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Spatiotemporal distribution of Vibrio parahaemolyticus in relation to 
environmental parameters in a coastal lagoon on the Pacific coast of 
northwestern Mexico
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Aൻඌඍඋൺർඍ. Vibrio parahaemolyticus has been responsible for the increasing number of diarrhea cases in Sinaloa, Mexico, since 2003. We 
investigated the presence, distribution, and content of V. parahaemolyticus toxigenic genes detected in water, zooplankton, and sediment 
samples in relation to environmental variables in Caimanero Lagoon (Mazatlán, Sinaloa). Samples were analyzed by PCR to detect the pres-
ence of V. parahaemolyticus and its toxigenic factors. Of all the samples analyzed, 57.5% tested positive for thermolabile hemolysin (tlh), 
a gene indicative of the species. The thermostable direct hemolysin (tdh) and tdh-related hemolysin (trh) genes, which are both pathogenicity 
markers of this species, were detected in 9% and 6% of the samples, respectively. The orf8 fragment, which has been recently detected in 
pandemic strains (O3:K6), was detected in 11% of the samples. Vibrio parahaemolyticus was detected more frequently in zooplankton, with 
the highest incidence observed in February. Salinity was positively correlated with V. parahaemolyticus; however, no correlation was found 
between V. parahaemolyticus and temperature. The presence of toxigenic V. parahaemolyticus during the different seasons indicates the need 
to maintain continuous sanitary inspection of fish products from Caimanero Lagoon.

Key words: coastal lagoon, pathogenic genes, Vibrio parahaemolyticus, environmental parameters.

Rൾඌඎආൾඇ. Vibrio parahaemolyticus ha sido responsable del creciente número de casos de diarrea en Sinaloa, México, desde 2003. 
Investigamos la presencia, la distribución y el contenido de los genes toxigénicos de V. parahaemolyticus que fueron detectados en 
muestras de agua, zooplancton y sedimento y su relación con las variables ambientales en la laguna Caimanero (Mazatlán, Sinaloa). 
Las muestras fueron analizadas por reacción en cadena de la polimerasa para detectar la presencia de V. parahaemolyticus y sus factores 
toxigénicos. De todas las muestras analizadas, el 57.5% resultaron positivas para la hemolisina termolábil (tlh), un gen indicativo 
de la especie. Los genes de la hemolisina directa termoestable (tdh) y la hemolisina relacionada a la tdh (trh), considerados marca-
dores de la patogenicidad de la especie, fueron detectados en el 9% y el 6% de las muestras, respectivamente. El fragmento orf8, 
que recientemente se ha detectado en cepas pandémicas (O3:K6), se detectó en el 11% de las muestras. Vibrio parahaemolyticus fue 
detectado con mayor frecuencia en el zooplancton, con la incidencia más alta observada en febrero. La salinidad se correlacionó positi-
vamente con V. parahaemolyticus; sin embargo, no se registró correlación entre V. parahaemolyticus y la temperatura. La presencia de 
V. parahaemolyticus toxigénico durante las diferentes temporadas indica la necesidad de mantener la vigilancia sanitaria continua de los 
productos pesqueros de la laguna Caimanero.

Palabras clave: laguna costera, genes patógenos, Vibrio parahaemolyticus, parámetros ambientales.

Iඇඍඋඈൽඎർඍංඈඇ

The genus Vibrio currently contains 147 species (Parte 
2018), some of which are pathogenic to humans, for 
example Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus, and 

Iඇඍඋඈൽඎർർංඬඇ

Actualmente, el género Vibrio contiene 147 especies (Parte 
2018), algunas de las cuales son patógenas para los humanos, 
por ejemplo, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus y 
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Vibrio cholerae (Kaysner and DePaola 2004, Johnson 
2013). The members of this genus are free-living micro-
organisms that are found in marine and estuarine water 
and sediment habitats, but they can also be associated 
with the fishes, bivalves, or plankton in an ecosystem 
(Cariani et al. 2012, Ottaviani et al. 2013, Givens et al. 
2014).

Vibrio parahaemolyticus (Fugino et al. 1951) is a major 
causative agent of gastroenteritis in humans following inges-
tion of contaminated raw shellfish (Paranjpye et al. 2012, 
Wang et al. 2015). The symptoms of V. parahaemolyticus 
infection include diarrhea with abdominal pain, nausea, vom-
iting, headache, and fever (FAO/WHO 2011, Letchumanan 
et al. 2014). Thermostable direct haemolysin (tdh) and 
tdh-related haemolysin (trh) are the primary pathogenic 
factors that have been identified in V. parahaemolyticus 
(Zhang and Orth 2013, Ceccarelli and Colwell 2014). Since 
1996 outbreaks of tdh+/O3:K6 V. parahaemolyticus infec-
tions have been recorded in Asia (Miyoshi 2013, Chung-
Saint et al. 2016), Europe (Martinez-Urtaza et al. 2016), the 
United States (Xu et al. 2015), and Latin America (Gavilán 
and Martínez 2011, García et al. 2013, Velazquez-Roman 
et al. 2014). 

In Mexico, toxigenic V. parahaemolyticus has been 
reported primarily in the state of Veracruz, near the Gulf of 
Mexico. Flores-Primo et al. (2014) and López-Hernández 
(2015) reported the presence of V. parahaemolyticus in oys-
ters growing in the coastal lagoons of Veracruz. Coastal 
lagoons along the Pacific coast of Mexico, on the other 
hand, have been less studied than those along the shore-
line of the Gulf of Mexico. In 2004, more than 1,230 
V. parahaemolyticus O3:K6 clinical gastroenteritis cases 
were recorded after the consumption of raw shrimp from 
the Huizache–Caimanero lagoon system (Sinaloa, Mexico) 
(Cabanillas-Beltrán et al. 2006). The Caimanero and 
Huizache lagoons support an important artisanal shrimp 
fishery, the products of which are distributed to restaurants 
in tourist areas in the state of Sinaloa and other states in 
Mexico. The Huizache–Caimanero lagoon system is char-
acterized by extreme salinity fluctuations (between 3 and 
60), a seawater temperature range of 20 to 30 ºC, and an 
intermittent input of non-native nutrients (De la Lanza and 
Rodríguez 1990). Overfishing and eutrophication by efflu-
ents loaded with nutrients from shrimp farms in the Huizache 
and Caimanero areas have contributed to changes in the 
natural ecological conditions of the lagoons and have thus 
affected the distribution and abundance of microbial pop-
ulations, including those of bacteria (Beltrán-Pimienta and 
Retamoza-Leyva 2003, Romero-Beltrán et al. 2014). Bacte-
rial associations with nutrient-rich effluents have also been 
observed in agricultural activities in other parts of Sinaloa 
(Ahumada-Santos et al. 2014). This study aimed to deter-
mine the presence and distribution of V. parahaemolyticus, 
its toxigenic variants, and its relation to environmental vari-
ables in Caimanero Lagoon.

Vibrio cholerae (Kaysner y DePaola 2004, Johnson 2013). 
Los miembros del género Vibrio son microorganismos de 
vida libre que se encuentran en aguas marinas y estuarinas y 
en hábitats de sedimento, pero también se pueden relacionar 
con los peces, los bivalvos o el plancton en un ecosistema 
(Cariani et al. 2012, Ottaviani et al. 2013, Givens et al. 2014). 

Vibrio parahaemolyticus (Fugino et al. 1951) es un agente 
causal principal de la gastroenteritis en humanos después de 
la ingesta de mariscos crudos contaminados (Paranjpye et 
al. 2012, Wang et al. 2015). Los síntomas de una infección 
por V. parahaemolyticus incluyen diarrea con dolor abdo-
minal, nausea, vomito, dolor de cabeza y fiebre (FAO/WHO 
2011, Letchumanan et al. 2014). La hemolisina directa 
termoestable (tdh) y la hemolisina relacionada a la tdh (trh) 
son los principales factores patogénicos que se han identifi-
cado en V. parahaemolyticus (Zhang y Orth 2013, Ceccarelli 
y Colwell 2014). Desde 1996 se han registrado brotes de 
infecciones por tdh+/O3:K6 de V. parahaemolyticus en 
Asia (Miyoshi 2013, Chung-Saint et al. 2016), Europa 
(Martinez- Urtaza et al. 2016), los Estados Unidos (Xu et al. 
2015) y Latinoamérica (Gavilán y Martínez 2011, García et 
al. 2013, Velazquez-Roman et al. 2014). 

En México, la detección de V. parahaemolyticus toxi-
génico se ha registrado principalmente en el estado de 
Veracruz, cerca del golfo de México. Flores-Primo et al. 
(2014) y López-Hernández (2015) reportaron la presencia de 
V. parahaemolyticus en las ostras de las lagunas costeras de 
Veracruz. Las lagunas costeras sobre la costa mexicana del 
Pacífico han sido menos estudiadas que las que se encuentran 
a lo largo de la línea de costa del golfo de México. En 2004, 
más de 1,230 casos clínicos de gastroenteritis por O3:K6 de 
V. parahaemolyticus fueron registrados después de la ingesta 
de camarones crudos provenientes del sistema lagunar 
Huizache-Caimanero (Sinaloa, México) (Cabanillas-Beltrán 
2006). Las lagunas Caimanero y Huizache sostienen una 
pesquería artesanal de camarón importante, cuyos productos 
se distribuyen en restaurantes turísticos en el estado de Sinaloa 
y otros estados de México. El sistema lagunar Huizache- 
Caimanero se caracteriza por fluctuaciones extremas de sali-
nidad (entre 3 y 60), un intervalo de temperatura del mar de 
20 a 30 ºC y un aporte intermitente de nutrientes no nativos 
(De la Lanza y Rodríguez 1990). La sobrepesca y la eutrofi-
zación causada por efluentes cargados de nutrientes proce-
dentes de las granjas camaroneras en el área de las lagunas 
Huizache y Caimanero han contribuido al cambio en las 
condiciones ecológicas naturales de las lagunas y, por tanto, 
han afectado la distribución y abundancia de las poblaciones 
microbianas, incluyendo la de las bacterias (Beltrán-Pimienta 
y Retamoza-Leyva 2003, Romero-Beltrán et al. 2014). La 
asociación de bacterias con efluentes ricos en nutrientes 
también ha sido observada en actividades agrícolas en otras 
partes de Sinaloa (Ahumada-Santos et al. 2014). El objetivo 
de este estudio fue determinar la presencia y distribución de 
V. parahaemolyticus, sus variantes toxigénicos y su relación 
con las variables ambientales en la laguna Caimanero. 
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Study areas and sampling sites

The study was conducted in Caimanero Lagoon, which 
is part of the Huizache–Caimanero lagoon system. This 
lagoon is located approximately 25 km southeast of the port 
of Mazatlán, Sinaloa (Mexico), between 22º50ʹ00ʺN and 
106º01ʹ00ʺW. Water enters the lagoon by means of direct 
precipitation, drainage from surrounding streams, and inputs 
from a river through the marshes that connects the system 
to other rivers and the ocean (i.e., the Anonas Estuary with 
the Baluarte River and the Pacific Ocean, the Ostial Estuary 
with the Presidio River and the Pacific Ocean). Water level 
in the lagoon decreases through evaporation and because of 
the tidal flow through the Ostial Estuary. Caimanero Lagoon 
has a total surface area of 134 km2, with a maximum length 
of 19.6 km, ranging widths of 2.5–9.5 km, and ranging depths 
of 0.2–2.0 m. The largest dimensions are seen only during the 
rainy season (Ramsar 2007). Climate in the region is tropical, 
with mean temperature of 22 ºC and a marked rainy season 
from July to September that accounts for 80% of total rainfall 
(1,000 mm).

Five sampling sites were selected based on the ecolog-
ical and hydrological characteristics of the lagoon and on 
the distance from the lagoon to shrimp farm discharges. 
Site 1 (22º50ʹ0.99ʺN, 106º1ʹ56.76ʺW) is an area where the 
Baluarte River drains and seawater enters from the Pacific 
Ocean. Site 2 (22º53ʹ5.59ʺN, 106º3ʹ40.36ʺW) was the pri-
mary access point to the lagoon and was located in an 
active fishing area (shrimp fishery cooperative). Site 3 
(22º57ʹ6.67ʺN, 106º4ʹ21.33ʺW) and site 4 (22º57ʹ6.67ʺN, 
106º4ʹ21.33ʺW) were both affected by aquaculture activities 
(i.e., shrimp farming and production of shrimp larvae). Site 
5 (23º0ʹ40.86ʺN, 106º8ʹ59.91ʺW) corresponded to a zone 
influenced by the Huizache Lagoon and was the point far-
thest from the shrimp farming activities.

Sampling

Eight surveys were carried out from June 2014 to February 
2016, and a total of 120 samples were collected (i.e., 40 water 
samples, 40 zooplankton samples, and 40 sediment samples). 
All samples were taken in duplicate. Water samples were col-
lected 10 cm below the surface using a sterile plastic bag 
(200 mL). Zooplankton was collected from the surface runoff 
by towing a plankton net (202 μm mesh size, 0.30 m mouth 
diameter, 2 m length) provided by a flake collector (10 cm 
in diameter, 20 cm in length) with 4 circular windows (3 cm 
in diameter) for 5 min. Each collector was covered with the 
same mesh as the plankton net to allow water release and 
concentrate zooplankton (100 mL). Sediment samples were 
collected with a dredge (jaws 10 cm in diameter, 150 mL 
volume capacity) below the aqua–sediment interface in the 
first 5 cm depth. Sediment samples of approximately 100 g 

Mൺඍൾඋංൺඅൾඌ ඒ ආඣඍඈൽඈඌ

Áreas de estudio y sitios de muestreo

El estudio se llevó a cabo en la laguna Caimanero, la cual 
forma parte del sistema lagunar Huizache-Caimanero. Esta 
laguna se localiza a aproximadamente 25 km al sureste del 
puerto de Mazatlán, Sinaloa (México), entre 22º50ʹ00ʺN y 
106º01ʹ00ʺW. La laguna recibe agua a través de la precipi-
tación directa, del drenaje de arroyos circundantes y de los 
aportes de un río que atraviesa los humedales y conecta al 
sistema con otros ríos y el océano (i.e., el estuario Anonas 
con el río Baluarte y el océano Pacífico, el estuario Ostial 
con el río Presidio y el océano Pacífico). El nivel del agua en 
la laguna disminuye por la evaporación y por el flujo de las 
mareas a través del estuario Ostial. La laguna Caimanero tiene 
una superficie total de 134 km2, con una longitud máxima de 
19.6 km, anchuras que varían de 2.5 a 9.5 km y profundi-
dades que oscilan entre 0.2 y 2.0 m. Las dimensiones más 
grandes de los rangos mencionados sólo se presentan durante 
la temporada de lluvias (Ramsar 2007). El clima de la región 
es tropical, con una temperatura promedio de 22 ºC y una 
marcada temporada de lluvias de julio a septiembre a la cual 
se le atribuye el 80% de la precipitación (1,000 mm).

Se seleccionaron 5 sitios de muestreo con base en las 
características ecológicas e hidrológicas de la laguna y la 
distancia de la laguna a las descargas de las granjas cama-
roneras. El sitio 1 (22º50ʹ0.99ʺN, 106º1ʹ56.76ʺW) es un área 
en la cual desemboca el río Baluarte y entra agua del océano 
Pacífico. El sitio 2 (22º53ʹ5.59ʺN, 106º3ʹ40.36ʺW) fue el 
acceso principal a la laguna y se localizó en un área de pesca 
activa (cooperativa camaronera). El sitio 3 (22º57ʹ6.67ʺN, 
106º4ʹ21.33ʺW) y el sitio 4 (22º57ʹ6.67ʺN, 106º4ʹ21.33ʺW) 
fueron sitios afectados por actividades acuícolas (i.e., cultivo 
de camarón y producción de larvas). El sitio 5 (23º0ʹ40.86ʺN, 
106º8ʹ59.91ʺ) correspondió a la zona de influencia de la 
laguna Huizache y fue el punto más alejado de las actividades 
de las granjas camaroneras.

Muestreo 

Se realizaron 8 muestreos desde junio de 2014 hasta 
febrero de 2016, y se recolectaron un total de 120 mues-
tras (i.e., 40 muestras de agua, 40 de zooplancton y 40 de 
sedimento). Todas las muestras se tomaron por duplicado. 
Las muestras de agua se recolectaron a 10 cm por debajo de 
la superficie con una bolsa de plástico estéril (200 mL). El 
zooplancton se recolectó de la escorrentía superficial arras-
trando durante 5 min una red de plancton (malla de 202 μm, 
boca de 0.30 m de diámetro, longitud de 2 m) provista de 
un copo colector (10 cm de diámetro, 20 cm de largo) con 
4 ventanas circulares (3 cm de diámetro). Cada colector se 
cubrió con la misma malla que cubría la red de plancton 
para permitir la liberación del agua y la concentración 
del zooplancton (100 mL). Las muestras de sedimento se 
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each were taken. All samples were placed in an ice chest and 
transported to the laboratory for analysis within 6 h. 

Environmental variables were measured at each site. Tem-
perature and pH were measured with a mercury thermom-
eter and a field potentiometer (Orion). Salinity was measured 
using a refractometer (Fisher) (salinity range of 0 to 50) with 
±0.5 precision. A YSI-50-B oximeter was used to measure 
dissolved oxygen. All equipment was calibrated prior to use.

 Bacteriological analyses

Assessment of the presence or absence of 
V. parahaemolyticus in the different types of samples was 
done by PCR using primers for the thermolabile haemolysine 
(tlh) gene and the methodology described by Kaysner and 
DePaola (2004). The procedure was carried out as follows. 
A 100-mL water sample and a 50-mL zooplankton sample 
were separately filtered through a polyethersulfone mem-
brane (45 mm diameter, 0.2 μm pore size; Supor-200 Pall 
Corporation) placed on a Millipore base. Each filter was 
then placed in 50 mL of Alkaline Peptone Water. For sedi-
ment analysis, 1 g of each sample was weighed, placed in a 
flask with 50 mL of Alkaline Peptone Water, and incubated 
at 35 ºC for 24 h. All samples were analyzed in duplicate. 
After incubation, 1 mL of the culture medium was extracted 
from flasks showing turbidity and placed in a 1.5-mL tube 
for DNA extraction. The tube was vigorously mixed with a 
vortex mixer (Genie 2) and incubated at 95 ºC for 5 min. The 
tube was mixed for a second time and placed on ice for 5 min. 
Finally, the tube was centrifuged at 1,400 rpm for 5 min, and 
the samples were stored at –20 ºC until use. 

Identification of the tlh, tdh, trh, and orf8 genes by 
conventional PCR

The presence of the tlh gene (species-specific marker 
for V. parahaemolyticus) in samples with Alkaline Peptone 
Water was confirmed by PCR. The presence of the tlh gene 
was determined using a 12.5 μL reaction mix that was pre-
pared with 6.19 μL of deionized water (18 Ω), 2.5 μL of 
Green-Go-Tag Flexi buffer with MgCl2 (Promega; Madison, 
WI, USA), 0.25 μL of dNTPs (10 μL) (Promega Corpo-
ration; Madison, WI, USA), 1.25 μL of forward primer 
(10 μL), 1.25 μL of reverse primer (10 μL), 0.06 μL of 
Taq polymerase (Axygen) (0.025 U·μL–1), and 1.0 μL of 
DNA from the sample that was to be analyzed. The samples 
that tested positive for the tlh gene were used for detection 
of toxigenic genes (tdh and trh), using the same compo-
nent concentrations as the ones used for detection of the 
tlh gene. The primers used for the tlh, tdh, and trh genes 
were described by Bej et al. (1999). Amplification of the 
orf8 DNA segment was done with primers described by 
Myers et al. (2003). An Axygen MaxyGene thermocycler 
(Union City, CA, USA) was used to amplify the tlh gene 
and its toxigenic genes, with the following amplification 

recolectaron con una draga de cuchara (10 cm de diámetro 
de cucharas, 150 mL de capacidad de volumen) por debajo de 
la interfaz agua-sedimento en los primeros 5 cm de profun-
didad. Se recolectaron muestras de sedimento de aproxima-
damente 100 g cada una. Todas las muestras se colocaron en 
una hielera y se transportaron al laboratorio para ser anali-
zadas dentro de las 6 h subsecuentes.

Se midieron las variables ambientales en cada sitio. 
La temperatura y el pH se midieron con un termómetro de 
mercurio y un potenciómetro de campo (Orion). La salinidad 
se midió con un refractómetro (Fisher) (intervalo de salinidad 
de 0 a 50), con una precisión de ±0.5. El oxígeno disuelto se 
midió con un oxímetro YSI-50-B. Todo el equipo se calibró 
antes de su uso.

Análisis bacteriológico 

La presencia o ausencia de V. parahaemolyticus en los 
diferentes tipos de muestras se evaluó por medio de la reac-
ción en cadena de la polimerasa (RCP) usando cebadores 
para el gen de la hemolisina termolábil (tlh) y la metodología 
descrita por Kaysner and DePaola (2004). El procedimiento 
se llevó acabo de la siguiente manera. Se filtraron, por sepa-
rado, 100 mL de una muestra de agua y 50 mL de una muestra 
de zooplancton a través de una membrana de polietersulfona 
(45 mm de diámetro, tamaño de poro de 0.2 μm; Supor-200 
Pall Corporation) colocada sobre una base Millipore. Después, 
cada filtro se colocó en 50 mL de agua peptonada alcalina. 
Para el analizar el sedimento, 1 g de cada muestra fue pesado, 
colocado en un frasco con 50 mL de agua peptonada alcalina 
e incubado a 35 ºC por 24 h. Todas las muestras se analizaron 
por duplicado. Después de la incubación, 1 mL del medio de 
cultivo fue extraído de los frascos que mostraron turbidez y 
colocado en un tubo de 1.5 mL para la extracción del ADN. El 
tubo se mezcló vigorosamente usando un agitador tipo vórtex 
(Genie 2) y se incubo a 95 ºC por 5 min. El tubo se mezcló 
una segunda vez y se colocó en hielo por 5 min. Finalmente, 
el tubo se centrifugó a 1,400 rpm por 5 min, y las muestras se 
almacenaron a –20 ºC hasta su uso. 

Identificación de los genes tlh, tdh, trh y orf8 por RCP 
convencional

La presencia del gen tlh (marcador específico de la especie 
V. parahaemolyticus) en las muestras con agua peptonada 
alcalina se confirmó por medio de la RCP. La presencia del 
gen tlh se determinó con una mezcla de reacción de 12.5 μL 
preparada con 6.19 μL de agua desionizada (18 Ω), 2.5 μL 
del amortiguador Green-Go-Tag Flexi con MgCl2 (Promega; 
Madison, WI, EUA), 0.25 μL de dNTP (10 μL) (Promega 
Corporation; Madison, WI, EUA), 1.25 μL de cebador directo 
(10 μL), 1.25 μL de cebador inverso (10 μL), 0.06 μL de poli-
merasa Taq (Axygen) (0.025 U·μL–1) y 1.0 μL de ADN de la 
muestra a analizar. Las muestras que resultaron positivas para 
el gen tlh fueron utilizadas para detectar genes toxigénicos 
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conditions: denaturation cycle at 94 ºC for 10 min, 35 cycles 
at 94 ºC for 1 min, annealing at 58 ºC for 1 min, extension 
at 72 ºC for 2 min, and final extension at 72 ºC for 10 min. 
The annealing temperature for the orf8 gene primers was 
modified to 60 ºC. To visualize the obtained products, elec-
trophoresis on a 1.2% agarose (w/v) gel was carried out 
with a TAE 1× buffer (40 mM Tris acetate, 1 mM EDTA, 
pH 8.0) and 0.5 μL of GelRed (10,000X BIOTIUM) in 
an electrophoresis chamber (Enduro 10.10 horizontal Gel 
Box, 10 × 10 cm, Labnet) at 90 V for 40 min. Electro-
phoresis results were observed in a transilluminator with 
a UVP lamp. Molecular weight markers with size range 
of 100–3,000 bp (Axygen Biosciences, CA, USA) were 
used. Control strains were obtained from the Collection of 
Aquatic Important Microorganisms (CAIM), which was 
provided by the Research Center for Food and Develop-
ment in Mazatlán, Sinaloa (Mexico). Positive controls were 
CAIM 320 for the tlh gene, CAIM 1772 for the tdh and 
trh genes, and CAIM 1400 for the orf8 gene. A reaction 
mixture with no DNA was used as a negative control. Only 
samples with duplicate sequence-specific amplifications 
were considered positive for V. parahaemolyticus. 

Statistical analysis

A one-way analysis of variance (ANOVA) was used 
to determine significant differences in the presence of the 
tlh gene among sampling sites. One-way ANOVA was also 
used to evaluate significant differences in the monthly 
variation of environmental variables (i.e., temperature, 
salinity, pH, and dissolved oxygen) and the tlh gene. The 
analyses were implemented in SigmaPlot 11.0. Spearman’s 
correlation coefficient was used to determine the relation-
ship between the frequency of the tlh gene indicative of 
V. parahaemolyticus and the environmental variables. The 
contribution of environmental parameters to the frequency 
of the tlh gene indicative of V. parahaemolyticus was ana-
lyzed using a principal component analysis, which was car-
ried out with XLSTAT v2017.1. The level of significance 
was P < 0.05.

Rൾඌඎඅඍඌ

Detection of the tlh gene and toxigenic genes 

The tlh gene was isolated from all the samples. 
Frequency was highest during the dry season (June 2014, 
February 2015, May 2015, and February 2016), fol-
lowed by the rainy season (September 2014 and 2015). 
The highest proportion was found in zooplankton sam-
ples (65%), compared to the water (57%) and sediment 
(50%) samples. With respect to sampling sites, the highest 
tlh gene frequency (37%) occurred at site 4, but it was not 
significantly different from frequencies at the other sites 
(P = 0.752) (Table 1). 

(tdh y trh) empleando las mismas concentraciones de los 
componentes que se utilizaron para determinar la presencia 
del gen tlh. Los cebadores que se usaron para los genes tlh, 
tdh y trh fueron descritos por Bej et al. (1999). Para la amplifi-
cación del segmento de ADN orf8, se utilizaron los cebadores 
descritos por Myers et al. (2003). Se usó un termociclador 
MaxyGene de Axygen (Union City, CA, EUA) para amplificar 
el gen tlh y sus genes toxigénicos, con las siguientes condi-
ciones para la amplificación: un ciclo de desnaturalización a 
94 ºC por 10 min, 35 ciclos a 94 ºC por 1 min, alineamiento 
a 58 ºC por 1 min, extensión a 72 ºC por 2 min y extensión 
final a 72 ºC por 10 min. La temperatura de alineamiento de 
los cebadores para el gen orf8 se modificó a 60 ºC. Para visua-
lizar los productos obtenidos, se empleó la electroforesis en 
gel de agarosa al 1.2% (p/v) con un amortiguador TAE 1× 
(40 mM de Tris-acetato, 1 mM de AEDT, pH 8.0) y 0.5 μL de 
GelRed (10,000X BIOTIUM) en una cámara de electroforesis 
(cámara horizontal de geles 10 × 10 cm modelo Enduro 10.10, 
Labnet) a 90 V por 40 min. Los resultados de la electroforesis 
se visualizaron con un transiluminador con lámpara UVP. 
Se usaron marcadores de peso molecular de 100–3,000 pb 
(Axygen Biosciences, CA, EUA). Las cepas de control prove-
nientes de la Colección de Microorganismos de Importancia 
Acuática (CAIM, por sus siglas en inglés) fueron propor-
cionadas por el Centro de Investigación en Alimentación y 
Desarrollo, unidad Mazatlán, Sinaloa (México). Los controles 
positivos fueron CAIM 320 para el gen tlh, CAIM 1772 para 
los genes tdh y trh, y CAIM 1400 para el gen orf8. Se utilizó 
una mezcla de reacción sin ADN como control negativo. Sólo 
las muestras con amplificaciones específicas por duplicado se 
consideraron positivas para V. parahaemolyticus.

Análisis estadístico 

Se usó un análisis de varianza (ANDEVA) de una vía para 
determinar las diferencias significativas en la presencia del 
gen tlh entre los sitios de muestreo. El ANDEVA de una vía 
también se usó para evaluar las diferencias significativas en 
la variación mensual de las variables ambientales (i.e., tempe-
ratura, salinidad, pH y oxígeno disuelto) y el gen tlh. Los 
análisis se implementaron con el software SigmaPlot 11.0. 
Se usó el coeficiente de correlación de Spearman para deter-
minar la relación entre la frecuencia del gen tlh indicador de 
V. parahaemolyticus y las variables ambientales. La contribu-
ción de los parámetros ambientales a la frecuencia del gen tlh 
indicador de V. parahaemolyticus se analizó por medio de un 
análisis de componentes principales, el cual se llevó a cabo 
con XLSTAT v2017.1. El nivel de significancia fue P < 0.05.

Rൾඌඎඅඍൺൽඈඌ 

Detección del gen tlh y los genes toxigénicos 

Se aisló el gen tlh de todas las muestras. La frecuencia fue 
más alta durante la temporada seca (junio de 2014, febrero 
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The tdh and trh toxigenic genes were detected in zoo-
plankton samples collected in September 2014 (sites 3 
and 4) and February 2016 (sites 3–5). The trh gene was 
detected only in water samples collected in February 2016 
(sites 1–3) (Table 1). The tdh gene was not detected in 
water, but the trh and orf8 genes were found in 13% (3/23) 
and 17% (4/23) of the positive samples, respectively. In 
zooplankton, tdh, trh, and orf8 were detected in 19% 
(5/26), 4% (1/26), and 8% (2/26) of the samples, respec-
tively. In the sediment, tdh was detected in 5% (1/20) of 
the samples and orf8 in 10% (1/20) of the positive sam-
ples, but trh was not detected.

Environmental parameters and correlation with the tlh 
gene 

Enviromental variables showed temporal variations 
in Caimanero Lagoon (Table 2). Seawater temperature 
varied between 24.7 and 31.1 ºC. Values for pH varied 
between 7.1 and 9.4, with no significant differences. 
Salinity was high in June 2014 (mean = 41.20), with sig-
nificant differences (P < 0.05) between all months except 
for May 2015 and February 2016. Dissolved oxygen was 
variable, trending between 4.6 and 13.8 mg·L–1. In May 
2015, dissolved oxygen concentration was high (mean 
= 10.10 mg·L–1) and significantly different (P < 0.05) 
from concentrations in September 2014 and February and 
September 2015.

A principal component analysis was used to analyze the 
contribution of environmental parameters to the presence of 
the tlh gene in all the samples from the lagoon. The rela-
tion between environmental parameters and the tlh gene 
explained 69.59% of total variance. Salinity accounted for 
15.78% of the variability in the presence of the tlh gene, 
pH accounted for 31.45%, dissolved oxygen accounted for 
37.55%, and temperature accounted for 15.21%. Salinity 
levels were significantly associated with the presence of the 
tlh gene (Fig. 1). The environmental parameters considered 
in this study to possibly affect the presence or absence of 
V. parahaemolyticus are listed in Table 3. The presence of 
the bacterium in the samples was significantly correlated 
with salinity, but no correlation was observed between the 
tlh gene and temperature (Table 3).

Dංඌർඎඌඌංඈඇ

The distribution of the tlh gene indicative of 
V. parahaemolyticus and its relation to environmental 
parameters in the coastal lagoons in northwest Mexico are 
little known. The presence of the tlh gene in Caimanero 
Lagoon was detected throughout the survey. It was detected 
with less frequency at site 1 (water entry to the lagoon 
system), which was not affected by aquaculture activities 
or major salinity fluctuations owing to its geographic loca-
tion. The lowest tlh gene frequency in Caimanero Lagoon 

de 2015, mayo de 2015 y febrero de 2016), seguida de la 
temporada de lluvias (septiembre de 2014 y 2015). La mayor 
proporción se observó en las muestras de zooplancton (65%), 
en comparación con las muestras de agua (57%) y sedimento 
(50%). En cuanto a los sitios de muestreo, la frecuencia más 
alta del gen tlh (37%) se registró para el sitio 4, pero no fue 
significativamente diferente de las frecuencias registradas 
para los otros sitios (P = 0.752) (Tabla 1). 

Los genes toxigénicos tdh y trh se detectaron en las 
muestras de zooplancton recolectadas en septiembre de 
2014 (sitios 3 y 4) y febrero de 2016 (sitios 3–5). El gen 
trh se detectó sólo en las muestras de agua recolectadas 
en febrero de 2016 (sitios 1–3) (Tabla 1). El gen tdh no se 
detectó en el agua, pero los genes trh y orf8 se encontraron 
en el 13% (3/23) y el 17% (4/23) de las muestras positivas, 
respectivamente. En el zooplancton, tdh, trh y orf8 se detec-
taron en el 19% (5/26), el 4% (1/26) y el 8% (2/26) de las 
muestras, respectivamente. En el sedimento, tdh se detectó 
en el 5% (1/20) de las muestras y orf8 en el 10% (1/20) de 
las muestras positivas, pero trh no se detectó.

Parámetros ambientales y su correlación con el gen tlh

Las variables ambientales mostraron variaciones tempo-
rales en la laguna Caimanero (Tabla 2). Los valores del pH 
variaron entre 7.1 y 9.4, sin diferencias significativas. La 
salinidad fue alta en junio de 2014 (promedio = 41.20), 
con diferencias significativas (P < 0.05) entre todos los 
meses excepto mayo de 2015 y febrero de 2016. El oxígeno 
disuelto varió con tendencias de entre 4.6 y 13.8 mg·L–1. En 
mayo de 2015, la concentración de oxígeno disuelto fue más 
alta (promedio = 10.10 mg·L–1) y significativamente dife-
rente (P < 0.05) de las concentraciones en septiembre de 
2014 y en febrero y septiembre de 2015. 

Se usó un análisis de componentes principales para 
analizar la contribución de los parámetros ambientales a 
la presencia del gen tlh en todas las muestras de la laguna. 
La relación entre los parámetros ambientales y el gen tlh 
explicó el 69.59% de la varianza total. La salinidad explicó 
el 15.78% de la variabilidad en presencia del gen tlh, el pH 
explicó el 31.45%, el oxígeno disuelto explicó el 37.55% 
y la temperatura explicó el 15.21%. Los niveles de sali-
nidad se relacionaron significativamente con la presencia 
del gen tlh (Fig.1). Los parámetros ambientales que en este 
estudio se consideraron como posibles factores que afectan 
la presencia o ausencia de V. parahaemolyticus se listaron en 
la Tabla 3. La presencia de la bacteria en las muestras estuvo 
significativamente correlacionada con la salinidad, pero no 
se observó una correlación entre el gen tlh y la temperatura 
(Tabla 3). 

Dංඌർඎඌංඬඇ 

La distribución del gen tlh indicador de la especie 
V. parahaemolyticus y su relación con los parámetros 
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  Water Zooplankton Sediment Total

Sampling Site tlh tdh trh orf8 tlh tdh trh orf8 tlh tdh trh orf8 tlh tdh trh orf8

June 2014 1 + – – + + – – – + + – – 3 1 0 1
2 0 + – – – + – – + 2 0 0 1
3 + – – + 0 + – – – 2 0 0 1
4 + – – – + – – – 0 2 0 0 0
5 + – – – + – – – + – – – 3 0 0 0

September 2014 1 0 0 0 0
2 0 0 0 0
3 0 + + – – 0 1 1 0 0
4 0 + + – – 0 1 1 0 0
5 0 0 0 0

November 2014 1 0 + – – – 0 1 0 0 0
2 + – – + + – – – + – – + 3 0 0 2
3 0 + – – – 0 1 0 0 0
4 + – – – + – – – + – – – 3 0 0 0
5 0 + – – – 0 1 0 0 0

February 2015 1 + – – – + – – – + – – – 3 0 0 0
2 + – – – + – – – + – – – 3 0 0 0
3 + – – + + – – + + – – – 3 0 0 2
4 + – – – + – – – + – – – 3 0 0 0
5 + – – – + – – + + – – – 3 0 0 1

May 2015 1 + – – – 0 + – – – 2 0 0 0
2 + – – – + – – – + – – – 3 0 0 0
3 + – – – + – – – 0 2 0 0 0
4 – – – – + – – – 0 1 0 0 0
5 + – – – + – – – + – – – 3 0 0 0

September 2015 1 0 0 0 0
2 0 0 0 0
3 0 0 + – – – 1 0 0 0
4 0 0 0 0
5 0 0 + – – – 1 0 0 0

November 2015 1 0 + – – – 0 1 0 0 0
2 + – – – 0 0 1 0 0 0
3 + – – – + – – – 0 2 0 0 0
4 + – – – 0 + – – – 2 0 0 0
5 0 0 + – – – 1 0 0 0

February 2016 1 + – + – 0 0 1 0 1 0
2 + – + – + – – – 0 2 0 1 0
3 + – + – + + – – 0 2 1 1 0
4 + – – – + + – – + – – – 3 1 0 0
5 + – – – + + + – + – – – 3 1 1 0

 Total 23 0 3 4 26 5 1 2 20 1 0 2 69 6 4 8

Table 1. Presence of the tlh gene indicative of Vibrio parahaemolyticus, and toxigenic and pandemic genes in environmental samples from 
Caimanero Lagoon. 0 = not detected. 
Tabla 1. Presencia del gen tlh indicador de Vibrio parahaemolyticus, y de genes toxigénicos y pandémicos en muestras ambientales de la 
laguna Caimanero. 0 = no detectado.
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was recorded in September, when heavy rainfall caused an 
abrupt decrease in salinity (salinity = 8). These results sug-
gest that V. parahaemolyticus can be affected by low salinity. 

Several studies have shown that when salinity decreases 
during the rainy season in a tropical zone, the concentration 
of V. parahaemolyticus increases (Reyes-Velázquez et al. 
2010, Machado and Bordalo 2016). However, in this study 
the frequency of V. parahaemolyticus was higher during the 
dry season. Collin and Rehnstam-Holm (2011) obtained sim-
ilar results, as they found V. parahaemolyticus in 73.2% of 
their samples at the end of the dry season. Flores-Primo et 
al. (2014) observed high densities of the tlh gene in oys-
ters during the dry season. Deepanjali et al. (2005) observed 
that water temperature in the tropical coastal regions of 
India was always optimal and did not significantly affect 
V. parahaemolyticus. Esteves et al. (2015) indicated that, in 
a Medetirranean coastal lagoon, salinity was crucial for the 
development of Vibrio, compared to small changes in tem-
perature. In the present study, temperature did not correlate 
with the presence of the tlh gene by site because there were 
little temperature variations in the lagoon. Similar results 
were reported by Turner et al. (2014), who showed that, for 
plankton, the tlh gene in V. parahaemolyticus did not cor-
relate with temperature. Whitaker et al. (2010) reported that 
V. parahaemolyticus grows best when pH is neutral; how-
ever, Parveen et al. (2008) found low correlation between 
V. parahaemolyticus and this parameter (r2 = 0.3514, 
P < 0.085). In the present study, a positive correlation 
between pH and the presence of the tlh gene was found only 
for site 3. Variations in pH were normal in this study; there-
fore, pH could not atypically effect the tlh gene. 

The highest tlh gene frequency was detected in zoo-
plankton. Several studies have also found higher frequen-
cies of the tlh gene in zooplankton than in water (Baffone et 
al. 2006, Turner et al. 2009, Caburlotto et al. 2010, Johnson 
et al. 2010, Martinez-Urtaza et al. 2012, Rehnstam-Holm 
et al. 2014). Vibrio parahaemolyticus can survive in sedi-
ments during the coldest months of the year, incorporating 
itself back into the water column when temperature rises in 
the summer (DePaola et al. 1994, Fukushima and Seki 2004, 
Böer et al. 2013). However, Caimanero Lagoon is in a tropical 

ambientales en las lagunas costeras del noroeste de México 
son poco conocidas. La presencia del gen tlh en la laguna 
Caimanero se detectó durante todo el muestreo. Se detectó 
con menor frecuencia en el sitio 1 (entrada de agua al 
sistema lagunar), que no fue afectado por actividades acuí-
colas o grandes fluctuaciones en la salinidad debido a su 
localización geográfica. La frecuencia más baja del gen tlh 
en la laguna Caimanero se registró en septiembre, cuando 
se presentaron precipitaciones abundantes que causaron una 
disminución abrupta en la salinidad (salinidad = 8). Estos 
resultados sugieren que V. parahaemolyticus puede ser afec-
tada por niveles bajos de salinidad. 

Diversos estudios han demostrado que cuando la sali-
nidad disminuye durante la temporada de lluvias en la zona 
tropical, la concentración de V. parahaemolyticus incre-
menta (Reyes-Velázquez et al. 2010, Machado y Bordalo 
2016). Sin embargo, en este estudio, la frecuencia de 
V. parahaemolyticus fue mayor durante la temporada seca. 
Collin y Rehnstam-Holm (2011) obtuvieron resultados simi-
lares, ya que encontraron V. parahaemolyticus en el 73.2% 
de sus muestras al final de la temporada seca. Flores-Primo 
et al. (2014) observaron densidades altas del gen tlh en 
ostras durante la temporada seca. Deepanjali et al. (2005) 
observaron que la temperatura del agua en las regiones 
costeras tropicales de la India se mantuvo óptima y no afectó 
a V. parahaemolyticus de manera significativa. Esteves et al. 
(2015) indicaron que, en una laguna costera mediterránea, la 
salinidad es crucial para el desarrollo de Vibrio, en compa-
ración con los pequeños cambios de temperatura. En el 
presente estudio, la temperatura del agua no se correlacionó 
con la presencia del gen tlh por sitio debido a que la tempe-
ratura en la laguna varió poco. Turner et al. (2014) repor-
taron resultados similares, en los cuales mostraron que en 
el plancton el gen tlh en V. parahaemolyticus no se correla-
cionó con la temperatura. Whitaker et al. (2010) reportaron 
que V. parahaemolyticus crece mejor con un pH neutral; sin 
embargo, Parveen et al. (2008) encontraron baja correlación 
entre V. parahaemolyticus y este parámetro (r2 = 0.3514, 
P < 0.085). En el presente estudio se encontró una corre-
lación positiva entre el pH y la presencia del gen tlh única-
mente en el sitio 3. La variación del pH fue normal en este 

Environmental
parameters

2014 2015 2016

June September November February May September November February

Temperature (ºC) 31.1 ± 1.8ab 31.8 ± 1.1b 27.3 ± 1.3ab 27.7 ± 1.1ab 24.7 ± 2.4a 30.5 ± 1.3ab 24.8 ± 3.1a 26.0 ± 4.8ab

Salinity 41.2 ± 18.8b 10.0 ± 7.1ac 11.4 ± 6.0ac 22.2 ± 7.3ac 31.2 ± 13.3b 8.0 ± 5.7 a 18.6 ± 6.8ac 27.8 ± 6.3bc

pH 8.5 ± 0.3a 7.7 ± 0.3a 8.5 ± 0.7 
a 8.3 ± 0.3a 8.0 ± 0.3a 7.7 ± 0.4a 8.5 ± 0.4a 8.0 ± 0.5a

Dissolved Oxigen (mg·L–1) 7.5 ± 1.1ab 5.8 ± 0.6a 6.9 ± 0.9  ab 5.6 ± 0.2a 10.1 ± 2.6b 5.9 ± 0.7 a 7.9 ± 1.2 ab 8.1 ± 2.5 ab

a, bMeans with diff erent letters are signifi cantly diff erent (P < 0.05) between seasons.

Table 2. Mean values (±SD) for environmental parameters in Caimanero Lagoon.
Tabla 2. Valores promedio (± desviación estándar) de los parámetros ambientales en la laguna Caimanero.
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zone where temperature variations are small, and this is why 
V. parahaemolyticus was detected throughout the study 
period. The results of the present study are consistent with the 
findings by Johnson et al. (2010) and Vezzulli et al. (2013). 

The tdh gene was detected at a higher frequency in zoo-
plankton taken from sites affected by aquaculture activity. 
The presence of pathogenic genes in this study was low (i.e., 
in less than 10% of the samples), and previous studies in this 
area have reported similar results (Cabanillas-Beltrán et al. 
2006, Velasco 2007, Sánchez 2016). However, Velazquez-
Roman et al. (2012) and Hernández-Díaz et al. (2015) 
respectively reported 52.0% and 65.3% of pathogenic genes 
in strains that were isolated from environmental samples 
taken from coastal areas in Sinaloa. This increase in the per-
centage of pathogenic genes was probably due to the high 
number of samples analyzed and to the selective isolation of 
V. parahaemolyticus. 

Nasu et al. (2000) indicated that serotypes O3:K6 pro-
duce tdh and enconde a single orf8 gene; however, we found 
samples that tested positive for the orf8 gene but negative 
for the tdh gene. Likewise, other studies have reported sam-
ples that tested positive for the tlh gene (species-specific), 
negative for the toxigenic genes (tdh, trh), and positive for 
the gene encoding the serotype O3:K6 (orf8) (Nair et al. 
2007, Kam et al. 2008, Velazquez-Roman et al. 2012, Mala 
et al. 2016). Hara-Kudo et al. (2003) found tdh-negative and 
O3:K6-positive strains and suggested that these strains may 
have been variants that diverged from the ancestor of the 
present pandemic strains, which may have lost the tdh gene 
as they adapted to the environment and thus lost their vir-
ulence. On the other hand, Velazquez-Roman et al. (2014) 
mentioned that in some countries of the Americas there were 
reported cases of gastroenteritis due to pandemic strains of 
O3:K6 and its serovariants.

The years 2014 and 2015 were affected by an El Niño 
event, with atypical changes in temperature and precipita-
tion in September 2014 (228.0 mm) and September 2015 
(474.5 mm), indicating salinity variations at almost every 
site in the lagoon. Enviromental changes caused by climatic 
events such as El Niño have a direct impact on Vibrio pop-
ulations because of the increase in temperature and changes 
in the ecology and hydrology of the systems (Ceccarelli 
and Colwell 2014). In the present study, water tempera-
ture in Caimanero Lagoon fluctuated slightly, but salinity 
showed the highest fluctuation and was the most important 
factor determining the presence of the tlh gene. These 
results clearly indicate that flood events can strongly affect 
V. parahaemolyticus abundance. This is the first time that an 
abrupt decrease in V. parahaemolyticus abundance following 
the rainy season and the concomitant decrease in salinity has 
been recorded in situ. 

In conclusion, this study establishes the importance of 
environmental parameters affecting the distribution and 
presence of the tlh gene indicative of V. parahaemolyticus. 
Our results also indicate the optimal niches for the 

estudio; por lo tanto, el pH no pudo afectar al gen tlh de 
manera atípica. 

La mayor frecuencia del gen tlh se detectó en el zooplancton. 
Varios estudios también han encontrado mayores frecuencias 
del gen tlh en el zooplancton que en el agua (Baffone et al. 
2006, Turner et al. 2009, Caburlotto et al. 2010, Johnson et 
al. 2010, Martinez-Urtaza et al. 2012, Rehnstam-Holm et al. 
2014). Vibrio parahaemolyticus puede sobrevivir en el sedi-
mento durante los meses más fríos del año e incorporarse en 
la columna de agua cuando la temperatura incrementa en el 
verano (DePaola et al. 1994, Fukushima y Seki 2004, Böer 
et al. 2013). Sin embargo, la laguna Caimanero se ubica en 
una zona tropical sin variaciones grandes de temperatura y, 
por tanto, V. parahaemolyticus fue detectado durante todo 
el periodo de estudio. Los resultados del presente estudio 
concuerdan con los hallazgos reportados por Johnson et al. 
(2010) y Vezzulli et al. (2013). 

El gen tdh se detectó con mayor frecuencia en el 
zooplancton muestreado en los sitios afectados por activi-
dades acuícolas. La presencia de los genes patogénicos en 

Figure 1. Principal component analysis of the environmental 
parameters affecting the presence of the tlh gene. Red vectors 
indicate environmental parameters (S = salinity, T = temperature 
[ºC], DO = dissolved oxygen [mg·L–1]). Blue vectors indicate 
presence of Vibrio parahaemolyticus (tlh) in all samples (water, 
sediments, and zooplankton). Variables with vectors projecting 
on the same plane were considered to be positively correlated. 
Figura 1. Análisis de componentes principales de los parámetros 
ambientales que afectan la presencia del gen tlh. Los vectores 
rojos indican los parámetros ambientales (S = salinidad, 
T = temperatura [ºC], DO = oxígeno disuelto [mg·L–1]). Los 
vectores azules indican la presencia de Vibrio parahaemolyticus 
(tlh) en todas las muestras (agua, sedimentos y zooplancton). Se 
consideró que las variables que se proyectaron en el mismo plano 
se correlacionaron positivamente.
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survival of this species and identify the effects of changes 
in salinity due to rainfall on the presence of the tlh gene, 
highlighting that a single environmental parameter alone 
should not be investigated to determine the presence and 
distribution of V. parahaemolyticus. The results confirm 
that the ecology of V. parahaemolyticus varies with respect 
to geographic locations. The presence of the pathogenic 
tdh and trh genes and the orf8 gene suggests that constant 
health surveillance is needed to prevent local public health 
problems.
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