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ABSTRACT of the thesis presented by Edgar Galvan Angeles as a partial requirement to
obtain the MASTER OF SCIENCE degree with orientation in MARINE BIOTECHNOLOGY.
Ensenada, Baja California, Mexico. December 2004.

INCIDENCE OF Vibrio parahaemolyticus IN BIVALVE MOLLUSKS
HARVESTED IN BAJA CALIFORNIA

Vibrio parahaemolyticus is a Gram negative bacteria, ubiquitous in marine and stuarine
environments. In recent years, some strains of V. parahaemolyticus have been related as a
possible cause of gastroenteritis in humans, due to the consumption of raw or partially
cooked shellfish. Two proteins secreted by V. parahaemolyticus, the Thermostable Direct
Haemolysin (TDH) and the TDH-related haemolysin (TRH), are known as the main
virulence factors. Thus, all virulent strains of V. parahaemolyticus has been found to be
either positive for TDH, TRH or both.

In this work, we analized a total of 24 lots of bivalve mollusks harvested in 4 aquaculture
farms located in the coastals of the Baja California peninsula. The objective was to evaluate
the presence or absence of pathogenic strains of Vibrio parahaemolyticus. The period of
sampling was from February 4 and July 21 of 2004.

For the identification of V. parahaemolyticus strains, we used the amplification of the
highly conserved fragment R72H by the Polymerase Chain Reaction (PCR). With this
methodology, all identified strains were subjected for the amplification of the tdh and trh
genes, which encoded the main virulence factors

A number of 34 strains were identified as V. parahaemolyticus, nevertheless, any of them
were positive to haemolysins TDH or TRH. Therefore, shellfish harvested in the studied
farms do not represent a risk for human health as long as V. parahaemolyticus is concerned.

Keywords: Vibrio parahaemolyticus, Thermostable Direct Haemolysin (TDH), TDH
related-haemolysin (TRH). Bivalves mollusk.
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I. INTRODUCCION

I.1 Antecedentes

Debido a que los moluscos bivalvos como ostiones, mejillones y almejas, se
alimentan mediante la filtracion del agua que los rodea, la concentracién de
microorganismos en su interior es elevada. La seguridad microbioldgica de los bivalvos
como alimento humano, depende directamente de la calidad del agua en la que son
cultivados. Su cultivo en aguas que han sido contaminadas con desechos de origen animal o
humano, han sido la base de muchos brotes infecciosos de enfermedades entéricas y
envenenamientos con alimentos. La seguridad de la calidad de los alimentos, también
depende de la contaminacion de estos por especies bacterianas que se multipliquen en

niveles infecciosos durante operaciones de almacenamiento y distribucion.

En los ultimos afios, algunas cepas de V. parahaemolyticus han sido relacionadas como
causantes de gastroenteritis en humanos, asociadas al consumo de moluscos crudos o mal
cocidos. Dos proteinas secretadas por V. parahaemolyticus: la hemolisina directa
termoestable (TDH) y la hemolisina relacionada a TDH (TRH) son reconocidas como los
principales factores de virulencia, de modo que las cepas de V. parahaemolyticus patégenas

para humanos son positivas para TDH, TRH o ambas.

Con este trabajo se pretende dejar evidencia sobre la presencia o ausencia de cepas
toxigénicas de V. parahaemolyticus en moluscos bivalvos cultivados en costas de la
peninsula de Baja California, los cuales son productos de alto valor comercial en el

mercado interno y de exportacion.




1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo general
e Determinar la incidencia de Vibrio parahaemolyticus en moluscos bivalvos

cultivados en Baja California.

1.2.2 Objetivos particulares
e Evaluar la presencia o ausencia de los genes de las hemolisinas TDH y TRH en las
cepas de V. parahaemolyticus aisladas de moluscos bivalvos, intercalibrando
nuestra metodologia para la identificacion molecular de esta bacteria, con las

utilizadas en el Instituto Pasteur de Paris, Francia.

e Evaluar la presencia o ausencia de cepas patogenas de V. parahaemolyticus en
moluscos bivalvos cultivados en Baja California y establecer si su consumo

representa un riesgo para la salud.

e Prestar un servicio a los acuicultores de Baja California, utilizando los resultados de
este trabajo para demostrar la calidad bacterioldgica de su producto y que esto sea

de utilidad para su exportacion.




II. GENERALIDADES

IL.1 Riesgos para la salud por consumo de nlolllécos bivalves contaminados por
bacterias

Cuando los moluscos bivalvos cultivados no son microbioldgicamente limpios, los
consumidores de estos alimentos de origen marino mal cocidos o crudos se encuentran en
riesgo de contraer infecciones ocasionadas por diversas bacterias, entre ellas las
pertenecientes al género Vibrio, donde algunas especies son las principales causantes de
gastroenteritis asociada al consumo de alimentos de origen marino en el mundo. Ademads de
los moluscos bivalvos, otros tipos de mariscos como el camaron y cangrejos pueden estar
involucrados como causantes de enfermedad por presentar altas concentraciones de

bacterias patogenas pertenecientes al género Vibrio (DePaola, A. et al 2003).

1L.2 El género Vibrio

Los miembros del género Vibrio son bacterias acudticas que se encuentran en una
amplia variedad de sitios como el océano, estuarios, lagos y estanques. Vibrio spp. es un
elemento natural en un medio marino equilibrado, y su asociacién con organismos
proporciona efectos benéficos en la retencién de sal como en los copépodos y otros

organismos que juegan un papel vital en la cadena alimenticia.

La concentracion de los Vibrio varia directamente con la temperatura, alcanzando altas

concentraciones en aguas con temperaturas entre los 17 a 35°C y que contengan de 5 a




25%o de salinidad. Los Vibrios halofilicos requieren ion sodio para su crecimiento y pueden

alcanzar concentraciones muy altas en aguas con salinidad de 5 a 8 %o (Janda et al. 1988).

1.3 Caracteristicas generales de Vibrio parahaemolyticus.

Vibrio parahaemolyticus es una bacteria Gram negativa, que vista al microscopio
aparece como bacilo recto y en ocasiones curvo con extremos redondeados, usualmente se
presenta como célula tnica pero ocasionalmente forma cadenas. La forma de vida libre de
V. parahaemolyticus, la célula swimmer (Figura 1), estd bien adaptada para la locomocion
en ambientes liquidos. La bacteria es eficientemente impulsada por un flagelo polar tnico.
Como un organelo propulsivo, el flagelo polar permite a la bacteria aproximarse a las
superficies y tal vez superar las interacciones electrostaticas negativas. El crecimiento en
superficies o en ambientes viscosos induce la diferenciacion a la célula swarmer (Figura 2),
la septacion cesa y la célula se alarga, usualmente hasta 30pm en longitud. La induccion de
un segundo sistema de motilidad, el sistema lateral, conduce a la elaboracion de numerosos
flagelos en arreglos peritricos. La célula swarmer estd adaptada para el movimiento en
superficies o a través de ambientes altamente viscosos. El flagelo polar funciona
pobremente en un medio de alta viscosidad mientras que el flagelo lateral propela
eficientemente a la bacteria en este ambiente. TLos ﬂagelols laterales son completamente

distintos del flagelo polar (McCarter L. 1999).




Figura 1. Célula swimmer.

Figura 2. Célula swarmer




11.3.1 Ecologia de Vibrio parahaemolyticus

El habitat comin de V. parahaemolyticus son ambientes marinos y estuarinos,
puede existir planctonicamente o adherida a superficies sumergidas inertes o animadas,
incluyendo materia suspendida y organismos marinos. En la mayoria de las dreas donde se
conoce la presencia de V. parahaemolyticus, la incidencia de este organismo sigue un ciclo
estacional, con altas concentraciones en verano y otofio y menores concentraciones en
invierno (Joseph et al 1983). En paises tropicales, el ciclo estacional de V.
parahaemolyticus esta correlacionado con estaciones lluviosas o secas. En Vietnam, las
concentraciones mas altas ocurren en los meses lluviosos de marzo y abril, las
concentraciones mas bajas ocurren en meses secos de diciembre a febrero (Chowdhury et

al. 2004).

V. parahaemolyticus crece dentro de un intervalo de temperatura tipico de los meséfilos,
con una temperatura minima de crecimiento de entre 9 y 10° C, una temperatura maxima de
crecimiento de aproximadamente 44° C y una 6ptima entre 35 y 37° C. V. parahaemolyticus
generalmente es aislado de aguas cercanas a la costa o en estuarios y es raramente aislado
en regiones pelagicas de los océanos Se ha observado que la incidencia de V;
parahaemolyticus en agua marina disminuye con la profundidad de la costa, ademas se han
recuperado pocas bacterias de sedimentos profundos Ademas de la temperatura y de la
salinidad, la variacion estacional de V. parahaemolyticus también puede estar influenciada

por sus interacciones con el plancton y con organismos superiores (Joseph et al 1983),




11.3.2 Genoma de V. parahaemolyticus

El genoma de V. parahaemolyticus consta de 4832 secuencias codificantes en dos
cromosomas, el cromosoma | esta compuesto por 3'288,558 bp y el cromosoma 2 de
1'877,212 bp, con un contenido de G+C de 45.4% cada uno (Figura 3), La mayoria de los
genes esenciales requeridos para el crecimiento y viabilidad y los genes para todas las
proteinas ribosomales se encuentran en el cromosoma 1. Varios genes involucrados en rutas
metabdlicas esenciales como la glucolisis estan localizadas solo en el cromosoma 2, lo que
sugiere que el cromosoma 2 también es esencial para el crecimiento y viabilidad. El
cromosoma 2 parece contener genes mas relacionados a la regulacion transcripcional y
transporte de varios sustratos que el cromosoma 1, estos genes tiene un papel en la
respuesta a cambios ambientales, sugiriendo que el cromosoma 2 juega un papel en el
cambio ambiental. Los genes para el flagelo polar (constitutivamente expresado) se
encuentran en el cromosoma 1, mientras que los genes para el flagelo lateral se encuentran
en en el cromosoma 2, de nuevo sugiriendo que ¢l cromosoma 2 contiene los genes para la

adaptacion bacteriana (Makino et al. 2003).
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Figura 3. Representacion circular del genoma de Vibrio parahaemolyticus.
De fuera hacia adentro: el primer y segundo circulos muestran regiones codificantes de proteinas en las hebras (+) y (-).
Los colores corresponden a las principales clases de genes; Negro denota proteinas hipotéticas incluyendo proteinas
conservadas y no conservadas en otras bacterias. El tercer circulo muestra genes relacionados con transposones (negro),
fagos (azul), super integron (rosa), flagelo (verde) y patogénesis incluyendo pili y adhesisnas (rojo). El cuarto circulo
muestra la G-C. el quinto circulo muestra el porcentaje de G+C en relacién a la G+C media para ¢l genoma. El sexto y
séptimo circulo son rRNA y (RNA respectivamente,




11.3.3 Islas de patogenicidad de Vibrio parahaemolyticus

Se identificaron las islas de patogenicidad de V. parahaemolyticus en el cromosoma
2, la cual consta de 80 Kb. El contenido G+C de la region es de 39.8%, obviamente menor
al porcentaje G+C del genoma completo, lo cual es una caracteristica de las islas de
patogenicidad. La isla incluye varios genes relacionados a la virulencia como los
homologos del factor necrosante citotoxico de Escherichia coli y la exoenzima T de
Pseudomonas. Ademas se ha demostrado la presencia de los genes de la hemolisina directa
termoestable (TDH) y el gen de la hemolisina relacionada a la TDH (TRH) dependiendo de

la cepa de V. parahaemolyticus (Makino et al. 2003).

Dentro de la isla de patogenicidad en el cromosoma 2 de V. parahaemolyticus, se identifico
un grupo de genes para el sistema de secrecion tipo III (TTSS). Los patogenos bacterianos
que causan enfermedades por interacciones intimas con células eucariotas, como
Salmonella sp, Shigella sp, Yersinia sp y patégenos de plantas, tienen este sistema de
secrecion. Se ha encontrado que las cepas de V. parahaemolyticus productoras de TDH
(fenomeno Kanagawa positivo) poseen exclusivamente los genes para TTSS, lo que sugiere
que la presencia de TTSS estd fuertemente relacionada a la patogenicidad de V.
parahaemolyticus en seres humanos. Algunos de los productos codificados en la isla de
patogenicidad son homologos a las proteinas efectoras de otros patogenos, como YopP de
Yersinia sp, asi que la isla de patogenicidad de V. parahaemolyticus puede también

contener proteinas efectoras secretadas por el TTSS (Makino et al. 2003).
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Al menos otros 50 genes posiblemente involucrados en la patogenicidad de V.
parahaemolyticus fueron identificados en el genoma. Estos incluyen genes para la
adherencia bacteriana y formacién de biofilmes, como los genes para la biosintesis de
diversos pilis y los genes fad, y para varias toxinas homologas incluyendo una toxina RTX.
Otro grupo de genes para TTSS (al menos 30) fueron identificados en la posiciéon 1.77 —
1.81 Mb a partir del origen de replicacion del cromosoma 1 de V. parahaemolyticus. Estos
genes se encuentran tanto en cepas patogenas y no patogenas de V. parahaemolyticus, a
diferencia del TTSS localizado en la isla de patogenicidad de V. parahaemolyticus en el
cromosoma 2, la region TTSS en el cromosoma 1 posee un porcentaje G+C similar al del

resto del genoma (Makino et al. 2003, Tagomori et al. 2002).

114 Identificacion de Vibrio parahaemolyticus

I1.4.1 Patron bioquimico

V. parahaemolyticus, como otros vibrios, es un anaerobio facultativo, posee tanto
metabolismo oxidativo como fermentativo (Tabla I). Produce catalasa y citocromo oxidasa.
V. parahaemolyticus fermenta la glucosa sin la produccion de gas y no produce acetoina
por lo que es Voges-Proskauer negativo, fermenta la galactosa, levulosa, maltosa, manitol,
manosa y ribosa; pero no fermenta lactosa, melizitosa, rafinosa, ramnosa, salicina, sorbosa,
sorbitol, sacarosa, xilosa, adonitol, dulcitol, eritrol e inositol. Variaciones entre cepas
pueden observarse en la fermentacion de arabinosa, celobiosa y melibiosa. V.

parahaemolyticus es positivo para la produccion de indol, y posee lisina y orinitina
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descarboxilasas, reduce nitritos y degrada gelatina, quitina, almidon, caseina y lecitina.

Generalmente es negativo en la actividad de la arginina dehidrolasa (Joseph et al. 1983),

Tabla I. Caracteristicas bioquimicas minimas para la identificacion de V. parahaemolyticus,

Prueba Resultado
Bacilo Gram negativo. 4
Oxidasa. +
Acido a partir de glucosa bajo una capa de aceite mineral. +
Gas a partir de glucosa. -
Acido a partir de manitol. +
Acido a partir de sacarosa. -
Acetilmetilcarbinol -
Sulfuro de hidrégeno -
L-lisina descarboxilasa +
L-ornitina descarboxilasa +

L-arginina dehidrolasa -
Crecimiento en caldo triptona al 1% -

Crecimiento en caldo triptona al 1% con 8% de NaCl +
Crecimiento en caldo triptona al 1% con 10% de NaCl -
Crecimiento a 42°C +

La identificacion de Vibrio parahaemolyticus mediante el cultivo en medio sélido, es
realizada en el medio selectivo TCBS (agar Tiosulfato Citrato Sales Biliares). Este medio
inhibe a la mayor parte de otras especies bacterianas debido a la presencia de sales biliares,
citrato de sodio y un pH alcalino de 8.6. Una buena diferenciacion de especies de Vibrio es
proporcionada por la reaccion de la fermentacion de la sacarosa contenida en el medio
TCBS. V. cholerae y V. alginolyticus fermentan la sacarosa, produciendo colonias
amarillas, indicada por el cambio de color en el azul de bromotimol y azul de timol que
estan incluidos en el medio. V. parahaemolyticus generalmente no fermenta la sacarosa, por
lo que aparece como una colonia azul-verde. Su identificacion es completada con pruebas

bioquimicas (Joseph et al. 1983. Daniels et al. 2000).
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I1.4.2 Tipificacion serolégica

La tipificacion serologica de V. parahaemolyticus (Tabla IT) esta basada en dos
estructuras antigénicas: el antigeno somatico O y el antigeno polisacarido capsular K. Los
antigenos H o flajelares son comunes a todas las cepas de V. parahaemolyiicus y por eso no

han sido utilizados para la tipificacion.

Existen 59 antigenos K y 12 antigenos O. Los antigenos K son substancias que contienen
considerables cantidades de hexosamina y grupos acetilo, se han descubierto numerosos
componentes de azlicares que varian en porcentajes entre los antigenos K descubiertos. Los
antigenos O son lipopolisacdridos que contienen glucosa, galactosa, glucosalina, heptosa,
fosforo, acidos grasos esterificados y compuestos nitrogenados. La predominancia del
serotipo varia dentro de las regiones geograficas afio con afio asi como entre las areas
mismas. Hasta el momento no se ha demostrado una relacién entre una caracteristica en

particular y el serotipo de una cepa de V. parahaemolyticus (Joseph et al. 1983).

Tabla Il Esquema antigénico de Vibrio parahaemolyticus

Antigenos O Antigenos K

1,25,26,32,38 41,56,58
3,28
4,5,6,7,29,30,31,33,37,43 45,48,54,57.59
4,89,10,11,12,13,34,42,49,53,55
15,17,30,47
18,46
19
20,21,22,39
23,44
24
36,40,50,51
52

P VeI A WN —
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11.5 El género Vibrio como causante de enfermedad en humanos.

El género Vibrio hasta hace poco tiempo ha sido sinonimo de la enfermedad
causada por el grupo 01 de Vibrio cholerae, debido a la asociacion unica de esta especie
con las epidemias y pandemias de colera. En la primera edicion de el Manual de
Microbiologia Clinica (1970) y en la octava edicion del manual de Bacteriologia
Determinativa de Bergey (1974), solo dos especies de Vibrio eran reconocidos como
patégenos humanos: V. cholerae y V. parahaemolyticus biotipos 1y 2 (V. alginolyticus).
Debido principalmente a los avances realizados en el area de taxonomia del género Vibrio,
actualmente se conocen 11 especies que han sido aisladas de muestras clinicas: V.
alginolyticus, V. cholerae, V. cincinnatiensis, V. damselaa, V. fluvialis, V. furnissii, V.
hollisae, V. metschnikovii, V. fnimicus, V. parahaemolyticus, V. vulnificus (Janda et al

1988).

I1.5.1 Epidemiologia de la infeccion causada por Vibrio parahaemolyticus.

Vibrio parahaemolyticus ha sido la especie del género Vibrio mas cominmente
aislada en humanos, y es el principal causante de gastroenteritis asociada al consumo de
alimentos de origen marino en el mundo. V. parahaemolyticus es una bacteria cosmopolita,
primero fue identificada en Japon y posteriormente se han reportado aislamientos en brotes
infecciosos en otros paises del continente asiatico como Corea, Tailandia, Indonesia,
Vietnam, China, India, Irdn, Rusia y Australia en Oceania. En Europa ha sido reportada en
Holanda, Gran Bretafia, Dinamarca, Espaiia, Francia, Italia, Escocia y en los mares Bltico,

Negro, Mediterraneo y del Norte. En Africa existen reportes de Togo y Madagascar; en
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Ameérica en Canada, Estados Unidos, Brasil, Chile y Panama. Hasta el momento no existen
estudios que relacionen la presencia de V. parahaemolyticus con brotes infecciosos en

México (Mead et al. 1999).

Un clén perteneciente al serotipo O3:K6 ha emergido recientemente como responsable de
las infecciones pandémicas en muchas partes de Asia, incluyendo Japon, Taiwan y los
Estados Unidos desde 1995. Diarreas causadas por un nuevo serotipo, O4:K68, han sido
notificadas entre viajeros internacionales en India, Bangladesh y Japon desde 1997. La cepa
O1:K intipificable (O1:KUT) ha sido aislada particularmente de pacientes de Bangladesh y
la India en 1997 y 1998. Se cree que todas estas cepas tienen un origen clonal comin (Hin-

chung 2000, Chowdhury et al. 2000).

Entre 1973 y 1998, los CDC (Centers for Disease Control) recibieron reportes de 40 brotes
de infecciones por V. parahaemolyticus en 15 estados de E.E.U.U., estos brotes resultaron
en 1064 casos. La mayoria de los brotes ocurrieron en los meses calidos. Doce (30%) de los
40 brotes por V. parahaemolyticus fueron reportados entre 1997 y 1998 lo que sugiere un

resurgimiento del patogeno (Daniels et al. 2000).

Entre 1988 y 1997, un total de 345 casos de infecciones por V. parahaemolyticus fueron
reportados a los CDC en los Estados Unidos, de los 345 casos, 202 (59%) tuvieron
gastroenteritis, 118 (34%) tuvieron heridas infectadas y 17 (5%) tuvieron septicemia. Otras
ocho infecciones fueron reportadas, incluyendo infecciones oculares, dticas, de vias

urinarias y peritoneales. Entre 88 pacientes con gastroenteritis por V. parahaemolyticus con
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historia alimenticia conocida, 77 (88%) reportaron haber comido ostras crudas dentro de la
semana en que se presento la enfermedad. El sintoma mas comun fue la diarrea, aunque
solo el 30% de los casos presentd diarrea sanguinolenta. Entre los 11 pacientes con
septicemia e historia alimenticia conocida, 10 (91%) consumieron moluscos crudos. De los
casos reportados, 12 pacientes fallecieron como consecuencia de la infeccion, 10 (83%)
tenian una condicion médica preexistente: alcoholismo, enfermedad hepdtica, enfermedad
renal, enfermedad vascular y diabetes. Todos los sindromes de infecciones por V.

parahaemolyticus fueron mas comunes en los meses calidos (Daniels et al. 2000).

11.5.2 Manifestacion clinica de la enfermedad y mecanismo de patogenicidad.

Las manifestaciones clinicas de las infecciones por V. parahaemolyticus incluyen
diarrea, colicos abdominales, nausea, vomito, diarrea sanguinolenta, dolor de cabeza, fiebre
y celulitis localizada, con un periodo de incubaciéon de 4 a 96 horas. La diarrea
generalmente es liquida de color café y sin presencia de leucocitos ni sangre. En casos mas
severos, la diarrea es mucoide y sanguinolenta y se presenta una gran cantidad de

leucocitos polimorfonucleares (Morris J.G. 2003)

11.5.3 Hemolisina Directa Termoestable

En Octubre éO y 21 de 1950, ocurrié un brote por envenenamiento alimenticio en
los suburbios de Osaka, Japon. De 272 pacientes que sufrieron de gastroenteritis aguda, 20
murieron. Los sintomas que estos pacientes presentaron fueron dolor abdominal agudo,

vomito y diarrea, con heces acuosas y en algunos casos sanguinolentas. La bacteria




causante del brote fué identificada y posteriormente nombrada como Vibrio

parahaemolyticus (Joseph et al. 1983).

En estudios epidemiologicos posteriores, se descubrio que las cepas de V.
parahaemolyticus aisladas del brote de 1950 producian una fB-hemdlisis en un agar que
contiene sangre de conejo y es especialmente preparado (agar Wagatsuma), mientras que

cepas de V. parahaemolyticus aisladas de alimentos de origen marino no eran hemoliticas.
A la hemolisis producida por V. parahaemolyticus en agar Wagatsuma se le dio el nombre
de fendomeno Kanagawa positivo, de este modo se aceptd que el fendomeno Kanagawa esta

relacionado a la patogenicidad de V. parahaemolyticus (Takeda Y. 1982).

Desde que se establecio la relacion entre el fenomeno Kanagawa positivo y la
enteropatogenicidad en humanos de cepas de V. parahaemolyticus, se intentd aislar a la
sustancia causante de la hemolisis. Fue hasta 1971 que se logrd aislar una proteina
termoestable a partir de un filtrado de cepas de V. parahaemolyticus fenémeno Kahagawa
positivo y supuso que esta era la hemolisina responsable del fenomeno. Se acuiid el nombre
de Hemolisina Directa Termoestable (TDH, por sus siglas en inglés), ya que esta
hemolisina no es inactivada cuando es sometida a calentamiento de 100°C por 10 minutos

ni requiere la adicion de sustancias para causar hemolisis (Joseph et al. 1983).

La TDH es una proteina libre de carbohidratos y de lipidos, con un peso molecular de
42,000 Da, estd compuesta de 2 subunidades de aproximadamente 21,000 Da cada una. La

TDH purificada posee varias actividades biologicas como actividad hemolitica, actividad
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citotoxica en varias células cultivadas y toxicidad letal en ratas y ratones (Takeda, Y.

1982).

El mecanismo de la hemolisis inducida por la TDH involucra la union de la hemolisina al
eritrocito actuando como porina (formadora de poros) en la membrana plasmatica del
eritrocito y permitiendo la entrada de liquido extracelular, provocando un desequilibrio
osmotico y como consecuencia la destruccion del eritrocito o hemolisis. Existen datos de
que la TDH actfia de la misma forma tanto en las membranas plasmaticas de eritrocitos

como en las de enterocitos y fibroblastos de diferentes células animales.

Es sabido que la TDH es capaz de inducir la secrecion de iones cloruro en monocapas de
células epiteliales de colon humano (Caco2), las cuales son un modelo aceptado del epitelio
intestinal humano. Este efecto directo en la fisiologia epitelial es mediado por iones calcio.
Existe evidencia electrofisiolégica, bioquimica y morfolégica de que a altas
concentraciones la TDH produce un efecto citotdoxico en las células epiteliales del
intestino, Aunque el mecanismo de accion preciso de la TDH en la produccion de diarrea
aun no ha sido establecido, la evidencia disponible permite proponer tres pasos para
explicarlo. El primer paso consiste en la union de la toxina a un receptor especifico (ain
desconocido) que se encuentra en la porcion apical de las células epiteliales del intestino.
En el segundo paso, la union de la TDH a su receptor provoca la entrada inespecifica de
cationes debido a la formacion de poros en la membrana celular. A pesar de que la
secuencia de aminodcidos de la TDH no posee homologia significativa con las toxinas

formadoras de poros conocidas, la evidencia demuestra que la TDH posee la capacidad
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innata de formar poros. También se ha demostrado que el incremento en la concentracion
del calcio intracelular tanto por el influjo proveniente del exterior como el liberado desde
las reservas interiores causa la activacion de la proteincinasa C (PKC). Como consecuencia
de la activacion de la PKC y del incremento de la concentracion de calcio intracelular,
algunos de los canales de cloro dependientes de la concentracion de iones calcio
intracelular (se desconoce cual de los varios sistemas de canales que poseen las células
intestinales) son activados, provocando una secrecion de estos iones por las células
epiteliales intestinales, causando la secrecion de fluido o diarrea (Takahashi et al. 2000a,

Hardy S.P. et al. 2004)

Se han reportado casos, en que una infeccion gastrointestinal causada por V.
parahaemolyticus, ha generado una septicemia. El hecho de que la septicemia se presente,
sugiere que V. parahaemolyticus puede invadir el epitelio intestinal (Akeda Y. et al. 1997).
En el intestino se encuentran altas concentraciones de acidos biliares que incrementan la
produccion de TDH. Cuando la TDH se encuentra en grandes cantidades, esta puede jugar
un papel importante en la destruccion de la barrera celular y permitir que V.
parahaemolyticus penetre hasta el torrente sanguineo estableciendo una infeccion
generalizada en el ileo, y diseminandose hacia el higado, bazo y pancreas. Esto refuerza la
idea de que la TDH es un factor importante en la patogénesis de V. parahaemolyticus en
humanos, aunque esto no excluye la posibilidad de que otros factores estén involucrados

(Raimondi, F. et al 2000).
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11.5.4 Hemolisina Relacionada a la TDH (TRH)

En 1985, se present6 un brote de gastroenteritis en la republica de Maldivas ubicada
en el sudeste asiatico, de-donde se aislaron cepas de V. parahaemolyticus que eran
negativas al fenomeno Kanagawa (KP-) (Hondo et al. 1987). Estas cepas no poseian el gen
tdh, pero si producian una hemolisina inmunologicamente similar a la TDH, pero con
propiedades fisicoquimicas y hemoliticas diferentes. Esta hemolisina fué llamada

Hemolisina Relacionada a la TDH (TRH por sus siglas en inglés) (Honda, T. et al. 1988).

En un estudio posterior, se encontré que las cepas aisladas de Maldivas poseian secuencias
homologas pero no idénticas a las del gen #h. La homologia fue estimada en mas de 72.5%
pero menor al 80% en base a las condiciones de hibridacion. Se supuso que la secuencia
homologa se trataba del gen i La comparacion de los mapas de restriccion de los
fragmentos‘ de ADN que contienen los genes /7h y copias del gen tdh indican que las
secuencias de nucledtidos que rodean el gen 7 y aquellas que rodean las copias de los
genes /dh no son similares. Esto sugiere que el gen 7/ no fue generado por una simple

mutacion del gen fdh ni viceversa (Nishibuchi et al. 1985, Nishibuchi et al. 1989).

El peso molecular de la TRH es de 48 kDa y estd compuesta de 2 subunidades de
aproximadamente 23kDa cada una de ellas. El punto isoeléctrico de la TRH es de 4.6. La
TRH es inmunolégicamente similar a la TDH ya que se presenta reaccion cruzada con
antisuero anti-TDH con la TRH purificada como antisuero anti-TRH con TDH purificada
en pruebas como la inmunodifusion en gel Ouchterlony como en inhibicién de la

hemaglutinacion. La TRH produce hemdlisis de una forma semejante a la TDH en
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eritrocitos de algunos animales. Al igual que la TDH, la TRH no produce hemolisis en
eritrocitos de caballo. La TRH a diferencia de la TDH, pierde su actividad hemolitica si es

sometida a 60°C o mas durante 10 minutos (Yoh, M. et al. 1992).

Esta demostrado que la TRH induce en células del epitelio intestinal humano (Caco2), la
secrecion de iones cloruro a partir del incremento de la concentracion del ion calcio

intracelular de forma similar a la TDH (Takahashi et al. 2000b).

I1.6 Pruebas para la identificacion molecular de Vibrio parahaemolyticus basadas en la

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Anteriormente, la identificacion de un microorganismo patogeno requeria de
técnicas microbioldgicas laboriosas, consumidoras de tiempo y en algunas ocasiones
incapaces de diferenciar al causante de la enfermedad. Con el advenimiento de la biologia
molecular la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) ha demostrado ser una

metodologia que ofrece rapidez y especificidad en la deteccion de patégenos.

Se han desarrollado diversos métodos moleculares para la deteccion de cepas de V.
parahaemolyticus en productos marinos utilizando como blanco a genes diferentes (Lin et
al 1993, Bej et al. 1995, Venkateswaran 1998). Sin embargo posteriormente se reportd que
algunas cepas de V. vulnificus y V. alginolyticus generaban amplicones no especificos (Kim

et al 1999, Robert-Pillot et al. 2002).
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El fragmento de ADN R72H esta altamente conservado en cepas de V. parahaemolyticus
y también puede ser usado como marcador especifico para la especie (Lee et al 1995),

aunque su funcion atn es desconocida, (Robert-Pillot et al. 2002).

11.6.1 Amplificacién del fragmento R72H por la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR)

Debido a que la mayoria de las cepas ambientales de V. pw'(:/:(:@ri:élyticus no
poseen los genes de las hemolisinas TDH o TRH que si son encontradas en la mayoria de
las muestras clinicas, existia la necesidad de una prueba especifica que identificara V.
parahaemolyticus sin importar su origen. Con este objetivo, Lee y colaboradores
desarrollaron una sonda (VP5) de ADN a partir del conocimiento de la secuencia de 1,275
bp del gen de la TDH (Nishibuchi et al. 1985). Esta sonda hibrido especificamente con
diferentes cepas de V. parahaemolyticus tanto de origen clinico como de origen ambiental,

y no hibridé con cepas diferentes a V. parahaemolyticus (Lee et al. 1992).

En un estudio posterior, se identifico y aislé el fragmento de ADN cromosomal donde la
sonda VPS5 hibridaba, con su clonacion se obtuvo un fragmento de 0.76 Kb al que le
designé pR72H. Este fragmento demostré estar altamente conservado entre las cepas de V.

parahaemolyticus (Lee et al. 1995a).

Con la secuenciacion del fragmento pR72H, no se encontraron sitios de inicio traduccional,
posibles marcos de lectura abiertos, ni la secuencia consenso Shine-Dalgarno. Andlisis de

las secuencias que se encuentran a ambos lados del fragmento R72H muestran que este
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fragmento estd localizado después de un operon de rARN y esta compuesto de una region
no codificante y de un gen de fosfatidilserina sintetasa. No se encontré homologia
significativa de pR72H y los genes de hemolisinas dvh, (dh, trh, o tlh; asi como para genes

5S 0 16S rARN de V. parahaemolyticus (Lee et al. 1995a, Wu et al. 1998).

La secuenciacion del fragmento pR72H permitio, posteriormente el disefio y sintesis de
iniciadores para ser utilizados en la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). Las
secuencias disefiadas fueron: 5'TGCGAATTCGATAGGGTGTTAACC-3" (designada
VP33) y 5'-CGAATCCTTGAACATACGCAGC-3" (designada VP32). Los valores de 7m
de los iniciadores fueron 71.3 y 69.3 °C, respectivamente. El producto de amplificacion

esperado era de 387 bp. (Lee et al. 1995b).

En un estudio posterior, se demostré que ademas de la amplificacion del fragmento pR72H
de 387 bp, en algunas cepas de V. parahaemolyticus se amplifica un fragmento de 320 bp
(figura 4), este fragmento mas pequefio muestra en su secuencia una homologia de 81 % en
comparacion con el amplificado de 387 bp, posiblemente debido a pérdida de un pequefio
fragmento o a un rearreglo de ADN. Sin embargo, la amplificacion del fragmento 387 ¢
320 bp debe considerarse como especifico de V. parahaemolyticus (Robert-Pillot et al.

2002).
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11.6.2 Deteccién de la Hemolisina Directa Termoestable (TDH) y la Hemolisina

Relacionada a TDH (TRH) por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

El efecto patéogeno en humanos que sigue a la infeccion por V. parahaemolyticus ha
sido asociado con aquellas cepas que producen la Hemolisina Directa Termoestable (TDH)

o la Hemolisina Relacionada a la TDH (TRH).

Seguido al aislamiento de una cepa de V. parahaemolyticus, la produccion de TDH por
esta cepa ha sido identificada por la hemolisis B en agar sangre Wagatsuma y es referida
como fendmeno Kanagawa positivo. Sin embargo, la prueba del fenémeno Kanagawa
consume mucho tiempo, el medio de cultivo es laborioso para preparar y la prueba puede
no ser determinante debido a que varias cepas aisladas de muestras clinicas son Kanagawa

negativos y no producen TDH (Takeda 1982).

De igual forma, el empleo de métodos inmunologicos, han demostrado ser menos
laboriosos y altamente sensibles en detectar la TDH, pero fallan en identificar cepas
clinicas que carecen de la TDH. Ademas, actualmente no existe una prueba in vifro que
demuestre la produccion de TRH en V. parahaemolyticus (Honda et al. 1980, Honda et al.

1982, Bej et al. 1999).

Con el paso del tiempo se han desarrollado sondas de ADN y de oligonucleétidos dirigidas
especificamente a los genes /dh y (rh demostrando una fuerte correlacion entre cepas

clinicas y la presencia de cualquiera de estos genes, sugiriendo que tanto el gen tdh o el trh
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son factores de virulencia en V. parahaemolyticus. Sin embargo, se ha demostrado que
estas sondas reaccionan positivamente con cepas de V. parahaemolyticus y con cepas de
otros Vibrios como V. hollisae, V. mimicus, y V. cholerae no-O1 (Tada et al. 1992, Lee et

al. 1995a).

En estudios posteriores basados en la amplificacion por PCR, un nimero de cepas
virulentas fueron f#dh positivo pero (rh negativo, mientras algunos mostraron amplificacion

para trh pero no para /dh (Lee y Pan, 1993).

La hibridacion ADN-ADN, usando sondas especificas para tdh o trh (Nishibuchi et al..,
1985; Nishibuchi et al. 1986), o el uso de polimorfismo de grandes fragmentos de
restriccion (RFLP) de los genes de fdh y irh  (Marshall S. et al. 1999) produjeron
resultados comparables a los del estudio de la PCR. Ademas, la hibridacion ADN-ADN
usando al gen tdh como sonda mostro hibridacion positiva con el gen semejante a tdh  en
cepas de vibrios no parahaemolyticus como V. hollisae, V. mimicus y V. cholerae no-O1

(Nishibuchi et al. 1985, Nishibuchi et al. 1986)

Por lo tanto, el uso del gen tdh exclusivamente como sonda para hibridacion ADN-ADN no
es confiable para la deteccion especifica de V.parahaemolyticus. En estudios separados, la
metodologia de amplificacién por PCR fue usada para detectar V.parahaemolyticus al

identificar solamente un fragmento del gen tdh (Lee y. Pan, 1993)




25

La necesidad de identificar cepas virulentas de V. parahaemolyticus en un solo paso, llevd
a la optimizacion de un procedimiento basado en la amplificacion por PCR de los genes

tdh, trh o ambos (Bej et al. 1999).

Para la realizacion de esta metodologia se disefiaron un par de iniciadores para amplificar
un fragmento del gen tdh: L-tdh: 5'-GTA AAG GTC TCT GAC TTT TGG AC-3" y R-tdh:
5°-TGG AAT AGA ACC TTC ATC TTC ACC-3" con valores de 7m de 48.58 y 52.37 °C

respectivamente. El producto esperado de la amplificacion es de 269 bp.

Para la amplificacion de un fragmento del gen /rh, se disefiaron los siguientes iniciadores:
L-trh: 5°-TTG GCT TCG ATA TTT TCA GTA TCT-3" y R- trh: 5'-CAT AAC AAA CAT
ATG CCC ATT TCC G-3" con valores de 7m de 51.37 y 58.32 °C respectivamente. El

producto de amplificacion esperado es de 500 bp.
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1. MATERIALES Y METODOS

I11.1 Validacion de metodologia microbiolégica por medio de infeccién de ostiones con
Vibrio parahaemolyticus.

Con el objetivo de validar la técnica de aislamiento e identificacion de V.
pa."almemolylicz}s en muestras de moluscos bivalvos, se procedio a analizar el efecto de la
temperatura, tiempo de incubacion y de enriquecimiento en los cultivos bacterianos; para
de acuerdo a los resultados obtenidos, confirmar que las condiciones establecidas en el
protocolo a emplear eran apropiadas para la realizacion del proyecto (DePaola et al. 1995,

Vargas et al. 1993).

Como controles se emplearon dos cepas de V. parahaemolyticus, la cepa tipo ATCC 17802
que no posee genes de patogenicidad tdh o trh y la cepa toxigénica 729 TDH positiva TRH
negativa, cedida amablemente por el Dr. Bruno Gémez Gil del Centro de Investigacion en

Alimentacion y Desarrollo (CTAD) unidad Mazatlan.

Se utilizaron cuatro grupos de 3 ostiones C. gigas obtenidos del mercado de mariscos local,
de los cuales el primer grupo fué colocado en un recipiente con 2 litros de agua de mar y
se les agregd 12 ml de una suspénsién de la cepa de V. parahaemolyticus no toxigénica con
una concentracion de 1 x 10% bacterias/ ml y se mantuvieron en esas condiciones toda la
noche. El segundo grupo se le aplicaron las mismas condiciones, excepto que fue inoculado
con la cepa toxigénica de V. parahaemolyticus. Al tercero y cuarto grupo se les mantuvo en

agua de mar pero no recibieron inoculacion de cepas de V. parahaemolyticus.
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Por la mafana, los 4 grupos de ostiones fueron procesad(}ns segin el procedimiento
establecido (Vargas et al. 1993), las conchas de los ostiones, se lavaron bajo el chorro del
agua con un cepillo. Los ostiones se abrieron insertando un cuchillo en la abertura bisal,
las valvas se separaron y se inclinaron para drenar el liquido intervalvar. El liquido y la
carne dé cada uno de los moluscos se depositaron dentro de un vaso de licuadora estéril.

Las muestras se homogenizaron durante un minuto en la licuadora.

Al homogenizado del grupo 3 se les adiciond 5 ml de una suspension de V.
z o .y 4 ;
parahaemolyticus toxigénico a una concentracion de 1 x 10" bacterias/ml, el cuarto grupo

se utilizd como control negativo.

Cada homogenizado fué procesado independientemente y 25 g de cada uno fueron
colocados en 4 matraces con 225 ml de Agua Peptonada Alcalina (APA) respectivamente,
Ademas, se tom6 0.1 ml de cada homogenizado y se deposito directamente sobre placas de
agar TCBS incubando a 30°C por 18 y 24 horas. Las colonias de color verde-azules,
sospechosas de ser V. parahaemolyticus, fueron sometidas a las pruebas de oxidasa, A las
colonias oxidasa positiva, se le realizaron pruebas de arginina dehidrolasa (ADH), Ornitina

descarboxilasa (ODC) y lisina descarboxilasa (LDC).

Siguiendo los pasos establecidos en el protocolo inicial, se procedié a la recuperacion de las

cepas de V. parahaemolyticus cultivadas bajo las diferentes condiciones.
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IL.1.1 Efecto del enriquecimiento con agua peptonada en el aislamiento de ¥V,
parahaemolyticus en ostiones artificialmente infectados

Los homogenizados incubados con enriquecimiento de agua peptonada alcalina
mostraron un mayor desarrollo de colonias de V. parahaemolyticus y un menor desarrollo
de colonias sacarosa positivas comparadas con las muestras no enriquecidas,
independientemente de la temperatura y el tiempo de incubacion (Figura 4). Confirmando

que el enriquecimiento es importante para la recuperacion de V. parahaemolyticus.

O Sacarosa
negativas

W Sacarosa
positivas

Sin Con
enriquecimiento enriquecimiento

Figura 4. Grafica que muestra el efecto del enriquecimiento con agua peptonada alcalina
(APA) en el aislamiento de cepas de V. parahaemolyticus de ostiones artificialmente
infectados. La temperatura de incubacion fue de 37°C.

I11.1.2 Efecto de Ia Temperatura
Las cepas enriquecidas de V. parahaemolyticus, fueron recuperadas en las tres

temperaturas de incubacion, 30, 37 y 41 °C, confirmando que esta bacteria puede
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desarrollarse en este amplio margen de temperatura. A 37 °C se observo que las cepas
sacarosa negativas crecieron en mayor cantidad que en las ofras tres temperaturas,por lo
que esta temperatura fue elegida como temperatura de incubacion, a pesar de que en esta
temperatura las cepas sacarosa positiva eran mas abundantes. El efecto contrario lo
observamos a la temperatura de 41 °C, donde se observa un menor crecimiento de ambas
cepas, pero la relacion de cepas sacarosa negativas es mayor que las positivas. (Figura 5).
Considerando que tanto a 30°C como a 41 °C, las cepas sacarosas negativas crecen de
forma semejante, consideramos también utilizar 41 °C, pues es evidente que en la Gltima
temperatura existe un menor desarrollo de cepas sacarosa positiva.
451 3
407
367
301
25
20

15
10

300¢  37°C  41°C

| 0Osacarosa negativas M sacarosa positivas |

Figura 5. Gréfica que muestra el efecto de la temperatura de incubacion en el aislamiento
de cepas de V. parahaemolyticus en ostiones artificialmente infectados

I11.1.3 Efecto del tiempo de incubacién

En todos los casos de enriquecimiento, se observd un buen desarrollo de la bacteria entre

las 18 y 24 horas de incubacion (Flgura 6).
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Cepas sacarosa negativas

18 hrs 24 hrs

Figura 6. Grafica que muestra que a 24 horas de incubacion, se recuper6 la mayor cantidad
de cepas que no fermentaban sacarosa.

Con estos resultados, se confirmé que las condiciones establecidas en la metodologia a
emplear en el proyecto, eran adecuadas para el aislamiento e identificacion de cepas de V.

parahaemolyticus en moluscos bivalvos cultivados.

1IL.2 Protocolo de deteccion de V. parahaemolyticus en moluscos bivalvos.

Los moluscos bivalvos fueron proporcionados por tres granjas acuicolas ubicadas en
el estado de Baja California y una mas en el estado de Baja California Sur (Tabla III y
figura 7), México. Se establecié un convenio con dichas granjas, para que de forma
calendarizada (Tabla IV) se cosecharan dos docenas de su producto y se enviaran al
laboratorio de Biotecnologia Marina del CICESE. En total se recibieron 24 lotes de

moluscos bivalvos, obtenidos en 24 muestreos realizados entre el 4 de febrero al 21 de julio

de 2004.
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Tabla III. Granjas acuicolas participantes en el proyecto

Granja Ubicacion Producto
Agromarinos S.A. de C.V. San Quintin B.C. Ostion
Aqualap S.A. de C.V. Ensenada B.C, Ostion y mejillon
Sol Azul S.A. de C.V. Laguna San Ignacio B.C.S. Ostion
Marimex S.A. de C.V. Laguna Manuela B.C. Almeja mano de le6én

Oceano
Pacifico

4/

Figura 7. Ubicacion geografica de las granjas acuicolas participantes en el proyecto: 1,
Ensenada B.C. (Acualap S.A. de C.V.); 2, San Quintin B.C. (Agromarinos S.A.de C.V.); 3,
Laguna Manuela B.C. (Marimex S.A. de C.V.) y 4, Laguna San Ignacio B.C.S. (Sol Azul
S.A.de C.V.)

Los moluscos se mantuvieron en bolsas de plastico herméticamente cerradas, dentro de
hieleras a temperaturas menores de 10 °C y se analizaron dentro de las siguientes 6 horas,

sin exceder las 24 horas después de su cosecha. Se rechazo cualquier muestra en la que se

encontraran las valvas abiertas. De cada muestreo se utilizd una docena de moluscos
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bivalvos por granja acuicola, cantidad suficiente para obtener una muestra representativa, lo

que proporciona aproximadamente 200 g de carne y liquido intervalvar.

Tabla 1V. Calendario de muestreos para deteccion de V. parahaemolyticus

Mes Dia Granja Clave
Febrero 4 Sol Azul, Marimex [-1,2,34
11 Agromarinos -1, 2,
18 Ensenada (Aqualap) -1, 2, 3.4
Marzo 3 Sol Azul, Marimex IV-1,234
10 Agromarinos V-1,2
17 Ensenada (Aqualap) VI-1,2,3.4
Abril 7 Sol Azul, Marimex VII-1,2,3,4
14 Agromarinos VIII-1,2
21 Ensenada (Aqualap) IX-1,2,3,4
Mayo 5 Sol Azul, Marimex X-1,2,3,4
12 Agromarinos XI-1-2
19 Ensenada (Aqualap) X11-1,2,3,4
Junio 2 Sol Azul, Marimex XI1-1,2,3,4
10 Agromarinos XIV-1,2
16 Ensenada (Aqualap) XV-1,234
Julio 7 Sol Azul, Marimex XVI-1234
15 Agromarinos XVII-1,2
21 Ensenada (Aqualap) XVII-1,2,3,4

Antes de iniciar el procedimiento establecido (Vargas et al. 1993), las conchas de los
“productos marinos, se lavaron bajo el chorro del agua con un cepillo. Los moluscos se
abrieron insertando un cuchillo en la abertura bisal, las valvas se separaron y se inclinaron
para drenar el liquido intervalvar. El contenido de cada uno de los moluscos se depositd
dentro de un vaso de licuadora estéril. Las muestras se homogenizaron durante un minuto

en la licuadora.
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I11.2.1 Procesamiento de las muestras

1:

Una vez obtenido el homogenizado, se toman dos porciones de 25 g de este y se
deﬁositan en dos matraces que contengan 225 ml de Agua Peptonada Alcalina
(APA) cada uno (dilucion 1:10).
Incubar cada uno de los matraces por 18 a 24 horas a 37 y 41.5 °C
Realizar un aislamiento sobre tres cajas de agar TCBS de cada cultivo. No agitar el
matraz antes del muestreo. Incubar 24 horas (48 si fuera necesario) a 30 °C.
Observar la presencia de colonias sacarosa negativas caracteristicas (azul-verde). En
caso de estar presentes aislar al menos 5 colonias.
Cultivar cada colonia aislada en agar Luria-Bertoni. Incubar 18 a 24 horas a 30 °C.
Realizar la prueba de oxidasa a cada aislamiento. Para las colonias oxidasa positiva,
realizar pruebas de arginina dehidrolasa (ADH), Ornitina descarboxilasa (ODC) y
lisina descarboxilasa (LDC). Incubar de 24 a 48 horas a 37 °C. El patrén bioquimico
de cepas sospechosas de ser V. parahaemolyticus seré:

e Lisina descarboxilasa positivo

e Arginina dehidrolasa negativo

e Ornitina descarboxilasa positivo
Las cepas que por sus caracteristicas fisicas y bioquimicas demuestren ser V.
parahaemolyticus seran conservadas en agar Luria-Bertoni, para ser sometidas a las
pruebas moleculares: fragmento R72H para confirmar que la cepa sea V.
parahaemolyticus y a las cepas positivas a R72H, se les somete a la busqueda de los

genes de las hemolisinas TDH y TRH para descartar su toxigenicidad.




Obtener 200 g de carne y
liquido intervalvar en un frasco
de licuadora estéril.
Homogenizar por un minuto

l

Depositar 25 g de homogenizado en dos
matraces con 225 ml de Agua Peptonada
alcalina (APA)

Incubar cada matraz 18 — 24 hrs a
37 y 41.5 °C respectivamente

|

Del homogenizado inocular al
menos 3 cajas petri con agar TCBS.
Incubar 24 hrs a 30°C

|

Aislar colonias azul-verdes
[sacarosa (-)] en agar TCBS
Inocular en agar Luria-Bertoni
Incubar 18 - 24 hrs a 30°C

l

Realizar a cada colonia prueba de oxidasa.
A las colonias oxidasa positiva relizar
pruebas de Lisina y Ornitina
descarboxilasas y Arginina dehidrolasa.

|

Colonias con patron:

Lisina descarboxilasa (+)
Arginina dehidrolasa (-)
Ornitina descarboxilasa (+)
Conservar en agar Luria Bertoni para
posterior ensayo molecular

Figura 8. Diagrama de flujo para aislamiento e identificacion bioquimica
de cepas sospechosas de ser Vibrio parahaemolyticus.
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I11.2.2 Extraccién de ADN bacteriano para analisis por PCR

Todo el ADN bacteriano fué obtenido por un método de extraccion basado en la union del
ADN a columnas con membranas de gel de silice (DNeasy Tissue kit, QIAGEN Inc.
Valencia CA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las bacterias aisladas fueron
reinoculadas en placas de agar Luria-Bertoni e incubadas a 37 °C por 24 horas. Dos o tres
colonias fueron directamente resuspendidas en 180 pl de buffer ATL (proporcionado en el
kit) contenidos en un tubo de 2.5 ml y a esta suspension se le adicionaron 20ul de
proteinasa K. La suspension fue incubada a 55°C en bafio maria por 2 horas hasta completar
la lisis celular. Una vez obtenida la lisis, se agregd a la suspension 200ul de buffer AL
(proporcionado por el kit), se mezcld con vortex y se incubd a 70°C por 10 minutos. A esto

se le agregaron 200ul de etanol al 96% y se mezclo vigorosamente con el vortex.

La mezcla fue transferida a una minicolumna de separacion colocada en un tubo nuevo de
2.0 ml (proporcionados por el kit), se agregaron 500ul de buffer AW1 (incluido en el kit) y
se centrifugd por 1 minuto a 8000 r.p.m. en microcentrifuga (eppendorf 5415 D). Se

descarto la solucion filtrada y el tubo.

La minicolumna se deposita en otro tubo nuevo de 2.0 ml, se agregan 500 pl de buffer
AW?2 (incluido en el kit) y se centrifuga por 3 minutos a 8,000 r.p.m. Se descarta la
solucion filtrada y el tubo. Se coloca la minicolumna en un tubo nuevo de 1.5 ml y se
adicionan 200ul de buffer AE (incluido en el kit). Se incuba por 1 minuto a temperatura

ambiente y se centrifuga a 8,000 r.p.m. por 1 minuto. La elusion obtenida se transfiere a un
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tubo nuevo y es conservada a -20°C hasta su andlisis. La eficiencia de la extraccion fue

evaluada con un espectrofotémetro Smart spec 3000 (BIORAD Inc.)

Las cepas de referencia (Tabla V) utilizadas como controles fueron las siguientes:; control
negativo CNRVC 950768 (R72H -, TDH - , TRH -), y las cepas control positivo CNRVC
010089 (TDH+, TRH +, R72H + 387 bp) y CNRVC 020234 (320 bp), fueron
amablemente donadas por el Dr. Jean-Michel Fournier del Centre Nacional de Reférence

des Vibrions et du Choléra del Institut Pasteur de Paris Francia.

Tabla V. Cepas de referencia utilizadas en el proyecto

Genes
Cepa Fragmento R72H tdh trh

V. parahaemolyticus CNRVC 010089 387 bp + +
V. parahaemolyticus CNRVC 020234 320 bp - .
V. alginolyticus CNRVC 950768 - - .

ITL3 Deteccion de la secuencia especifica R72H de Vibrio parahaemolyticus.

La identificacion de cepas de V. parahaemolyticus, se realiza mediante la amplificacion de
un fragmento de 320 o 380 bp de ADN cromosomal llamado R72H, utilizando la
metodologia de la reaccion en cadena de la polimerasa empleando el siguiente par de
iniciadores: 5-CGA ATC CTT GAA CAT ACG CAG C-3" y 5'- TGC GAA TTC GAT

AGG GTG TTA ACC-3" (Lee et al. 1995).

Las condiciones de la reaccion fueron las siguientes: la mezcla de reaccion (volumen final,
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50ul) consistio de 1ul de la solucion que contiene el ADN, 5ul de la solucion tampon de
amplificacion10X (Promega Inc.), Sul de solucion de MgCl, 25mM, 0.5ul de la solucion de
la 7aq polimerasa (5 U/pl), 5pl de la solucion de trifosfatos de desoxinucledsidos (8 mM),
2.5 pl de solucion de cada iniciador, y 28.5 pl of agua destilada estéril. Las reacciones
fueron realizadas con un termociclador PTC 200 (MJ Research Inc.): 10 minutos de
desnaturalizacion inicial a 94°C, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por |
minuto, alineamiento a 60°C por 1 minuto, extension a 72°C por 1 minuto y una extension

final a 72°C por 10 minutos.

El ADN amplificado fué sujeto a electroforesis en un gel de agarosa al 1.8 % (p/v) (Fisher
Scientific, Fair Lawn NJ USA). Los geles fueron corridos en un buffer Tris-Borato-EDTA
10x (Sigma Chemical co. St Louis MO) a 80V por 1 hora 40 minutos con un marcador
molecular de 100 bp (PROMEGA Madison WI USA). Los geles fueron inmersos en una

solucion de bromuro de etidio (0.5 pg/ml) y visualizados por transiluminacion UV,

I11.4 Deteccion de las secuencias de las hemolisinas TDH y TRH.

La identificacion de cepas toxigénicas V. parahaemolyticus, se realiza mediante la
amplificacion de los genes tdh y/o trh, utilizando la metodologia de la reaccion en cadena
de la polimerasa empleando dos pares de iniciadores: para tdh 5°-GTA AAG GTC TCT GAC

TTT TGG AC-3"y 5-TGG AAT AGA ACC TTC ATC TTC ACC3’ con un amplificado de 269
bp; para trh 5'-TTG GCT TCG ATA TTT TCA GTA TCT-3" y 5'-CAT AAC AAA CAT ATG

CCC ATT TCC G-3" con un amplificado de 500 bp (Bej et al. 1999).
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Las condiciones de la reaccion fueron las siguientes: la mezcla de reaccion (volumen final,

50ul) consistio de 1ul de la solucién que contiene el ADN, 5ul de la solucion tampon de
amplificacion10X (Promega Inc.), Spl de solucion de MgCl, 25mM, 0.5ul de la solucion de
la 7aq polimerasa (5 U/pl), 5pl de la solucion de trifosfatos de desoxinucledsidos (8 mM),
2.5 ul de solucion de cada iniciador, y 23.5 pl of agua destilada estéril. Las reacciones
fueron realizadas con un termociclador PTC 200 (MJ Research Inc.): 3 minutos de
desnaturalizacion inicial a 94°C, seguido de 30 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 1
minuto, hibridacion a 58°C por 1 minuto, extension a 72°C por | minuto y una extension

final a 72°C por 5 minutos.

El ADN amplificado fué sujeto a electroforesis en un gel de agarosa al 1.8 % (p/v) (Fisher
Scientific, Fair Lawn NJ USA). Los geles fueron corridos en un buffer Tris-Borato-EDTA
10x (Sigma Chemical co. St Louis MO) a 80V por | hora 40 minutos con un marcador
molecular de 100 bp (PROMEGA Madison WI USA). Los geles fueron inmersos en una

solucién de bromuro de etidio (0.5 pg/ml) y visualizados por transiluminacion UV.
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IV RESULTADOS

Para la determinacion de la incidencia de Vibrio parahaemolyticus en moluscos
bivalvos cultivados, se emplearon técnicas microbioldgicas de enriquecimiento en medio
liquido y de cultivo en placa con medio selectivo para aislamiento de cepas sospechosas. Se
utilizaron técnicas de amplificacion de un fragmento de ADN por reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) para confirmacion de la especie Vibrio parahaemolyticus y la busqueda e

identificacion de los genes de las hemolisnas TDH y TRH.

Se realizaron 24 muestreos (tabla IX) de las granjas acuicolas participantes en un periodo
de seis meses, se emplearon un total de 360 piezas de moluscos bivalvos de tres especies
diferentes: 216 piezas del ostion Crassostrea gigas, 72 piezas del mejillon Mytilus
galloprovincialis y T2 piezas de la almeja Nodipecten subnodosus. Las muestras fueron
homogenizadas en licuadora e inoculadas en el medio de eriquecimiento agua peptonada
alcalina (APA) e incubadas por duplicado a temperaturas de 37°C y 41 °C. Después del

enriquecimiento, se inocularon cajas con medio de cultivo TCBS y se incubaron a 30°C.

En total se analizaron 1,200 colonias con coloracion verde-azul en el medio TCBS, de éstas
se aislaron 440 cepas que fueron confirmadas como no fermentadoras de sacarosa mediante
la resiembra en el medio selectivo TCBS y fueron sometidas a la prueba de citocromo
oxidasa. Las cepas citocromo oxidasa positivas [100% (440/440)] fueron sometidas a las
pruebas bioquimicas de lisina y ornitina descarboxilasas y arginina dehidrolasa. Se

obtuvieron 150 cepas [34.09% (150/440)] que mostraron un patron bioquimico
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correspondiente a V. parahaemolyticus (Tabla VI). Estas muestras fueron conservadas en

agar Luria-Bertoni a temperatura ambiente hasta su analisis por PCR.

Tabla VI. Origen de las cepas de V. parahaemolyticus aisladas durante el estudio

No. de No. de colonias No. de cepas No. de cepas Tipode  No.de
Mes muestras sacarosa negativas  analizadas por  confirmadas por Lugar de muestreo muesira cepas
(2004) analizadas PCR fragmento R72H

Febrero 60 104 35 26 San Ignacio B.C.S. Ostion 9
Laguna Manuela B.C.  Almeja 12

San Quintin B.C. Ostion 5

Ensenada B.C. Ostién 0

Mejillon 0

Marzo 60 93 82 7 San Ignacio B.C.S. Ostion 0
Laguna Manucla B.C.  Almeja 3

San Quintin B.C. Ostién 4

Ensenada B.C. Ostion 0

Mejillén 0

Abril 60 74 15 1 San Ignacio B.C.S. Ostion 0
Laguna Manucla B.C.  Almgja 1

San Quintin B.C. Ostion 0

Enscnada B.C. Ostion 0

Mejillon 0

Mayo 60 64 7 0 San Ignacio B.C.S. QOstion 0
Laguna Manuela B.C.  Almeja 0

San Quintin B.C. Ostién 0

Ensenada B.C. Ostion 0

Mejillon 0

Junio 60 63 11 0 San Ignacio B.C.S. Ostion 0
Laguna Manuela B.C.  Almeja 0

San Quintin B.C. Ostién 0

Ensenada B.C. Ostion 0

Mejillon 0

Julio 60 42 0 0 San Ignacio B.C.S. Ostién 0
Laguna Manuela B.C.  Almeja 0

San Quintin B.C. Ostion 0

Enscnada B.C. Ostion 0

Mejillén 0
Total 360 440 150 34 34

V. parahaemolyticus fue aislado en 6 de los 24 muestreos (25.0%), Estos hallazgos

ocurrieron durante los meses de febrero, marzo y abril, y no se aislaron cepas de V.
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parahaemolyticus durante los meses de mayo, junio y julio (Tabla IX y figura 9). En orden
decreciente las zonas donde V. parahaemolyticus fue aislado frecuentemente fueron:
Laguna Manuela B.C., San Quintin B.C. y San Ignacio B.C.S. No se aislé V.

parahaemolyticus en Ensenada B.C (Tabla IX y figuras 10y 11).
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Figura 9. Gréafica representativa del nimero de cepas aisladas de
V. parahaemolyticus por mes de muestreo.
De las 150 cepas sospechosas por su patron bioquimico de ser V. parahaemolyticus, 34
(22.6%) fueron positivas para la amplificacion del fragmento R72H (Figura 12), el cual es
especifico para V. parahaemolyticus; 15 (44.12%) de estas cepas presentaron amplificacion
del fragmento de 320 bp y 19 (55.88%) el de 387 bp (Figura 13). Todas las cepas
identificadas fueron aisladas a 37°C. Ninguna de estas cepas de V. parahaemolyticus fue

portador de los genes de las hemolisinas TDH, TRH o ambas (Figura 14).
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Figura 10. Grafica representativa del nimero de cepas aisladas
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Figura 11. Grafica representativa del nimero de cepas aisladas de
V. parahaemolyticus por granja acuicola y por mes.
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Figura 12. Gel de agarosa con amplificados del fragmento R72H de V. parahaemolyticus
por PCR. Los iniciadores amplificaron fragmentos de 320 y387 bp. Carriles 1,2 y 3 cepas
experimentales; carril 4, cepa control V. parahaemolyticus CNRVC 010089 (387 bp); carril
5, cepa control V. parahaemolyticus CNRVC 020234 (320 bp); carril 6, cepa control
negativo V. alginolyticus CNRVC 950768; carril 8 marcador molecular 100 bp.
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Figura 13. Gréfica representativa del nimero de cepas aisladas de
V. parahaemolyticus por su amplificacion del fragmento R72H.
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500 bp 500 bp
269 bp 300 bp
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Figura 14. Gel de agarosa con amplificados de los genes tdh y trh de V. parahaemolyticus
por PCR. Los iniciadores amplificaron fragmentos de 269 (tdh) y 500 (¢#/) bp. Carriles 1,2
y 3 cepas experimentales. Carril 4, cepa control V. parahaemolyticus CNRVC 010089 (tdh
+ trh +); carril 5, cepa control negativo V. alginolyticus CNRVC 950768; Carril 6 marcador
molecular 100 bp.




45

V. DISCUSION

En este estudio se analizaron los principales moluscos bivalvos cultivados en
algunas de las granjas acuicolas localizadas en la peninsula de Baja California y confirmé
que Vibrio parahaemolyticus es un habitante comin del ambiente marino y estuarino, ya
que se demostro la presencia de V. parahaemolyticus en el 25 % (6/24) de los muestreos

realizados.

Existen trabajos que seflalan que la frecuencia de aislamiento de V. parahaemolyticus
depende de la estacion del aflo y los aislamientos més importantes de V. parahaemolyticus
se presentan en los meses lluviosos, dependiendo de la region que se estudia (Chowdhury et
al. 2004, DePaola et al. 2003, Alam et al. 2002). Los hallazgos de V. parahaemolyticus en
la peninsula de Baja California coincidieron con la temporada de lluvias de la region,
durante tres de los primeros cuatro meses del afio (febrero-abril).Un estudio muy reciente
elaborado en aguas del golfo de México, demuestran un patréon de aislamiento de V.
parahaemolyticus semejante al de este estudio, con el mayor aislamiento en el mes de
marzo (Cabrera-Garcia M.A. et al. 2004), Sin embargo, no tenemos informacion que
permita correlacionar estadisticamente si la incidencia de V. parahaemolyticus en Baja

California esta influenciada por las lluvias en la zona.

V. parahaemolyticus fue aislado e identificado en tres de cuatro de las granjas acuicolas
participantes (San Quintin B.C., Laguna San Ignacio B.C.S. y Laguna Manuela B.C.), con
predominio en una region geografica (Laguna Manuela B.C.). No se identific V.

parahaemolyticus en la granja acuicola ubicada en la ciudad de Ensenada B.C. La tnica
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diferencia entre estas granjas es que en la granja de Ensenada, los moluscos son sometidos
a recambio de agua antes de ser cosechados para su venta. Es sabido que los moluscos
bivalvos cultivados que se encuentren contaminados por bacterias, pueden ser seguros para

consumo humano mediante un proceso de purificacion.

De las cepas que bioquimicamente podian ser consideradas como V. parahaemolyticus,
solo el 22.6 % (34/150) fueron confirmadas como tal, mediante la amplificacion del
fragmento R72H, lo que pone de manifiesto que existen limitantes en la identificacion
bacteriana mediante el usos de pruebas bioquimicas y la utilidad del empleo de técnicas
moleculares para obtener una identificacion especifica de una especie bacteriana. Hasta el
momento no se ha establecido una relacion entre el tamaiio del amplificado del fragmento

R72H (320 y 387 bp) con la virulencia o el origen de las cepas de V. parahaemolyticus.

En nuestro estudio no se aislo ninguna cepa de V. parahaemolyticus portadora de los genes
toxigénicos /dh o (rh. La posibilidad de resultados falsos negativos es escasa, ya que se
utilizaron cepas control que amplificaron todos los fragmentos esperados en cada corrida. A
la par de este trabajo, se estd realizando otro estudio similar de busqueda de cepas
toxigénicas de V. parahaemoliticus en granjas de cultivo de moluscos bivalvos en las costas
de la peninsula y golfo de California, en el que hasta el momento no se han detectado cepas

toxigénicas (Cabanillas, H. y Gémez Gil, B. comunicacion personal).

La razon por la cual las cepas toxigénicas de V. parahaemolyticus no son frecuentemente

aisladas en muestras ambientales o de productos marinos atn es desconocida. Se piensa que
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esto se debe a un proceso de seleccion natural, donde las cepas no toxigénicas sobreviven
mejor en el ambiente y en el que las cepas toxigénicas sobreviven mejor en el intestino de
mamiferos, de modo que sus heces contaminan las aguas de las costas y los moluscos que
habitan esas zonas se contaminan para posteriormente infectar al hombre (Joseph et al.

1983, DePaola et al. 2003).

En septiembre de 2004, aparecio un brote de gastroenteritis aparentemente causado por V.
parahaemolyticus en personas que consumieron camaréon mal cocido en la ciudad de
Mazatlan Sinaloa (Cabanillas, H. y Gomez Gil, B. 2004). Dias antes, en la ciudad de
Carlsbad, California E.E.U.U; se present6 una alerta sanitaria por la FDA (Food and Drugs
Administration) en la que se sospechaba de que el consumo de ostiones crudos cultivados
en una granja de esa ciudad, eran la causa de un brote de gastroenteritis y que la bacteria

implicada era V. paraahaemolyticus (California Department of Health Services 2004).

Los resultados obtenidos en nuestro estudio, demuestran la calidad bacterioldgica de los
moluscos bivalvos cultivados. Sin embargo, los recientes reportes de brotes de
gastroenteritis causados por moluscos bivalvos y crusticeos contaminados, en regiones
cercanas a Baja California, son evidencia de que en cualquier momento se pueden presentar
brotes infecciosos en el estado, por lo que es importante difundir la importancia
epidemiologica de V. parahaemolytics, pues esta bacteria ain no ha sido considerada como
un problema de salud por las autoridades sanitarias. La implementacion de la identificacion
de V. parahaemolyticus en moluscos bivalvos y en muestras clinicas, puede ser importante

para prevenir problemas sanitarios que pueden afectar a la poblacion.
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El presente trabajo, por lo tanto ha dejado un precedente de que Vibrio parahaemolyticus es
un habitante comin de las aguas marinas y estuarinas de la region. Que es posible que las
condiciones ambientales existentes, permitan que cepas patdgenas de V. parahaemolyticus
puedan en cualquier momento ser un riesgo potencial para la salud de los consumidores de
moluscos bivalvos, a pesar de que durante el periodo en que se desarrollo este proyecto no
se identificé ninguna cepa toxigénica de V. parahaemolyticus en la regidén. Las alertas
sanitarias en regiones cercanas a la peninsula; por la aparicion de brotes de gastroenteritis
por consumo de productos marinos donde se sospecha la presencia de V. parahaemolyticus

confirman lo anterior.

Por medio del vinculo académico y tecnologico establecido entre CICESE vy el Instituto
Pasteur, el cual forma parte de la comision de la Union Europea que trabaja en la
implementacion de normas para el control y prevencion de enfermedades por consumo de
productos de origen marino, se logré implementar una metodologia que permite identificar
cepas patdgenas de V. parahaemolyticus en productos de origen marino, de forma rapida y
economica. Gracias a esto se logré prestar un servicio a los productores de moluscos
bivalvos de la region, demostrando que durante la realizacion de este trabajo, sus productos
no representaron un riesgo para la salud de los consumidores, y que en caso de que se
establezca como requisito para exportacion demostrar la ausencia de cepas patdgenas de V.

parahaemolyticus en los productos marinos, esta prueba estara a su disposicion.
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APENDICE.
Procedimientos de pruebas moleculares realizadas.
Deteccion de la secuencia R72H de Vibrio parahaemolyticus (Lee et al. 1995),

Reactivos empleados para la amplificacion del fragmento R72H

Nombre Condiciones de almacenamiento
e Taq DNA polimerasa 5U/ul (Promega Inc. -20°C

Madison MA)
« Solucion tampon de amplificacion 10X, conteniendo
15mM de MgCl, (Promega Inc. Madison MA)
e Solucion de MgCl, 25 mM
(Sigma Chemical co. St Louis MI)
Agua destilada estéril para biologia molecular Temperatura ambiente
(Fisher scientific co. Fair Lawn NJ)
Solucion stock de ANTP 8mM (2mM cada uno) -20°C
(Promega Inc. Madison MA)
Solucion stock de Iniciador VP32 20uM -20°C
Solucion stock de Iniciador VP33 20uM

(Sigma genosys Woodlands TX)

Secuencias de oligonucledtidos utilizados como iniciadores para la amplificacion del
fragmento R72H

Iniciadores Secuencia §'- 3" Tamaiio del fragmento
_ amplificado
VP32 CGA ATCCTT GAA CAT ACG CAGC 3206387 pb

VP33 TGC GAA TTC GAT AGG GTG TTA ACC
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Preparacion de la mezcla de reaccion

e Preparar una mezcla de reaccion calculando los voliimenes en funciéon del niamero
de muestras +3 (2 testigos positivos y un testigo negativo) +2 (margen de error
debido al pipeteo).

e Permita descongelar el tampon de amplificacion 10X, al MgCl,, los ANTP y los
iniciadores, después coléquelos dentro de un recipiente con hielo molido.

e Antes de iniciar, centrifuge 10 segundos en microcentrifuga los tubos que
contienen los reactivos utilizados para la PCR. Mantener frios los tubos de reactivos
asi como los tubos en los que sera preparada la mezcla en el hielo mientras dure la
manipulacion.

Mezclar en el siguiente orden, dentro de la campana de PCR:

Reactivos Concentracion inicial ~ Volumen (ul)/tubo  Concentracidn final
H,O destilada estéril 28.5
Tampon de 10X 5 1X (conteniendo 1.5
amplificacion mM MgCl,)
MgCl, 25 mM 5 2.5 mM
DNTPs 8§ mM 5 800 pM (200uM por
cada ANTP)
iniciadores VP32 20 uyM 2.5 1 uM por cada
VP33 20 uM 2.5 iniciador
Taq polimerasa*® 5 Ulul 0.5 2.5 U/50ul

* La Taq polimerasa debe ser colocada a -20°C inmediatamente después de su utilizacion
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Distribuir la mezcla en microtubos de 0.5 mL colocados dentro de una gradilla refrigerada,

a razon de 49ul/tubo. Cerrar los tubos.

Sacar la gradilla de la campana, meter los tubos en la segunda gradilla refrigerada.

Reactivos Concentracion Volumen (ul)/tubo  Concentracion final
: inicial
ADN blanco 100 a 200 pg/ml 1 0.1a0.2 pg/50ul
Volumen final / muestra: 50 pl

Testigo negativo: Emplear 1 pl del ADN de la cepa de V. alginolyticus CNRVC 950768
como control negativo, o puede ser reemplazado por 1l de agua destilada estéril.
Testigo positivo: 1 pl del ADN de la cepa de V. parahaemolyticus. CNRVC020234
(producto de amplificacion de 320pb) o CNRV010089 (producto de la amplificacion de
387 pb).
Amplificacion

e Centrifugar los tubos unos segundos en una microcentrifuga.

o Colocar los tubos en el termociclador PTC 200 MJ RESEARCH (Waltham MA) y

seguir el programa de amplifiacion:

T°C Tiempo (min) Numero de ciclos
Desnaturalizacion inicial 94 10 1
Desnaturalizacion 94 1
Hibridacion 60 | 35
Polimerizacion 72 1

Elongacion final 72 10 1
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Mantener las muestras a 4°C en el termociclador o en refrigeracion antes de la migracion.

Congelar a -20°C para conservar las muesiras por un periodo prolongado.

El ADN amplificado fué sujeto a electroforesis en un gel de agarosa al 1.8 % (p/v) (Fisher
Scientific, Fair Lawn NJ USA). Los geles fueron corridos en un buffer Tris-Borato-EDTA
10x (Sigma Chemical co. St Louis MO) a 80V por 1 hora 40 minutos con un marcador
molecular de 100 bp (PROMEGA Madison WI USA). Los geles fueron inmersos en una

solucion de bromuro de etidio (0.5 pg/ml) y visualizados por transiluminacion UV,




Deteccion de las secuencias de las hemolisinas TDH y TRH (Bej et al 1999),

Reactivos empleados para la amplificacion de los genes tdh y trh.

57

Nombre Condiciones de almacenamiento
e Taq DNA polimerasa SU/pl (Promega Inc. -20°C
Madison MA)

Solucién tampon de amplificacion 10X,
conteniendo 15mM de MgCl, (Promega Inc.
Madison MA)

Solucion de MgCl; 25 mM

(Sigma Chemical co. St Louis MI)

Agua destilada estéril para biologia molecular Temperatura ambiente

(Fisher scientific co. Fair Lawn NJ)
Solucién stock de dNTP 8mM (2mM cada uno) -20°C

(Promega Inc. Madison MA)
Solucion stock de Iniciador L-tdh 20uM

Solucion stock de Iniciador R-tdh 20pM

Solucion stock de Iniciador L-trh 20uM -20°C

Solucion stock de Iniciador R-trh 20pM

(Sigma genosys Woodlands TX)

Secuencias de oligonucledtidos utilizados como iniciadores para la amplificacion de los
genes (dh y trh.

Iniciadores Secuencia 5°- 3’ Tamaiio del fragmento
amplificado
TDH L-tdh GTA AAG GTC TCT GAC TTT TGG AC 269 pb
R-tdh TGG AAT AGA ACCTTC ATC TTC ACC
TRH L-trh TTG GCT TCG ATA TTT TCA GTA TCT 500 pb

R-trh CAT AAC AAA CAT ATG CCCATT TCC G




Preparacion de la mezcla de reaccion
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e Preparar una mezcla de reaccion calculando los volumenes en funcion del ntimero

de muestras +3 (2 testigos posifivos y un testigo negativo) +2 (margen de error

debido al pipeteo).

e Permita descongelar dentro de la campana al tampon de amplificacion 10X, al

MgCl,, los ANTP y los iniciadores, después coloquelos dentro del hielo.

e Antes de iniciar, centrifuge 10 segundos en la microcentrifuga colocada dentro de la

campana los tubos que contienen los reactivos utilizados para la PCR. Mantener

frios los tubos de reactivos asi como los tubos en los que sera preparada la mezcla

en el hielo mientras dure la manipulacion.

Mezclar en el siguiente orden, dentro de la campana de PCR:

Reactivos Concentracion inicial ~ Volumen (ul)/tubo  Concentracién final
H,0 destilada estéril 23.5
Tampon de 10X 5 1X (conteniendo 1.5
amplificacion mM MgCl,)
MgCl, 25 mM 5 2.5 mM
DNTPs 8 mM 5 800 pM(200uM por
cada dNTP)
iniciadores  L-tdh 20 uM 2.5
R- tdh 20 nM 2.5 | pM por cada
L- trh 20 nM 2.5 iniciador
R- trh 20 uM 2.5
Taq polimerasa* 5 U/ul 0.5 2.5 U/50pl

o La Taq polimerasa debe ser colocada a -20°C inmediatamente después de su utilizacion
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Distribuir la mezcla en microtubos de 0.5 mL colocados dentro de una gradilla refrigerante,
a razon de 49ul/tubo. Cerrar los tubos.

Sacar la gradilla de la campana, meter los tubos en la segunda gradilla refrigerante.

Reactivos Concentracion inicial Volumen (ul)/tubo  Concentracion final
ADN blanco 100 a 200 pg/ml 1 0.1a0.2 pg/50ul
Volumen final / muestra: 50 pl

Testigo negativo: Emplear 1 pl del ADN de la cepa de V. alginolyticus CNRVC 950768
como control negativo, o puede ser reemplazado por 1l de agua destilada estéril.
Testigo positivo: 1 pl de ADN de la cepa de V. parahaemolyticus CNRVO10089 (tdh+,

(rh+).

Amplificacion
o Centrifugar los tubos unos segundos en una microcentrifuga.

e Colocar los tubos en el termociclador PTC 200 MI RESEARCH (Waltham MA) y

seguir el programa de amplifiacion:

T Tiempo (min) Numero de ciclos
Desnaturalizacion inicial 94 3 |
Desnaturalizacion 94 |
Hibridacion 58 1 30
Polimerizacion 72 |

Elongacion final 72 3 1
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Mantener las muestras a 4°C en el termociclador o en refrigeracion antes de la migracion, a

-20°C para conservar las muestras por un periodo prolongado

El ADN amplificado fué sujeto a electroforesis en un gel de agarosa al 1.8 % (p/v) (Fisher
Scientific, Fair Lawn NJ USA). Los geles fueron corridos en un buffer Tris-Borato-EDTA
10x (Sigma Chemical co. St Louis MO) a 80V por | hora 40 minutos con un marcador
molecular de 100 bp (PROMEGA Madison WI USA). Los geles fueron inmersos en una

solucion de bromuro de etidio (0.5 pg/ml) y visualizados por transiluminacion UV,




