UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA

FACULTAD DE CIENCIAS MARINAS

“CAMBIOS MORFOLOGICOS DE
Vibrio cholerae O1 EN UN
AMBIENTE DE BAJOS NUTRIENTES”

Tesis para obtener el titulo
de oceandlogo presenta:
Olga Lingard Gonzilez

Ensenada, Baja California, Junio del 2001



“CAMBIOS MORFOLOGICOS DE
Vibrio cholerae O1 EN UN AMBIENTE DE
BAJOS NUTRIENTES”

TESIS
que presenta:
Olga Lingard Gonzalez

Aprobada por:

ra. Rosa Reyna Mourifio Pérez *

Director

\

M.C Am Portillo Lopez
Sinodal tit§la

- Ramon Cajal Medrano
Sinoda} Titular




Resumen

El germen causal del célera es Vibrio cholerae O1 ocupa un lugar importante en la
ecologia de ambientes estuarinos y marinos ya que estos microorganismos son capaces
de sobrevivir a varios cambios fisico-quimicos, incluyendo variaciones en la
concentracién de nutrientes. Los cambios mas evidentes ante situaciones de falta de
nutrientes son variaciones fenotipicas que se manifiestan en el cambio de tamafio y la
forma del microorganismo. La bacteria presenta cambios morfolégicos en su ciclo de
vida y es diferente en las distintas fases de desarrollo. En el presente trabajo la
morfologia de Vibrio cholerae Ol fue estudiada en un microcosmos con una baja
concentracién de nutrientes y por medio del microscopio electrénico de barrido se
tomaron 2,789 imagenes individuales para medir el tamafio (largo y ancho) y observar
los cambios de forma durante 92 dias. Se registraron bacterias con una forma inicial de
bastén curvo hasta la transformacién de formas totalmente esféricas y la paulatina
reduccién de su tamafio con organismos de 0.1pn a 6.01ym, dejando de multiplicarse en
el dia 22. Las formas de baston y esférica se presentan durante todo el seguimiento
aunque la proporcién cambia con el tiempo antes de perder la culturabilidad los bastones
predominaron y después las formas cocoides.
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Introduccion

El célera es una enfermedad diarreica responsable de una gran mortalidad en
todo el mundo, particularmente en el Sur de Asia y la India de donde es un problema
endémico (Fernandez de Castro, 1991).

Durante mucho tiempo se pens6 que el reservorio principal de Vibrio cholerae
O1 era el aparato digestivo del ser humano, en la actualidad se ha podido documentar el
origen estuarino y marino de esta bacteria (Colwell y Kaper, 1977; Blake et al., 1980).
El ciclo de transmision hombre—ambiente-hombre ha mostrado que el agua y los
alimentos contaminados son los principales vectores de la enfermedad (Colwell y Hugq,
1994b).

En la actualidad se conocen dos biotipos de Vibrio cholerae O1 responsables del
colera: el clasico y El Tor, y tres serotipos los cuales son Inaba, Ogawa e Hikojima.
Pertenecen al grupo “O” y son toxigénicos, asi como Vibrio cholerae 0139 que también
produce esta enfermedad (Fernandez de Castro, 1991).

En los tltimos 25 a 30 afios se ha descrito la existencia de ciertos reservorios
acuaticos en los que Vibrio cholerae se reproduce degradando a algunas especies
plancténicas marinas (Morris y Black, 1985).

Vibrio cholerae ocupa un lugar importante en la ecologia de ambientes
estuarinos y marinos ya que estos organismos son capaces de sobrevivir a varios
cambios fisico-quimicos, incluyendo variaciones en la concentracién de nutrientes,

temperatura, pH, oxigeno disuelto, entre otros (Rozak y Colwell, 1987).




Marshall (1979), Novitsky y Morita (1978) han propuesto que Vibrio cholerae en
condiciones limitadas de nutrientes experimenta cambios morfoldgicos y fisioldgicos,
demostraron que la disminucién de nutrientes en agua de mar natural y artificial, en un
Vibrio sp. ANT-300 psicréfilico incrementé el numero de células y disminuyd su
volumen, y cambio su forma tipica de bacilo a la forma cocoidal (Novistky y Morita,
1976). En el 99% de las células cocoides ellos observaron una disminucién en la
respiracién endégena y el DNA celular se redujo en un 40%. Reichardt y Morita (1982)
mostraron que las cepas acuaticas de Cyfophaga johnsonae fueron capaces, en condicién
de desnutricién, de incrementar en numero, producir pequefios bastones, células
cocoides, y células alargadas.

Los cambios en la morfologia del Vibrio spp. fueron estudiados por Felter ef al,
(1969) y Baker y Park (1975). En los dos casos estos cambios parecen ser parte del ciclo
de vida de la bacteria. Aunque en otras bacterias en condiciones controladas de nutricién
(Ensign y Wolfe, 1964) no se observaron cambios en el tamafio y la forma del
organismo.

Los factores que proporcionan los cambios morfolégicos en la familia
Vibronacea son: temperatura, concentraciéon de nutrientes, salinidad, presién osmoética y
pH (Colwell y Huq, 1994a). De cualquier modo, las células bacterianas tienen una
adaptacidn para los cambios de condiciones de su entorno mediante una variedad de
mecanismos metabdlicos. La bacteria puede adaptarse a una cantidad de nutrientes
limitantes para su crecimiento y ajustarse o tomar otras rutas metabdlicas para evitar

“dafios moleculares y/o estructurales causados por la limitacién de algin nutriente.




La importancia de este estudio fue evaluar e identificar los cambios morfolégicos
y de tamafio asi como la duracién en la disminucién de la bacteria Vibrio
cholerae O1 bajo condiciones de escasez de nutrientes, para observar los

cambios fenotipicos de la bacteria en un medio adverso.




Antecedentes
Importancia del colera

El cblera es una infeccién intestinal diarreica producida por la enterotoxina del
Vibrio cholerae O1. Este padecimiento de aparicién subita puede llevar al ser humano
susceptible a la deshidratacion severa, a alteraciones vasculares e incluso a la muerte en
menos de 24 horas de no ser tratado adecuadamente. (Fernandez de Castro, 1991;
Giono-Cerezo et al., 1991; Sanchez y Taylor, 1997).

Hasta ahora, las unicas cepas conocidas de la bacteria del colera capaces de
producir la enterotoxina responsable de la enfermedad son el Vibrio cholerae O1 biotipo
clasico y El Tor y Vibrio cholerae O139 (Krieg y Holt,1984).

Esta enfermedad representa para la humanidad uno de los problemas de salud
publica méas importantes en la actualidad, no solo por sus repercusiones a nivel
individual, sino también por el gran ntimero de personas que afecta alrededor del mundo
(Colwell, 1996).

La informacién del célera como enfermedad viene desde los tiempos de
Hipdcrates y de Buda y es probable que antes, sin embargo, es hasta 1883 cuando Robert
Koch muestra que la enfermedad es causada por una bacteria (Ferndndez de Castro,
1991).

El bacilo del célera es endémico del delta del Rié6 Ganges y desde esta area se
difundi6 extensivamente por todo el mundo abarcando los cinco continentes, esto ha
sucedido por varias ocasiones durante los siglos XIX y XX (Fernindez de Castro, 1991;

Blake, 1994).




Las fechas propuestas por Pollitzer para las siete pandemias que ha habido a
partir de 1817 se observan en la Tabla I:

Tabla I. Pandemias mundiales (Pollitzer)

Pandemia Afio de inicio Afio de finalizacidon

1 1817 1823
2 1829 1851
3 1852 1859
4 1863 1879
5 1881 1896
6 1899 1923
7 1961 .?

La enfermedad se expandié siguiendo las rutas comerciales, turisticas o
religiosas. Al continente americano llegd en 1832, inicidndose en Canadd. A México
entré en 1833 por el puerto de Veracruz, seguido por Acapulco y Salina Cruz de donde
se extendi6 a todo el pais (Malvido y Cuenya, 1991). La principal ruta de distribucion
fue, y probablemente sigue siendo, la via maritima, medio a través del cual, en esos afios
se distribuy6 también a Centroamérica y América del Sur. A fines del siglo XIX y
principios del siglo XX los conocimientos sobre la causa y la transmisién del colera,
propiciaron medidas drésticas de sanidad en puertos y fronteras, en consecuencia de lo
cual la enfermedad se redujo notablemente. En 1962 se inicia la séptima epidemia
mundial, originandose en el sureste de Asia, la cual se manifiesta en América hasta 1991
( Fernandez de Castro, 1991; Malvido y Cuenya,1991)

Esta epidemia mundial, a diferencia de las anteriores fue ocasionada por una

variante de Vibrio cholerae, el clasico, denominado Vibrio cholerae biotipo El Tor, no




conocido antes de 1905. Vibrio El Tor se diferencia del clasico por la produccién de
hemolisina ( Kaper et al., 1979; Olarte, 1991).

| Un brote importante, revelador del papel del pescado y los mariscos como fuente
de infeccién, ocurrié en Espafia entre el 16 julio y 7 noviembre de 1979, cuando se
notificaron 267 casos de ocho provincias espafiolas (Ferndndez de Castro,1991).

En 1992, se aislé una nueva cepa de Vibrio cholerae capaz de producir la
enfermedad del célera. En muchos casos se comprobd que era causada por la presencia
de la toxina producida por Vibrio cholerae Ol pero el organismo no pudo ser
reconocido. Ese organismo causal es un nuevo serotipo perteneciente a los no Ol que se
ha designado como O139. El descubrimiento de que la bacteria del colera con el
antigeno de pared Ol no es la unica que puede producir la enfermedad, abre la
posibilidad de que existan mas bacilos con serogrupos O que pueden causar las
epidemias (Fernandez de Castro, 1991).

En México se tiene antecedentes de la existencia del colera desde el siglo XIX ya
que provocd muchas muertes. Sin embargo, desaparecié espontaneamente a finales del
mismo; los tltimos casos fueron publicados en 1982 (Olarte, 1991), donde un turista
norteamericano contrajo el cdlera durante su estancia en Cancun. Estos hallazgos
indican la existencia del cdlera por un periodo cercano a dos décadas en esta regioén del
continente, sin que llegara a propagarse en forma epidémica importante. Esta situacién
cambia dramaticamente en 1991 cuando se anuncia la aparicién de una epidemia de
cblera que avanza con rapidez en el Pert, y en unos cuantos meses se extenderia a varios

paises de América del Sur. En mayo de 1991, se informé de su presencia en México, se




reconocen por lo menos cinco focos, sobresaliendo el estado de Chiapas (Fernandez de
Castro, 1991)..
Vibrio cholerae O1

El germen causal del cdlera es Vibrio cholerae O1. Es una bacteria del género
Vibrio, de la familia Vibronaceae, descubierta por Pacini en 1854 y descrito
posteriormente por Robert Koch en 1883 (Blake, 1994). Son bacilos curvos Gram-
negativo, con una dimensién de 1.4 a 2.6pum de largo y 0.5 a 0.8 de ancho, tiene
motilidad por flagelo polar, es anaerobio facultativo y posee ambos metabolismos
respiratorio y fermentativo (Giono-Cerezo et al., 1991; Olarte, 1991; Kay et al ., 1994).

Es una bacteria heterétrofa, que requiere para su Optimo crecimiento
concentraciones de cloruro de sodio de § a 15 mMNa', ademas puede crecer en medios
complejos sin sal, sin embargo, su crecimiento se reduce de un 50 a 80%. Necesita de
un pH alcalino (pH 6ptimo de 7.0 a 9.0) para sobrevivir (pH méximo de 10.0), su
multiplicacién se inhibe con valores de pH por debajo de 6.0 y es oxidasa positivo. La
temperatura idénea a la que crece es entre 20 a 37°C. Es susceptible a la desecacion, la
ebullicién, y otros desinfectantes (Krieg y Holt, 1984; Giono-Cerezo et al ., 1991,
Olarte,1991; Kay et al .,1994).

Por su estructura antigénica somatica “O” ( polisacarido de la superficie celular)
se ha dividido en 144 serogrupos. El serogrupo O1 tiene la habilidad de producir
enterotoxina que es determinante esencial de su virulencia. El resto de serogrupos se han
denominado No O1 o no coléricos y se han visto asociados a otro tipo de infecciones

como heridas y septicemia e incluso diarreas leves (Giono-Cerezo et al., 1991).




La toxina que produce Vibrio cholerae O1 actua en las células de la mucosa del
intestino y es la responsable de la diarrea en la enfermedad. La toxina es una proteina
oligomérica compuesta de una subunidad A; y subunidad A, y cinco subunidades B. La
subunidad B es la responsable de bloquear a los receptores gangliosidos Gm en la
membrana celular y la subunidad A; activa la adenilciclasa que incrementa los niveles
intracelulares de AMP ciclico y la hipersecrecién de sal y agua (Kaper et al., 1979)
Ambiente natural y Vibrio cholerae O1

Los cambios climéticos globales que modifican los factores ambientales permiten
un mejor entendimiento de la desaparicién y aparicién del cdlera. El comportamiento de
esta enfermedad es un excelente ejemplo, de como los fenémenos climéticos pueden
ayudarnos a explicar la virulencia del agente causal, asi como las caracteristicas de la
transmisién del padecimiento y su epidemiologia (Colwell y Patz, 1991).

A partir de los 70’s se documentd el origen estuarino del Vibrio cholerae Ol y se
vinculé con diversos organismos marinos, en este sentido se ha propuesto que el
conocimiento de la ecologia de la bacteria en el océano y en las zonas costeras
orientaria el conocimiento sobre la aparicién, diseminacién y manejo de las pandemias
de célera que azotan a la humanidad (Blake et al., 1980; Colwell y Huq,1994a).

La ciclicidad de las pandemias de célera y los patrones de ocurrencia de
enfermedad sugieren una estrecha relacién con el océano y todo lo que en €l ocurre
(Colwell, 1996; Mourifio -Perez, 1998). Las causas de esta ciclicidad no han sido bien
establecidas pero se han planteado algunas hipétesis sobre la relacién de Vibrio cholerae

O1 con especies plancténicas y la determinacion de sus caracteristicas de acuerdo a los




factores fisicos que son los que rigen todos los cambios en el mar (Tamplin ef al., 1990;
Colwell y Huqg, 1994a, 1994b; Epstein, et al 1993). La aparicién y desaparicion del
Vibrio cholerae O1 de aguas costeras esta relacionada con la abundancia de organismos
plancténicos, los cuales a su vez estan relacionados con la fisica y quimica del océano
(Colwell, 1996).

Las investigaciones realizadas apoyan la idea que la bacteria puede sobrevivir en
el medio acuatico marino ya sea en un estado donde puede ser recuperada y cultivable
manteniendo su virulencia o en una fase de aletargamiento o latencia como un
mecanismo de supervivencia, cuando la cantidad de nutrientes, pH, temperatura y
salinidad no son favorables, en espera de condiciones ambientales que le resulten
adecuadas para su crecimiento y produccién de enterotoxinas (Baker ef al., 1983;
Singleton et al., 1982a, 1982b ; Xu et al., 1982; Tamplin y Colwell, 1986; Colwell y
Hug, 1994a, 1994b).

La capacidad de vivir y crecer depende principalmente de nutrientes y
temperatura, pero para mantener la osmolaridad depende de la salinidad. Aunque a bajas
temperaturas (6°C) puede sobrevivir a salinidades bajas (McCarthy,1995).

Es reconocido por microbiélogos ecélogos que una de las mayores limitaciones
para la investigacién de Vibrio cholerae en ambientes naturales es la dificultad para
aislar la bacteria en cultivo, en parte porque esta en una baja concentracién en el
ambiente, asi como porque el bacilo del célera puede vivir en un medio adverso en un
estado de latencia y no ser cultivable. Este estado del Vibrio cholerae se ha denominado

como “viable pero no cultivable”, representa el estado de letargo, sobrevivencia y
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persistencia en el medio natural y ha podido ser reproducido tanto en estudios en el
laboratorio como en el ambiente por diferentes investigadores. (Xu et al., 1982; Roszak
et al.,1984; Colwell et al.,1995; Brayton et al., 1987; Huq et al., 1990).

Aunque Vibrio cholerae se adapta a medios adversos anulando su virulencia, ésta
puede ser recuperada si las caracteristicas ambientales cambian (Colwell et al., 1995).
Esta reversibilidad explica como el microorganismo sobrevive en los periodos
interepidémicos y puede producir brotes en lugares donde aparentemente no se
encuentra el bacilo (Colwell y Huq, 1994a,1994b,Colwell ef al.,1995).

Se ha hipotetizado que la presencia del Vibrio cholerae en la columna de agua en
el mar no se da en forma libre, esta bacteria se adhiere a varias especies de plancton, en
particular a copépodos. La relacién que tiene el bacilo con el zooplancton no ha sido
bien estudiada. Se ha encontrado que debido a la produccién bacteriana de dos enzimas;
la mucinasa y la quitinasa, las cuales les confieren la posibilidad de adherirse y
alimentarse al estar degradando la quitina de estos organismos sin embargo atn se tienen
dudas acerca de su ecologia. Las condiciones de las bacterias fluctdan en el océano de
acuerdo a los cambios plancténicos, cuando las condiciones son favorables se producen
florecimientos de microalgas, posteriormente ocurre el aumento de las poblaciones de
zooplancton que, a su vez, sern el sustrato al cual se asocia una mayor concentracion de
bacterias entre ellas esta Vibrio cholerae (Huq et al., 1983; Colwell y Spira, 1992;
Epstein et al., 1993).

La historia del célera revela una fuerte asociacion con el mar, los puntos de inicio

de todas las epidemias siempre han sido comunidades portuarias. Ya sea por el acarreo
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de la bacteria en forma indirecta por los barcos o directamente por el océano se puede
explicar el origen y diseminacién de la enfermedad ( Colwell, 1996; Mourifio-Pérez,
1998).

Es posible que la bacteria viaje de un lugar a otro a través de las corrientes
marinas (Figura 1). Si observamos el trayecto de las corrientes marinas en el Pacifico
Sur, se observa claramente la ruta que la bacteria pudo haber tomado para transportarse

desde el origen de la pandemia en el Océano Indico y el punto final en las costas de Pert

(Mourifio- Pérez, 1998).
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Figura 1. Principales corrientes superficiales marinas
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Tamafio y forma

Morfolégicamente la familia Vibrionacea ha recibido mucha atencién a partir de
la descripcién clasica de Vibrio cholerae en 1884 por Koch, quién not6 la forma curva y
a veces recta de estos organismos.

Se ha reportado que los cambios morfolégicos son parte del ciclo de la vida del
Vibrio y otras bacterias (Felter et al., 1969; Baker y Park, 1975).

Baker y Park (1975) encontraron que la morfologia de los organismos es
diferente en las distintas fases de desarrollo. Los organismos en la fase de crecimiento
son bastones robustos, en la fase estacionaria esbeltas, curvas y en forma de “S”, y en la
fase de declinamiento hay un incremento en el porcentaje de formas cocoides donde los
organismos son esféricos, presentando el fenémeno de redondeo.

Cuando las células adoptan la forman cocoidal disminuyen su volumen hasta el
90% en 30 dias (Hood et al.,1986). Las células pequefias de Vibrio cholerae en un
medio 6ptimo comienzan a crecer inmediatamente y cambian su tamafio y su forma,
regresando a ser bastones después de 48 horas, aunque a las 60 horas todavia se pueden
observar formas cocoides (Novitsky y Morita, 1976).

Mecanismo de sobrevivencia cuando hay baja concentracion de nutrientes

Los cambios més evidentes en las bacterias ante situaciones de escasez de
nutrientes son variaciones fenotipicas que se manifiestan en cambios en el tamafio y la
forma del microorganismo, y que corresponden a cambios genéticos asociados con la

virulencia. ( Kjellerberg et al., 1987).
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La formacién de células pequefias es importante como mecanismo de
sobrevivencia en el medio, ya que se transporta con facilidad y se protege contra la
depredacion (Colwell y Huq, 1994b).

Durante un periodo de baja concentraciéon de nutrientes en el ambiente, el costo
energético del mantenimiento del organismo es muy alto por lo cual la bacteria
disminuye sus funciones metabélicas, reduce la respiracién endégena al 1% y decrece el
DNA al 40 % para mantener las reservas de energia, y poder hacer cambios en las rutas
metabolicas (Baker ef al., 1983).

Balakrish et al., (1988), al reportar la presencia de Vibrio cholerae cultivable en
aguas de Calcuta, una de las principales regiones endémicas, encontraron que V.cholerae
O1 era poco abundante, mientras que Vibrio cholerae no Ol registré una abundancia
mucho mayor. Con base en lo anterior consideran la posibilidad del revertimiento de un
estado no toxigénico al productor de la toxina, cuando se dan las epidemias en el 4rea,
posteriormente Huq et al (1990) al realizar un estudio similar en otra 4rea endémica
(Matlab, Bangladesh), encuentran una abundancia notable de Vibrio cholerae O1. Esto
comprueba la existencia de la forma latente del Vibrio cholerae Ol en el ambiente y
explica la estacionalidad de la enfermedad cuando Vibrio cholerae O1 se revierte a un

estado toxigénico al cambiar las condiciones ambientales.
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Hipétesis de trabajo:

Los bacilos de Vibro cholerae 01 en condiciones de baja concentracién de
nutrientes (0.5% de peptona) modifican su tamafio y forma, transformandose de un
bastén curvo o recto a una forma esférica o cocoide disminuyendo su tamafio.

Objetivos:
e Identificar los cambios de tamafio y forma de Vibrio cholerae Ol en un
microcosmo bajo en nutrientes.
e Evaluar la variedad morfolégica de Vibrio cholerae O1 en el proceso de
inanicion.
o Bstimar la velocidad de decremento de tamafio de las células de Vibrio cholerae
e Comparar caracteristicas de tamafio y forma en los estadios cultivables y no
cultivable
Material y métodos:
Preparacion del medio de cultivo

Dos frascos (Pyrex) de 250 ml fueron lavados y enjuagados seis veces
consecutivas con agua libre de particulas, bidestilada y deionizada (Destilador Corning
mega—PureTM System MP-IIA y Deionizador Barnstead Mod. D0604). Los frascos se
llenaron con 160 ml de agua de mar sintética con 20% de salinidad, preparada con 13.7
g de NaCl, 2.3 g de NaySos, 0.38g de KCl, 0.112g de NaHCO;, 0.015g de H3BOs;,
0.0016g de NaFl, 0.023g de MgCL,6H,0, 0.5g extracto de bilis en 1000 ml de agua
bidestilada y deionizada y 0.5% de peptona con un pH de 7.4 y esterilizado por

autoclave a 121°C por 20 minutos.
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Desarrollo de estadio de Vibrio cholera O1
Inoculacion del microcosmos y procesamiento de muestras

Fueron cultivadas dos cepas de Vibrio cholerae O1 de la Facultad de Medicina
de la UNAM, Inaba Eltor FMV087145 en Triptona 1% Cloruro de Sodio 1% ( TiNy)y
agar 1.4% por 24 horas.

Cada microcosmos fue inoculado con una colonia de cada cepa, esta se incubd a
25°C durante 92 dias, la concentracién inicial de la bacteria se determiné por el método
de dilucién (Lizéarraga y Vargas, 1997), y fue de 69,000 UFC por ml.

. Diariamente se recolecté un ml del contenido de cada uno de los frascos y se
sembroé una asada en TN para corroborar el cambio al estado no cultivable. A partir de
la fecha en dejo de observarse el crecimiento poblacional de las bacterias, se tomo una
muestra cada 15 dias hasta durante 92 dias.

Las muestras tomadas se fijaron con 3 % de formaldehido para su conservacion.

Cada muestra se procesé para ser observada por microscopia electrénica de
barrido. Se tomaron iméagenes para la vigilancia de los cambios morfolégicos en cada
uno de los estados de Vibrio cholerae Ol
Preparacion de muestras para microscopia electrénica de barrido

Se prepararon todas las muestras para vigilar los cambios morfologicos con
imégenes del microscopio electrénico de barrido: para cada dia de muestreo se diluyeron
10pl del cultivo inoculado con Vibrio cholerae Ol en 90ul de agua destilada y
deionizada junto con 42ul de etanol al 30%. Se colocé una gota de 10ul en el

portaobjetos horadado de 10 mm de didmetro, dejandose secar a 37°C y se deshidraté
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por inmersién gradual en alcohol al 50,70 y 100%, secando la muestra después de cada
aplicacién. Finalmente se afiadié una capa de aluminio sobre la muestra para
incrementar el contraste.

Un total de 24 muestras fueron observados en un microscopio electrénico de
barrido (JSM- 5300 Scanning Microscope) y las imagenes fueron digitalizadas y
almacenadas, las cuales se procesaron con la técnica de metalizacién para ser observadas
en el Microscopio Electrénico de Barrido y se almacenaron digitalmente en formato
bitmap.

De las 24 muestras se procesaron 2789 imagenes individuales de Vibrio cholerae
01, se midié el tamafio (largo y ancho) y forma con el programa Scion image .

Anélisis estadistico

Se aplicé un analisis multivariado de agrupacion (Cluster Anélisis) que ubica a
los organismos en grupos de acuerdo a su similitud y diferencia, calculando la distancia
de unién entre cada cambio morfolégico. La distancia de unién utilizadas en la
euclidiana que se define de la siguiente manera:

Dy = 0.5Dsr + 0.5Ds 5~ 0.5 | Dty — Diwl
Donde D es la distancia existente entre dos agrupaciones, H y K son los dos grupos de
datos y J e I son los datos. Los dendogramas de las distancias euclidianas se realizaron
mediante la técnica del vecino mas cercano, que es la distancia més pequefia entre dos
elementos de grupos diferentes. El analisis se llevo a cabo con el programa

STATISTICA.
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Ademas se realizé la prueba de ANOVA para comparar los promedios de la
longitud y ancho de la bacteria y una regresién lineal para establecer la tendencia de la

reduccion de tamafio.
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Resultados

Después de inocular el microcosmos con 0.5% de peptona y 20 %40 de salinidad
con las dos cepas de Vibrio cholerae O1 (Inaba) tomadas de especimenes clinicos de la
coleccién de la Facultad de Medicina de la UN.AM., se encontré que Vibrio cholerae
O1 crecié en T N; hasta el dia 22 posteriormente se obtuvieron muestras cada 12 dias.
Se obtuvieron 24 muestras las cuales se procesaron con la técnica de metalizacidn para
ser observadas en el Microscopio Electronico de Barrido y se almacenaron digitalmente
en formato bitmap. Se procesaron 2 789 iméagenes individuales de Vibrio cholerae O1
para medir las variables en estudio.
Analisis del tamaiio del Vibrio cholerae O1

De todas las iméagenes se midié la longitud y ancho de cada una por dia de
seguimiento. La tabla II muestra los resultados de la longitud de Vibrio cholerae O1

obtenidos durante los 92 dias del experimento.
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Tabla II. Distribucién de la longitud (um) del Vibrio cholerae O1

Dia n Media Desviacion Intervalo de confianza
estandar 95%
1 125 1.52 0.32 1.46 - 1.57
2 124 1.44 0.32 1.38 - 1.50
3 89 1.78 0.36 1.71 -1.86
4 114 1.63 0.48 1.54 -1.72
5 120 1.56 0.47 1.47-1.65
6 30 1.07 0.24 0.98-1.16
7 125 1.45 0.28 1.40 —-1.50
8 123 1.38 0.33 1.33-1.44
9 123 1.24 0.41 1.17-1.32
10 122 1.32 0.39 1.25-1.39
11 128 1.31 0.32 1.26 —1.37
12 123 1.38 0.45 1.30-1.46
14 114 1.35 0.54 1.25-1.44
16 121 1.47 0.80 1.32-1.61
18 105 1.03 0.53 0.89 - 1.17
20 123 0.95 0.39 0.88 -1.02
21 120 0.84 0.44 0.76 - 0.92
22 121 0.83 0.37 0.77 - 0.90
24 125 0.72 0.53 0.63 - 0.81
36 128 0.77 0.61 0.67 -0.88
50 120 0.70 0.26 0.65 - 0.74
64 118 0.55 0.40 0.48 - 0.62
78 120 0.49 0.40 0.42 -0.56
92 128 0.24 0.14 0.21-0.26
Total 2789 1.12 0.60 1.10-1.14

Las figuras 2 y 3 muestran graficos de cajas de la distribucién de la longitud del
Vibrio cholerae O1 medido en pm, comparando los valores méaximos, minimos y los
cuartiles con la distribucién de la media y el intervalo de confianza al 95%.Se Observé
una variacién uniforme hasta el dia 18, donde el intervalo fue muy amplio debido a que

la dispersién fue mayor. Esto coincide con la fecha en que la bacteria pierde la
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capacidad de ser recuperada por cultivo en placa, y posteriormente la desviacién
estandar se vuelve uniforme (Tabla II). El promedio y la mediana van disminuyendo a lo
largo del seguimiento con una p<0.001 de acuerdo a la ANOVA.

La longitud minima de la bacteria fue de 0.1 pm y la maxima de 6.01pum con una

media de 1.12 + 0.6 pm.
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Figura 2. Distribucién de la longitud en pm del Vibrio cholerae Ol,
considerando los valores minimo, maximo y cuartiles, durante los 92 dias
de seguimiento
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Figura 3. Distribucién de la longitud en pum del Vibrio cholerae Ol,
considerando los valores el intervalo de confianza al 95%, durante los 92
dias de seguimiento

En lo referente al ancho del Vibrio cholerae O1 (Tabla III) se observo una
situacién similar a la de la longitud con tendencia a disminuir su talla, aunque las
variaciones no son tan marcadas. Sin embargo las diferencias de las medias a lo largo
del seguimiento fueron estadisticamente diferentes con una p<0.001 (ANOVA) (Figuras

4y5).




Tabla III. Distribucién del ancho (um) en de Vibrio cholerae O1
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Dia n Media Desviacién estandar Intervalo de confianza
95%
1 125 0.71 0.08 0.69-0.73
2 124 0.80 0.37 0.73 - 0.87
3 89 0.68 0.09 0.66 —0.70
4 114 0.63 0.10 0.61 -0.65
5 120 0.62 0.08 0.61-0.64
6 30 0.54 0.13 0.49 — 0.59
7 125 0.66 0.08 0.64 - 0.67
8 123 0.65 0.08 0.63 -0.66
9 123 0.54 0.08 0.53-0.55
10 122 0.60 0.10 0.59 - 0.62
11 128 0.65 0.11 0.63 —0.66
12 123 0.59 0.09 0.57-0.60
14 114 0.60 0.12 0.58-0.63
16 121 0.66 0.08 0.64 - 0.67
18 105 0.55 0.14 0.52-0.58
20 123 0.44 0.11 0.43 -0.47
21 120 0.52 0.14 0.49-0.54
22 121 0.43 0.11 0.41-0.45
24 125 0.45 0.22 0.41-0.49
36 128 0.45 0.23 0.41-0.49
50 120 0.54 0.16 0.51-0.57
64 118 0.33 0.17 0.30-0.37
78 120 0.32 0.18 0.29-0.35
92 128 0.19 0.11 0.17-0.21
Total 2789 0.55 0.20 0.54 -0.55
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Figura 4. Distribucién del ancho en pm del Vibrio cholerae O1, considerando los
valores minimo, méaximo y cuartiles, durante los 92 dias de seguimiento

2.0 ey

1.8
1.6
1.4
1.2

1.0

i

Ancho

0.4 Intervalo de

02 confianza 95%

=
g

Intervalo de
confianza al 68%

0

0.0

1 3 5 7 9 11 14 18 21 24 50 78
2 4 6 8 10 12 16 20 22 36 64 92 o Media

Dia de seguimiento

Figura 5. Distribucién del ancho en pm del Vibrio cholerae O1, considerando los
valores el intervalo de confianza al 95%, durante los 92 dias de seguimiento
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La figura 6 muestra el dendrograma con las distancias euclidianas entre cada dia
de seguimiento, donde se observan dos grupos, el primero que agrupa los primeros dias
hasta el dia 16 donde predominan las formas de bastén y el segundo que contiene al

resto del dfa 18 al 92 con bacterias en su mayoria esféricas.
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Figura 6. Dendrograma de las variaciones del tamafio del Vibrio cholerae
O1 durante los 92 dias de seguimiento

Ademas se obtuvo la similitud dia por dia, encontrando que la distancia de unién

era cercano a cero hasta el dia 14, y entre los dias 16 y 18 empez6 a incrementarse este

indice (Figura 7).
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Figura 7. Similitud de tamafio del Vibrio cholerae O1 dia por dia del
seguimiento
La figura 7 muestra la similitud entre el tamafio de las bacterias durante el
experimento, las bacterias se pudieron agrupar en 3 grupos, el primero del dia 1 al 14 en
donde la diferencia en tamafio es casi nula, el segundo grupo del dia 16 al 21 comienza a
incrementarse la distancia de unidn, esto es que existe mayor disimilitud entre las
bacterias, a partir del dia 21 se observa un tercer grupo, el cambio del tamafio de un

muestreo a otro es evidente.
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Analisis de las variaciones morfologicas

La figura 8 muestra las tres formas predominantes que tuvo la bacteria durante el
seguimiento.

La proporcién en la que se presentaron la formas de bastén (figura 10), esfera
(figura 13) y célula en divisién (figura 11), se muestra en la figura 8, donde se puede
observar que la forma normal de bastén se fue perdiendo cuando la bacteria estuvo en un
ambiente bajo de nutrientes y se incrementdé la proporcién de formas esféricas
presentando a lo largo de esta transicién bacterias alargadas (figura 9) y pequefios
bastones (figura 12). La proporcién de células en divisién fue diferente a lo largo de las

observaciones.
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Figura 8. Proporcién de células de Vibrio cholerae O1 de acuerdo a las
variaciones morfolégicas mas frecuentes

Figura 9. Variacién morfologica de Vibrio cholerae O1 tipo serpentina
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Figuras 10. Variaciones morfologicas de Vibrio cholerae O1 tipo baston
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Figuras 11. Variaciones morfologicas de Vibrio cholerae O1 en division

Figuras 12. Variaciones morfoldgicas de Vibrio cholerae O1 bastones pequefios




Figuras 13. Variaciones morfolégicas de Vibrio cholerae O1 de tipo esfera
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Discusion

En el ambiente natural las condiciones de aporte de nufrientes y las
caracteristicas fisicas y quimicas son muy variables, lo cual influye en la presencia y
ausencia de Vibrio cholerae (Colwell et al., 1995). La variacién de estas condiciones
puede llevar a los microorganismos a estados de desnutricion, los cuales para sobrevivir
en el ambiente acuitico desarrollan mecanismos de sobrevivencia. Uno ellos son la
répida divisién y la involucién de su tamafio y su virulencia (Baker et al.,1983).

En este estudio, y como evidencia de lo anterior se observd el crecimiento
bacteriano asi como el cambio morfoldgico que sucede al irse agotando los nutrientes en
el microcosmos.

Las bacterias presentaron un comportamiento general a disminuir de longitud sin
embargo, se encontraron que durante los dias 3 y 4 presentan un aumento de la longitud,
debido a que la células no estén sufriendo el cambio morfolégico a la misma velocidad
(Stanier, et al., 1996).

Del dia 7 al 15 no hay cambios significativos en la longitud. En el dia 16 se
encontrd la mayor desviacion estandar 0.80 en la longitud, esto puede tener una relacién
con la curva de crecimiento poblacional dé un cultivo de bacterias, que presenta una fase
exponencial y una estacionaria esta dltima implica un periodo de crecimiento
desequilibrado (Stanier, ef al., 1996).

A partir del dia 16 hasta el 25 se observé una alta variabilidad en el tamafio de las
muestras es claro que la bacteria presenta cambios internos y hay un desajuste en el

crecimiento de la bacteria, pero no se ha comprobado exactamente que es lo que esta
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sucediendo se dice que cuando las bacterias se presentan en la fase de transicion a la
estacionaria el incremento de masa se ha detenido el material citoplasmatico y nuclear
sigue reduciendo (Brock y Madigan,1974), de esta forma se adelgaza la bacteria
tomando formas enlongadas teniendo bacterias mas largas.

Una hipétesis sobre esta variabilidad en los datos obtenidos podria ser que al
faltar los nutrientes las bacterias se adhieran a otras bacterias ya muertas buscando
alimento y alterando los datos al medir a los organismos.

Es de interés seguir realizando estudios sobre la fisiologfa de la bacteria mediante
un microscopio de transmisién y saber que cambios presenta la estructura interna cuando
se encuentra en la etapa de transicién de crecer y no crecer para poder el crecimiento
desequilibrado que se present6 durante estos dias.

El decremento registrado en las bacterias a partir del dia 24 fue mas acentuado
debido a que la secuencia de observaciones se hizo cada 14 dias registrandose cambios
mas significativos.

Casida (1971) observé células aproximadamente de 0.5 pm a 0.8 um de didmetro
y Bae et al. (1972) reporté que el 72% de los organismos examinados eran menores de
0.3 pum en didmetro. En este estudio los cambios que presentd Vibrio cholerae Ol en su

tamafio fueron de 1.52 pm a 0.24 um promedio en las medidas de longitud y 0.77 um a

0.19 um en el ancho, disminuyendo a la quinta parte de su tamafio original.
El ancho del Vibrio cholerae O1 presentd la misma tendencia en la disminucién
del tamafio, sin embargo, este cambio es menor si lo comparamos con los resultados de

la longitud debido a la paulatina formacién de bacterias esféricas o cocoides.
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El dendrograma de la variacién del tamafio de las bacterias presenté dos grupos
principales, uno del dia 1 al 16 donde podemos decir, apoyandonos en la figura 8 que
predominan las bacterias en formas de bastén y Vibrio cholerae O1 presentd crecimiento
poblacional, en cambio el otro grupo del dia 18 al 92 las formas esféricas eran
predominantes y la poblacion dejo de crecer . En este tiltimo grupo encontramos el dia 6
ya que el nimero de muestra que tuvimos fue solamente de 30 datos.

Es importante mencionar que 114 bacterias observadas fueron de menores de
0.2um podemos pensar que el método que usamos en este trabajo pudo influir en el
tamafio de las células ya que Fuhrman (1981) reporta que la bacteria encoge al realizar la
metodologia para preparar las muestras del microscopio electronico de barrido, Bae ef al
(1972) observaron bacterias de hasta .08 pm con este mismo método comparado con
otros articulos como Novitsky y Morita (1978), que por medio de filtracién reportd
Vibrio sp menores de 0.2 pm y Baker et al., (1983) observaron bacterias de 0.33 pm con
el microscopio de transmision.

El porcentaje que se encontré en bacterias menores de 0.2um fue de 4.1 % este
es un dato significativo e importante ya que en estos momentos hay una gran
controversia acerca del tamafio minimo para la existencia de vida. En el taller realizado
por la Academia Nacional de la Ciencia de los Estados Unidos “Steering Group for the
Workshop on Size Limits of Very Small Microorganism” el panel constituido de
bidlogos celulares argumenta que una esfera capaz de contener proteinas junto con los

genes y los ribosomas necesarios para su sintesis seria de 0.25 a 0.3 pm en diametro,

incluyendo su membrana exterior. Estimaron que 0.25 £ 0.05 um constituye un limite
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minimo para que exista la vida como la conocemos. Por otro lado las nanobacterias
reportadas de sangre humana y de vaca estan en el limite inferior sugerido por biélogos
celulares; sin embargo lo cuerpos de menor tamafio de 0.5 um encontrados en asociacion
con estas células no eran por si solos organismos viables. El bioquimico y fisico Olaqvi
Kajander de la Universidad de Kuopio en Islandia argumenta que tiene organismos que
prueban que la teoria anterior esta mal. Presenta nanobacterias cultivadas de sangre y
orina, las cuales estan entre 0.2 y 0.5 um de los cuales puede obtener cultivos viables
después de pasarlos a través de un filtro de 0.1 pm, sin embargo los mismos cientificos
del taller se mostraron escépticos. (Vogel, 1998.)

Nelson, (1997) dice que la mayoria de las bacterias conocidas por los bi6logos
estan en un intervalo de tamafio de 0.2 a 2 pm de didmetro pero Folk (1993) argumenta
que existen particulas virales que tienen 1\100 del volumen de la mayoria de las
nanobacterias , no entran en la clasificacién de formaciones minerales orgénicas y aiin
asi funcionan virulentamente como cuasibiontes

Existen dos problemas en la discusiéon del tamafio minimo. Los métodos
comunes tienen una ambigiiedad inherente o posibilidades de error y tal vez el mas
importante, la mayoria de las células encontradas en la naturaleza no pueden ser
cultivadas (Vogel, 1998.)

Baker y Park (1974) encontraron que la morfologia de las bacterias es diferente
en cada fase de crecimiento, En la fase exponencial ellos obtuvieron bastones robustos,
en la etapa estacionaria organismos més delgados curvos y en forma de S y en la fase de

muerte se observaron el incremento de organismos esféricos. Los cambios observados
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de tamafio y forma son parte del ciclo de vida de la bacteria como lo sefialaron también
Ensign y Wolfe (1964). Esto pudo observarse en este estudio ya que a pesar de que no se
obtuvo la curva de crecimiento podemos darnos cuenta a partir de las variaciones
morfolégicas y de tamafio.

Las células redondas se observaron ocasionalmente en todas las preparaciones,
sin embargo, fueron mis comunes en las muestras con mas tiempo. Las muestras del dia
1 al 7 en su mayoria fueron bacterias en forma de bastén, con presencia de muy pocos
cuerpos redondos, paulatinamente en los dias 16 y 18 las bacterias en forma de esferas
se vuelven mas comunes, aproximadamente el 50% de la poblacién son bastones, el 40%
en forma esférica y el 10% restante se observa la presencia de individuos en division,
después del dia 21 la gran mayoria de los organismos presentan forma de esfera hasta ser
el tipo dominante en la poblacién al final del estudio. El decremento en células viables
ocurre después de que las formas esféricas son predominantes.

Al observar la figura 8 pudimos ver que en casi todos los dias se observaron
células en division por lo que la célula siempre se esta reproduciendo aunque no se
observé un comportamiento representativo. Baker er al., (1983) reporta que en las
primeras 48 horas se presenta un incremento en el nimero de células, es dificil
comprobar esta informacién en este trabajo ya que no se cuantificé el numero de

bacterias por dia y no se sabe con certeza si la concentracién de individuos aumentd.
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Conclusiones

¢ Vibrio cholerae pierde la capacidad de ser recuperada por cultivo en placa a partir
del dia 22 del experimento en un ambiente bajo en nutrientes.

¢ En condiciones limitadas de nutrientes, los organismos tienen la capacidad de
cambiar de forma y tamafio.

¢ Los cambios que presentd Vibrio cholerae Ol en su tamafio fue de 0.24 pm a 1.52
pm en longitud y 0.19 pm a 0.77 pm en el ancho, disminuyendo la quinta parte de
su tamafio original.

¢ Las formas de bastén y esférica se presentaron durante todo el seguimiento. Sin
embargo, la proporcién en la que se ocurren cambié con el tiempo, antes de perder la
culturabilidad predominaron los bastones y después las formas cocoides.

¢ El4.1 % de la bacterias observadas fueron menores de 0.2 um.

¢ Se obtuvieron formas de serpentinas, bastones grandes, bastones pequefios, células
en divisién y formas esféricas de muy diferentes tamafios.

¢ A pesar de la reduccién de nutrientes se encontraron células en divisién a los 92 dias

de seguimiento a pesar de ya no ser recuperadas por cultivo en placa.
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