, puede ocasionar desde una simple diarrea hasta cuadros severos 

que llevan a la muerte (Altekruse. et al. 2000). 

En 1992, se presentaron en la República Mexicana brotes de cólera después de casi 100 

ailos de no haberse presentado en el continente americano. Lo anterior trajo como 

consecuencia un incremento en los estudios para buscar Vibrio cholerae 01 en agua y 

alimentos. Sin embargo, no se ha planteado la búsqueda de otras bacterias del género. 

como Vihrio parahaemolyticus que también tiene importancia médica y epidemiológica. 

Una revisión bibliográfica en la que se analizó la información de los últimos 33 ailos, 

mostró que aunque se han realizado trabajos relacionados con Vibrio parahaemolyticus, 

estos no han sido dirigidos a la búsqueda del microorganismo en su hábitat natural. En 

este estudio proponemos la búsqueda de la bacteria en uno de los estados de la 

República. que presentó mayores problemas relacionados con el cólera. con el propósito 

de conocer la frecuencia en la que se puede aislar asi como algunas de las propiedades 

de virulencia presentes en la bacteria, para determinar su posible participación como 

agente etiológico de la diarrea en México. 
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Hipótesis 

La caracterización fenotipica y genotípica de Vibrio ¡xhahaemolyticus permitirá 

determinar si en México, las cepas existentes podrían constituir un problema de salud 

pública. 
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Métodos 

Se analizaron 208 aislamientos a partir de muestras ambientales y una cepa tipo de 

Vibrio parahaemolyticu.y (10903) (Laboratorio Central de Salud Pública de Londres 

Inglaterra)_ 

Los aislados se obtuvieron de un estudio previo realizado en el laboratorio del 

Departamento de Salud Pública de la Facultad de Medicina, UNAM. 

La identificación de los aislados, se realizó por el sistema automatizado Vitek (Ramírez, 

1999)_ 

Identificación Bioquímica 

• Pruebas Bioquímicas Tradicionales. Se utilizaron las siguientes substratos: Arginina, 

Citrato, Lisina, Manito!, ONPG, Omitina, Sacarosa, Urea, Oxidasa, lndol, Voges 

Proskauer, Trealosa, Nitratos, Gluconato_ Algunos de los substratos para las pruebas 

se encuentran en la tarjeta GNI (Vitek), sin embargo se repitieron, debido a que 

algunas bacterias tardan más de 24 horas en utilizar el medio_ 

Prueba para Hemolisinas 

• Prueba Kanagawa. Para observar el fenómeno Kanagawa (Chun et al_ 1975), se 

utilizó el agar sangre Wagatsuma (WBA) al cual se le adicionó 5% de eritrocitos 

humanos de tipo sanguíneo "'O" positivo. El agar se dispuso en cajas petri, a las que 

se inoculó por medio de una picadura, se incubó a 35°C. Durante 24 horas. 
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Detección de Genes de Virulemci• 

Obtención de ADN 

Para la obtención del ADN, se probaron las técnicas de ebullición, f"enol-clorof"onno y 

sacar-osa. (Methods for- General and Molecular- Bacteriology, 1994, Suthienkul el al. 

1995. lida el al. 1997). 

Para la extracción de ADN las cepas se inoculamn en 5 mi de caldo Juria con cloruro de 

sodio al 3o/o y se incubar-on con agitación (a 150 rpm) por- 18 horas 35ºC (fida et al 

1997). 

•Técnica de ebullición. El cultivo celular- en caldo luria, se centrifügó a 8000 

rpm, por- 5 minutos. El sobr-enadante se r-etiró y el botón se r-esuspendió en agua 

bidestilada estér-il. Después se hir-vió a J()()ºC por- 5 minutos y se centrifügó a 8000 rprn, 

por- 5 minutos. El sobrenadante se almacenó a -20ºC. hasta que se r-ealizó PCR (lida el. 

al. 1997). 

•Técnica de sacar-osa. El cultivo se centrifugó a 12000 rpm por- 5 minutos, y se 

r-esuspendió en 200µ1 de buffer- STET (Sacar-osa 8% (w/v). Tritón X-100. al 0.1% (w/v), 

EDT A 50mM y TRJS-HCI 50mM (pH-8)). Se agregaron 4µ1 de lisozima (50µg/ml) y se 

incubó 15 minutos a temperatura ambiente. Se hir-vió 45 segundos y se centrifugó a 

12000 rpm por- JO minutos. Se retiró el botón fonnado y se agr-egó CTAB (5% w/v). Se 

centrifugó a 12000 rpm por- 10 minutos. Por último se desechó el sobrenadante y el 

botón f"ormado se resuspendió en 100µ1 de agua bidestilada estéril. Se almacenó a -

20ºC. hasta que se realizó el PCR. 

•Técnica de fenol-cloroformo. El cultivo obtenido en caldo luria se centrifugó 5 

minutos a vel_ocidad máxima de la centrifüga y el botón formado se resuspendió en 

567µ1 de TE IX, 30µ1 de SDS al 10% y 3µ1 de proteinasa K y se incubó 1 hora con 
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agitación. En seguida se agregaron JOOµ de NaCI (5M) y 80µ1 de CTAB/NaCI, se 

incubó 1 O minutos a 65ºC. Al tennino de esto se le agregó igual volumen de 

cloroformo/alcohol isoamilico y se centrifugó por 5 minutos a 14000 rpm. Se le extrajo 

el sobrenadante y a éste se le agregó igual volumen de fenol/cloroformo/alcohol 

isoamilico y se centrifugó 5 minutos a 14000 rprn. Se extrajo el sobrenadante y a él se le 

adicionó igual volumen de alcohol isopropanol se centrifugó 5 minutos a 14000 rpm. Se 

extrajo el sobrenadanle y al bolón se le agregaron 600 µI de alcohol eranol, se centrifugó 

5 minutos a 14000 rpm, se tiró el sobrenadante y el botón formado se resuspendió en 

50µ1 de agua bidestilada esléril. Se almacenó a -20ºC. hasla que se realizó PCR. 

El método seleccionado fue la extracción fenol-cloroformo 

Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 

• Mezcla de amplificación 

Los programas utilizados se estandarizaron basados en lo propuesto por Suthienkul et al. 

(1995), para la amplificación del gene ure y para los genes de las hemolisinas tdh y trh 

reportado por lida et al. ( 1997) 

Para preparar la mezcla de amplificación, se utilizaron las secuencias de los 

oligonucleótidos referidos por Suthienkul et al. (1995) para la detección del gene ure y 

para los genes trh y tdh sefialada por I ida et al. ( l 997X cuadro 1 ). 

La mezcla de amplificación para tdh y trh se preparó con 2.85µ1 de solución pH 7, 

0.595µ1 de dNTP's (JOmM), 22µ1 de agua, 0.28µ1 de Taq ADN polimerasa (Gibco), 

1.1428µ1 de oligonucleótidos ~trh y tdh de cada uno) y 2.5 µI de ADN muestra. 

La muestra para la amplificación del gene ure fué: 2.85µ1 de solución pH 7, 0.595µ1 de 

dNTP's (IOm~). 22.632µ1 de agua, 0.28µ1 de Taq ADN polimerasa (Gibco), 1.1428µ1 

de oligonucleótidos (ure) y 2.5 µI de ADN muestra. 
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Cuadro 1. Secuencia de oligonucleótidos utilizados para los genes ure, tdh y trh. 

gene Oligonucleótidos 

ure2 5'-CGTCGAA TTC(A/T)(A/G)AT(A/T)(G/C)TIAC IGC(T /C)G(G/C)IGGIATIGAT-3' 

ure4 5' ·GCTCGAA TT ·CA(G/A)(G/ A)T(G/T)(G/ A)TG(G/A)CAIACCA TlAlCAT(G/A)TC-3' 

tdh 5' ·GTACCGATATTTTGCAAA-3' 

tdh 5' -A TGTTGAAGCTGTACTTGA-3' 

trh 5' -CTCTACTTTGCTTTCAGT-3' 

trh 5' -AATA TTCTG-GAGTTTCAT ·3' 

o § ~\ 1. J. lnfect. Ois. 172: 1405-1408. 1995. 

~ 2. J. Med. Mir.robiol. 48: 638-645. 
z 

~ 

Tamano Ref 

615pb 1 

382pb 2 

460pb 



• Condiciones para la amplificación 

Para detenninar la presencia de los genes que c:odifican para las hemolisinas. genes trh y 

tdh se utilizó el termociclador HP-9700 (Hewlett Packard). con los programas. para 

trh. IX 94° 5'; 35X 94° 1 ·so ... 48° 2". 72° 2'30 .. ; IX 72° T y para tdh IX 94° s·; 35X 

94° l '30", 38º l '40 .. , 72º 2'; IX 72º 7'. 

Para el gene ure se utilizó un tennociclador HP-480 (Hewlett Packard) con el programa 

IX 94° 5'; 35X 94º l '30 .. , 55° 1 '4 ... 72º 2'; IX 72° 7'. 

• Electrof"oresis 

Los productos obtenidos de la PCR, se corrieron en un gel agarosa (Gibco) al l.S%. el 

cual contenía 3µ1 de bromuro de etidio (Zigma) por cada 100 mi de agarosa. El gel se 

colocó dentro de una camara horizontal para electrof"oresis (modelo 192 Bio-Rad) que 

contenía solución TBE IX [Tris Borato EDTA (5.4gr de Tris base. 2.7gr de ácido bórico 

y 20ml de EDTA 0.5Molar)]. En cada pozo del gel se depositaron 15µ1 de muestra. Al· 

gel se le aplicó una corriente de IOOVolts por 90 minutos aproximadamente. La 

observación de los amplificados se realizó en un documentador de imágenes (Kodak ID 

lmage Analysis Software, 2000) donde se imprimieron las imágenes de los geles que se 

presentan en este estudio. 
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Resultados 

El análisis de la infonnación obtenida de los registros de la Secretaria de Salud. en el 

estado de Tabasco. durante los ai1os de 1997, 1998 y 1999 mostraron que los casos de 

gastroenteritis eran más de 80 000 por ai1o sin determinar la etiología de las 

enf"ennedades. Con respecto a las inf"ecciones ocasionadas por Vihrio cholerae fueron 

menores al 1 % en los tres ai1os (figura 1 ). Aunque ·-1as cifras de enf"ennedades 

intestinales son altas la gran mayoría son de origen desconocido. 

Para evaluar la posible participación de Vihrio parahaemolyticus en la etiología de este 

padecimiento, se realizó la búsqueda intencional de la bacteria en la Laguna de 

Mecoacán. Tabasco. 

Durante un estudio previo para evaluar la presencia de Vihrio cholerae. se colectaron 

muestras de sedimento. agua y ostión en dos épocas del ai'lo. lluvias (septiembre. 1997) 

y secas (mayo. 1998), se muestreó en siete estaciones de la Laguna de Mecoacán. 

Tabasco (figura 2). 

De estas muestras se obtuvieron 208 aislamientos identificados como Vihrio 

parahaemo/yticu.•·. El 59".A. (122) fueron obtenidos en la época de lluvias y el 41% (86) 

en secas. La distibución por tipo de substrato mostró 94 aislados de agua (45%), 65 de 

ostión (31 %) y 49 de sedimento (24%). 

Se observó además que tanto en agua como en ostión. el número de aislados f"ue similar 

en los dos periodos de estudio. mientras que en el sedimento, la cantidad de organismos 

f"ue mayor en la época de lluvias que en secas. Asimismo puede observarse. que el 

número de ail!lados por estación f"ue constante. 
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Figura 2. Laguna de Mecoacán, Tabasco. Los números indican loa sitios en que 

se localizan laa diferentes estacioi1es de mueetrao. 
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Caracterización por biotipos 

Para corroborar algunos resultados de identificación se realizaron pruebas bioqulmicas 

con dif"erentes sustratos. Cuando la identificación previa por el sistema Vitek se 

complementó con diforentes sustratos (pruebas bioquímicas) se observaron dif"erencias 

importantes. Al respecto se encontró que la hidrólisis de omitina mostró dif"erencia de 

19"/o de positividad mayor que la reponada por el sistema Vitek. Con la arginina el 

método tradicional reponó 27% de cepas que hidrolizaron el aminoácido contra solo 1% 

con Vitek. Al respecto la literatura refiere como negativa esta prueba. La utilización de 

citrato como fuente de carbono f"ue positiva solo en 1 % de los aislamientos con el 

sistema automatizado. mientras que con la técnica tradicional fueron positivas el 38% de 

los aislamientos. La formentación del manitol fue positiva en 97"/o de los aislados con 

Vitek y 68% con la prueba tradicional. Finalmente el 96% de los aislados fué positivo 

para el gluconato con Vitek y solo en el 0.5% con las pruebas tradicionales. 

Con estos datos se procedió a analizar la posible existencia de biotipos en la zona de 

estudio. Para elio se consideraron las siguientes pruebas bioquímicas. Indo!. Oxidasa. 

Voges Proskauer, Gluconato. Nitratos, Lisina. ONPG, Manito!, Citratos y Arginina. 

El análisis de los resultados obtenidos con estas pruebas determinó la presencia de 5 

biotipos diforentes, considerando como significativos por su abundancia a cinco, que 

representan el 84% de los 208 aislados (cuadro 2). 

Prueba de urea 

La producción de ureasa se considera importante ya que se ha reponado correlación con 

la prueba de hemólisis en cepas virulentas de aislados clinicos. En este estudio se 

observó que con el método automatizado solo el 1 % de las cepas presentó la prueba 

positiva. mientras con la prueba tradicional el 43% (90/208) de las cepas hidrolizaron la 

urea. 

"'1.·ºS'C' 0 u·- '-T • .!:'.,' ~o.J lw ¡ \! 
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. cuadro 2. Biotipos identificados en los aislados de Vibrio parahaemolyticus de la Laguna de Mecoacán, Tabasco. 

No.de 
Kanagawa Urea Oxidasa Trealosa Ornitina L.isina Nitratos lndol Arginina Manttol Citratos ONPG Sacarosa Gluconllo 

Voges No.de Frecuencia Biofipo Pl'Olklutr Org1nilmos 

Cepa 
+ + + + + + + + . . + . . . . 

control 

1 (+/-) (+/-) + + + + + + . (+/-) (+/-) . . . . 123 59.13 

2 (+/·) (+/-) + + + + + (+/-) + (+/-) . . . . . 54 25.96 

3 (+/·) (+/-) + + + + + + + (+/-) (+/-) . . . . 26 12.49 

4 (+/-) (+/-) + + + + + + + + . + . . . 3 1.44 

5 (+/·) (+/-) + + + + + + (+/-) (+/-) + + . . . 2 0.96 

Total 208 99.98% 

¡.,¡ TESIS CON ,,, 
FALLA DE ORIGEN 



Prueba de hemolisinas 

Se considera que las cepas virulentas son productoras de hemolisinas. en el estudio se 

encontró que la prueba de Kanagawa, en agar Wagatsuma fue positiva en 120/208 

(82%). Ja prueba se repitió al observar que el porcentaje era alto. en este segundo 

ensayo. la lectura de la prueba se realizó a diferentes tiempos. observándose que el 

70/208 (34%) de los aislamientos lisó los eritrocitos a las 24 horas mientras que en el 

resto de las cepas se observó el mismo efecto 50/208 (48%) a las 48 horas. 

Al analizar la frecuencia con la que se presentaba las prueba de Kanagawa y urea 

positivas se encontró que el 35% del total de los aislamientos estudiados presentaron 

ambas pruebas positivas (cuadro 3). 

Detección de genes de viru!encia 

• Obtención de ADN 

Se utilizaron tres métodos de extracción de ADN para evaluar cuál podria ser más 

conveniente. Al respecto se observó que con la técnica de ebullición el ADN extraido no 

tenía mucha pureza. Lo anterior se detenninó al analizar el gel en el que se realizó la 

electroforesis y se observó una imagen con banda difusa. Con la técnica de sacarosa 

aunque se observó poca difusión de las bandas en el gel. pero al almacenar la muestra el 

ADN presentó degradación importante. La técnica de extracción que dió mejores 

resultados fué la de tenol/clorofonno. con ésta. el ADN no presentó difusión de las 

bandas y se pudo almacenar por meses sin que este suf"riera degradación. 

• PCR para íos genes ure. tdh y trh: 

Se consideró importante evaluar la presencia de los genes ure, tdh y trlt en diferentes 

aislados. La detección se hizo en 68 cepas (considerando este número representativo de 

las 208 cepas). con los fenotipos urea+/hemólisis+ (24). urea"/hemólisis+ (21). 

urea+/hemólisis" (8). y urea"/hemólisis- (15). Los resultados obtenidos mostraron que 
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ninguna de las cepas amplificó los tres genes. 14 t'ueron ure+. 6 trh+. En dos cepas 

dif"erentes se observó amplificación para dos de los genes una filé ure+ ltrh+ y la otra 

trh+ltdh+ (cuadro 4). 
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Cuadro 3. Pruebas de Ureasa y Fenómeno Kanagawa en cepas de 
Vibrio parahaemolyticus aislados de diferentes substratos. 

Ambiente Ureasa Kanagawa Ureasa y 
Kanagawa 

No. º/o No. º/o No. º/o 

Agua 3 1.44 51 24.52 31 14.90 
.• 

Ostión 10 4.80 27 12.98 22 10.57 

Sedimento 4 1.92 19 9.14 20 9.61 

TOTAL 17 8.17 97 46.63 73 35.09 
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Cuadro 4. Relación entra pruebas metabólicas para urea y hemólisis y presencia de 
los genes ure, tdh y trh, detenninadas por PCR. 

Ambiente Estación No. de Hidrólisis Hemólisis Genes 
No. cepas de urea 

ure ,,,, tdh 
Epoca de Lluvias 

Agua 1 1 + + - + -
Agua 5 1 + + - + -
Agua 6 1 - + + - -
Agua 6 1 - - + - -
Ostión 2 1 - + + - -
Ostión 7 1 - + - + -
Ostión 7 1 - + + - -
Ostión 7 1 - - + - -
Sedimento 1 1 + + + - -
Sedimento 2 1 + + + - -
Sedimento 3 1 + + + - -
Sedimento 4 1 + + + - -
Sedimento e 1 + + - + -
Sedimento 7 1 - - - + -

Epoca de secas 
Agua 3 1 + + - + -
Agua 3 1 + + + + -
Agua 5 1 + - + - -
Agua 6 1 + + - + + 
Agua 6 1 - - + - -
Agua 7 1 - + + - -
Ostión 5 1 - + + - -
Ostión 7 1 - + + - -
Total 22 15 8 1 
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Discusión 

Las bacterias del género Vibrio habitan aguas marinas. algunas especies 

como Vibrio cho/e rae O 1 y O 139 son patógenas para el humano. En 

México se han realizado estudios relacionados con la distribución 

ambiental y patogénesis de Vibrio cho/erae. Sin embargo, poco se ha 

hecho con respecto a Vibrio parahaemolylicu.v, bacteria que se aisló en el 

Estado de Puebla en 1974, antes de la aparición de la epidemia de cólera 

que se inició en 1992. 

Kaysner el al. ( 1990). encontraron una alta incidencia (71.5%) de Vibrio 

parahaemolylicus en agua. sedimento y ostión en Washington. Nuestro 

estudio coincide con lo anterior, ya que datos obtenidos en la Laguna de 

Mecoacán, muestran que Vihrio parahaemoly1icus está en mayor 

proporción que otras bacterias incluido Vibrio cholerae (Ramírez el al. 

1999). 

Colwel 1 el al. ( 1981). en un estudio realizado en la Bah la de 

Chesapeacke. E. U.A. encontraron que Vibrio parahaemo/y1icus se puede 

aislar del sedimento agua y ostión. Al igual que en el caso anterior, en 

nuestro trabajo se obtuvieron resultados similares ya que se realizó el 

aislamiento de Vihrio parahaemolyticu.•· en los tres substratos antes 

mencionados. 

Existen diferentes reportes en relación con los Factores ambientales que 

influyen en el aislamiento de Vihrio parahaemolyticus. Kaneko el al. 

( 1978). observaron que la bacteria se distribuye principalmente en 

regiones costeras y desembocaduras de los ríos. En relación entre la 
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asociación del aislamiento de la bacteria y las estaciones del afio, los 

mismos autores encontraron que se presentan cambios estacionales en la 

población de Vihrio parahaemolyticu.•· en el agua y sedimento, asociado 

con el cambio de temperatura en la superficie del agua. En dicho estudio 

la temperatura durante el invierno f'ue de -2ºC y la máxima en Julio de 

3 l .2ºC. Sakazaki ( 1979), reportó que Vihrio parahaemolyticu.~ crece 

entre los 15 y 42ºC, obteniendo su máximo desarrollo entre los 30-35ºC. 

En este estudio los resultados obtenidos coinciden con lo antes referido 

ya que la Laguna de Mecoacán se localiza en la zona costera y en ella 

desemboca el río Seco. En cuanto al cambio estacional, se puede 

mencionar que en la Laguna, la temperatura promedio anual es de 26 

±6ºC (Cortés et al. 2000). Lo anterior resulta importante por el hecho de 

que la bacteria se encontró presente en la Laguna, durante los dos 

periodos de estudio, sugiriendo que es factible aislarla en cualquier 

época del ai\o. Sin embargo, existen otros factores que al parecer 

influyen en la proporción de aislamiento. El ais!amiento de V. 

parahaemolyticu.<o fue mayor en época de lluvias que en secas. Esta 

observación pudiera estar relacionada con el arrastre de materia 

orgánica. materia fecal hacia la Laguna así como incremento de 

temperatura. Al respecto, es importante sei\alar que en las márgenes de la 

laguna existen asentamientos humanos, por lo que las actividades 

antropogénicas participan de manera importante en la presencia de la 

bacteria en la laguna y a su incremento en la época de lluvias. 

Sarkar et al.. ( 1983) mencionan que V. parahaemolyticus puede 

sobrevivir por tiempos prolongados dentro del plancton. ya que le sirve 

de protecciQn cuando las condiciones del ambiente son desfavorables. 

Olafsen et al. ( 1993), mostraron que en la hemolinfa y tejido suave de 
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bivalvos se encuentran bacterias como Vibrio cho/erae, V. 

parahaemolyricu.\', otras especies de Yibrio y Aeromonas. Willliams 

( 1984 ). muestra que la distribución en la frecuencia de Bdellovibrios en 

la columna de agua no está relacionada con parámetros como oxigeno 

disuelto, ya que a una profundidad de l 3m donde la presencia de oxigeno 

disuelto era nula se aislaron Bdellovibrios, por lo que concluyen que la 

presencia de la bacteria se debe a los hospederos. Esto apoya porque se 

aisló V. parahaemo/yticus en los tres ambientes. El haber aislado un 

número similar de V. parahaemo/yticus en agua y ostión en las dos 

épocas del año. se debe probablemente a que Vibrio se encuentra 

asociado al plancton. en los ostiones, así como en la materia orgánica en 

suspensión. Por otro lado que la bacteria se haya encontrado en el 

sedimento en un mayor número en época de lluvias que en secas, pudiera 

estar relacionado, con los aportes de aguas residuales que recibe la 

laguna y los arrastres naturales ocasionados por las lluvias. 

El Sahn et al. ( 1982). encontraron que en el Mar Alexandría. Egipto. el 

promedio de V. paraiiaemolyticus en los tres ambientes fue: en 

sedimentos de 0-23/g. en invertebrados de 0-150/g y en agua de mar de 0-

1 1 /mL. En Ja Laguna de Mecoacán en promedio se aislaron en sedimento 

6 org./estación en época de lluvias y < 1 org./estación en época de secas. 

En ostiones 5org./estación en lluvias y en secas. mientras que en agua 

6org./estación en lluvias y 7 org./estación en secas. Con ello se observa 

que el número de organismos aislados en la Laguna de Mecoacán es 

menor que el encontrado por mililitro en otras partes del mundo como 

Egipto. Esto nos conduce a considerar que esta pudiera ser la razón por 

la cual en México V. parahaemolyticus no ha ocasionado epidemias como 

en Japón. ln~ia, etc. 
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Es importante mencionar que en Tabasco que fue zona endémica de 

cólera, el número de casos reportados disminuyó con el tiempo (figura 

1 ). Sin embargo la incidencia de diarreas y gastroenteritis mal definidas 

se mantuvo elevada. Es factible que muchos de estos casos se relacionen 

con infecciones por V. parahaemo/yticu.•·. 

Con 208 aislamientos se conformaron cinco biotipos de los cuales 3 

fueron los más importantes por su abundancia (cuadro 2). 

Los resultados por biotipos permitieron identificar una gran variabilidad 

en las cepas aisladas en la época de lluvias. Esta observación pudiera 

deberse a los aportes de agua de lluvia y aguas residuales que transportan 

una mayor variedad de microorganismos e"cretados por individuos 

colonizados. 

No ~xiste en la literatura reportes de biotipos característicos de Vihrio 

parahaemalyticus. al respecto solo se han reportado las bioquímicas 

características y la producción de ureasa positiva (Lam. J 980). En este 

estudio se incluyen ambas pruebas que se han relacionado con cepas 

virulentas. Aunque se requieren más estudios al respecto el empleo de 

biotipos para caracterizar a la bacteria puede ser un procedimiento útil. 

Diferentes propiedades metabólicas han sido descritas para Vibrio 

parahaemolylicu.•·. algunas de ellas son la capacidad de hidrolizar urea y 

la de producir hemólisis. Estas propiedades han sido estudiadas debido a 

que han sido relacionadas con infecciones gastrointestinales. Sakazaki el 

al. ( 1963) mostraron que de 1700 cepas. solo el 4% era capaz de 

hidrolizar ur_ea. Colwel. ( 1974) analizó 30 cepas aisladas en Japón. de 

ellas el 97% e"presaron la u re asa. Twedt el al. ( 19-75) compararon la 
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prueba de ureasa en cepas aisladas en Estados Unidos y otros aislados en 

Japón, al respecto el 7.6% de las aislados en Japón presentaron la prueba 

positiva y ninguna de las de Estados Unidos. West et al. ( 1986) 

estudiaron 60 cepas ambientales, estableciendo que el 2.Sº/o producía 

ureasa. Abbott et al. ( 1989), seftalan como un biotipo a las cepas ureasa 

positivas aisladas en la costa Oeste de Estados Unidos y de la parte norte 

del Golf"o de México. 

En este estudio, el 43% de los aislados de Vibrio fueron capaces de 

hidrolizar la urea. Los resultados obtenidos muestran la existencia en la 

Laguna de Mecoacán de cepas de V. parahaemolyticu.s· con características 

de virulencia. 

De manera general las cepas de origen clínico producen hemólisis f3 

sobre agar Wagatsuma, sin .embargo. muy pocas de origen ambiental dan 

la prueba positiva, por lo que, las cepas ambientales son consideradas 

como no patógenas (Gosh y Sehgal, 2001 ). Sin embargo Shirai et al. 

( 1990), mostraron que entre el 1-2% de las cepas ambientales manifiestan 

el fenómeno Kanagawa positivo. 

En los 208 aislamientos de este estudio se observó que 82% de ellos 

presentaron hemólisis positiva, dato superior a lo registrado· en otros 

estudios. De estos el 55% presentó a hemólisis y el 27% f3 hemólisis. Por 

lo anterior se podría pensar que algunas de nuestras cepas provienen de 

pacientes y que muy probablemente se trata de cepas con genes patógenos 

(figura 3). 

Kaneko, 19-78, Salkar, 1983 y Olafsen, 1993, han sugerido la· 

sobrevivencia de aislamientos kanagawa positivos en sedimentos debido 
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B 

e 
Figura 4. Prueba de hemóliaia en eget" Wegamuma. A. no hemólaia; e, hemóliaia 

de 24 horas; C, hemólisia después de 24 horas. 
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a la asociación de las bacterias con otros organismos. Ello explica 

porque en la Laguna de Mecoacán. se obtuvieron aislamientos kanagawa 

positivos en sedimentos, agua y ostión. 

Los aislamientos de Vihrio parahaemolylicus de la Laguna de Mecoacán, 

por el hecho de presentar la prueba de ureasa y f'enómeno de Kanagawa 

positivas, sugieren la presencia de cepas con propiedades de virulencia 

capaces de producir enf"ermedad. 

Lo anterior plantea la necesidad de realizar estudios de vigilancia 

epidemiológica y el cultivo de heces de pacientes con cuadros de diarrea. 

Nishibuchi el al . . ( 1986). mostraron una asociación entre el fenómeno 

Kanagawa y el gene tdh, que está directamente asociado con 

c=:ntermedades gastrointestinales. Nishibuchi el al. ( 1989) reportan que se 

puede encontrar uno o los dos genes (tclh y trh) en una misma cepa. 

Nue.stros resultados coinciden aunque en baja proporción con lo 

reportado por dicho autor, ya que se observó una cepa con el gene trh y 

otra con ambos genes (lrh y tdh). 

Kayner el al. ( 1994) e fida el al. ( 1997) consideraron que la prueba · 

bioquímica de urea puede servir para predecir la posible virulencia de las 

cepas de V. parahaemolylicus, ya que se ha observado que la producción 

de urea está relacionada con la presencia del gene tdh+. Sehgal (2001). 

menciona que la producción de ureasa y la presencia del gene trh, 

indican virulencia. Kauf'man et al. (2002). manifiestan que la producción 

de ureasa está ligada con la presencia de los genes 1dh y trh. Dichos 

autores sugieren que la prueba de ureasa junto con la amplificación de 
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dichos genes por PCR pueden ser utilizadas para detectar cepas 

potencialmente patógenas. 

Con respecto a lo anterior, en nuestro estudio se observó una cepa clásica 

de virulencia. porque presentó las pruebas bioquímicas de -urea y 

Kanagawa positivas y con la prueba de PCR se determinó la presencia de 

los genes tdhltrh. (fig.4) 

También se encontró una cepa que presentó ureasa y kanagawa positivas 

y los genes de ure y trh presentes. 

Kaysner ( 1 990). observó existen cepas con el gene rrlr 1 con mayor 

actividad hemolítica en eritrocitos de humano que las cepas que presenta 

el gene trh2. La posible presencia de cua_lquiera de los. genes lrh en las 

cepas podría explicar la variabilidad de la hemólisis presente en las 

cepas y que una cepa presente el gene trh- y la prueba de hemólisis 

negativa, o bien que presente la hemólisis positiva y el gene trh+. 

En general se puede mencionar que en la Laguna de Mecoacán existen 

cepas de Vibrio parahae"1olyticus con propiedades de virulencia 

potencialmente patógenas para humanos. 

Es i1nportante considerar para estudios posteriores el empleo de otros 

iniciadores con el propósito de conocer si las pruebas metabólicas de 

hemol isinas corresponden a las hemolisinas descritas para Vibrio 

parahaemo/yticu.,· o estas cepas producen otro tipo de hemolisinas 

Los resultad~s llevan a considerar que a la Laguna de Mecoacán llegan 

aguas residuales de las zonas aledaftas. como son los asentamientos en la 

---·--··--------'' 
TESIS CON 37 

-~~(:"-:.. . .!-\. i:'E ORIGEN 



Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa al 2% revelado con bromuro de etidio. 

La fotografía se obtuvo con un amplificador de imágel ies (Kodak ID lmage 

Analysis Software, 2000). En los carriles 2, 3 y 4, se presentan resultados 

positivos de la cepa control, el gene U'9 (615pb), tm (480pb) y tdh (380pb). 

Carriles 7 y 11 se observan cepas positivas a los genes u'9, tm. 
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ribera de la Laguna. asf como también Jos aportes de los rfos que a lo 

largo de estos van acumulando materia orgánica con heces que llevan 

microorganismos. Entre éstos se puede mencionar Vihrio 

parahaemolyticus que es extraído de su hábitat a través del consumo de 

ostiones y regresado a su hábitat a través de en la materia orgánica donde 

puede permai:iecer por largos periodos, o establecerse nueva·mente en 

ostiones. 

El consumo de dichos alimentos podría estar relacionado con la alta 

incidencia de cuadros de gastroenteritis mal definidos. 

Debido a los resultados obtenidos, sugerimos que con este antecedente se 

debe prevenir a la población de este organismo. ya que la Laguna de 

Mecoacán se puede considerar como un Foco de int'ección hacia· la 

población, como también un reservorio para Vihrio parahaemolyticus que 

presente propiedades de virulencia. 
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Conclusiones 

Se identificaron S biotipos de Vihrio parahaemolyticu.v. de estos. 3 

fueron los más importantes. El número de biotipos varia con la época del 

año. y se sugiere está relacionada con los aportes que recibe la Laguna y 

los asentamientos humanos que existen a su alrededor. 

En la Laguna . de Mecoacán· se encuentran cepas urea+/hemolisis+ 

urea+/hemolisis-. fenotipos que se pueden considerar virulentos aunque 

no presenten los genes. 

El ensayo de PCR mostró cepas con genes de virulencia aunque la 

presencia podía o no coincidir con la prueba metabólica. 

Los resultados en su conjunto. muestran la existencia en la Laguna de 

Mecoacán. cepas de Vihrio parahaemolytii:us potencialmente virulentas 

que pueden ser responsables de muchos de los cuadros de gastroenteritis 

mal definidos que son reportados cada año en la entidad. 
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