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El género Vibrio

Los miembros del género Vibrio fueron uno de los primeros grupos bacterianos en ser
reconocidos y descriptos taxonOmicamente en la naturaleza (Pacini, 1854).
Pertenecen a la familia Vibrionaceae, orden Vibrionales, clase Gammaproteobacteria
(Veron, 1965).

El género Vibrio incluye bacilos pleomorficos gram-negativos, anaerobios facultativos,
mesofilos, curvados de aproximadamente 0,5-1 um de didmetro y 2-3 um de longitud,
con metabolismo oxidativo y fermentativo (Farmer Il y Janda, 2005; Thompson et al.,
2004). Son catalasa positivos y con la excepcion de V. metschnikovii y V. gazogenes,
son oxidasa positivos. Son méviles poseen al menos un flagelo polar, aunque varias
especies también poseen flagelos laterales cuando crecen en medios sélidos. Por lo
general, son sensibles al agente vibriostatico O/129 y para su crecimiento requieren
NaCl (son haldfilos); el requerimiento 6ptimo de NaCl es de 2,0-2,5% (peso/volumen)
(Thompson y Swings, 2006). Algunas especies haldfilas requieren al menos una
concentracion del 0,5% de NaCl en el medio para crecer, mientras que especies no
haléfilas como Vibrio cholerae, Vibrio mimicus o Vibrio hispanicus, pueden crecer con
concentraciones minimas de sal (Gémez-Gil et al.,, 2004, citado por Leyton y
Riguelme, 2008). Para su crecimiento no requieren vitaminas o aminoacidos (Farmer
Il et al., 2003); y tienen la capacidad de degradar quitina (Kadokura et al., 2007).

Una particularidad del género es que todas las especies hasta ahora estudiadas
poseen dos cromosomas (Okada et al., 2005), uno de mayor tamario (entre 3 y 4 Mb)
que contiene la mayoria de los genes necesarios para el crecimiento, y un cromosoma
pequefio que posee un tamafo mas variable (0,8 - 2,4 Mb) con genes que codifican
para la adaptacion a determinados nichos ambientales (lida y Kurokawa, 2006).

Los vibrios son habitantes autdctonos de ambientes acuaticos, tanto de ambientes
marinos y estuariales, como de agua dulce. Se pueden encontrar libres en el ambiente
pero también desarrollando biofilms asociados al sedimento, plancton, mariscos
bivalvos, camarones, langostinos, cangrejos y en el tracto intestinal de organismos
marinos (Worden et al., 2006; Heidelberg et al., 2002; Watnick et al., 2001). En la
tabla 1, puede observarse un resumen realizado por Leyton y Riquelme, (2008), que
demuestra las altas densidades en la que fueron detectados los vibrios en el
ecosistema marino. Se observan las concentraciones de Vibrio en muestras de agua
de mar y en diferentes organismos marinos, citadas en distintas referencias
bibliogréaficas.
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Tabla 1: Concentracion de Vibrio aislados desde muestras de agua de mar vy
diferentes organismos marinos citadas en referencias bibliograficas (Reproducido de
Leyton y Riquelme, 2008)

Ne Agua / Organismo Especie de Vibrio Concentracion y referencia
1 Agua de mar Vibrio spp. 10> CFU mL"! (Pujalte et al. 1999)

Vibrio spp. 1x10%°— 7x10* cél. L™ (Eilers et al. 2006)

Vibrio spp. 9,7x10° cél. mL™' (Eilers et al. 2000)

V. vulnificus 10% cél. L™ (Eilers et al. 2006)

V. cholerae 10% cél. L™ (Eilers et al. 2006)

V. splendidus

10% CFU mL! (Pujalte ef al. 1999)

V. harveyi 26 a 58 CFU mL™' (Makemson et al. 1992)
V. harveyi 5a7 CFU mL™" (Lavilla-Pitogo et al. 1990)
Agua de mar (16°C) V. parahaemolyticus 4 ¢él. 100 mL™" (DePaola et al. 1990)
Agua de mar Vibrio spp. 10% cél. mL™" (Pujalte et al. 1999)
(cultivo peces)
Agua de mar V. rotiferianus 1,7x10° CFU mL™" (Suantika 2001)

(cultivo rotiferos)

Crassostrea gigas Vibrio spp. 3,2x10%y 1,9 x 10° CFU ml" (Estes et al. 2004)
V. parahaemolyticu 8.4x10°—3,4x10” CFU g (Calik ef al. 2002)
Ostras V. splendidus 10° CFU g™ (Pujalte et al. 1999)
V. parahaemolyticus 10° CFU g™ (Kaysner & DePaola 2000)
V. parahaemolyticus 10° CFU g’ (DePaola ez al. 2000)
Ostion V. vulnificus 10° CFU ¢! (Cai et al. 2007}
V. parahaemolyticus 10° CFU g”! (Colwell 1996)
Turbo cornutus V. halioticoli 1,7x10° CFU g (Sawabe et al. 2003)
Haliotis diversicolor supertexta V. parahaemolyticus 3,5x10° CFU mL™" (Cai et al. 2007)
Haliotis discus (digestivo) V. halioticoli 2,6 x10° 2 9,9 x10% CFU g (Sawabe et al. 1995)
Haliotis midae (digestivo) V. halioticoli 3,7 x10° CFU g (Sawabe et al. 2006)
Haliotis tuberculata V. gallicus 3,0x10° CFU g (Sawabe et al. 2006)
Haliotis laevigata (digestivo)  Vibrio spp 9,4 x10° CFU g (Sawabe et al. 2006)
Litopenaeus vannamei Vibrio spp 10° y 10* CFU g'l (Gomez-Gil et al. 1998)
Vibrio spp 10° CFU g™ (Moss et al. 2000)
Penaeus merguiensis V. logei 10*y 10° CFU g (Oxley et al. 2002)
Penaeus monodon A. pelagius 10° CFU mL" (Aguirre-Guzman et al. 2003)
Penaeus monodon V. parahaemolyticus 1x10° CFU peneido (Sudheesh & Xu 2001)
Anguilla japoniea V. vulnificus 9,4x10% a 2,3x10° CFU anguila™ (Tison ef al. 1982)
Plecoglossus altivelis V. cholerae 1,26x10%y 1,26x10° cél. mL™! (Yamanoi ef al. 1980)
Sepiolla sp. Vibrio spp. 10" cél. érgano™ (Nishiguchi 2000)
Oculina patagonica V. shiloi 10% a10° cél. (cm®)! (Rosenberg & Koren 2006)
Zooplancton Vibrio spp. 4,3%10° cél. (mm?®)"! (Heidelberg et al. 2002)
Sedimento Vibrio spp. 3,0x10° CFU g (Maeda et al. 2003)
V. harveyi 10° CFU g’ (Ramesh et al. 1989)

La distribucién, concentracion y dinamica de estas poblaciones estan influenciadas por
gradientes medioambientales como temperatura, salinidad, disponibilidad de nutrientes
y factores biolégicos como, depredacion y abundancia de dinoflagelados y
hospedadores (Thompson y Polz, 2006). En general, los vibrios tienden a ser mas
comunes en aguas célidas, en particular cuando las temperaturas exceden los 17°C
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(Thompson et al., 2004). Se ha sugerido que la ocurrencia estacional de vibrios
mesofilos como V. parahaemolyticus y V. corallilyticus se puede deber a una
‘hibernacion’ en sedimentos o en asociacién con la fauna marina (Ben-Haim et al.,
2003). El tracto digestivo de organismos marinos posee mayor disponibilidad de
materia organica que el agua de mar, transformandose en un ambiente apropiado para
los vibrios, aunque en este microambiente estan expuestos a un pH bajo, secrecion de
acido bilico y a condiciones micro o anaerébicas (Urakawa y Rivera, 2006).

En el ecosistema marino, los vibrios juegan importantes funciones, tales como
biodegradaciéon de materia organica y regeneraciéon de nutrientes (Cavallo y Stabili,
2004), ademéas pueden actuar como patdégenos de organismos acuaticos de
importancia comercial, o bien afectar al hombre (Thompson et al., 2004).

Existe una gran diversidad de vibrios, reconociéndose actualmente 91 especies
descriptas dentro de este grupo (ICSP), de las cuales solo 12 son consideradas
patdgenas para el ser humano: V. cholerae, V. parahaemolyticus, V.mimicus,
Grimontia (Vibrio) hollisae, V. fluvialis, V.furnissii, V. vulnificus, V. alginolyticus,
Photobacterium (Vibrio) damselae, V. metschnikovii, V. cincinnatiensis y V. harveyi
(Nishibuchi, 2006); y de las mismas 8 pueden causar, 0 estar asociadas con
enfermedades transmitidas por alimentos. A su vez, 3 de ellas, V. cholerae;
V. parahaemolyticus y V. vulnificus son de importancia epidemioldgica. V. cholerae y
V. parahaemolyticus, ademas, tienen importancia pandémica (Austin, 2010; Fica,
2007).

Las infecciones causadas por V. parahaemolyticus usualmente estan asociadas a la
ingestién de moluscos contaminados; los sintomas que manifiesta el paciente van
desde gastroenteritis, infeccion en la piel, septicemia, llegando a la mortalidad en el
caso de pacientes inmunocomprometidos.

La especie Vibrio parahaemolyticus

Vibrio parahaemolyticus es habitante natural de los ambientes marinos costeros y de
las &reas estuariales, se encuentra en sedimentos marinos en épocas frias y en agua
y moluscos bivalvos en épocas calurosas, las altas temperaturas favorecen su
proliferacién (De Paola et al., 2000).

Primer informe de aislamiento y clasificacion

La bacteria que ahora se conoce como V. parahaemolyticus, fue identificada por
primera vez como patdégeno transmitido por alimentos, en Japon en 1950, por Fujino y
sus colaboradores, de un brote de gastroenteritis asociado al consumo de " shisaru ",
sardina semiseca. La bacteria aislada de este alimento fue llamada Pasteurella
parahaemolytica. En 1958 un organismo similar, halotolerante llamado Pseudomonas
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enteritis fue aislado por Takikawa, quien confirmé su enteropatogenicidad en humanos
voluntarios (Sakazaki et al., 1963, citado por Gonzalez Morera, 1982).

Sakazaki et al., (1963), mencionan que Miyamoto y sus colaboradores propusieron un
nuevo género, Oceanomonas, dentro del cual consideraron tres especies:
Oceanomonas parahaemolytica, Oceanomonas enteritis y Oceanomonas alginolytica.
Otros investigadores reconociendo la heterogeneidad del género Oceanomonas,
consideraron que las bacterias aisladas debian ser clasificadas dentro del género
Vibrio y propusieron el nombre de Vibrio parahaemolyticus (Gonzélez Morera, 1982).

Esta especie fue dividida en dos biotipos: los miembros del biotipo 1, no crecian en
caldo peptona con una concentracion de cloruro de sodio de 10%, no producian
acetoina y en su mayoria no fermentaban la sacarosa. Los miembros del biotipo 2,
crecian en agua peptonada con 10% de cloruro de sodio, daban reaccién de Voges
Proskauer positiva y fermentaban la sacarosa (Gonzalez Morera, 1982).

Zen-Yoji et al., (1965) sugirieron que los miembros del biotipo 2 fueran excluidos de la
especie V. parahaemolyticus por las diferencias bioquimicas y patogénicas entre los
dos biotipos, por lo que Sakazaki (1968) re-examind las caracteristicas morfoldgicas,
fisiolégicas y bioquimicas de los dos biotipos y propuso el nombre de V. alginolyticus
para el biotipo dos de V. parahaemolyticus (Gonzalez Morera, 1982).

Otros investigadores habian propuesto que V. parahaemolyticus sea llamado
Beneckea parahaemolytica, por la formacién de flagelos peritricos, los cuales pueden
ser inducidos cuando el microorganismo es cultivado en medio sélido (Baumann et al.,
1971).

Finalmente, en la octava edicion del Manual Bergey’s, el microorganismo fue agrupado
en el género Vibrio, dentro de la familia Vibrionaceae, denominado Vibrio
parahaemolyticus, como es considerado actualmente (Buchanan y Gilbons, 1974).
Para finales de los afios 60’ y principio de los 70’, V. parahaemolyticus fue reconocido
como una causa de enfermedad diarreica a nivel mundial.

Caracteristicas fisiolégicas de V. parahaemolyticus

Son bacilos gram-negativos, con un tamafio de 0,5 a 0,8 um de diametro por 1,4 a 2,6
pm de longitud, pleomérficos, rectos o ligeramente curvos, con los extremos
redondeados. La secuencia del genoma completo de la cepa V. parahaemolytiucs
RIMD2210663 (Makino et al., 2003) y los mapeos genéticos realizados a la cepa
V. parahaemolyticus AQ4673 (Yamaichi et al., 1999) han establecido que esta bacteria
posee dos cromosomas de 3,2 y 1,9 Mb, con un contenido de G + C de 45,4% para
cada uno (Figura 1).
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Figura 1. Mapa genético del genoma de V. parahaemolyticus AQ4673 y localizacion de
diferentes genes de virulencia (Reproducido de Yamaichi et al., 1999).

Es anaerobio facultativo con metabolismo oxidativo y fermentativo. Fermenta la
glucosa sin produccién de gas, fermenta manitol, arabinosa y manosa, no fermenta
sacarosa, lactosa, inositol y ramnosa y es ureasa variable.

Para su crecimiento requiere iones de sodio, potasio y magnesio. Crece mejor en
sustratos que contienen de 2 a 3% de cloruro de sodio y puede crecer en un intervalo
de 3,6 y 8% de NaCl. El rango 6ptimo de temperatura de crecimiento es de 35 a 37°C,
siendo la temperatura méaxima de 44°C y la minima de 10°C, la cocciéon a 65°C lo
inactiva. En un estudio realizado por Andrews et al., (2003) sobre la respuesta de
V. parahaemolyticus a un proceso de pasteurizaciéon, se concluyé que la cepa 0O3:K6
requiere un minimo de 22 minutos a 50-52°C para reducir su multiplicacién de 10° a
niveles no detectables (< 3 bacterias/g). El pH 6ptimo de crecimiento es de 7,5 a 8,6
aunque puede crecer a pH tan bajo como 4,8 y tan alto como 11. (Parija, 2009;
Pascual Anderson y Calderén y Pascual, 1999)

En el laboratorio, V. parahaemolyticus es cominmente aislado en o
agar Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa (TCBS) (Kobayashi et al., //&%"
1963), las colonias se observan grandes viscosas, de color verde ( : > 1
azulado. Recientemente se ha desarrollado para su deteccion un \ S - /')
medio cromogénico, CHROMAgar Vibrio (CAV), las
colonias se observan purpuras rodeadas de un halo
blanquecino (Hara-Kudo et al., 2001) (Figura 2).

Figura 2: Placas de cultivo de TCBS y CAV con colonias
de V. parahaemolyticus

Actualmente, para su confirmacion se utilizan técnicas moleculares, la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) ha demostrado ser una herramienta muy util para el
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diagnéstico de este microorganismo. Numerosos autores han utilizado el gen
especifico regulatorio de la toxina (toxR) para detectar V. parahaemolyticus por PCR.
Segun un estudio realizado por Croci et al. (2007), el gen toxR resultdé ser muy
sensible y especifico, debido a que, V. parahaemolyticus fue detectado en todas las
muestras estudiadas, y no fueron hallados resultados falsos positivos (Dileep et al.,
2003; Croci et al., 2007).

Caracteristicas seroldgicas de V. parahaemolyticus

Vibrio parahaemolyticus posee tres componentes antigenicos: somaticos (O),
capsulares (K) y flagelares (H). El antigeno H es comdn a todas las cepas de
V. parahaemolyticus, por lo tanto, es de poco valor para la clasificacion serolégica
(Sakazaki et al., 1968). Los serotipos de V. parahaemolyticus se clasifican sobre la
base de sus antigenos O y K. Los antigenos K son destruidos por calentamiento a
I00°C, mientras que los O son termoestables. Esta caracteristica permite separarlos
para poder preparar los sueros especificos.

El esquema antigénico de tipificacion fue disefiado inicialmente por Sakazaki en Japon
en 1963, y complementado posteriormente por la Comision de Serotipificacion de
V. parahaemolyticus (Japén). Fueron excluidos los antigenos K: 2, 14, 16, 29, 35y 62
(Hugh y Feeley, 1972). Los antigenos K: 4, 5, 6, 7, 8, 9 y 19 se producen con mas de
un antigeno O. Actualmente estdn en revisién las modificaciones realizadas por
Ishibashi et al., (2000), en total hay 11 serogrupos O y 71 serogrupos K (Tabla 2).

Tabla 2: Correlacion de los serotipos de acuerdo a los antigenos O y K (Reproducido
de Sakazaki y Shimada, 1986; Honda et al., 2008).

Serotyping for pathogenic isolates of V. parahaemolyticus
Pathogenic O and K antigen combinations

O antigen K antigen

1 1,b,20,25,26,32,38,41,66,58 60,64,69

2 3,28

3 4 5,6,7,25,29,30,31,33,37 43,45 48 b4 56 57 68,59 72 75
4 48910,11,12,13,34, 42 49 53 &5 63,6773

b 15,17,20,47,60,61,68

G 18,46

7 19

8 20.21.22.E9.41.?D.?4

9 23,44

10 24,71

11 19,36,40,46,50, 61,61

122 19,62 61,66

13- 65

®En discusion por el Comité de Serotipificacion de Vibrio parahaemolyticus (Japon)

A diferencia de lo que sucede con V. cholerae, no hay asociacion de un serotipo en
particular con enfermedad, y de los actualmente reconocidos todos pueden causar
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gastroenteritis (Nair y Hormazébal, 2005). Los brotes infecciosos que se han
presentado a nivel mundial en los Ultimos afios se han atribuido a la aparicién
principalmente del serotipo O3:K6 y de los serotipos 04:K68 y O1:KUT (no tipificable).
Se ha demostrado que las cepas 04:K68 y OL:KUT resultaron genéticamente
idénticas al serotipo O3:K6; comparten similares perfiles de ribotipificacion,
electroforesis en campo pulsado (PFGE) y reaccion en cadena de la polimerasa con
oligonucleétidos arbitrarios (AP-PCR). De acuerdo al orden cronolégico de aparicion,
se ha propuesto que 04:K68 y O1:KUT, probablemente, se originaron a partir de un
clon de la cepa O3:K6 pandémica (Yeung y Boor, 2004). Estos serotipos presentan
mayor adherencia y citotoxicidad en cultivos de tejidos, lo que estaria contribuyendo a
incrementar su potencial patogénico. Los diferentes serotipos han sido identificados en
varias localidades, por lo que su distribucion es mundial y la transicion entre un
serotipo y otro ha sido observada tanto en pacientes como a nivel ambiental (Mancilla,
2005).

Las pruebas serolégicas por si solas no se utilizan para identificar
V. parahaemolyticus, debido a que, se producen reacciones cruzadas con otros
microorganismos. Sin embargo durante las investigaciones de brotes de origen
alimentario las pruebas serolégicas se convierten en una valiosa herramienta
epidemioldgica (Kaysner y DePaola, 2004).

Mecanismos de patogénesis de V. parahaemolyticus

El mecanismo de patogénesis de V. parahaemolyticus ha sido intensamente
estudiado, no obstante, aln no esta totalmente dilucidado (Broberg et al., 2011).
V. parahaemolyticus posee diferentes mecanismos que los de V. cholerae para
establecer infeccién; mientras que la infeccién por V. cholerae generalmente produce
diarrea no inflamatoria, la infeccién por V. parahaemolyticus puede cursar diarrea
inflamatoria en la etapa avanzada de la enfermedad (Ramamurthy y Nair, 2005). La
respuesta inflamatoria incluye edema en la laminapropia, congestion de los vasos
sanguineos y hemorragias en duodeno y recto (Qadri et al., 2003).

La patogénesis de V. parahemolyticus esta4 basada principalmente en la presencia de
dos factores de virulencia: una hemolisina termoestable directa - TDH y una
hemolisina relacionada a TDH - TRH (Honda e lida, 1993; Nishibuchi y Kaper, 1995;
Takeda, 1983).

La hemolisina termoestable directa (TDH) es una toxina que posee varias propiedades
entre las que se destacan: citotoxicidad, cardiotoxicidad, enterotoxicidad, aumento de
la permeabilidad vascular y acumulacion de liquido en el asa de ileon en el modelo
experimental en conejos. (Honda e lida, 1993) TDH actia sobre las membranas
celulares como una toxina formadora de poros que altera iones en las células
intestinales, provocando la secrecion de fluidos intestinales y diarrea (Honda et al.
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1992; Fabbri et al., 1999; Raimondi et al., 2000; Yeung y Boor, 2004). El gen tdh
codifica la produccion de TDH (Nishibuchi y Kaper, 1995; McCarthy et al., 2000).

Las bacterias que poseen este factor de virulencia tienen la capacidad de producir 3-
hemdlisis en agar sangre Wagatsuma (fendbmeno de Kanagawa), esta relacion ha
permitido utilizar esta prueba como un marcador de virulencia para el diagnostico
clinico de V. parahaemolyticus (tdh-positivo/KP+). (Nishibuchi y Kaper, 1995).

La hemolisina relacionada a TDH (TRH) codificada por el gen trh, fue inicialmente
determinada en cepas provenientes de casos de gastroenteritis que no presentaban el
fendmeno hemolitico de Kanagawa (Honda et al., 1987, 1988). Posee un mecanismo
de accién similar a TDH, induce alteracion en el flujo de iones produce acumulacion de
liquido en el modelo experimental de asa ileal y presenta actividad citotoxica en una
variedad de tejidos. V. parahaemolyticus TRH+ casi siempre produce ureasa (Okuda
et al., 1997; Osawa et al., 1996; Suthienkul et al., 1995).

La asociacion entre la produccién de ureasa y la posesiéon del gen trh se debe a un
ligamiento genético entre el gen estructural de la ureasa (ureC) y el gen trh en el
cromosoma Il de V. parahaemolyticus (lida et al., 1997), ambos genes se encuentran
ubicados en la isla de patogenicidad VPal-7 (Park et al., 2002, lzutsu 2008, Matz
2011). La produccién de ureasa provoca un aumento en la tolerancia al &cido géstrico,
fendbmeno estudiado en patdgenos entéricos como Yersinia enterocolitica, (DeKoning-
Ward y Robins Browne, 1995) y Helicobacter pylori (Turbett et al., 1992). Esta
relacién/asociacién ha permitido utilizar la produccién de ureasa como un marcador de
virulencia para el diagnéstico clinico de V. parahaemolyticus (trh-positivo) (Park et al.,
2000).

; A Figura 3: Factores
T.DH .y TRH .S(.)n inmunologica vy de virulencia de Vp
biolégicamente similares (Honda et al., Flagellum (rﬁproduztz)idg)de
. . L. Zhang, 201
1988). El secuenciamiento de nucleétidos

de los genes correspondientes revelé una Surface

similitud del 68,6% aproximadamente rnfe:rpotgr

(Ramamurthy y Nair, 2005; Nishibuchi et voen

al., 1989; Kishishita et al., 1992). LY
Auto-inducers

Ademas de TDH y TRH, otros factores de —

virulencia han sido identificados en MAM7

aislamientos de V. parahaemolyticus
como: islas de patogenicidad,
hemolisinas, proteina reguladora (toxR), variedad de pili, sistemas de secrecion tipo Ill
(SSTT), polisacarido capsular (CPS), hemaglutininas (hemaglutinina manosa sensitiva,
MSHA), proteasa sérica monoOmerica, vibrioferrinas, flagelos, adhesinas, quorum
sensing (QS), factores de colonizacion y capacidad de invasion celular (Figura 3,
reproducido de Zhang y Orth, 2013).
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El papel en la patogénesis de las proteinas de SSTT y ureasa, asi como los genes
involucrados en la formacién de biofilms y en la supervivencia de V. parahaemolyticus,
ya estd ampliamente aceptado (Park et al., 2000, 2004; Nakaguchi et al., 2003). En la
tabla 3, reproducida de Nishibuchi y De Paola (2005), y con aportes mas recientes, se
muestra un resumen de los factores de virulencia de V. parahaemolyticus.

Tabla 3: Factores de virulencia de V. parahaemolyticus

Factores de virulencia (genes) Referencias
Principales Hemolisina termoestable directa (tdh)  Nishibuchi et al. (1992)
factores de
virulencia Hemolisina relacionada a TDH (trh) Xu et al. (1994)
Otros factores de Quimiotaxis y movilidad Kim & McCarter (2000), McCarter
virulencia & Wright (1993)
Sistemas de adquisicion de hierro Funahashi et al. (2002)
(pVUA, psuA)
Pilus Nakasone & Iwanaga (1990)
Hemaglutininas Nagayama et al. (1995)
Hemolisina termoestable Taniguchi et al. (1990)
Hemolisina termolabil (tlh) Taniguchi et al. (1986), Shinoda et
al. (1991)
Metaloproteasas (prtVp, vppC) Lee et al. (1995c)
Polisacéarido capsular-CPS Hsieh et al. (2003).
Sistema de secrecion tipo III-SSTT Makino et al. (2003), Okada et al.
2009
Adhesina MAM7 Krachler et al. 2011
Factores ToxR (toxR) Lin et al. (1993)
reguladores de
virulencia Regulador del sistema de adquisicibn Yamamoto et al. (1997)

de hierro (fur)

El polisacéarido capsular (CPS) favorece la adherencia bacteriana (Hsieh et al., 2003).
La proteasa sérica monomérica, ejerce un efecto tdxico sobre diferentes lineas de
células y hemorragia del tejido inducido y la muerte en ratones experimentales (Lee et
al., 2002). El sistema de secrecion tipo Il (SSTT) se activa cuando una bacteria se
presenta en contacto estrecho con las células huésped, es un sistema de secrecion de
proteinas bacterianas que segrega proteinas en el medio extracelular, pero también
puede inyectar proteinas bacterianas directamente en las células diana del huésped
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eucariota. Los genes de los sistemas de secrecion tipo Il (SSTT) fueron identificados
por Makino et al., 2003, posteriormente se demostré la existencia de dos tipos
diferentes de SSTT, T3SS1 y T3SS2, ubicados en los cromosomas 1 y 2
respectivamente. Ambos han demostrado estar involucrados en la citotoxicidad y
enteropatogenicidad de V. parahaemolyticus (Okada et al., 2009). La molécula de
adhesion multivalente 7 (MAM7), actua como factor de adherencia, facilita la unién
bacteriana mediante la interaccion con la superficie de la célula huésped (Krachler et
al., 2011).

Las islas de patogenicidad son las llamadas islas genémicas que contienen genes
involucrados en la virulencia. Actualmente con la secuenciacién del genoma completo
de una cepa de V. parahaemolyticus O3:K6, se han detectado 7 islas genémicas
(Vpal-1 a Vpal-7), de las cuales las cinco primeras se ubican en el cromosoma | y las
otras dos en el cromosoma |l (Hurley et al., 2006).

Las islas gendmicas son regiones cromosomales de tamafio relativamente grande (10
kb a 81 kb) adquiridas por transferencia horizontal, que poseen un contenido distinto
de GC (39,8%) con respecto al resto del genoma que contiene una media de
contenido de GC (45,4%). Estudios mas recientes han revelado que las islas
gendmicas se encuentran de manera variable en las cepas de V. parahaemolyticus, a
excepcion de Vpal-2, esto confirmaria la transferencia genética que ocurre entre
distintos linajes de V.parahaemolyticus.

Actualmente en V. parahaemolyticus se ha identificado la isla de patogenicidad Vpal-7,
localizada en el cromosoma Il que contiene dos genes tdh, como asi también otros
genes que se han asociado con la virulencia, incluyendo SSTT, factor necrotizante y
exoenzimas.

Por otro lado, existen observaciones que sugieren que algunos aislamientos
patogénicos de V. parahemolyticus adquirieron el gen tdh y posiblemente el gen trh,
por transferencia genética horizontal (Yamaichi et al., 1999). Al igual que sucede con
V. cholerae, a nivel molecular, los principales genes patogénicos de
V. parahaemolyticus se encuentran en regiones del cromosoma en forma de “clusters”
o islas de patogenicidad, teniendo la capacidad de ser propagados horizontalmente
(Karaolis et al. 1998; Heidelberg et al., 2000).

Diversidad genética de V. parahaemolyticus

La creciente prevalencia de V. parahaemolyticus; disemindndose en varios paises y
estableciéndose endémicamente en algunas areas geogréaficas, causando serios
problemas en aquellos paises donde el consumo de alimentos marinos crudos es
comun, demanda una activa vigilancia de este patdgeno, con la aplicacion de
métodos de tipificacion discriminatorios para establecer la relacion entre los distintos
serotipos circulantes y, por otro lado, el origen y la divergencia de los aislamientos
(Dauros Singorenko, 2009; Tanil et al., 2005).
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La diversidad genética de V. parahaemolyticus ha sido estudiada utilizando diferentes
técnicas de tipificacion molecular como electroforesis en campo pulsado (PFGE, de
pulsed-field gel electrophoresis, en inglés), ribotipificacién y técnicas basadas en PCR
como por ejemplo RS-PCR (secuencias conservadas ribosomales) REP-PCR
(secuencias repetitivas palindromicas extragénicas), y ERIC-PCR (secuencias
repetitivas intergénicas de consenso de las enterobacterias) (Khan et al., 2002; Wong
y Lin, 2001).

La tipificacion por PFGE ha demostrado ser la herramienta mas eficaz para evaluar la
relaciébn entre aislamientos bacterianos de la misma especie. Posee alto poder
discriminatorio y de tipificacion, es altamente reproducible y permite obtener patrones
mas féciles de interpretar en comparacion con otros métodos. Es considerado un
método de aplicacion universal y la informacibn que genera puede utilizarse en
investigaciones epidemioldgicas (Wang et al., 2008). La epidemiologia lo utiliza a corto
plazo en investigacion de brotes.

El Centro de Control y Prevencién de las Enfermedades (CDC, Estados Unidos), cred
una red internacional de protocolos estandarizados y datos de PFGE, PulseNet (CDC,
2002) para poder comparar los brotes de patégenos de alimentos provenientes de
distintos paises, identificandolos tempranamente, y asi contribuir a la implementacion
de nuevas medidas que ayuden a la prevencion (http://www.cdc.gov/pulsenet/). En el
afio 2007, se publicé un estudio oficial de PulseNet en el cual se evaluaron las
condiciones que varios autores ya venian utilizando en la tipificacion de
V. parahaemolyticus. Se evaluoé el perfil de restriccion con distintas enzimas como Sfil,
Notl, Spel, Xbal, Kpnl y Apal, concluyendo que sélo Sfil y Notl generaban una
cantidad razonable de fragmentos y por consiguiente mayor poder discriminatorio,
como también la concentracion de estas enzimas necesaria para una digestion de
ADN completa (Parsons et al., 2007). Los autores recomiendan el uso de Sfil en
primera instancia, y solo Notl para diferenciar cepas indistinguibles (Kam et al., 2008).
Sin embargo, otros estudios de relacion costo-eficacia, establecieron que Notl es
mejor que Sfil en relacién al costo por digestion y poder discriminatorio (Wang et al.,
2008).

En general, los resultados de diversos estudios de tipificacion por PFGE en
V. parahaemolyticus demuestran que la diversidad de perfiles en las cepas
ambientales es mayor, frente a las cepas clinicas, aun cuando el numero de cepas
ambientales evaluadas fuese menor. Esta variabilidad en las cepas ambientales se
considera normal, debido a que, V.parahaemolyticus es un microorganismo
naturalmente marino. Por lo tanto, la diversidad genética que se puede observar en
este ambiente es elevada, mientras que los aislamientos clinicos suelen pertenecer a
un bajo nimero de linajes portadores de genes asociados a virulencia, que se estima
representan sélo un porcentaje bajo de las cepas ambientales (Dauros Singorenko,
2009).
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Por otra parte, otros estudios han corroborado que al mismo perfil de PFGE pueden
pertenecer hasta 4 serotipos pandémicos distintos (Wong et al., 2007; Martinez-Urtaza
et al., 2004). Los genes que participan en la génesis del serotipo se ubican en clusters,
y la conversion entre un serotipo y otro puede ocurrir con minimas diferencias
genéticas en estos clusters, lo que puede no ser detectado en la macrorestriccion del
genoma completo al generar los perfiles de PFGE (Dauros Singorenko, 2009).
Bhoopong et al., 2007, describieron la posibilidad de que una conversién de serotipo
puede ocurrir in vivo, con la comprobacién experimental en conejos.

También se ha confirmado por otros estudios, la presencia de diferentes serotipos
entre aislamientos con el mismo perfil de PFGE del clon pandémico (Wong et al.,
2007), y se observaron cepas clinicas que no poseian el gen tdh pero si el gen trh y
pertenecian a serotipos no pandémicos; en este caso, el esquema de serotipificacion
no resultd confiable para caracterizar la diseminacibn epidemiolégica de
V. parahaemolyticus (Han et al., 2008, citado por Dauros Singorenko, 2009).

Vibrio parahaemolyticus en el ambiente acuético

Vibrio parahaemolyticus es habitante autéctono de los ambientes marinos costeros y
de las areas estuariales en todo el mundo. En el ambiente acuatico se encuentra libre
en suspension y/o asociado a particulas formando complejos de alta densidad celular
como biofilms. Se ha demostrado que puede encontrarse asociado a superficies
inanimadas, fitoplancton, zooplancton especialmente copépodos (Huqg et al., 1983;
Asplund et al., 2011, Rehnstam-Holm et al., 2010), como asi también, formando parte
de la flora comensal de algunos peces, mariscos y crustaceos (DePaola et al., 2003;
FAO 2000, Martinez-Urtaza et al., 2004).

En los animales marinos, se encuentra comunmente en el tracto digestivo y en sus
superficies, incluyendo la piel y exoesqueletos quitinosos (Urakawa y Rivera, 2006),
aportando beneficios mutuos para el crecimiento y nutricion (Colwell, 2006). Al igual
que otros vibrios, V. parahaemolyticus posee actividad quitinolitica, esto le permitiria
permanecer adherido a los copépodos y le proporcionaria una plataforma para
desplazarse por el océano, otorgandole ademas proteccibn ante condiciones
ambientales adversas y nutrientes, utilizando al polisacarido como fuente de carbono y
nitrégeno.

Los principales factores que influyen en la ocurrencia y distribucion de
V. parahaemolyticus en el agua de mar son la temperatura, salinidad, disponibilidad
de nutrientes, concentracion de plancton y asociacion con organismos marinos, entre
otros (Tantillo et al., 2004; Hernandez et al., 2005).

La temperatura del agua es considerada como el factor mas importante que rige la
distribucién y abundancia de V. parahaemolyticus.
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Kaneko y Colwell (1973), confirmaron que altas poblaciones de V. parahaemolyticus
estan correlacionadas con el incremento de la temperatura del agua durante los meses
de verano. Estos mismos autores, determinaron que V. parahaemolyticus durante el
invierno se sumerge en el fondo, en el material quitinoso del plancton y reaparece en
el agua cuando la temperatura aumenta, produciéndose un ciclo de sedimentacién y
resuspension. La temperatura 6ptima para su desarrollo es entre 20 y 30° C, por
debajo de 20° C disminuye su concentracion en el medio y a 10° C “desaparece” de la
columna de agua, pero se mantiene en el sedimento desde donde reemerge cuando
las condiciones son nuevamente favorables (Ej. meses calidos en regiones templadas)
(Tantillo et al., 2004; Hervio-Heath et al., 2002).

La salinidad requerida es entre 5 y 30% (bacterias halofilicas), concentracién que
puede variar dependiendo de la temperatura ambiental y disponibilidad de nutrientes.
(Tantillo et al., 2005; Heitmann et al., 2005).

En condiciones ambientales adversas, como falta de nutrientes, cambios en la
salinidad y temperaturas altas o bajas, V. parahaemolyticus puede entrar en un estado
de latencia que se denomina estado viable no cultivable (VBNC), en el cual, disminuye
su metabolismo y modifica la estructura de su pared bacteriana para lograr resistir a
condiciones de estrés por largos periodos de tiempo. Bajo condiciones favorables las
formas VBNC podrian revertir al estado cultivable, manifestando su capacidad de
infeccidn, patogenicidad y transmisibilidad (Jiang y Chai, 1996; Oliver, 2005).

En el medioambiente, se ha informado que solamente del 1 al 5 % de los aislamientos
de V. parahaemolyticus son TDH+ y/o TRH+ y poseen la capacidad de producir
infeccion entérica (De Paola et al., 2003; Heitmann et al., 2005; Wong et al., 2000).
Esta baja frecuencia, segun Raghunath et al. (2009), podria deberse a que las cepas
patégenas son mas sensibles a las condiciones adversas y rapidamente revertirian a
un estado viable no cultivable (VBNC). Por otra parte, la selectividad del caldo de
enriguecimiento (Agua de Peptona Alcalina - APA) utilizado en el aislamiento, esta
basada en el pH alcalino; sin embargo, las cepas patogénas encuentran en el tracto
gastrointestinal un pH acido y un ambiente que contiene sales biliares (Raghunath
2009). Pace et al. (1997), sugirieron que estos factores revertirian el estado viable no
cultivable, activando y aumentando la virulencia de las cepas de V. parahaemolyticus.
Estas podrian ser algunas razones por las cuales se aislan cepas patdgenas del tracto
gastrointestinal humano, en contraste con lo hallado en el ambiente acuatico (Pace et
al., 1997).

Epidemiologia de V. parahaemolyticus

Desde el punto de vista epidemiolégico, la presencia de V. parahaemolyticus en los
productos del mar ha sido identificada como una importante causa de enfermedad
transmitida por alimentos, desde que, en 1950 produjo un brote de gastroenteritis en
Japon, donde 272 personas fueron afectadas y 20 fallecieron. (Fujino et al., 1953). La
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enfermedad gastrointestinal causada por Vibrio parahaemolyticus ha sido reportada en
América, Africa, Asia, Europa y Oceania.

Los brotes infecciosos que se han presentado a nivel mundial en los Gltimos afios se
han atribuido a la aparicion de tres serotipos con un importante potencial pandémico:
03:K6, 04:K68 y O1:KUT (Nair et al., 2007).

En el afio 1996 en Calcuta, India, V. parahaemolyticus O3:K6 fue el causante del 50 a
80% de los casos de gastroenteritis en pacientes hospitalizados (Chowdhury, 2004).
La tendencia pandémica de este serotipo se hizo evidente cuando comenzd a
reportarse el aislamiento en muestras clinicas en Taiwan, Laos, Japon, Tailandia y
Corea (CDC, 2004). En los afios siguientes, fueron reportados aislamientos de O3:K6
similares a aquellos obtenidos en Calcuta en brotes asociados a alimentos y casos
esporadicos en Bangladesh, Chile, Jap6n, Corea, Laos, Rusia, Taiwan, Tailandia y
Estados Unidos de Norteamérica.

Posteriormente, se han encontrado otros serotipos de V. parahaemolyticus, con las
mismas caracteristicas genéticas del clon pandémico, denominandose a todas ellas el
“grupo pandémico”. En América del Sur, el serotipo pandémico O3:K6, fue reportado
en Pert y Chile como causa de brotes de gastroenteritis desde 1998, ocasionando en
el aflo 2005 mas de diez mil casos que requirieron hospitalizaciéon y dos muertes
(Gonzalez Escalona et al., 2005, Heitmann et al., 2005).

El clon de V. parahaemolyticus O3:K6 se ha diseminado actualmente en cuatro
continentes: Asia, América, Africa y Europa. Tal diseminacion de un solo serotipo de
V. parahaemolyticus no habia sido reportada anteriormente, haciéndose evidente que
estamos frente a una pandemia de gastroenteritis causada por V. parahaemolyticus.
(Nair y Hormazabal, 2005).

Otros serotipos, como el 04:K68 y O1:KUT (no tipificable) parecen haberse originado
a partir del clon pandémico y se han sefialado como derivados clonales. La variacion
ha continuado y desde 1998 se han descripto un total de 20 serovariantes con la
misma consideracion. 04:K68, O1:K125 y O1:KUT poseen secuencias toxRS, perfiles
AP-PCR, ribotipos y perfiles PFGE idénticos a los del O3:K6. El serotipo 06:K18
comparte identidad molecular con el O3:K6. El resto, descriptos por una gran variedad
de técnicas de caracterizacion molecular, aislados en el curso de brotes en diversas
partes del mundo se consideran, derivados clonales, originados por alteracion o
modificacion de los antigenos O:K. La lista, ademas de los mencionados, incluye:
04:K12, 01:K41, O1:K56, O3:K75, O4:K8, 5:KUT, O4:KUT, O5:KUT, 0O5:K17, O5:K25,
01:K33, 02:K3, OUT:KUT, 0O3:KUT, 03:K5, 04:K4, 04:K10 y 06:K18 (AESAN, 2010).

Vibrio parahaemolyticus se transmite principalmente por la ingestion de mariscos
crudos o mal cocidos, especialmente moluscos bivalvos. También se puede transmitir
por contaminacion cruzada, por la manipulacion de mariscos crudos con otros
alimentos, o por enjuagar éstos con agua contaminada. El transporte o
almacenamiento de productos del mar en condiciones inadecuadas de refrigeracion
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favorece su proliferacion y la posibilidad de infeccion. V. parahaemolyticus ha sido
aislado de una gran cantidad y variedad de especies marinas, tales como cangrejos,
camarones, langostas, caracoles, sardinas, atunes, almejas, calamares y pulpos
(Baffone et al., 2006; Mahmud et al., 2008).

Aunque se penso originalmente que los alimentos marinos crudos eran el principal
vehiculo de infeccién, esta claro que alimentos cocidos, contaminados por las manos,
materiales crudos o equipo, pueden ser causantes del problema. Fishbein et al. (1970)
aislaron V. parahaemolyticus de carne de cangrejo procesada (carne cocida,
empacada y refrigerada). En Maryland, V. parahaemolyticus fue aislado de carne de
cangrejo cocido con vapor, la cual fue contaminada después de la coccion, porque fue
almacenada con cangrejos vivos (Dadisman et al., 1972).

En éareas donde V. parahaemolyticus es habitual, los microorganismos han sido
aislados de las manos de los hombres que venden productos de mar y de utensilios de
cocina usados para la coccién de pescados y crustaceos. En Tokio, Zen-Yoji et al.
(1965), analizaron 130 utensilios de cocina y aislaron V. parahaemolyticus en 107
(82.3%) de ellos.

Los principales reservorios de V. parahaemolyticus son los alimentos marinos y agua
de mar, usualmente de &reas costeras. Sin embargo, en Calcuta, India,
V. parahaemolyticus ha sido aislado de aguas de rio, de lagos y de pescado de agua
dulce (Blake y Hollis, 1980).

La dinamica epidémica de los patégenos asociados con las enfermedades
transmitidas por el agua, como es el caso de las infecciones por Vibrio tienen una gran
dependencia de los factores fisicos-quimicos y biolégicos del medio ambiente que van
a modular su presencia y su abundancia mediante un equilibrio entre crecimiento y
depredacioén. Variaciones en las condiciones ambientales y ecoldgicas del medio van a
repercutir sobre la dinamica biolégica de estos microorganismos favoreciendo o
limitando su abundancia y promoviendo la aparicibn de infecciones cuando las
condiciones ambientales permiten alcanzar altas cargas de organismos en alimentos
marinos de consumo (Gavilan y Martinez-Urtaza, 2011).

La mayor incidencia de infecciones se produce en los meses de verano, a favor de
condicionantes climaticos, ecolégicos y socioculturales, como son, las altas
temperaturas, las actividades acuaticas y el mayor consumo de pescados y mariscos
en estos meses (Janda et al., 1988).

Vibrio parahaemolyticus en América Latina

La dindmica epidémica de V. parahaemolyticus en América Latina ha estado
caracterizada por la existencia de casos de infeccion durante la época estival cuando
se registraban aumentos en la temperatura ambiental. Los casos detectados
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resultaban esporadicos, en su mayoria asociados al clon 04:K8, y normalmente
debidos al consumo de productos marinos crudos (Gavilan y Martinez-Urtaza, 2011).

Este patron estacional cambi6 drasticamente en 1997 cuando en el invierno austral fue
detectado el clon pandémico asiatico de V. parahaemolyticus a lo largo de la costa de
Perl, causando un aumento en el nimero de infecciones. Se detectd la llegada de
este clon al norte del pais en julio de 1997 (Martinez-Urtaza et al., 2008), y de ahi se
propagd secuencialmente hacia el sur hasta llegar a Lima; en noviembre las
infecciones fueron extendiéndose en direccion sur alcanzando el departamento de
Moquegua y cruzando la frontera con Chile alcanzando Antofagasta (Figura 4),
(Gonzalez Escalona et al., 2005). Desde este punto, el clon pandémico comenz6 una
difusién global constante (Nair et al., 2007).

Las rutas y los mecanismos de difusion del clon pandémico de V. parahaemolyticus en
América del Sur, ha sido motivo de controversia desde su origen y permanecio
desconocido hasta hace poco tiempo (Martinez-Urtaza et al., 2010; Ansede-Bermejo et
al., 2010).

Una de las explicaciones mas recurrentes ha sido basada, en la descarga de aguas de
lastre de los buques que llegaban desde zonas endémicas de V. parahaemolyticus.
Las descargas de aguas de lastre han sido reconocidas como uno de los principales
vehiculos para la difusibn mundial de las especies marinas y las invasiones bhioldgicas
(Niimi, 2004) y se han identificado como un mecanismo fiable para la propagacion de
vibrios patégenos (DePaola et al., 1992; McCarthy y Khambaty, 1994; Ruiz et al.,
2000).

Sin embargo, la dispersion de bacterias a través del agua de lastre, no proporciona
una explicacion coherente y global para el surgimiento de algunos episodios
epidémicos de V. parahaemolyticus, como lo sucedido con la rapida propagacion de la
epidemia; en solo 4 meses se extendi6 a lo largo de mas de 1500 km de costa,
comenzando en el norte del Perl y llegando a la ciudad chilena de Antofagasta
(Gonzalez-Escalona et al., 2005).

Una revision reciente revel6 que la aparicion y dispersion de la epidemia de
V. parahaemolyticus en 1997 siguié el mismo patron de dispersion que la epidemia de
cOlera en 1991, y a su vez, ambas epidemias coincidieron con el inicio de los eventos
del Fenémeno del Nifio de 1991 y 1997 (Martinez-Urtaza et al., 2008).

El estudio de las condiciones oceanograficas existentes en la costa de Perl durante El
Nifio en 1997, evidencié que las aguas calidas asociadas a este episodio llegaron al
norte del pais alrededor de mayo de 1997, coincidiendo con la llegada de infecciones,
que afectaron en esta primera fase la zona norte del pais. En noviembre de ese afio,
se detect6 una segunda anomalia oceanogréfica todavia méas fuerte que alcanzé la
frontera sur de Peru y alcanz6 Antofagasta al norte de Chile (Figura 4).
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Figura 4. Similitudes entre la aparicién y progresion de las epidemias de V. cholerae en 1991 y
V. parahaemolyticus en 1997 en Peru con la llegada y el movimiento de las aguas de El Nifio
durante 1997. El movimiento de las masas de agua de El Nifio en 1997 fueron graficados
utilizando los valores de la temperatura superficial del mar (SST) obtenidos por satélite (Mapas
de la izquierda). La dispersion de los brotes de V. parahaemolyticus fue representada en color
celeste y fueron obtenidas a partir de los registros de cepas referidas al INS durante 1997. La
deteccion de los primeros casos del célera durante la epidemia de 1991 fueron graficados de
color azul de acuerdo con los datos aportados por Seas et al. (Mapa de Ila
derecha)(Reproducido de Gavilan et al., 2011).

El analisis y caracterizacion de las cepas del clon pandémico detectadas en Peru
durante 1997, evidencié que eran fenotipica y genéticamente indistinguibles a las
detectadas en la India e Indonesia en 1996 que originaron la aparicion de la pandemia
asociada al clon O3:K6 (Martinez-Urtaza et al., 2008). Paralelamente, un estudio
retrospectivo de cepas de V. parahaemolyticus obtenidas en varios hospitales de Peru
identific6 una cepa aislada en 1996 que pertenecia al clon pandémico que era
indistinguible genéticamente de las reportadas en Asia (Gil et al., 2007).

Este descubrimiento reforzé la teoria de dispersion transoceanica de las infecciones
por Vibrio. De acuerdo con nuevas evidencias, las aguas ecuatoriales transportadas
por el fendmeno de El Nifio habrian sido las responsables del transporte del clon
pandémico de V. parahaemolyticus desde Asia a América en 1997, un viaje de més de
14000 km (Martinez-Urtaza et al., 2008) (Figura 5). La diseminacién de este patégeno
estaria relacionada con el transporte de zooplancton por las aguas calidas oceanicas
de El Nifio, ya que se ha detectado la llegada de zooplancton tropical en asociacion
con estas aguas calidas (Baker-Austin et al., 2010; Martinez-Urtaza et al., 2010).
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La dispersion de las aguas de El Nifio de 1997 tuvo su limite al sur en Antofagasta. De
forma similar, el brote epidémico de V. parahaemolyticus en Perl se extendié hasta
Antofagasta, donde los primeros casos fueron detectados en los Ultimos dias de 1997
(Cérdova et al., 2002). Las cepas aisladas en Antofagasta fueron indistinguibles de las
de Perd, lo que refuerza su conexién epidémica.

‘ Countries affected by the pondemic spread 1996-1997 n,

Figura 5. Distribucién de la pandemia de Vibrio parahaemolyticus 1996-1997. Deteccion de
infecciones en Asia y en el norte de Chile (Reproducido de Martinez-Urtaza et al., 2008).

Desde 1997, los casos de V. parahaemolyticus tuvieron un notable retroceso hasta
casi desaparecer. Sin embargo, en 2004 en Puerto Montt, Chile, se produjo un nuevo
brote de infeccion de dimensiones desconocidas, se detectaron méas de 3600 casos en
el 2004 y 10984 en el 2005, todos ellos relacionados con el clon pandémico. Este
hecho se repiti6 con menos personas afectadas, en la misma época pero en el afio
2006, marcando un récord a nivel mundial, nunca antes se habia reportado un nimero
tan elevado de cuadros clinicos debido a este agente (Fuenzalida et al., 2007). Los
casos del 2006 corresponden a un 53% menos que lo notificado durante el 2005 (14
febrero al 24 abril) con un total de 6.836 casos (Harth et al., 2009). Especificamente,
entre los afios 2004 al 2008 se verificaron 19.286 casos, siendo la Regién del Bio-Bio
una de las mas afectadas, llegando algunas temporadas a ser la regién con mayor
numero de casos a nivel nacional, con un total de 3.659 entre los afios 2006 al 2009.
Entre el 1 de enero y el 30 de abril de 2011, se notificaron 71 casos de gastroenteritis
por V. parahaemolyticus en Chile, inferior a lo observado en el mismo periodo en los
afios anteriores: 2010 (358 casos), 2009 (704 casos), 2008 (3.643 casos), 2007 (1.008
casos) y 2006 (3.651 casos) (MINSAL, 2011).

Durante el verano de 2009, se detectdé un nuevo brote de V. parahaemolyticus en el
norte del Per( causado por una cepa de V. parahaemolyticus con caracteristicas
genéticas distintas al clon pandémico y a las cepas previamente identificadas en Peru.
Estas infecciones fueron asociadas al consumo de productos marinos y, al igual que
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otros brotes estacionales anteriores, su incidencia se limitd a la época estival (Boletin
Epidemioldgico 2009; Gavilan y Martinez-Urtaza, 2011).

Actualmente, la incidencia de infecciones por V. parahaemolyticus en Pert y Chile han
disminuido considerablemente desde la aparicion del clon pandémico, retornando a su
dinamica estacional y a cepas principalmente endémicas, como el clon del serotipo
04:K8 (Gavilan y Martinez-Urtaza, 2011).

En Brasil, entre 1999 y 2008, fueron reportados 10 brotes donde los agentes
etiolégicos fueron descriptos como especies patogénicas de Vibrio. Oliveira et al.
(2002), investigaron un brote de gastroenteritis aguda ocurrido entre participantes de
un evento cientifico en la ciudad de Fortaleza-Ceara, y se aislé V. parahaemolyticus
03:K6 (Kanagawa positivo) en 9 muestras de heces de los 20 casos detectados.

En México, los casos de intoxicacion alimentaria por V. parahaemolyticus derivados
del consumo de moluscos bivalvos son esporadicos, A finales de 2007 la
Administracion de Alimentos y Medicamentos de los EE.UU. (FDA) reporté dos
presuntos casos de intoxicacién alimentaria por V. parahaemolyticus asociados al
consumo de moluscos bivalvos provenientes de México. En el periodo 2007 a 2010 la
FDA habia comunicado menos de una decena de casos atribuidos a moluscos
bivalvos de origen mexicano, tratandose de eventos esporadicos y aislados (Cofrepis,
2010).

En Uruguay no se dispone de datos sobre la incidencia de V. parahaemolyticus en
infecciones humanas.

Vibrio parahaemolyticus en Argentina

Los primeros reportes de aislamiento de V. parahaemolyticus en Argentina surgen de
los estudios realizados por los Drs. Caria y Casellas, en los afios 1971 y 1974, en
muestras de cholgas y mejillones del Golfo Nuevo (Provincia del Chubut, Argentina).
Las muestras de cholgas (Aulacomya ater) y almejas (Protothaca antiqua) fueron
extraidas de una “cholguera” ubicada frente a Punta Loma (Golfo Nuevo), mientras
que los mejillones (Mytilus edulis) procedieron de distintas zonas del golfo. Se
procesaron en total 180 ejemplares y se caracterizaron 9 aislamientos como
V. parahaemolitycus, Kanagawa positivos, estimandose que la concentracion maxima
en las muestras fue de 10% Vp/gramo (Casellas et al., 1977).

Entre 1987 y 1989, Monticelli et al.,, 1991, realizaron estudios en mejillones
comercializados en el Puerto de Mar del Plata, provenientes del Banco natural Mar del
Plata, del Banco Quequén (Provincia de Buenos Aires) y de un cultivo desarrollado en
la localidad de San Antonio Oeste (Rio Negro.). Se estudiaron 252 aislamientos, no
detectandose V. parahaemolyticus en ninguno de ellos.
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En 1989, se detect6 la presencia de V. parahaemolitycus en muestras de agua,
sedimento y plancton de los golfos norpatagénicos. De 150 aislamientos identificados,
ninguno resulté tener capacidad patogénica, resultaron Kanagawa negativos.
(Cabezali et al., 1989).

Por otro lado, en Argentina no se cuentan con datos oficiales acerca de casos o brotes
producidos por este microorganismo en humanos y debido a los escasos reportes de
aislamiento de V. parahaemolyticus en productos pesqueros, no se han realizado hasta
ahora estudios de epidemiologia molecular que permitan conocer la distribucién de las
cepas circulantes en nuestro pais.

Sin embargo, en los ultimos afios, en los meses de verano se han observado episodios
de gastroenteritis en turistas, aparentemente relacionados con el consumo de almejas y
berberechos extraidos de las playas balnearias. Se ha informado que dichos eventos
podrian atribuirse a toxinas diarreicas de moluscos bivalvos, debido a que fueron
detectados altos niveles de toxinas diarreicas en moluscos bivalvos y en agua del
ambiente. Sin embargo, no fueron realizados otros estudios sobre las muestras, como
la busqueda de bacterias o virus (V. parahaemolyticus, Norovirus), que podrian cursar
cuadros clinicos similares de gastroenteritis. Por otro lado, no hay reportes que
informen la confirmacién de los casos basandose en los analisis de los alimentos
ingeridos por los enfermos, ni estudios clinicos que los avalen. Hasta el momento se
carece de estudios epidemiolégicos que lo confirmen.

Vibrio parahaemolyticus como patégeno en humanos

La infecciéon en humanos por V. parahaemolyticus desencadena gastroenteritis aguda
con diarrea. (Cho et al.,, 2008). Produce un cuadro intestinal, de aparicién brusca,
caracterizado por diarrea acuosa y colicos abdominales (89%), que pueden
acompafiarse de nauseas (76%), vomitos (55%), fiebre y cefalea (52%). La
temperatura rara vez excede los 38,9°C. En ocasiones la diarrea es sanguinolenta,
“como carne lavada”, denominacién con la que se describe un tipo de heces de color
rojizo acuoso, pero diferente del que se puede ver en otros cuadros diarreicos
parecidos, como en los producidos por Shigella o amebas.

El periodo de incubacion oscila entre 4 y 90 horas, con una media de 17 horas,
dependiendo en parte de la dosis infectante, de la naturaleza del alimento o plato
ingerido y de la acidez géstrica. El cuadro clinico se considera autolimitante, de
gravedad moderada, la duracion de la enfermedad varia desde 12 horas a 12 dias,
con una duracion media de tres dias (Daniels et al., 2000).

En estudios experimentales realizados en voluntarios se ha demostrado que la dosis
capaz de infectar a humanos tiene un rango de 10° y 10’ microorganismos
dependiendo de las condiciones del estomago y del tipo, cantidad y capacidad
amortiguadora del alimento ingerido (Daniels et al., 2000, FDA 2000). Estudios
anteriores en voluntarios humanos coincidieron con este rango, diversos autores
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observaron un rapido desarrollo de gastroenteritis después de la ingestién de niveles
de 2x10° a 2x10’ ufc del patdgeno KP positivo; por otra parte, voluntarios que
recibieron hasta 1,6x10'° ufc de un aislado KP negativo, no exhibieron signos de
diarrea (Sanyal y Sen, 1974; Oliver y Kaper, 1997). Sin embargo, en los brotes
sucedidos en Canada y Estados Unidos durante 1997 y 1998 por consumo de ostras,
el analisis de muestras evidencio valores inferiores a 200 ufc/g de carne de ostra, lo
gue sugiere que la enfermedad puede aparecer como consecuencia de la exposicion
del agente a niveles mucho mas bajos de los que habitualmente se habian
considerado (CDC, 1999).

Ademds del cuadro gastroentérico, en raras ocasiones V. parahaemolyticus puede
causar fascitis necrotizante en heridas infectadas, infecciones de oido y septicemias
en individuos inmunocomprometidos. (Tena, 2010; Daniels et al., 2000). Aunque
normalmente la gastroenteritis producida por este agente es autolimitante, en
pacientes inmunocomprometidos o con enfermedades cronicas puede causar
septicemia de prondstico grave o muy grave (Khamet et al., 2001; Ruiz y Agraharkar,
2003). En pacientes que han sido sometidos a trasplante de 6rganos se ha descripto
diarrea prolongada con mala absorcion (Matsumoto et al., 2004; Shankar et al., 2004).
En un estudio realizado por Daniels et al., 2000, en una serie de pacientes con
infeccion por este agente, 59% presentd diarrea, 34% infeccion de heridas, 5%
sindrome séptico y 2% tuvieron otras manifestaciones.

Alimentos implicados en las infecciones por V. parahaemolyticus

Los alimentos asociados con enfermedades debidas al consumo del
V. parahaemolyticus incluyen langostinos, langosta, cangrejos de rio de patas rojas,
camarones, albdndigas de pescado, almejas blancas hervidas, almejas navajas,
caballas fritas, mejillones, atin, ensaladas de mariscos, ostras crudas, carne de
cangrejo hervida/cocida al vapor, pectinidos, calamares, erizos, misidaceos y sardinas
(CCFH, 2002). (Figura 6). Estos alimentos incluyen tanto los productos de mariscos
crudos como aquellos poco cocinados y substancialmente recontaminados (CCFH,
2010).
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Figura 6: Proporcion de ocurrencia de V. parahaemolyticus por grupo de alimento implicado (Fuente:
Ministerio de Salud, Labor y Bienestar Publico, Japén, citado y reproducido de CCFH, 2002)
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Los moluscos bivalvos como agentes transmisores de V. parahaemolyticus

Las infecciones alimentarias debidas al consumo de moluscos se clasifican en tres
categorias de acuerdo con el origen del agente etiologico): 1) las asociadas con
agentes patdgenos procedentes de la contaminacion fecal humana o animal; 2) las
ocasionadas por organismos autdctonos de ambientes marinos y estuarios; y 3) las
originadas por la contaminacion del alimento durante su procesado o manipulacion.

Las primeras descripciones de enfermedad bacteriana transmitida a través del
consumo de moluscos bivalvos datan del siglo XIX y principios del XX. Con
anterioridad a 1950, la infeccion mas comunmente asociada con la ingestion de
moluscos crudos o insuficientemente cocidos era la fiebre tifoidea (Ripey, 1994).

En la actualidad, las infecciones relacionadas con la ingestion de moluscos bivalvos
son de origen bacteriano y/o virico. Los moluscos bivalvos son un vehiculo bien
documentado de transmision de enfermedades causadas por las especies de Vibrio.
(De Paola et al., 2007).

Vibrio parahaemolyticus es reconocido como un patdégeno transmitido por pescados y
mariscos y considerado un patégeno zoondético, debido a que los moluscos y
camarones actllan como reservorios de esta patdgeno (Cook et al., 2002; DePaola et
al., 2000.; Lozano-Leén et al., 2003; Austin, 2010).

El consumo de moluscos bivalvos ha aumentado de manera significativa en los Gltimos
afios y algunas especies se consumen preferentemente crudas o vivas (p. €j. ostras) o
poco cocinadas (p. ej. mejillones) (FAO, 2008). El consumo directo de organismos
marinos constituye un riesgo potencial para la salud publica debido a que, al ser
animales de régimen alimentario exclusivamente filtrador, concentran contaminantes
gue se hallan en la columna de agua donde crecen (FAO, 2008). Wright et al. (1996)
demostraron que las ostras pueden alcanzar concentraciones 100 veces superiores de
contaminantes a los existentes en el agua circundante. Estos contaminantes pueden
provocar enfermedades en las personas que los consumen (Morris, 2003).

Por otra parte, los moluscos bivalvos son Unicos en el sentido de que son capturados,
manipulados y consumidos de diferente manera que la mayoria de los productos
alimentarios de origen marino y, por lo tanto, representan riesgos y opciones de control
anicos. Segun FAO/OMS, en muchos paises, los moluscos bivalvos se conservan
vivos fuera del agua durante varios dias después de la cosecha a temperatura
ambiente, lo que permite y favorece la proliferaciéon de V. parahaemolyticus y
V. vulnificus. (AESAN, 2010).

Los moluscos a través de sus branquias cubiertas de mucus y cilios vibratiles, filtran el
agua y se alimentan, consumen materia organica en forma de particulas inertes,
detritos, fitoplancton y microzooplancton. En menor medida, consumen bacterias y
pueden absorber directamente sustancias disueltas en el agua como aminoacidos y
azucares (Bayne y Hawkins, 1992). La velocidad de este proceso depende de varios
factores: i) el tamafio del molusco (los de mayor tamafio filtran, en términos absolutos,
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volumenes superiores de agua pero menor cantidad si la filtracion se valora en
proporcion al peso del animal); ii) la temperatura del agua (su incremento favorece la
velocidad de filtracidn); y iii) la concentracion de alimento (la velocidad aumenta
cuando hay poco alimento disponible y disminuye si éste es muy abundante). El
volumen de agua que los moluscos bivalvos pueden filtrar es elevado, se ha descripto
gque la ostra americana, Crassostrea virginica, puede procesar unos 37 litros de agua
por hora (Brusca y Brusca, 2002). El tamafio de las particulas retenidas depende de la
especie de molusco y oscila entre un minimo de 1-5 ym y un maximo de 400-500 pm
de diametro (Puerta, 1995). En cuanto a la localizacion de los microorganismos, la
mayoria se acumulan en el tracto digestivo. Otras partes del cuerpo (branquias, manto,
pie) tienen niveles de contaminacion similares a las del agua circundante (Power y
Collins, 1990). Los animales fisiolégicamente activos constituyen verdaderos
concentradores biol6gicos, siendo capaces de acumular virus y bacterias muy
rapidamente.

El grado de contaminacién de V. parahaemolyticus en marisco crudo se asocia con la
temperatura del agua (AESAN, 2010) normalmente la concentracion del
microorganismo en ostras en el momento de su cosecha, esta por debajo de 10° ufc/g
(Kaysner y DePaola, 2000), esta concentracion puede aumentar si la temperatura del
agua aumenta (meses de verano) o si, luego de la cosecha son expuestas a una
temperatura ambiente muy elevada. Por otra parte, se ha demostrado también que
tratamientos térmicos moderados, o tratamientos de congelacién y de altas presiones
hidrostaticas aplicados a ostras recién capturadas, producen una disminucion de entre
5 a 6 unidades logaritmicas con respecto a ostras no procesadas (DePaola et al.,
2009).

En un estudio reciente realizado por Yoon et al., 2008 en el cual desarrollaron
modelos de crecimiento de V. parahaemolyticus en preparados de ostras, se observo
gue hasta 15°C decrece la concentracion de V. parahaemolyticus y que comienza a
crecer muy lentamente a partir de 20°C (a 20°C aumenta una unidad logaritmica
después de 75 h de almacenamiento). Un aumento de la temperatura de tan so6lo 5°C
(25 °C) produjo un crecimiento de dos unidades logaritmicas en 28 h, y a 30°C el
tiempo necesario para producir tal incremento fue de 9,5 h.

Caracterizacion del lugar de muestreo

Aspecto geogréfico

La costa de la provincia de Buenos Aires tiene
aproximadamente 1.900 km de longitud, abarca
desde la desembocadura del arroyo del Medio,
al norte de San Nicolas de los Arroyos (33°21'
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S y 60°13' W) hasta Punta Redonda (41°03' S y 63°23' W). Sobre la base de sus
caracteristicas geogréficas, se reconocen tres sectores bien diferenciados: el norte
corresponde a las costas fluvioestuariales del Rio de la Plata, el central esta formado
por las costas marinas de la llanura pampeanay el sector sur corresponde a las costas
marinas de la meseta patagonica (Dadon y Matteucci, 2006).

Las localidades elegidas para este estudio se encuentran en el sector central, las
costas marinas bonaerenses son en su mayoria bajas, de sedimento no consolidado y
conforman un corddn costero medanoso (Figuras 7 y 8).

Respecto a las aguas costeras que cubren el litoral bonaerense, en el norte se
encuentra el Rio de la Plata y hacia el sur se encuentran las aguas del Mar Argentino,
dentro del Océano Atlantico; la confluencia de aguas continentales y marinas da origen
a tres tipos de zonas, la zona continental que cubre la parte interna y media del Rio de
la Plata, con aguas de salinidades menores a 2 ups, la zona estuarina que comprende
el area de transicion entre las aguas dulceacuicolas y marinas, con salinidades en un
rango de 2 a 27 ups, incluyendo la Bahia Samborombén y la zona marina que se
extiende a lo largo de la costa entre Punta Rasa y el extremo sur de la Provincia de
Buenos Aires, con aguas con salinidades superiores a 27 ups (Lucas et al., 2002).

La escasa pendiente y gran amplitud del F

litoral bonaerense hace que las Figura 8: Santa
caracteristicas fisico-quimicas y
distribucion de las aguas sean
influenciadas por el ciclo térmico
atmosférico 'y por los  vientos
prevalecientes (Guerrero y Piola, 1997).
En el estuario las aguas dulces
continentales en su encuentro con las
aguas marinas no se mezclan
espontaneamente, sino que  se
desplazan hacia el océano por la superficie. El fondo es ocupado por aguas de mayor
salinidad, que se mueven en direccion a la cabecera del rio. La distribucién horizontal
de la salinidad de superficie muestra un patrén estacional gobernado por los vientos.
Durante otofio e invierno el rio descarga sobre la costa uruguaya, en tanto que durante
la primavera verano lo hace sobre la costa argentina, habiéndose detectado su
influencia hasta la latitud de Mar del Plata (38°S) (Guerrero et al., 1997b, Guerrero y
Piola, 1997; Framifian et al., 1999). Esta caracteristica diferencia las localidades
elegidas para este estudio, debido a que, en verano la influencia del Rio de la Plata,
en su descarga en el Océano Atlantico provoca una disminucién de la salinidad en las
playas de Santa Teresita, con respecto a las de Villa Gesell y Mar Azul.

Las temperaturas del agua, por ser aguas costeras y de poca profundidad, se
encuentran sometidas dominantemente al ciclo térmico atmosférico y en menor
medida a la temperatura del Agua de Plataforma Media, presentan caracter estacional,
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con un valor medio maximo de 22°C durante el mes de febrero y un minimo de 8°C en
el mes de julio. Existe una dependenecia de la temperatura del agua de mar respecto
a la temperatura del aire, segun la cual el ciclo de la temperatura de aire antecede en
un mes a la del agua, predominantemente en verano y otoio (Martos et al., 2004).

El clima presenta caracteristicas asociadas al templado oceénico, la temperatura
media anual es de 14°C, mientras que, la media en verano es de 22,4°C y la marca
promedio invernal alcanza los 8°C. Durante el verano se registran los valores maximos
de precipitaciones y en términos generales, de septiembre a enero, es la época con
mayor intensidad de vientos.

Actividades antropogénicas

En la segunda mitad del siglo XX comenzé una rapida transformacion de las zonas
costeras de Sudamérica, la cual todavia se encuentra en marcha. Las costas, en su
mayoria con paisajes y ecosistemas todavia naturales, son destinadas a nuevos usos
y actividades, debido al aumento de la poblacion costera, la demanda de alimentos y
el auge del turismo masivo (Dadon y Matteucci, 2006).

En la provincia de Buenos Aires, aproximadamente el 50% de la poblacion vive a no
mas de 200 km de la costa. La densidad en las zonas costeras es de alrededor de 80
personas por km cuadrado, las costas del litoral atlantico bonaerense, en la actualidad,
son asiento de numerosas ciudades balnearias que reciben gran cantidad de turistas
sobre todo en el periodo estival (Lasta y Jaureguizar, 2006). En los meses de verano,
la densidad de las poblaciones humanas puede ser sorprendentemente elevada en
algunas playas, con casi un individuo por metro cuadrado en el intermareal superior y
en el supralitoral (Boschi, 2004).

En la zona costera bonaerense predomina el turismo, las actividades portuarias y
pesqueras. Las playas atraen a la mas importante corriente turistica del pais y existe
una variada oferta de balnearios con caracteristicas distintivas que incluye ciudades
balnearias de gran tamafio (Mar del Plata, Necochea) y de tamafio intermedio (Santa
Teresita, San Bernardo-Mar de Ajo, Pinamar- Ostende-Valeria del Mar, Villa Gesell,
Santa Clara del Mar, Miramar, Claromec6é, Monte Hermoso, entre otras) hasta
localidades pequefias y loteos recientes (Mar Azul, Las Gaviotas) (Dadon y Matteucci,
2006).

Principales moluscos bivalvos de la costa bonaerense: especies y consumo

En general, en este tipo de playas, se observa un bajo nimero de especies, las cuales
presentan altos valores de biomasa; tipicamente dominan los moluscos y/o
crustaceos filtradores (Bally, 1981). En el area estudiada, el meso y macrobentos se
compone de pocas especies, los moluscos bivalvos presentes en la costa bonaerense
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son: Mesodesma mactroides (almeja amarilla) y
Donax hanleyanus (berberechos); otra especie no
explotada comercialmente es  Brachidontes
rodriguezzi (mejillines). En la década del "60, la
almeja amarilla estaba declinando a causa de la
explotacion comercial desmedida. Fue entonces,
cuando comenz6 a aumentar la poblacion de
berberechos siendo actualmente la més abundante
en el litoral bonaerense (Dadon et al., 2001).

No hay datos oficiales sobre el consumo de moluscos bivalvos. Si bien habitualmente
los bivalvos de playas son incluidos entre los recursos pesqueros, el manejo de estos
moluscos no es similar al manejo de poblaciones de peces marinos. Un factor
importante es la cosecha ilegal en las playas, la extraccibn se realiza en forma
artesanal, para su venta y consumo local, frecuentemente, se encuentran a turistas,
que de manera informal recolectan los ejemplares presentes en las playas y los
consumen en preparaciones caseras.

Se cosecha principalmente berberechos (Donax hanleyanus) y almeja amarilla
(Mesodesma mactroides), esta ultima actualmente protegida (DPP N° 1238/1996). En
los dltimos afios una parte considerable de la poblacion a adquirido el habito de
consumirlos crudos.

JUSTIFICACION DEL ESTUDIO Y OBJETIVOS

Durante los ultimos afios ha habido un aumento de brotes epidémicos notificados y
casos de enfermedades de transmisién alimentaria atribuidos a especies patégenas de
Vibrio. De todas las especies del género Vibrio, V. parahaemolyticus es uno de los
principales organismos causantes de enfermedades en humanos, ha causado una
serie de brotes pandémicos debido al consumo de alimentos de origen marino, y su
emergencia ha sido observada en regiones del mundo que anteriormente no habian
sido reportadas. Actualmente es considerado un patdégeno emergente y presenta una
distribucion mundial (CCFH, 2010; Gavilan y Martinez-Urtaza, 2011)

Hasta 1996, las infecciones por V. parahaemolyticus se consideraban esporadicas y
asociadas a mudltiples serotipos. Sin embargo, en 1996 en Calcuta, India, surgié un
serotipo O3:K6, con caracteristicas pandémicas, que logré diseminarse por los cinco
continentes y provocar un aumento en el ndmero de casos de gastroenteritis
asociadas a este microorganismo (Ramamurthy y Nair, 2005). En América del Sur, fue
reportado en Perd y Chile desde 1997, ocasionando en el 2005 més de 10.000 casos y
2 muertes (Gonzalez Escalona et al., 2005; Heitmann et al., 2005). Este fenébmeno ha
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sido asociado a factores de origen antropogénico, como el transporte maritimo, como
asi también, a factores oceanogréaficos, como el movimiento de masas de agua, que
podrian estar influenciadas por el cambio climéatico (CCFH, 2010).

Produce un cuadro intestinal caracterizado por diarrea acuosa y coélicos abdominales,
que pueden acompafiarse de nauseas, vomitos, fiebre y cefalea. Rara vez puede
causar fascitis necrotizante en heridas infectadas y septicemias en individuos
inmunocomprometidos (Cho et al., 2008; Lim y Stebbings, 1999). La mayor incidencia
de infecciones se produce en los meses de verano, a favor de condicionantes
climaticos y ecolégicos, y socioculturales, como son las vacaciones en la playa y el
mayor consumo de pescados, crustdceos y mariscos en esos meses (Janda et al.,
1988). Por otra parte, con la globalizacién de la cocina japonesa y la mayor difusion de
la practica de comer pescado y moluscos crudos, han aumentado las posibilidades de
gue se produzca una infeccién por V. parahaemolyticus (FAO, 2003).

Teniendo en cuenta que las infecciones causadas por este patdégeno tienen una
creciente importancia en salud publica y, a su vez, la presencia de especies
patégenas de Vibrio en alimentos de origen marino han ocasionado trastornos en el
comercio internacional; los esfuerzos y las preocupaciones por la inocuidad de los
alimentos asociadas con este microorganismo han llevado a reconocer la necesidad
de realizar estudios y contar con datos, para el establecimiento de guias especificas
sobre las posibles estrategias de gestion de riesgos para su control a nivel mundial
(CCFH, 2010).

En Argentina no se cuenta con datos acerca de casos o0 brotes producidos por este
microorganismo, sin embargo han sido reportados casos de gastroenteritis provocados
por el consumo de moluscos bivalvos; por otro lado, son muy escasos los reportes de
aislamiento de V. parahaemolyticus en productos pesqueros y no se han realizado
hasta ahora estudios de epidemiologia molecular que permitan conocer la distribuciéon
de las cepas circulantes en nuestro pais (Costagliola y Jurquiza, 2010).

Debido a la escasa informacién existente y habiéndose registrado casos de
gastroenteritis aparentemente debidos al consumo de moluscos bivalvos crudos
recolectados en la costa bonaerense en los Ultimos afios. Considerando que
V. parahaemolyticus constituye uno de los principales patégenos de transmision
alimentaria asociado al consumo de moluscos bivalvos y que, en verano aumenta su
consumo, se consider6 necesario y de gran utilidad la realizacion de estudios de
aislamiento, identificacion y caracterizacion molecular de V. parahaemolyticus.

Los objetivos de este trabajo fueron:

- Determinar la frecuencia de aislamiento de V. parahaemolyticus en muestras de
bivalvos, agua y sedimento de la costa Atlantica de Buenos Aires.

- Analizar la frecuencia de aislamiento de V. parahaemolyticus y su relacion con los
factores ambientales.
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- Detectar el gen especifico de especie toxR para confirmar la identificacion y los
genes de virulencia tdh y trh de V. parahaemolyticus utilizando la técnica de PCR —
reaccion en cadena de la polimerasa.

- Caracterizar la diversidad genética de los aislamientos de V. parahemolyticus
confirmados por PCR, por electroforesis en campo pulsado (PFGE).
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MATERIALES Y METODOS

1. Muestreo y procesamiento de las muestras

En el marco de las actividades planificadas en el Gabinete de Biologia Molecular y
Microbiologia, Direccion de Pesquerias Pelagicas y Ambiente Marino del INIDEP, se
realizaron campafias de investigacion quincenales en el area costera de la Provincia
de Buenos Aires. En total, se realizaron 16 muestreos que comenzaron en octubre de
2008 y finalizaron en septiembre de 2009 (tabla 4).

Las campafas de investigacion consistieron en el muestreo de agua, sedimento y
moluscos bivalvos de los Partidos de Villa Gesell y de la Costa. Dentro del Partido de
Villa Gesell se colectaron muestras en las localidades de Villa Gesell y Mar Azul y en
el Partido de la costa en la localidad de Santa Teresita.

Fueron registrados parametros fisico-quimicos en cada sitio de muestreo: se
realizaron mediciones de temperatura del agua in situ y se tomaron muestras de agua
para la determinacion de pH y salinidad por conductividad en el Gabinete de
Oceanografia del INIDEP. Debido a la cercania entre las localidades de Villa Gesell y
Mar Azul pertenecientes al Partido de Villa Gesell, 5 a 7 km aproximadamente, los
parametros fisico-quimicos fueron colectados desde el muelle de Villa Gesell y fueron
interpretados como representativos y/o similares para ambas localidades.

Tabla 4: Descripcién de los sitios de muestreos y muestras recolectadas: Partido de
Villa Gesell (PVG), Partido de la Costa (PC), Mar Azul (MA), Villa Gesell (VG) y Santa
Teresita (ST), muestras recolectadas: Agua (W), Sedimento (S) y Bivalvos (B).

N° Fecha Sitios de muestreo Tipo y nUmero de muestras
Muestreo
W S B
PVG MA s/m s/m s/m
1 29/10/08 VG 1 1 Berberechos
PC ST 1 1 Mejillines
PVG MA s/m s/m s/m
2 18/11/08 VG 1 1 Berberechos
PC ST 1 1 Berberechos
PVG MA s/m s/m s/m
Aislamiento, identificacién y caracterizacion molecular de Vibrio parahaemolyticus en muestras de agua, sedimento 34

y moluscos bivalvos de la costa Atlantica de Buenos Aires



MATERIALES Y METODOS

3 11/12/08 VG 1 1 Berberechos
PC ST 1 1 Mejillines
PVG MA s/m s/m s/m
4 07/01/09 VG 1 1 Mejillines
PC ST 1 1 Mejillines
PVG MA s/m s/m Berberechos
5 21/01/09 VG 1 1 s/m
PC ST 1 1 s/m
PVG MA s/m s/m Berberechos
6 18/02/09 VG 1 1 s/m
PC ST 1 1 s/m
PVG MA s/m s/m Berberechos
7 04/03/09 VG 1 1 s/m
PC ST 1 1 s/m
PVG MA s/m s/m Berberechos
8 18/03/09 VG 1 1 s/m
PC ST 1 1 s/m
PVG MA s/m s/m Berberechos
9 31/03/09 VG 1 1 s/m
PC ST 1 1 s/m
PVG MA s/m s/m Berberechos
10 22/04/09 VG 1 1 s/m
PC ST 1 1 s/m
PVG MA 1 1 Berberechos
11 12/05/09 Almejas
VG s/m s/m s/m
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PC ST s/m s/m s/m

PVG MA 1 1 Berberechos
12 12/06/09 VG s/m s/m s/m
PC ST s/m s/m s/m

PVG MA 1 1 Berberechos
13 16/07/09 VG s/m s/m s/m
PC ST s/m s/m s/m

PVG MA 1 1 Berberechos
14 05/08/09 VG s/m s/m s/m
PC ST s/m s/m s/m

PVG MA 1 1 Berberechos
15 28/08/09 VG s/m s/m s/m
PC ST s/m s/m s/m

PVG MA 1 1 Berberechos
16 16/09/09 VG s/m s/m s/m

PC ST s/m s/m Almejas

N° total de muestras 26 26 22

s/m: sin muestra.

Los sitios de muestreo fueron designados de acuerdo a la disponibilidad de muelles
(espigones de pesca) y a la presencia de poblaciones de moluscos bivalvos. En las
localidades de Villa Gesell y Santa Teresita se conté con muelles, y hasta el 4°
muestreo fue posible la recoleccion de todas las muestras. Sin embargo, luego de
este, no fue posible la recoleccion de moluscos bivalvos en los sitios elegidos porque
no se encontraron poblaciones naturales. Por ese motivo, se buscaron moluscos
bivalvos en puntos cercanos y se encontraron en la linea de costa de la localidad de
Mar Azul (figuras 10y 11).
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Para el aislamiento, identificacion y caracterizacion de V. parahaemolyticus se
utilizaron los métodos descriptos en el Manual de Procedimientos para el Aislamiento,
Identificaciébn y Caracterizacibon de V. parahaemolyticus de la Organizacion
Panamericana de la Salud (OPS) y en el Bacteriological Analitical Manual (BAM) de la
FDA (Silva San Cristdbal et al., 2008; Kaysner y DePaola, 2004).

Para las muestras de agua, se aplicO el método de deteccién cualitativo de
Presencia/Ausencia (P/A). En cambio, para muestras de moluscos bivalvos vy
sedimentos, se utilizé el método de deteccion semicuantitativo del Numero Mas
Probable (NMP).

1.1 Muestras de agua

En las localidades de Villa Gesell y Santa Teresita, las muestras fueron recolectadas
desde los espigones de pesca (muelles) mediante el empleo de un balde de muestreo.
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En la localidad de Mar Azul se recolectd la muestra desde la orilla en la segunda
rompiente de las olas. Las muestras fueron acondicionadas en recipientes asépticos y
fueron mantenidas refrigeradas a una temperatura entre 7-10°C.

En el Laboratorio de Microbiologia del INIDEP se filtr6 un volumen de 2 litros a través
de filtros de membrana de nitrocelulosa de 0,22 pm de porosidad, las membranas
obtenidas se incubaron en agua de peptona alcalina (APA) (Oxoid) (peptona 1%, NacCl
1%; pH 8,6), durante 18 h a 35+1°C. Luego del enriquecimiento en APA, una alicuota
se transfirid con ansa calibrada a Agar Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa (TCBS) y se
incubd 24 h a 35+1°C. De las placas de TCBS fueron repicados hasta 5 aislamientos
verde azulados (sacarosa negativos), en agar no selectivo (T;N;) para su posterior
caracterizacion en agar cromogénico CHROMagar Vibrio®. Los aislamientos que
resultaron purpuras en CHROMagar Vibrio® fueron confirmados por PCR mediante la
deteccién del gen toxR.

1.2 Muestras de Sedimento

En la linea de costa de las playas balnearias de las tres localidades, se colectaron
muestras de sedimento, se acondicionaron en bolsas estériles y fueron transportadas
refrigeradas.

En el Laboratorio se realizé una dilucién 1:10 con PBS estéril; 20 g de muestra fueron
diluidos en 180 ml de PBS y se procedi6 a la siembra de la serie de tubos del método
del Namero Mas Probable (NMP). Se sembraron una serie de cuatro tubos por
muestra con las siguientes diluciones: 1/10, 1/100, 1/1000 y 1/10000. Luego de la
incubacion en APA a 35+1°C durante 18 a 24 h, de los tubos que presentaron turbidez
se sembro un inéculo en agar TCBS y se incubd a 35£1°C durante 24 h. De las placas
de TCBS fueron seleccionados hasta 5 aislamientos verde azulados (sacarosa
negativos) y fueron repicados en agar no selectivo (T;N;) para su posterior
caracterizacién en agar cromogénico CHROMagar Vibrio® y su confirmacién por PCR

1.3 Muestras de moluscos bivalvos

En la linea de costa de las playas balnearias se colectaron berberechos (Donax
hanleyanus), almejas amarillas (Mesodesma mactroides) y adheridos en las columnas
de los muelles se colectaron mejillines (Brachidontes rodriguezii). Las muestras se
acondicionaron en bolsas estériles y fueron transportadas refrigeradas hasta su arribo
al laboratorio del INIDEP.

Se realiz6 un pool de 30 a 40 ejemplares, los mismos se lavaron externamente y
fueron secados en forma aséptica. Se extrajo musculo, contenido visceral y liquido
intervalvar. El contenido de cada ejemplar se depositdé en una bolsa estéril, se realizd
una dilucién 1:2 con PBS estéril y se homogeneiz6 la muestra en Stomacher (Marca
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AES Chemunex) durante 60 segundos a maxima intensidad. Luego se realizd una
dilucién 1:10 y se procedi6 a la cuantificacion por la técnica NMP, se sembraron una
serie de cuatro tubos por muestra con las siguientes diluciones: 1/10, 1/100, 1/1000 y
1/10000 en APA. Luego de la incubacién a 35+1°C durante 18 a 24 h, de los tubos que
presentaron turbidez se sembré un inéculo en agar TCBS y se incubé a 35+1°C
durante 24 h. De las placas de TCBS se tomaron 5 colonias verde azuladas (sacarosa
negativos) y se repicaron en agar no selectivo (T;N;) para su posterior caracterizacion
en agar cromogénico CHROMagar Vibrio® y confirmacion por PCR.

2. Confirmacion y caracterizacion molecular de V. parahaemolyticus por PCR

Para confirmar la presencia de V. parahaemolyticus, se estudié por PCR la presencia
de la secuencia del gen toxR (Kim et al, 1999), especie-especifico de
V. parahaemolyticus y solamente aquellas muestras en las que hubo aislamientos
positivos para toxR se consideraron como positivas para V. parahaemolyticus.
También se estudiaron genes que codifican los factores de virulencia: hemolisina
termoestable directa (tdh) y hemolisina termoestable relacionada a TDH (trh). Las
secuencias de los cebadores utilizados se muestran en la tabla 5.

Tabla 5. Cebadores utilizados en este estudio, secuencia, tamafio (pb) y referencias.

N°  Cebadores Secuencia Ta(rFr)ltz)a)no Referencias

5 GTC TTC TGA CGC AAT CGT TG 3’
5 ATACGA GTG GTT GCT GTC ATG 3’

1 toxR* 368 Kim et al. 1999

5 TTG GCTTCGATATTTTCAGTATCT 3

2 trh? 500  Bejetal 1999

5 CAT AAC AAACAT ATGCCCATTTCCGYZ

3 tdh? 5GTAAAG GTCTCT GACTTT TGG AC & 269 Bej et al. 1999

5 TGG AAT AGAACCTTCATCTTCACC 3

Ref.: * toxR: gen regulador de la toxina. ° trh: gen hemolisina termoestable relacionada a tdh. ° tdh: gen
hemolisina termoestable directa.

2.1 Extraccion de ADN a partir de un aislamiento bacteriano

Previo a los analisis moleculares, se realizé la extracciéon de ADN de los aislamientos
bacterianos. A partir de un aislamiento en una placa de T1IN1 se tomaron 1-2 colonias
medianas y se prepar6 una suspensiéon en 300 pl de agua calidad molecular. La
suspension se llevo a ebullicién (100°C) durante 10 minutos y luego se centrifugd 20
segundos a 12.000 rpm para precipitar los detritos celulares. El sobrenadante se
transfirid a un microtubo de 1,5 ml y fue utilizado como templado en la reaccion de
PCR. Los templados fueron conservados a -20°C.
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2.2 Confirmacion de V. parahaemolyticus por PCR utilizando el gen especifico de
especie toxR

Se empled la metodologia sugerida por Kim et al., 1999. Las reacciones se realizaron
en un volumen final de 25 pl, utilizando para la mezcla la enzima GoTag polimerasa
(Promega) con su buffer 1X Green y desoxirribonucleétidos (Promega) en
concentracion final 0,2 mM y agua calidad molecular (Invitrogen). La concentracion
final de Cl,Mg fue 1,5 mM y los cebadores 0,4 uM. Se agregaron 2 ul del templado.

Las condiciones de ciclado fueron: 5 minutos de desnaturalizacion inicial a 94°C
seguidos de 20 ciclos de desnaturalizacion de 1 minuto a 94°C, 1,5 minutos de
apareamiento a 63°C, 1,5 minutos de extension a 72°C, y una extension final de 5
minutos a 72°C. Los productos de PCR se analizaron por electroforesis en geles de
agarosa al 2% en buffer TAE 1X tefidos con bromuro de etidio o Syber Safe
(Invitrogen).

Como controles positivos de amplificacion fueron utilizados: cepa V. parahaemolyticus
ATCC 17802 toxR+, trh+ (American Type Culture Collection); como controles
negativos fueron utilizados: cepa V. cholerae O1 Inaba ATCC 14033 y V. vulnificus
CAIM 610T (Collection of Aquatic Inportant Microorganisms
[http://www.ciad.mx/caim/CAIM.html]).

Para la determinacion del peso molecular de las bandas obtenidas se utilizo un
marcador de peso molecular de 100 pb Sharp DNA Ladder Marker 50ug/500ul (RBC),
que contiene 12 fragmentos de ADN que van desde 100 a 2000 pares de bases.

2.3 Deteccidon de los genes de virulencia tdh y trh de Vibrio parahaemolyticus
utilizando la técnica de PCR multiple

En los aislamientos positivos para V. parahaemolyticus, se estudio la presencia de las
secuencias especificas para los genes que codifican los factores de virulencia: gen tdh
y gen trh siguiendo la metodologia descripta por Bej et al.,, 1999, con algunas
modificaciones. Las reacciones se realizaron en un volumen final de 25 pl.

Se utilizé para la mezcla la enzima GoTaq polimerasa (Promega) con su buffer 1X
Green y desoxirribonucle6tidos (Promega) en concentracion final 0,2 mM y agua
calidad molecular (Invitrogen). La concentracion final de Cl,Mg fue 1,5 mM vy los
cebadores 0,4 pM. Se agregaron 2 ul del templado. Las condiciones de ciclado fueron:
5 minutos de desnaturalizacién inicial a 94°C seguidos de 30 ciclos de
desnaturalizacién de 1 minuto a 94°C, 1 minuto de apareamiento a 58°C, 1 minuto de
extension a 72°C, y una extension final de 5 minutos a 72°C. Los productos de PCR se
analizaron por electroforesis en geles de agarosa al 2% en buffer TAE 1X tefiidos con
bromuro de etidio o Syber Safe (Invitrogen).

Aislamiento, identificacién y caracterizacion molecular de Vibrio parahaemolyticus en muestras de agua, sedimento 40
y moluscos bivalvos de la costa Atlantica de Buenos Aires


http://www.ciad.mx/caim/CAIM.html

MATERIALES Y METODOS

Como controles positivos de amplificacion fueron utilizados: cepa V. parahaemolyticus
ATCC 17802 toxR+, trh+ (American Type Culture Collection), V. parahaemolyticus
CAIM 1772 tdh+/trh+ (Collection of Aquatic Inportant Microorganisms
[http://www.ciad.mx/caim/CAIM.html]), V. parahaemolyticus CAIM 320T toxR+ vy
V. parahaemolyticus CAIM 1400 O3:K6 tdh+; como controles negativos fueron
utilizados: cepa V. vulnificus CAIM 610T.

Para la determinacion del peso molecular de las bandas obtenidas se utilizo un
marcador de peso molecular de 100 pb Sharp DNA Ladder Marker 50ug/500ul (RBC),
gue contiene 12 fragmentos de ADN que van desde 100 a 2000 pares de bases.

3. Estudio de diversidad genética utilizando la electroforesis en campo pulsado
(PFGE)

Se utiliz6 el protocolo estandarizado de la Red PulseNet Internacional para
V. parahaemolyticus, tanto para la preparacién del ADN bacteriano como para las
condiciones de la corrida electroforética (Parsons et al.,, 2007 y Kam et al., 2008,
Manual Pulsenet, 2004).

El ADN en tacos de agarosa se prepar6 mezclando en partes iguales una suspensiéon
bacteriana de DOgo 0,9 realizada en buffer tris-EDTA 100mM con agarosa Seakem
Gold 1% (Lonza, Rockland ME, EEUU) en buffer TE (Tris 10mM, EDTA 1mM, pH 8,0)
y lisando las celulas durante 1 h a 54°C con una solucién de lisis (tris 50mM, EDTA
50mM, pH 8,0, Lauril Sarcosina 1%, Proteinasa K 0,1 mg/ml). Los tacos de agarosa se
lavaron dos veces con agua calidad molecular y cuatro veces con buffer TE en un
bafio con agitacion a 50°C. EI ADN gendmico se digiri6 con 40 unidades (U) de la
enzima de restriccion Sfil incubando durante toda la noche a 50°C. Cuando fue
necesario confirmar la clonalidad de los aislamientos al identificar patrones de PFGE
indistinguibles con la primera enzima, se utilizé6 una segunda enzima de restriccion
Notl, de la cual se utlizaron 30U toda la noche a 37°C. La cepa Salmonella
Braenderup H9812 digerida con Xbal se utiliz6 como cepa estandar de referencia de
tamafio de fragmentos para la normalizacion de geles de PFGE (Hunter et al., 2005).

La electroforesis se realiz6 con agarosa Seakem Gold 1% utilizando un equipo CHEF-
DR Il (Bio-Rad Laboratorios, Hércules, CA, EEUU) en buffer TBE 0,5 X (Tris- borato
45mM, EDTA 1 mM, pH 8,3) a 200 V/cm y 14°C. El programa de corrida const6 de un
bloque 10 a 35 s durante 18 h. Las bandas de ADN se visualizaron por tincion en
bromuro de etidio y luz UV, y se fotografiaron digitalmente. Los patrones de PFGE se
analizaron por inspeccion visual y utilizando también el Software BioNumerics version
3.5 (Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Bélgica). Los dendrogramas se construyeron
utilizando el coeficiente de similitud de Dice y el algoritmo UPGMA con tolerancia en la
posicion de bandas y optimizacion del 1,5%.
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4. Andlisis estadistico

En primer lugar se realizé una descripcion de los datos obtenidos por medio de tablas
y graficos, se utilizaron la media y la mediana para variables cuantitativas y las
frecuencias relativas porcentuales (%) para variables cualitativas. Estos analisis se
realizaron utilizando los programas Excel (Microsoft Office 2003) y Statistica 8.0 (Stat
Soft 2007).

El test de Chi cuadrado de Pearson y el test Gy de heterogeneidad (Sokal y Rohlf,
1981) fueron utilizados para evaluar si las diferencias entre las frecuencias de un
evento (presencia de V. parahaemolyticus) entre tres y dos grupos de muestras eran
significativas. Este andlisis se realiz6 manualmente y utilizando el programa Excel
(Microsoft Office 2003). Las diferencias se consideraron significativas cuando P < 0,05.
La variable dependiente V. parahaemolyticus fue dividida en dos categorias presencia
(valor 1) y ausencia (valor 0).

Las asociaciones entre los factores ambientales y la presencia de V. parahaemolyticus
en diferentes lugares y tipos de muestras, teniendo en cuenta las caracteristicas de la
variable respuesta (presencia o ausencia de V. parahaemolyticus), se analizaron
mediante la aplicacion de Modelos Lineales Generalizados (GLMz) de distribucién
binomial y de funcion de enlace logit, denominados Modelos Logit (McCullagh y
Nelder, 1989).

Dado que el numero de datos por lugar (para agua 26, para sedimento 26 y para
bivalvos 22) resultaba muy bajo para efectuar un modelado que contemple el lugar
como variable categoérica, se determind que el modelado de la relacion entre
probabilidad de presencia de V. parahaemolyticus y las variables ambientales se
efectuara en forma global sin discriminar el lugar.

Previo a la aplicacion del GLMz se efectud un andlisis exploratorio mediante Modelos
Aditivos Generalizados (GAM) a los efectos de determinar la relacion entre la
probabilidad de presencia de bacterias y cada variable ambiental. Al utilizar los
Modelos Logit se evalu6 tanto la significacion del modelo como la significacion de las
variables independientes. Se consideré a la variable dicotbmica Y=0 (ausencia de
bacteria) e Y=1 (presencia de bacteria) como variable respuesta. Se aplico el test
estadistico de Wald y se calcularon las probabilidades para cada variable. Los analisis
se llevaron a cabo con el programa Statistica 8.0 (Stat Soft 2007) y el nivel de
significacion a=0,05.
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CAPITULO 1

Deteccion de Vibrio parahaemolyticus en agua, sedimento y
moluscos bivalvos de la costa Atlantica de Buenos Aires

1.1.- Frecuencia de aislamiento de V. parahaemolyticus por métodos
cualitativos y cuantitativos (Presencia/Ausencia -NMP) e identificacion
por PCR

En el Anexo 1 se encuentran las tablas Al, A2 y A3, con el detalle de los resultados
totales. La frecuencia de aislamiento de V. parahaemolyticus fue del 36,5%. De las 74
muestras analizadas, 27 resultaron positivas. La mayor frecuencia de aislamiento fue
detectada en agua, con un porcentaje del 54%, mientras que, en sedimento y
moluscos bivalvos la frecuencia fue inferior, 23 y 32% respectivamente. Estas
diferencias analizadas en conjunto, a un nivel del significacién del 5%, no resultaron
ser significativas (X*= 5,57 p= 0,0617), si bien el valor de probabilidad calculada es
suficientemente bajo como para pensar que las diferencias observadas pueden estar
indicando una diferencia real a nivel poblacional Al aplicar los test estadisticos entre
los distintos tipos de muestras; entre agua y sedimento se obtuvieron diferencias
altamente significativas (X*= 5,18 p= 0,0228) a un nivel del 5%. En cambio, entre agua
y bivalvos (X?= 2,34 p= 0,12) y sedimento y bivalvos (X?= 0,448 p= 0,503), no se
observaron diferencias significativas. En la tabla 6 se muestran los resultados de las
frecuencias de aislamiento de V. parahaemolyticus.

Tabla 6. Deteccién de V. parahaemolyticus de acuerdo al tipo y nimero de muestras
analizadas.

Agua Sedimento Moluscos Totales
Bivalvos
Muestras N total 26 26 22 74
N positivos 14 6 7 27
% 54 23 32 36,5

Analizando los resultados desde el punto de vista de los muestreos, en la Figura 12 se
muestra la deteccion de V. parahaemolyticus en los distintos tipos de muestras. A los
efectos de graficar las muestras positivas y negativas durante el afo de muestreo, a
los valores positivos se les asigno el 1 y a los negativos el 0. Puede observarse que en
los muestreos 3, 5y 6, V. parahaemolyticus se detect6 en los tres tipos de muestras
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colectadas, agua, sedimento y moluscos bivalvos (sefializadas con un rectangulo en el
gréafico). Vibrio parahaemolyticus fue detectado en 10 de los 16 muestreos realizados
(62,5%) (Tabla 7).

Muestras

>
L AT AN Semw aemw sy il

fecha  oct/08 nov./08 |dic/08] ene/09 |ene./09| |feb./09| mar./09 mar./09 mar./09 abr/09 may/09 jun/09  jul/O9  ago./09 ago./09 sep./09
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
LE:) 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0

S 0 0 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
nw 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0

Muestreo 1

Figura 12. Deteccién de V. parahaemolyticus en los muestreos efectuados.

Tabla 7. Deteccién de V. parahaemolyticus por muestreo.

Agua Sedimento Moluscos Totales
bivalvos
Muestreos N total 16 16 16 16
N positivos 8 5 6 10
% positivos 50 31,25 37,5 62,5

Se detectd V. parahaemolyticus desde octubre de 2008 a abril de 2009 (muestreos 1
al 10), mientras que desde mayo a septiembre de 2009 (muestreos 11 al 16) no se
detect6 en ninguna de las muestras estudiadas.

Se recuperaron 289 aislamientos presuntivos de V. parahaemolyticus de agar TCBS,
de los cuales 121 aislamientos resultaron caracterizados como V. parahaemolyticus en
CHROMAGgar Vibrio. Posteriormente 100 aislamientos fueron confirmados por PCR
mediante la deteccion del gen toxR (Tabla 8).

Al analizar los resultados de identificacion de los aislamientos presuntivos de
V. parahaemolyticus se observé que, cuando se analizé el nimero de aislamientos
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confirmados por PCR sobre el nimero de aislamientos purpuras en CHROMAgar
Vibrio (CAV) las diferencias no resultaron significativas (X?= 1,95 P= 0,37), el valor
predictivo del CAV fue alto (83%). Se puede observar que el CAV resultdé un medio
adecuado para la identificacion de V. parahaemolyticus en muestras ambientales.

Tabla 8. Resultados de identificacion de los aislamientos de V. parahaemolyticus

Aislamientos Aislamientos Aislamientos
Muestras presuntivos en presuntivos en  Confirmados por
TCBS CAV gen toxR
Agua 66 38 35
Sedimento 105 38 23
Moluscos Bivalvos 118 45 42
Totales 289 121 100

1.2.- Frecuencia de aislamiento e identificacion de V. parahaemolyticus en
muestras de agua

De las 26 muestras recolectadas en los 16 muestreos, 14 (54 %) resultaron positivas
para V. parahaemolyticus. En Villa Gesell/Mar Azul, V. parahaemolyticus fue detectado
en 6 de las 16 muestras analizadas (37,5%), se aislé a partir del del 3% muestreo
(diciembre/08), hasta el 9™(marzo/09), a excepcion del 4° muestreo. En Santa
Teresita, se detect6 en 8 de las 10 muestras analizadas (80%), fue aislado desde el 1*
hasta el 9" muestreo (octubre/08 a marzo/09) y tampoco se detectd en el 4©
muestreo. A partir del 10™ muestreo (de abril a septiembre/09) V. parahaemolyticus
no fue detectado en agua (Figura 13).

En la tabla 9 se expresan los resultados de la identificacion de los aislamientos
procedentes de muestras de agua. Se obtuvieron 66 aislamientos presuntivos de
V. parahaemolyticus en agar TCBS; de los mismos, 38 resultaron caracterizados en
agar CAV, como V. parahaemolyticus. Luego de emplear la técnica de PCR para
confirmar género y especie, de los 38 aislamientos seleccionados, 35 resultaron
confirmados como V. parahaemolyticus, (figura 14).
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Presencia/Ausencia - Agua
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Figura 13. Frecuencia de aislamiento de V. parahaemolyticus en agua (W), en los diferentes
sitios de muestreo: Villa Gesell/Mar Azul (VG/MA) y Santa Teresita (ST). A las muestras

positivas se les asigno el valor 1.

Tabla 9. Resultados de identificacion de los aislamientos de V. parahaemolyticus

procedentes de muestras de agua.

Muestreos N° de N° de N° de %
aislamientos aislamientos aislamientos Confirmados
lal16 verde-azulados parpuras en positivos /presuntivos
en TCBS CAV gen toxR CAV
VG/MA 34 16 13 81,25
Sitios de
Muestreo ST 32 22 22 100
Total 66 38 35 92

Figura 14. PCR para detectar V. parahaemolyticus (gen toxR 368 pb) en aislamientos de
muestras de agua. 1 y 10: Aislamientos negativos para gen toxR; 2-9: Aislamientos positivos
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para gen toxR (368 pb); 11: Control negativo: V. cholerae ATCC 14033; 12: Control positivo
V. parahaemolyticus ATCC 17802; 13: sin templado (control de reactivos); 14: Marcador de
peso molecular 100 pb.

1.3.- Frecuencia de aislamiento e identificacion de V. parahaemolyticus en
muestras de sedimento

De las 26 muestras estudiadas, 6 (23 %) resultaron con recuentos > 0,3 NMP/g para
V. parahaemolyticus. En Villa Gesell/Mar Azul, V. parahaemolyticus fue detectado en 1
de 16 muestras analizadas (6,25%), correspondiente al 5° muestreo, cuyo valor fue de
0,36 NMP/g; en cambio, en Santa Teresita se detect6 en 5 de las 10 muestras
analizadas (50%), en valores que oscilaron entre 0,36 a 21 NMP/g, resultando como
valor promedio 9,15 NMP/g. El valor minimo se registr6 en el 3% muestreo
(diciembre/08), mientras que el maximo en el 5 muestro (enero/09). (Figura 15).
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Figura 15. NMP/g en muestras de sedimento para V. parahaemolyticus en los diferentes sitios
de muestreo: Villa Gesell/Mar Azul y Santa Teresita, en los 16 muestreos realizados.

En la tabla 10, estan expresados los resultados de la identificacion de los aislamientos
procedentes de muestras de sedimento. Se recuperaron 105 aislamientos de agar
TCBS presuntivos de V. parahaemolyticus, de los cuales 38 resultaron caracteristicos
en CAV vy, 23 aislamientos fueron confirmados como V. parahaemolyticus por PCR
mediante la deteccion del gen toxR. (Figura 16).
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Tabla 10. Resultados de identificacion de los aislamientos de V. parahaemolyticus
procedentes de muestras de sedimento.

Muestreos N° de N° de N° de %
lall6 aislamientos aislamientos aislamientos Confirmados
verde-azulados plrpuras en positivos /presuntivos
en TCBS CAV gen toxR CAV
VG/MA 35 13 3 23
Sitios de
Muestreo ST 70 25 20 80
Total 105 38 23 60,5

Figura 16. PCR para detectar V. parahaemolyticus (gen toxR 368 pb) en aislamientos de
muestras de sedimento. 1 y 11: Aislamientos negativos para gen toxR; 2-10 y 12: Aislamientos
positivos para gen toxR (368 pb); 13: Control negativo: V. cholerae ATCC 14033; 14: Control
positivo V. parahaemolyticus ATCC 17802; 15: Marcador de peso molecular 100 pb.

1.4.- Frecuencia de aislamiento e identificacion de V. parahaemolyticus en
muestras de moluscos bivalvos

De las 22 muestras estudiadas, 7 (32 %) resultaron con recuentos > 0,3 NMP/g para
V. parahaemolyticus. En Villa Gesell/Mar Azul, V. parahaemolyticus fue detectado en 4
muestras, correspondientes al 4°, 5° 6% y 7™ muestreo. En Santa Teresita, se
detectd en 3 de las 5 muestras analizadas (60%). Las 7 muestras positivas condujeron
a recuentos entre 0,36 y 34 NMP/g de bivalvo. El valor minimo se registré en el 2%
muestreo (noviembre/08), mientras que el maximo en el 4° muestro (marzo/09). El
valor promedio fue en Villa Gesell/Mar Azul 11,82 NMP/g y en Santa Teresita 20,78
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NMP/g. En el mes de octubre/08 y a partir de abril/09 se registraron recuentos < 0,3
NMP/g.

En general, se detectaron recuentos de V. parahaemolyticus a partir del 22 hasta el
7™ muestro, periodo comprendido desde noviembre de 2008 hasta marzo de 2009,
primavera —verano, respectivamente.

En la Figura 17 estan graficados los recuentos de V. parahaemolyticus, en el 4%
muestreo en Santa Teresita, correspondiente al mes de enero se detectd el valor
maximo de recuento (34 NMP/g). En el 1 y partir del 8 muestreo no se detectd
V. parahaemolyticus. Ademas, a partir del 292 muestreo (noviembre), se observa un
orden creciente en la densidad de V. parahaemolyticus, se detecta un valor de 0,36
NMP/g, se produce un pico en el 4 muestreo (enero) y a partir de ahi comienza a
disminuir llegando a un valor de 11 NMP/g en el 7" muestreo (marzo).
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Figura 17. NMP/g de bivalvo para V. parahaemolyticus en los diferentes sitios de muestreo:
Villa Gesell/Mar Azul y Santa Teresita, en los 16 muestreos realizados.

En la tabla 11, estan expresados los resultados de la identificacion de los aislamientos
de V. parahaemolyticus, procedentes de muestras de moluscos bivalvos. Se
recuperaron 118 aislamientos de agar TCBS, de los cuales 45 resultaron
caracteristicos en CAV, y de los mismos, 42 aislamientos fueron confirmados como
V. parahaemolyticus por PCR mediante la deteccion del gen toxR (Figura 18).
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Tabla 11. Resultados de identificacion de los aislamientos de V. parahaemolyticus
procedentes de muestras de moluscos bivalvos.

Muestreos N° de N° de N° de %
1lall6 aislamientos aislamientos aislamientos Confirmados
verde-azulados parpuras en positivos Ipresuntivos
en TCBS CAV gen toxR CAV
VG/MA 80 25 23 92
Sitios de
Muestreo ST 38 20 19 95
Total 118 45 42 93,3

Figura 18: PCR para detectar V. parahaemolyticus (gen toxR 368 pb) en aislamientos de
muestras de bivalvos. 1 y 12: Aislamientos positivos para gen toxR (368 pb); 13: Control
negativo: V. cholerae ATCC 14033; 14: Control positivo V. parahaemolyticus ATCC 17802; 15:
Marcador de peso molecular 100 pb.

Discusioén

En este estudio se detectd la presencia de V. parahaemolyticus en muestras de agua,
sedimento y moluscos bivalvos de la costa de la provincia de Buenos Aires. Los
resultados indican la presencia de potenciales reservorios de V. parahaemolyticus en
el area estudiada. Este estudio constituye el primer informe de aislamiento de
V. parahaemolyticus en la costa bonaerense y est4 en concordancia con lo reportado
en otros lugares de América Latina (Duefias Pefia, 2008; Cabrera Garcia et al., 2004).
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En Argentina, en los afios 1971 y 1974, el Dr. Casellas junto a su grupo de trabajo,
detecté V. parahaemolyticus en moluscos bivalvos en la zona del Golfo Nuevo,
provincia de Chubut. Este hallazgo puso en evidencia la necesidad de continuar con
los estudios sobre este microorganismo, y a su vez, ampliar las zonas de investigacion
a la costa bonaerense.

La costa bonaerense es un area turistica muy importante en primavera-verano, hay un
aumento de la poblacion costera y de las actividades relacionadas con el mar (bafios
recreacionales, pesca, consumo de mariscos crudos directamente de las playas, etc.).
A nivel fisico-quimico y biolégico, es una zona calida, con temperaturas del agua
templadas (mayores a 20°C), salinidades fluctuantes por la influencia del Rio de la
Plata (menores a 30 ups), y gran abundancia de copépodos (Guerrero et. al., 2004,
2010; Di Mauro, 2011). Estas variables, sumadas a las caracteristicas de una zona
turistica, resultarian favorables para la proliferacion de este microorganismo (Dadon,
2002; Tantillo et al., 2004).

Teniendo en cuenta que los muestreos fueron realizados durante un afio de octubre/08
a septiembre/09, se observa que V. parahaemolyticus fue detectado desde octubre/08
a abril/l09 (periodo primavera- verano), estos resultados coinciden con estudios
previos, que determinaron que V. parahaemolyticus durante el invierno se sumerge en
el fondo y reaparece en el agua cuando la temperatura aumenta, produciéndose un
ciclo de sedimentacion y resuspension. (Tantillo et al., 2004; Hervio-Heath et al.,
2002). La dindmica estacional observada fue similar en los tres tipos de muestras, de
acuerdo a la  bibliografia, en condiciones ambientales desfavorables
V. parahaemolyticus (bajas temperaturas, bajos nutrientes, altas salinidades, etc)
adquiere el estado VBNC y esto podria explicar la falta de deteccion en épocas frias,
aun en muestras de sedimento (Jiang y Chai, 1996; Wong et al., 2004).

Vibrio parahaemolyticus fue detectado en el 54% de las muestras de agua, en el 23%
de las muestras de sedimento y en el 32% de las muestras de moluscos bivalvos.
Estos resultados difieren de los obtenidos por Rodriguez-Castro (2012), en la zona de
Galicia, Espafia, que menciona un 64.6% de detecciébn en muestras de moluscos
(mejillones) y un 12% en aguas oceanicas. Dichas diferencias, considerando que son
dos ambientes de estudios distintos, podrian deberse a la influencia de las variables
ambientales de cada lugar en el ciclo de vida del microorganismo. Segun lo publicado
en distintos trabajos cientificos, en cada ambiente de estudio, se han observado la
influencia de diferentes parametros ambientales, no resultando siempre la temperatura
y/o salinidad lo que afectaria la abundancia y distribucion de V. parahaemolyticus.
Ademas, se han observado diferencias en la acumulacion de V. parahaemolyticus en
distintas especies de moluscos bivalvos relacionadas con la salinidad y con el rango
optimo de temperatura de filtracion de cada especie (L6pez-Joven, 2012).

Por otro lado, resulta interesante mencionar que en un estudio previo relacionado con
la deteccion de Vibrio cholerae en agua y plancton, en aguas estuariales y oceanicas
del Mar Argentino, (Binzstein et al., 2004), se observdé una mayor deteccién en
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muestras de agua de mar con respecto a las de plancton, dichos investigadores
mencionan a la amplia capacidad de supervivencia que poseen los vibrios en el medio
acuatico, como una explicacién posible a estos resultados. Los vibrios en el medio
acuatico son capaces de adherirse a superficies inanimadas, a plancton, a exubias de
copépodos, pueden tener formas de vida libre y pueden formar biofilms (Leyton y
Riquelme, 2008). Es importante destacar que en las muestras de agua las bacterias no
se encuentran necesariamente libres ya que la metodologia utilizada no puede
diferenciar bacterias libres de bacterias adheridas a particulas microscopicas
(plancton, detritus) (Génzalez Fraga, 2010).

En nuestros resultados se ha evidenciado que CHROMagar Vibrio resulté adecuado
para el aislamiento de V. parahaemolyticus. El andlisis de los datos reflej6 una
diferencia no significativa entre CAV/toxR. Similares resultados obtuvieron Di Pinto et
al. (2011) demostrando que el CAV proporcioné una mayor especificidad y exactitud
de aproximadamente el 95 % y 88 % respectivamente. En los ultimos afios, diferentes
autores han reportado varias limitaciones asociadas al uso del agar TCBS para el
aislamiento de V. parahaemolyticus de muestras clinicas y ambientales (Hara-Kudo et
al.,, 2001; Martinez-Urtaza et al., 2008; Miwa et al., 2003). En TCBS,
V. parahaemolyticus presenta una morfologia con caracteristicas similares a otras
especies de Vibrio spp. (V. wulnificus, V. mimicus), Photobacterium spp.,
Chryseomonas spp. o Shewanella spp. Ademas de la falta de especificidad, la
selectividad limitada del medio permite el sobrecrecimiento de otras bacterias que
predominan en el medio ambiente, como en el caso de V. alginolyticus, lo que
enmascara la presencia de colonias de V. parahaemolyticus y complican la
identificacion de las colonias (Su y Liu, 2007; Martinez-Urtaza et al., 2008).

En muestras de agua, es importante destacar la falta de deteccion de
V. parahaemolyticus en el 4° muestreo, correspondiente a enero/09, tanto en Villa
Gesell/Mar Azul como en Santa Teresita. La presencia en época estival responde a la
dinamica estacional que tiene V. parahaemolyticus, sin embargo, a mitad del verano
no fue detectado. Una explicacion a este fendmeno podria ser la competencia que
sucede en los medios de cultivo especialmente en el APA, (que no resulta especifico
para V. parahaemolyticus sino que favorece el desarrollo de todas las especies de
vibrios) y por otro lado, la competencia que sucede en el medio de cultivo TCBS con
V. algynolitycus como se menciona en el parrafo anterior.

Otra explicacion posible, observando que fue detectado en los otros tipos de muestras
(sedimento y bivalvos), podria ser el efecto de la radiacion UVB sobre la columna de
agua (Karentz y Lutz, 1990), numerosos estudios demostraron que la radiacion UVB
penetra en el océano y tiene un fuerte efecto sobre los primeros metros de la columna
de agua produciendo dafios directos sobre las bacterias marinas, afectando su
viabilidad y actividad bacteriana (Helbling et al., 1995; Vincent y Neale, 2000;
Herndndez y Mac Cormack, 2007).
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En sedimento, es importante destacar que la presencia de V. parahaemolyticus siguio
el mismo patron estacional que las demas muestras, se detecté en primavera-verano,
sin embargo, a diferencia de agua y bivalvos, también se detect6 a principios de otofio.
La bibliografia sefiala que V. parahaemolyticus posee un ciclo de resuspensién en
primavera verano y sedimentacion en otofio invierno, ademas se menciona a la
interfase agua sedimento, donde se acumula la mayor cantidad de materia organica,
como uno de lugares donde se encuentran las mayores concentraciones de
microorganismos (Miravet, 2003).

Sin embargo, como se mencion6 en un parrafo anterior, la capacidad de adquirir el
estado VBNC en condiciones ambientales desfavorables, explicaria la falta de
deteccién en muestras de sedimento, en épocas frias (Alam et al., 2007). Al igual que
en muestras de agua, se observa mayor frecuencia de aislamiento en Santa Teresita
(50%), con respecto a Villa Gesell/Mar Azul (6%).

En moluscos bivalvos, no se pudieron establecer diferencias con respecto al
aislamiento de V. parahaemolyticus en los distintos sitios de muestreo, debido que a
partir del 5° muestreo (a excepcion del muestreo 16 donde pudieron recolectarse
almejas), en la linea de costa de Santa Teresita no fueron detectadas poblaciones
naturales de moluscos bivalvos, solamente pudieron extraerse moluscos bivalvos de
Villa Gesell/Mar Azul. Sin embargo, analizando los primeros cuatro muestreos, se
observa un mayor porcentaje de aislamiento en Santa Teresita (75%) con respecto a
Villa Gesell/Mar Azul (25%).

De igual manera que en agua y sedimento, en moluscos bivalvos V. parahaemolyticus
fue detectado en el periodo primavera-verano, esto coincide con lo publicado por otros
autores que concluyen que las tendencias estacionales del género Vibrio muestran
que, es mas frecuente aislarlos en verano que en otofio y primavera, y es escaso en
invierno (Croci et al., 2002; Pardio Sedas, 2008; Castafieda et al., 2005).

Vibrio parahemolyticus es considerado un patégeno de interés creciente cuya
vigilancia sanitaria previa al consumo se limita a que su nimero no exceda 100 ufc/g
de alimento procedente de zonas de riesgo. De acuerdo a nuestros resultados, donde
el valor maximo hallado fue 34 NMP/g bivalvo, podemos considerar, este alimento de
bajo riesgo. Sin embargo, algunos estudios han mostrado que las poblaciones de
V. parahaemolyticus en el caso de ostras sin refrigerar pueden aumentar rapidamente
entre 50-790 veces dentro de las 24 horas después de la captura, si las ostras se
exponen a 26 °C (Gooch et al., 2002). V. parahaemolyticus tiene un tiempo de
generacion corto, en torno a 9 minutos en condiciones 6ptimas, lo que significa que
puede alcanzar concentraciones muy altas dentro de los moluscos una vez que estos
han sido cosechados o capturados (DePaola et al., 2000; Miles et al., 1997). Esta
concentracion dependera de la concentracion inicial asi como de la temperatura de
almacenamiento y transporte.

Por lo tanto, habria que tener en cuenta que, segun las condiciones de manipulacién
del alimento posteriores a la pesca/cosecha, el riesgo puede ser mayor al esperado.
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Los brotes han incluido incidentes de contaminacién cruzada por mariscos crudos o
equipos de elaboracion, practicas de higiene indebidas, el control inadecuado de
temperaturas y la aplicacion insuficiente de calor (FAO, 2003).

Los moluscos bivalvos representan un riesgo intrinsecamente mayor que otros
alimentos de origen marino debido a su actividad como animales filtrantes que
concentra los patégenos presentes en el agua. (CCFH, 2010). En un estudio realizado
por Cabello et al., (2005) sobre el comportamiento de V. parahaemolyticus en ostras,
concluyen que en principio, la mayoria es ingerido directamente del agua de mar, no
necesariamente necesita estar adherido a particulas de mayor tamafo, luego la
mayoria de ellos son digeridos por las ostras y sé6lo una pequefia fraccién es capaz de
persistir y almacenarse en los tejidos de la ostra sin preferencia de uno en particular.
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CAPITULO 2

Deteccién de Vibrio parahaemolyticus en muestras de agua,
sedimento y moluscos bivalvos y su relacion con los factores
ambientales

2.1.- Mediciones de parametros fisico-quimicos en cada sitio de muestreo

En este estudio fueron registradas mediciones de temperatura, salinidad y pH del
agua, en los sitios donde fueron extraidas las muestras. En la tabla A4 del Anexo 1, se
muestran los resultados obtenidos de cada parametro fisico-quimico por muestreo.

La temperatura tuvo una variacion entre 8 y 24°C. En Villa Gesell/Mar Azul, el valor
minimo fue de 8°C en julio/09 y el méximo 21.5°C en enero/09. En Santa Teresita el
valor minimo detectado fue de 12°C en septiembre/09 y el méximo 24°C en febrero/09.
El rango de temperatura en el cual fue detectado V. parahaemolyticus fue de 18 a
21,5°C en Villa Gesell/Mar Azul y de 15,3 a 24°C en Santa Teresita.

La salinidad varié entre 24,86 y 34,31 ups. En Villa Gesell/Mar Azul entre 29,89 vy
34,31 ups, mientras que en Santa Teresita entre 24,83 a 32,03. Los valores de
salinidad en los cuales fue detectado V. parahaemolyticus oscilaron entre 29,89-32,74
(Villa Gesell/Mar Azul) y 24,83-30,05 (Santa Teresita).

El pH en los sitios de muestreo oscilé entre valores de 7 a 8,5. En Villa Gesell/Mar
Azul llego a medir 8,5; sin embargo, en Santa Teresita no supero el valor de 8. El pH
en las muestras positivas fue de 7 a 8, mientras que en las muestras negativas, el
intervalo de valores fue de 7,5 a 8,5.

2.2.- Deteccion de V. parahaemolyticus y su relacion con parametros
ambientales en Villa Gesell/Mar Azul

En la Tabla 12 se describen los resultados de la deteccion de V. parahaemolyticus en
Villa Gesell/Mar Azul y los datos ambientales registrados.

En la Figura 19 estan graficados los resultados, en los diferentes tipos de muestras
(agua, sedimento y moluscos bivalvos) en relacién con la temperatura y salinidad de
Villa Gesell/Mar Azul. Se observé una mayor deteccion de V. parahaemolyticus en los
muestreos 5, 6 y 7. Esto coincidié con los meses mas calidos, con temperaturas de 20-
22°C. Asimismo, se observa una menor salinidad en esos muestreos en relacion a los
restantes.
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Tabla 12. Deteccion de V. parahaemolyticus y datos ambientales en Villa Gesell/Mar
Azul.

" Muestreo  Fecha  Temp.°C  Sal. pH  Agua Sedimento Bivalvos
Ups NMP/g  NMP/g
1 29/10/2008 15 32,97 8,2 - - -
2 18/11/2008 16 33,75 8 - - -
3 11/12/2008 18 30,7 8 + - -
4 07/01/2009 19,5 32,43 8 - - 7,3
5 21/01/2009 21,5 32,74 7,5 + 0,36 9,1
6 18/02/2009 21 29,89 7,5 + - 20
7 04/03/2009 20,5 31,02 8 + - 11
8 18/03/2009 20 31,47 8 + - -
9 31/03/2009 20 31,22 8 + - -
10 22/04/2009 16,5 32,6 7,5 - - -
11 12/05/2009 13,5 33,41 8 - - -
12 12/06/2009 10 34,31 8,5 - - -
13 16/07/2009 8 34,22 8,5 - - -
14 05/08/2009 9 34,04 8 - - -
15 28/08/2009 11 34,18 8 - - -
16 16/09/2009 12 33,92 8 - - -

°C: grados centigrados, ups: unidades préacticas de salinidad.
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Figura 19. Deteccion de V. parahaemolyticus en relacidon con la temperatura y salinidad en
Villa Gesell/Mar Azul. El circulo sefiala la relacion entre los mayores valores de deteccion de V.
parahaemolyticus, la mayor T° y los bajos valores de salinidad.
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2.3.- Deteccion de V. parahaemolyticus y su relacibn con parametros
ambientales en Santa Teresita.

En la Tabla 13 se describen los resultados de deteccién de V. parahaemolyticus en
Santa Teresita y los datos ambientales. En la Figura 20 estan graficados los
resultados, se observé una mayor deteccion de V. parahaemolyticus, entre los
muestreos 3 al 6; esta observacion coincidié también con el registro de altos valores
de temperatura y bajos valores de salinidad.

Tabla 13. Deteccién de V. parahaemolyticus y datos ambientales en Santa Teresita.

" Muestreo  Fecha  Temp.°C  Sal. pH  Agua Sedimento Bivalvos
ups NMP/g NMP/g
1 29/10/2008 15,3 30,23 8 + - -
2 18/11/2008 18 24,83 8 + - 0,36
3 11/12/2008 19 30,05 8 + 0,36 28
4 07/01/2009 22,5 27,56 7 - 9,1 34
5 21/01/2009 23,2 28,42 7,5 + 2,1 -
6 18/02/2009 24 26,84 7 + 9,1 -
7 04/03/2009 22,3 24,86 8 + - -
8 18/03/2009 22 27,26 8 + - -
9 31/03/2009 22 28,20 8 + - -
10 22/04/2009 19 26,22 7,5 - 15 -
11 12/05/2009 - - - - - -
12 12/06/2009 - - - - - -
13 16/07/2009 - - - - - -
14 05/08/2009 - - - - - -
15 28/08/2009 - - - - - -
16 16/09/2009 12 32,04 8 - - -

A diferencia de Villa Gesell/Mar Azul, en Santa Teresita, aunque en diferentes
muestras, V. parahaemolyticus fue detectado en todos los muestreos realizados (del 1
al 10, con excepcion del muestreo 16, en el que fue analizada solo una muestra de
almejas resultando negativa para V. parahaemolyticus). En general, se observa que
en Santa Teresita resulté mas alto el promedio de temperatura y mas baja la salinidad
con respecto a Villa Gesell/Mar Azul.
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Figura 20. Deteccion de V. parahaemolyticus con relacién a la temperatura y salinidad en
Santa Teresita. El circulo sefiala la relacién entre los mayores valores de deteccion de V.
parahaemolyticus, la alta T° y bajos valores de salinidad.

2.4.- Asociacién entre deteccion de V. parahaemolyticus en los tres tipos
de muestras agua, sedimento y moluscos bivalvos, y su relacién con la
temperatura y salinidad.

Los siguientes diagramas de dispersion (Figura 21) muestran una clara tendencia de
mayor frecuencia de aislamiento de V. parahaemolyticus con temperaturas elevadas y
bajas salinidades, en los tres tipos de muestras. Se observé una mediana de entre
20,5-22°C para temperatura y 29-30 ups para salinidad en aquellas muestras donde si
se recupero6 la bacteria.
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Figura 21: Diagramas de cajas (Box Plots) obtenidos para temperatura y salinidad en los tres
tipos de muestras: agua, sedimento y moluscos bivalvos, segin la recuperacion de V.
parahaemolyticus: p (presencia) a (ausencia). Se indican la mediana, el intervalo de valores y
el intervalo de valores que comprenden el 25 y 75% de las muestras positivas y negativas.

A continuacién, se muestran los resultados de la aplicacion del Modelo Logit para
determinar la relacion entre la probabilidad de la presencia de V. parahaemolyticus en
agua, sedimentos y moluscos bivalvos en funcién de la temperatura y la salinidad, en
los lugares de muestreo (Santa Teresita, Villa Gesell/Mar Azul).

Previo a la aplicacién del modelo matematico, se analizo la relacion entre las variables
a analizar para determinar en que forma se involucrarian las mismas.

En la figura 22 esta representada la relacion de ambas variables, los valores de
temperatura presentan una relacién cuadratica con respecto a los valores de salinidad,
con un coeficiente de determinacion multiple (porcentaje de varianza de la temperatura
explicada por la salinidad a partir del modelo cuadrético) igual al 71,52%.
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La existencia de una relacion fuerte entre las dos variables puede generar problemas
de colinealidad entre la temperatura y la salinidad y esto afectar a los resultados del
analisis, generando problemas de caracter numérico cuando se consideran modelos
para establecer la relacion entre la probabilidad de presencia de bacterias y las
variables ambientales.

Esto determiné que los modelos considerados involucren a las variables ambientales
en forma individual.
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Figura 22: Relacién entre la temperatura y la salinidad. Los puntos representan los
distintos valores de cada pardmetro.

En la figura 23 estan representados los resultados de la aplicacion de un analisis
exploratorio mediante Modelos Aditivos Generalizados (GAM en inglés), se muestran
los diagramas de dispersion suavizados (scatterplot smoothing) obtenidos a partir de
los Modelos Aditivos Generalizados.
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Figura 23: Scatterplot smoothing obtenidos a partir de Modelos Aditivos Generalizados (GAM
en inglés) para temperatura y salinidad en forma independiente y para agua, sedimentos y
bivalvos. Puntos: valores observados, linea llena: suavizador construido con splines cubicos,
linea segmentada: bandas de confianza del 95%.

Los resultados muestran que para agua la relacion sugerida por los GAM entre la
probabilidad de presencia de bacteria y las variables ambientales es: lineal creciente
para la temperatura, es decir, aumenta a medida que aumenta la temperatura; y
cuadratica para la salinidad, es mayor en un determinado rango de salinidad. Por su
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parte para sedimentos y bivalvos las relaciones sugeridas por los GAM son: lineal
creciente para temperatura y lineal decreciente para salinidad.

Una vez determinado el tipo de relacion de la probabilidad de presencia de bacteria en
cada medio y las variables ambientales a partir de los modelos GAM en término de los
suavizadores, los Modelos Logit permiten establecer la relacion paramétrica funcional
entre la probabilidad de presencia de bacterias y los valores de temperatura o
salinidad (los cuales se consideran las variables independientes x del modelo). El
Modelo Logit en término de las probabilidades de presencia de bacteria se escribe en
la forma:

P(x) = 1/(1+ exp (-L(x)))

Siendo: P(x): probabilidad de presencia de la bacteria para el valor x de la variable
independiente.

L(x): predictor lineal.

En la Tabla 14 se presentan los resultados de los Modelos Logit, considerando la
variable dicotébmica Y=0 (ausencia de bacteria) e Y=1 (presencia de bacteria). En esta
tabla se muestran los valores del estadistico de Wald y los correspondientes valores
de probabilidad.

Tabla 14: Resultados de los Modelos Logit. Estadisticos de Wald y probabilidades
para cada variable. Modelos considerando cada variable ambiental por separado, sin
discriminar por lugar. Modelo con distribucion binomial y funcién de enlace logit. Todas
las variables con 1 grado de libertad.

Variable Estadistico de Wald Probabilidad
temperatura 6,05 0,01392
agua Salinidad 5,19 0,02268
Salinidad’ 5,50 0,01898
sedimentos temperatura 3,94 0,04707
Salinidad 3,18 0,07464
bivalvos temperatura 3,97 0,04642
Salinidad 4,51 0,03367

Segun se ve en la Tabla 14 todas las variables resultaron estadisticamente
significativas al nivel del 5%, exceptuando la variable salinidad en sedimentos que
puede ser considerada como estadisticamente significativa a un nivel de significacion
del 10% (probabilidad=0,07464), es decir, que tanto la temperatura como la salinidad
influirian significativamente en la frecuencia de aislamiento de V. parahaemolyticus en
el ambiente costero de la provincia de Buenos Aires. Debe observarse que la variable
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salinidad?, en agua, resulté también significativa, mostrando esto que la relacién
cuadratica que se visualiza como resultado del GAM (Figura 23) es plausible.
Existiendo por lo tanto, en teoria, para la salinidad, un valor intermedio que determina
mayor probabilidad de presencia de bacterias, disminuyendo ésta probabilidad para
valores por debajo y por encima de este valor de maxima probabilidad.

En la Tabla 15 se muestran las estimaciones de los coeficientes de regresion (del
predictor lineal L(x) del Modelo Logit) correspondientes a cada variable ambiental y su
correspondiente desvio estandar.

Tabla 15: Resultados de los Modelos Logit. Coeficientes de regresién estimados y
desvios estandar. Modelos considerando cada variable ambiental por separado, sin
discriminar por lugar. Modelo con distribucion binomial y funcion de enlace logit. Todas
las variables con 1 grado de libertad.

Variable Coeficiente de regresion Desvio estandar
intercepto -8,7100 3,5415
temperatura 0,4980 0,1906
agua intercepto -145,8698 66,4748
salinidad 10,4838 4,6005
salinidad’ -0,1849 0,0788
intercepto -9,7212 4,6320
sedimentos temperatura 0,4464 0,2248
intercepto 7,7738 4,8957
salinidad -0,2932 0,1644
intercepto -16,2554 8,2447
bivalvos temperatura 0,8691 0,4364
intercepto 36,6300 17,3995
salinidad -1,1882 0,5594

Como se puede ver en Tabla 15 la relacion con la temperatura es lineal creciente
(valores de los parametros de regresion positivos), tanto para agua, sedimentos, como
bivalvos. En el caso de la salinidad, en cambio, la relacion es cuadratica para el agua
y lineal decreciente (valores de los parametros de regresion negativos) para
sedimentos y bivalvos. En el caso del agua la relacion es cuadratica, siendo el
predictor lineal, de acuerdo a lo mostrado en la Tabla 15:

L(x) = -145,8698 +10,4838 salinidad — 0,1849 salinidad?
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De esta forma, el valor de salinidad que determina que la probabilidad de presencia de

bacterias sea maxima es igual a:

salinidad o =  -10,4838 = 28,3499

2 x-0,1849

En las figuras siguientes se muestran (Figura 24) las curvas de la probabilidad de
presencia de bacteria en agua, sedimento y bivalvos, en funcién de la temperatura y

salinidad.
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Figura 24: Curvas de probabilidad de presencia de bacteria en el agua, sedimento y bivalvos

en funcién de la temperatura y salinidad.
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Como se puede observar en las figuras, las temperaturas medias, es decir, la
temperatura que produciria una probabilidad del 50 % de presencia de bacteria, en
este caso V. parahaemolyticus, correspondié a los siguientes valores: para agua
17,5°C, para sedimento 21,8°C y para moluscos bivalvos 18,8°C, resultando como
valor promedio 19,3°C.

En el caso de la salinidad, las medias fueron para sedimento 26,5 ups y para moluscos
bivalvos 30,8 ups. En cambio para agua se hallaron 2 valores, 24,4 y 32,2 ups,
resultando 28,4 ups el valor promedio.

Discusioén

Como se mencion6 en el Capitulo 1, los resultados obtenidos en este estudio revelan
un patrén estacional de presencia de V. parahaemolyticus en el medio ambiente
marino de la costa de Buenos Aires.

La mayor presencia (63%) y abundancia de V. parahaemolyticus (valor maximo 34
NMP/g de bivalvo) fue detectada en los meses de verano, coincidiendo también con el
periodo de maximas temperaturas del agua de mar (20-24°C) y con salinidades que
oscilaron entre los 24,83 y 32,74 ups. En primavera y otofio fue detectado en menores
porcentajes, 26% y 1%, respectivamente; en primavera las temperaturas oscilaron
entre 15-19°C y el rango de salinidad fue 24,83 a 33,75, en cambio en otofio fue 8-
12°C y el rango de salinidad 28.20-34,31 ups. En invierno no fue detectado, las
temperaturas oscilaron entre 8-12°C y la salinidad entre 33,92-34,22 ups.

Los resultados demuestran que V. parahaemolyticus fue detectado por encima de los
15°C y el rango de temperatura en el cual se detectd oscilé entre 15,3 a 24°C. Esto
coincide con lo publicado por distintos autores, Kaneko y Colwell estudiaron durante
varios afios el ciclo anual de V. parahaemolyticus en EE.UU., y observaron que
V. parahaemolyticus tenia un ciclo estacional, esta bacteria sobrevivia durante el
invierno en el sedimento, para asociarse posteriormente con poblaciones de
copépodos cuando la temperatura del agua alcanzaba los 14-15°C, (primavera) y era
liberada a la columna de agua cuando la temperatura se incrementaba a 19-20°C
(verano) (Kaneko y Colwell, 1973, 1975, 1978).

Con respecto al aislamiento de V. parahaemolyticus a partir de muestras de agua, se
observaron diferencias entre los sitios de muestreo, en Villa Gesell se encontré a
temperaturas mayores de 18°C, con salinidades que variaron entre 29,89 a 32,74 ups,
en cambio, en Santa Teresita se detecta a partir de los 15,3°C y a salinidades que
varian entre 24,83 a 30,23 ups. En general, segun fuentes bibliogréaficas, las
temperaturas superiores a 19°C, siendo la minima de 15°C, cuando la salinidad esta
entre 5y 30 ups, siendo 23 la Optima, favorecen el crecimiento de V. parahemolyticus
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en el medio acuatico; incluso se ha observado que fuera de este rango de salinidades,
las temperaturas elevadas permiten la proliferacion de especies patdgenas de vibrios
(Tantillo et al., 2004, Mc Laughin et al., 2005; Martinez-Urtaza et al., 2010).

En sedimento, al igual que en muestras de agua, se observaron diferencias en los
distintos sitios de muestreo, en Villa Gesell/Mar Azul se encontr6 a temperaturas
mayores de 21,5°C y con una salinidad de 32,74 ups, en cambio en Santa Teresita se
detectd a partir de los 19°C y a salinidades que variaron entre 26,22 a 30,05 ups. No
se detectd por debajo de los 19°C; la capacidad de adquirir el estado VBNC explicaria
la ausencia de deteccion en épocas frias, con las técnicas empleadas en este estudio
(Jiang y Chai, 1996; Wong et al. 2004).

En moluscos bivalvos, no fue posible establecer diferencias con respecto al
aislamiento de V. parahaemolyticus en los distintos sitios de muestreo, debido a que, a
partir del 4 muestreo, en la linea de costa de Santa Teresita no fueron detectadas
poblaciones naturales de moluscos bivalvos (a excepcion del muestreo 16); a partir del
5° muestreo solamente se pudieron extraer moluscos bivalvos de Villa Gesell/Mar
Azul. Sin embargo, los primeros cuatro muestreos, poseen un mayor porcentaje de
aislamiento en Santa Teresita (75%) con respecto a Villa Gesell/Mar Azul (25%). En
Santa Teresita, V. parahaemolyticus fue detectado a partir de los 18°C y con una
salinidad de 24,83 ups, en cambio, en Villa Gesell/Mar Azul fue detectado a partir de
los 19,5°C y con una salinidad de 32,43 ups. En general, en el periodo primavera-
verano, en Santa Teresita se detectaron mediciones mayores de temperatura y bajas
salinidades, con respecto a las detectadas Villa Gesell/Mar Azul. Asimismo, la
frecuencia de aislamiento fue mayor en Santa Teresita con respecto a Villa Gesell/Mar
Azul, este hecho podria deberse a la influencia de las aguas provenientes de la
descarga del Rio de la Plata sobre la costa bonaerense en ese periodo que provocan
una disminucién de la salinidad en las aguas costeras de la provincia de Buenos Aires.
Esto coincide con lo publicado por Martinez-Urtaza et al. (2008), que menciona a la
salinidad como un factor principal que influye en la presencia de V. parahaemolyticus
en el ambiente. Sin embargo, la mayoria de los trabajos definen a la temperatura como
el factor mas importante que influiria en la presencia de V. parahaemolyticus en el
ambiente (Su y Liu, 2007; Igbinosa y Okoh, 2008).

Al observar los resultados de la aplicacion del modelo estadistico para representar la
probabilidad de presencia de la bacteria V. parahaemolyticus en los diferentes tipos de
muestras en funcién de la temperatura y salinidad. Se observaron diferencias
significativas entre la presencia de V. parahaemolyticus y los valores de temperatura y
salinidad, ambos factores influirian de manera significativa en la aparicion de
V. parahaemolyticus en el ambiente costero de Buenos Aires. Una relacion lineal
creciente fue observada entre la temperatura y la deteccion de V. parahaemolyticus en
los tres tipos de muestras. En cambio, para la salinidad se observé una relacién
cuadratica para el agua y lineal decreciente para sedimento y moluscos bivalvos. En el
caso de la salinidad en muestras de agua, la aplicacion del modelo sugeriria en teoria
la existencia de un valor intermedio que determinaria mayor probabilidad de bacterias,
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disminuyendo la misma para valores por debajo y por encima de este valor de maxima
probabilidad. Una combinacion de valores altos de temperaturas y bajos de
salinidades podria explicar la mayor frecuencia de aislamiento en los meses de
verano.

En este estudio, se observa que en los muestreos donde se registraron las mayores
densidades de V. parahaemolyticus, coincidieron altos valores de temperatura con
bajos valores de salinidad. Algunos autores mencionan que la temperatura podria
modular la densidad de V. parahaemolyticus solo cuando las aguas calidas coinciden
con periodos de salinidad reducida. Este patrén de los efectos combinados de altas
temperaturas y bajas salinidades se ha observado que influye en la abundancia de
V. parahaemolyticus en investigaciones llevadas a cabo en diferentes regiones de
América del Norte (Kelly y Stroh, 1988; De Paola et al., 2000). Estudios llevados a
cabo por Martinez-Urtaza et al., (2008), sugirieron que la influencia de la temperatura
oceanografica en el patrén estacional de V. parahaemolyticus muchas veces parece
estar controlada por el efecto de la salinidad.

Los valores de pH no mostraron diferencias entre muestras positivas y negativas,
encontrandose dentro del rango Optimo para su desarrollo. Para muestras positivas
oscilaron entre 7 a 8, mientras que para muestras negativas entre 7 a 8.5. Valores de
pH de 8.5 en muestras negativas también coincidieron con valores bajos de
temperaturas y altas salinidades. La influencia de los pardmetros ambientales, como la
temperatura, salinidad, pH, lluvias, clorofila y plancton ha sido muy estudiada en la
ecologia de V. parahaemolyticus, siendo en términos generales la temperatura y la
salinidad los parametros mas importantes que influirian en la dindmica de
V. parahaemolyticus.
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CAPITULO 3

Deteccion de Vibrio parahaemolyticus patégeno en muestras de
agua, sedimento y moluscos bivalvos de la costa Atlantica de
Buenos Aires

3.1.- Deteccion de genes de virulencia tdh/trh, en los aislamientos de V.
parahaemolyticus por PCR multiple

De los 35 aislamientos procedentes de muestras de agua, 23 de muestras de
sedimento y 42 de muestras de moluscos bivalvos, 100 en total; se detect6 por PCR
multiplex, un aislamiento con ambos marcadores de virulencia (1%) (Figura 25). El
aislamiento C217/09 procedente de una muestra de moluscos bivalvos, (berberechos)
resultd positivo para los gens tdh y trh. La muestra fue recolectada en el 5 muestreo
en la localidad de Mar Azul en el mes de enero/09, con una temperatura de 21°C y una
salinidad de 32.74 ups; el recuento total de V. parahaemolyticus en la muestra resultd
9,1 NMP/g de bivalvo.

Figura 25: PCR multiple para detectar las toxinas de V. parahaemolyticus (genes tdh (269 pb)
y trh (500 pb) en aislamientos de muestras de bivalvos. 1 a 5y 7 a 11: Aislamientos negativos
para ambos genes. 6: Aislamiento positivo (C217/09) para genes tdh y trh. 12 Control negativo:
V. cholerae ATCC 14033; 14: Control positivo para gen tdh cepa V. parahaemolyticus O3:K6
toxigénico (Collection of Aquatic Inportant Microorganisms
[http://www.ciad.mx/caim/CAIM.html]). 14. Control positivo V. parahaemolyticus toxigénico
CAIM 1772 tdh+/trh+ (Collection of Aquatic Inportant Microorganisms
[http://www.ciad.mx/caim/CAIM.html]).
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Discusién

Estos resultados evidencian por primera vez, la presencia de V. parahaemolyticus
potencialmente patégeno para humanos aislado de una muestra de moluscos bivalvos
de la costa de la provincia de Buenos Aires. Asimismo, es la primera vez que se
detecta en un aislamiento de V. parahaemolyticus la coexistencia de ambos genes
marcadores de virulencia: genes tdh y trh. Esto coincide con lo publicado por
Rodriguez-Castro y Lopez-Joven (2012), ambos en diferentes zonas de Espafia (zona
de Ferrol y Delta del Ebro), detectaron por primera vez aislamientos de
V. parahaemolyticus tdh+/trh+; y por lo publicado por Robert-Pillot et al., (2004) que en
muestras de mariscos, detectdé un aislamiento con ambos marcadores de virulencia,
resultando los mismos los primeros reportes de aislamientos ambientales con esas
caracteristicas particulares en Europa, y en nuestro caso, la primera evidencia en
Argentina. La presencia de ambos genes de virulencia en un aislamiento pone en
evidencia la necesidad de profundizar estudios moleculares en el mismo.

Este aislamiento fue detectado en el mes de enero, coincidiendo con el periodo de
mayor temperatura, esto también coincide con Rodriguez Castro (2012) que detect6
los aislamientos patogénicos en agosto (periodo mas cdlido). La estacionalidad de
este aislamiento y en general la estacionalidad con que fue detectado
V. parahaemolyticus, coinciden con los reportes de infecciones gastrointestinales que
se producen en verano en la costa Atlantica, relacionadas con el consumo de bivalvos.
Por lo tanto, a pesar de no contar con datos clinicos epidemiolégicos sobre infecciones
gastrointestinales causadas por V. parahaemolyticus en humanos asociadas al
consumo de bivalvos, segun los resultados de este estudio, podemos alertar, que el
mayor riesgo de infeccién podria estar asociado a los meses de verano donde la
incidencia de V. parahaemolyticus total fue mayor y ha sido detectado
V. parahaemolyticus potencialmente patégeno.

Por otro lado, la deteccién de este aislamiento potencialmente patégeno en una
muestra de berberechos, coincide con lo enunciado por diferentes autores, que han
documentado el rol de los moluscos bivalvos como vehiculos de transmisién de virus y
bacterias patdégenas para los humanos.

Al analizar el porcentaje de aislamientos patogénicos detectados en el medio
ambiente, solamente el 1%; observamos que estos resultados coinciden con lo
publicado por diferentes autores, que mencionan que en el medioambiente
V. parahaemolyticus es mayoritariamente no patégeno y han reportado que solamente
del 1 al 5% de las cepas ambientales estudiadas fueron TDH+ y/6 TRH+ (DePaola y
Hwang, 1995; Nishibuchi y Kaper, 1995).

Actualmente, en alimentos, se utiliza el recuento total indiferenciado como control de
contaminacion; sin embargo, el nUmero de bacterias potencialmente patogenas (TDH+
y/lo TRH+) capaces de provocar gastroenteritis en humanos resulta muy bajo, vy
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ademas existen evidencias de brotes epidémicos que tuvieron lugar en los Estados
Unidos pese a que los recuentos del NMP fueron inferiores a 10* ufc/g (Nair y
Hormazébal, 2005). Por lo tanto, tendria que considerarse un control inadecuado.

Deberia considerarse el recuento y la deteccion de aislamientos patogénicos en
muestras ambientales y de alimentos como control de contaminacion; no obstante,
como aun no estan dilucidados todos los mecanismos de patogenicidad de
V. parahaemolyticus entre las poblaciones ambientales: vinculacién clara entre los
genes tdh y trh positivos y el T3SS, genes involucrados, relaciones entre ellos, etc., y
ademas, recientemente fue publicado un reporte de gastroenteritis asociado a
V. parahaemolyticus no toxigénico; resulta dificil establecer un parametro seguro en el
control de alimentos (Ottaviani et al., 2012).
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CAPITULO 4

Caracterizacion de los aislamientos de Vibrio parahaemolyticus de
muestras de moluscos bivalvos

4.1 Estudio de la diversidad genética por electroforesis en campo pulsado

-PFGE

Este estudio se realizé sobre una seleccion de 28 aislamientos de V. parahaemolyticus
de los 42 recuperados de muestras de moluscos bivalvos (tabla A3 Anexo 1),
incluyendo ademas la cepa de referencia ATCC 17802. Para realizar la seleccion se

priorizaron colonias altamente viables en CHROMAGgar Vibrio, y se tuvo en cuenta la

procedencia: lugar, fecha de muestreo y recuperacién de una misma placa o de
diferentes placas de cultivo. En la tabla 16 estan descriptos los aislamientos

seleccionados.

Tabla 16: Aislamientos de V. parahaemolyticus seleccionados para PFGE.

Aislamiento Muestra Lugar de N° de Muestreo - Placa de cultivo

muestreo fecha (D/M/A) NMP-TCBS

C-112/08 Mejillines Santa 3°-11/12/08 A-4
Teresita

C-113/08 Mejillines Santa 3°-11/12/08 A-4
Teresita

C-123/09 Mejillines Villa Gesell 4° - 07/01/09 C-1

C-125/09 Mejillines Villa Gesell 4° - 07/01/09 C-2

C-128/09 Mejillines Villa Gesell 4° - 07/01/09 A-3

C-144/09 Mejillines Santa 4° - 07/01/09 B-1
Teresita

C-145/09 Mejillines Santa 4° - 07/01/09 B-1
Teresita
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C-147/09 Mejillines Santa 4° - 07/01/09 A-2
Teresita

C-151/09 Mejillines Santa 4° - 07/01/09 A-3
Teresita

C-152/09 Mejillines Santa 4° - 07/01/09 A-3
Teresita

C-155/09 Mejillines Santa 4° - 07/01/09 A-4
Teresita

C-157/09 Mejillines Santa 4° - 07/01/09 B-4
Teresita

C-160/09 Mejillines Santa 4° - 07/01/09 C-4
Teresita

C-212/09 Berberechos Mar Azul 5° - 21/01/09 A-1

C-214/09 Berberechos Mar Azul 5° - 21/01/09 B-1

C-217/09 Berberechos Mar Azul 5° - 21/01/09 A-2

C-229/09 Berberechos Mar Azul 6° -18/02/09 A-1

C-233/09 Berberechos Mar Azul 6° - 18/02/09 B-2

C-239/09 Berberechos Mar Azul 6° - 18/02/09 C-4

C-292/09 Berberechos Mar Azul 7° - 04/03/09 A-1

C-293/09 Berberechos Mar Azul 7° - 04/03/09 B-2

C-294/09 Berberechos Mar Azul 7° - 04/03/09 B-2

C-295/09 Berberechos Mar Azul 7° - 04/03/09 C-1

C-296/09 Berberechos Mar Azul 7° - 04/03/09 C-1

C-299/09 Berberechos Mar Azul 7° - 04/03/09 C-2

C-300/09 Berberechos Mar Azul 7° - 04/03/09 A-3
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C-301/09 Berberechos Mar Azul 7° - 04/03/09 A-3

C-306/09 Berberechos Mar Azul 7° - 04/03/09 A-4

De los 29 aislamientos estudiados, 4 fueron no tipificables por Sfil-PFGE, incluso luego
de agregar tiourea en el buffer de corrida: C125/09, C145/09, C212/09 y C233/09.

La electroforesis en campo pulsado, luego de una restriccion con la enzima Sfil,
resultdé muy discriminatoria, debido a que se encontraron 16 patrones electroforéticos
entre los 25 aislamientos comparados (figura 26). Se identificaron cinco “clusters” o
grupos de aislamientos indistinguibles entre si; los primeros tres grupos compuestos
por dos aislamientos cada uno, y el cuarto y quinto compuestos por cuatro
aislamientos cada uno. En la figura 26 se destacan con circulos los grupos
anteriormente mencionados.

Dice (Opt:1.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]

PFGE-Sfil PFGE-Sfil
Cepa Lugar Muestra Fecha  Muestreo/
o 8 - 8 Placa de cultivo
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P 10 WP LW ML | ciswoe  santaTeresita Mejilines  2009-01-07  g4oA-3
[ 48 WL L F LI I cuesoe  vilaGesel — Mejilines  2009-01-07  40A-3
1o WEHEE ) IR ) | cta7ioo  santaTeresita Mejilines — 2009-01-07  49A-2
bbb BEE AL LI L] | cissios  santaTeresita Mejilines — 2009-01-07  49A.5
| I LRl BRI camoe maraz Berberechos 2009-01-21 59A-2
I BE L EE BEL | | csoeos  Mar Azl Berberechos 2000-03-04  70A-4
o P WP c2se09  mar Azl Berberechos 2000-02-18  60A-4
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Figura 26: Dendrograma de Sfil-PFGE para los aislamientos de V. parahaemolyticus
procedentes de muestras de moluscos bivalvos. Se sefialan con circulos los grupos que
resultaron indistinguibles entre si. En las columnas a la derecha de los perfiles de PFGE se
presenta el nimero de aislamiento, el lugar de muestreo, el tipo de muestra y la fecha de
extraccion de cada la muestra.
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El primer grupo [1] comprendié los aislamientos C123/09 y C152/09 recuperados en
mejillines, en las localidades de Villa Gesell/Mar Azul y Santa Teresita en el mes de
enero de 2009. El segundo grupo [2] comprendié los aislamientos C147/09 y C155/09
recuperados en mejillines, en la localidad de Santa Teresita en el mes de enero de
20009. El tercer grupo [3] comprendio los aislamientos C217/09 y C306/09 recuperados
en berberechos, en Villa Gesell/Mar Azul, el primero en enero de 2009 y el segundo en
marzo de 2009.

El cuarto grupo [4] comprendié los aislamientos C160/09, C229/09, C295/09 y
C296/09, el primero recuperado en mejillines, en Santa Teresita, en enero de 2009; en
cambio los restantes fueron recuperados en berberechos, en Villa Gesell/Mar Azul, en
diferentes fechas de muestreo, febrero de 2009 y marzo de 2009, respectivamente. El
quinto [5] grupo comprendio los aislamientos C292/09, C294/09, C299/09 y C300/09
recuperados en berberechos, en la localidad de Villa Gesell/Mar Azul, en el mes de
marzo de 2009.

Cabe destacar que tanto en el primer como en el cuarto grupo, se recuperaron
aislamientos con el mismo patrén de PFGE procedentes de los dos sitios de muestreo,
Santa Teresita y Villa Gesell/Mar Azul, las localidades se encuentran separadas por
una distancia de entre aproximadamente 90 y 100 km. Por otra parte, también es muy
interesante resaltar que el tercer grupo integrado por los aislamientos C217/09 y
C306/09 provenientes de muestras de berberechos de Mar Azul, recuperados en
distintos muestreos, comparten el mismo patrén por Sfil-PFGE, pero presentan distinto
perfil de virulencia: C217/09 fue positivo para los genes tdh y trh, en cambio C306/09
resultd negativo para ambos genes. Ante estos resultados, dichos aislamientos se
enviaron al Instituto de Salud Publica de Chile, para realizar la serologia. Se
obtuvieron los siguientes serotipos:

Dice(Opt1.50%)(Tol1.50%-1.5%)(H>0.%S>0.0%)[0.0%100%]

Cepa Genotipo Serotipo
PEGE-Sfil tdhvirh

[N EEIEE IR C217/09 tdh+/trh+  04:K18
~ T C306/09 tdh-ftrh-  O6:K18

-

En el dendrograma elaborado utilizando la enzima de restriccion Sfil (figura 26)
también se observaron perfiles genéticos relacionados que diferian entre una y tres
bandas con porcentajes de similitud mayores al 90%. Se identificaron tres nuevos
grupos. El primer grupo comprendio6 los aislamientos C123/09, C152/09 y C151/09 que
diferian en una sola banda, presentando un porcentaje de similitud de 97.4%, el
segundo grupo conformado por los aislamientos C292/09, C294/09, C299/09, C300/09
y C293/09 difiri6 en dos bandas presentando un porcentaje de similitud de 94,1%, y el
tercer grupo conformado por C112/09 y C113/09 difiri6 en tres bandas y presentd un
porcentaje de similitud de 91,9%.
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Por otra parte, se observd que aislamientos procedentes de un mismo muestreo y
muestra, que fueron recuperados de una misma placa de cultivo, presentaron
diferentes perfiles genéticos (C-152/09 y C-151/09; C-112/09 y C-113/09; C-293/09 y
C-294/09; C-300/09 y C-301/09), mientras que solamente los aislamientos C-295/09 y
C-296/09 recuperados de una misma placa de cultivo compartieron perfiles genéticos
similares.

La cepa de referencia ATCC 17802 no mostré estar relacionada significativamente con
ningun aislamiento estudiado, siendo el mas cercano el aislamiento C301/09, con el
que tuvo un porcentaje de similitud menor al 80%.

Al utilizar la segunda enzima de restriccion Notl, se analizaron los cinco grupos que,
de acuerdo al patrén de Sfil-PFGE fueron indistinguibles entre si. De los 14
aislamientos resultantes se seleccionaron 11, se excluyeron el aislamiento C296 del
grupo 4, que fue recuperado de una misma placa de cultivo que C295/09, y los
aislamientos C294 y C299 del grupo 5, que fueron recuperados de la misma muestra
que C292/09 e C300/09 respectivamente, incluidos en el ensayo.

La electroforesis en campo pulsado con la enzima Notl confirmé los resultados
obtenidos con Sfil (figura 27), estableciendo que los grupos identificados por la
primera enzima estan altamente relacionados. Entre los 11 aislamientos analizados, se
identificaron 8 patrones electroforéticos. En 2 grupos de los 5 comparados, el perfil
resultd indistinguible (representados por circulos). A su vez, en otros dos grupos los
perfiles tuvieron un porcentaje de similitud del 91,4% vy los aislamientos C147/09 y
C155/09 tuvieron un porcentaje de similitud del 96,6% (representados por rectangulos)
(figura 27).

Dice (Opt:1.50%) (Tol 1.5%-L5%) (H>0.0% $>0.096) [0.0%-100.0%]
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C123/09  Villa Gesell Mejillines 2009-01-07
C152/09  Santa Teresita Mejillines 2009-01-07
C292/09  Mar Azul Berberechos  2009-03-04
C300/09  Mar Azul Berberechos  2009-03-04
C147/09  Santa Teresita Mejillines 2009-01-07
C155/09  Santa Teresita Mejillines 2009-01-07
C217/09  Mar Azul Berberechos  2009-01-21
C306/09  Mar Azul Berberechos  2009-03-04

Figura 27: Dendrograma de Notl-PFGE para los aislamientos de V. parahaemolyticus
seleccionados que presentaron patrones compartidos con la enzima Sfil. Se sefialan con
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circulos los grupos que resultaron indistinguibles entre si y con rectangulos los que difirieron en
una banda. En las columnas a la derecha de los perfiles de PFGE se presenta el nUmero de
aislamiento, el lugar de muestreo, el tipo de muestra y la fecha de extraccién de cada muestra.

Discusiodn

Este estudio de diversidad genética en aislamientos ambientales de
V. parahaemolyticus resulta ser el primero en Argentina, con el cual se logrd constituir
una primera base de datos de subtipos de V. parahaemolyticus circulantes en la costa
Atlantica de la provincia de Buenos Aires.

Al igual que otros estudios realizados mundialmente, se encontr6 alta diversidad
genética en los aislamientos de V. parahaemolyticus analizados por PFGE (Tanil et al.,
2005; Suffredini et al., 2011; Ellingsen et al., 2008). Se identificaron 16 patrones
electroforéticos entre los 25 aislamientos comparados. Solamente se identificaron 5
grupos genéticamente similares, de dos y hasta cuatro aislamientos cada uno.

En uno de los grupos, grupo 1 (figura 4.1) los aislamientos provinieron de diferentes
sitios de muestreo (Villa Gesell/Santa Teresita); en el grupo 4 (figura 4.1) los
aislamientos procedieron de distintos sitios de muestreo y de diferentes muestras (Mar
Azul/Santa Teresita y berberechos/mejillines), esto sugiere que estos agrupamientos
incluyeron aislamientos con amplia distribucién geografica y de diversas fuentes.

Asimismo, dentro de un mismo cluster (grupos 3 y 4) se observé la persistencia de
aislamientos similares a lo largo del tiempo (debido a que se aislaron en diferentes
muestreos), esto podria explicarse por el origen comun de esos aislamientos.

Estos resultados coinciden con lo publicado por Ellingsen et al., (2008) y Tanil et al.,
(2005) que observaron que aislamientos ambientales procedentes de diferentes sitios
de muestreo tenian el mismo perfil genético y algunos fueron estables en el tiempo. La
descarga del Rio de la Plata sobre la costa bonaerense en el periodo primavera
verano, y las corrientes costeras pueden transportar microorganismos de un sitio a
otro; esto podria explicar porque se observaron variantes similares de V.
parahaemolyticus en diferentes &reas.

Resulta importante destacar que el aislamiento C217/09 toxigénico (tdh+/trh+),
serotipo 0O4:K18, presenta el mismo perfil genético que el aislamiento C306/09 no
toxigénico (tdh-/trh-), serotipo 0O6:K18, ambos provienen de una muestra de
berberechos pero de diferentes muestreos.

Distintos estudios han corroborado que al mismo perfil de PFGE pueden pertenecer
hasta 4 serotipos pandémicos distintos (Wong et al., 2007; Martinez-Urtaza et al.,
2004). Los genes que participan en la génesis del serotipo se ubican en clusters, y la
conversion entre un serotipo y otro puede ocurrir con minimas diferencias genéticas, lo
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que puede no ser detectado en la macrorestriccidon del genoma completo al generar
los perfiles de PFGE (Wong et al., 2007).

Ademas, se ha sugerido que la serotipificacion de V. parahaemolyticus puede ser
engafiosa y de poco valor epidemioldgica (Gonzéalez-Escalona et al. 2008). Por otro
lado, Ellingsen et al. (2008) también observé que un aislamiento clinico (tdh+/tdh+)
tenia un patron de bandas similar a un aislamiento ambiental (trh-/tdh-). Ademas, Terai
et al. (1991) determinaron que algunas cepas poseian el gen tdh asociado a una
estructura tipo secuencia de insercién (Sl), estos elementos tienen la capacidad de
movilizarse y generar rearreglos genéticos, inactivando genes y realizando
delecciones en el ADN (Bennet 2004, citado por Dauros Singorenko, 2009).

Recientemente se detectdé desde 1 a 4 copias de Sl en el genoma de una cepa de
V. parahaemolyticus, observandose en un subcultivo fenbmenos de transposicién
(insercion y replicacion). Esto indica que estos fendmenos son usuales y que la
deteccién de factores de virulencia mediante PCR puede verse influenciada por la
insercion de Sl (Kamruzzaman et al., 2008). Esto podria explicar la falta de deteccién
de factores de virulencia en el aislamiento C306/09 y evidencia la necesidad de
realizar otros estudios moleculares para dilucidar la relacién entre ambos aislamientos.

A pesar de lo referido con respecto a la serologia para caracterizar la diseminacion
epidemioldgica de V. parahaemolyticus, resulta interesante mencionar que el serotipo
06:K18 observado en nuestro estudio, detectado inicialmente en Taiwan, comparte
identidad molecular con el clon pandémico O3:K6 (Wong et al., 2005). Lo importante a
resaltar es que, este aislamiento esta relacionado, serolégicamente con el clon
pandémico y por PFGE con un aislamiento toxigénico. Esto demuestra nuevamente la
necesidad de implementar mecanismos de vigilancia para este microorganismo y
profundizar en estudios moleculares.
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CONCLUSIONES

Este trabajo pone en evidencia la presencia de V. parahaemolyticus en la costa
atlantica de la provincia de Buenos Aires. Se confirmd su aislamiento en
muestras de agua, sedimento y moluscos bivalvos.

Se determiné la presencia de V. parahaemolyticus en el periodo primavera-
verano, detectandose que tanto la temperatura como la salinidad del medio
marino influyeron en la dinamica estacional observada.

Se ha demostrado la presencia de ambos marcadores de virulencia tdh y trh en
un aislamiento de V. parahaemolyticus en berberechos recolectados en la
costa bonaerense por técnicas de PCR multiplex. Este hallazgo representa la
primera evidencia en Argentina de aislamientos ambientales potencialmente
patégenos para el hombre y sugiere principalmente, la necesidad de que se
investigue la presencia de V. parahaemolyticus en moluscos bivalvos, en las
condiciones en que se ofrecen al consumo.

Se determindé la diversidad genética de los aislamientos de
V. parahaemolyticus identificados en moluscos bivalvos, observandose algunos
subtipos relacionados, presentes en diferentes sitios y otros persistentes a
traves del tiempo en los sitios de muestreo.

Finalmente, se evidencia la necesidad de profundizar estos estudios, como
también fortalecer el diagnéstico clinico de este patégeno en las zonas de
mayor riesgo, para aportar herramientas de vigilancia y monitoreo en el area de
Salud y en los reservorios del ambiente acuatico, promoviendo la aplicacion de
técnicas estandarizadas de identificacion y subtipificacion a fin de facilitar la
comparacion de aislamientos circulantes a nivel nacional, regional e
internacional.
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ANEXOS

Al. Detalle de las muestras de agua, datos fisico-quimicos obtenidos por muestreo y
resultados de la deteccion de V. parahaemolyticus.

Muestreo  Fecha Sitio  Muestra T°C  Sal.(ups) pH +/- TCBS CAV +toxR  +tdh/trh
Col. Col.
Verde-  plrpuras
azuladas
1° 29/10/08 VG Agua 15 32,97 82 - 1 0 0 0
ST Agua 15,3 30,23 8 + 4 4 0
20 18/11/08 VG Agua 16 33,75 8 - 0 0 0 0
ST Agua 18 24,83 8 + 2 2 2 0
3° 11/12/08 VG Agua 18 30,7 8 + 4 2 2 0
ST Agua 19 30,05 8 + 2 1 1 0
40 7/01/09 VG Agua 19,5 32,43 8 - 0 0 0 0
ST Agua 22,5 27,56 7 - 3 0 0 0
50 21/01/09 VG Agua 21,5 32,74 75 o+ 2 2 2 0
ST Agua 23,2 28,42 72 + 3 3 3 0
6° 18/02/09 VG Agua 21 29,89 75 + 5 2 2 0
ST Agua 24 26,83 7 + 3 2 2 0
7° 04/03/09 VG Agua 20,5 31,02 78 + 3 2 2 0
ST Agua 22,3 24,86 78 + 3 2 2 0
8° 18/03/09 VG Agua 20 31,47 8 + 5 4 4 0
ST Agua 22 27,26 8 + 5 5 5 0
90 31/03/09 VG Agua 20 31,22 8 + 1 1 1 0
ST Agua 22 28,20 8 + 3 3 3 0
10° 22/04/09 VG Agua 16,5 32,60 7,5 - 1 0 0 0
ST Agua 19 26,22 75 - 4 0 0 0
11° 12/5/09 MA Agua 13,5 33,41 8 - 3 3 0 0
120 12/6/09 MA Agua 10 34,31 8,5 - 4 0 0 0
13° 16/7/09 MA Agua 8 34,22 8,5 - 0 0 0 0
14° 5/08/09 MA Agua 9 34,04 8 - 3 0 0 0
15° 28/8/09 MA Agua 11 34,18 8 - 0 0 0 0
16° 16/9/09 MA Agua 12 33,92 8 - 2 0 0 0
n=26 66 38 35 0

VG: Villa Gesell, ST: Santa Teresita, MA: Mar Azul; T°C: temperatura (grados centrigrados); Sal. (ups): salinidad
(unidades préacticas de salinidad); +/-: presencia/ausencia de V. parahaemolyticus; TCBS col. verde-azuladas: agar

TCBS n° de colonias verde-azuladas seleccionadas; CAV col. purpuras: agar CHROMAgar Vibrio,

n° de colonias

purpuras seleccionadas; +toxR: n° de aislamientos positivos para el gen toxR, +tdh/trh: n® de aislamientos positivos para
genes tdh y/o trh..

y moluscos bivalvos de la costa Atlantica de Buenos Aires
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ANEXOS

A2. Detalle de las muestras de sedimento, datos fisico-quimicos obtenidos por muestreo y
resultados de la deteccion de V. parahaemolyticus.

Muestreo  Fecha Sitio Muestra T°C Sal.(ups) pH NMP/g TCBS CAV  +toxR +tdh/trh
Col.verde- ,C0|'
azuladas  PUrPUras

1° 29/10/08 VG  Sedimento 15 32,97 8,2 <0,3 2 2 0 0
ST  Sedimento 15,3 30,23 8 <0,3 2 0 0 0

20 18/11/08 VG Sedimento 16 33,75 8 <0,3 0 0 0 0
ST Sedimento 18 24,83 8 <0,3 0 0 0 0

3° 11/12/08 VG  Sedimento 18 30,7 8 <0,3 3 0 0 0
ST Sedimento 19 30,05 8 0,36 4 2 2 0

40 7/01/09 VG  Sedimento 19,5 32,43 8 <0,3 3 2 0 0
ST  Sedimento 22,5 27,56 7 9,1 7 4 4 0

50 21/01/09 VG  Sedimento 21,5 32,74 7,5 0,36 5 3 3 0
ST  Sedimento 23,2 28,42 7,2 21 13 10 7 0

6° 18/02/09 VG  Sedimento 21 29,89 7,5 <0,3 5 0 0 0
ST Sedimento 24 26,83 7 9,1 3 2 2 0

7° 04/03/09 VG  Sedimento 20,5 31,02 7,8 <0,3 10 5 0 0
ST Sedimento 22,3 24,86 7,8 <0,3 6 0 0 0

8° 18/03/09 VG  Sedimento 20 31,47 8 <0,3 1 0 0 0
ST Sedimento 22 27,26 8 <0,3 10 0 0 0

9o 31/03/09 VG Sedimento 20 31,22 8 <0,3 2 0 0 0
ST Sedimento 22 28,20 8 <0,3 3 0 0 0

10° 22/04/09 VG  Sedimento 16,5 32,60 7,5 <0,3 1 1 0 0
ST Sedimento 19 26,22 7,5 15 22 7 5 0

11° 12/5/09 MA Sedimento 13,5 33,41 8 <0,3 3 0 0 0
12° 12/6/09 MA  Sedimento 10 34,31 8,5 <0,3 0 0 0 0
13° 16/7/09 MA  Sedimento 8 34,22 8,5 <0,3 0 0 0 0
14° 5/08/09 MA Sedimento 9 34,04 8 <0,3 0 0 0 0
15° 28/8/09 MA Sedimento 11 34,18 8 <0,3 0 0 0 0
16° 16/9/09 MA  Sedimento 12 33,92 8 <0,3 0 0 0 0
n=26 105 38 23 0

VG: Villa Gesell, ST: Santa Teresita, MA: Mar Azul; T°C: temperatura (grados centrigrados); Sal. (ups): salinidad
(unidades practicas de salinidad); NMP/g: Niumero Mas Problable de V. parahaemolyticus por gramo; TCBS col. verde-
azuladas: agar TCBS n° de colonias verde-azuladas seleccionadas; CAV col. purpuras: agar CHROMAgar Vibrio, n° de
colonias purpuras seleccionadas; +toxR: n° de aislamientos positivos para el gen toxR, +tdh/trh: n° de aislamientos
positivos para genes tdh y/o trh..
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ANEXOS

A3. Detalle de las muestras de moluscos bivalvos, datos fisico-quimicos obtenidos por

muestreo y resultados de la deteccién de V. parahaemolyticus.

Muestreo  Fecha Sitio Muestra T°C Sal.(ups) pH NMP/g TCBS CAV + +tdh
colonias Colonias toxR Jtrh
verde- purpuras
azuladas
1° 29/10/08 VG  Berberechos 15 32,97 8,2 <0,3 3 0 0 0
ST Mejillines 15,3 30,23 8 <0,3 9 1 0 0
20 18/11/08 VG  Berberechos 16 33,75 8 <0,3 0 0 0 0
ST Berberechos 18 24,83 8 0,36 1 1 1 0
3° 11/12/08 VG  Berberechos 18 30,7 8 <0,3 5 0 0 0
ST Mejillines 19 30,05 8 28 12 6 6 0
40 7/01/09 VG Mejillines 19,5 32,43 8 7,3 4 3 3 0
ST Mejillines 22,5 27,56 7 34 16 12 12 0
50 21/01/09 MA  Berberechos 21,5 32,74 7,5 9,1 13 4 4 1
6° 18/02/09 MA  Berberechos 21 29,89 7,5 20 8 5 5 0
7° 04/03/09 MA  Berberechos 20,5 31,02 7,8 11 16 12 11 0
8° 18/03/09 MA  Berberechos 20 31,47 8 <0,3 9 1 0 0
90 31/03/09 MA  Berberechos 20 31,22 8 <0,3 1 0 0 0
10° 22/04/09 MA  Berberechos 16,5 32,60 7,5 <0,3 5 0 0 0
11° 12/5/09 MA  Berberechos 13,5 33,41 8 <0,3 0 0 0 0
Almejas 13,5 33,41 8 <0,3 7 0 0 0
12° 12/6/09 MA  Berberechos 10 34,31 8,5 <0,3 4 0 0 0
13° 16/7/09 MA  Berberechos 8 34,22 8,5 <0,3 3 0 0 0
14° 5/08/09 MA  Berberechos 9 34,04 8 <0,3 2 0 0 0
15° 28/8/09 MA  Berberechos 11 34,18 8 <0,3 0 0 0 0
16° 16/9/09 MA  Berberechos 12 33,92 8 <0,3 0 0 0 0
ST Almejas 12 32,04 8 <0,3 0 0 0 0
n=22 118 45 42 1

VG: Villa Gesell, ST: Santa Teresita, MA: Mar Azul; T°C: temperatura (grados centrigrados); Sal. (ups): salinidad
(unidades précticas de salinidad); NMP/g: Namero Mas Problable de V. parahaemolyticus por gramo; TCBS col. verde-
azuladas: agar TCBS n° de colonias verde-azuladas seleccionadas; CAV col. parpuras: agar CHROMAgar Vibrio, n° de
colonias purpuras seleccionadas; +toxR: n° de aislamientos positivos para el gen toxR, +tdh/trh: n® de aislamientos
positivos para genes tdh y/o trh..
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ANEXOS

A4. Detalle de los resultados de los pardmetros fisico-quimicos obtenidos en cada muestreo.
Se muestran datos de temperatura del agua de mar (°C), salinidad (ups) y pH.

Temperatura Salinidad pH
Muestreo Fecha
°C ups

VG/MA ST VG/MA ST VG/MA ST
1° 29/10/08 15 153 32,97 30,23 8,2 8
20 18/11/08 16 18 33,75 24,83 8 8
3° 11/12/08 18 19 30,7 30,05 8 8
40 07/01/09 19,5 22,5 32,43 27,56 8 7
50 21/01/09 21,5 23,2 32,74 28,42 7,5 7,5
6° 18/02/09 21 24 29,89 26,84 7,5 7
7° 04/03/09 20,5 22,3 31,02 24,86 8 8
8° 18/03/09 20 22 31,47 27,26 8 8
90 31/03/09 20 22 31,22 28,20 8 8
10° 22/04/09 16,5 19 32,60 26,22 7,5 7,5
11° 12/05/09 13,5 - 33,41 - 8 -
12° 12/06/09 10 - 34,31 - 8,5 -
13° 16/07/09 8 - 34,22 - 8,5 -
14° 05/08/09 9 - 34,04 - 8 -
15° 28/08/09 11 - 34,18 - 8 -
16° 16/09/09 12 - 33,92 - 8 -

VG: Villa Gesell, ST: Santa Teresita, MA: Mar Azul;
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