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RESUMEN

Actualmente, en los ambientes marinos costeros tropicales, como el Mar Caribe, se ha
encontrado un incremento de bacterias altamente patdgenas que pueden infectar a los
seres humanos mediante la aspiracion, el contacto con tejido expuesto o el consumo de
alimentos provenientes del mar. La mayoria de estos patdogenos requieren condiciones
especificas para su proliferacion, como lo es la disponibilidad de biomasa y nutrientes.
La acumulacion masiva del sargazo es un medio propicio para el incremento de bacterias
patdgenas en la zona costera en el Caribe Mexicano. En esta region desde el 2011, se han
registrado arribos masivos anuales con permanencia en el rango de meses. El sargazo, al
encontrarse estancado y comenzar su proceso de descomposicidon segrega compuestos
como acido sulfhidrico, amoniaco, fenoles y compuestos volatiles asi como nitrégeno y
fosforo que son aprovechados por las bacterias como nutrientes. El amoniaco que se libera
del sargazo es proveniente de la descomposicion de sus proteinas y compuestos
nitrogenados y puede servir como fuente de nitrogeno para las bacterias. El objetivo de
esta investigacion es determinar la presencia y abundancia espacial y temporal de una
bacteria altamente patogena para el hombre, Vibrio vulnificus, durante un periodo de
arribazon del sargazo en el sur del Caribe Mexicano. Vibrio vulnificus como patdégeno
esta asociado con cuadros sépticos, fallos en los drganos, fascitis necrosante, amputacion
de extremidades y pueden incluso ocasionar la muerte. Se realizaron muestreos desde
Punta Herrero hasta Xcalak durante junio-diciembre 2023, inicio, durante y posterior a la
llegada de sargazo. Se colectaron muestras de agua y sargazo flotante de los cuales, se
cultivaron bacterias en medios nutritivos. Se realizaron aislamientos en agar selectivo
TCBS para V. vulnificus. Se observo la presencia de vibrios en el 90% de los sitios de
muestreo. Se encontraron diferencias significativas (p=0.0001), en la presencia y
abundancia de vibrios entre periodos de estudio, pero no se encontr6 significancia entre
sitios de muestreo. La presencia de sargazo puede incrementar la abundancia de vibrios
hasta 3000 colonias 100ml-1, mientras que en ausencia de sargazo la abundancia fue de
500 colonias 100ml-1. Para la identificacion de las cepas de Vibrio, se aislaron las cepas
bacterianas en monocultivos y se realizaron extracciones de ADN y amplificacion del gen
16s para cada monocultivo. Mediante el peso molecular del amplicon se determiné la
presencia de V. vulnificus en el 90% de las muestras analizadas. Mediante sondas
moleculares se determind que las cepas de V. vulnificus, son del 70% tipo clinico, es decir
con potencial infeccioso para el hombre; y del 30% del tipo ambiental. En este estudio se

determind que el sargazo promueve un incremento dramatico de la abundancia de las



bacterias patogenas V. vulnificus y que la interaccion con sargazo representa un riesgo

para la salud al estar dominado por cepas clinicas con alto potencial de infeccion.



1. INTRODUCCION

Las bacterias patégenas son un grupo multivariable de microorganismos procariontes,
que en sus procesos metabdlicos pueden segregar toxinas potencialmente dafiinas para
los organismos (Pandey et al., 2014). La deteccion de patogenos en ambientes acuaticos
se ha documentado desde hace aproximadamente 100 afios, particularmente en aguas
contaminadas por descarga de aguas residuales (Kristian Stevik etal., 2004).
Enfermedades relacionadas con bacterias patdogenas y que encuentran en los ambientes
acudticos medios efectivos de transmision, incluyen a la disenteria, tifoidea y colera
(Garcia Palomo et al., 2010). En los ambientes costeros, existen bacterias patégenas que
pueden infectar a los seres humanos a través de dos vias principales: la aspiracion,
contacto con tejido expuesto o el consumo de alimentos provenientes del mar previamente
infectado (Becerra-Tapia & Botello, 1996). Los efectos en el hombre de la contaminacion
por bacterias patdgenas en zonas costeras pueden incluir desde sintomas muy leves hasta
problemas respiratorios agudos, infecciones en la piel, oidos o desordenes

gastrointestinales y hepaticos severos (Varadi et al., 2017).

Actualmente, en las regiones tropicales existe una principal bacteria patogena que afecta

a los seres humanos: Vibrio vulnificus.

La bacteria V. vulnificus esta asociada a cuadros sépticos con una tasa de mortalidad alta
de entre 56% y 61% (Poblete U et al., 2002). Se encuentra en los mares tropicales, ya que
necesita una salinidad de 0.7 a 1.6% y temperaturas mayores a 20°C para su optimo
desarrollo, asi que las aguas calidas son excelentes hébitats para esta bacteria (Jones &
Oliver, 2009). Algunos factores adicionales que influencian la distribucion de estas
bacterias son los gradientes medioambientales, tales como la salinidad, temperatura,
disponibilidad de nutrientes, asi como los factores biologicos, que incluyen la abundancia
de dinoflagelados, depredacion y hospedadores (Oliver, 2006). Los vibrios son bacterias
que estdn muy estudiados en los sistemas costeros, ya que estos provocan casos de
mortalidad, patologias, y grandes pérdidas economicas, debido a que se encuentran
presentes en animales marinos que se alimentan por filtracion, como los bivalvos (Aliaga
etal., 2010). Las dos principales causas de infeccion por este microorganismo son el
consumo de moluscos contaminados y a través de heridas las cuales se asocian a la

exposicion que tienen con el agua de mar (Muiioz et al., 2012).



Actualmente el arribo masivo del sargazo a las playas del Caribe Mexicano podria
representar un riesgo en el incremento de bacterias patdgenas en la zona costera. Puesto
que, a nivel mundial, la acumulacion de sargazo promueva la permanencia y crecimiento
de bacterias patdgenas. El sargazo, son macroalgas marinas que presentan colores y
texturas variadas pertenecientes al género Sargassum. Dos especies son las que hasta
ahora se han identificado en la region: S. natans (linneaus) Gaillon y S. fluitans
(Borgessen) (Oyesiku, 2024). Existe la relacion entre bacterias patdgenas con mas
especies de sargazo, como, por ejemplo, las bacterias Bacillus, Paracocus y
Propionibacterium estan relacionadas con S. horneri en el Mar amarillo. Se tiene
conocimiento sobre las interacciones entre las macroalgas con las bacterias, debido a que
el sargazo proporciona oxigeno, carbohidratos y habitat a las bacterias que se encuentren
en asociacion. De igual manera las bacterias pueden proporcionar vitaminas, minerales y
didxido de carbono al sargazo, por lo que desempefian papeles importantes en su

morfogénesis y crecimiento (Mei et al., 2019).

Los arribazones son los eventos peridodicos donde las grandes cantidades de macroalgas
se conglomeran y llegan a las playas, esto es debido a la gran produccion de nutrientes
que hay en el mar (Ortegon-Aznar & Avila-Mosqueda, 2020). Para el afio 2014, se dio
un aumento masivo en la llegada del sargazo, afectando al sector turistico, el cual es una
de las fuentes econdmicas mas importantes para México y Quintana Roo (Hervé et al.,
2021). En el siguiente afio 2015, el arribo de sargazo incremento, detectandose la

acumulacién de 2360 m? de sargazo por kilémetro de playa al mes (Caballero, 2020).

En este estudio, se evallia la presencia y aumento de poblaciones de V. vulnificus asociado

con el arribo del sargazo en el sur del Caribe mexicano.



2. ANTECEDENTES

Las bacterias con mayor afectacion a la salud, son las bacterias del género Vibrio,
particularmente V. vulnificus (bacterias come carne). Estas bacterias se distribuyen
ampliamente en el mundo, pero con mayor incidencia de contagios en la region tropical.
Tacket (1984) aislaron V. vulnificus de heridas abiertas las cuales estuvieron en contacto
con aguas de un embalse de Oklahoma y un arroyo de nuevo México. Ambos sistemas
eran de aguas salobres. Se encontrd6 que los aislamientos clinicos crecieron con
salinidades bajas, por lo que inclusive en agua salobres estas bacterias patdgenas pueden

adaptarse, siendo capaces de producir infecciones (Tacket et al., 1984).

En ambiente marino, también se ha encontrado la presencia de bacterias patogenas. Lopez
(2020) investig6 la presencia y composicion de micro y meiofauna asociada a Sargassum
de las costas atlanticas de Martinica y Guadalupe en tres diferentes puntos; un sito
intermareal, agua de mar ambiental y sitios internos de almacenamiento de algas. Colecto
100 muestras en los episodios de marea del 2018. Se obtuvo como resultado la presencia
de bacterivoros, arqueas metanogénicas, bacterias productoras de nitrato y sulfato, y
patogenos candidatos. Esto indica que existen relaciones troficas entre el sargazo y los

microorganismo (Lopez et al., 2020).

En 2022, en el mes de Octubre el Departamento de Florida informo que después del
huracan Ian categoria 5, aumentaron los casos de infecciones por vibriosis y V. vulnificus,
con un total de 74 casos y de 17 muertes, lo doble de lo reportado en 2021 (Brumfield,
Usmani, et al., 2023).

En 2023 el Departamento de Salud de Florida alert6 sobre la presencia de la bacteria V.
vulnificus extendiéndose sobre la Costa del Golfo de México y notificando la muerte de

cinco personas debido a la infeccion por esta bacteria (Morales Omar, 2023).

Desde 2011 la llegada de sargazo a las costas del Caribe Mexicano se convirtid en una
problematica ambiental, pero fue entre 2014 y 2015 cuando los arribazones se
intensificaron de manera significativa afectando particularmente los sistemas costeros
debido a la acumulacion y descomposicion de las algas, asi como a la salud humana y la

industria turistica (Elisa & van Tussenbroek, 2016).



3. MARCO TEORICO

El estudio se realizé en el sur del Caribe Mexicano, desde Punta Herrero hasta Xcalak.
Esta zona cuenta con un clima célido-htimedo con temperaturas de 24°C a 35°C durante
todo el afio. Tiene una temporada de lluvias de mayo a octubre y una temporada de secas
de noviembre a abril. Esta es una region susceptible a huracanes, especialmente entre los
meses de junio a noviembre. En 2023 la cifra de turistas que arribaron a las playas del sur

del Caribe Mexicano fueron aproximadamente 210,962 (SEDETUR, 2023).

Actualmente a esta zona llegan grandes cantidades de sargazo, las cuales varian afio con
afios, pero desde 2015 se ha visto un aumento significativo, y se ha estimado entre
200,000 y 1,000,000 de toneladas en afios recientes (Mohan & Strobl, 2024). El sargazo
es un alga marina que ha proliferado en el océano Atlantico a raiz del cambio climatico,
la contaminacién, los nutrientes del agua y las corrientes marinas que se encargan de
transportar a estas algas desde su lugar de origen hasta México. Al llegar a las playas, las
inmensas cantidades se quedan estancadas en las costas, ocasionan un deterioro en los
habitats naturales, la perdida de flora y fauna y afectaciones a la vida marina (WECAFC,

2023).
Bacterias de alta patogenicidad

Una bacteria que se encuentra relacionada con el sargazo es Vibrio vulnificus. Es un bacilo
gramnegativo, recto, curvo, son moviles, oxidasa positiva y no esporulados. Se comportan
como anaerobios facultativos y se encuentra en los ambientes marinos, particularmente
en aguas calidas y salinas (Mecalco & Encb, 2005). Tiene una alta patogenicidad por lo
que causa infecciones graves a los seres humanos a través de heridas expuestas al mar o
sustrato contaminado y mediante el consumo de mariscos contaminados. Provoca
afecciones graves en la salud como vémitos, fiebres, problemas gastrointestinales, asi
como provocar fascitis necrosante, lo que significa que el tejido alrededor de la herida
muere, lo que lleva a la perdida de extremidades, y en la mayoria de los casos, provoca la

muerte.



4. JUSTIFICACION

Las bacterias patdgenas son un riesgo ambiental y social a nivel mundial, debido a que
cuando entran en contacto con otros seres, provocan enfermedades infecciosas que
pueden ocasionar hasta la muerte. La bacteria Vibrio vulnificus es un patégeno peligroso

para el hombre y para las comunidades bioldgicas que habitan aguas costeras tropicales.

Se ha detectado la presencia e incremento de esta bacteria patogena en el sur de Florida
y Golfo de México. Se asume que podria existir la presencia de esta bacteria en el Caribe,
pero hasta ahora no existe una determinacién cuantitativa, espacial o temporal de la

distribucidn de las bacterias.

Se evalua la zona sur del Caribe Mexicano porque es una zona con creciente actividad
turistica y econdmica relacionada con la zona costera. En esta region existen poblaciones
como Mahahual que cuenta con una poblacion de 2,636 habitantes e Xcalak con 436
habitantes (INEGI, 2020). Ambos poblados se encuentran en proceso de desarrollo
urbano y con poblacion flotante por el arribo de turistas. Actualmente Mahahual cuenta
con visitas de hasta 300,000 turistas al afio, debido a los cruceros que arriban a la

localidad.

Tanto la poblacion residente, como la visitante, estan en riesgo de adquirir enfermedades
relacionadas con bacteria patogenas asociadas al arribo del sargazo. En particular, a
melioidosis, infecciones severas, cuadros sépticos, amputaciones de extremidades, que de

incrementarse podrian representar un problema de salud publica a nivel regional.

Actualmente, el arribo masivo de sargazo a las playas del sur del Caribe Mexicano
representa una gran problematica ecologica, social y econdmica ya que se mantiene hasta
durante cinco meses (Baumler & Sperandio, 2016). Las bacterias tienen un Optimo
crecimiento a temperaturas de entre 24° y 30°C y salinidades de entre 36 a 44 partes por
mil. Por lo que las aguas del Caribe Mexicano y la acumulacion de sargazo, son propicias
para su proliferacion (Arreola-Lizarraga et al., 2020). Este trabajo representa uno de los

primeros en relacionar bacterias patdgenas con sargazo en el Caribe Mexicano.



5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
o Determinar la presencia y abundancia espacial y temporal de bacterias patdogenas

Vibrio vulnificus en un ciclo de arribo de sargazo en el sur del Caribe Mexicano.

5.2 Objetivos especificos
o Identificar la presencia de bacterias patogenas V. vulnificus al inicio, durante y

después del arribo del sargazo a la franja costera de Punta Herrero- Xcalak.

o Contrastar la abundancia de bacterias patogenas entre sitios de muestreo y
periodos de arribazon.

o Determinar el tipo de cepa (clinica vs ambiental) de las bacterias en estudio para

inferir su patogenicidad.



6. METODOLOGIA
6.1 Area de estudio

El sur del Caribe Mexicano corresponde con el sur del estado de Quintana Roo, y abarca
desde las comunidades de Xcalak hasta Punta Herrero (Figura 1). Mide longitudinalmente
~125 km, y se caracteriza por un clima tropical, con temperatura media anual de 26°C

(Alvarez-Filip, 2020).

Presenta una época de sequia en los meses de Noviembre a Abril y una época de fuertes
lluvias periddicas en los meses de Mayo a Octubre (Elisa & van Tussenbroek, 2016). El
Caribe Mexicano es una zona propensa a tener impactos de huracanes y debido al cambio
climatico se han presentado huracanes con categorias intensas (vientos mayores a 250
km/h) a lo largo del tiempo. El territorio es plano, con vegetacion de selva baja tropical y
costas junto al mar Caribe, las cuales poseen playas manglares, bahias y caletas (Giliemes-

Ricalde & Correa-Ruiz, 2009)
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Figura 1. Mapa de la Peninsula de Yucatan mostrando el area de estudio en el sur del

Caribe Mexicano. Los puntos representan los sitios de muestreo.



6.2 Trabajo en campo

La recoleccion de muestras se realizo en la region sur del Caribe Mexicano, desde Punta
Herrero hasta Xcalak (figura 1). Se colectaron muestras del sargazo arribado de enero a
diciembre 2023, coincidiendo con un ciclo de arribo de sargazo. Se distinguieron 3
periodos: inicio en los meses de junio y julio, durante en los meses de agosto y septiembre
y posterior, una vez que el sargazo se ha retirado de las costas en los meses de octubre y
noviembre. En cada visita y por cada sitio se colectaron muestras por duplicado de
sargazo y agua. Se utilizaron bolsas whirlpack estériles de 500ml y se tomaron un total
de 84 muestras. En campo las muestras se preservaron en una nevera con hielo hasta su
traslado al laboratorio. En cada sitio, se midieron datos ambientales como temperatura,
oxigeno disuelto, conductividad, salinidad y pH, utilizando un multisensor portatil tipo

sonda.

6.3 Trabajo en laboratorio

Cultivo, conteo e identificacion morfologica

El aislamiento de las bacterias se realizo en el Laboratorio de Microbiologia del Instituto
Tecnologico de Chetumal. Todas las muestras se filtraron utilizando una bomba de vacio,
a través del método filtracion por membrana utilizando membranas de nitrocelulosa de
0.45pum. Posterior al aislamiento por filtracion, las membranas fueron colocadas en tubos
de ensaye que contenian el medio de enriquecimiento Agua Peptonada Alcalina y

posteriormente fueron incubadas a una temperatura de 37°C durante 48 horas.

Para el cultivo de Vibrio vulnificus se realizo un enriquecimiento inicial de la muestra con
el medio Agua Peptonada Alcalina e incubacion a una temperatura de 37°C.
Posteriormente se realiz6 una siembra en medio TCBS (Agar Tiosulfato Citrato Bilis

Sacarosa) con una incubacion de 18-24 horas a una temperatura de 37°C.

Para estimar la abundancia relativa de bacterias se utilizé un contador de colonias digital
(digital colony counter). Después de 24 horas de cultivo, se dispusieron las cajas Petri de
cultivo sobre la cuadricula bajo la lupa del contador y con el marcador correspondiente se

numeraron las colonias y los resultados se registraron en una bitacora.



Las colonias morfologicamente diferentes fueron aisladas para obtener monocultivos. Las
resiembras se realizaron en el medio correspondiente. Este proceso se repitié hasta que

se alcanzaron monocultivos.

Extraccion de ADN y amplificacion del gen 16S

Con la finalidad de determinar la identidad taxondmica de los morfotipos encontrados en
el género Vibrio, se realizaron extracciones de ADN de monocultivos obtenidos en la
resiembra de las muestras. Para esto se utilizd el Quick-DNA™ Fungal/Bacterial
Miniprep Kit, el cual es utilizado para el aislamiento de hongos y bacterias. Primero, se
tom6 una muestra de las colonias bacterianas y se disolvid en 200ul de agua grado
molecular. Posteriormente, las muestras fueron dispuestas en un tubo de lisis con “perlas”
agregando con una micropipeta 750ul de BashingBead™ buffer y llevadas a un mezclador
vorticial durante 5 minutos, posteriormente las muestras se pusieron en la incubadora de

bafio seco durante 40 minutos.

Seguidamente las muestras fueron colocadas en una microcentrifuga a 10,000xg durante
1 minuto. Con el sobrenadante obtenido se transfirieron 400pl a un filtro Zymon-Spin™
ITI-F con un tubo de recoleccion y se centrifugo a 8,000xg durante 1 minuto. Se agregan
1,200ul de Genomic Lysis Buffer al tubo de recoleccion del filtrado principal. Se
transfirieron 800ul de la mezcla anterior al Zymon-Spin™ IICR column en un tubo de
recoleccion y se centrifugo a 10,000xg durante 1 minuto. A continuacion, se desecho el

flujo obtenido y se repitieron los pasos anteriores.

Seguidamente a la mezcla obtenida se le agregaron 200 ul de DNA Pre-Wash Buffer en
el Zymon-Spin™ IICR column con un nuevo tubo de recoleccion y se llevo a centrifugar
a 10,000xg durante 1 minuto. Se le agrego 500ul de g-DNA Wash Buffer al Zymon-
Spin™ IICR column y se centrifugo a 10,000xg durante 1 minuto. Se transfiri6 el Zymon-
Spin™ IICR columna a un tubo de microcentrifuga nuevo de 1,5ml y se le agrego 35ul
de DNA Elotuion Buffer, se llevé a la microcentrifuga a 10,000xg durante 30 segundos
para eluir el ADN. Finalmente, las muestras fueron llevadas al espectrofotometro
BioSpectrometer kinetic para conocer la concentracion final de ADN después de la

extraccion de ADN.



Se utilizo una seccion de 518 pares de bases del gen nuclear 16S para identificar la especie
Vibrio vulnificus; para ello se utilizaron los primer vvh-785, vvh-1302 (Rosche, 2005).
Inicialmente se realizd una estandarizacion de PCR, que consistié en la preparacion de los
stocks de los oligonucledtidos. Después se dividid la solucion en alicuotas con una
concentracion final de 100pum/pl. Posteriormente los stocks y las alicuotas fueron

guardadas en una caja y llevadas al congelador hasta su uso.

Para la estandarizacion se hicieron dos diluciones de ADN templado, la primera con 6
tubos de PCR a una concentracion de 10ng/ul y la segunda con 6 tubos de PCR a una
concentracion a Ing/pl. Para la estandarizacion y optimizacion del protocolo de PCR punto
final, a cada tubo se le agregaron los siguientes parametros: 9.5ul de agua destilada, 12.5ul
de la MyTaq Mix, 1pl del primer vvh-785, 1ul del primer vvh-1302, 1ul del ADN
templado por cada tubo separado con anterioridad, con un volumen final de 25ul, las
muestras fueron llevadas al termociclador de la marca DLAB modelo TC1000-G, donde
la temperatura de alineamiento fue evaluada de 65°C a 69°C (TM calculada). Para la
visualizacion de los resultados de la amplificacion, se realizaron geles de agarosa al 1% y
mediante electroforesis se evaluaron los pesos moleculares de los fragmentos

amplificados.

Los parametros Optimos para realizar la amplificacion fueron una concentracion de
10ng/pul de ADN templado, temperatura de alineamiento de 65.3°C y para la reaccion final
de PCR se utilizaron 2ul del ADN. El programa de PCR estandarizado fue el siguiente:
pre-desnaturalizacion a 95°C durante 1 minuto, desnaturalizacion a 95° durante 15
segundos, alineacion a 65.3°C durante 10 segundos, polimerizacion a 72°C durante 10

segundos y la extension final a 72°C durante 2 minutos, por 30 ciclos.

Para determinar el éxito de la amplificacion se realizo un andlisis de electroforesis en geles
de agarosa 1%. Para el gel primero se prepar6 1L de TAE BUFFER concentrado al 1X,
con la siguiente formula V1=C2*V2/C1. Posteriormente, se utilizaron 0.3gr de agarosa
grado molecular, la cual fue disuelta en el TAE BUFFER. La mezcla se calenté hasta
disolverse por completo y el liquido quedara transparente. Se dejo enfriar y se le agregaron
2ul de bromuro de etidio como revelador. Luego se vertidé en una moldura en la caja de
electroforesis con unos peines que formaron los pocillos. Para preparar las muestras, con
ayuda de una micropipeta se tomaron 2ul de los productos de PCR se mezclo con 1ul de
azul de bromofenol como buffer de carga, esto para afiadir densidad, visibilidad y facilitar
la carga en los pocillos del gel. En cuanto el gel se solidifico se colocé en la camara de
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electroforesis y se cubri6 con TAE BUFFER. Con ayuda de la micropipeta se cargaron
cuidadosamente las muestras y los marcadores de tamafio en los pocillos de gel.
Posteriormente se conectod la cdmara de electroforesis y se aseguro de que la polaridad este
correcta. Se dejo que la electroforesis se ejecutara durante 35 minutos aproximadamente y
un voltaje de 90. Para su visualizacion el gel se retira de la cdmara de electroforesis y se
deposita en la bandeja ultravioleta, para ingresarla al fotodocumentador Gel Doc Ez imager
BIO-RAD. Después abrimos el programa y se procedido a observar y fotografiar el

resultado de las bandas de ADN.

6.6 Determinacion de variedad clinica o ambiental para Vibrio vulnificus.

Para determinar el tipo de cepa, clinica o ambiental, se usaron las sondas P1 (cepas
clinicas), P2 (cepas ambientales) y P3 (control) (Rosche et al., 2005). Se realizaron
amplificaciones con los siguientes parametros de PCR, 8.5ul de agua destilada, 12.5ul de
la MyTaq Mix, 1ul de las sondas correspondientes (P1/P3'Y P2/P3), asi como 2ul de ADN
templado (concentracion 10 ng/ ul). Posteriormente se corrié nuevamente el ciclo de PCR
con el perfil ya estandarizado, la pre-desnaturalizacion a 95°C durante 1 minuto, la
desnaturalizacion a 95°C durante 15 segundos, alineacion a 65°C durante 10 segundos, la
polimerizacion a 72°C durante 10 segundos y finalmente la extraccion final a 72°C durante

2 minutos, con la repeticion de 30 ciclos.

Mediante electroforesis en gel se visualizaron las bandas amplificadas que correspondan

al peso del amplicon.

6.7 Analisis de datos

Para determinar diferencias significativas entre las abundancias de bacterias patogenas
entre sitios y temporadas, se realiz6é una prueba ANOSIM de dos vias, siendo la primera
via los sitios y la segunda, la temporada. Inicialmente los datos se transformaron a valores
de similitud usando el modelo de Bray Curtis. Para determinar diferencias entre
tratamientos (sitios y temporadas), se realizaron individualmente pruebas pareadas de
ANOSIM para determinar cudles eran los periodos que hacen la diferencia en el software

Past.

11



A continuacion, para estimar la influencia relativa de las variables ambientales sobre la
composicion bacterianas, se realizd6 un analisis de componentes principales y se

determinaron aquellas variables que son mas influyentes del ambiente.

Para representar la abundancia y distribucion de las bacterias en la zona de estudio, se
genero un modelo interpolado de la distribucion y abundancia de las bacterias usando el
algoritmo de Kriging. Los calculos se realizaron en el software Surfer (Golden Software

Inc., Golden, CO, USA).
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7. RESULTADOS

Se recolectaron un total de 84 muestras de sargazo flotante y agua. Para el género Vibrio

se obtuvieron 2 morfologias distintas; colonias verdes y amarillas.

Tabla 2. Total de bacterias obtenidas para el género Vibrio.

Temporada Total de | Morfotipo 1 Morfotipo 2
bacterias (amarillas) (verdes)

Inicio 29,380 11,775 17,605

Durante 25,703 1,050 24,653

Después 588 0 588

Figura 2. Género Vibrio spp. A) colonias amarillas; B) colonias verdes
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La prueba ANOSIM determiné que existen diferencias significativas entre la abundancia
de V. vulnificus entre fases del arribo de sargazo (p=0.0001). Las comparaciones pareadas
sugieren que hubo mayor abundancia en las temporadas inicio y durante y una menor
abundancia en la temporada después.

Tabla 3. Comparaciones pareadas entre las diferentes temporadas inferido mediante un
analisis de ANOSIM por el modelo de Bray-Curtis

Temporada Inicio Durante Después
Inicio 0.0495 0.0001
Durante 0.0495 0.0001
Después 0.0001 0.0001

El Analisis de Componentes Principales en los dos primeros componentes explico el 65%
de la variabilidad de los datos. La temporada “Inicio”” mostrd una correlacion positiva con
la presencia de Vibrio sp, y las variables que mas influyeron para esta temporada son el
pH y oxigeno disuelto. La conductividad y salinidad mostraron una correlacion negativa
con esta temporada. Las temporadas “durante” y “después” se agruparon en el grafico,
sugiriendo una respuesta similar a la presencia de bacterias patdogenas y variables
ambientales. Se observd una correlacion positiva con V. vulnificus con las variables
oxigeno disuelto, temperatura y pH. La temporada “después” ademas, tuvo una

correlacion positiva con conductividad y salinidad.
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Figura 6. Andlisis de Componentes Principales mostrando la influencia de las variables
ambientales pH, conductividad, temperatura, salinidad, oxigeno disuelto y bacterias

patogenas sobre los periodos de arribazon.

7.1 Distribucién espacial de bacterias patdogenas

El mapa de interpolacion sugiere una distribucion relativamente homogénea de V.
vulnificus en el area de estudio. Se detectaron, sin embargo, zonas de mayor concentracion
en el norte y zona sur del area de estudio (figura 8). Estas zonas coinciden con las
poblaciones de Punta Herrero e Xcalak. En estas zonas la concentracion de bacterias
incremento a >1000 colonias de V. vulnificus por cada 100ml de agua marina. Esto

representa un alto riesgo de infeccion para las personas que tiene contacto con el agua.
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7.2 Pruebas moleculares

Los resultados de las amplificaciones realizadas en 15 muestras con los primers vvh-785 y vvh-
1302 evidencian la presencia de V. vulnificus en el 90% de las muestras analizadas. La escalera
fue de 517 pares de bases aproximadamente. La determinacion del tipo de cepa con las sondas P1
y P3, que corresponden a cepas clinicas, mostraron 11 muestras positivas, lo que sugiere que el
70% de la composicion bacteriana pertenecen a la variedad clinica. Las amplificaciones realizadas
con las sondas P2 y P3 revelaron una inica muestra positiva para la variedad ambiental. Las 3
muestras restantes no presentaron resultados positivos en ninguna de las amplificaciones, lo que

sugiere que podrian ser variantes genéticas de las bacterias.
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Figura 10. Prueba de amplificacion para la estandarizacion de temperatura y

concentracion utilizando la muestra 6 en cada pozo con los primer vvh-785 y vvh-1302.
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Figura 11. Amplificacion de todas las muestras de ADN gendmico, con una temperatura

optima de 65.9°C y una concentracion de 10ng/p.

Figura 12. Estandarizacion de temperatura De alineacion con las sondas P1, P2, P3 para

el ADN templado y el ADN genémico. En todos los pozos se encuentra la muestra 2.
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Figura 13. Amplificaciéon del DNA gendémico con las sondas P1 y P3. Las muestras
1,2,3,4,5,6,9,10,12,14 y 15 dieron positivas para cepas clinicas. Las muestras 7,8,11,13

no dieron positivo.
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B

Figura 14. Amplificacién para las cepas ambientales con las sondas P2 y P3. Unicamente

la muestra 13 dio positivo para las cepas ambientales.
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8. DISCUSION

El periodo de arribo de sargazo durante el 2023 fue un afio atipico, debido a que los
arribazones de sargazo no siguieron las temporalidades de afios previos. Durante el
periodo de arribo de sargazo se observo poca presencia del alga, sin embargo, desde el
mes anterior, ya se habian informado de eventos de arribo importantes, por lo que la
temporada de este afio, al parecer se adelantd y con ello el efecto ambiental del sargazo
en la costa. Se detectd que las condiciones ambientales promedio de temperatura al
periodo inicio del arribo fue de 37°C, mientras que de pH 7.8. Estos parametros son
cercanos a los optimos para el crecimiento de especies de Vibrio (Louime et al., 2017).
Por ejemplo, se encontrd que V. parahaemolyticus, en condiciones de laboratorio
demuestra condiciones Optimas de crecimiento en 25.67 £2 °C y un rango de pH de
7.96 + 0.1 (Namadi & Deng, 2023). Esta especie generalmente se encuentra en ambientes
similares a V. vulnificus. En la Bahia de Chesapeake durante el 2009 al 2012, se ha
registrado que ambas especies crecen en temperaturas >25°C (Brumfield, Chen, et al.,
2023). En Carolina del Sur, también se ha detectado que la temperatura de crecimiento
optimo de V. vulnificus es >33°C (Deeb et al., 2018). Por lo que las condiciones pudieron
ser relevantes para la alta abundancia de V. vulnificus durante este periodo. Es importante
mencionar que no solo la temperatura y pH son determinantes para la presencia de
especies de Vibrio en regiones tropicales, para V. alginolyticus, V. brasiliensis, V.
caribbeanicus, V. hepatarius, V. splendidus y V. thalassae, se encontrd que factores como
los sélidos suspendidos, y nutrientes organicos disueltos, son criticos para la presencia y

abundancia de las especies (Wong et al., 2024).

Comparativamente, en la temporada de ausencia de sargazo las condiciones fueron
distintas, hubo una disminucion de temperatura, hasta los 30°C. Esto puede estar
relacionado con el cambio de estacion del afio y temporada climatica. El periodo de
ausencia de sargazo coincidi6 con el otofio, donde las temperaturas disminuyen. Se tiene
conocimiento de que los regimenes locales del viento también juegan como un factor
decisivo para la llega del sargazo a las costas del Caribe Mexicano, ya que los vientos
alisios del sureste traen al sargazo a la costa en primavera — verano y los vientos
dominantes en el norte evitan el transporte durante la temporada otofio — invierno (Garcia-
Sanchez et al., 2020). Por ejemplo, un estudio de Zuiiga Carrasco y Caro Lozano

mencionan que hay evidencia de que la especie V. vulnificus ha sido aislada de las costas
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del Golfo de México, teniendo mayores concentraciones en verano donde hay meses con
mas calor. Se observan altos niveles de concentracion de bacterias cuando la temperatura
oscila entre los 17 y 31°C y con una salinidad entre el 15 y 25%. Por lo que V. vulnificus
ha sido implicado en infecciones de humanos durante los meses de verano (Carrasco &

Lozano, 2014).

En la temporada inicio se obtuvo el mayor nimero de bacterias con un total de 29,380
bacterias, de las cuales 11,775 fueron del morfotipo 1 (amarillas) y 17,605 del morfotipo
2 (verdes). En el periodo durante del arribo hubo un total de 25, 703 bacterias teniendo
1,050 bacterias del morfotipo 1 y una mayoria del morfotipo 2 con un total de 24,653,
una cifra mayor que al inicio de la temporada, estas dos temporadas tuvieron una gran
abundancia de bacterias en comparacion con la temporada de ausencia donde unicamente
fueron 588 bacterias y todas fueron del morfotipo 2 y ninguna para el morfotipo 1 por lo
que se observa una diferencia significativa. Esto puede ser debido a que cuando las
grandes cantidades de sargazo se acumulan en las costas, hay una mayor segregacion de
lixiviados que son ricos en materia organica disuelta y esto podria ser aprovechado por V.
vulnificus. En la Bahia de Narragansett, RI, EE. UU, se realizd un estudio donde se
examinO la presencia y abundancia de Vibrio spp. en siete géneros de macroalgas.
Utilizando recuentos de unidades formadoras de colonias (UFC) y qPCR multiplex,
cuantificaron la abundancia de V. parahaemolyticus y V. vulnificus. Se determiné que la
presencia de nutrientes, particularmente nitrégeno tiene influencia sobre Vibrio spp. Esto
pudo ser a que las bacterias responden a la afluencia de nitrégeno como estimulante para

su crecimiento y metabolismo (Geisser et al., 2025).

Las grandes acumulaciones de esta macroalga también se deben a ciertos factores como,
que tan dinamica es la energia del oleaje o la geomorfologia del lugar (Garcia-Sanchez
et al., 2020). Los Centros para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDS) de
Florida, también han alertado que la bacteria V. vulnificus esta presente en las aguas del

Golfo de México y el Caribe Mexicano.

El andlisis estadistico mediante ANOSIM indic6 diferencias significativas (p=0.0001) en
la abundancia de V. vulnificus entre las distintas fases del arribo, siendo mas notoria
durante las temporadas de inicio y maximo arribo, y disminuyendo notablemente en la
fase posterior. Esta variabilidad estacional parece estar fuertemente influenciada por las
condiciones fisicoquimicas del entorno, como lo muestra el Analisis de Componentes
Principales, en el que el 65% de la variabilidad de los datos fue explicada por los dos
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primeros componentes. Las variables oxigeno disuelto, pH y temperatura mostraron una
correlacion positiva con la presencia de V. vulnificus, particularmente en las temporadas
de mayor abundancia, mientras que la salinidad y conductividad se asociaron més con la
fase posterior al arribo. En un estudio realizado en las costas de Guaymas, Sonora,
mediante un Andlisis de Componentes principales, se encontré que V. parahaemolyticus
fue la bacteria con mayor distribucion y maés abundante, seguida de V. vulnificus, V.
mimicus 'y V. cholerae. Vibrio parahaemolyticus, V. vulnificus y V. mimicus, tuvieron una
correlacion positiva con la temperatura, salinidad, conductividad eléctrica, y solidos
disueltos totales. Vibrio cholerae no tuvo correlacién porque se vio afectada por el sitio

de muestreo y no por los parametros fisicoquimicos (Leon Robles et al., 2013).

Los resultados obtenidos mediante el analisis espacial representados en los mapas de
interpolacion muestran una distribucion relativamente homogénea de Vibrio vulnificus en
el area del estudio. Sin embargo, se identificaron zonas con mayor concentracion
especificamente en Punta Herrero y Xcalak. Se cree que hubo mayor concentracion de
bacterias en las dos zonas anteriormente mencionadas debido a la acumulacién de
sargazo, ya que al no tener tanta actividad turistica no se remueve constantemente a como
lo hacen en la zona de Mahahual, donde hay mayor actividad, pero eso no quiere decir
que sea menos perjudicial. En estas areas la concentracion supero las 1,000 colonias por
cada 100ml de agua marina, lo que representa un nivel de riesgo muy alto para las
personas expuestas. Un estudio realizado por DePaola et al. (2003) en las costas del Golfo
de México encontrd concentraciones elevadas de V.vulnificus en zonas con temperaturas
calidas y alta salinidad. De manera similar, en dicho estudio se observo la presencia de la
bacteria y que tenderia a incrementarse en areas con mayor influencia antropogénica y
con condiciones ambientales propicias, lo que coincide con las caracteristicas que se

observaron en Punta Herrero y Xcalak (DePaola et al., 2003).

La identificacion de 11 muestras positivas mediante las sondas P1 y P3 indica una alta
carga de cepas clinicas, lo que podria reflejar una exposicion significativa a este
microorganismo, especialmente en regiones costeras o en contacto con aguas
contaminadas, ya que la cepa clinica se asocia a la infeccion en humanos. Las cepas
clinicas a diferencia de muchas cepas ambientales presentan una serie de genes de
virulencia especificos que hacen que tengan una mayor capacidad patogénica. Un estudio
en Veracruz durante marzo de 2002 a marzo de 2003, realizo un analisis microbiologico

a 299 muestras para identificar la presencia de V. vulnificus, dando como resultado que el

26



31% (94 de 299) resultaron positivas para la presencia de V. vulnificus (Quifiones
Ramirez, 2010). Todas las cepas identificadas correspondieron al biotipo 1, es decir,
cepas clinicas y fueron detectadas en todos sus sitios de muestreo (Quifiones Ramirez,
2010) Las cepas clinicas muestran una mayor virulencia, entre los genes mas conocidos
esta precisamente el gen vvhA (Vibrio vulnificus hemolisina A) y el gen vegC (virulence-
correlated gene, alelo C), entre otros. La presencia de estos genes permite la
diferenciacion de cepas potencialmente patogenas de otras que residen de forma
ambiental. La deteccion de una muestra positiva con las sondas P2 y P3 sugiere la
existencia cepas ambientales que, aunque menos prevalentes, pueden tener implicaciones

patogénicas considerables (Chatzidaki-Livanis et al., 2006).

Las cepas ambientales son mas dificiles de aislar debido ha que pueden entrar a un estado
viable pero no cultivables bajo ciertas condiciones. Ademas, la falta de positividad en tres
muestras sugiere la variabilidad en la prevalencia de V. vulnificus, lo que podria estar
influenciado por factores ambientales, como la temperatura del agua y la salinidad, que
afectan su distribuciéon. Por ejemplo, en un estudio realizado por Guerrero y
colaboradores en 2015, se realiz6 una tipificacién molecular para V. parahaemolyticus y
Vibrio vulnificus aislados en México. V. parahaemolyticus se realiz6 por la presencia del
gen tlh y por el fragmento pR72H que han sido utilizados como marcadores moleculares
especie especificos. Se detecto a V. vulnificus mediante la identificacion del gen vvhA
(Lizarraga-Partida 2015, 2015). Las colonias positivas para vvhA fueron utilizada para la
identificacion del genotipo vegC o vecgE, de acuerdo con los descrito por Rosche et al.

(2005).
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9. CONCLUSION

El presente estudio permiti6é evidenciar la presencia y distribucion del patogeno Vibrio
vulnificus en aguas marinas y sargazo flotante a lo largo de diferentes fases del arribo de
sargazo en la region sur del Caribe mexicano. A través de la recoleccion de 84 muestras,
se identificaron dos morfologias distintas del género Vibrio, representadas por colonias
verdes y amarillas, lo cual sugiere una diversidad morfologica dentro de la comunidad

bacteriana asociada al sargazo.

El analisis espacial mediante interpolacion reveld una distribucién heterogénea, con
concentraciones elevadas de V. vulnificus (>1000 UFC/100 ml) localizadas en zonas
especificas del area de estudio, especialmente en Punta Herrero y Xcalak, donde existe
contacto directo y frecuente de la poblacion con el medio marino. Esta concentracién
representa un riesgo importante para la salud humana, dado el potencial patogénico de

esta bacteria en condiciones predisponentes.

Los analisis moleculares confirmaron la presencia de V. vulnificus en el 90% de las
muestras analizadas mediante primers especificos (vvh-785 y vvh-1302). Ademas, las
pruebas de tipificacion con sondas especificas (P1 y P3) revelaron que el 70% de las
muestras positivas podrian corresponder a cepas clinicas, lo que incrementa atin mas el
riesgo potencial de infeccion. La deteccion de una inica muestra positiva con sondas P2
y P3, asi como tres muestras sin amplificacion detectable, sugiere la posible presencia de

variantes genéticas de Vibrio no cubiertas por las sondas utilizadas.

En conjunto, los resultados de este trabajo ponen de manifiesto la relacion directa entre
el arribo masivo de sargazo y la proliferacion de bacterias patogenas, particularmente V.
vulnificus, cuya presencia podria representar una amenaza emergente para las
comunidades costeras y visitantes de la region. Estos hallazgos subrayan la necesidad de
establecer programas de monitoreo bacterioldgico continuo, asi como estrategias de
gestion ambiental y sanitaria, especialmente en zonas de contacto frecuente con el mar,
para prevenir posibles brotes de infecciones asociadas al sargazo y sus bacterias

acompanantes.
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