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RESUMEN

A nivel mundial se conoce el género Vibrio como causante de vibriosis, con una letalidad
importante en humanos. En Colombia, la distribucion geografica del género es desconocida.
Sin embargo, en este estudio se investigd su presencia en Jagieyes, un método rudimentario
utilizado por la comunidad Wayuu para abastecerse de agua. EI objetivo de esta
investigacion fue caracterizar Vibrio spp aislados en aguas de jagleyes para consumo
humano en rancherias de Uribia, La Guajira. Para ello, se realizo la pesquisa de las especies
de este género en seis jagueyes: Urruracha, Kalinapion, corintios, Talaaulamana,
Coropontain y Kalinapion B mediante métodos de identificacion tradicionales y automatizadas
comomicroscanwalkaway e identificacion proteémica (MALDI-TOF), perfil de susceptibilidad,
resistencia a antibioticos y andlisis de factores enzimaticos de virulencia mediante técnicas

convencionales.

Se aislaron 27 morfotipos de Vibrio spp, por especie predominé V. cholerae en un 100 %; el
perfil de susceptibilidad y resistencia a antibiéticos evidencio que el 19 % de las cepas fueron
resistentes a ampicilina, 15 % tetraciclinas y algunas con susceptibilidad intermedia: 56 %
cefazolina, 11 % ceftazidima y 26 % cepas a imipenem. El andlisis enzimatico mostro la
presencia de hemolisina en el 100 % de las cepas, lecitina en el 89 %, gelatinasa 85 %,

Dnasas 81 % y proteasas en un 56 %.

Por medio de este trabajo se confirmala presencia de una especie de Vibrio potencialmente
patégena en el municipio de Uribia, La Guajira, lo que podria considerarse como un gran

problema de salud publica para las comunidades indigenas presentes en estas zonas

Palabras claves: Vibrio spp, microscan walkaway, MALDI-TOF, antibiéticos, enzimas
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SUMMARY

The genus Vibrio is known worldwide as the cause of vibriosis, with significant lethality in
humans. In Colombia, the geographical distribution of the genus is unknown. However, this
study investigated its presence in Jagieyes, a rudimentary method used by the Wayuu
community to supply water. The objective of this research was to characterize Vibrio spp
isolated in jagtiey waters for human consumption in ranches in Uribia, La Guajira. To this end,
the species of this genus were investigated in six jagueys: Urruracha, Kalinapion, Corinthians,
Talaaulamana, Coropontain and Kalinapion B using traditional and automated identification
methods such as walkaway microscan and proteomic identification (MALDI-TOF),
susceptibility, resistance to antibiotics and analysis of enzymatic virulence factors using
conventional technigues.

27 morphotypes of Vibrio spp were isolated, by species V. cholerae predominated by 100%;
The profile of susceptibility and resistance to antibiotics showed that 19% of the strains were
resistant to ampicillin, 15% tetracyclines and some with intermediate susceptibility: 56%
cefazolin, 11% ceftazidime and 26% strains to imipenem. The enzymatic analysis showed the
presence of hemolysin in 100% of the strains, lecithin in 89%, gelatinase 85%, DNAses 81%
and proteases in 56%.

Through this work, the presence of a potentially pathogenic Vibrio species in the municipality
of Uribia, La Guajira, is confirmed, which could be considered a major public health problem

for the indigenous communities present in these areas.

Keywords: Vibrio spp, microscan walkaway, MALDI-TOF, antibiotics, enzymes
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1. INTRODUCCION
Las enfermedades diarreicas agudas (EDA) son consideradas como una de las principales
causas de morbilidad y mortalidad en el mundo, (Herrera-Benavente IF y col., 2018). Dentro
de sus agentes causales, se identifican diferentes bacterias, sin embargo, Vibrio cholerae es
una de las especies con mayor importancia clinica y epidemiolégica, por ser el agente causal

de una enfermedad conocida como Cdlera. (Hsueh BY y col., 2019; Parte AC, 2018).

Véron en 1965, propuso agrupar aquellos géneros cuyas especies fueran oxidasa positiva y
moviles por flagelo polar (familia Vibrionaceae). La familia esta estrutcturada por los géneros
Enhydrobacter, Photobacterium, Aeromonas, Plesiomonas y Vibrio. El género Vibrio incluye
37 especies de las cuales 12 se han identificado como agentes etiol6gicos de enfermedades
en humanos, y de éstas, 10 se consideran haldfilas (V. alginolyticus, V. carchariae, V.
cincinnatiensis, V. damsela, V. fluvialis, V. furnissii, V. hollisae, V. metschnikovii, V.

parahaemolyticus y V. vulnificus)

Las bacterias pertenecientes al género Vibrio se conocen por causar enfermedades coléricas
y ho coléricas , enfermedades persistentes en paises en via de desarrollo y se estima que
por lo menos cada afio ocurren hasta 4 millones de casos, causando un promedio de 21.000
a 143.000 muertes segun la Organizacién Mundial de Salud (OMS, 2020). V. cholerae se
puede aislar de diversas fuentes como el agua, el suelo y algunos alimentos como pescados,
mariscos entre otros y el ser humano que es conocido como un hospedero accidental y
transitorio (Gonzalez LM vy col., 2011; Chin J y col.,, 2001). Desde el punto de vista
morfolbgico, este microorganismo posee una estructura curvacon la presencia de un flagelo
polar, dependiendo de la especie contard con ciertos factores de virulencia, asi como
diferentes actividades enzimaticas y patrones de susceptibilidad y resistencia a antibiéticos

(Farmer J y col., 2015).
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Ademads, estos microorganismos estan involucrados en enfermedades de animales,
representando un peligro para la faunaacuatica. (Lafourcade, 2005). Los vibrios son bacterias
heterétrofas, cuyo habitat primario son los ecosistemas acuaticos salobres y marinos, donde
ocupan una gran diversidad de nichos. Se encuentran presentes en columnas de aguas y
sedimentos, por lo tanto, se pueden encontrar como bacterias de vida libre, comensales,

saprobias o parasitas. (Rosas et al, 2004).

Gran parte de los municipios de La Guajira tiene un gran déficit de los servicios publicos de
saneamiento de agua potable, los cuales son necesarios para mejorar la calidad de vida de
la poblacién. Mejia Gémez (2022). Igualmente, Segun Hernandez et al., (2011) el agua que
no cumpla los parametros adecuados puede causar enfermedades gastrointestinales que
afectan la microbiota natural del aparato digestivo; debido a la presencia de microorganismaos

patégenos, los sintomas mas comunes son fiebre, diarrea y vémito.

Actualmente, es poco comun mencionar la presencia de microorganismos patdgenos
presentes en el agua, pues deben existir condiciones que los beneficien para poder
desarrollarse. (Banerjee, R., Das, B., Nair, B., Basak, S., 2014). Es importante mencionar que
no existe suficiente evidencia acerca de especies del género Vibrio presente en jaglieyes los
cuales estén causando infecciones gastrointestinales, que en su mayoria atentan contra la
vida de las personas. El proposito de este estudio fue caracterizar cepas de Vibrio spp,
obtenidas de jagleyes destinados al consumo humano, para lograr esto, se emplearon
técnicas microbiologicas tanto presuntivas como definitivas, permitiendo asi una identificacion

precisa y detallada de las cepas estudiadas
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El agua es necesaria para la elaboracion de alimentos y la realizacion de muchas actividades
antropogénicas. (Andino, F. 2010). Este recurso hidrico, puede contaminarse mediante el
vertimiento de aguas residuales, industriales, explotaciones ganaderas, restos organicos y
biolégicos, entre otras. (Rodriguez,2010) Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
el consumo de aguas contaminadas esta relacionado con la transmision de enfermedades
como el céleray otras diarreas, la disenteria, la hepatitis A, la fiebre tifoidea y la poliomielitis,
donde més de 842.000 personas mueren cada afio de diarrea como consecuencia de la
insalubridad del agua, saneamiento insuficiente o mala higiene de las manos (OMS, 2022).
Ademas, la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) asegura que muchas de las
enfermedades por el consumo y uso del agua contaminada se debe a la presencia de

microorganismos y sustancias quimicas. (OPS,2020)

Vibrio spp, es una de las bacterias establecidas como contaminante del agua, estos
microorganismos ocasionan enfermedades como lo es la vibriosis que es provocada por
V.parahaemolyticus, V.alginolyticus y V.vulnificus, V. mimicus, Vibrio cholerae NO-O1/NO-
0139 entre otras especies, mediante el consumo de aguas estuariales, salobres, marinas o
comidas de mar y la exposicion de heridas a aguas marinas .(Baker et al, 2018), Vibrio
cholerae se encuentra de forma natural en la microbiota de las zonas costeras marinas y
estuarios de América del Norte. A pesar de esto, existe una escasez de investigaciones
acerca de su presencia en areas que no son costeras en regiones de Suramérica y su
presencia puede deberse a las condiciones ambientales generadas por el cambio climatico;
factor considerado como determinante en las nuevas propagaciones de enfermedades

emergentes transmitidas por el agua. (Baker et al., 2017; Daboul et al., 2020).

En el afio 2019, los Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC)

informaron de 80,000 casos de vibriosis en Estados Unidos, con un lamentable saldo de entre
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500 y 1,000 muertes. Esto es debido a que las personas con sistemas inmunoldgicos
debilitados, especialmente aquellos que padecen enfermedades hepaticas cronicas, son mas
susceptibles a enfermarse por Vibrio spp a través del torrente sanguineo, lo que puede
resultar en una enfermedad grave y potencialmente letal. Sin embargo, las manifestaciones
clinicas de esta enfermedad van a depender del agente causal, que normalmente se
caracteriza por una diarrea acuosa, acompafada de coélicos abdominales, nauseas, vomitos

y fiebre.(CDC,2019)

Por otro lado, se encuentra la enfermedad colérica producida por V. cholerae de serogrupos
01/0139, causa una diarrea acuosa aguda grave, nauseas, vomitos; ocasionando una gran
deshidratacion rapida por el desequilibrio electrolitico, que, si no es tratada de manera
oportuna con antibioticos y rehidratacion oral, puede llegar a un shock hipovolémico, acidosis

metabdlica y finalmente la muerte en muy poco tiempo (OMS, 2022; Whitten, 2018).

Segun la OMS (2022), a nivel mundial se estima que cada afio se presentan de 1,3 a 4,0
millones de casos de coéleray de 21.000 a 143.000 muertes. En Colombia, los Ultimos casos
reportados de coélera datan del afio 2004, especificamente tres casos provenientes de Narifio;
desde entonces, hasta la fecha actual, no se ha registrado ningun caso de coélera en el pais.

(Minsalud, 2011).

El departamento de La Guajira presenta una brecha en cobertura y calidad de servicios de
acueductoy alcantarillado en zonas urbanas y rurales. Segun el Censo Nacional de poblacion
y vivienda, En el afio 2005, el Municipio de Uribia tenia una cobertura de acueducto del 85 %.
Sin embargo, para el afio 2018, esta cifra se redujo significativamente al 39 %, mostrando
una disminucion porcentual del 45 %. Del mismo modo, el servicio de alcantarillado contaba
con un 59 % y para el 2018 un 52 %, evidenciando una disminucion del 7 %. (DANE, 2018).
Por lo tanto, al no tener acceso a servicios adecuados de agua, saneamiento e higiene
presentan problemas de salud publica (OPS,2022)
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Las comunidades Wayuu, ubicadas municipio de Uribia, no disponen de agua potable, por lo
que suelen elaborar jaglieyes o0 pozos grandes para el almacenamiento de agua de lluvia que
son utilizadas para el consumo humano, limpieza, preparacion de alimentos, lavado de ropa
y utensilios de cocina, entre otros. Estos reservorios estan expuestos a contaminarse debido
a que no cuentan con una zona delimitada que impida el ingreso de animales y humanos,
ademas de la contaminacion por residuos organicos al agua y la influencia minera en la zona;
creando las condiciones propicias para la transmision de microorganismos. (Corpoguajira,
2007; Toledo et al., 2020) Del mismo modo, estos microorganismos no autéctonos, pueden
ingresar de manera natural a estas areas de estudio a través de factores ambientales como
la humedad, el aire y la precipitacion, sirviendo como un medio ideal para la dispersion de
diversos tipos de microorganismos, incluyendo esporas, bacterias, virus y hongos, originados

en otros entornos.(Rosa, 2002).

Por ello, es importante saber si se encuentran especies de Vibrio en estos depdsitos de agua,
gue puedan ser posibles agentes etiolégicos de enfermedades diarreicas, afectando a la
comunidad Wayuu y principalmente a los nifios. (Corpoguajira, 2007) Finalmente, después
de una revision bibliografica exhaustiva no se encontraron reportes sobre la presencia de
Vibrio spp en este tipo de aguas en la Alta Guajira. Igualmente, su consideracibn como
potenciales agentes causales de enfermedades diarreicas, por eso se busca identificar,
caracterizar bioquimicamente, patrones de resistencia, sensibilidad y presencia de enzimas

extracelulares como factores de virulencia.

Por consiguiente, surge la pregunta de investigacion:
¢ Se encuentran presentes especies potencialmente patdgenas de Vibrio como: V.cholerae,
V.parahaemolyticus, V.mimicus, V.vulnificus, entre otros, con factores enzimaticos de

virulencia en los jagiieyes de rancherias de Uribia, La Guajira?
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3. JUSTIFICACION
El municipio de Uribia es considerado como la capital de los indigenas en Colombia, la mayoria
de sus habitantes se ubican en zonas desérticas fuera de la zona urbana, viviendo en
comunidades donde la cabeza del hogar es representada por una mujer la cual es la autoridad
dentro de la comunidad, esta a su vez se encarga de disponer de todos los recursos necesarios
para la supervivencia de cada uno de sus integrantes o familiares, el principal objetivo es el
abastecimiento de agua, al ser un lugar desértico su disposicion es complicada, en algunas
ocasiones se abastecen por carro tanques llenos de agua, cabe resaltar que solo llegan al area
mas central de municipio y cuentan solo con una o dos pimpinas por comunidad, el ingreso al

sector puede ser complicado (ONIC - Wayuu, 2023) .

Sin embargo, las comunidades cuentan con jagiieyes comoreservorios para obtener agua, a partir
de la lluvia o excavacion manual, de esta manera satisfacen necesidades primarias, como
ingerirla, preparar alimentos, lavar utensilios de cocina y bafarse. Estas actividades son
realizadas en la mayoria de los casos sin un proceso de purificacion, decantacién o un método el
cual baje la carga de contaminantes microbianos, aproximadamente 154.856 habitantes Wayuu
en Uribia se encuentran expuestos a enfermedades infecciosas. La presencia de Vibrio spp en
adultos y niflos Wayuu originaria por la ingesta de agua de los jagueyes causa enfermedades
diarreicas agudas (EDA), deshidratacion y eventualmente la muerte, actualmente aun es

considerado como una amenaza mundial y de interés puablico (Parra,2023).

Por este motivo, realizar esta investigacion busca dar a conocer la importancia sobre la presencia
de Vibrio spp y su potencial patogénico en los jagueyes mediante el uso de técnicas
microbiolégicas tradicionales, seroldgicas y moleculares, tales como preenriguecimiento, siembra,
identificacién morfologica, medios de cultivos artesanales; deteccion del género microbiano por
medio de MicroScan WalkAway y MALDI-TOF, aportarian la informacion necesaria para la

identificacién de la especie de Vibrio y deteccién de los factores enzimaticos de virulencias.
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Por otro lado, se pretende tener un impacto social, mediante la concientizacion acerca de las
implicaciones del uso de esta agua sin previo tratamiento. Ademas, este estudio es relevante, ya
gue luego de una revision bibliografica exhaustiva no se encontré ningun articulo, tesis o trabajo
de grado que trate la temética de Vibrio spp en jaglieyes y su potencial como agentes patdgenos

para la poblacion Wayuu.

Esta pesquisa del género Vibrio en este tipo de agua superficial, posiblemente sera la primera
gue brindar& informacion sobre las especies de Vibrio que tienen como habitat estos depoésitos de
agua. Finalmente, gracias a los resultados de la investigacion se espera llenar el vacio del
conocimiento, llevando a la apertura de nuevas investigaciones, propuestas de mejoramiento y

desarrollo para las comunidades Wayuu.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Caracterizar Vibrio spp aislados en aguas de jaglieyes para consumo humano en
rancherias ubicadas en Uribia, La Guajira.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Describir los aislados segun su morfotipos, mediante la diferenciacion macroscopica,
microscopica y pruebas presuntivas del género bacteriano

e Categorizar bioquimicamente, patrén de sensibilidad a antibiéticos de los morfotipos
aislados de Vibrio spp, mediante el uso de pruebas automatizadas especificas y
confirmacion proteémica a través de espectrofotometria de masas

e Determinar marcadores fenotipos de patogenicidad en las cepas identificadas
mediante medios de cultivos que evidencian la actividad enzimética de las especies

aisladas
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5. MARCO TEORICO

5.1 Antecedentes
Antes de mencionar las investigaciones realizadas, es importante resaltar que no existen

estudios de Vibrio spp en aguas de jagleyes de Rancherias de Uribia, La Guajira por lo que,

se seleccionaron analisis relacionados con nuestra investigacion.

Por consiguiente, existen estudios internacionales, como el grupo de Venkateswaran (1989),
su objetivo fue la presencia y caracterizacion de Vibrios toxigénicos en muestras de agua
superficial y de sedimentos del entorno de agua dulce del rio Ohta. Implementaron métodos
convencionales, cultivos, filtracion, e identificacion de hemolisinas. Evidenciando la presencia
de 361 cepasy 12 especies de Vibrio, donde el més prevalente fue Vibrio parahaemolyticus,
el cual se aislo en agua dulce. De las 361 cepas, 132 fueron hemoliticas y en una
caracterizacion adicional revelaron 82 % de Vibrio hemoliticos (107 cepas) produjeron
diversas toxinas, por lo que el 71 % fue de 93 cepas, con elaboracion de citotoxicas, el 55 %
fueron 72 cepas con la elaboracion de hemolisinas y el 44 % de 58 cepas respondieron para

las dos toxinas (citotoxina y hemolisina) (Venkateswaran, 1989)

Otros estudios como el de ThongChankaew (2011), usaron la técnicade cultivo, Electroforesis
en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE), evidenciando que Vibrio parahaemolyticus era
el méas prevalente en el lago Songkhla en época de verano, a nivel de técnicas Vibrio
parahaemolyticus fue el méas detectado por DGGE, mientras que V. alginolyticus fue la méas
prevalente por Cultivo (TCBS). Sin embargo, se observaron especies como V. vulnificus, V.
parahaemolyticus, V. navarrensis, V. fluvialis, V. albensis, V. brasiliensis, V. natriegens, V.
cholerae (non-O1/non-0139), y V. mimicus. De estas especies, V. vulnificus, V.
parahaemolyticus, V. fluvialis, V. cholerae, y V. mimicus son considerados patégenos de
humanos. (Thongchankaew et al., 2011) Del mismo modo Movaghari (2017) en la provincia
de Golestan, Iran, determind la prevalencia de Vibrio spp., y los genes de virulencia tcpA'y

ctxB en muestras aisladas de agua superficial y agua salada. Vibrio alginolyticus fue
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predominante con un 38 %, seguido de Vibrio parahaemolyticus 23 %, Vibrio harvei 15 %,

Vibrio fluvialis 14 % y Vibrio damsela 10 %. Ningun aislamiento present6d genes de virulencia.

(Movaghari,2017)

Por otro lado, Chepe y Silva (2017), no identificaron Vibrio spp en rio o lago, estos
investigadores lo realizaron en aguas de pozo subterraneo del distrito de Maorrope-
Lambayeque, analizo 21 pozos y obtuvo, Vibrio spp 5 (24 %) y 16 (76 %) negativos. De los
pozos subterraneos, se aislaron 9 especies de Vibrio spp, se identificaron que el 14 % fue
Vibrio cholerae no O1 (5 cepas) 11 % Vibrio fluvialis (4 cepas). A diferencia de Chunga (2018)
gue aisl6é cepas con factores de virulencia, con el gen tdh y con el gen trh, evidenciando que
la frecuencia del gen tdh fue mayor que la del gen trh tanto en aislados como en muestras de
agua de mar e igualmente la existencia de factores ambientales asociados a su presencia

como la temperatura y salinidad (Chunga,2018)

En aguas costeras y de estuario de Louisiana, Maryland, Mississippi y Washington de Estados
Unidos, Johnson et al (2018) us6 métodos moleculares para genes asociados a la hemolisina
termolabil (tih) y hemolisina directa termoestable (tdh) evidenciando que eran potencialmente
patégenos. Adicionalmente, Mubassir (2019) en un rio evalud la resistencia a antibidticos y
Hemolisis de Vibrio spp, observaron que los cuerpos de aguas son significativos en la

propagacion y transmision de infecciones por Vibrio spp. (Mubassir et al, 2019)

Boya (2021) mediante una PCR detect6 diferentes especies de Vibrio en aguas de Benin,
obtuvo Vibrio cholerae 35 %, Vibrio parahaemolyticus 18,60 % y Vibrio alginolyticus 13,95 %.
En el mismo afio Avila y su grupo de investigadores (2021) en la ciudad de Reynosa, tomaron
muestras del caudal del Rio Bravoy de los dos canales interiores que recorren la ciudad para
identificar las especies de Vibrio y los genes de virulencia. Observaron que las cepas aisladas
fueron identificadas como Vibrio cholerae (74,5 %), Vibrio spp. (1,2 %) y Vibrio mimicus (0,6

%). En V. cholerae, los genes hlyA, ompU, tcpA, toxR en el 78,3, 62,5, 15-8 y 90,8 %
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respectivamente. y Solo en V. mimicus se detectaron los genes ompU y vmh. (Boya et al.,

Avila et al., 2021)

En el territorio colombiano, se han venido desarrollando investigaciones con identificaciones
bioquimicas, serotipificacion, métodos moleculares y presencia de genes de patogenicidad,
factores de virulencia y resistencia a antibioticos de las especies de Vibrio. Desde muestras
marinas hasta estuariales y dulces, destacandose la presencia de especies de Vibrio,
especialmente V. cholerae, V. parahaemolyticus y V. vulnificus, portando genes de virulencia
que codifican para hemolisinas, proteasas, colagenasas y resistencia a numerosos
antibiéticos de uso clinico (Ceccarelli et al., 2015; Chen et al., 2017; Kahler et al., 2015).
Recientemente Sanchez (2020) identifico y caracterizd genotipicamente aislamientos de V.
cholerae, V. Parahaemolyticus, V. alginolyticus, V. fluvialis y V. vulnificus, recuperadas de
muestras ambientales (Brindadas por INVEMAR), obtuvo la prevalencia de V.
parahaemolyticus (41\195) y V. alginolyticus (28\195) y portaron genes de virulencia como
nanH (43 %), hiyA (54.5 %), tdh (16,4 %), vfh (96 %), vcgC (85.7 %) o VcgE (14.2 %).

(Sanchez, 2020).

Cabrera (2008), junto con colaboradores, realizaron un estudio para conocer la
susceptibilidad intestinal causada por V. cholerae no O1. Dentro de este estudio evaluaron,
la presencia de factores de virulencia (Hemolisinas, gelatinasa, lecitinasa, hemaglutinacion,
Dnasa, elastasa y adherencia a células Hep-2), de la cual obtienen como resultado que las
enzimas hemolisinas y gelatinasa estuvieron presentes en un 100 % de las cepas
investigadas, en cuanto a la adherencia a celular Hep-2 observaron en el 87 % de las cepas,
el resto de las enzimas analizadas, lecitinasa, elastasa y DNasa resultaron positivas en el 80
%, 86 % y 73 % de las cepas, los investigadores concluyen que las cepas estudiadas al
menos dos factoresde virulencia de los investigadores se encontraron presentes en todas las

cepas con un 100 %. (Cabrera R, 2008)
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Finalmente, se destaca que, de las muestras analizadas, ninguna corresponde a las aguas
de jagleyes, por lo que no se dispuso de muchas bibliografias a nivel nacional ya que todas

estaban enfocadas a nivel alimentario y marino.

5.2. Marco conceptual

5.2.1 Enfermedades transmitidas por agua

Las enfermedades transmitidas por agua son aquellas enfermedades causadas por el
consumo de agua contaminada (restos fecales de humanos o animales) los cuales incluyen
a una variedad de microorganismos patdgenos tales como, bacterias, hongos, virus y
parasitos, dentro de estos factores se encuentra la diarrea siendo las mas frecuente, es uno

de los principales problemas de interés de salud publica. (Bos R, 2005).

5.2.2 Genero Vibrio

5.2.2.1 Generalidades Vibrio

El género Vibrio, pertenece a la familia Vibrionaceae (Chimetto et al.2011), se caracteriza por
ser bacilos curvos Gram negativos, moviles, anaerobio facultativo, oxidasa y catalasa positiva,
antigeno somético O y un amplio crecimientoen rangos de temperatura por lo general habita
en zonas acuaticas de manera libre y en algunos casos se encuentra asociado con

fito/zooplancton, por su resistencia a NaCl. (Garcia et al, 2010).

Este género retine unas 80 especies, 12 de estas son patdgenas para el hombre, entre las
mas comunes estan; V. cholerae, V. parahaemolyticus V. vulnificus, V. alginolyticus, V.
fluviales, V. hollisae, V. damsela y V. mimicus, V. furnissii V. metschnikovii, V.

cincinnatiensis, V. carchariae, (Morris y Achenson, 2003)

Habitat

Se encuentran en ambientes acuaticos (ecosistemas marinos y fluviales), donde adoptan

formas de vida libre, como simbiontes de animales acuaticos o como parasitos de peces
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(Thompson et al., 2004). Crecen a una temperatura de 35 °C a 37 °C. Son consideradas
halofilas, por lo que requieren para un crecimiento 6ptimo de concentraciones de NaCl (no
inferior al 1 %), por lo general una concentracion del 0,5 % permite el aislamiento de las

mismas. (Bermejo, 2000).

5.2.3 Relacion de Vibrio spp y Salud publica

5.2.3.1 Vibriosis

La vibriosis son todas las infecciones causadas por especies de Vibrio, las cuales son
diferentes a V. cholerae 01/0139 (infecciones de heridas y cuadros gastrointestinales auto
limitados) (Raszl, el al., 2016). Se adquiere por consumo de agua, alimentos marinos con
poca coccidny en menor proporcion al tener contacto directo con la herida en un ecosistema
marino. Por lo general los brotes de vibriosis se suelen originar cuando hay un cambio de las
condiciones ambientales produciendo un aumento en la velocidad de reproduccién bacteriana

(Cuéllar y Anjel, 2013)

Actualmente existen variaciones en diferentes condiciones ambientales que ha logrado un
incremento de poblacién en cuanto a su especie en su nicho ecoldgico, siendo una reserva

potencialmente patdgena para el hombre (Morris y Achenson, 2003).

5.2.3.2 Especies de Vibrio asociadas a vibriosis

Existen formas no coléricas, producida por otros serogrupos de V. cholerae, V.
parahaemolyticus, V. hollisae, V, mimicus, V. alginolyticus V. fluvialis y V. vulnificus.
Normalmente habitan en aguas saladas calidas, por lo general. mimicus, V. parahaemolyticus
y V. hollisae causan brotes de diarrea originados a partir de alimentos marinos mal cocidos.
V. alginolyticus y el V. vulnificus causan infecciones graves de las heridas; ninguno de los

anteriormente mencionados causa enteritis. (Bush y Vazquez, 2020)
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5.2.3.3 V. cholerae Non-01/0139

Existen cerca de 200 serogrupos que se incluyen en este grupo que no son portadores de la
toxina colérica y son causantes de infecciones intestinales y extra intestinales moderadas
(Chowdhury et al., 2016) V. cholerae (no-O1/no-0139) produce gastroenteritis y ademas, se
han reportado casos de infecciones en heridas y oido, y bacteriemia primaria (Deshayes S et
al., 2015) Asimismo, esta bacteria se ha identificado en infecciones de las vias urinarias y de
la via biliar, neumonia y peritonitis (Chen YT et al., 2015; Deshayes S et al., 2015). La
virulencia estd dada por los genes tcpA, rtx, msh, nanH y hlyA, relacionados con mayor
capacidad infectiva y de colonizacion; igualmente otros en la supervivencia en el medio

ambiente (Chakraborty et al., 2000; Chowdhury et al., 2016; Hasan et al., 2013).

5.2.3.4 V. alginolyticus.

Habitan en ambientes marinos, del género Vibrio son la mas haldfilas, se encuentran
extensamente distribuidas a nivel mundial donde su prevalencia ha ido aumentando
(Mustapha y Nozha., 2013). Su fisiologia no es clara, por lo que es asociada a diferentes tipos
de enfermedades relacionadas a; infecciones de otitis, heridas, conjuntivitis, cuadros
gastrointestinales y otras infecciones extraintestinales (Zavala, Quifiones, y Vazquez,
2005). Algunos autores mencionan que este tipo de género cuenta con agentes de virulencia
gue le confieren una capacidad patogénica como hemolisina, proteasa y cdpsula entre otros.

(Hernandez et al., 2016).

5.2.3.5 V. parahaemolyticus.

Especie aislada en caso de gastroenteritis causada por Vibrio spp., se transmite por el
consumo de alimentos de origen marino contaminados (mariscos crudos) Se han reportado
casos en algunos paises, el aumento de la incidencia de V. parahaemolyticus, asociado por
a cambios climéticos y factores ambientales (Newton et al., 2014). Por otro lado, se plantea

el descubrimiento de nuevos serotipos con un potencial pandémico, dicha clasificacion esta
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basada en el antigeno O y el antigeno K, resultando alguno de ellos mas patégenos para el

hombre (Chowdhury et al., 2000).

5.2.3.6 V. fluvialis

Esta distribuido en estuarios y ambientes marinos, debido a consideraciones patogénicas esta
cobrando mayor importancia clinica (Igbinosa y Okoh, 2010). Cuenta con diferentes
mecanismos de virulencia que le permite ser un patégeno para el hombre, especificamente
en casos de gastroenteritis (Ramamurthy, Chowdhury, Pazhani y Shinoda, 2014), sin

embargo, en la actualidad no se ha aclarado completamente su papel en la fisiopatogenia.

5.2.3.7 V. vulnificus

Por sus caracteristicas, es comuan en ecosistemas marinos y estuarinos, se transmite por el
consumo, contacto de agua marina y consumo de mariscos contaminados (Horseman y
Surani, 2011; Chen et al., 2003). Las infecciones por lo general presentan un espectro de

manifestaciones clinicas (gastroenteritis e infecciones de piel y tejidos) (Kurdi et al., 2014).

5.2.3.8 V. mimicus

Vibrio mimicus es de habitat acuético, por lo general es aislado de costas, rios estuarios y
rios de zonas cédlidas, forma parte del microbiota del zooplancton, en moluscos y crustaceos
gue se alimentan por medio de filtracion (Vieira, 2001). Puede tolerar concentraciones de
NaCl a partir del 6 % y es un contaminante importante en productos de pesca y en agua.

Ocasiona nauseas, diarrea, dolores abdominales y voémito (Gonzalez et al., 2005).

5.2.4 Marcadores enzimaticos de patogenicidad de Vibrio spp
La patogenicidad estd medida por la presencia de genes de virulencia que son codificantes
de diferentes marcadores fenotipicos virulentos, estos actian conjuntamente para facilitar la

patogenia y colonizacion de estos (Fernandez y Alonso, 2009).
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5.2.4.1 Hemolisinas

Son exotoxinas las cuales actian sobre la membrana (gl6bulos rojos) generando lisis en la
célula, algunas hemolisinas forman poros en la membrana plasmatica de los eritrocitos, por
la cual la hemoglobina (iones) se liberan. (Prescott et al., 2002). Las hemolisinas son las
toxinas que se presentan con mayor frecuencia entre las especies patégenas del género
Vibrio, la expresion de estas hemolisinas en algunas especies de Vibrio se regula por las
condiciones de accesibilidad de hierro dentro del huésped, por lo que durante su infecciony
en algunos casos, la accion hemolitica no solo es limitada a los eritrocitos, por lo contrario,
afecta a varios tipos de células como mastocitos, células polinucleares y neutrofilos

(Fernandez et al., 2009).

5.2.4.2 Proteasa

Son enzimas proteoliticas o peptidasas, cumplen el papel de catalizar la hidrdlisis de enlaces
peptidicos de varias proteinas, generando comoresultado la formacionde péptidos o algunos
aminoacidos (libres), por su especificidad por altos sustratos, dan lugar a la division selectiva
de proteinas. (Gupta et al., 2002; Sabotic y Kos,2012; Kamal et al, 2017). Las bacterias del
género Vibrio son capaces de producir enzimas proteasas, con el fin de obtener nutrientes

por medio de la digestion de diferentes sustratos proteicos. (Miyoshi, 2013).

5.2.4.3 DNasa

Endonucleasa extracelular, la cual es especifica para la degradacion de DNA (acido
desoxirribonucleico), en algunos casos las DNasas bacterianas requieren cationes
(divalentes), en su mayoria son proporcionado por peptonas, en el medio de crecimiento, los
limites de pH para que la enzima tenga actividad dependeran de qué tan acido, alcalino o
neutro es, 5,5, 8,5 y el 6ptimo 7,2. (Harper, 1997; Bernheimer, 1951; Kozloff 1953). Las DNasa
se encuentran en extractos de diversos microorganismos, sin embargo, este tipo de enzimas

se reportan en muy pocas especies, como estreptococos del grupo A (Wannamaker, 1964),
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especies de Bacillus (Jeffries, 1957) y especies de Vibrio ( Marsik et al., 1982), entre otros

géneros.

5.2.4.4 Gelatinasa

Algunas bacterias son productoras de enzimas extracelulares, las cuales hidrolizan la
gelatina, por un proceso conocido como gelatinosis. Estas son enzimas proteoliticas que son
consideradas factores de patogenicidad en los microorganismos que las presentan. La
gelatina, se encuentra compuesta de polipéptidos de alto peso molecular, los cuales son
derivados del colageno y sigue siendo material vulnerable al ataque de microorganismos en

condiciones ambientales favorables. (Gonzalez et al., 2010).

5.2.4.5 Lecitinasa

Se clasifican como fosfoglicéridos, son grupos los cuales contienen, glicerol, colina, acidos

grasos y acido fosforico (Holum, 1975).

5.2.4.6 Otros factores de virulencia

5.2.4.7 Qudérum sensing

Es un sistema encargado de regular la expresion genética, como respuesta a fluctuaciones
de la densidad poblacional, es decir, es un sistema de comunicacién que usan las bacterias,
para la regulacion de actividades fisiologicas (virulencia, movilidad, formacion de biofilm), las
moléculas sefial en Qudrum sensing son llamadas auto inductores (producidas y secretadas
al medio celular por las bacterias), cuando la densidad bacteriana aumenta, la concentracion
de las moléculas sefial también aumenta, hasta alcanzar un nivel de umbral, la sefial sera
percibida por la bacteria y transmitida al interior de esta, de este modos la bacteria sabra

cuando atacar a su huésped. (Miller et al 2001).

Por ejemplo, V. cholerae, V. harveyi, V. vulnificus y V. parahaemolyticus, son regulados por

este tipo de sistema, en el caso de V. mimicus, los mecanismos de regulacion los cuales
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involucran la expresion de factores de virulencia no han sido del todo estudiados. (Sultan et

al.,2006).

5.2.4.8 Pili

Pili se da por la colonizacion de la superficie de la mucosa, depende de la produccion de
cierta cantidad de apéndices filamentosos, localizados en la superficie de la bacteria
patégena, se encarga de regular la adherencia de la bacteria (receptores especificos del

huésped). (Taylor et al., 1987).

5.2.4.9 Apropiamiento de hierro

Para que la bacteria, logre general la infeccién esta debe contar con la capacidad de adquirir
el hierro de su huésped, por lo que el hierro es el principal nutriente indispensable para su
desarrollo optimo, la forma de obtener el hierro lo hace mediante la presencia de sideroforos,
son agentes quelantes los cuales actlan bajo escasas condiciones de hierro, tienen la

capacidad de solubilizacién de hierro a partir de complejos minerales. (Saha et al., 2012).

5.2.5 Técnicas de identificacién del género Vibrio.

5.2.5.1 Filtracion por membranas
El método de filtracion por membrana (MF) consiste en pasar muestras de agua problema por
medio de un filtro de membrana (microspora), donde en su superficie quedaran retenidos los

microorganismos (Milliore,2005).

Recientemente se han estado usando membranas Sartouris tipo AC con un didmetro de poro
(0.45 ym) cada membrana cumple con las especificaciones referenciadas en los métodos
estandar por la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (Sartorius,2003). La
membrana se incuba sobre un medio de cultivo que cuente con las condiciones adecuadas,
para luego realizar un conteo directo de las colonias sobre la superficie de la membrana

(Milliore,2005).
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5.2.5.2 Preenriquecimiento con agua peptonada alcalina y cloruro de sodio

El agua peptonada alcalina (APA), es fundamental para el crecimiento de Vibrio, en donde la
peptona brindara los nutrientes requeridos para el desarrollo de las bacterias, principalmente
amino&cidos de cadena corta y nitrdgeno, mientras que el cloruro de sodio (NaCl) mantiene
un equilibrio osmatico, el crecimientobacteriano se observa una vez el tubo se encuentre con

turbidez (Gil, 2019).

5.2.5.3 Medios de cultivo

5.2.5.3.1 Medio de cultivo Agar Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa (T.C.B.S)

Medio selectivo, nutritivo y para cultivo de Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus y otras
especies a partir de muestras de alimento y agua. El extracto de levadura, la tripteina y la
peptona de carne son los nutrientes necesarios para el desarrollo de microorganismos, la bilis
de buey, el citrato de sodio y el pH alcalino impiden el desarrollo de la flora acompafante,
favoreciendo de este modo el crecimiento de Vibrio spp, el cloruro de sodio y su alta
concentracion mantienen el balance osmético y una alta selectividad del medio. La sacarosa
en la fuente de carbono fermentable, el azul de bromotimol y el azul de timol son los
indicadores de pH, los microorganismos fermentadores de sacarosa presentaran colonias
amarillas y los no fermentadores colonias del color del medio, con centro verde. (Massey et

al, 2019).

5.2.5.3.2 Medio nutritivo NaCl 0,5 %

Medio con usos generales, para aislamiento y recuento de microorganismos, su uso esta
detallado en procesos para el andlisis de alimentos y agua entre otros materiales de
importancia sanitaria. Este medio no es selectivo, su fuente de carbono es el extracto de
carney la pluripeptona, aportando los nutrientes necesarios para el desarrollo bacteriano, el

cloruro de sodio mantiene el balance osmoético. Por otro lado, se le adiciona al medio NaCl
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(0,5 %), con el fin de que crezca el microorganismo de interés, los medios con estas
caracteristicas pueden ser suplementados para favorecer el crecimiento de microorganismaos

exigentes. (Franco et al., 2021).

5.2.5.4. Identificacién por pruebas presuntivas del género Vibrio

5.25.4.1. Prueba de |la Oxidasa

Segun el documento de Procedimientos en microbiologia clinica por Sanchez et al (2006). La
reaccion en cadena de la oxidada esta dada por enzimas oxidasas y se debe a la presencia
del citocromo oxidasa la cual activa la oxidacion del citocromo el cual es reducido por el
oxigeno molecular produciendo agua o en su defecto peréxido de hidrogeno segun la especie,
es decir, si el reactivo de la oxidasa es catalizado por la bacteria, este se tornara de color

purpura.

5.25.4.2. Pruebadela cuerda

Es una de las pruebas presuntivas, para sospechar de la presencia de Vibrio, ya que todos
sus biotipos dan como resultado positivo, algunos resultados pueden dar una reaccion débil
a la prueba de la cuerda, la prueba se realiza a partir de un cultivo nutritivo (no selectivo), con
un portaobjetos se emulsiona una colonia con un a gota pequefia de desoxicolato de sodio al
0,5 %, luego de 60 segundos las células se lisan y ADN forma una especie de hilo translicido

cuando se levanta con el asa. (Chepe et al., 2018)

5.2.5.4.3. Tinciéon de Gram

La tincion de Gram es una técnica de gran relevancia en el analisis microbiolégico. Se
establece como una técnica de tincion diferencial ya que mediante la utilizacion de colorantes
permite la agrupacion de bacterias en dos grandes grupos: Gram positivas y Gram negativas.

Esta técnica fue desarrollada en 1884 por el cientifico danés Hans Christian Gram y en la
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actualidad es considerada una de las tinciones mas utilizadas debido a su eficiencia, sencillez

y bajo costo (Beveridge, 2001).

5.2.5.5. Identificacion por Pruebas automatizadas especificas

5.2.5.5.1 Microscan Walkaway

Se usa como principal herramienta de microplacas que cuenta con 96 pocillos,
independientes para la identificacion y las pruebas de sensibilidad, realizando la lectura por
turbidimetria, colorimetria y fluorimetria. Emplea alrededor de 32 sustratos reactivos y varias
diluciones de antibidticos. Requiere mas reactivos adicionales, aunque por lo general puede
incorporarse automaticamente, la lectura se realiza a las 2-18 horas, esto dependera de las

bacterias y el sistema de paneles (Peradotto et al., 2022).

5.2.5.5.2. MALDI-TOF

Es una técnica usada para identificar microorganismos, basado en el perfil de las proteinas,
principalmente ribosémicas, los microorganismos presenta una serie de caracteristicas en el
espectro, lo que permite la creacién de bases de datos con los espectros de masas que
presentan los distintos microorganismos, una vez se obtiene el espectro de un
microorganismo es comparado automaticamente en la base de datos, emitiendo un resultado
junto a un puntaje, por medio de este sistema se obtienen resultados rapidos en cuanto a la

identificacién de bacterias a partir de colonias aisladas. (Relloso et al., 2015).
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5.2.6. Técnicas de determinacion de marcadores fenotipicos de patogenicidad del

género Vibrio.

5.2.6.1. Agar leche

En este medio de cultivo se usa para identificar la actividad proteolitica de los
microorganismos. Se observara zonas claras de lisis alrededor de las colonias con un halo

de hidrdlisis (3mm) (Otiniano et al., 2021).

5.2.6.2. Agar DNA

Para este medio de cultivo se requiere &cido clorhidrico (HCL) al 0,1 N, se adiciona sobre la
linea de crecimiento y se deja actuar por unos minutos, se observara precipitacion de DNA
con produccién de un color lechoso, si la colonia presenta un halo transparente, sera
resultado de la produccién de DNAsa, en algunos medios que contienen verde de metileno,
el halo sera de color rosado alrededor de la colonia indicando produccién de Dnasa.

(Villafafie, 2018).

5.2.6.3. Agar Gelatinasa

Al momento de tener crecimiento en la cepa, se le afadira el reactivo (precipitante de
proteinas) cloruro mercurico acido, el precipitado blanco indica la presencia de gelatina, la
cual no esté hidrolizada; la ausencia del precipitado en la zona donde se realizé la estria (con

crecimiento microbiano) indica la hidrélisis de gelatina. (Macfaddin, 2003).

5.2.6.4. Agar lecitina

El agar lleva de huevo es el 6ptimo para observar los resultados en cuanto a la actividad de
la enzima lecitinasa, la prueba consiste en la observacion de una zona opaca (alrededor del
crecimiento microbiano), siendo para este caso positivo como resultado de la hidrdlisis de la

enzima lecitina en yema de huevo. (Boiko AV, 2000).
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5.2.6.5. Agar base sangre

Es una excelente base nutricional la cual permite el crecimiento de casi cualquier
microorganismo, al afiadirle la sangre, permitira ver los diferentes tipos de hemdlisis, ya que
la mayoria de los microorganismos lisan los glébulos rojos y obtienen algunos nutrientes como
el hierro (Saufie y Ramirez, 2021). Para identificar la presencia de hemdlisis de un
microorganismo se sabe mediante la clasificacion de beta hemdlisis, siendo un tipo de
hemdlisis completa, alfa hemdlisis, siendo un tipo de hemdlisis incompleta y gamma

hemadlisis, sin ningun tipo de actividad hemolitica en el medio. (Ballesteros et al., 2018)

5.3. Marco legal

El ministerio de salud publica (MPS), segun el decreto 415 de 1998, define en el Articulo 1,
“agua cruda es aquella que no ha sido sometida a procesos de tratamiento “El ministerio de
la proteccién social, ministerio de ambiente, vivienda y desarrollo territorial, por medio de la
resolucion 2115 del 2007 sefialan, caracteristicas, instrumentos basicos y frecuencias del
sistema de control y vigilancia para la calidad del agua para consumo humano. Por lo que el
andlisis de laboratorio en muestras de agua para consumo humano, para detectar Vibrio spp
se debe realizar de acuerdo con lo dispuesto en el parrafo del articulo 22 de la resolucién
2115 2007 y resolucién 4716 de 2010. Finalmente, para mejorar la calidad del agua, se debe
seguir las buenas practicas sanitarias (BPS), descritas en la resolucion 082 del 2009.
Ademas, el decreto 1898 del 2016 "Decreto Unico Reglamentario del Sector Vivienda, Ciudad
y Territorio" establecen: Esquemas diferenciales para la prestacion de los servicios de

acueducto, alcantarillado y aseo.
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6. METODOLOGIA

6.1 Tipo de estudio y linea de investigacion

Tipo de Investigacion: Descriptivo, transversal

Linea de investigacion: Epidemiologia y enfermedades infecciosas del Programa de
Microbiologia

Este proyecto fue financiado por una convocatoria interna mediante el convenio 097 del 19
de diciembre de 2022.

6.2 Universo y poblacion.

Como se observa en la Figura 1, la investigacion fue realizada en el caribe colombiano, en el
departamento de La Guajira, Municipio de Uribia, ubicado entre 11° 54' 52" latitud norte y 71°
59' 57" al oeste, con una temperatura de 34°C (bosque tropical). Presentan estaciones de
lluvia y sequia. (Alcaldia de Uribia, 2022) La mayoria de sus habitantes hacen parte del pueblo
Wayuu y actualmente no se cuenta con una cifra de jagueyes distribuidos en el municipio.

Figura 1. Mapa de las ubicaciones de los jagueyes muestreados en Uribia, La Guajira

*El grafico evidenciala ubicacion de los jagueyes muestreados, Urruracha, Kalinapion, Talaaulamana, Corintios,

Coropontain y Kalinapion B. Fuente: Caicedo & Lechuga, 2023
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6.3 Disefio metodoldgico.

El disefio metodolégico se dividié en 3 fases:

e Inicialmente se llevé a cabo una entrevista sobre el uso del jagiey en la comunidad;
seguidamente se tomaron las muestras (con previa autorizacion del lider de la
comunidad) y fueron transportadas al Laboratorio de Investigacion CINBIOS del
programa de Microbiologia de la Universidad Popular del Cesar donde fueron
procesadas y se realizaron métodos selectivos-diferenciales para la deteccion
presuntiva de Vibrio spp.

e Para la identificacion de las cepas microbianas, se llevé a cabo la deteccion por
métodos automatizados mediante el equipo Microscan Walkaway 96 y técnicas
moleculares por proteémica (MALDI-TOF).

e Se determinaron factores enzimaticos de virulencia (Hemolisina, proteasas,

gelatinasas, lecitinasa) de las cepas aisladas

6.3.1. Entrevista para definir el uso de agua de los jagilieyes de las rancherias
Para el desarrollo de la investigacion se aplicé un cuestionario que contenia preguntas como el
uso del agua por parte de la comunidad wayuu que habitan las rancherias, se tuvo en cuenta,

constitucion familiar, condiciones de vivienda y saneamiento basico (Ver anexo 2)

6.3.2 Toma de muestra
Las muestras se recolectaron en jagueyes de las rancherias Urruracha, Kalinapion, Corintios,
Talaaulamana, Coropontain y Kalinapion B distribuidos en Uribia, La Guajira. Se tomaron 200 ml
de agua por triplicado en diferentes lugares del jagiey. Escafio(a) Talud(b) Fondo(c) en cada
jagley. En cada sitio de muestreo, las botellas estériles de 200 ml (previamente rotuladas) fueron
sumergidas hasta lograr llenar totalmente el frasco y fueron depositadas en una nevera con pilas
de hielo (Ver anexo 4). Finalmente, fueron transportadas al laboratorio de investigacion CINBIOS

del programa de Microbiologia de la Universidad Popular del Cesar donde fueron analizadas. La

Péagina 30 de 96



toma, conservaciony transporte de las muestras se ejecuto siguiendo lo establecido en Standard

Methods,23rd edition

6.3.3 Procesamiento de muestras de agua
Para el desarrollo de la metodologia se ejecutd lo descrito en la ISO 8914 y el procedimiento de
Hara-Kudo et al., 2001 con algunas modificaciones. Se filtraron 100 ml de agua mediante el equipo
de filtracion de membrana y un filtro de membrana de 0.45 um .Seguidamente se realizé un pre-
enriquecimiento de las membranas filtradas, en 40 ml de agua peptonada alcalina (APA) que
tenian un pH de 7,6 y 8,6 respectivamente, ademas de un porcentaje de NaCl de 0,5% Yy 2 %. Es
decir, cada punto tuvo cuatro condiciones diferentes de incubacion. (Ver anexo 7) Los frascos se

incubaron por 8 horas a 37°C (ISO 8914; Hara-Kudo et al., 2001; Chunga, 2018)

6.3.4 Aislamiento en medio de cultivo selectivo y diferencial

6.3.4.1. Siembra en medio TCBS
Las técnicas de siembra se realizaron de acuerdo con lo descrito en el Manual analitico
Bacteriologico Capitulo 9: Vibrio (Kaysner et al, 2004) y la guia de vigilancia y control de Vibrio
Cholerae en Colombia (Instituto Nacional de salud, 2017). Luego del cumplimiento del tiempo de
incubacion se tom6 una alicuota de los tubos con el asa y fueron sembrados por agotamiento;
inmediatamente se incubd a 37°C por 24 horas, posteriormente se clasificaron las colonias por
tamanoy color (amarillas) para realizar un nuevo repigue en el medio de cultivo TCBS. (Ver anexo

9) (Kaysner et al, 2004; Instituto Nacional de salud, 2017)

Se llevo a cabo una evaluacion de la selectividad del medio de cultivo, inoculado en el medio de
cultivo con agar TCBSy TSA, una linea recta de las cepas Bacillus spp, E.coli, K. pneumoniae y

S.aureus (Ver anexo 8).
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6.3.4.2. Siembra en medio nutritivo

Se tomaron colonias aisladas que crecieron en el medio TCBS y fueron sembrados por
técnica de agotamiento en un medio nutritivo con NaCl 0,5 %. Se incubaron a 37 °C por 24

horas .(Kaysner et al, 2004; Instituto Nacional de salud, 2017) (Ver anexo 10)

6.3.5. Pruebas presuntivas para el acercamiento al género Vibrio

Las colonias aisladas en el medio de cultivo nutritivo con NaCl fueron sometidas a pruebas

presuntivas del género Vibrio.

Se realizaron tinciones de Gram, prueba de la oxidasa y prueba de desoxicolato de sodio (cuerda)
seleccionando las cepas presuntivas de Vibrio spp. (Kaysner et al., 2004; Instituto Nacional de

salud, 2017)

6.3.6 Identificacion por método automatizado especifico y perfil de susceptibilidad y
resistencia a antibidticos

Se llevé a cabo una identificacion automatizada a las cepas presuntivas de Vibrio spp. mediante
el equipo Microscan Walkaway 96 a partir de colonias aisladas Para el montaje se seleccionan de
3 a 5 colonias del cultivo, no mayor a 24 horas, se realizd una suspension bacteriana a 0,5
McFarland (agua de in6culo) y a partir de esto se deposité 100 microlitros a un tubo con agua de
pluronic para finalmente ser dispensado en el panel 72 (referencia correspondiente a bacilos
Gram Negativos) donde se encontraban todos los sustratos requeridos para la identificacion

bioguimica y determinacion de resistencia y susceptibilidad a antibiéticos. (Ver anexo 13)

6.3.7 Identificacion confirmatoria de las especies de Vibrio
Las especies de Vibrio identificadas por Microscan Walkaway fueron confirmadas por técnicas
moleculares (espectrometria de masas MALDI-TOF).

6.3.8. Determinacion de marcadores fenotipicos de patogenicidad de Vibrio spp

Para la determinacion de los marcadores fenotipicos se siguieron los protocolos descritos por
diferentes autores (Boico, McFaddin, Robinson y Brumfield). Inicialmente se llevé a cabo la

Péagina 32 de 96



determinacion de la enzima lecitinasa por medio del protocolo recomendado por Boico. Se inoculd
realizando una linea en la superficie del medio agar lecitina e incubado por 48 horas a 37 °C, un

halo transparente alrededor de la colonia mostré la presencia de esta enzima.

La determinacion de la actividad de DNasa fue ejecutada segin McFaddin. Consiste en la
presencia de un halo transparente alrededor del inocul6 en agar DNasa al agregar HCl al 1N, lo
que confirmd la presencia de esta enzima. Para detectar la presencia de $-hemolisina, se siguié
la técnica descrita por Robinson. Se tomé una asada del cultivoy se inoculé en agar triptona-soya
suplementado con sangre de cordero al 5 %. Se incubo por 24 horas a 37 °Cy la presencia de un

halo transparente alrededor de la colonia indicé la presencia de esta enzima.

El estudio de la enzima gelatinasa se realizd por la técnica descrita por MacFaddin. Se inocul6
por punteo en un tubo con medio agar gelatina y se incub6 a 37 °C de 24 a 48 horas. La presencia
de liquido indic6 la produccion de la enzima gelatinasa. Finalmente, la actividad proteolitica se
ejecutd siguiendo lo planteado por Brumfield, consiste en la generacion de una zona de
aclaramiento visual que rodeaba la linea de inoculacion en agar leche evidencia la presencia de

la enzima proteasa.

6.4. Unidad de anélisis

6.4.1. Técnica de obtencién de informacion

Los datos fueron obtenidos del agua de jaglieyes usados por los habitantes de las rancherias de
Uribia, La Guajira. Seguido de los equipos, instrumentos o herramientas descritas anteriormente
para el desarrollo del proyecto y finalmente por medio de revision bibliografica de articulos

cientificos, tesis y libros relacionados con la investigaciéon planteada.

6.4.2. Técnica de andlisis de resultados

Para el analisis de los hallazgos se hizo uso de Microsoft Hardware para el desarrollo de graficos

y tablas.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION.

7.1 identificacion de Vibrio spp

Se analizaron seis jagueyes logrando aislar un total de 27 cepas de Vibrio spp, los cuales
estuvieron distribuidas de la siguiente manera: 5 en Urruracha, 11 en Kalinapion y 12 en
Kalinapion B; mientras que Corintios, Talaaulamana y Coropontain no se logré aislar este
género microbiano. Se observé una frecuenciatotal de aislamiento mayor en Kalinapion Ay
Kalinapion B con 42,9 y 39,3 %, respectivamente, seguida de Urruracha con 17,9 %. (Ver

Tabla 1).

Tabla 1. Numero de cepas y frecuencia total de aislamiento de bacterias del género
Vibrio en las zonas de muestreo, Uribia, La Guajira

Zona de muestreo N° de cepas aisladas Frecuencia Total (%)
Urruracha 4 14,3
Kalinapion 11 39,3
Corintios 0 0,0

Talaaulamana 0 0,0
Coropontain 0 0,0
Kalinapion B 12 42,9

Total 27 100,0

Fuente: Caicedo & Lechuga, 2023
Las caracteristicas bioquimicas permitieron la caracterizacion y diferenciacion de las distintas
colonias pigmentadas aisladas del agar TCBS. En todos los aislamientos obtenidos se
observaron colonias amarillas y esto ocurre porque el medio de cultivo contiene sacarosa y
existen especies de Vibrio capaces de fermentar este hidrato de carbono, por lo que el azul
de bromotimol y timol (indicadores de pH) presentes en el medio, llevan a un viraje amarillo,

gue indica la fermentacion de este azlcar; en caso de no fermentar la sacarosa, seran de
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color verde claro y una pigmentacion mas oscura en el centro, indicando otra especie de

Vibrio. (Gomez y Roque, 2006).

Dunmire et al., (2022) estudio el crecimiento de V.cholerae en agar TCBS, enriqueciendo
previamente en caldo nutritivo y NaCl al 1 y 1.5%, incubando durante un periodo de 6 a 8
horas, posteriormente se realizo la siembra por estrias en agar TCBS. Dunmire, explica que
la morfologia a observar son colonias amarillas debido a la fermentacion de la sacarosa con
un tamafio minimo entre 2 a 4 mm, caracterizandose por ser redondas, lisas, brillantes y
ligeramente aplanadas. Sin embargo, Arévalo., et al (2003) evalud el crecimiento en dos
medios de cultivo diferentes para V. cholerae, en agar MacConkey y TCBS, las colonias
observadas en agar MacConkey fueron grandes traslucidas (lactosa negativa), de formalisas,
convexas, de consistencia cremosay de bordes netos, mientras que, en agar TCBS colonias

amarillas (fermentaron sacarosa) y las de color verde no fermentarian la sacarosa.

Las caracteristicas de las colonias aisladas en este estudio coinciden con lo mencionado

anteriormente, colonias ligeramente aplanadas, con centro opaco, periferia transllcida,

redondas, lisas y brillantes (Ver Figura 2) (Arévalo, et al., 2015; Dunmire et al., 2022)
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Figura 2. Cultivo en placa (24 h) y tincién de Gram de la cepa Urru 1 7,6 0,5 % NaCl en
agar TCBS.
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cepa mencionada, se observan bacilos curvados con reaccién negativa a la tincion. Fuente: Caicedo & Lechuga,
2023

Macroscopicamente Vibrio spp puede ser confundido con otras especies haléfilas cuando se
observa en el medio de cultivo TCBS fermentando la sacarosa y siendo visualizada a simple
vista con coloraciones tintoriales amarillas, la Unica diferencia es en cuanto al tamafio de la
colonia; Dwivedi y Bagchi (2022) observaron crecimiento de Aeromonas y Enterobacterias
con coloracion amarilla en medio TCBS, sin embargo, resaltan que sus caracteristicas

macroscopicas difieren, en colonias pequefas, redondas y con bordes lisos.

Otra forma de diferenciar Vibrio spp con el resto de los géneros bacterianos son las pruebas
presuntivas, al realizar tincién Gram de las colonias en TSA al 0,5 % NacCl, en la figura 2, se
observa el resultado de la tincion Gram, la cual presentd una morfologia bacilar curvaday
Gram negativas. Igualmente, se realiz6 prueba de la oxidasa a 30 cepas presuntivas para
Vibrio spp de las cuales 28 resultaron positivas con una coloracién lavanda que viro
gradualmente a purpura-negruzco intenso y se obtuvieron 2 cepas negativas, ya que las
tirillas se tornaron amarillas o no presentaron algin cambio de color, es decir, no cuentan con
presencia del citocromo oxidasa. (Ver anexo 11)
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Galarza et al., (2022) en su estudio buscoO detectar Vibrio spp, realizando en una de sus
pruebas presuntivas la prueba de la oxidasa para 306 cepas, dando en su totalidad oxidasa
positivo. Estos investigadores no tuvieron en cuenta muestras como control negativo y
positivo para evaluar el material usado que asegura, garantiza, y permite comparar dichos
resultados. En la presente investigacion se realizdé dicha recomendacion, usando la cepa
P.aeruginosa (control positivo) y E.coli (control negativo), donde se observé el viraje
mencionado anteriormente. Igualmente, investigadores como Seetharama et al., (2023) en su
estudio comparo diferentes géneros microbianos para prueba oxidasa, entre estos comparo
a V.cholerae, E.coli, S.aureus y K.pneumoniae, los resultados obtenidos muestran a

V.cholerae positivo y E.coli, S.aureus, , K.pneumoniae negativo.

Para finalizar con las pruebas presuntivas y confirmar este género bacteriano se realizé la
prueba de la cuerda, actividad litica del desoxicolato de sodio sobre la pared de las especies
de Vibrio que favorece la liberacion del DNA, que al tener contacto con el desoxicolato de
sodio forma una suspension adherente. Se realiz6 esta prueba a 28 cepas de las cuales 27

fueron positivas presentando una suspension adherente o hilo mucoide. (Ver anexo 12)

Pompa Ramos, I. J. (2022), en su estudio define la prueba de la cuerda como una de las
principales o como prueba pilar para categorizar casi en un cien por ciento a cepas como
Vibrio spp debido a la capacidad que tienen las colonias de producir una sustancia mucosa
cuando se emulsiona con desoxicolato, reaccién que solamente es observada en este género

bacteriano haldfilo.

7.2 Variacion en concentracion de pH y NaCl

Los 27 aislamiento de Vibrio spp obtenidos, se distribuyeron en las concentraciones
planteadas de la siguiente manera: siete aislamientos en pH de 7,6 a 0,5 % de NaCl; 7,6 a 2
% vy 8,6 a 2 %, respectivamente, seguidos de seis aislamientos en 8,6 a 0,5%. Por lo tanto,

se puede decir que el porcentaje de recuperabilidad de Vibrio spp en las concentraciones 7,6
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a05%;76a2%y8,6a2 % esdel 25,9 %, mientras que un 22,2 % en la concentracion 8,6

a 0,5% (Ver Figura 3)

Figura 3. Distribucion de Vibrio spp en diferentes condiciones de pH y porcentaje de
NaCl
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*Se observa la distribucion porcentual de los aislamientos las diferentes condiciones de pH y porcentaje de

NaCl. Fuente: Caicedo & Lechuga, 2023

En esta investigacion se realizd la variacion mencionada en el preenriquecimiento, con el fin
de tener una mayor probabilidad de recuperar este género debido a que Vibrio contiene méas
de 34 especies que se adaptan a diferentes condiciones de salinidad y pH; siendo 12
patdgenas para el hombre y de estas, 10 se consideran haléfilas. Una particularidad que
diferencia este género es su gran dependencia del ion sodio, incluso aquellas capaces de
crecer en agua de peptona carente de sal. Este tipo de catibn ayuda a estimular su
crecimiento y favorecer la rapidez del mismo, el requerimiento de sodio es especffico e

independiente de una funciéon osmética. (Urakaway Rivera (2006)

Las especies haléfilas requieren para su crecimiento 6ptimo una concentracion de NaCl no
inferior al 1 %, aunque una concentracion de 0,5 % permite el aislamiento. Urakaway Rivera
(2006), en su investigacion observé que Vibrio spp cuenta con la capacidad de tolerar un

amplio rango de salinidades y determind que se recupera de gran manera en concentracion
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de NaCl de 2 a 2.5 %, sin embargo, algunas especies halofilas requieren al menos una
concentracion de 0,5 % de NaCl para crecer. Ademas, Vibrio spp se caracteriza por ser
sensible a pH bajos y puede morir rapidamente en soluciones con un pH menor a 6, por este
motivo, se realizo la variacion de pH de 7,6 y 8,6, concentraciones que se consideran neutras
y alcalinas, siendo este género bacteriano tolerante a condiciones alcalinas y un pH 6ptimo

entre 7 y 10.2 (Gil,2005)

Del mismo modo, Rodriguez et al., (2020), estudié la influencia del pH y la concentracion de
cloruro de sodio en el crecimiento de Vibrio harveyi, inicialmente se evalué su pH y su
luminiscencia en 2,3,5,6,8,9 y 10, se analizd6 seguidamente las concentraciones de NaCl
ideales para su crecimientotales como0;1;2;3;3,5;4 y 5 % (p/v), en los resultados observaron
gue las cepas mostraron amplia tolerancia a valores de pH inicial entre 6 y 10. La influencia
de NaCl en cuanto al crecimiento luego de 6 a 8 horas en concentraciones de 3 a 5 %
demostraron un mayor incremento microbiano en el tiempo. Asi mismo, en las demas

concentraciones los investigadores observaron un crecimiento pobre en cuanto al tiempo.

Por otro lado, en la Figura 4, se observa que la zona del jagley con mayor aislamiento fue el

escafo con un 44,4 %, seguido del fondo 29,9 %y por ultimo Talud con 25,9 %.
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Figura 4. Distribucion de Vibrio spp por puntos de muestreos de los jagiieyes
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*Se muestra el porcentaje de recuperacién en los tres puntos muestreados de los jagueyes de las diferentes
rancherias. Fuente: Caicedo & Lechuga, 2023

Las condiciones fisicoquimicas y nutrientes disponibles que puede tener el escafio, talud y
fondo de estos cuerpos de aguas son vitales para el crecimiento de Vibrio spp, no obstante,
es importante mencionar que no se existen estudios en Colombia que evidencien las
caracteristicas geoldgicas, sedimentolégicas y quimicas de estos cuerpos de aguas

superficiales.

Hoz Zavala, et al., (2003) estudiaron las caracteristicas mencionadas anteriormente en un
jagley al noreste de México, el cual tenia una composicion arena-arcillosa en el fondo, una
delgada capa de sedimentos superficiales acidos y el resto son sedimentos alcalinos, debido
a la presencia de carbonato de calcio. Considerando que las caracteristicas geograficas
pueden ser similares a la de esta investigacion, se puede correlacionar e inferir que dadas
estas condiciones nutricionales se pueden encontrar microorganismos alcalofilos, acidofilos

y neutréfilos en las diferentes partes muestreadas del jagiey.

En general, los jaglieyes analizados presentaron pH entre 7.0 y 8.0 (Ver anexo 6). siendo un
pH éptimo de crecimiento. Del mismo modo, existen otros factores que no se determinaron
en esta investigacion como la salinidad, temperatura y densidad que puede tener el agua de

estos jagueyes. Se considera que es un hecho establecido que la salinidad y la temperatura
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son factores ambientales importantes que influyen en Vibrio spp, al igual que la densidad,
pero la literatura también ha demostrado que la correlacion entre estos factores y Vibrio spp
difiere segun las diferentes ubicaciones geogréficas y tipos de muestras (Colwell, 2016). Sin
embargo, Jaiani et al., (2013) y Jadelidze et al., (2011) sugieren que la temperatura puede
afectar la abundancia de Vibrio spp, mientras que la salinidad afecta la composicion de

especies de Vibrio en cualquier nicho ecolégico.

7.3 Identificaciéon y categorizacién bioquimica mediante Microscan Walkaway
Las 27 cepas presuntivas de Vibrio spp fueron identificadas mediante Microscan Walkaway,

donde la totalidad de las cepas dieron un porcentaje de identificacion de 99,9 % para la

especie V.cholerae. (Ver anexo 14)

Este tipo de microorganismo se puede diferenciar categéricamente segun su comportamiento
biogquimico, reacciones enziméticas o metabdlicas, por lo que al usar esta técnica
automatizada se obtuvo que todas las cepas fueron positivas a las pruebas oxidasa,
utilizacion de la glucosa, sucrosa, produccion de indol, ONPG, OF/G, colistina y nitrato;
mientras que las pruebas de sorbitol, rafinosa, ramnosa, arabinosa, inositol, adonitol,
melibiosa, urea, acido sulfhidrico, triptéfano desaminasa, malonato, cefalotina, Tobramicina,
tartrato, acetamida, cetrimida, resultaron negativas. Ademas, se presentd una reaccion
variable en las utilidades de ornitina, arginina, VP, citrato y una sola cepa realiz6 hidrélisis de

la esculina. (Ver tabla 2)
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Tabla 2. Pruebas bioquimicas diferenciales realizadas a las distintas cepas de Vibrio
aisladas de jagueyes mediante Microscan Walkaway

Pruebas bioquimicas

Crgﬂgsotrie:JurrLL<<oodwwow®Z<Uar—-'g<r°°<fm“”'—° '—“—'dES?f('ECi%

G2 REx22585925258p2853z35p08285 T2 g5 entiedE
#(SR-S,LE)J;O F 4+ - - - o o L ¥ o . . . 4 4+ - 4+ 4 - - 2 ¥4 -+ - 4 Vcholerae
l;féit;:)l. b o o m e oL d e e . 4 4 - 4+ - - . % < - 4 < % Vchoerae
8L’JGR_§’léJOlA) F 4 - = o o o oo . 4 - o e e e e e ¥ ¥ - - - 2 - 4 - - - - ¥4 \Vcholerae
lézl_?zloJ/ol F o4+ - - o o L ¥ - ¥ -+ ¥ - o ¥ - %+ - 4 Vchoerae
KAS!;O/Z,G- F o o — oo oL d o ® - oL g < - - - 4 Vchoerae
KAL;/O7,6- o4 o o Ll h Lyl yaay + - + V.cholerae
KAI(.)!;O/BO,B— b4 o e e oo d L oy + - 4 V.cholerae
KALIZ%/DS,G- F 4+ - = o L ¥ - . . ¥ - ¥+ - o ¥ - - ¥ - 4 Vchoerae
KAS!EOZG- 4 - - o oo . L L L4 o . d e e ¥+ - . . 2 4 - 44 - 4+ Vcholerae
KAL£§A)7,6- 4 4 - o o e h s o ke -y - 4 4+ - - - - - 4 4 - 4 - 4 Vcholerae
KAL;/DB,B— Fod e e o e ol g - 4+ 4+ - - - - - 4 - 4 4+ - + Vcholerae
KAS!EO/Z,B- F 4 - = — e o e o o o 4 = =+ = -+ 4 - 4+ 4 - - = - - 4 - - 4 - 4 Vcholerae
KALS/OZG- Fod - — oo d e . d e e ® ¥ - o . . ¥ 4 -+ - 4 Vchoerae
KA(L)!gO/SO,G- F o+ o e e e e E e e e -+ ¥ - - ¥ < - % - 4 Vchoerae
KAL;’/DS,B— b b o - o oL Ly o L 4 . 4+ - . . . . %4 - 4 < % Vchoerae
7',%\_%',2;, + + - - - - - - - - -+ -4+ - - -+ - -4+ + - - - - - + - -+ - + Vcholerae
I;,AeElzli/i 4 - - o o .4 o . % e e ¥+ - - . 2 4 - - 4 - 4 \Vcholerae
8I,<6A-|E)|,§3/o b o - e e oo o o oL e+ 4 - . ¥ - % 4 - 4+ Vchoerae
:%lz?/i 4+ - = o oL L ® . . % .+ ¥ - - ¥ -+ % - 4 Vchoerae
fé_b{z; + + - - - - - - - - -4+ - - - - 4++ - - 4++ - - - - -+ - -+ - + Vcholerae
I;,AGL-lz?/i 4 - - o oo L L L4 o . % e e ¥+ - - 2 2 44 - 4 - 4 Vcholerae
8I,(2|E)|,§‘i) b - e e oo Lk 4 o . a4 - ¥ - - 4 - 3 Vchoerae
g%l;/i F o4+ - = o oL ¥ - ¥ o+ ¥ - L ¥ < - ¥ - 4 Vchoerae
#Q;'E; + + - - - - - - - - -4+ - - - - -4+ - -4+ + - - - - -+ - -+ - + Vcholerae
I;,A(\SLJZ?/? F 4+ - = e e e e e e e 4 e e e e - ¥ 4 - 4+ 4+ - = = - - ¥ - - ¥4 - 4 Vcholerae
8',<6A-|5|,§03/o b o o m e oo d e L 4 e 4+ - . . . % < ¥ 4 - % Vchoerae
léjaéljlzé/f o = e e e e e e e 4 e e e e o ¥ - - 4 4 = = = - - 4 - 4 4+ - 4 Vcholerae

(+): Positivo, (-): Negativo, GLU: Glucosa, SUC: Sucrosa, SOR: Sorbitol, RAF: Rafinosa, RHA: Ramnosa, ARA: Arabinosa, INO: Inositol, ADO: Adonitol, MEL: Melibiosa,
URE: Urea, H,S: Acido sulthidrico, IND: Indol, LYS: Lisina, ARG: Arginina, ORN: Ornitina, TDA: triptéfano desaminasa, ESC: Esculina, VP: Voges Proskauer, CIT:
Citrato, MAL: Malonato, ONPG: Prueba de beta-galactosidasa, CL4: Colistina, CF8: Cefalotina, TO4: Tobramicina, TAR: Tartrato , ACE: Acetamida , CET: Cetrimida,
OF/G: Oxidacion de laglucosa, P4: Penicilina G , K4: Kanamicina, NIT: Nitrato, FD64: Nitrofurantoina, OXI: Oxidasa Fuente: Caicedo &Lechuga, 2023

V. cholerae se puede encontrar de manera autdéctona en ecosistemas acuaticos, como rios,
estuarios 0 ambientes marinos, donde se presentan condiciones favorables en aguas
caracterizadas por niveles moderados de salinidad, alto contenido de nutrientes,
temperaturas cdlidas, pH neutro y ligeramente alcalino (Borroto, 1997). No obstante, este

microorganismo patégeno se puede encontrar en ecosistemas de agua dulce, como es el
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caso de esta investigacion. Singleton, et al, (2008) en su estudio concluyeron que su
presencia en ambientes acuaticos no se limita a estuarios, porque sus requerimientos de
salinidad pueden ser satisfechos por una adecuada concentracion de nutrientes en ambientes

de agua dulce.

V. cholerae se caracteriza por ser un anaerobio facultativo, en presencia de oxigeno respira,
y en su ausencia es capaz de fermentar, puede crecer en medios que contienen
carbohidratos, particularmente glucosa, asi como nitrégeno, azufre, fésforo y
sodio.(Pompa,2022). De las numerosas pruebas bioguimicas que existen para identificar
Vibrio cholerae, se consideran mas significativas las siguientes: oxidasa, fermentacion de
glucosa sin produccion de gas, fermentacion de sacarosa, arginina dihidrolasa, lisina y
ornitina descarboxilasa, crecimiento en NaCl al O % y 1 %, Voges Proskauer (CDC, 1994;
INS, 2017). De acuerdo con lo planteado en los resultados, se presenta una alta concordancia

en éstas y otras pruebas para la identificacion de V.cholerae.

Bravo et al., (2007), en su estudio de caracterizacion bioquimica de cepas de V.cholerae
obtuvieron bacilos gramnegativos anaerobios facultativos, positivos a las pruebas de oxidasa,
lisina y ornitina decarboxilasa; caso contrario de esta investigacion donde la lisina no tuvo
ninguna reaccion y la ornitina una reaccion variable; sin embargo, coinciden en el resultado
negativo para la arginina dihidrolasa. Adicionalmente, al comparar estas investigaciones se
encuentra una correlaciéon en el comportamiento bioquimico debido a que todas las cepas
fueron motiles, con produccion de indol, D-galactosa positivo, uso de la sacarosa y el manitol,
no asi el inositol, la arabinosa, la esculina e hidrdlisis de la urea. Al realizar la prueba de
Voges-Proskauer y citrato de Simmons todas las cepas resultaron ser positivas; mientras que

en esta investigacion presentaron una reaccion variable.

Igualmente, Majano et al., (2009), estudié el comportamiento bioquimico de 89 cepas de
V.cholerae, procedentes de 9 Centros Provinciales de Higiene y Epidemiologia
pertenecientes al cepario del Laboratorio Nacional de Referencia del Instituto Pedro Kouri
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(IPK), al contrario de esta investigacion donde se us6 un método automatizado, estos autores
usaron bioquimicas tradicionales donde las cepas en medio Kligler Hierro Agar oxidaron y
fermentaron la glucosa, pero no la lactosa, no presentd produccién de gas y acido sulfhidrico,
y en el medio agar-hierro-lisina se observd descarboxilacion de la lisina y el 100 % de las

cepas en estudio presentaron codificacion genética para la enzima citocromo oxidasa.

MicroScan Walkaway es un sistema automatizado con una herramienta fotométrica que
mediante paneles de microtitulacion que contienen sustratos metabdlicos secos y antibiéticos
permite determinar la actividad bioguimica y susceptibilidad de aislados bacterianos. Joshiy
Albert (2009) en un reporte de caso utilizaron esta técnica y Api 20E como confirmacién
bioquimica y prueba definitiva para la identificacion de esta especie. Del mismo modo, Antony
et al (2022), usaron este sistema, identificando el microorganismo como V. cholerae con un

99,9 % de probabilidad.

Se han realizado diversos estudios en los que se evalla y comparaeste método frente a otros
disponibles en el comercio, Mai et al., 2023 comparo la eficiencia del kit APl y el equipo
MicroScan WalkAway para la identificacién de bacilos Gram negativos; la caracterizacion
bioguimica en cuanto a género y especie alcanzé el 100 % mediante el sistema MicroScan
WalkAway, mientras que, en el caso del kit API la tasa de identificacion fue del 93,2 %.
Igualmente, se tuvoen cuenta el tiempo y repetibilidad de las pruebas, donde microscanemite
un resultado a 12,5 horas y el kit de API en 24 horas y por ultimo en cuanto a la repetibilidad,
se obtuvo un 100 % en ambos sistemas. Es decir, el sistema que logré mejores resultados

fue MicroScan WalkAway

Por otro lado, Marco y cols. (2004) compararon Phoenix con Microscan WalkAway en la
identificacion de 191 bacilos gramnegativos utilizando APl como sistema de referencia y
observaron que ambos sistemas obtuvieron la misma identificacion en el 96 % de las cepas,
mientras que Phoenix identificd correctamente el 99 %. Resaltando una gran sensibilidad de

Microscan WalkAway, aunque el sistema Phoenix obtuvo mejor porcentaje de identificacion.
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Sin embargo, Jin et al., (2011) realizaron un estudio para comparar las precisiones de
identificacion de VITEK 2 (bioMérieux), MicroScan (Siemens Healthcare) y Phoenix (Becton
Dickinson), donde la tasa de identificacion de estos 3 sistemas fue alta o aceptable, pero el
sistema Phoenix mostré un rendimiento significativamente mayor que VITEK 2 o MicroScan

en la identificacion.

7.4 |dentificacion proteémica mediante espectrofotometria de masas (MALDI-TOF)

Se realizd una identificacion mediante MALDI-TOF, el cual se enfoca en la deteccion que
ocurre en la relacion masa-carga (m/z) de proteinas ribosémicas de la bacteria y esto ayuda
a proporcionar un espectro de masas unico del microorganismo en un corto tiempo
(Carbonnelle et al.,2011). Los resultados de este andlisis arrojaron un 99,9 % de confiabilidad
para la identificacion de seis cepas como Vibrio cholerae. En la siguientes graficas se observa

el comportamiento de los espectros de masas:

Figura 5. Espectro de masas MALDI-TOF Figura 6. Espectro de masas MALDI-TOF
de la muestra KALIB3 8,6 2 % de la muestra KALIB3 8,6 0.5 %
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Figura 7. Espectro de masas MALDI-TOF Figura 8. Espectro de masas MALDI-TOF

de la muestra KALIB2 8,6 2 % de la muestra KALI2 8,6 2 %
Figura 9. Espectro de masas MALDI-TOF Figura 10. Espectro de masas MALDI-
de la muestra KALIB1 7,6 2 % TOF de la muestra KALIB2 7,6 0,5%

Esta técnica no es considerada como identificacion para picos de iones de biomarcadores en
un espectro. Al contrario, se basa en el perfilde masa caracteristico obtenido por un conjunto
de picos de iones, gque representa una huella digital (de la bacteria) (Dieckmanny Malorny,
2011). La identificacion se proporciona comparando el espectro con los espectros de las
cepas de referencia segun la coincidencia mas cercana (Popovic et al.,2017).La técnica se
recomienda ser usada para analizar diferentes tipos de moléculas organicas, como 4cidos
nucleicos, soluciones de moléculas organicas, células y proteinas completamente
microbianas. No obstante, las proteinas y los microorganismos completos se utilizan més

ampliamente para la aplicacion de microbiologia (Dekker y branda, 2011).
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Los biomarcadores mas fiables para la identificacion de bacterias son las proteinas
ribosémicas ya que favorecen una ionizacion eficiente, que incluye su abundancia e
hidrofobicidad media (De Carolis et al., 2014). Con el uso de esta técnica, se puede obtener
una cantidad adecuada de sefiales de masa estables para los péptidos de proteinas
ribosbmicas, normalmente de 2000 a 20.000 Da. Las sefiales de masa se utilizan para
producir espectros de perfil, que comprenden una serie de picos que se conservan a nivel de

género y especie e incluso subespecie (Benagli et al., 2012).

En cuanto a preparacion de la muestra existen principalmente dos métodos para la
preparacion de muestras, tales como método de transferencia directa y los métodos de
extraccion de proteinas, el primer método es facil y rapido, se basa en el uso de células
bacterianas directamente de las placas de cultivo puro por medio de asas de inoculacién
estériles, este método es usado principalmente para la identificacion, es decir, para un valor
aproximado de 90-95% de las muestras. EI método de extraccion de proteinas se encarga de
constituir la extraccion de proteinas de células bacterianas utilizando solventes de diferentes

tipos (Sedo et al., 2011).

Sandalakis et al., (2017). Estudi6 la eficiencia del sistema MALDI — TOF para identificar 56
cepas de Vibrio spp. La identificacion de los aislados se verific6 molecularmente mediante
16S (secuenciacién de ARNr). Se comparé con diferentes bases de datos, relacionando la
identificacion con V. cholerae. (Cheng WC, 2015). Afanasev et al., 2014, por medio de la
prueba MALDI - TOF y el programa typer MALDI Biotyper 3.0 identificd V. cholerae y otros
representantes de Vibrio que estaban relacionados con los grupos lll-IV de patogenicidad (39
cepas en total), los resultados obtenidos eran coherentes con los datos de la bacteriologia
clasica, el método llevado a cabo fue por medio de extraccion de proteinas cabe resaltar que
solo se analizaron 16 de estas, las cepas restantes fueron analizadas por medio de pruebas

API 20E, los resultados arrojados dieron un 99,9 % para V.cholerae serogrupo no O1/139.
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Canellas et al., 2020, identificd un total de 455 cepas que fueron sometidas a identificacion
por medio de la prueba MALDI-TOF, de las cuales 192 fueron identificadas como
pertenecientes al género Vibrio, mediante esa metodologia se identificaron 59 cepas como
pertenecientes a otros géneros bacterianos. Sin embargo, 4 cepas sometidas a identificacion
tuvieron un puntaje de 0,000 y 1,699, esto quiere decir que no fueron adecuadamente
identificadas, 137 fueron cepas clasificadas en bacilos gramnegativos y catalasa positivos.
Entre las 192 cepas identificadas como pertenecientes al género Vibrio, 153 fueron
identificadas con un puntaje de 1,700 y 1,999, indicando una probable identificacion para el
género, mientras que se identificaron 39 cepas con una puntuacién entre 2,000 y 2,299 esto

quiere decir una identificacion segura y probable identificacion para especie.

El nimero total de bacterias pertenecientes al género Vibrio fue relacionado con los puntos
de recoleccion en la Bahia de Guanabana, asi como sus puntajes de identificacion, al
comparar el numero total de Vibrio spp (en muestras de superficie y fondo), observaron que
las muestras del fondo fueron las que mostraron mayor tasa de bacterias pertenecientes al
género Vibrio, de las especies identificadas fueron V. agarivorans V. alginolyticus V.
anguillarum V. brasiliensis V. chagasii V. cyclitrophicus V. fluvialis V. fortis V. gigantis V.
harveyi V. ichthyoenteri V. mediterranei V. navarrensis V. parahaemolyticus V. pelagius V.

pomeroyi V. rotiferanius V. scophthalmi V. shilonii V. tasmaniensis.

7.5. Patron de susceptibilidad y resistencia de las cepas aisladas

En la tabla 3 se observa el comportamiento de las pruebas de susceptibilidad de las 27 cepas
de V. cholerae frente a las 16 drogas antimicrobianas investigadas, expresandose los
resultados en categoria de interpretacion de: sensible, intermedio y resistente segun el
Instituto de Estandares clinicos y de Laboratorio (CLSI) (Ver anexo 17) los aislados
analizados fueron sensibles a once antibidticos del panel analizado: Ampicilina-sulbactam,
Piperacilina, Cefepima, Cefotaxima, Cefoxitina, Meropenem, Amicacina, Gentamicina,

Ciprofloxacina, Levofloxacina y Trimetoprim-sulfametoxazol
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Tabla 3. Susceptibilidad a los antimicrobianos de las cepas de V. cholerae

Susceptible | Intermedio | Resistente
Antimicrobianos | No. No. No.
de % de % de %
cepas cepas cepas
Ampicilina 22 81 0 0 5 19
Ampicilina- |7 459 | 9 o | 0 o0
sulbactam
Piperacilina 27 100 0 0 0 0
Cefazolina 12 44 15 56 0 0
Cefepima 27 100 0 0 0
Cefotaxima 27 100 0 0 0
Cefoxitina 27 100 0 0 0 0
Ceftazidima 24 89 3 11 0 0
Imipenem 20 74 7 26 0 0
Meropenem 27 100 0 0 0 0
Amicacina 27 100 0 0 0 0
Gentamicina 27 100 0 0 0 0
Tetraciclina 23 85 0 0 4 15
Ciprofloxacina 27 100 0 0 0 0
Levofloxacina 27 100 0 0 0
Trimetoprim- 27 100 0 0 0 0
sulfametoxazol
*Seglin M45 CLSI Fuente: Caicedo & Lechuga, 2023

Del mismo modo, se encontraron 5 (19 %) cepas resistentes a la ampicilina y 22 (81 %)
susceptibles, asi mismo, 4 (15 %) cepas resistentes a tetraciclina y 23 (85 %) sensibles.
Mientras que, algunas cepas presentaron una susceptibilidad intermedia: 15 (56 %)

cefazolina, 3 (11 %) ceftazidimay 7 (26 %) cepas a imipenem respectivamente.

Considerando la importancia del género Vibrio como patégeno de humanos y animales, el
estudio del perfil de resistencia y susceptibilidad es de mucha importancia dentro de la
comunidad cientifica, debido a que existen factores que contribuyen a su rapida adaptacion
en cuanto al ambiente y la resistencia ante la presencia de antimicrobianos (Das et al., 2019).
Ahora bien, el estudio de los antimicrobianos recomendados para las infecciones causadas
por Vibrio spp, son fundamentales por la plasticidad genética que presenta este género

bacteriano.

Dentro de los antimicrobianos recomendados se encuentran los aminoglucoésidos,

betalactdmicos, fluoroquinolonas, sulfonamidasy tetraciclinas, asi también, comoamoxicilina,
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acido clavulanico, trimetoprima y sulfametoxazol (Jang et al., 2014; Ehlamdi, da Silva y

Parveen, 2016; Baker-Austin et al., 2018).

Antony et al., (2022) Sometié por medio de un sistema de identificaciébn automatizado
(Microscan Walkaway), cepas presuntivas de V. cholerae 039, el organismo se identific con
un 99,9 % de probabilidad. Dentro de los resultados se determind que era susceptible a
ampicilina, cefalosporina, fluoroquinolas, aminoglucésidos, fluoroguinolonas, cloranfenicol,
tetraciclina y trimetoprima. Ademas, se encontré que la infeccion que causa el
microorganismo identificado era susceptible a la ampicilina, cefalosporina, cotrimoxazol y

fluoroguinolas (farmacos anteriormente mencionados) (Huhulescu S et al., 2007).

Generalmente, Vibrio spp tiende a ser sensible a la mayoria de los antimicrobianos (Shaw et
al.,, 2014; Lee et al., 2018) estos microorganismos son sensibles a los aminoglucoésidos, el
cloranfenicol, el acido nalidixico y las fluoroquinolonas, pero se comportan como resistentes
a la ampicilina y la sensibilidad a Trimetoprim—sulfametoxazol y a la tetraciclina es
variable.(OMS, 2004). Sin embargo, algunos estudios informan sobre altas tasas de
resistencia al amino y carboxipenicilinas por especies como V. parahaemolyticus y V.
cholerae, en este orden de ideas, se estima que desde el afio 1999, las tasas de resistencia

a la ampicilina en V. cholerae han variado del 75 al 100 % (Chatterjee et al., 2020).

Bier et al., (2015) llevaron a cabo un estudio en 184 cepas de V. cholerae no O1/no 0139 de
origen clinico y ambiental (agua y peces), y mostré que 11 eran resistentes a la ampicilina,
pero todas eran sensibles a los demas antibidticos betalactamicos probados, a excepcion de
cuatro cepas resistentes a carbapenémicos. Igualmente, Fernandez et al., (2007), aisl6 144
cepas y al analizar el perfil antimicrobiano, encontré que el total de los aislamientos fueron
resistentes a Trimetoprim-sulfametoxazol; caso contrario de esta investigacion , donde el 100
% de las cepas fueron susceptibles. Ademas, el 98,7 % lo fue a la sulfonamiday el 90,3 % a
la ampicilina, mientras que, los resultados de este estudio evidencian solamente que el 19 %

fue resistente a la ampicilina.
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Este tipo de fendmeno se encuentra asociado a la presencia de genes que codifican beta-
lactamasa en los cromosomas de Vibrio spp, como es el caso de blaCARB-6, blaCARB-7 y
blaCARB-9 encontrados en cepas de V. cholerae distintas de O1yno 0139 (Devi et al., 2009;
Jiang et al., 2014; Chiou, Li y Chen, 2015; Lee et al., 2018, Zago et al., 2020b). Cabe resaltar
gue lo mencionado anteriormente, no se encuentra en una isla gendmica o cerca de
integrones, los cuales sugieren que la resistencia a las penicilinas es intrinseca en este tipo

de bacterias (Chiou, Li y Chen, 2015).

Por otro lado, Baker-Austin et al., (2018) resalta que las tetraciclinas son una clase de
antimicrobianos de uso frecuente, en el tratamiento de infecciones por Vibrio, especialmente
doxiciclina y tetraciclina. Este tipo de sustancias acttan inhibiendo la sintesis de proteinas
bacterianas y algunos de los mecanismos de resistencia mas frecuente incluyen en la
expresion del flujo, proteccion ribosdmica y alteraciébn del objetivo antimicrobiano

(Sheykhsaran et al., 2019).

En este estudio se demostré6 que las tetraciclinas presentan un mayor porcentaje de
sensibilidad. Andlisis similar publican Bravo et al (2007) en Cuba en un periodo de 10 afios
(1996 -2005) donde 98 % de los aislamientos de V. cholerae no-O1, no-139 son sensibles.
Igualmente, investigaciones en Iran en el afio 2014 obtienen 100 % de sensibilidad a este
medicamento (Bakhshi, 2014), sin embargo, en este estudio se obtuvo un 85 % de

sensibilidad a este antimicrobiano.

Igualmente, la investigacion realizada por Steenland et al., (2013) evalud la susceptibilidad a
ampicilina y tetraciclina de 1029 cepas de V. cholerae O1 recolectadas en 18 ciudades de
Haiti entre abril de 2012 y marzo de 2013, las cepas de V. cholerae analizadas mostraron una
susceptibilidad del 100 % a la ampicilina y a la tetraciclina. mientras que una fraccion de
nuestros aislados de V. cholerae fue resistente a ampicilina y tetraciclina (19,0 y 15,0 %

respectivamente).
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Con respecto a cefalosporinas de tercera generacion, como cefazolina y ceftazidima en
algunos tratamientos causados por bacterias gramnegativas resistentes a primera y segunda
generacion de cefalosporinas, las antes mencionadas son usadas frecuentemente para el
tratamiento de infecciones producidas por Vibrio spp, a pesar de que investigaciones
recientes indican altas tasas de resistencia a estos antibidticos (Baker-Austin, 2018, Buiy

Preuss, 2020; Zago et al., 2020a, 2020b).

En el caso del antimicrobiano cefazolina, se han realizado estudios donde se evalla su
eficiencia en cepas de origen ambiental y clinico, Jun et al., (2019), demuestra que el 68,7 %
de las cepas analizadas (del rio Zhejiang) son resistentes a este antibiético. Sin embargo,
Tovar et al (2006), obtiene cepas con susceptibilidad del 78,18 % y 13,33 % de susceptibilidad
intermedia. Del mismo modo, mencionan que obtuvieron 98,88 % de susceptibilidad y 1,11 %
resistentes a ceftazidima. No obstante, en esta investigacion se obtuvo un porcentaje mayor
de susceptibilidad intermedia (56 %) a cefazolina y 11 % de susceptibilidad intermedia a

ceftazidima.

Nateghizad et al., (2023) en una revision sistematica afirman que V. cholerae es mas
resistente a cefalosporinas de segunda generacion, donde se incluye a ceftazidima (5
%),Cefixima (37 %) y cefotaxima (15 %), lo mismo ocurre en la investigacién realizada por
Haque et al., (2023) donde ceftazidima presenta un 25,7 % de resistencia. Los hallazgos
obtenidos en esta y las investigaciones mencionadas anteriormente son analogas a las
realizadas por Jun et al., (2012) y Letchumanan et al., (2015) donde la totalidad de sus cepas

fueron sensibles a este antimicrobiano.

Por otra parte, algunos carbapenémicos como imipenem, se utilizan generalmente como
dltima opcion en tratamientos de infecciones bacterianas, este tipo de subclase hoy en dia
suele ser un fenébmeno muy preocupante, dado que este fenotipo generalmente implica

resistencia a la mayoria de los demas antimicrobianos disponibles (Nordmann, 2011; Lu et
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al., 2014; Bier et al., 2015; Zago et al., 2020a). Aunque Nateghizad et al (2023) en la revision
sistematica realizada muestra un 0% en la prevalencia de resistencia, sin embargo, otros
estudios experimentales realizados, sefialan que puede llegar a tener un 3,9 %y 27, 83 % de

resistencia frente a cepas evaluadas. (Huque et al., 2023; Henghui 2023)

Existen mecanismos de accion de los betalactdmicos que se encargan de inhibir la sintesis
de peptidoglicano, el cual es un componente esencial de la pared celular bacteriana.(Pandey
y Cascella, 2020). El género Vibrio, puede contar con la presencia de genes resistentes como
blaTEM, blaCTX y blaNDM-1, asi como la expresion de bombas de flujo y ya descrita
produccion de betalactamasas y carbapenemasas de espectro extendido. (Chowdhury, 2016;
Das et al, 2019). Yen et al.,, (2020) resalta la presencia de genes de resistencia a
betalactdmicos en Vibrio spp. La cual se ha asociado con la presencia de integrones y
elementos genéticos maoviles, nuevamente destacando el importante papel de la transferencia
horizontal de genes para la adquisicion y difusion de los determinantes de la resistencia, no

solo en el contexto clinico, sino también en el contexto ambiental.

Por otro lado, los genes que confieren resistencia a las quinolonas se encuentran en los
cromosomas de varias especies de la familia Vibrionaceae, sin embargo, la resistencia a
estos antimicrobianos también puede ser mediado por plasmidos, los cuales contribuyen a su
diseminacion en el medio ambiente (Rodriguez-Martinez et al., 2016). En otro aspecto, la
resistencia también puede ocurrir a través de mutaciones puntuales. en los genes gyrA, gyrB,
parE y parC, que codifican las enzimas diana de antimicrobiano (Das et al., 2019; Zhou et
al.,2019). Han et al., 2015; Faja et al., 2019, informa que, en algunas cepas de Vibrio, ya se
ha identificado la presencia de genes de resistencia a la tetraciclina tetA, tetB y también se

ha asociado con la presencia de plasmidos.

Péagina 53 de 96



7.6 Determinacion de factores de virulencia enziméticos

El andlisis para hemolisina en el agar sangre evidencio un halo o zona clara alrededor de la
colonia, lo que indica que los eritrocitos se han lisado totalmente, es decir, se observa una
Beta hemolisis en las cepas. La licuefaccion de la gelatina realizada en tubo reflejo el paso
del medio solido a liquido; la presencia de las Dnasa se observé por el aclaramiento alrededor
de la colonia al agregar HCI 1N; mientras que lecitina y proteasa mostraron un halo blanco o

aclaramiento en el medio. (Ver figura 11)

Figurall. Reacciones enzimaticas presentes en las cepas

A

* A) Hemolisinas, B) Dnasa, C) Lecitinasa, D) Proteasa, E) Gelatinasa Fuente: Caicedo & Lechuga, 2023

Se encontrd que todas presentaron al menos un factor de virulencia. La enzima hemolisina
estuvo presente en el 100 % de las cepas investigadas, mientras que la produccion de la
enzima lecitina se observo en el 89 % de las cepas, la licuefaccion de la gelatina en un 85 %
y 81 % positivas para la presencia de Dnasa. La enzima que se obtuvo en menor proporcion

fue proteasa con 56 % de cepas positivas. (Ver Figura 12)
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Figura1l2.  Frecuencia de aislados que expresaron factores de virulencia
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*Se muestra el porcentaje de positividad a factores enzimaticos de virulencia, hemolisina, proteasa, gelatinasa, dnasa y
lecitinasa. Fuente: Caicedo & Lechuga, 2023

En la actualidad existen escasos estudios sobre los factores de virulencia en aislados de V.
cholerae de América Latina y el Caribe (Arteaga M y col., 2020). Bricefio | y col., (2009)
describen la presencia de productos extracelulares tales como una enterotoxina termoestable
NAG-ST, la TCP y la produccion de enzimas gelatinasa, elastasa, lecitinasa y hemolisinas.
Karagozova A y Salnikova O, (2000) realizd la determinacion de enzimas como DNasa,
gelatinasa, lecitinasa, elastasa y actividad hemolitica, a aproximadamente 100 cepas, en los
resultados se observo que para DNasas el 15 % fueron positivo, gelatinasa 25 %, lecitina 22

%, elastasa 11 % positivo y un 27 % resulté con actividad hemolitica (Betahemlisis).

Deigual manera, Cabrera y col (2008), en su estudio analizé alrededor de 65 aislados, de los
cuales informé al menos dos factores de virulencia presentes en todos los aislados, en donde
el 100 % fueron positivos a las enzimas hemolisina y gelatinasa, seguido de lecitinasa 80 %,
DNasa 73,8 % y elastasa un 86,1 %. Del mismo modo Bueno en el afio 2011, obtuvo un
mayor porcentaje para los resultados de enzimas hemolisina y gelatinasa, aislados a partir de

V. cholerae no-O1/no-0139 (Bueno Y, 2011).
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Valarikova J y col., (2019) Hablan de los factores de virulencia enziméticos y presencia de
toxinas en V. cholerae, en todos sus aislados se demostré la presencia de dos o mas factores
de virulencia, segun los periodos de tiempo investigado, las enzimas identificadas fueron
lecitinasa, DNasa, gelatinasa, elastasa y hemolisina. En cada uno de sus periodos de
crecimiento se observé el mayor porcentaje de aislados positivos para las enzimas lecitinasa

y gelatinasa.

La mayoria de los aislamientos de V. cholerae O1 biotipo El Tor y no-O1/no-O139 producen
una exotoxina hemolitica, llamada ElI Tor Hemolisina o V. cholerae citolisina (VCC),
codificada por el gene cromosomal hlyA. (Heidelberg et al., 2000). Se ha reportado que VCC
es capaz de causar severos efectos citotoxicos, tales como: lisis celular, vacuolizacion e
incremento de la apoptosis en células del epitelio intestinal (Figueroa, 2001; 84. Bidinost,
2008) La revista argentina Microbiol (2004) sefiala que la hemdlisis producida por V. cholerae
0139 y por V. cholerae no-O1 es similar a la hemolisina El Tor de V. cholera O1, que es
considerada un factor de virulencia para causar diarreas, especialmente cuando las cepas

carecen de toxinas bien definidas como la toxina colérica (TC) (Bidinost et al., 2004)

En esta investigacion, todas las cepas produjeron la enzima hemolisina. Este resultado se
encuentra relacionado a lo encontrado por Singh y cols, en la India y por Bininost y cols en
Argentina (Singh DV et al., 2001 & amp; Bidinost C et al., 2004). Bhattacharya MK et al., 1998
&amp; Boiko AV et al., 2000 Sefialan que, al revisar la bibliografia cientifica internacional en
relacion con la produccion de proteasas, citotoxinas, lipasas, entre otras, el género Vibrio,
sefiala que las mismas son comunes en este género, las cuales estan implicadas en la
produccién de hemorragias, edemasy en la alteracion del sistema de defensa del organismo,
favoreciendo el desarrollo de los procesos infecciosos. Cabrera-Rodriguez (2008) sefiala que
en su estudio la produccion de las enzimas DNasa, gelatinasa, lecitinasa y elastasa, coincide

con lo sefialado anteriormente.
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Finalmente, Saleh y col., descubren en Iran que durante el periodo 2007-2009, el 100 % de
los aislados de V. cholerae no-O1 obtenidos de pacientes con EDA producian lecitinasa
(Saleh THy col., 2011). Asi mismo, Bidinost y col., en el pais de Argentina, publican que, en
63 aislados un total de 15 aislados de V. cholerae no-O1/no-O139, alrededor del 100 %

producen hemolisinas (Bidinost C y col., 2004).
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8. CONCLUSION
De acuerdo con los resultados obtenidos queda en evidencia la presencia de V.cholerae en
jagleyes de Uribia, La Guajira, el cual refleja una problematica de salud publica para las
comunidades Wayuu que se abastecen de esta agua, por lo que su consumo puede llegar a
generar diarrea acuosa, acompafiada de colicos abdominales, nauseas, vomitos y fiebre. Con
relacion a los Jagiieyes se expone que, en su condicion de ecosistema, agrupa condiciones
ambientales idoneas para que se dé la sobrevivencia y estacionalidad de microorganismos
patégenos para el humano como los miembros del género Vibrio; ya que la temperatura, pH
y la salinidad se encuentran dentro del rango Optimo de sobrevivencia de dichos

microorganismos.

Por otro lado, se observé que las técnicas convencionales y automatizadas (Microscan
walkaway y MALDI-TOF) usadas para la identificacion de estos microorganismos fueron
eficientes, obteniendo una identificacion de 27 cepas como V. cholerae. Igualmente, los
resultados alcanzados de esta investigacion aportan un nuevo conocimiento sobre la
resistencia antimicrobiana en cepas de origen ambiental en el pais y contribuyen al
perfeccionamiento del sistema de vigilancia de Vibrio cholerae en agua; se demostro la
resistencia de cepas a antibidticos como la ampicilina, tetraciclinas y algunas con

susceptibilidad intermedia: cefazolina, ceftazidima e imipenem.

Este trabajo describe por primera vez, algunas propiedades de virulencia de V. cholerae
aislados de aguas mediante analisis enzimatico, resaltando la presencia de la enzima
hemolisina en todas cepas investigadas, mientras que la enzima lecitina en el 89 %,
gelatinasa en un 85 % y 81 % positivas para Dnasas. La enzima que se obtuvo en menor
proporcion fue proteasa con 56 % de cepas positivas. Finalmente, los jagueyes son entornos
acuaticos que pueden llegar a calentarse rapidamente, por lo que puede incrementar el
numero de infecciones humanas, en este orden de ideas, la presencia de este
microorganismo estad dictado en gran medida por la temperatura y sostenemos que
representa un barometro importante y tangible del cambio climéticoen los sistemas acuaticos.
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9. RECOMENDACIONES
Futuras investigaciones deben relacionarse conlos mecanismos genéticos de virulencia y de
resistencia contra los antimicrobianos en estos microorganismos. Del mismo modo, promover
el desarrollo de nuevas investigaciones que aborden acercade la influencia de las variables

sobre la presencia de Vibrio spp en Uribia, la Guajira.

Utilizar los resultados obtenidos en este estudio para el disefio de las estrategias focalizadas,
referenciadas al patron de distribucion temporo-espacial y sugerir modificaciones en cuanto
a estrategias del tratamiento y contribuir al perfeccionamiento continuo en cuanto al control

de enfermedades.

Incursionar sobre nuevos estudios en zonas aledafias al municipio de Uribia, pues son
muchas las zonas que faltan por abarcar. Ademas, basados en informesa nivel mundial sobre
la influencia del cambio climaticoen la dindmica poblacional de Vibrio spp, y la evidencia aqui
aportada sobre su presencia en esta zona costera del pais, seria Util la implementacion de
monitoreo en reservorios ambientales, ya que estos podrian actuar como potenciales focos

de brotes y permitiria una rapida respuesta contencion ante estos brotes
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11. ANEXOS

Anexo 1. Grafico. Diagrama de flujo de la metodologia empleada en la investigacion
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Anexo 2. Cuestionario realizado a los habitantes de las rancherias muestreadas
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Anexo 3. Imagen. Elaboracion de medios de cultivos y agua peptonada alcalina con pH de
7,6y 8,6
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Anexo 4. Imagen. Rotulo de identificacion de las muestras segun Standard Methods,23rd
edition

Urruracha

Rakavamana
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Anexo 6. Tabla. Resultados de pH de los jagueyes muestreados.

Lugares muestreados pH
URRU1 7,4
Urruracha URRU2 7,3
URRU3 7,3
KALI1 7,6
Kalinapion KALI2 7,5
KALI3 7,4
CORI1 7,4
Corintios CORI2 7,3
CORI3 7,3
TALA1 7,3
Talaaulamana TALA2 7,2
TALA3 7,6
CORO1 7,2
Coropontain CORO2 7,2
CORO3 7,1
KALIB1 8,0
Kalinapion B KALIB2 7,8
KALIB3 7,9

Anexo 7. Imagen. Alistamiento, filtracion y preenriquecimiento de las muestras.
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Anexo 8. Imagen. Evaluacion de la selectividad del Agar TCBS inoculado con Bacillus spp,
E.coli, k.pneumoniae y S.aureus

Anexo 9. Imagen.
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Anexo 11. Imagen. Prueba Oxidasa de las cepas aisladas
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CepaKali 18,6 0,5%

Anexo 14. Imagen. Algunos reportes emitidos de identificacion por comportamiento
Cepa KaliB27,60,5 %

bioguimico de las cepas
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Anexo 15. Resultado de identificacion proteémica (MALDI-TOF) de las cepas en estudio

*Resultado de la cepa KaliB2 7,6 0,5 %
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Anexo 16. Resultado de identificacion proteémica (MALDI-TOF) de las cepas en estudio

*Resultado de la cepa KaliB2 8,6 0,5 %
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*Resultado de la cepa KaliB3 7,6 0,5 %
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*Resultado de la cepa KaliB3 8,6 2 %
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Anexo 17. Tabla. Criterio de interpretacion a antimicrobianos que aplican al género Vibrio
spp segun el Instituto de Estandares clinicos y de Laboratorio (CLSI)

Clase de Criterio de Interpretacion

antimicrobiano Agente antimicrobiano MIC (pug /mL)
Susceptible Intermedio Resistente
PENICILINAS Y COMBINACIONES DE B-LACTAM/INHIBIDOR DE B-LACTAMASA
Ampicilina <8 16 232
Ampicilina-sulbactam <8/4 16/8 >32/16
Piperacilina <16 32-64 =128
CEFEMAS (Cefalosporinas)
Cefazolina <2 4 >8
Cefepima <2 4-8 216
Cefotaxima <1 2 24
Cefoxitina <8 16 232
Ceftazidima <4 8 216
CARBAPENEMICOS
Imipenem <1 2 >4
Meropenem <1 2 24
AMINOGLICOSIDOS
Amicacina <16 32 264
Gentamicina <4 8 216
TRETRACICLINAS
Tetraciclina <4 8 216
FLUOROQUINOLONAS
Ciprofloxacina <1 2 24
Levofloxacina <2 4 28
INHIBIDORES DE LA VIA DEL FOLATO
Trimetoprim sulfametoxazol <2/38 - 24/76
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Anexo 18. Imagen. Algunos de los reportes emitidos del perfil de susceptibilidad y
resistencia de las cepas identificadas

CepaKaliB37,62% ~ CepaKali 37,6 2%
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Anexo 19. Tabla. Resultados por cepas del perfil de susceptibilidad y resistencia a

antibidticos
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