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PENETRACION DE Vibrio mimicus A TRAVES DE LA CASCARA DEL
HUEVO DE TORTUGA LORA (Lepidochelys olivacea)'

Médnica Pereira-Zamora®, Francisco Herndndez-Chavarria®, Eric Wong-Gonzdlez**

RESUMEN

Penetracion de Vibrio mimicus a través de la cascara
del huevo de tortuga lora (Lepidochelys olivacea). El obje-
tivo de esta investigacion consistié en determinar la capaci-
dad de penetracién del Vibrio mimicus a través de la cdscara
del huevo. La investigacion se realizé en el Centro Nacional
de Ciencia y Tecnologfa de Alimentos en el afio 2000. Se
inoculd la superficie de la cdscara con la bacteria y se proce-
di6 a incubar las muestras por 72 horas a 25°C. Después de
este periodo se observaron las muestras bajo el microscopio
electronico. Los resultados obtenidos demuestran que el
Vibrio mimicus se reproduce en la superficie externa de la
cascara del huevo de tortuga lora, y no es capaz de penetrarla
después de las 72 horas de incubacion a 25°C. Por lo tanto,
cualquier tratamiento que se aplique con el fin de reducir la
contaminacion con el vibrio y mejorar la inocuidad de los
huevos, debe aplicarse en su exterior.

Palabras clave: Vibrio mimicus, huevos de tortuga,
inocuidad, cdscara, enfermedad.

ABSTRACT

Penetration of Vibrio mimicus through lora turtle
(Lepidochelys olivacea) egg shells. The objective of this
research was to determine the capability of this vibrio to
trespass the turtle egg shell; the study was conducted at
Centro Nacional de Ciencia y Tecnologia de Alimentos in
year 2000. This was done by inoculating the surface of
the shell with the bacteria and incubating the samples for
72 hours at 25°C. After incubation, samples were analyzed
using electronic microscopy. Results show that Vibrio
mimicus grows on the surface of the egg shell but cannot
penetrate it after 72 hours of incubation at 25°C. Therefore,
any treatment to reduce or eliminate the risk of Vibrio
mimicus and improve turtle egg sanitation should be applied
externally.

Key words: Vibrio mimicus, turtle eggs, safety, shell,
illness.

INTRODUCCION

Los huevos de tortuga lora tienen forma entre ova-
lada y esférica, con un didmetro que varia entre 37,5
y 454 mm. El peso de los huevos varia entre 22,2 -
32,0 g con un valor promedio de 27,9 g (Mora 1995).
La cdscara del huevo se clasifica como pergaminosa y
se caracteriza por ser flexible y de color blanco. Segtn

manifiesta Acufia (1980), la cdscara es la estructura
que permite los procesos de intercambio de sustancias
entre el ambiente y el interior del huevo, esenciales
para el desarrollo del embrién. Esta cdscara presenta
una primera capa conformada por unidades de sales de
calcio en forma de abanico, una segunda capa de sales
de calcio compactadas e inmediatamente debajo se
encuentra la membrana corioalantoidea. De acuerdo
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con Acufia (1980), las unidades de sales de calcio estdn
compuestas por carbonato de calcio, calcita y aragoni-
ta. Esta cdscara se diferencia de la del huevo de ave
en que no presenta cuticula lisa. Ademds, las sales de
calcio no forman columnas, por lo que los poros no son
uniformes en toda su extension, sino que sus paredes
son irregulares y algunos se encuentran parcialmente
obstruidos.

Como resultado de la flora natural de los ambien-
tes marinos y la contaminacién microbiana de la arena
de la playa en la que se depositan los huevos, existe
una serie de microorganismos que pueden encontrarse
en ellos, convirtiéndolos en un peligro para la salud
publica. Campos et al. (1996) sefialan que los huevos
de tortuga son un factor de riesgo pues su consumo
cuando estdn crudos, puede causar la diarrea provoca-
da por el V. mimicus. Esta bacteria se aislé de todos
los nidos muestreados y en un 47% de los huevos de
arribada analizados (Acufia et al. 1999).

El Vibrio mimicus ha sido establecido como un
agente causante de diarrea e infecciones en oidos
(Hackney y Dicharry 1988). Los brotes de gastroen-
teritis asociados con el consumo de mariscos ocasio-
nados por V. mimicus han llevado a considerar a este
vibrio como un patégeno de interés para la salud pu-
blica (Alam et al. 1996). La mayoria de los pacientes
con gastroenteritis presentan sintomas que incluyen
diarrea, nadseas, vomitos, calambres y fiebre (Shande-
ra et al. 1983), sin embargo, se han documentado otros
tipos de trastornos gastrointestinales (Chowdhury et
al. 1991; Sanyal et al. 1983).

Algunas cepas son capaces de producir dife-
rentes tipos de toxinas: una enterotoxina termoldbil,
una enterotoxina extracelular resistente al calor (ST)
y la toxina colérica, inmunolégicamente idéntica a
la producida por V. cholerae O1 (Chowdhury et al.
1991). Ademds, se ha reportado la produccion de dos
hemolisinas, y otros factores extracelulares como pro-
teasas y hemaglutininas, que aumentan su virulencia y
patogenicidad (Alam et al. 1996).

Diversos estudios de las propiedades patogéni-
cas de cepas clinicas y cepas ambientales lograron
determinar que un alto porcentaje de las cepas de V.
mimicus, aisladas de ambientes acudticos, juegan un
papel significativo como causantes de enfermedades
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intestinales. Por lo tanto, estos ambientes constitu-
yen una fuente importante de V. mimicus toxigénico
(Chowdhury et al. 1991; Alam et al. 1996).

En Costa Rica, y en el periodo comprendido entre
los afios de 1991 a 1994, se reportaron 33 casos de dia-
rrea por V. mimicus indistinguible de la ocasionada por
el V. cholerae, y todas las cepas clinicas produjeron la
toxina colérica (Campos et al. 1996). Debido a lo an-
terior se buscaron las posibles fuentes del microorga-
nismo y con base en diversas evidencias, se determind
que el consumo de huevos de tortuga crudos tiene un
papel importante como vehiculo de transmisién de la
enfermedad. Se encontraron, ademds, cepas capaces
de producir la toxina colérica en un 31% de los nidos,
en un 5% de los huevos y en un 6,4% de las muestras
de arena colectadas en época de arribada de la tortuga
lora (Acufia et al. 1999). Como ha quedado demostra-
do que el V. mimicus contamina los huevos de tortuga
in situ, éste debe ser destruido o reducido mediante
tratamientos directos sobre el alimento, que permitan
garantizar su calidad microbioldgica.

Con el fin de orientar de una manera méds adecua-
da la aplicacién de posibles alternativas propuestas,
es necesario realizar un estudio sobre la capacidad del
V. mimicus para penetrar la cdscara del huevo. Esto
permitird conocer si los tratamientos se aplicarfan en
el interior o exterior del producto.

METODOLOGIA

El trabajo experimental se llevé a cabo en el Cen-
tro Nacional de Ciencia y Tecnologia de Alimentos de
la Universidad de Costa Rica, en el ano 2000, donde
se prepararon las muestras. El andlisis de las muestras
y la preparacion para utilizar las técnicas respectivas
con el microscopio electrénico se llevo a cabo en el
Centro de Investigaciones en Estructuras Microscopi-
cas localizado en la Ciudad de la Investigacion de la
Universidad de Costa Rica.

Los huevos de tortuga lora utilizados fueron re-
colectados en el Refugio Nacional de Fauna Silvestre
Ostional durante los tres dias siguientes después de
declarada la arribada, ya que éstos son los que se co-
mercializan legalmente. La recoleccion de la muestra
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se llevé a cabo siguiendo el procedimiento acostum-
brado: se escarbaron los nidos, los huevos se colo-
caron en bolsas pldsticas limpias y se cerraron. Para
su transporte a San José, los huevos se colocaron en
una hielera con una temperatura entre 5-10°C por un
periodo de 10 h. A su llegada se refrigeraron (5-7°C)
y se utilizaron en menos de 72 h.

La cepa de Vibrio mimicus que se uso para la
inoculacion artificial de los huevos fue obtenida de la
bacterioteca del Instituto Costarricense de Investiga-
cion y Ensefianza en Nutricion y Salud (INCIENSA) y
es la cepa con c6digoT4 no toxigénica (ctxA -) que fue
aislada en Costa Rica de huevos de tortuga lora. Esta
cepa fue mantenida en medio Cary-Blair durante todo
el estudio. Dos dias antes de realizar las pruebas, se
tomo una asada de este medio y se suspendié en caldo
infusion cerebro y corazén (CICC) y después de 18-24
h de incubacion a 37°C se ray6 uno o varios tubos con
agar tripticasa y soya inclinado (ATS), los cuales se in-
cubaron a 37°C para obtener el cultivo fresco (stock).

Se utilizé el microscopio electrénico de barrido
Hitachi S-570 para determinar la capacidad del Vi-
brio mimicus de penetrar la cdscara del huevo, para
lo cual se marcé un drea de 1 cm? (cuadrado de 1x1)
en la cdscara del huevo entero y se colocaron 30 uL
de un indculo de V. mimicus con una concentracion
aproximada de 6,0 x 108 UFC/ml (cerca de 1,8 x 107
UFC/cm?). Se analizaron dos huevos para cada una de
dos tortugas diferentes, con el fin de establecer posible
variabilidad entre tortugas y entre huevos de una tortu-
ga. Las muestras se incubaron a una temperatura de 25
+ 3°C durante 72 h. Ademds se prepararon diferentes
controles: control negativo al tiempo cero, control po-
sitivo al tiempo cero y control negativo a las 72 h, para
un total de siete muestras.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion (0
6 72 h), se fij6 “in situ”con solucién Karnovsky (glu-
taraldehido 2,5% y paraformaldehido 2%) y se recortd
el drea inoculada con un bisturf estéril. El cuadrado
se cortd a la mitad, una se utiliz6 para estudiar la
superficie externa e interna y la otra para criofractura.
Todos los fragmentos se mantuvieron en solucién de
Karnovsky a 4°C hasta su procesamiento.

Para analizar la superficie externa e interna se
aplicé el procesamiento rdpido (calentamiento en
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microondas a 0°C) que consiste en lavados con buiffer
de fosfatos 0.1M, postfijacion con tetradxido de osmio
1%, lavados con agua destilada, deshidratacion con se-
ries de etanol (30-100%) y secado por sublimacién en
terbutanol. Las muestras desecadas se prepararon para
su observacion al microscopio electrénico de barrido
usando cinta adhesiva, pintura conductora de plata y
cobertura idnica de platino-paladio.

El procedimiento de criofractura es similar al
anterior, la diferencia consiste en congelar la muestra
utilizando nitrégeno liquido y luego quebrarla con un
pequeiio golpe, lo que se realiza después de la posfija-
cion y previo a la deshidratacion con etanol.

El andlisis de las muestras se realizé por observa-
cién al microscopio. La busqueda de bacterias en la
superficie de la cdscara y en los cortes transversales
fue exhaustiva (en el drea inoculada) para todos los
controles y muestras. A pesar de que se tomaron fotos
de las observaciones mds importantes y representa-
tivas, es importante considerar que €stas tienen fines
ilustrativos y aunque reflejan los resultados obtenidos,
no muestran la totalidad y grado de profundidad del
estudio realizado.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Figura 1 se observa la superficie externa de
la cdscara del huevo de tortuga (L. olivacea), la cual es
muy irregular y presenta abanicos de sales de calcio,
como los descritos por Acuifia (1980). Este mismo au-
tor, sefiala que la cdscara del huevo de tortuga se ase-
meja a una coliflor, mientras que la del huevo de ave
presenta una cuticula lisa. Otra diferencia importante
es la morfologfa de los poros, ya que en el huevo de
tortuga no son uniformes, sino mds bien irregulares.

Mediante el proceso de criofractura se obtiene un
corte transversal liso que permite observar las seccio-
nes que constituyen la cdscara del huevo. La Figura 2,
muestra una primera capa de sales de calcio dispuestas
en forma de abanico, una segunda capa compacta de
sales de calcio y la membrana corioalantoidea (Acuiia,
1980).

Se preparé un control positivo colocando el indculo
e inmediatamente fijando la muestra para conocer como
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Figura 1.  Superficie externa de la cdscara del huevo de tor-
tuga lora (Lepidochelys olivacea). Universidad de
Costa Rica, San José, Costa Rica. 2000.
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Figura 2. Capas de la cdscara del huevo de tortuga lora (Le-
pidochelys olivacea). Universidad de Costa Rica,
San José, Costa Rica. 2000.
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se observaba la bacteria en la superficie y tener una
referencia para comparar con lo observado en las mues-
tras. También se preparé un control negativo al tiempo
cero y a las 72 h de incubacidn, que consistié en fijar
un trozo de la cdscara en iguales condiciones que para
las muestras, solo que sin indculo. La Figura 3 muestra
una fotograffa al microscopio electrénico de barrido de
la cepa del Vibrio mimicus donde se puede observar su
morfologia: un bacilo curvo con un unico flagelo polar,
como lo describe Davis et al. (1981). Esto permite su
comparacién con otras bacterias presentes en las mues-
tras para asegurar que se trata de V. mimicus.

En el control positivo (Figura 4), se observan
varias células de V. mimicus en la superficie. En las
Figuras 5, 6, 7 y 8 se observa como el V. mimicus logré
reproducirse en la cdscara, por lo que el nimero de
bacterias observadas es mucho mayor al encontrado
en el control positivo. El V. mimicus presenta creci-
miento en la superficie externa de la cdscara del huevo
de tortuga L. olivacea después de 72 h de incubacion a
25°C. El crecimiento de bacterias en la superficie del
huevo de tortuga se ve favorecido por factores propios
de la cdscara. Esta presenta un mayor contenido de
humedad y proteina, 37% y 28,2% respectivamente,
en comparacién con un 1,6% y 3,3% para el huevo
de gallina (Mora 1995). Durante la ovoposicién se
secreta una gran cantidad de mucosidad que cubre los
huevos y brinda un ambiente himedo apropiado, el
cual se mantiene por accion de la arena con la que se
colectan y empacan los huevos.

La superficie interna del huevo de tortuga es lisa y
estd cubierta por una membrana delgada. En ninguna
de las muestras se encontraron bacterias en esta super-
ficie, lo que evidencia la incapacidad del V. mimicus
para penetrar la cdscara. Los cortes transversales
procesados con la técnica de criofractura (Figura 9)
muestran al V. mimicus en la primera capa. Lo mds
profundo que se encontrd la bacteria fue al final de esta
capa, por lo que se concluye que ésta no es capaz de
penetrar la cdscara en el periodo de 72 h. La segunda
capa (Figura 10) es una estructura muy compacta que
al parecer funciona como una membrana selectiva per-
mitiendo la difusién de algunas sustancias y gases ne-
cesarios para el desarrollo embrionario pero impidien-
do la entrada de los microorganismos. Al respecto,
Acuiia (1980) sefiala que el intercambio de sustancias
entre el exterior e interior del huevo de tortuga se lleva
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Figura 3. Micrografia de barrido de la cepa de V. mimicus Figura 5.  Células de V. mimicus en la superficie externa de la
utilizada. Universidad de Costa Rica, San José, cdscara del huevo de tortuga lora (muestra #1). Uni-
Costa Rica. 2000. versidad de Costa Rica, San José, Costa Rica. 2000.

Figura 4. Superficie externa de la cdscara del huevo de tortuga Figura 6. Cé¢lulas de V. mimicus en la superficie externa de la
lora en el control positivo. Universidad de Costa cdscara del huevo de tortuga lora (muestra #2). Uni-
Rica, San José, Costa Rica. 2000. versidad de Costa Rica, San José, Costa Rica. 2000.
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V. mimicus

Figura 7. Superficie externa de la cdscara del huevo de tor- Figura 9. V. mimicus en la primera capa de la cdscara del
tuga lora en la muestra #3. Universidad de Costa huevo (corte transversal). Universidad de Costa
Rica, San José, Costa Rica. 2000. Rica, San José, Costa Rica. 2000.

Figura 8. Superficie externa de la cdscara del huevo de tor- Figura 10. Vista de la segunda capa de la cdscara del huevo de
tuga lora en la muestra #4. Universidad de Costa tortuga lora. Universidad de Costa Rica, San José,
Rica, San José, Costa Rica. 2000. Costa Rica. 2000.
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a cabo por medio de la difusidn, y la porosidad de la
cdscara favorece tanto el intercambio de liquido como
de gases, lo que refleja su actividad metabdlica.

En la Figura 11 se observan otras bacterias que
no son V. mimicus y se comprueba la presencia de una
flora mixta natural presente en la cdscara del huevo de
tortuga, la cual logra también reproducirse y alcanzar
altas concentraciones. Por ultimo, la Figura 12 mues-
tra la superficie externa del control negativo después
de las 72 h de incubacion, donde se puede notar una
gran cantidad de bacterias de diferente morfologia:
bacilos largos, cortos y cocos, lo que representa la flora
natural de la cdscara del huevo de tortuga.

De los resultados anteriores se puede conside-
rar que la infeccion causada por el V. mimicus no se
transmite por la presencia de bacterias en el interior
del huevo, sino por una inadecuada manipulacién que
permite la contaminacidn cruzada al abrir el huevo
para su consumo. De hecho, Campos et al. (1996)

Figura 11. Flora microbiana mixta (flora natural) en la su-
perficie externa de la cdscara del huevo de tortuga
lora (muestra #1). Universidad de Costa Rica, San
José, Costa Rica. 2000.
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Figura 12. Flora microbiana mixta (flora natural) en la su-
perficie externa de la cdscara del huevo de tortuga
lora (control negativo, 72 h). Universidad de Costa
Rica, San José, Costa Rica. 2000.

mencionan el caso de una nifia que presentd la diarrea
por V. mimicus sin consumir huevos de tortuga, pero
que si jugd con un huevo entero. La cdscara del huevo
de tortuga permite el desarrollo y crecimiento de bac-
terias bajo condiciones normales, lo que la convierte
en un foco de contaminacion y de riesgo.

Este estudio evidencia la necesidad de aplicar
tratamientos que actdien en el exterior del huevo de
tortuga, con el fin de determinar su efecto sobre la re-
duccion del V. mimicus en la superficie de la cdscara.
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