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Gastroenteritis aguda causada por Vibrio cholerae
no-O1, no-0139 que porta una region homéloga
a la isla de patogenicidad Vpal-7

Maria T. Ulloa £, Lorena Porte T., Stephanie Braun J., Jeannette Dabanch P,
Alberto Fica C., Tania Henriquez A. y Carlos G. Osorio A.

Acute gastroenteritis caused by a Vibrio cholerae non-O1, non-O139 strain harboring
a genetic region homologous to the Vpal-7 pathogenicity island

Pathogenic Vibrio cholerae isolates, the etiologic agents of cholera, generally express one of two O antigens (O1
or 0139). Most environmental isolates are nonpathogenic and are referred to as “non-O1, non-0139”. However
some V. cholerae non-O1, non-0139 strains are clearly pathogenic and have caused outbreaks or sporadic cases
of gastroenteritis and extraintestinal infections in humans. We report a case of acute gastroenteritis by a V. chole-
rae non-O1, non-O139 harboring a genetic region homologous to a segment of the VVpal-7 V. parahaemolyticus

pathogenicity island.
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Introduccién

a bacteria gramnegativa Vibrio cholerae es el
agente etiolégico del colera, un tipo de diarrea

secretora que puede causar deshidratacion grave y
tener alta letalidad. La mayoria de las cepas patogénicas de
V. cholerae poseen en su membrana externa un antigeno
denominado O, porcidn mas externa del lipopolisacarido
(LPS), del tipo O1 u 0139. La mayoria de las cepas am-
bientales de esta bacteria presenta otros tipos de antigeno
Oy por eso se categorizan como no-01, no-0139%4, Sin
embargo, algunas cepas de V. cholerae no-O1, no-0O139
poseen un claro poder patégeno y han causado brotes o
casos esporadicos de gastroenteritis e infecciones extra-
intestinales en humanos®”.

La transmision de V. cholerae no-O1 no-0139 se
relaciona con el consumo de alimentos de origen marino,
especialmente mariscos bivalvos crudos. Las infecciones
en humanos causadas por V. cholerae no-O1, no-139
muestran variadas presentaciones clinicas; la mas fre-
cuente corresponde a un cuadro de gastroenteritis aguda
con diferentes grados de gravedad. Una forma bastante
infrecuente de esta infeccidn es la septicemia®®, Los casos
reportados de septicemia se asocian generalmente con
inmunosupresion y/o dafio hepatico crénico. Unos pocos
casos de asocian a infeccién cutanea primaria.

Los factores de virulencia que expresan las cepas de V.
cholerae no-O1, no-O139 practicamente se desconocen.

Un trabajo realizado por el laboratorio de Mekalanos y
cols., en el afio 2005, describi6 por primera vez una cepa
clinica de V. cholerae no-O1, no-O139 que porta en su
genoma un segmento homélogo de la isla de patogeni-
cidad denominada VVPal-7 de V. parahaemolyticus’. Este
segmento génico codifica para un sistema de secrecion
tipo I (TTSS) funcional que probablemente pueda estar
contribuyendo a la virulencia de este tipo de cepas®®.

Este trabajo describe por primera vez en Chile un caso
de gastroenteritis aguda cuyo agente etiol6gico correspon-
de a una cepa de V. cholerae no-O1, no-O139 que porta
una estructura genética similar a la descrita previamente
por el grupo de Mekalanos.

Caso clinico

Mujer de 63 afios con antecedentes de hipertension
arterial, intolerancia a la glucosa, dislipidemia en trata-
miento y un episodio de diverticulitis aguda no compli-
cada en el afio 2004. A comienzos de enero de 2009, la
paciente inicié un cuadro caracterizado por deposiciones
liquidas abundantes y explosivas con mucus, sin sangre
ni pus, asociadas a dolor abdominal tipo colico y fiebre
de hasta 39 °C con calofrios. Por persistencia de los
sintomas, consult6 al segundo dia de evolucién en un
centro privado de salud donde se le realiz6 una tomografia
axial computarizada de abdomen, que demostrd signos
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compatibles con inflamacién de ileon terminal, colon
ascendente y transverso. Sélo se le indic6 tratamiento
sintomatico. Por persistencia de diarrea grave de alta
frecuencia y dolor abdominal asociado a vomitos, al
tercer dia de evolucion, consult6 al Servicio de Urgencia
del Hospital Militar de Santiago, donde se decidi6 su
internacion con el diagnostico de colitis infecciosa y
deshidratacion leve. Al examen fisico de ingreso se
constato una temperatura axilar de 37,4 °C, taquicardia
con frecuencia de 113 x’, presion arterial normal, signos
de deshidratacién leve y abdomen distendido, sensible
en forma difusa y con ruidos hidroaéreos aumentados.
Se solicitaron examenes de laboratorio incluidos hemo-
grama, hemocultivos, electrolitos plasmaticos, proteina
C reactiva (PCR), glicemia y estudio de deposiciones
(leucocitos fecales, coprocultivo, deteccion de rotavirus
y adenovirus entérico). En los resultados s6lo destacé una
PCR elevada de 44,25 mg/dL (VN:0-1), hipokalemia de
3,11 mEg/L (VN: 3,5-5,3), glicemia discretamente elevada
de 156 mg/dL (VN:70-99) y leucocitos fecales > 20 por
campo. A las 24 horas de ingresar, se inici6 tratamiento
con ceftriaxona y metronidazol, hidratacion parenteral
y correccion de la hipokalemia. EI cuadro febril cedio,
pero pese al tratamiento, la paciente persisti6 con diarrea
intensa, entre 8-10 deposiciones/dia, dolor abdominal y
vomitos. Se obtuvo, ademas, el antecedente de tres per-
sonas relacionadas a la paciente que habrian presentado
sintomas gastrointestinales similares, sin lograr méas
informacion. En el coprocultivo tomado al ingreso hubo
desarrollo de un bacilo gramnegativo a las 72 horas de
incubacion, identificado como Vibrio spp. Los cultivos
en agar TCBS y Chromoagar, la prueba de la oxidasa y
la identificacion por Microscan fueron concordantes con
el diagndstico presuntivo de V. cholerae. El aislado fue
derivado al Programa de Microbiologia del Instituto de
Ciencias Biomédicas (ICBM) de la Universidad de Chile
para su caracterizacion molecular. Se modifico el trata-
miento antimicrobiano, continuando con ciprofloxacina
500 mg cada 12 horas por via oral. Los hemocultivos fue-
ron negativos al séptimo dia. A los 10 dias de evolucion,
la paciente present6 franca mejoria, cesando los vomitos y
disminuyendo la frecuencia de las deposiciones. Completd
ocho dias de tratamiento antimicrobiano y fue dada de
alta en buenas condiciones a los 11 dias de evolucion.

Caracterizacion molecular

Con el objetivo de profundizar en la caracterizacion
de esta nueva cepa clinica de V. cholerae no-O1, no-
0139, ésta fue derivada al Laboratorio de Microbiologia
Molecular de Vibrios del Programa de Microbiologia y
Micologia de la Facultad de Medicina de la Universidad
de Chile. Estudios de serotipificacion con antisueros anti-
01 y anti-O139 demostraron que este aislado pertenece
al tipo no-0O1 y no-0139. Todos los partidores utilizados
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en este estudio para ensayos de reaccion de polimerasa
en cadena (RPC) se detallan en la Tabla 1. Con el fin
de corroborar los resultados serolégicos se amplificd y
secuencié una region del gen del ARN 16S utilizando el
par de partidores: fD1y rP2. La secuencia obtenida (La-
boratorio Dr. Andrew Camilli, Tufts University Medical
School, Boston, MA, USA) fue analizada por BLAST
confirmando con certeza que la secuencia pertenece a la
especie V. cholerae (el mayor grado de identidad, esto es
99%, ocurri6 con la cepa de V. cholerae AM-19226 que
pertenece al tipo no-O1, no-0139). Entre los probables
genes de virulencia de esta cepa se estudiaron por RPC
estdndar la toxina del célera (CTX), el pilus TCP y la
presencia de un segmento homaélogo de la isla de patoge-
nicidad denominada VVPal-7 de V. parahaemolyticus*’. El
gen ctxA y tcpA codificantes para la subunidad catalitica
de laCTXy lasubunidad pilina del pilus TCP, respectiva-
mente, resultaron ambos negativos. Se realizaron ademas
ensayos de RPC estandar para amplificar diferentes
segmentos, incluyendo ambos extremos y la zona central,
de la region génica descrita previamente por el grupo de
Mekalanos’. El objetivo de este ensayo fue establecer con
cierto grado de confidencia si nuestra cepa diarreogénica
portaba esta estructura genética de manera completa o
parcial. Para ello, los siguientes pares de partidores fue-
ron utilizados: el par P5 fue disefiado para amplificar el
segmento proximal de la isla de patogenicidad, el par Pm
para la region central y el par P3 para su region terminal
(Tabla 1, Figura 1). Los pares P5 y Pm amplificaron un
fragmento del tamafio esperado. El par P3 amplifico un
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Tabla 1. Partidores usados en la caracterizacion de la region genémica que

presenta homologia con la isla de patogenicidad Vpal-7 de Vibrio parahaemo-
Iyticus en cepas clinicas de Vibrio cholerae no-01, no-0139?

Referencia

)

4

®)

Estudio actual
Estudio actual
Estudio actual
Estudio actual
Estudio actual

Estudio actual

Partidor Secuencia 5°-3’ Producto (bp)

CTX-F CGGGCAGATTCTAGACCTCCTG 564

CTX-R CGATGATCTTGGAGCATTCCCAC

TCPA-F AGCCGCCTAGATAGTCTGTG 1.324

TCPA-R TCGCCTCCAATAATCCGAC

fD1 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 1.500

rP2 ACGGCTACCTTGTTACGACTT

p5f CTTCATATTCAACACCTTC 2.500

P5r CTATGCTGTTTAACCTTTG

Pmf TAACTGATACAACTGACTAC 873

Pmr TAACTGGTTGACTCGAATC

p3f GTTCTCTGCGATATTCACTAATG 1.832

P3r CATTTTCATTGACCACGAC

aTodos los partidores usados en este trabajo se disefiaron en base a la secuencia completa de la isla de
patogenicidad DQ124262 (7) y de secuencias obtenidas en nuestro laboratorio.
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Figura 1. Esquema del segmento homdlogo a isla de patogenicidad Vpal-7 de V. parahaemolyticus
detectado recientemente en cepa de V. cholerae no-O1, no-0139 (7). La isla de patogenicidad original
de V. parahaemolyticus, denominada Vpal-7, se extiende entre los genes VPA1310 y VPA-1396 (indi-
cados en ambos extremos del esquema). La zona detectada en V. cholerae no-O1, no-0139 abarca
aproximadamente la region entre los genes VPA1335 y VPA1370 (se acota con lineas punteadas y
bloque de color negro). Los extremos de la isla Vpal-7, no presentes en V. cholerae no-O1, no-O139
se destacan en bloques con textura gris. Los pares de partidores utilizados para detectar esta isla se
indican con segmentos de linea horizontal como P5, Pmy P3. Se indican como referencia los genes
tdhA y tdhS de la isla Vpal-7 de V. parahaemolyticus.

3000

Figura 2. RPC estandar de
segmento homologo a isla
de patogenicidad Vpal-7 de
V. parahaemolyticus presente
en cepa diarreogénica de V.
cholerae no-01, no-0O139. Los
siguientes pares de partidores
fueron utilizados: P5 (tamafio
esperado: aprox. 2.500 pb;
carril 1); Pm (tamafno espe-
rado: 873 pb; carril 2); P3
(tamanio esperado: 1.832 pb; 750
carril 3). En ambos extremos
se muestran marcadores de
peso molecular de 1 kpb
GeneRuler (ver detalles en el -
texto principal).

:

;
!
!
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segmento de un tamafio de aproximadamente 3.000 pb
siendo el tamafio esperado 1.832 pb (Figura 2). Dada la
diferencia de tamafios, el amplicon P3 fue secuenciado
parcialmente para corroborar su identidad.

Discusién

En este trabajo se ha logrado caracterizar microbiolo-
gica y molecularmente una cepa clinica de la especie V.
cholerae, perteneciente al serotipo no-O1, no-0139. En su
gran mayoria, este tipo de cepas carece de los principales
factores de virulencia presentes en V. cholerae 01/0139,
tales como la toxina del cdlera (CTX) y el pilus tipo IV
denominado TCP2*, Sin embargo, algunos reportes re-
cientes indican que estas cepas podrian compartir regiones
de la isla de patogenicidad genémica denominada Vpal-7
de la especie V. parahaemolyticus’. La isla de patogeni-
cidad Vpal-7 porta los principales genes de virulencia de
este vibrion (gen tdh que codifica la hemolisina directa
termoestable 0 TDH) y otros probables genes de virulencia
(conocidos en inglés como putative virulence genes)*.
Fue asi como nuestro laboratorio pudo describir una cepa
clinica septicémica de V. cholerae no-O1, no-0O139 que
portaba el gen tdhs.

En este trabajo se presenta un nuevo aislado de V.
cholerae no-O1, no-O139, proveniente de un caso de
gastroenteritis aguda y que porta una estructura genética
homéloga a la descrita previamente por el grupo de
Mekalanos’. Los amplicones P5 y Pm presentaron un
tamafio esperado. ElI amplicon P3 correspondié a un
segmento de aprox 3.000 pb, siendo el tamafio esperado
1.832 pb. Dada la diferencia de tamafios, este amplicon
fue parcialmente secuenciado confirmandose su corres-
pondencia con el segmento P3 previamente descrito. La
diferencia de tamafios se explica por una insercién, adn
no caracterizada, presente en el locus P3 de nuestra cepa
diarreogénica. En breve, la confirmacion de la presencia
de estos tres segmentos génicos (P5, Pmy P3) en nuestra
cepa indica que ésta probablemente porta la estructura
completa descrita originalmente’.

La informacién obtenida, junto con los datos de la
literatura cientifica, permiten plantear la posibilidad de
que un porcentaje minimo de las cepas ambientales de V.
cholerae no-01, no-0139 haya captado e incorporado en
el curso de la evolucion trozos de laisla de patogenicidad
de V. parahaemolyticus, y que este evento de transferencia
genética horizontal las haya transformado en cepas pato-
génas para el ser humano. Sin embargo, dado el escaso
ntmero de cepas estudiadas hasta el momento, no es ain
posible realizar inferencias precisas respecto a la impor-
tancia de este elemento genético. Actualmente estamos re-
colectando activamente cepas clinicas y ambientales de V.
cholerae no-01, no-0139 con el fin de determinar si esta
region genética se concentra preferentemente en las cepas
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de tipo clinico respecto de las ambientales. Paralelamente,
el estudio de mutantes nulas para esta region genética en
modelos in vivo permitiré establecer con certeza el papel
gue esta estructura genética desempefia en virulencia. Es
importante destacar que este tipo de cepas de V. cholerae
se ha visto cada vez mas activamente involucrado en
diversos casos clinicos reportados en nuestro pais: un caso
de septicemia fatal en Valparaiso en 2006°, 15 aislados
clinicos reportados en todo el pais en 2009 por el Insti-
tuto de Salud Publica (ISP)*, una cepa clinica reportada
en Santiago en 2009 (presente estudio) y seis aislados
clinicos confirmados en un brote en Antofagasta 2010
por ISP*, Estos antecedentes demuestran la importancia
clinica de este tipo de cepas de V. cholerae en nuestro
pais. Conjugando estos datos epidemioldgicos con una
probable sub-notificaciéon de estos microorganismos en
nuestro pais, pone en evidencia la urgente necesidad de
estudiar detalladamente la epidemiologia y el potencial
patogénico de V. cholerae no-O1, no-0139.
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en la revision y discusion de este trabajo.

Resumen

Cepas patogénicas de Vibrio cholerae, el agente causal
del colera, expresan generalmente uno de dos antigenos
O (denominados O1 u 0139). La mayoria de las cepas
ambientales son no patogénicas y corresponden al tipo
denominado “no-O1, no-0O139”. Sin embargo, algunas
cepas de este tipo son claramente patogénas y han causado
brotes de gastroenteritis e infecciones extra-intestinales
en humanos. Se reporta un caso clinico de gastroenteritis
aguda causado por una cepa de V. cholerae no-O1, no-
0139 que contiene en su genoma una region homoéloga a
un segmento de la isla de patogenicidad Vpal-7 descrita
previamente en V. parahaemolyticus.
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