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INTRODUCCION

ANTECEDENTES

El analisis dela nat uraleza y e volucién de las pand emias, en general v,
relativas al género Vibrio, en particular nos brinda la posibilidad de comprender
las causas y mecanismos por los cuales los microorganismos causantes se
diseminan mundialmente tales como factores ambientales y de saneamiento;
incluyendo la participacion de los alimentos en su extension mundial.

Al género Vibrio pertenece uno de los patégenos intestinales mas importantes
para el hombre: Vibrio cholerae responsable de epidemias y pandemias de
enfermedades diarreicas de riesgo mortal. ©”

Otro patdgeno intestinal del mismo género, con caracteristicas de pandemia,
es el Vibrio parahaemolyticus, el cual ha sido aislado de ag ua de mar,
organismos marinos y de las heces de los enfermos con enteritis agudas. Las
infecciones causadas por el citado  miembro del género Vibrio se ha n
incrementado mundialmente en los ultimos 10 afos®”; Causante de
enfermedades trasmitidas por alimentos (ETAs) que son especialmente
importantes por sus altas tasas de morbilidad y también aunque en m enor
proporcion mortalidad entre los g rupos mas vulnerables de la poblacion, y
ademas representan una proPorci()n muy alta del costo de la atenciéon médica y
de las h ospitalizaciones."® Por ellolos problemas de inocuidad de los
alimentos son considerados en la act ualidad como un problema de sal ud
publica, 20 93.102)

La dosis infectante y elli mite permisible en alimentos de
Vibrio parahaemolyticus es aun discutida, aunque las cepas Hemolisina directa
termoestable (TDH) sonlasq ue con mayor frecuencia se encuentran
asociadas a brotes de intoxicacion alimentaria. Aunque la capacidad de los
vibrios para producir infeccion en individuos sanos se considera dependiente
del inoculo y de los factores de virulencia de la cepa involucrada.“®)

El Proyecto de Norma O ficial Mexicana PROY-NOM-242-SSA1-2005,
Productos y servicios. Productos de la pesca frescos, refrigerados, congelados
y procesados.4Es pecificaciones sanitarias y métodos de prueba, establece un

limite de 10  Numero Mas Probable (NMP) en 100g de muestra de
Vibrio parahaemolyticus para moluscos bivalvos y crustaceos.©*1%

A finales de 2 007 la Adm inistracion de Alimentos y Medicamentos de lo s
EE.UU. (FDA) report6 dos presu ntos casos de intox icacion alimentaria por
Vibrio parahaemolyticus asociados alconsu mo de moluscos bivalvos
provenientes de México. En el periodo 2007 a 2010 la FDA habi a comunicado
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menos de una decena de casos atribuidos a moluscos bivalvos de origen
mexicano, tratandose de ev entos esporadicos y aislados, donde no se
demostré asociacion epidemioldgica de dos 0 mas casos relacionados entre si,
para ser co nsiderado un brot e de Enfermedad Transmitida por Alimentos
(ETA). ?0

A mediados del 2008 la FDA comunic6 al Programa Mexicano de Sanidad de
Moluscos Bivalvos (PMSMB) conformado principalmente por Baja California,
Baja california Sur y Sonora donde se encuentran la mayoria de las areas de
cosecha clasificadas por el PMSMB, cuya produccién se destina al mercado
nacional y de exportacion, comunicé que se habian producido cambios en la
guia técnica del Programa Nacional de Sanidad de Moluscos Bivalvos de los
EE.UU., donde se establecia como obligatorio que todos los Estados miembros
de este programa, incluyendo los paises extranjeros que exportan al mercado
estadounidense, desarrollen una evaluacion de riesgo y en su caso, un plan de
control de Vibrio parahaemolyticus.®”

Dados estos antecedentes y las caracteri sticas de ac umulacién de
contaminantes que presentan los moluscos bivalvos, asi como al hecho de que
se consumen crudos o poco cocidos, la Comision Federal para la Proteccion
Contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS) realizd una ev aluacién de riesgo de
Vibrio parahaemolyticus en estos productos, con el propdsito de determinar la
aplicacion de medidas de control para disminuir el riesgo de presentacion de
esta enfermedad.

Entre las acciones a realizar fue procesamiento de las muestras de producto
para determinar Vibrio parahaemolyticus toxigénico como NM P, enlo s
laboratorios que se encuentren dentro de la Red Nacional de Laboratorios
coordinada por la Comision de Control Analitico y Ampliacion de Cobertura
(CCAYAC).0)

Las enfermedades infecciosas agudas son un importante problema de salud
publica a nivel mundial. Son responsables de una cuarta parte de las muertes
que se producen en el mundo. La mayor parte de estas muertes ocurren en los
paises subdesarrollados, sobretodo en las areas con mayor grado de exclusion
social, deterioro ambiental, pobreza, la malnutricion, la falta de medicamentos y
vacunas, Yy lainadecuad a infraestructura sanitaria contribuyen a surapid a
propagacion. %

La distribucion de estasen fermedades en el mundo estd variando
continuamente, debido a cam bios que se producen en el p atégeno, en el
ambiente y en la p oblacion huésped. El incremento de la resistencia alos
antimicrobianos, el s obrecalentamiento del planeta, la g lobalizaciéon delo s
mercados y las migraciones de poblacion son los principales factores que
intervienen en el desarrollo y proliferacion de este grupo de enfermedades. (%
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Distintas especies marinas pueden acumular diversas especies de bacterias
como Vibrios en su tracto intestinal, branquias y exoesqueleto.(%’ Es el caso de
los Vibrios, uno de los géneros que conforman esta micro biota de los
ecosistemas acuaticos, y en los que a menudo se encuentran asociados como
comensal a diversos organismos acuaticos, como crustaceos, algas,
fitoplancton, copépodos y raices de plantas acuaticas.®*

Ocupando una gran variedad de nichos, Vibrio parahaemolyticus es
una bacteria comun en los estuarios y entornos marinos. Se descubre en
1953, al ocasionar una intoxicacién alimentaria que causaria muertes.Se ha
reconocido que Vibrio parahaemolyticus es una de las principales causas de
gastroenteritis transmitida por pescados y mariscos en el Japon y en otros
paises asiaticos.”'%) En cambio, en la mayoria de los paises fuera de Asia,
la incidencia notificada parece ser reducida, lo que tal vez refleje una forma
diferente de consumir los pescados y mariscos. La gastroenteritis causada por
este organismo se asocia casi exclusivamente a pesca dos y a mariscos
consumig%s crudos o insuficientemente cocidos, o contaminados después de la
coccion.

Este microorganismo es reconocido como una causa importante, en todo el
mundo de gastroenteritis, especialmente enl|l as zonas donde
el consumo de mariscos es alto com o el Sureste Asia tico.®” Por ello es
considerado patégeno emergente en el norte y centro de América Latina.("
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Il. CLASIFICACION
CLASIFICACION TAXONOMICA

En 1854, el médico italiano Filippo Pacini descubrié la pri mera especie de
Vibrio, el Vibrio cholerae (agente causante del célera), mientras estudiaba los
brotes de esta enfermedad en Florencia. En 1884 el cientifico aleman Robert
Koch aislo la b acteria causante del cdlera cuando trabajaba con enfermos
coléricos en Eg ipto. La bacteria presentaba una morfologia bacilar curvada,
por lo que la denomino Vibrio comma.(¢:1%2)

En 1965, Veron se propuso crear la familia Vibrionaceae considerando agrupar
aquellos géneros cuyas especies fueran oxidasas positivas y méviles por un
flagelo polar.©®®

Vibrio parahaemolyticus fue identificado por primera vez como agente de
gastroenteritis por Fujino en 1951, quienes originalmente lo cl asificaron al
organismo en el género Pasteurella. Sin embargo, la denominacién actual fue
establecida por Sakazaki en 196 3.%® En el 2008, la f amilia Vibrionaceae se
encuentra en las ub-seccién V del Manual de Bergey's de Bacteriologia
sistematica en el grupo de bact erias Gram-negativas facultativamente
anaerobias correspondiente a la orden Vibrionales.

DOMINIO: Bacteria
PHYLUM: Proteobacteria
SECCION: Gammaproteobacteria
CLASE: Zymobacteria
ORDEN: Vibrionales
FAMILIA: Vibrionaceae
GENERO: Vibrio

e ESPECIE:

Vibrio parahaemolyticus
Vibrio cholerae

Vibrio vulnificus

Vibrio fluviales

Vibrio alginolyticus

Vibrio damsela

Vibrio furnissi

Vibrio hollisae

Vibrio mimicus

Vibrio metschnikovii
Vibrio cincinatiensis

Estos son actualmente patégenos tanto para vertebrados como para
invertebrados.
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Dicha familia se encuentra constituida por bacilos, rectos curvos, moviles por
medio de flagelos laterales adicionales. No forman endosporas ni microsporas,
y sonq uimioorganotroficos capaces de metabolismos respiratorio y
fermentativo. No desnitrifican y la mayoria de las especies so n positivas a la
prueba de oxidasa. Todas utilizan D-glucosa como unica fuente de carbono y
energia; mientras que, la mayoria utiliza sales de a monio como unica fuentes
de nitrégeno; unas cuantas tienen requerimientos de factores organicos de
crecimiento relativamente simples, las principales caracteristicas bioquimicas
se observan en las tablas 2, 3,4y 5. La mayoria requiere 2-3% de NaCl.
Dentro de los seis géneros considerados como parte la familia Vibrionaceae,
encontramos varias especies patdégenas para el hombre, asi como para otros
vertebrados e invertebrados. Estas son: Allomonas, Enhydrobacter, Listonella,
Photobacterium, Salinivibrio y Vibrio. 639

CLASIFICACION CLINICA

El género Vibrio, de la familia Vibrionaceae, posee mas de 48 especies, y su
taxonomia esta en constante revision gracias a la incorporacion de técnicas de
biologia molecular. Al menos 12 de ellas son patdgenas para el hombre y
varias sontambi én patdgenas para animales tanto vertebrados como
invertebrados.“”) El género Vibrio estd compuesto por microorganismos cuyo
habitat natural son los ecosistemas marinos y fluviales.*%

Las especies que se asocian a diarrea son el Vibrio parahaemolyticus,
Vibrio cholerae, Vibrio mimicus, Vibrio hollisae, Vibrio fluviales y Vibrio furnissi.
Por su parte, el Vibrio vulnificus causa septicemia e infeccion de heridas en
pacientes inmunodeprimidos.

El Vibrio parahaemolyticus también se han asociado a infeccion de heridas
como se o bserva en latabla 1, pero principalmente presente en cas os
reportados de gastroenteritis. *®
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TABLA 1. ASOCIACION DE Vibrio spp. PATOGENOS CON SINDROMES

CLINICOS

Especies

Gastroenteritis

Infeccion
de herida

Infeccion
de oido

Septicemia
primaria

Septicemia
secundaria

Vibrio cholerae 01

+++

Vibrio cholerae NO 01

+++

++

Vibrio mimicus

++

Vibrio fluvialis

++

Vibrio
parahaemolyticus

+++

Vibrio alginolyticus

++

Vibrio cincinnatiensis

Vibrio hollisae

Vibrio vulnificus

++

++

Vibrio furnissii

Vibrio damsela

++

Vibrio metschnikovii

(+)

Vibrio carchariae

+

%+++ = reportados frecuentemente, ++ = menos frecuente (6-100 reportados);
+ = raro (1-5) reportados, y (+) = asociacién no es clara.
® Tabla tomada de A. T. Pavia et. Al. (BAM, 2001)

CLASIFICACION BIOQUIMICA

TABLA 2. PROPIEDADES DEL GENERO VIBRIO Y DIFERENCIACION DE OTROS
GENEROS FENOTIPICAMENTE SIMILARES.

Reaccion o propiedad
de:

PRUEBA Vibrio Aeromonas | Plesiomonas | Enterobacteriaceae
Oxidasa + + + -
Requerimiento Na* + - - -
Fermenta Manitol + + - +
Crece en TCBS + + - -

FUENTE: Aislamiento, Identificacién y Caracterizacion de Vibrio parahaemolyticus

2008. Instituto de Salud Publica, Chile.
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TABLA 3. PRUEBAS CLAVES DIFERENCIALES ENTRE LOS GRUPOS 1,5y 6.

Prueba Grupo 1 Grupo 5 Grupo 6
Vibrio Vibrio Vibrio Vibrio Vibrio Vibrio Vibrio Vibrio

cholerae | mimicus | damsela | fluvialis | alginolyticus | parahaemolyticus | vulnificus | harveyi
Crece en caldo
con:
Sin NaCl + + - - - - - -
1% NaCl + + + + + + + +
Arginina
Moeller 0 0 95 93 0 0 0 0
1% NaCl
Lisina Moeller 99 100 50 0 99 100 99 100
1% NaCl
OrnitinaMoeller 99 99 0 0 50 95 55 0
1% NaCl

FUENTE: Aislamiento, Identificacion y Caracterizacion de Vibrio parahaemolyticus
2008. Instituto de Salud Publica, Chile.

TABLA 4.Bl OQUIMICA DIFERENCIAL PARA SEPARAR ESPECIES ENTRE
GRUPOS 1,5y 6.

% de Positividad para®
Prueba Grupo 1 Grupo 5 Grupo 6
Vibrio Vibrio Vibrio Vibrio Vibrio Vibrio Vibrio Vibrio

cholerae | mimicus | damsela| fluvialis | alginolyticus | parahaemolyticus | vulnificus | harveyi
Voges-
proskauer
1% 75 9 95 0 95 0 0 50
Movilidad 99 98 25 80 99 99 99 0
Acido de:
Sacarosa 100 0 5 100 99 1 15 50
D-manitol 99 99 97 100 100 45 50
Celobiosa 8 0 30 3 5 99 50
Salicina 1 0 0 0 4 1 95 0

@ El nimero indica el porcentaje de cepas que son positivas después de 48 hrs. De
incubacion a 36° C.
FUENTE: Aislamiento, ldentificacion y Caracterizacion de Vibrio parahaemolyticus
2008. Instituto de Salud Publica, Chile
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TABLA 5. PRUEBAS BIOQUIMICAS GRUPOS 1,5Y 6.

% de Positividad para®

Prueba Grupo 1 Grupo 5 Grupo 6
Vibrio Vibrio Vibrio Vibrio Vibrio Vibrio Vibrio Vibrio

cholerae | mimicus | damsela | fluvialis | alginolyticus | parahaemolyticus | vulnificus | harveyi
Indol (Caldo
infuso-corazon,
1% NaCl) 99 98 0 13 85 98 97 100
Citrato
Simmons 97 99 0 93 1 3 75 0
Urea 0 1 0 0 0 15 1 0
Acido de
Glucosa 100 100 100 100 100 100 100 50
Gas de
Glucosa 0 0 0 0 0 0 0 0
ONPG 94 90 0 0 0 5 75 0
Produccién
acido de:
L-Arabinosa 0 1 0 1 1 80 0 0
Lactosa 7 21 0 0 0 1 85 0
Sacarosa 100 0 5 99 99 1 15 50
Crecimiento en
caldo
con:
NaCl 0% 100 100 0 0 0 0 0 0
NaCl 6% 53 49 95 100 100 99 65 100
NaCl 8% 1 2 0 94 94 80 0 2
NaCl 10% 0 0 0 69 69 2 0 2

@ El nimero indica el porcentaje de cepas que son positivas después de 48 hrs. De

incubacién a 36° C.

FUENTE: Aislamiento, Identificacion y Caracterizacion de Vibrio parahaemolyticus
2008. Instituto de Salud Publica, Chile.
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lll. CARACTERISTICAS GENERALES DE
Vibrio parahaemolyticus

ASPECTOS GENERALES

Vibrio parahaemolyticus (“‘que descompone la sangre”) es una especie d el
género Vibrio es un bacilo marino halofilico, recto o ligeramente curvo, movil,
con un tamano de 1.4 — 2.6 um de longitud por 0.5 — 0.8 um de diametro, Gram
negativo, crece ate mperatura entre 10°C — 44°Cconuna Optimad e
crecimiento de 35°C — 37°C, en cuanto al pHvaria de 5 a 11 con intervalo
optimo de 7.5 a 8.6 y un tiempo de generacion estimado en 10 a 12 minutos.
Microrganismo anaerobio facultativo, con metabolismo oxidativo y fermentativo,
produce catalasa que se encuentra en la mayoria de las b acterias aerobias y
anaerobias facultativas que contienen citocromo.!!”?)
FIGURA 1. Vibrio parahaemolyticus

FUENTE: Zamora Pantoja Diana Rut h. Quiréz Santiago Carolina. UN ENEMIGO
MARINO SILENCIOSO VIBRIO PARAHAEMOLYTICUS. Revista Digital Universitaria
10 de abrii 2005 <+ Volumen 6 Numero 4 -« ISSN: 1067-
6079.http://www.revista.unam.mx/vol.6/num4/art33/art33.htm

Bacteria con flagelo monotrico, no esporulado y no capsulado.“*” Fermenta la
glucosa sin produccion de gas, fermenta manitol, arabinosa y manosa, pero no
fermenta sacarosa, lactosa, inositol, ureasa variable y su contenido de G + C,
varia del 44% al 49% (Contenido de las bases guanina y citosina en el material
genético de la bacteria).(35) Se ha comprobado que las cepas de
Vibrio parahaemolyticus productoras de ureasa, poseen el gen trh ligado a la
produccion de hemolisina relacionada conlah emolisina  directa
termoestable (TDH), importantes variantes en su mecanismo de patogenicidad,
por lo gue se ha sug erido que esta caracteristica bioquimica puede seru n
marcador dev irulencia en esta especie. Enes te sentido, recientes
investigaciones epidemiolégicas han documentado que el biotipo ureasa
positiva- Fenomeno Kanagawa negativo, es el responsable de la mayor parte
de gastroenteritis en la zona Noroeste del Pacifico.!"*"

La hemolisina termoestable de Kanagawa o hemolisina directa termoestable
(TDH) es producida por mas del 90% de las cepas patégenas para el hombre.
Sin embargo, la ma yoria de las cepas ambi entales carecen deell a. Su
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deteccion se efectua en el medio de agar Wagatsuma con 5% de eritrocitos
humanos o de conejo.“*1%"

Una particularidad de todas las especies de este género es su dependencia del
ion sodio. Este cation estimula su crecimiento y favorece la rapidez del mismo.
El requerimiento de sodio es es pecifico e indep endiente de una funcion
osmotica, dado que es dificimente reemplazado por cantidades
equimoleculares de otros cationes monovalentes. El Na* actua sobre los
sistemas de permeasas existentes en la bacteria permitiendo la entrada de
sustratos exdgenos. No obstante, se puede sustituir NaCl por KCI dentrode
ciertos limites. Crece en un intervalo de NaCl de 3, 6 y 8%. (#29.106.113)

TIPIFICACION

Existen diversos métodos de tipificacion para Vibrio parahaemolyticus, tanto
fenotipicos como moleculares. Dentro de los primeros destaca Ila
serotipificacion de lipopolisacaridos somaticos (O) y polisacaridos capsulares
(K). Elesg uema antigénico de tipi ficacion fue disefiado inicialmente por
Sakazaki en Japon en 1963 (TABLA 6), y complementado posteriormente por
otros investigadores.®® Actualmente existen kits comerciales que reconocen
13 grupos Oy 71 tipos K. En relacion a los métodos moleculares, existe una
gran variedad, destacando la determinacion de genes tdh y trh por PCR, de
gran utilidad para diferenciar cepas patégenas de las no patdgenas, ya que
ambos genes representan los mayores factores de virulencia de
Vibrio parahaemolyticus. 86991

Para la determinaciéon de genotipos se puede realizar electroforesis de campo
pulsado (PFGE), ribotipificacion y diversas técnicas basadas en amplificacion
como RPC con partidores arbitrarios (AP-PCR), amplificacion de elementos
Palindrémicos extragénicos repetitivos (REPPCR), amplificacion de secuencias
intergénicas de consenso repetitivas (ERIC-PCR), etc. La PFGE representa la
técnica de tipificacion genética de eleccidn por sup oder discriminatorio,
estandarizacion y capacidad de almacenamiento de | os distintos patrones
genéticos en bases de datos.®
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TABLA 6. ESQUEMA ANTIGENICO O LIPOPOLISACARIDO, K CAPSULA.

O GRUPO K
TIPO
1 1,25,26,32,38,41,56,58,64,69
2 3,28
3 4,5,6,7,27,30,31,33,37,43,45,48,54,57,58,59,65
4 4,8,9,10,11,12,13,34,42,49,53,55,63,67
5 5,15,17,30,47,60,61,68
6 6,18,46
7 7,19
8 8,20,21,22,39,70
9 9,23,44
10 19,24,52,66,71
1 36,40,50,51,61
12 52
Total 12 Total 65

FUENTE: El esquema antigénico fue propuesto por Sakazakiet al. 1963, Hugh, R., and
J. C. Feeley. 1972, (Elliot. E. L., FDA U.S.A., 1998.)

De un total de 71 combinaciones de serogrupos O:K, hoy en dia reconocidas
para Vibrio parahaemolyticus, 28.2% han adquirido el potencial pandémico, la
tipificacion por secuencia de multilocus ha proporcionado un fuerte soporte
molecular para establecer el origen clonal del Vibrio parahaemolyticus O3:K6
pandémico, y las ce pas pandémicas, independientemente del serotipo, son
clonales, con la base de un perfil alélico idéntico y evidenciando que el solo
serotipo no puede definir adecuadamente una cepa pandémica.®%")

DETECCION DE GENES DE VIRULENCIA Y CARAC'[ERIZACION MOLECULAR DE
Vibrio parahaemolyticus POR PCR DE MUESTRAS CLINICAS

Esta técnica se fundamenta en la propiedad natural de los ADN polimerasas
para replicar hebras de ADN, paralo cu al emplea cicl os de altas y bajas
temperaturas alternadas para s eparar las hebras de ADN recién formadas
entre si tras cada fas e de replicacién y, a continuacion, dejar que vuelvan a
unirse las polimerasas para que vuelvan a duplicarlas.

La técnica de PCR amplifica un fragmento de ADN, en forma exponencial,
utilizando una enzima ADN polimerasa termoestable durante ciclos sucesivos.
El segmento de acidos nucleicos amplificado es especifico ya que sus
extremos sonrec onocidos por oligonucleétidos sintéticos disenados
especialmente que se unen a secuencias complementarias en el extremo 5° de
cada hebra de ADN a amplificar. Se utiliza como molde una muestra de ADN o
ARN, que puede estar presente en un bajo numero de copias.
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A partir dela PCR se puede obtener distintos tipos d e informacion, que
basicamente se puede resumir en: 1) presencia o ausencia de las secuencias
complementarias a los oligonucleétidos, y 2) distancia a la g ue se encuentran
los cebadores o “primers” en el ADN templado.®”

De los aisla mientos clinicos confirmados de Vibrio parahaemolyticus se
amplifican los genes que codifican los factores de virulencia, TDH (hemolisina
termoestable directa), TRH (termolisina relacionada a TDH) y la deteccién de
cepas pandémicas mediante PCR de grupo-especifico, del gen toxRSy del
marco de lectura abierto orf8.

Las distintas secuencias de los primers o partidores y programas de PCR
utilizados para la deteccién de los genes blanco son mostradas a continuacion:

TDH-F 5-GGTACTAAATGGCTGACATC-3
TDH-R 5-CCACTACCACTCTCATATGC-3"

94° x 5 min, 30 ciclos 94° x 1 min, 48° x 1 min, 72° x 1 min; 72° x 5 min

TRH-F 5-GGCTCAAAATGGTTAAGCG-3'
TRH-R §'-CATTTCCGCTCTCATATGC-3

94° x 5 min, 30 ciclos 94° x 1 min, 48° x 1 min, 72° x 1 min; 72° x 5 min

toxRS 1 5'-TATCTCCCATGCGCAAACGTA-3'
toxRS 2 5'-ACAGTACCGTAGAACCGTGAT-3'

95° x 5 min, 30 ciclos 95° x 1 min, 55° x 1 min, 72° x 1 min; 72° x 7 min

ORF8A 5-GTTCGCATACAGTTGAGG-3'
ORF8B 5'-AAGTACAGCAGGAGTGAG-3'

94° x 5 min, 30 ciclos 94° x 30 seg, 60° x 30 seg, 72° x 30 seg; 72° x 5 min

GS-VP 1 5-TAATGAGGTAGAAACA-3
GS-VP 2 5'-ACGTAACGGGCCTACA-3'

95° x 5 min, 30 ciclos 945° x 1 min, 50° x 2 min, 72° x 3 min; 72° x 7 min
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IDENTIFICACION DE Vibrio parahaemolyticus EN MUESTRAS DE ALIMENTOS

Los aislamientos de origen clinicos de ce pas de Vibrio parahaemolyticus
presentan factores relacionados con la virulencia en un 99% de las cepas. Los
aislados de ori gen ambientales soélolas presentan en un 1% 0 menos .
La identificacion molecular de estas toxinas mediante PCR, es importante para
caracterizar las cepa s clinicas y evaluar surol pat 6geno. Los estudios
genéticos se basan en identificacidn de especie (il) y de factores de virulencia
presentes en islas de patogenicidad (TDH, TRH) y la identificacién del clon
pandémico (orf8).

AMPLIFICACION DE SECUENCIAS BLANCO DEVibrio parahaemolyticus

Amplificar primero el gen tl que confirma especie. Luego verificar si la cepa es o

no toxigénica con los partidores q ue identifican los genes tdh y trh. Si se ha

descrito en el pai s la presenciad el clon asiatico pan démico identificar la
; (15,75)

presencia del fragmento de orf 8.

Realizar los ciclos de amplificacion considerando la temperatura de fusién de

los partidores:

TABLA 7. CICLOS DE AMPLIFICACION.

Gen | Proteina Ubicacién | Secuencia Tamafio Ciclo de
codificada amplificado | amplificacion
Pares de
base (pb)
tth Hemolisina F 5’aaa geg gat tat gea gaagea ctg 37 450 gg“@? min
. . CICIDS=
termoestable R 5°gct act tte tag cat tit cte tge 3 249 1min
60°C 1 min
72°C 2 min
72°C 3min
8°C indefinidg.
fdh | Hemolisina FS' GTAAAGGTCTCTGACTTTTGGAC-3 270 94°C 3 min
termoestable R5' GGAATAGAACCTTCATCTTCACC-3 gi,g‘f']"nf;
directa 58°C 1 min
72°C 2 min
F2°C 3min
8°C indefinido
trh Hemolisina F5 TTGGCTTCGATATTTTCAGTATCT-3 500 94°C 3 min
termoestable R 5-CATAACAAACATATGCCCATTTCCG- ;iogcﬁﬁm
relacionada 3 §0°C 1 min
72°C 2 min
72°C 3min
8°C indefinido
Orf8 | Marco de F 5’ AGGACGCAGTTACGCTTGATG-3 369 94°C 3 min
lectura R 5'CTAACGCATTGTCCCTTTGTAG-3 gi‘gﬁ:ﬁ;
abierto 8 £0°C 1 min
72°C 2 min
72°C 3min
8°C indefinido

FUENTE: SILVA SAN CRISTOBAL WALLY, Et al. Aislamiento, identificacién y
caracterizacion de Vibrio parahaemolyticus. Manual de procedimientos. Departamento
Laboratorios Biomédicos. Ministerio de Salud- Instituto de Salud Publica. Chile 2008.
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INFORME:
TL: Positiva. Confirma especie Vibrio parahaemolyticus.

tdh: Positiva: Presencia de Vp toxigénico
trh: Positiva: Presencia de Vp toxigénico
Orf8 : Positiva: Presencia de cepa asiatica pandémica.
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HABITAT NATURAL

Es una bacteria haldfila, que al igual que otros vibrios marinos, es una de las
especies que compone la micro biota en estuarios y del agua del mary de
algunos organismos que en ella viven. El numero de Vibrio parahaemolyticus
en agua de mar estaria asociado, al igual que el Vibrio cholerae ala
concentracion de zooplanton, especialmente a copépodos y a la tem peratura.
Esto indicaria que las concentraciones de Vibrio parahaemolyticus en el ag ua
de mar puede variar con aq uellos factores que produzcan variaciones del
zooplanton, incluyendo, temperatura, Iluminosidad, corrientes marinas,
concentracion de nutrientes, y concentracion de fitoplanton, entre muchos
otros. El Vibrio parahaemolyticus, por estar en susp ension en el agua de mar
se concentra en moluscos filtradores bivalvos que en nuestro pais son una
importante parte de la dieta diaria de la poblacion, incluyendo ostiones, almejas
y camaron, en cuyas carnes puede alcanzar grandes concentraciones. “®)

La infeccion humana se adquiere por la ingesta de estos productos del mar, ya
sea crudos o parcial mente cocidos, conteniendo concentraciones infecciosas
de la bacteria, que algunos estudios han caracterizado como de 1 x 104
bacterias por gramo de marisco. Factores importantes en la concentracion de
Vibrio parahaemolyticus, en las carnes de bivalvos ingerida son la
concentracion inicial d e la bacteria, la temperatura de al macenamiento y de
transporte y la tem peratura de coccién. Esta bacteria tiene un tiempo de
generacion a la te mperatura de 37° de 8 a 9 minutos de tal m odo que puede
alcanzar concentraciones altas en poco tiempo, ya que la bacteria puede crecer
después de la recol eccion de los m ariscos si la temper atura es la adecuada
para este crecimiento. “®

Se pensaba que el Vibrio parahaemolyticus se limitaba a los climas tropicales,
los estudios recientes informaron de la recuperacion de O3:K6 del agua en el
sur de Chile y Alaska, que hasta ahora eran considerados como demasiado frio
para apoyar el crecimiento de este organismo. Estos descubrimientos recientes
sugieren un cambio en el organismo en su capacidad de adaptarse y sobrevivir
en ambientes mas frios. De hecho, la capacidad de Vibrio parahaemolyticus
para sobrevivir y proliferar en sus nic hos ambientales, en mariscos y en el
intestino humano pudo haber resultado de la adquisicion de las regiones de
codificacion, rasgos nuevos que son diferencialmente regulada en diferentes
nichos. Ademas, la propagaciéon del organismo es otra indicaciéon del
calentamiento global, que es probable que desempefie un papel en
Vibrio parahaemolyticus para aumentar la distribucion y ocurrencia.

Se havisto que almacenar congelado el alimento, ademas de detener el
crecimiento del Vibrio, disminuye su numero, no obstante se ha descrito que el
Vibrio parahaemolyticus sobrevive congelado a -18°C durante 7 semanas.®®
64)
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TRANSMISION

Vibrio parahaemolyticus es un pa tégeno de habitat marino, por lo q ue los
alimentos de esta procedencia deben ser analizados, ya que suelen ser los
principales  transmisores del  microorganismo al ser  humano.
Vibrio parahaemolyticus puede estar presente en alimentos marinos, como
los pescados y mariscos (Fig.2), que tienen un importante papel en la
transmision de est e agente etioldogico cuando secons umen crudos o
insuficientemente cocinados.

FIGURA 2. OSTIONES, CAMARONES Y PESCADO, ALIMENTOS INVOLUCRADOS
EN LA TRANSMISION DE Vibrio parahaemolyticus.

Los mariscos, especialmente los moluscos bivalvos, como ostiones y almejas
acumulan cantidades importantes del microorganismo debido al mecanismo de
alimentacion por medio de filtracion que llevan cabo. En general, crustaceos y
pescados no acumulan a Vibrio parahaemolyticus en cantidad importante para
causar infeccion, pero pueden alcanzan grandes cantidades de éste al dejarse
sin adecuada refrigeracion por unas pocas horas. La enfermedad se transmite
por ingestion de cualquier alimento contaminado crudo o mal cocido. También
se puede transmitir por contaminacion cruzada, al ingerir cual(%uier alimento
que haya tenido contacto con mariscos 0 agua contaminada. “¢%*

Q.F.B. DIANA BERENICE MEDINA GARCIA Pagina 19



PREVALENCIA DE Vibrio parahaemolyticus CON POTENCIAL EPIDEMICO EN
MUESTRAS HUMANAS Y EN ALIMENTOS EN EL ESTADO DE MICHOACAN EN EL
PERIODO 2000 AL 2010

CUADRO CLINICO

Este microrganismo causa gastroenteritis y los sintomas que se presentan son
dolor abdominal severo, nausea, vomito, fiebre, dolor de cabeza y diarrea, la
cual persiste hasta ocho dias, en casos severos la diarrea es acuosa con moco
y sangre, y pueden presentarse cuadros de deshidratacion, hipotension y
acidosis, como se observa en la tabla 8. El periodo de incubacion es de 12-24
horas. ©9

En un es tudio realizado entre Enero y Febrero del 20 05 en Chile, se
reunieron losd atos delasm anifestaciones clinicas de personas
diagnosticadas, los cuales también tenian deshidratacién, pero sin llegar ala
hipotensién ni shock (Tabla 8). 311

TABLA 8.PRINCIPALES MANIFESTACIONES CLINICAS DE
Vibrio parahaemolyticus.

SINTOMAS PORCENTAJE DE
FRECUENCIA
Dolor abdominal 90%
Nauseas y vomitos 89%
Diarrea sin sangre 80%
Fiebre 7%
Deshidratacion 38%
Hormigueo 16%
Calambres 16%
Diarrea con sangre 6%
Cefalea 4%

FUENTE: Elaborado por Departamento de Epidemiologia, Ministerio de Salud de Chile
SEREMI X Regién (n = 502 acumulados al dia 12 de febrero 2005).

Se han reportado casos de i nfecciones extra intestinales en el ojo, oi do,
tracto urinario y en heridas superficiales, ademas de procesos de septicemia
asociado a enfermedades preexistentes como alcoholismo, enfermedad renal,
vascular y diabetes. Las epticemia es causada por la entrada del
microorganismo al torrente sanguineo a través de la vena porta o del sistema
linfatico intestinal, los sintomas incluyen fiebre, hipotension, escalofrios y
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ocasionalmente nausea, vomitos, diarrea y dolor abdominal. Las infecciones de
heridas pueden ocurrir cuando existen lesiones de piel, quemaduras o cortes
preexistentes que entran en contacto con el agua de mar o con | as especies
marinas contaminadas. El cuadro se caracteriza por una lesién en la piel que
se desarrolla dentro de las primeras 24 horas posteriores al contacto con el
material contaminado. El sitio de la infeccion se presenta inicial mente con
eritema, extremadamente edematoso, Iluego progresa rapidamente aun a
lesion con v esiculas y finalmente necrosis que involucra la piel yla grasa
subcutanea. Estas infecciones pueden ocurrir tanto en personas sanas como
aquellos con enfermedades prexistentes. (' 6% 64)

TRATAMIENTO

En relacion a sus ceptibilidad antimicrobiana, no hay estdndares de
interpretacion para Vibrio parahaemolyticus (guias NCCLS-CLSI 2005).
Usando loses tandares deint erpretacion para Vibrio cholerae vy
Enterobacteriaceae, Vibrio parahaemolyticus es sensible a tetraciclina,
doxiciclina, furazolidona, cloranfenicol, cefalosporinas de tercera generacion,
aminoglucésidos y quinolonas. L a resistencia a colistiny ampicilina (esta
segunda mediada por beta lactamasas), es variable. "

El manejo basico consiste en tratamiento sintomatico y rehidratacion, es decir,
corregir los trastornos hidroe lectroliticos y a cido-base. Los antimicrobianos
estan indicado muy pocas ocasiones: persistencia de diarrea por mas de cinco
dias; infecciones extra intestinales, que son muy poco frecuentes. En estos
casos, se plantea la administracién de ciprofloxacina en dosis de mg de cada
12 horas por 5 dias. 50

Se realizaron estudios en cepas de muestras clinicas, en donde se observaron
diferentes susceptibilidades: TRIMETROPIN/SULFAMETOXAZOL (100%),
CLORANFENICOL (100%), AMIKACINA (67%), CEFO TAXIME (58%),
TETRACICLINA (50%), AMPICILINA (0%) y ERITROMICINA (0%).
Esto después de casos de intoxicacion por Vibrio parahaemolyticus, de marzo
del 2010 en Lazaro Cardenas, Michoacan. ©"

También estan establecidos los cr iterios de hospitalizacién, que so n los
siguientes: diabetes mellitus, hepatopatias, mesenquimopatias,
inmunosupresioén, insuficiencia renal, ca ncer, aclorhidria, edad mayor de 6 5
anos, embarazo y paciente de gravedad evidente. En estos casos es mejor
hospitalizar, porque aumenta la posibiidad de muerte secundaria a
hipocalcemia y arritmias. %%
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EPIDEMIOLOGIA

En el afio 19 53, investigadores japoneses encabezados por Fujino
identificaron por primera vez al Vibrio parahaemolyticus como el causante de
intoxicacién alimentaria, esto ocurri6 durante la aparicion de un brote en la
provincia de Osaka en la cual hubo 272 personas afectadas, con 20 fallecidos.
El brote se asocié al consumo de sardinas crudas. ©*8)

Mas tarde, Takikawa (1958) describe otro brote de gastroenteritis causada por
un organismo similar al aislado por Fujino et al. (1953). En 1960 una epidemia
de gastroenteritis ocurrio alolar go la costa del Paci fico de Japodn, y el
Ministerio de Salud y Bienestar Social establecio un comité para estudiar esta
epidemia. Posteriormente, un Vibrio si milar al descri to por Fujino et al.y
Takikawa fue identificado como el agente etiologico. En1963 Sakazaki et al.
establece esquema antigénico con 11 lipopolisacaridos somaticos (O) y 41
polisacaridos capsulares (K). ("'%

Posteriormente numerosos brotes de intoxicaciones alimentarias y casos
esporadicos de Vibrio parahaemolyticus fueron reportados en EEUU, Europa y
Asia, pero no fue hasta 1969 en que este microorganismo se consideré un
problema de salud publica, principalmente en EEUU, y por lo tanto una alarma
para el continente americano. 1%

En los Estados Unidos de América, antes de 1997 lo mas comun era asociar la
enfermedad a cangrejos, ostras, camarones y langostas.  (Tabla 9) "*"® En
ese pais se notificaron cuatro brotes de Vibrio parahaemolyticus asociados al
consumo de ostras crudas en 1997 y 1998. %)
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TABLA 9. BROTES ASOCIADOS CON BIVALVOS 1969-2000.

AGENTE BROTES CASOS PAIS BIVALVO

Calicivirus 5923 USA, UK, Australia, Almejas
Japoén, Espafia Ostras

Hepatitis A 290.965 USA, ltalia, China, Almejas. Ostras,
Australia Choritos

V parahaemolyticus 669 USA, Canada Ostras, Almejas
V cholerae 120 Malasia, italia, USA  Ostras
V vulnificus 72 USA QOstras
V mimicus 17 USA Ostras
V hollisae 2 USA Ostras
Salmonella sp 98 Singapur, UK, Japdn Ostras, Caracole
Shigella sp 2 64 Francia, USA Ostras, Choritos
Plesiomonas sp 54 USA, Canada Ostras
Fuente: Potasman I. Clin Infect Dis 2002; 35(8): 921-8.

En Australia, en 1990 y 1992, hubo dos brotes de gastroenteritis causadas por
Vibrio parahaemolyticus en camarones congelados y cocidos importados de
Indonesia y también se produjo una muerte en 1992 asociado al consumo de
ostras. Y se sabe de brotes en Chile en donde analizan alrededor de 30 cepas
durante 1992 y 1997.¢%

Un nuevo clon de Vibrio parahaemolyticus de serotipo O3:K6 aparecié en
Calcuta 1996 entre pacientes hospitalizados. Durante la vigilancia activa de las
etiologias de diarrea entre los hospitales, pacientes en Calcuta, una ciudad en
la parte n oreste de India,u n aumento de los ing resos hospitalarios de
pacientes con gastroenteritis causada por Vibrio parahaemolyticus se
observo a partir de febrero de 1996. Analisis de las cepas revelé que un unico
serotipo, O3:K6, que no fue aisl ado previamente durante investigaciones en
Calcuta, del 50 al 80% de las infecciones en los meses siguientes se relacioné
con el serotipo. 7784

De igual manera las cepas de ese serotipo causaron una gran proporcion de
brotes en Taiwan desde 1996 a 1999, sugiriendo algo inusual en la ecologia,
epidemiologia o virulencia del organismo. El clon pan démico ha continuado
expandiéndose a través de Asia a Estados Unidos, C anada, Rusia, Chiley
Mozambique. Recientemente, ha emergido un nuevo grupo pandémico que ha
mostrado ser genéticamente muy relacionado a la cepa O3:K6. Este grupo
incluye 04:K68, 01:K25, 01:K41 y O1: KUT (UT: no tipificable). “47:¢°)
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Antes de 1997 Vibrio parahaemolyticus se encontraba en forma esporadica en
Chile. Entre 1992 y 1997 el Instituto de Salud Publica de Chile (ISP), recibi6
solamente 30 aislados de muestras clinicas provenientes de los hospitales
regionales para su identificacion. Sin embargo, un brote epidémico ocurrido en
Antofagasta entre noviembre de 1997 y marzo de 1998, periodo de gran
actividad de la Corr iente del Nifo, afecté a 3 40 personas posicionando a
Vibrio parahaemolyticus como causa importante de ETA en Chile.?*™®

En esa oportunidad Vibrio parahaemolyticus fue detectado en almejas, algas y
ostiones. El segundo brote epidémico reportado en Chile ocurrié en el Servicio
de Salud Llanquihue-Chiloé- Palena (Lla nchipal) de la X © Region, al sur del
pais, entre enero y marzo de 2004 y afecté a mas de 1 500 personas, en su
mayoria adultos. En dicha oport unidad el ISP confirmdé microbiolégicamente
los casos, detectando la presencia de Vibrio parahaemolyticus con toxina TDH.
Secundariamente se produjeron brotes epidémicos en otras regiones donde se
consumian mariscos procedentes de Llanchipal, como la Region Metropolitana
(RM), V°, VIII° y IX° regiones. Un tercer brote epidémico, de mayor magnitud
que los anteriores, se inicié en el v erano del 2005. Como se ob serva en la
figura 4, los picos mas altos de la prevalencia de Vibrio parahaemolyticus tanto
en muestras humanas como muestras de alimentos y ambientales fueron en el
2008. -3

FIGURA 4. VIBRIO PARAHAEMOLYTICUS, CEPASRECI BIDAS POR EL
LABORATORIO DE REFERENCIA, ISP 1998 - 2009
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FUENTE: Laboratorio Agentes ETAs. Seccion Bacteriologia-ISP. Chile, 2011.
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En el 2005, el clon pandémico fue asociado con casos hospitalizados de
diarrea en Mozambique, Africa del Este, y se aislaron también cepas O3:K6
con rasgos moleculares del clon pandémico a partir de fuentes ambientales en
la costa francesa. %%

El clon de Vibrio parahaemolyticus O3:K6 para el 2005 ya se habia diseminado
en los cuatro continentes: Asia, América, Africa y Europa. Tal diseminacion de
un solo serotipo del Vibrio no habia sido reportada anteriormente, haciéndose
evidente que se encontraban frente a una pandemia de gastroenteritis causada
por Vibrio parahaemolyticus. %43

En México se realizaron las pri meras investigaciones en 1974 en donde
fueron estudiadas en la ciudad de Puebla por Gil Recasens y colaboradores,
dos cepas aisladas (0.26%) a partir de 777 muestras de heces humanas.
Dichas cepas fueron aisladas de las heces de dos adultos del sexo masculino
con cuadro clinico de g astroenteritis aguda y con antece dentes de ing esta
previa de mariscos crudos y encontraron una incidencia del 6 %.1%4"9

Franco y Flores, en 198 8, aislaron una cepa (3.85%) del micr oorganismo a
partir de 26 muestras de heces de manipuladores de alimentos marinos en la
ciudad de Progreso de Castro, en Y ucatan. Posteriormente, en 1989, aislaron
12 cepas (6.32%) a partir de 190 muestras de alimentos marinos crudos,
insuficiente o parcialmente cocidos con calor de restaurantes de la ciudad de
Menda, Yucatan.

Un estudio realizado en el puerto de Acapulco, Guerrero, demostré la presencia
de Vibrio parahaemolyticus en dos (0. 73%) de las 275 m uestras de heces
tomadas de manipuladores de alimentos marinos.

En 1983, Molina Garcia y colaboradores realizaron una busqueda de
anticuerpos contra Vibrio parahaemolyticus en 100 manipuladores de alimentos
encontrando 17 sueros positivos. De este 17 p or ciento el 1 0 por cient o
correspondio a antigeno "vivo" y 7 por ciento a antigeno"muerto”. De estos 100
manipuladores, 10 fueron manejadores de alimentos marinos y se encontraron
un 50 por ciento de positividad (cinco sueros), que corresponde 40 por ciento a
antigeno "vivo" (cuatro sueros), y 10 por ciento a antigeno "muerto" (un suero).
De los 90 sueros de manipuladores de alimentos no marinos, 12 (13.33%)
tuvieron anticuerpos contra Vibrio parahaemolyticus: seis (7%) contra antigeno
"vivo" y seis (7%) contra a ntigeno 'muerto”. En dicho estudio se usaron dos
cepas aisladas de casos de gastroenteritis como antigenos.!'®

En México no habia reportes por infeccion de Vibrio parahaemolyticus, hasta
que en el ano 2004 se reportd el unico brote en México causando mas de 1,230
casos de gastroenteritis en el s ur del estado de Sinaloa, debido al serotipo
0O3:K6. En el 2006 y 2008 aparecen nuevos casos de gastroenteritis debido a
Vibrio parahaemolyticus.
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En un estudio realizado en Sinaloa en el 2009 se concluy6, que el porcentaje
de cepas de Vibrio parahaemolyticus con toxinas ha ido en aumento no solo en
muestras clinicas sino en las ambientales, las cuales pueden ser
potencialmente patdgenas para el humano por lo que se esperaria un aumento
en los casos de g astroenteritis, y de acuerdo a la combinacion de genes del
grupo pandémico y que el serotipo identificado mayormente fue O3:K6, al que
se atribuye como el responsable de los brotes del 2004 y los casos esporadicos
tanto en el 20 06 y el 2008, ta mbién se encontraron otros sero grupos con
combinacion de genes pandémicos.'"

Al igual que se observé tendencia de la combinacion de los genes que
identifican las cepas pandémicas. El grupo solo con toxinas ha ido en aumento,
mientras que la c ombinacion del grupo pandémico probable O3:K6 ha
disminuido. El grupo sin toxinas ha disminuido. Por lo que se concluy6 que el
porcentaje de ce pas de Vibrio parahaemolyticus con toxinas hasidoe n
aumento no s6 lo en muestras clinicas sino en las am bientales, las cuales
pueden ser potenciales patogenas para el humano por lo que se esperaria un
aumento, al igual estudiar las variaciones de esta bacteria para evitar nuevos
brotes futuros y poder llevar a cabo mejores medidas de prevencion. ('3

En Michoacan, durante la ultima epidemia de Vibrio cholerae, los casos aunque
esporadicos, se pudo aislar distintas especies de Vibrios. Siendo los primeros
aislamientos en nuestro estado durante este periodo. (Tabla 10).

TABLA 10.CASOS AISLADOS A PARTIR DE DIARREAS EN MICHOACAN

Vibrio Vibrio Vibrio Vibrio Vibrio Vibrio
cholerae parahaemolyticus furnussi fluvialis mimicus Metschnikovi
NO O1

1991 1

1992 8

1993 1

1994

1995 1

1996

1997 2 5 1

1998 3 2 1

1999 4 1

FUENTE: LABORATORIO DE INVESTIGACION ENM ICROBIOLOGIA Y
PARASITOLOGIA DEL HOSPITAL INFANTIL DE MORELIA “EVA SAMANO DE
LOPEZ MATEQS”.
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Es el caso de Vibrio parahaemolyticus que en 1997, produjeron cinco casos en
Zinapecuaro, Michoacan. Causando sintomas como diarrea, vomito vy
deshidratacion y un caso requirié hospitalizacion e hidratacién parenteral.

Lo cual no has permitido conocer por primera vez otro Vibri o diferente a
Vibrio cholerae causante de enfermedad a un grupo de personas en un lugar
determinado.

PREVENCION

La contaminacion de alimentos marinos por Vibrio parahaemolyticus es un
hecho comun, dada la ecologia que la caracteriza. El andli sis y adecuado
tratamiento de los alimentos de esta procedencia contribuyen en gran medida
a la prevencion de posibles brotes, ya que las c epas, de origen ambiental
pueden presentar factores de virulencia tales como la TDH, asociada con la
patogenicidad del microorganismo.

El insuficiente control de los alimentos de origen marino, que involucra las
condiciones de transporte, almacenamiento (refrigeraciéon) y escasa coccion,
aunado a las practic as de consu mo de mariscos crudos sin desinfeccion
pueden ocasionar un aumento considerable en la probabilidad de contraer el
agente etioldgico y desarrollar enfermedad.

La ebulliciéon inactiva rapidamente a este patdgeno, cifras apenas por encima
de la maxima para su crecimiento destruyen al 90% de la pobl aciéon de un
cultivo en menos de una hora. Los yoddéforos parecen ser mas efectivos que el
cloro en la desin feccién de ostiones contaminados cuando el trata miento se
aplica a una concentracion de 25 mg/L."®

RECOMENDACIONES

Hervir 6 cocer al v apor los mariscos, en el caso de mariscos en su concha
permitir el cocimient o hasta que la concha se abray continuar el proceso
durante 5 — 9 minutos.

Freir o cocer perfectamente pescados y ostion (sin concha).

No permitir la con taminacién cruzada, una vez que los alimentos han sido
adecuadamente procesados evitar el contacto con superficies de trabajo o con
alimentos crudos.

Refrigerar los alimentos, sino son consumidos inmediatamente.

No consumir alimentos de dudosa procedencia.!™®
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IV. MECANISMOS DE PATOGENICIDAD
Vibrio parahaemolyticus

Historicamente la patogenicidad de Vibrio parahaemolyticus se ha asociado
con el fendmeno de Kanagawa (KP) que se observa como la beta-hemdlisis en
agar Wagatsuma. Practicamente todos los aisl amientos clinicos de
Vibrio parahaemolyticus KP-son positivas, mientras que solo 1 a 2 de las cepas
ambientales KP-positivo (Sakazaki y otros 19 68; Miyamoto y otros 1969;
Nishibuchi y Kaper 1995). Ah ora se sabe que la reaccion de K anagawa es
causada por el Hemo lisina termoestable directa (TDH), proteina descrita por
Nishibuchi y Kaper en 1995, llamada asi porque no se in activa por el calor
100 ° C durante 10 min y porque su actividad hemolitica no se ve reforzada por
la adicién de lecitina que sugiere una actividad directa en eritrocitos.

Una encuesta realizada por Nishibuchi y Kaper mostré q ue todos los
KP-positivo (clinica) cepas de Vibrio parahaemolyticus en efecto, contiene dos
genes tdh, mientras que las cepas d e Vibrio parahaemolyticus (clinicas y
ambientales) que muestran la h emdlisis débil en agar Wagatsuma y se
consideran soélo KP-intermedia solo tienen un gen tdh. Al observar
KP-negativos mayoria de las cepas de las cuales son de origen del medio
ambiente 16 de estas cepas contenian una copia del gen tdh mientras que el
resto de las cep as KP-negativos no tienen el gen tdh lo g ue sugiere que la
mayoria de las cepa s KP-negativos no pue den producir la proteina TDH.
De vez encuan do los aisl ados de otras especies de Vibrio, incluso
Vibrio hollisae, Vibrio cholerae no-O1 y Vibrio mimicus se ha encontrado que
llevan el gen tdh. A pesar de la importancia del factor de Kanagawa y la TDH
proteina KP-negativos cepas de Vibrio parahaemolyticus en ocasiones han sido
asociados con brotes de gastroenteritis.

Se ha sugerido que la hidrdlisis de la urea puede utilizarse como un marcador
para predecir las cepas potencialmente virulentas del Vibrio parahaemolyticus
informé por primera vez este fendmeno es conclusion de que el fenotipo ureasa
positivo se asocioé con el O4: K12 serotipo, se reportd que cePas tdh positivas
de origen clinico y ambiental también fueron ureasa positivo. ™

La patogénesis de este microorganismo ha sido estudiada extensamente, los
factores de virulencia principales son la hemolisina directa termoestable (TDH),
la hemolisina relacionada ala TDH (TRH) y factores de adherencia que
interactian con los receptores superficiales de la cél ula huésped.(ss) La
adherencia, la colo nizacién y multiplicacion de los m icroorganismos en e |
intestino, es un paso inicialen el proceso de una infeccién. Diferentes
investigadores sefalan al pili, al flagelo y a las hemag lutininas como posibles
factores de ad herencia; sin embargo, el mecanismo de adh erencia de este
enteropatdogeno, no ha sido completamente dilucidado. La toxina denominada
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hemolisina directa termoestable (TDH-thermostabledirecthemolysin),
considerada como un factor de virulencia determinante para la produccion de
enfermedad en el s er humano. Las cepas que presentan dicha hemolisina
cultivadas sobre ag ar Wagatsuma que contiene eritrocitos humanos, son
hemoliticas (beta-hemdlisis, a este hecho se le conoce co mo fenbmeno o
prueba de Kanagawa, estudios epidemiolégicos revelan una fuerte asociacion
entre éste fendmeno y la gastroenteritis. (FIGURA 4) (3553.66.74)

FIGURA 4. FENOMENO DE KANAGAWA .

FUENTE: Zamora Pantoja Diana Ruth. Quiréz Santiago Carolina. UN ENEMIGO
MARINO SILENCIOSO VIBRIO PARAHAEMOLYTICUS. Revista Digital Universitaria
10 de abrii 2005 <+ Volumen 6 Numero 4 -« ISSN: 1067-
6079.http://www.revista.unam.mx/vol.6/num4/art33/art33.htm

La toxina termoestable directa(TDH) es el factor de virulencia mas importante
en el mecanismo de produccion de la diarrea.®®® La TDH es una proteina con
actividad hemolitica sobre una variada gama de eritrocitos (fenomeno de
Kanagawa); esta tox ina posee varias propiedades entre las q ue destacan:
citotoxicidad, aumento de la p ermeabilidad vascular y acumulacién de liquido
en el asa de ileon en el modelo experimental en conejos. EI mecanismo
patogénico es la alteracion del flujo iénico de las células intestinales, el que
desencadena una diarrea secretora. La toxina TDH es codificadapor un gran
numero de genes tdh, los que han sido s ecuenciados, evidenciandose una
estrecha relacion genética entre ellos (97% de similitud). Se dice que mas del
90% de aisla mientos de mu estras clinicas de Vibrio parahaemolyicus pero
menos del 1% de las cepas de alimentos o ambientales produce TDH o posee
tdh. Por su parte, la frecuencia de deteccion de TDH o la deteccion de tdh en
muestras ambientales y alimentos marinos varian del 0% a 6%.

Otro factor importante en la produccién de diarreaes la presencia de la toxina
hemolisina relacionada (TRH), que es codificada por los genes trh,
genéticamente relacionado a tdh, con 68,6% de similitud genética.?"*® Esta
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toxina fue inicialmente determinada en cepas provenientes de casos de
gastroenteritis que no presentaban el fenomeno hemolitico de Kanagawa. Al
igual queTDH, TRH produce acumulacién de liquido en el modelo experimental
de asa ligada de conejo y presenta actividad citotoxica en una variedad de
tejidos.

La presenciad el gen tdh,q ue codifica TDH esdeus o frecuente
como una herramienta de diagnéstico para identificar patdogenos aislados de
Vibrio parahaemolyticus. Cinco variantes de la secu encia de tdh (llamado
tdh1 a tdh5) han sidoidenti ficadas, sine mbargo, solot dh2
parece tener un alto nivel dela transcripcion.TDH y TRH son
considerados los factores principales de virulencia en Vibrio parahaemolyticus
y las cepas pueden contener TDH o TRH o ambos."®

En un estudio anterior, se informé acerca de un fago filamentoso que se asocia
especificamente con larecien te O3:K6 cepas serotipo de
Vibrio parahaemolyticus. Este fago, f237, tiene varios genes en comun y una
estructura gendémica similar a otro fago filamentoso CTX (9), que es conocido
por llevar los genes de la enterotoxina del célera (ctxAB), el factor de virulencia
mas importante de Vibrio cholerae. En lugar de ctxAB, f237 posee un marco
abierto de lectura unica, ORF8, que no tiene homologia con otras secuencias
de ADN en las bases de datos. En este estudio, se analizo la distribuciéon de la
f237 en los ultimos aislamientos clinicos de Vibrio parahaemolyticus.

La prevalencia tan altadelosf agos f237e n las cepas de
Vibrio parahaemolyticus que muestra propagacion de la pandemia indica que el
fago puede conferir un fenotipo hasta ahora desconocido para la bacteria. El
fenotipo puede, a su vez, proteger al organismo frente a la presion selectiva en
un ambiente determinado antes de que infecte a los humanos. Si fago f237 ha
jugado un papel importante en la potencia recientemente creciente pandemia
de cepas de Vibrio parahaemolyticus es un objeto de estudio.

El tipo de sistema de secrecion (T3SS) translocon complejo se compone de
varias proteinas asociadas, que forman un canal de translocacién a través de la
membrana plasmatica de la célula huésped. Estas proteinas son moléculas
clave que participan en la patogenicidad de las bacterias que T3SS-positivo,
porque son necesarios para g enerar las proteinas efectoras en células del
huésped. Un T3SS designado T3SS2 de Vibrio parahaemolyticus se cree que
estar relacionado con la enterotoxicidad de esta bacteria en humanos.©"

La secuenciacion de genomas enteros de Vibrio parahaemolyticus cepa
RIMD2210633 (cepa aislada de una muestra clinica de Vibrio parahaemolyticus
en Japon en 1996) reveld la prese ncia de dos c onjuntos de genes en los
cromosomas 1y 2 que codificacién dos diferentes sistemas de secrecion tipo I
(T3SS), T3SS1, T3SS2,que son designados respectivamente. " El grupo de
genes T3SS1 se encuentra en cepas positivos y negativos-TDH, y aunque hay

Q.F.B. DIANA BERENICE MEDINA GARCIA Pagina 30



PREVALENCIA DE Vibrio parahaemolyticus CON POTENCIAL EPIDEMICO EN
MUESTRAS HUMANAS Y EN ALIMENTOS EN EL ESTADO DE MICHOACAN EN EL
PERIODO 2000 AL 2010

algunas excepciones, el grupo de genes T3SS2 es altamente asociados con
cepas positivas TDH.®” Un andlisis funcional de T3SS2 reveld que esta
asociado con la actividad citotoxica contra las células Cac 0-2 observado in
vitro.®Por lo tanto, T3SS2 también se cree q ue esta relacio nado conla
enterotoxicidad de Vibrio parahaemolyticus en los seres humanos. 2197

Asociado con T3SS-2 codificada en el cromosoma 2 son Tdh1 y Tdh2, asi
como un factor necrosante citotdxico, un T exoenzima y al men os cinco
transposasas . La presencia de transposasas y un contenido de G + C (bases
guanina y citocina) del 40% (menos que el genoma total), sugiere que T3SS-2
puede ser un elemento integrador similares a las islas de patogenicidad
identificados en patégenas de E. coli, S. enterica, y V. cholerae, que
nombramos Vibrio parahaemolyticus isla-7 (VPa I-7). T3SS-2 esta presente
principalmente en el Vibrio parahaemolyticus O3:K6 cepas altamente virulenta
se recuperaron después de 1995, mientras que la mayoria de los aislamientos
clinicos que se recuperaron antes de 1995 no codifican T3SS-2 que indica que
la region esta, no son esenciales para la virulencia, pero puede incrementar la
virulencia cuando esta presente.!1%":1%®)

Las moléculas bacterianas tienen la capacidad de secretar una gran variedad
de moléculas, incluyendo polisacaridos muy complejos y proteinas. Algunas de
estas moléculas son requeridas para la viabilidad de la célula, mientras que
otras son usadas para la interaccion con el ambiente. Los polisacaridos pueden
ser secretados porla célula en dos formas: polisacaridos g ue se vierten al
ambiente proximo a la célula (exopolisacarido para la formacion de
biopeliculas) y polisacaridos asociados a la célula (capsula y lipopolisacarido).
Dentro de la familia Vibrionaceaese han encontrado estos dos tipos de
polisacaridos, como es el caso de Vibrio parahaemolyticus, el cual con la
capsula juega un p apel critico en las interacciones entre la b acteria y su
ambiente mas inmediato.

La capsula es una estructura que envuelve la super ficie de la bacteria,
compuesta por polisacaridos de alto peso molecular que estan firmemente
anclados a la su perficie celular; esta demostrado que este estructura es un
factor de virulencia, ofreciendo proteccion contral a respuesta inmune del
hospedero (opsonizacion, fagocitosis y accion litica del complemento).(%?

Ademas de los anteriores, Vibrio parahaemolyticus requiere de otros factores
para causar enfermedad, como wuna variedad de pili, hemaglutininas
(hemaglutinina manosa sensitiva), factores de colonizacion y capacidad de
invasion celular. 8%
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Vibrio cholerae

En la actualidad, Vibrio cholerae es una bacteria que esta bien caracterizada
bioquimicamente, y se clasifica en serogruSpos en funcién de la composicion del
antigeno O del lipopolisacarido (LPS). © De los cerca de 200  serogrupos
identificados hasta el momento, solamente dos deell os, O1 y 0139, se
reconocen como los unicos responsables de las epidemias de célera. A su vez,
el grupo de cepas del serogrupo O1 se clasifica en dos biotipos: clasico y El tor,
y en cada uno de ellos se distinguen tres serotipos distintos: Inaba, Ogawa e
Hikojima. Elrest o de serogrupos se les denomina comunmente como no-
O1/no- 0139, suelen aislarse de fuentes ambientales pueden producir casos
esporadicos de gastroenteritis y de infecciones extra intestinales. “9

Vibrio cholerae presenta un ciclo de vida libre, formando parte de la microbiota
de los ecosistemas acuaticos, tanto de aguas saladas como dulces, en la que a
menudo se encuentra asociada como comensal a diversos organismos
acuaticos. Se ha descrito que puede adherirse a la quitina de los caparazones
de algunos crustaceos y puede colonizar las superficies de algas, fitoplancton,
copecopodos Yy raices de plantas acuaticas. En estos habitats son aislados con
mayor frecuencia las cepas no-O1/no- O139. Sin embargo, la ad quisicion de
factores de virulencia por parte de algunas de estas cepas las capacita para
colonizar la mucosa del intestino delgado humano, en do nde persisten, se
multiplican y producen la toxina causante del célera.®4%%

FIGURA 5. (Fotografias de microscopia electronica de barrido y de transmisién del
trabajo de Nelson y col. (1976), A: la bacteria presenta forma de coma y un flagelo
polar, y habita normalmente ambientes acuaticos; By C: vibrios adheridos ala
superficie del a mucosa
intestinal).

El cdlera se tr ansmite por
medio delag ua vy los

alimentos contaminados.
De hecho, los g randes
brotes subitos suelen ser
causados por un
abastecimiento de ag ua
contaminada. Rara vez el
célera es transmitido por
contacto directo de

persona a persona.
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En 1991 el célera reemergidé en Peru, luego de aproximadamente 100 afios de
ausencia decas os en Sudamérica. Esta epidemia fue causada por
Vibrio cholerae O1 biotipo El Tor. En Argentina ocurrieron siete brotes de colera
entre 1992 y 1998. En el pais se estableciéo un activo programa de vigilancia
que incluyo la creacién de la Red de Laboratorios de Diarreas y Patégenos
Bacterianos de Transmision Alimentaria. En el marco de este programa y
también a través de estudios de monitoreo en el medio ambiente, desde 1992
hasta 2007 se identificaron y caracterizaron alrededor de 3.500 aislamientos de
Vibrio cholerae O1 y no-O1 de origen humano y ambiental provenientes de
distintas regiones del pais. Vibrio cholerae O1 fue aislado unicamente durante
los periodos epidémicos, principalmente en el norte del pais y en los meses de
verano. En cambio, los aislamientos de Vibrio cholerae no-O1, no-O139
siguieron un patron diferente, ya que se recuperaron principalmente en
primavera y verano, pero también en los meses de otofo e invierno. En
general, los aislamientos clinicos estaban asociados a casos es poradicos de
diarrea grave o0 moderada, aunque también hubo microorganismos
recuperados de septicemias. En diciembre de 1999 y enero de 2000, ocurrié en
Oran (provincia de Salta) un brote de diarrea que afecté a nifos y adultos y que
duplicé el numero de coprocultivos esperados para la época del afo; durante
ese brote se recuperd V. cholerae no-O1 de diez pacientes y también de
fuentes de agua de la zona.

Los principales factores de virulencia asociados al célera epidémico incluyen la
enterotoxina conocida como CT vy el factor de coloniz acion TCP (toxina
corregulada por el pilus) codificado enlai sla de patogenicidad VPI, ambos
habitualmente ausentes en Vibrio cholerae no-O1, no-O139. Para estos
serogrupos se postula un mecanismo de patogenia diferente, en el que
intervienen otros factores de virulencia.

Por otra parte, Vibrio cholerae no-O1, no-O139 puede producir otros productos
extracelulares como la toxina termoestable NAG-ST vy las citolisinas VCC/HIyA
y RTX, los que pueden estar contribuyendo alav irulencia de estas cepas.
También se had escrito una neuraminidasa codificada en otra isla de
patogenicidad (VPI-2), que cliva el acido sidlico de los g angliésidos presentes
en las células eucariotas. Se cree que esta enzima aumenta la sensibilidad de
las células hospedadoras a la toxina CT, ya que expone al gangliosido GM1,
receptor de la toxina.

Un trabajo realizado por el laboratorio de Mekalanos y cols., en el afio 200 5,
describié por primera vez una cepa clinica de Vibrio cholerae no-O1, no-O139
que porta en su g enoma un segmento homologo de la isl a de patogenicidad
denominada VPal-7 de Vibrio parahaemolyticus. Este segmento génico codifica
para un sistema de secrecion tipo Il (TTSS) funcional que probablemente
pueda estar contribuyendo a la virulencia de este tipo de cepas. La isla de
patogenicidad Vpal-7 porta los principales genes de virulencia de este vibrion
(gen tdh que codifica la hem olisina directa termoestable o TDH) y otros
probables genes de virulencia.
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V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Vibrio parahaemolyticus ha sido considerado, tanto por su nimero como por los
lugares de recoleccién, una causa de gastroenteritis de proporciones
mundiales. Ha sido aislado de areas marinas y estuarios casi mundialmente vy,
a pesar de su naturaleza halofilica, aun no ha p odido ser hallado en aguas
libres de sal. Sinembarg o, lasreg iones enlasq ue las enferme dades
gastrointestinales son endémicas constituyen un m ayor peligro parala
poblacion que aquellas libres de dichos brotes, especialmente cuando los
productos marinos provienen de las proximidades costeras en las que hay gran
densidad poblacional. ¢

Por las condici ones ambientales que se s aben de Vibrio parahaemolyticus,
cuando las temperaturas del agua son bajas, los peligros para la salud publica
son menores que en épocas calurosas. Porest a razén, los principales
problemas microbioldgicos asociadosa pescados y mariscos sons u
aprovechamiento y la conservaciéon de su calidad. No obstante, asi como otros
alimentos comercializados intensamente en todo el mundo, ellos comparten la
posibilidad de actuar como v ehiculos de microorganismos patdégenos y su
peligrosidad guarda relacion estrecha con las condiciones ambientales y con la
naturaleza de los organismos involucrados. %

Por lo cual, los mol uscos, al ser animales sésiles que se alimentan filtrando el
agua, pueden concentrar en ellos diversas bacterias y virus, y son potenciales
vehiculos de microorganismos peligrosamente patdgenos. A su vez, crustaceos
y peces tambié n se hallan expuestos a e stas bacterias patogenas para el
hombre al ser el medio acuatico su Ginico medio de vida. ??

En elafo 1953, investigadores japoneses identificaron por primera vez al
Vibrio parahaemolyticus como el c ausante de intoxicacion alimentaria, esto
ocurrié durante la aparicion de un brote en la provincia de O saka en la cu al
hubo 272 personas afectadas, con 20 fallecidos. ¢389)

A partir de esta fecha las int oxicaciones alimentarias se presentaron casos
esporadicos de Vibrio parahaemolyticus los cuales fueron reportados en EEUU,
Europa y Asia, peronofueh asta 1969 en g ue este microorganismo se
considerd un problema de salud publica, principalmente en EEUU, y porlo
tanto una alarma para el continente americano. 1%

En Latinoamérica los brotes alimentarios se presentaron a lo largo de 1997 a
2008 por Vibrio parahaemolyticus.

A finales de 2 007 la Adm inistracion de Alimentos y Medicamentos de lo s
EE.UU. (FDA) report6 dos presu ntos casos de intox icacion alimentaria por
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Vibrio parahaemolyticus asociados alconsu mo de moluscos bivalvos
provenientes de México.

De 2005 a 2008 enM éxico, 547 casos de gastroenteritis por
Vibrio parahaemolyticus fueron notificados por 20 entidades federativas, los
cuales fueron confirmados por el Instituto Nacional de Diagndstico y Referencia
Epidemiolégicos (INDRE), siendo el promedio anual de notificacion de 136
casos. Durante 2006 se pres entaron 47% delos casos reportados en el
periodo de estudio, mientras que los afos 2007, 2008 y 2005 representan
247, 249 y 3.5 % de los casos respectivamente. Pese a no tratarse de una
enfermedad de informe obligatorio el niumero de estados notificantes ha ido en
aumento (5, 2005; 11,2006; 13,2007; 16,2008).%¥

En un estudio realizado en el InDR E durante el 20 10, Michoacan se
encontraba dentro de los primeros estados con mayor aislamiento de
Vibrio parahaemolyticus a partir de muestras clinicas por d ebajo de estados
como Sinaloa y Nayarit, donde se menciona que de cada cinco  Vibrio
parahaemolyticus aislados en muestras clinicas cuatro son toxigénicos.?
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VI. JUSTIFICACION

Las enfermedades transmitidas por alimentos, en su m ayoria son de tip o
infeccioso y de origen quimico como las intoxicaciones. La incidencia de estas
enfermedades sigue constituyendo uno de los problemas de salud publica mas
extendidos en el mu ndo contemporaneo y permanecen como unadela s
causas principales de morbilidad, que ocupan el seg undo lugar entre las
enfermedades transmisibles de notificacion obligatoria.

Entre los alimentos involucrados resaltan los moluscos bivalvos, debido a que
estos productos en suori gen estan sometidos a una contaminacion
microbioldgica y quimica, entre otras, lo que aunado a la forma de consumo
generan enfermedades para el consumidor.®

Es elc aso de América del Norte se produjeron importantes brotes de
enfermedad debidos a Vibrio parahaemolyticus tras el co nsumo de ostras
crudas, la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos
(FDA) encargé una evaluacién cuantitativa deri esgos acerca de las
consecuencias para la salud publica de la presencia Vibrio parahaemolyticus
en moluscos crudos" (FDA-VPRA), uno de cuyos resultados fue la elaboracion
de un modelo de riesgo.

Entre las acciones realizadas se implementé el andlisis de las muestras de
productos alimenticios para determinar Vibrio parahaemolyticus por Numero
Mas Probable (NMP), en los labora torios que se encuentren dentro de la Red
Nacional de Laboratorios coordinada por la Co mision de Control Analitico y
Ampliacion de Cobertura (CCAYAC).?%)

La Comision Federal paral a Proteccidon contra Riesgos Sanitarios
(COFEPRIS), através dela Comision de Control Analitico y Ampliacion de
Cobertura (CCAYAC) colabora en |la realizacién de ensayos de |aboratorio a
todos aquellos productos sujetos al contr ol sanitario, para contribuir ala
prevencion y proteccién contra riesgos sanitarios.

Por lo tanto la importancia de este estudio impacta a México, pues la cercania
de otros paises con brotes importantes de esta bacteria nos demuestra una
estimacion de las afectaciones de salud, sociales y econdmicas que sufren
ciertas regiones. Ademas que la ex portacién de estos alimentos de ori gen
marino podria estar amenazada causando pérdidas econdmicas importantes
para el pais.

A partir de ello surge la necesidad de un estudio mas extenso para confirmar
estos resultados, ya que la co munidad de pescadores que se sostienen de la
pesca del camaron se vio afectada seriamente el afio 2003 al ser decretada
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una veda precautoria porla Com ision Federal Parala Pro teccién contra
Riesgos Sanitarios (COFEPRIS).!"®

Se estima que las pérdidas econdmicas que generan los alimentos
contaminados por algun patégeno ascienden a 35, 000 millones de ddlares al
afno tan solo en los EUA segun la Organizacion Mundial de Salud en el 2007,
por lo tanto en México las pérdidas serian de mayor impacto para el pais.
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VII. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Conocer la prevalencia de Vibrio parahaemolyticus con potencial epidémico en
muestras humanas y en alimentos en el Estado de Michoacan.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar Vibrio parahaemolyticus en muestras clinicas de 2000 al 2010 en el
Estado de Michoacan.

Conocer edad, sexo y procedencia de los pacientes a los cu ales, a partir de
muestras clinicas se identificé Vibrio parahaemolyticus.

Determinar Vibrio parahaemolyticus toxigénico en muestras clinicas.

Identificar Vibrio parahaemolyticus en muestras de alimentos durante 2009 y
2010 en el Estado de Michoacan.

Conocer tipo de alimento, época estacional y lugar de proced encia delo s
aislamientos de Vibrio parahaemolyticus.

Determinar Vibrio parahaemolyticus toxigénico en muestras de alimentos.
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VIIl. METODOLOGIA

e TIPO DE ESTUDIO: AMBIPECTIVO, EXPERIMENTAL,
LONGITUDINAL, ESTUDIO DE POBLACION.

e POBLACION DE ESTUDIO:

a) Todas las muestras clinicas para la busqueda de Vibrio sp. que lleguen al
Laboratorio de Microbiologia y Parasitologia del Hospit al Infantil de Morelia
‘Eva Samano de Lépez Mateos”, recibidos desde el afio 2000 hasta 2010, las
cuales fueron recibidas en hisopado rectal con formato de identificacion y
procedencia del paciente. Las muestras procedian de los diferentes centros de
salud de Michoacan.

b) Todas las muestras de alimentos que lleguen al area de Vibrio sp. del
Laboratorio Estatal de Salud Publica, a partir de Enero 2009 hasta Agosto del
2010. Las muestras de camaron y moluscos bivalvos recolectadas e n los
diferentes expendios de alimentos de origen marino, por verificadores, con
guantes, se to maban las muestras para colocarlas en bols as estériles en
refrigeracion. Recolectadas de los diferentes municipios de Michoacan.

e ANALISIS DE LAS MUESTRAS:

a) Las mues tras clinicas se anali zaron de acuerd o alosli neamientos
establecidos por el InNDRE, NOM-016-SSA2-1994 tal como se describe en el
Apéndice 1.

b) A las muestras de ali mentos s e realiz6 Iladetermina cién de
Vibrio parahaemolyticus por la técnica del NMP de acuerdo a la NOM -242-
SSA1-2005 tal como se describe en el Apéndice 1.

e CRITERIOS DE INCLUSION:

a) Parael Lab oratorio Estatal d e Salud Publica, Crustaceos y Moluscos
bivalvos que cumplan con el proc edimiento de seleccion de muestras, en
recepcion.

b) Para el Laboratorio de Microbiologia y Parasitologia del Hospital Infantil de
Morelia toda muestra clinica de hisopado rectal o hisopado de heces en medio
Cary Blair, con enc uesta epidemiolégica en donde describe el caso clinico y
posible sospecha del agente infeccioso.

Q.F.B. DIANA BERENICE MEDINA GARCIA Pagina 39



PREVALENCIA DE Vibrio parahaemolyticus CON POTENCIAL EPIDEMICO EN
MUESTRAS HUMANAS Y EN ALIMENTOS EN EL ESTADO DE MICHOACAN EN EL
PERIODO 2000 AL 2010

CRITERIOS DE EXCLUSION:

a) Alimentos de ori gen marino que lleguen arecepcio n del Laboratorio
Estatal de Salud Publica: Que no ¢ umplan con los dat os completos del
formato de recepcion.

Que no cumplan con el peso para su analisis.
En el caso de Moluscos Bivalvos conchas abiertas.
Que los alimentos estén congelados.

b) Muestras clinicas que lleguen al Hospital Infantil de Morelia:

Sin encuesta epidemioldgica de especificaciones e identificacion.
Medios de transporte que no estén bien selladas.

CRITERIOS DE ELIMINACION: Todas aquellas muestras que lleguen al
laboratorio sin identificacion.

VARIABLES DE ESTUDIO:
EDAD, SEXO, EPOCA ESTACIONAL DEL ANO, PROCEDENCIA,
TIPO DE ALIMENTO.

FUENTES DE INFORMACION:

Bitacoras de Registro del Laboratorio de Investigacion de Microbiologia
Parasitologia, Programa de Colera en el Estado.

Bitacoras del La boratorio Estatald e Salud Publica de Michoacan,
Laboratorio de Vibrio sp. y Laboratorio de Bacteriologia.

ANALISIS DE RESULTADOS: Porcentajes y numeros absolutos,
utilizando el programa Excel.
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IX.- RESULTADOS

De las 6600 muestras analizadas 99.5% resultaron negativa y en 0.5% (3 3)
muestras positivas  se identi ficaron: Vibrio parahaemolyticus 019%(13),
Vibrio cholerae NO 010 .18%(12), Vibrio furnissi 0.06%(4) vy
Vibrio fluvialis 0.06%(4) respectivamente.

La mayoria de los Vibrios fueron casos aislados solo en el 2010 se present6 un
brote por Vibrio parahaemolyticus.

Gréfica 1. AISLAMIENTOS DE VIBRIO SP. EN MUESTRAS CLINICAS
(2000 - 2010)

Total de Muestras Positivas = 33
Total de Muestras recibidas = 6600

FUENTE: LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA'Y PARASITOLOGIA, HOSPITAL
INFANTIL DE MORELIA “EVA SAMANO DE LOPEZ MATEOS”
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Gréfica 2. BROTE DE Vibrio parahaemolyticus 2010 INTOXICACION
ALIMENTARIA.

n= 23 MUESTRAS CLINICAS

FUENTE: LABORATORIO ESTATAL DE SALUD PUBLICA
LABORATORIO DE BACTERIOLOGIA.

En elafio 2010 se presentd una intoxicacion que provocara la ingesta de
alimento de origen marino en un comercio de Lazaro Cardenas, Michoacan. En
el Laboratorio Estatal de Salu d Publica, se recibieron 23 m uestras clinicas
analizadas, 62% (12) fueron positivas a Vibrio parahaemolyticus toxigénico,
como se muestra en la grafica 2.

Se analizaron los al imentos que se consumieron en el est ablecimiento,
encontrando las muestras positivas a Vibrio parahaemolyticus, pero todas ellas
fueron reportadas como No Toxigenicas por el INDRE. Aunque también no se
tiene la certeza de que hayan sido las muestras originalmente consumidas.

Q.F.B. DIANA BERENICE MEDINA GARCIA Pagina 42



PREVALENCIA DE Vibrio parahaemolyticus CON POTENCIAL EPIDEMICO EN
MUESTRAS HUMANAS Y EN ALIMENTOS EN EL ESTADO DE MICHOACAN EN EL
PERIODO 2000 AL 2010

En los casos cli nicos de Vibrio parahaemolyticus en Michoacan se presentan
en su mayoria en adultos de 24 a 44 afios como se muestra en la grafica 3,
todos ellos p or cepas toxigénicas. De los casos cli nicos 100% presento
sintomas como diarrea y vomito.

Grafica 3. AISLAMIENTOS POR EDAD DE Vibrio parahaemolyticus A
PARTIR DE MUESTRAS CLINICAS (2010).
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FUENTE: LABORATORIO ESTATAL DE SALUD PUBLICA
LABORATORIO DE BACTERIOLOGIA.
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De acuerdo al sex o de los afecta dos no se obser va marcada tendencia
estadisticamente significativa, ya que de los 12 casos q ue se presentaron
6 (50%) fueron del sexo masculino y 6 (50%) del sexo femenino como se
observa en la grafica 4.

Grafica 4. AISLAMIENTOS DE Vibrio parahaemolyticus A PARTIR DE
MUESTRAS CLINICAS POR SEXO 2010.

n=12

FUENTE: LABORATORIO ESTATAL DE SALUD PUBLICA
LABORATORIO DE BACTERIOLOGIA..
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Gréafica 5. AISLAMIENTOS DE Vibrio parahaemolyticus TOXIGENICO EN EL
BROTE DE 2010 POR INTOXICACION ALIMENTARIA.

n=12 V. parahaemaolyticus
N=23 Muestras analizadas

FUENTE: LABORATORIO ESTATAL DE SALUD PUBLICA
LABORATORIO DE BACTERIOLOGIA.
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MUESTRAS DE ALIMENTOS

De las 3679 muestras de alimentos analizadas, 2047 fueron negativas (54%),
se aislé 8 (0.21%) Vibrio cholerae O1 No Toxigénico, 1624 (43%) Vibrio
cholerae NO O1, 110 (3%) Vibrio parahaemolyticus No Toxigénico vy
6 (0.16%) Vibrio parahaemolyticus Toxigénico como se muestra en la figura 5.

Grafica 5. PRINCIPALES AISLAMIENTOS DE VIBRIOS EN MUESTRAS DE
PESCADOS Y MARISCOS 2009-2010

V. parahaemolyticus
V.parahaemolyticus TOXIGENICO
3% (110) 0.16% (6)

n =3679

V.cholerae 01

0.21% (_Er3 .
FLENTE: LABORATORID ESTATAL DE SALLUD PUBLICA
LABORATORIO DE BACTERIOLOGIA.
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A partir de 2009 un porcentaje de alimentos (723 muestras) que llegaron al
Laboratorio de Vibrios sp.sean alizaron parabus queda de
Vibrio parahaemolyticus, de ellos fueron moluscos bivalvos y crustaceos, como
se muestra en la grafica 6.

Grafica 6. TIPO DE MUESTRAS RECIBIDAS 2009.

= MOLUSCOS BIVALVOS Y
CRUSTACEOS

u PESCADOS, MOLUSCOS,
CEFALOPODOS,
GASTEROPODOS

TOTAL DE MUESTRAS= 2170

LABORATORIO ESTATAL DE SALUD PUBLICA-
LABORATORIO DE Vibrios sp.

Un total de 723 muestras recibidas de tipo moluscos bivalvos y crustaceos, se
analizaron por el Proyecto de Norma Oficial Mexicana PROY-NOM-242-SSA1-
2005 por la técnica del NUMERO MAS PR OBABLE durante el 2009. Mientras
que el resto de alimentos se trabajo segun la Norma Oficial Mexicana NOM-
031-SSA1-1993- PRODUCTOS DE LA PESCA, MOLUSCOS BIVALVOS
FRESCOS, REFRIGERADOS Y CONGELADOS.
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Graéfica 7. PORCENTAJE DE AISLAMIENTOS POSITIVOS
DE Vibrio parahaemolyticus 2009.
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MOLUSCOS BIVALVOS CRUSTACEOS n =723 muestras

FUENTE: LABORATORIO ESTATAL DE SALUD PUBLICA-
TIPO DE MUESTRA LABORATORIO DE Vibrios sp.

Durante el 2 009 el aislamiento de Vibrio parahaemolyticus fue a partir de
Moluscos Bivalvos en m ayor porcentaje, a pesar que se muestrea enlas
jurisdicciones mayormente Crustaceos. (Grafica 7)
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Grafica 8. PORCENTAJE DE AISLAMIENTOS DE Vibrio parahaemolyticus
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FUENTE: LABORATORIO ESTATAL DE SALUD PUBLICA-
LABORATORIO DE Vibrios sp.

En esta grafica se muestra la tendencia del aislamiento por mes, observandose
mayor porcentaje 14.75% enelm es de Marzo (Grafica 8) época calida,
mientras que el Vibrio toxigénico aparece también en el mes de Abril con un

1.2% de aislamiento.

Se observa un aumento en el mes de octubre 19.56%, que no se relaciona con

la temperatura 6ptima de este microorganismo.
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Grafica 9. PORCENTAJE DE AISLAMIENTOS POSITIVOS DE
Vibrio parahaemolyticus POR MUNICIPIO 20089.

# # CASOS % DE

MUNICIPIO MUESTRAS | POSITIVOS |AISLAMIENTO

Churumuco 1 1 100

Los Reyes 2 1 50
- Zamora 85 13 15.29
2 Morelia 152 16 1052
H |Uruapan 80 9 11.25
g L. Cardenas 52 5 9.61
§ Puruandiro 30 2 6.6
E /Apatzingan 62 3 4.84
5 Tepalcatepec 21 1 4.76
2 TOTAL 485 54

N =723

FUENTE: LABORATORIO ESTATAL DE SALUD PUBLICA-
LABORATORIO DE Vibrios sp.

En la grafica 9 se muestran los Municipios donde existe mayor aislamiento
positivo de Vibrio parahaemolyticus, municipios como Churumuco y Los Reyes,
tienen el 100% por que estan e n relacion al numero de muestra que se
procesaron en el Laboratorio.

Encontramos a Zamora, Morelia y Uruapan con un mayor aislamiento en
relacién con las muestras que se analizaron.
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Gréfica 10. TIPO DE MUESTRAS RECIBIDAS 2010 (ENE-JUL).

= MOLUSCOS BIVALVOS Y
CRUSTACEOS

= PESCADOS, MOLUSCOS,
CEFALOPODOS, GASTEROPODOS

TOTAL DE MUESTRAS: 1509

FUENTE: LABORATORIO ESTATAL DE SALUD PUBLICA-
LABORATORIO DE Vibrios sp.

Para 2010 los datos se obtuvieron hasta Julio, donde llegaron un total de 451
muestras entre Moluscos Bivalvos y Crustaceos para la busqueda de
Vibrio parahaemolyticus.
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Grafica 11. PORCENTAJE DE AISLAMIENTOS POSITIVOS
DE Vibrio parahaemolyticus 2010.

PORCENTAIJE DE AISLAMIENTOS

MOLUSCOS BIVALVOS CRUSTACEOS
TIPO DE MUESTRA n = 451

FUENTE: LABORATORIO ESTATAL DE SALUD PUBLICA-
LABORATORIO DE Vibrios sp.

Para 2010 sigue elaumen to del porcentaje deai slamiento en
Moluscos Bivalvos con un 26.22 % (16). Aunque el grupo de crustaceos son los
que mayor se muestrean, con un 11.79% representando 46 muestras (Grafica
11).
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Grafica 12. PORCENTAJE
Vibrio parahaemolyticus 2010.
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FUENTE: LABORATORIO ESTATAL DE SALUD PUBLICA-
LABORATORIO DE Vibrios sp.
En lag rafica 12sem uestra que para 2010 el

aislamiento de

Vibrio parahaemolyticus aument6é para los primeros seis meses delafio a
comparacion del 2009, y el Vibrio parahaemolyticus toxigénico aumenta el

aislamiento en los mismos meses.
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Gréfica 13. PORCENTAJE DE CASOS POR MUNICIPIO 2010 (ENE-JUL).
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FUENTE: LABORATORIO ESTATAL DE SALUD PUBLICA-
LABORATORIO DE Vibrios sp.

En la grafica 13 se observa los Municipios donde existe mayor aislamiento
positivo de Vibrio parahaemolyticus, municipios como Jacona y Tanhuato,
tienen porcentajes elevados por que estan en relacién al numero de muestra

que se proceso en el Laboratorio.

Encontramos a Buenavista, Morelia'y Yurécuaro con un mayor aislamiento en
relacién con las muestras que se analizaron.
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Grafica 14.COMPORTAMIENTO DE Vibrio parahaemolyticus DURANTE
2009-2010 A PARTIR DE ALIMENTOS.
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FUENTE: LABORATORIO ESTATAL DE SALUD PUBLICA-
LABORATORIO DE Vibrios sp.

En la grafica 14 se presenta el comportamiento del Vibrio parahaemolyticus
durante los diferentes meses del afio durante 2009 y 2010. Donde se observa
el aumento significativo de una no a otro, asi como de gran importancia
Vibrio parahaemolyticus toxigénico en los primeros meses del afo.
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En la grafica 15 la tendencia de la vigilancia de Vibrio choleraeNO O1 a partir
de muestras de alimentos, lo que se observa es un aumento de porcentajes de
aislamiento, para en el 2009 llegar aun 49.21% (1068) siendo el mas alto
también para Vibrio cholerae O1 con un 0.32%.

Gréfica 15. TENDENCIA DE LA VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA DE
Vibrio cholerae EN ALIMENTOS DEL 2007 AL 2010

@m=)/.cholerae NO 01

9.217% (1068
N ! =)/ .cholerae O1

™ 36.84% (556)
28.89% (711)

25% (541)

PORCENTAJE DE
AISLAMINETOS

0.32% (7)  0.066% (1)

FUENTE: LABORATORIO ESTATAL DE SALUD PUBLICA-
LABORATORIO DE Vibrios sp.

La vigilancia de Vibrio cholerae NO O1 en alimentos muestra un may or
porcentaje de aislamientos a partir del 2007 a 2010 en tres principales grupos
de alimentos de origen marino, Pescados, Moluscos Bivalvos y Crustaceos,
datos en comparacion con Vibrio parahaemolyticus en donde los principales
aislamientos se dan también en Moluscos Bivalvos y Crustaceos pero en
menor porcentaje.
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X. DISCUSION

De acuerdo a los datos q ue obtuvimos durante lainv estigacion ene |
Laboratorio de Microbiologia y Parasitologia del Hospit al Infantil de Morelia
“‘Eva Samano de Lopez Mateos”, en el periodo 2000 a 2010, se observé que
Vibrio cholerae NO O1 se presenta en forma de casos aislados y que
Vibrio parahaemolyticus tanto en casos aislados como brotes, durante el
programa de vigilancia de cdlera en n uestro estado porlo q ue es motivo de
seguir con la vigilancia principalmente para estos dos agentes etiologicos.

Durante la vigilancia epidemiolégica de Cdlera en Michoacan entre 2000 y 2010
se logro identificar y aislar Vibrio cholerae NO O1 en 0.18% (12 casos) que se
relaciona con el porcentaje de aislamientos en un estudio realizado durante el
periodo 2003-2005, donde se investigd la presencia d e Vibrio cholerae en la
materia fecal de nifios con diarrea atendidos en el Hospital del Nifio Jesus,
Tucuman, Buenos Aires, Argentina. Donde se recuperaron 34 aislamientos de
Vibrio cholerae no-O1, no-O139 representando el 0.23 %. Por lo tanto destacar
la importancia de reactivar la vig ilancia de Vibrio cholerae, tanto en casos
clinicos como en los reservorios acuaticos, para detectar oportunamente la
aparicion de cepas con potencial patogénico, ya sea del serog rupo O1 o de
otros serogrupos.

En el br ote de Vibrio parahaemolyticus en Lazaro Cardenas, Michoacan,
donde se prese ntaron la may oria de los casos de estainv estigacion, se
observa que los casos no mu estran tendencia con el sex o de los afecta dos,
como lo mencionan en el Manual para la Vigilancia epidemiologica del Célera
en México en 2001, donde los varones suelen constituir los primeros casos ya
que estan mas expuestos a los diversos factores de riesgo (consumo de agua
de rio, consumo de alimentos callejeros). Las mujeres enferman en segundo
lugar y al ser manejadoras de alimentos se constituyen en fuentes de infeccion
para el resto de los miembros de la familia. Los nifios alimentados al seno
materno son mas resistentes a enfermar y a sufrir cuadros diarreicos graves.

Hay muchas c epas de Vibrio parahaemolyticus, peros 6lo aquellos que
producen una hemolisina directa termoestable (TDH) y/o la hemolisina
relacionada con la TDH (TRH) tienen la capacidad de causar la gastroenteritis,
y casi todas las cepas aisladas de muestras clinicas tienen uno o ambos genes
(tdh y trh) que codifican la hemolisinas respectivas, es el caso de | os aislados
de Vibrio parahaemolyticus en el brote de Lazaro Cardenas en el 2010 lo cual
se relaciona estrechamente con lo mencionado por Nishibuchi y colaboradores
en 1992 donde menciona; sololos pr oductores delat oxina causan
gastroenteritis. Por lo tanto la v igilancia constituye todos aquellos
Vibrio parahaemolyticus tox igénicos a partir de casos clinicos con
sintomatologia que incluyen gastroenteritis con nauseas, diarrea, vomitos,
calambres abdominales, poca fiebre y escalofrios y, enraras ocasiones,
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diarrea con sangre. La enfermedad es leve y autolimitada, pero puede ser
mortales especialmente en pacien tes inmunocomprometidos, por ello la
importancia de la vigilancia epidemioldgica.

Después de multiples brotes de Vibrio parahaemolyticus en Estados Unidos, se
regula la entradad e alimento de ori gen marino exportado por México, la
Comisién de Control Analitico y Ampliacion de Cobertura, fue la encargada por
medio de los Laboratorios Estatales de Salud Publica de realizar la vigilancia
sanitaria de alimentos de origen marino."®

En el estudio realizado en el estado de Michoacan, las muestras de alimentos
se obtuvieron a partir del 2007 por lo que se observd que Vibrio cholerae NO
O1 es el principal agente etioldgico aislado de muestras de alimentos de origen
marino y en bajo po rcentaje de 0.21 % (8 casos) Vibrio cholerae O1 no
toxigenico. Mientras que Vibrio parahaemolyticus se obtuvo una recuperacion
a partir del 2008 por implementarse recientemente la técnica de aislamiento,
representando en el afio 2009 un 7.47% (54) de aislamiento positivo mientras
que en los primeros seis meses del ano 2010 el porcentaje de aislamiento fue
de un 13.75% (62).

Vibrio parahaemolyticus toxigénico a partir de muestras de alimentos, tuvo en
el ano 2009 un 0.13% de aisl amientos y durante E nero a Julio del 2010
aumento a 1.10% de aislamientos toxigénicos, lo que concuerda con Cabrera-
Garcia, en un estudio realizado en el Golfo de México, en el que menciona que
alrededor del 90% de las cepas aisl adas de casos clinicos son toxigénicas y
solo del 1 al 2 % de c epas aisladas del medio ambiente corresponden a cepas
toxigénicas.""" Lo que también se relaciona con las cepas clinicas las cuales
todas fueron toxigénicas.

No se encontraron datos de otros casos en Michoacan de Vibrio
parahaemolyticus, solo enLaz aro Cardenas enelafio2 010, estefuee |
causante de intoxicacién a un grupo de personas que consumieron alimentos
de origen marino, por loc ual se analizaron los ali mentos de dicho
establecimiento, los cuales se les aislo la bacteria, pero no el Vibrio Toxigénico.
Vale la pena mencionar que los alimentos analizados no se tiene la seguridad
de que hayan sido los que se consumieron en fecha de la intoxicacion. Este
brote puso en evidencia a esta bacteria como posible potencial epidémico en el
Estado de Michoacan como los so n los estudios realizados por Cabanillas-
Beltran en el 2006 donde Durante el afio 2003 y fines de septiembre de 2004,
mas de 1230 casos de gastroenteritis se registraron en el sur del Estado de
Sinaloa atribuidos al consumo de camarones crudos o poco cocidos donde se
identifico Vibrio parahaemolyticus. Elc ual se identific6 por métodos
bioquimicos estandar, y muchas cepas fueron positivas productoras de toxina y
un representante de la ce pa perteneciente al serogrupo O3: K6. Este fue el
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primer brote de la gastroenteritis causada por las cepas pandémicas de O3: K6
de Vibrio parahaemolyticus en nuestro pais.

En México la cultura de consumo de alimentos de origen marino, es diferente a
otros paises, en donde estos alimentos en su mayoria se consumen crudos, en
México solo los crustaceos como el camaron, y los moluscos bivalvos como las
almejas, se cons umen crudos. Por lo cual laidenti ficacion abarco todos
aquellos Crustaceos y Moluscos Bivalvos a analizar.

Para el 2009 y en Enero a Julio de 2010 hubo mayor aislamiento en Moluscos
Bivalvos, eso refiere un mayor numero de muestreos de éstos, ya que pocas
jurisdicciones muestrean al igual Crustaceos y Moluscos Bivalvos. Se
recomienda la ampliacién de muestreo de Moluscos Bivalvos en municipios
como Los Reyes y Churumuco, en los cuales se debe de observar que aun
que solo se muestreo un alimento, éste fue positivo.

Los aislamientos de Vibrio parahaemolyticus muestran un aumento en época
calida y se observa también un incremento en otofio, demostrando su potencial
para resistir otras temperaturas.

Los municipios de mayor porcentaje de aislamientos no se relacionan con el
numero de muestras analizadas de esa jurisdiccion, habria que tener mayor
vigilancia a esos municipios, ya que de pocas muestras se aislaron cepas
positivas, en cambio en municipios como Morelia, Zamora, Uruapan y Buena
Vista hubo un mayor aislamiento en relacién con el numero de muestras totales
recibidas.

Otras investigaciones en México se ha n dedicado a la busqueda de la
tipificacion de las cepas aisladas, por lo que han encontrado que el porcentaje
de cepas de Vibrio parahaemolyticus con toxinas son mas frecuentes, no solo
en muestras clinicas sinoe n las ambientales, las cu ales pueden ser
potencialmente patdgenas para el humano por lo que se esperaria un aumento
en los casos de gastroenteritis, y de acuerdo a la combinacion de genes del
grupo pandémico y que el serotipo identificado mayormente fue O3:K6, al que
se atribuye como el responsable de los brotes en México del 2004 y los casos
esporadicos tanto en el 2006y el 2008, también se encontraron otros
serogrupos con combinacion de genes pandémicos asi como que se presentan
periodicamente los c asos, porloq ue es muy importante estudiar las
variaciones de esta bacteria para evitar nuevos brotes futuros y poder llevar
acabo mejores medidas de prevencion en México.®”

Las infecciones intestinales ocupan las primeras causas de enfermedad en
México para pri ncipios de 2 011 segun el Centro Nacion al de Vig ilancia
Epidemiolégica y Control de En fermedades de la Secretaria de Salud. Y
aunado a fendmenos ambientales pueden aumentar los factores de su
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prevalencia, como es el cas o de Chile y Perd que a partir del fenémeno
ambiental Elnii o en 1997 se han conocido multiples casos y brotes de
gastroenteritis por Vibrio parahaemolyticus, las cuales s on evidencias que
demuestran el papel trascendental que el clima y las condiciones ambientales
cumplen en la dispersion de epidemias causadas por Vibrio.
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XI. CONCLUSION

Dentro de la vigilancia epidemioldgica se presentd un brote de alimentos donde
se aislé Vibrio parahaemolyticus en muestras clinicas de los cuales todos
fueron toxigénicos. Y en los alimentos involucrados Vibrio parahaemolyticus no
fue toxigénico, sinemb argo se tiene una recuperacién de
Vibrio parahaemolyticus toxigénico conun 0. 16% de aislamiento durante
nuestra investigacién, con el cual se hace el cerco sanitario actualmente en
México, para evitar la presencia del microorganismo.

La presencia de Vibrio parahaemolyticus se localiza en época calida.
No muestra ninguna tendencia significativa por edad o sex o en la poblaci 6n
afectada.

En México la forma de consumo de alimentos de origen marino presentaria un
riesgo en aquellos que se consumen crudos o parcialmente cocidos, por ello la
necesidad de mantener la vigilancia sanitaria en el Estado asi como informar a
la sociedad de las medidas de prevencion.

Es necesario seguir con la vigilancia epidemioldgicas para evitar la presencias
de algun caso de Vibrio cholerae en el estado.

SUGERENCIAS

Se recomienda hacer mas a mplios los muestreos sobre todo en aquellos
municipios donde la unica muestra tomada fue positiva.

En los muestreos a los establecimientos, indispensable que mencionen lugar
de procedencia de los alimentos donde se surten los de origen marino.

Es necesario tomar las medidas precautorias sobre buenas practicas de
higiene asi como un buen proceso de transporte, almacenamiento, y evitar la
contaminacion en la preparacion de dicho alimento.

Ampliar lainv estigacion de | os serogrupos de cep as pandémicas de
Vibrio parahaemolyticus tanto de aislados de muestras clinicas como de
muestras de alimentos.
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Xll. GLOSARIO

Acuicultura: Es el método mediante el cual se cultivan moluscos bivalvos en
entornos de agua salada naturales o artificiales, desde la semilla hasta la talla
comercial.

Agar Wagatsuma: Medio de cultivo adicionado con eritrocitos humanos para la
observacion de la hemalisis provocada por Vibrio parahaemolyticus.

Manual Analitico Bacteriolégico

Wagatsuma Agar contiene:

Extracto de levadura 39
Peptona 1049
NaCl 709
K2 HPO 4 59
Manitol 1049
Cristal violeta 0,001
g

Agar 159
Agua destilada 1 litro

Humano ode conejo
glébulos rojos,

fresca (24 h), con 50ml
anticoagulante

Mezclar fresco (a menos de 24 h de dibujo) sangre humana o de conejo con un
volumen igual o mayor de solucion salina fisiologica. Centrifugar las células a
aproximadamente 4000 x g a4 ° C durante 15 min. Vierta solucion salinay se
lava 2 veces mas. Después del lavado tercero, se vierte células de solucion
salina y volver a suspender al volumen original con solucion salina.

Suspender los ingredientes, excepto la sangre, en agua destilada y hervir para
disolver el a gar. AjustarelpHa 8,0 £0,2. Dev apor de 30 minut os. NO
AUTOCLAVE. Enfriar a 45-50 ° C. A iiadir 50 ml de g I6bulos rojos lavados al
medio de refrigeracion. Mezclar y verter en placas de Petri estériles. Placas
secas a fondo y utilizar rapidamente. Medio puede hacerse en volumenes mas
pequenos (que requiere menos sangre) cuando las placas son necesarios unos
pocos. Fuente de hi pertexto: Manual Analitico Bacterioldgico, 8 @ Edici 6n,
Revision A, 1998.

B- hemolisis: Tipo de hemdlisis que se observa como un halo claro alrededor
de las colonias debido ala destruccion total de eritrocitos en el medio de
cultivo.
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Brote: Son dos 0 mas casos de ETA, en los cuales se cuenta con evidencia de
una relacion epidemioldgica que muestra que tienen un origen comun.
Catalasa: Enzima (catalizador bioldgico) que se encuentra en la mayoria de las
bacterias aerobias yanaerobias facultativas que contienen citocromo
(componente de la cadena respiratoria).

Cepa: Conjunto de microorganismos conlas mis mas caracteristicas
genotipicas y fenotipicas.

Colonizacion: Es la capacidad de llegar al huésped por una puerta de entrada
(piel o mucosas), for mar o establecer una coloniay resistir la accion d e los
sistemas locales de defensa.

Contaminacién cruzada: Contaminacion adquirida por causas ajenas a las
que se relacionan con su habitat natural, por ejemplo por manipuladores o
contacto con superficies de trabajo contaminadas.

Contenido G + C: Contenido de las bases guanina y citosina en el material
genético de la bacteria.

Coprocultivo: Es un estudio ordenado por el médico, se analiza el excremento
cuando se sospecha de infeccién bacteriana.

Crustaceo: Artropodo de respiracion branquial, y cuerpo revestido de una capa
quitiquinosa de gran espesor y aspecto de costra.

Dosis infectiva: Es la cantida d de microorganismos necesaria para provocar
infeccion. La dosis infectivapuede variar segun el agente bioldgico, la via de
entrada y la resistencia del huésped, es decir, el gradode integridad de sus
sistemas defensivos.

Enteropatdégeno: Causa enfermedad en el tracto digestivo.

Eritrocitos: Los eritro citos o gléb ulos rojos son las cél ulas sanguineas que
contienen en su interior la hemoglobina. Los glébulos rojos son los principales
portadores de oxigeno a las células y tejidos del cuerpo.

Estuario: Entrada de mar en la desembocadura de un rio.

Etiolégico: Agente causante de la enfermedad.

Factores de adherencia: Es el factor mas importante en el momento de la
colonizacion. Se lleva a cabo mediante la utilizacion de adhesinas (sustancias
que permiten la adhesion) que interactuan con los receptores superficiales de
la célula huésped.

Fenédmeno de Kan agawa: Fendmeno que presentan las cepas de
Vibrio parahaemolyticus que poseen la TDH (hemolisina directa termoestable) y
que se observa como una b- hemoalisis en agar Wagatsuma.

Fermentativo: Tipo dem etabolismo que degrada anaerdbicamente
compuestos organicos.

Flagelo: Estructura bacteriana encargada de proporcionar movimiento.
Gastroenteritis: La gastroenteritis es una enfermedad que afecta al estdmago
e intestinos. Los sintomaspueden inducir vémito, diarrea, dolores en el
estdmago, dolor de cabeza, y fiebre.

Halofilico: Los microorganismos que requieren concentraciones minimas de
sal u otros cationes y aniones.
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Hemaglutinina: Sustancia que tiene la habilidad de que los globulos rojos se
peguen unos a otros.

Hemolisina: Toxina capaz de romper eritrocitos.

Hemolitica: Cepa ca paz de g enerar la d esintegracion o disol ucion delo s
eritrocitos con liberacion de hemoglobina.

Manitol, arabinosa, manosa, sacarosa, lactosa, inositol, ramnosa:
Carbohidratos (azucares).

Medio de cultivo selectivo y diferencial: Medio de cultivo capaz de permitir el
crecimiento de un poblacién microbiana evitando el desarrollo de otras, ademas
de sercapaz de prop orcionarnos marcadores que no s proporcionen una
caracteristica como la utilizaciéon o no de un sustrato.

Metabolismo oxidativo: Metabolismo llevado a cabo en condiciones aerobias.
Molusco: Animal invertebrado de si metria bilateral, de cu erpo blando no
segmentado y protegido casi siempre por una concha caliza.

Necrosis: Muerte celular patolégica (a causa de enfermedades).

Patogénesis: Factores y mecanismos que favorecen el desarrollo de la
enfermedad.

Periodo de incubacién: Periodo de multiplicacion de los microrganismos.

Pili: Estructura bacteriana que da motilidad.

Reservorio: Cualquier animal vivo que proporcione subsistencia y alojamiento
a cualquier agente infectivoy que no le causa dafio.

Septicemia: La septicemia es la presencia de bacterias en la sangre y suele
estar asociada con una enfermedad grave.

TDH: Hemolisina directa termoestable (estable a temperaturas altas).

TRH: Hemolisina relacionada a la TDH.

Yodéforo: Sustancia que libera yodo progresivamente.
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Xlll. ABREVIATURAS

CTX@ Bacteriéfago filamentoso que en su genoma tiene los genes para la
toxina del colera

CT Toxina del Célera (por sus siglas en ingles cholera toxin)

COFEPRIS Comisién Federal parala P roteccion Contra Riesgos

Sanitarios

ETA Enfermedad transmitida por alimentos

FAO Organizacién de las naciones unidas para la agricultura y alimentacion
(por sus siglas en ingles Food and AgricultureOrganization of

the UnitedNations)

NMP  Numero Mas Probable

OMS Organizacion Mundial de la Salud

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa

Pb pares de bases

UFC Unidad formadora de colonia

VPI Isla de patogenicidad de Vibrio
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XIV. APENDICE
AISLAMIENTO DE Vibrio parahaemolyticus A PARTIR DE
MUESTRAS CLINICAS'

'"Tecnica segun el LABORATORIO DE INVESTIGACION DE MICROBIOLOGIA
Y PARASITOLOGIA DEL HOSPITAL INFANTIL DE MORELIA “EVA SAMANO
DE LOPEZ MATEOS”

EQUIPO Y MATERIAL

Incubadora 35 °C
Refrigerador 6 °C
Incinerador
Pipetas

Gradillas

Tubos

Cajas petri

MEDIOS DE CULTIVO Y PRUEBAS BIOQUIMICAS

Agar con Tiosulfato, Citrato, Sales Biliares y Sacarosa (TCBS)
Agar de hierro y triple azucar (TSI)

Agar de hierro y lisina (LIA)

Movilidad-Indol-Ornitina (MIO)

CALDO ARGININA

CALDO UREA

CALDO PEPTONADO

REACTIVOS DE KOVAC O DE EHRLICH.

Q.F.B. DIANA BERENICE MEDINA GARCIA Pagina 66



PREVALENCIA DE Vibrio parahaemolyticus CON POTENCIAL EPIDEMICO EN
MUESTRAS HUMANAS Y EN ALIMENTOS EN EL ESTADO DE MICHOACAN EN EL
PERIODO 2000 AL 2010

METODO

w N

. -La muestra en Hisopo Rectal o muestra de materia fecal, se incuba en

APA (agua peptonada alcalina) a pH 9 por 6-8 horas a 35-37 °C.
-Se siembra en TCBS por 24 horas a 37 °C.

. -Se pican colonias sospechosas y se siembran en pruebas bioquimicas

TSI: K/IA

LIA: A/A

CITRATO: (-)

MALONATO: (-)

UREA: VARIABLE

MIO:(+)(+)(+)

ARGININA: (-)

—A partir de LIA se realiza la prueba de oxidasa: POSITIVA.

-Se realizan pruebas con sueros poli valentes contra Vibrio cholerae NO
O1.

-Posteriormente se realizan pruebas con sueros monovalentes Ogawa e
Inaba.

-Las colonias que crecen en TCBS sacarosa negativas, se siembran en
diferentes concentraciones de sales, al 0%, 1%, 3%, 6%, 8%, 1 0% y
12% de NaCl, para Vibrios halofilicos.

—Las cepas identificadas como Vibrio parahaemolyticus se enviaron al
Instituto Nacional de Diagnostico y Referencia Epidemioldgicos (INDRE)
para control y determinacion de toxina por PCR.
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FIGURA 6 .FLUJOGRAMA PARA Vibrio parahaemolyticus A PARTIR DE MUESTRAS
HUMANAS

MSI.AMI|ENTO -.Eml

IDENTIFICACION m

BIOQUIMICA
V. cholerae

J
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PRUEBAS BIOQUIMICAS

FIGURA 7. FUENTE: LABORATORIO DE INVESTIGACION EN MICROBIOLOGIA Y
PARASITOLOGIA DEL HOSPITAL INFANTIL DE MORELIA “EVA SAMANO DE
LOPEZ MATEOS”.
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AISLAMIENTO DE Vibrio parahaemolyticus A PARTIR DE ALIMENTOS'

'Técnicas y procedimientos de identificacion segtin lo establecido en el Manual
de procedimientos del Laboratorio Estatal de Salud Publica.

EQUIPO Y MATERIAL

Homogenizador peristaltico (Stomacher)
Incubadora 35 °C

Refrigerador 6 °C

Incinerador

Balanza

Cuchillos y cucharas estériles

Pipetas

Gradillas

Tubos

Cajas petri

MEDIOS DE CULTIVO Y PRUEBAS BIOQUIMICAS

PBS (Solucion fosfato salina)

APA (Agua peptonada alcalina)

TCBS (Agar con Tiosulfato, Citrato, Sales Biliares y Sacarosa)

TSA (Agar Soya Tripticasa con 1 % de lactosa)

TSI

LIA

MIO

CALDO ARGININA

CALDO UREA

(TODAS LAS BIOQUIMICAS ESTAN ADICIONADAS CON 2% DE NacCl)

REACTIVOS

Kovacs
ONPG (O-nitrofenil-B-D-galactosidasa)
Aceite mineral

Control de c alidad interno: Manual de procedimientos administrativo del
laboratorio de investigacion en microbiologia y parasitologia.
Manual de procedimientos del Laboratorio Estatal de Salud Publica.

Control de calidad externo: Confirmacion de resultados y procedimientos por el
(INDRE) Y la (CCAYAC).
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METODO

MOLUSCOS BIVALVOS

1.

w N

-Desconchar los moluscos pesar 100g en una bolsa y agregar 100mL
de PBS (soluci6 n fosfato salina) dil ucion 1:2. HOMOGE NIZAR
DURANTE 2 MIN EN STOMACHER.

-Tomar 20 g del homogenizado mas 80 ml de PBS. (Dilucién 1:10).
-Realizar las sig uientes diluciones decimales con PBS 1:10, 1:100,
1:1000.

-Dichas diluciones se transfieren por ftriplicado c/una, con 1 ml de
muestras y se incuba a 35° p or 24 horas. En tubo de enriquecimiento
con APA (agua peptonada alcalina de 10 ml).

CAMARONES DESHIDRATADOS Y COCIDOS

wn =

6.
7
8.

9

-Pesar 50 g de la muestra y adicionar 450 ml de PBS. (Dilucion 1.10)
-Realizar diluciones decimales con 90 ml de PBS: 1:10, 1:100, 1:1000.
-Transferir por triplicado c/una, con 1 ml de muestras y se incuba a 35°
por 24 horas, en tubos de enriquecimiento con APA.

NOTA: cuando se encuentran cocidos los crustaceos la primer diluciéon
decimal se hace co n doble co ncentracion de APA, porlota nto se le
colocan 20 ml de muestra.

- Alas 24 h y observar turbidez en las diferentes diluciones.
-Inocular cada una de las diluciones de APA en agar TCBS tomando una
asada del cultivo a 1 cm de profundidad por debajo del nivel del medio.
-Incubar las cajas de agar TCBS 24 hrs./ 35°C.

. -Para la confirmacién de colonias caracteristicas, realizar las siguientes

pruebas, tamiz:

-Sembrar cada colonia a probar en agar soya tripticasa (TSA) con 1% de
lactosa.

-Incubar a 35% durante 24 h.

1b.A partir de lo anterior:

11

Triptona 0, 6, 8 % incubar a 35° por 24 h.

.-Realizar pruebas bioquimicas:

TSI: K/A

LIA: A/A

CALDO MALONATO: (-)

CALDO UREA: VARIABLE

MIO:(+)(+)(+)

CALDO ARGININA: (-). AGREGAR DOS GOTAS DE ACEITE
MINERAL.

TODAS ADICIONADAS CON 2% DE NaCl.
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CALDO APA.

12.-PBA. ONPG: NEGATIVA.

13.-PBA OXIDASA: POSITIVA.

14.-Calcular la densidad microbiana con las t ablas de NMP con 95% de
limite de confianza:

DETERMINACION DEL NUMERO MAS PROBABLE

Valores de NMP por gramo y los Intervalos de Confianza al 95% para 3 tubos
c/u con 0.1, 0.01 y 0.001 g de in6culo
Tubos Posit. NMP/g | Lim.conf. Tubos Posit NMPF/g | Lim. conf.

0.10 | 0.01 | 0.001 Bajo | Alto | 0.10 | 0.01 | 0.001 Bajo | Alto
0 0 0 <3.0 95 2 2 0 21| 45| 42
0 0 1 3.0 0.15| 96| 2 2 1 28| 817 94
0 1 0 3.0 015 11| 2 2 2 35| 87| 9
0 1 1 6.1 1.2 18| 2 3 0 29| 87| 9
0 5 0 6.2 1.2 18( 2 3 1 36| 8.7 94
0 3 0 9.4 3.6| 38 3 0 0 23| 46| 94
1 0 0 3.6 017 18| 3 0 1 38| 87| 110
1 0 1 iR 1.3 18| 3 0 2 64 17| 180
1 0 2 11 3.6| 38 3 1 0 43 9| 180
i 1 0 T4 1.3| 20| 3 1 1 75| 17| 200
1 1 1 11 3.6 38| 3 1 2 120 37| 420
1 2 0 11 3.6 42| 3 1 3 160 40| 420
i 2 :: 15 45| 42| 3 2 0 93| 18| 420
1 3 0 16 45| 42| 3 2 1 150| 37| 420
2 0 0 82 1.4 33| 3 2 2 210 40| 430
2 0 1 14 3.6| 42 3 2 3 290| 90 1
2 0 2 20 45| 42| 3 3 0 240| 42
2 1 0 15 3.7 A2 3 3 1 460 90
2 1 1 20 45| 42 3 3 2 1100| 180| 4.1
2 1 2 27 87| 94| 3 3 3 =1100| 420

FUENTE: Recuento de Vibrio parahaemolyticus Kanagawa positivo en especi es
marinas de consumo en Lima Metropolitana y Cal lao. Facultad de Farmacia y
Bioquimica de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Peru, 2008.
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AISLAMIENTO DE Vibrio parahaemolyticus A PARTIR DE ALIMENTOS

29/0772010

FIGURA 8.PESO DE MUESTRA.FUENTE: LABORATORIO ESTATAL DE SALUD
PUBLICA, LABORATORIO DE Vibrio ssp.
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FIGURA 9. ADICION DEL PBS (SOLUCION FOSFATO SALINA) Y
HOMEGENIZADO POR 2 MINUTOS EN EL STOMACHER.

FUENTE: LABORATORIO ESTATAL DE SALUD PUBLICA, LABORATORIO DE
Vibrio ssp.
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FIGURA 10. DILUCIONES DEL HOMEGENIZADO PARA POSTERIOR SIEMBRA EN
TCBS. FUENTE: LABORATORIO ESTATAL DE SALUD
PUBLICA, LABORATORIO DE Vibrio ssp.
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FIGURA 11.AGAR TCBS CON COLONIAS SOSPECHOSAS DE Vibrio
parahaemolyticus.FUENTE: LABORATORIO ESTATAL DE SALUD PUBLICA,
LABORATORIO DE Vibrio ssp.
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FIGURA 12. PRUEBAS BIOQUIMICAS POSITIVAS A Vibrio parahaemolyticus.
FUENTE: LABORATORIO ESTATAL DE SALUD PUBLICA, LABORATORIO DE
Vibrio ssp.
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AISLAMIENTO DE Vibrio cholerae A PARTIR DE MUESTRAS CLINICAS'

"Técnicas y procedimientos de identificacion segun lo establecido en el Manual
de procedimientos para aislamiento y caracterizacion de Vibrio cholerae
01.SECRETARIA DE SALUD. SUBSECRETARIA DE ORGANIZACION Y
DESARROLLO. INSTITUTO NACIONAL DE DIAGNOSTICO Y REFERENCIA
EPIDEMIOLOGICOS “DR. MANUEL MARTINEZ BAEZ”. MEXICO, DF, 1991.

MATERIA FECAL O HISOPO
RECTAL (CARY-BLAIR)

METODO DIRECTO I ' | " ENRIQUECIMIENTO
)
AGUA
EN TCBS PEPTONADA
18-24 HRS, 37° C ;I—/
! I 6-8 HRS, 37° C
COLONIAS COLONIAS CULTIVO
VERDES AMARILLAS EN TCBS
| | 18-24 HRS, 37° C
TRANSFERIR
A MIO, LIA, TRANSFERIR
COLONIAS AMRILLAS
TYSIAgGKII'-\IIﬁ\IIER A MIO (PRUEBA
18-24 HRS. 37° C gl—’ OXIDASA), LIA, TSI Y
B ’ CALDO ARGININA.
l 24 HRS, 37° C
CONCENTRACIONES CON
SOLUCION SALINA 1%, PRUEBA DE
3%, 6%, 9%, 10% Y 12 %. OXIDASA
AGLUTINACION
CON ANTISUERO
POLIVALENTE O1
[ ]
(-)V.cholerae NO O1 (+)V.cholerae 01

AGLUTINACION CON
ANTIISUEROS
ESPECIFICOS

OGAWA E INABA
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