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RESUMEN

Vibrio parahaemolyticus es una bacteria asociada a la gastroenteritis por el consumo

de los mariscos crudos o mal cocidos. En 1998 se reportd el primer brote en
Antofagasta, seguido por otros en Puerto Montt los afios 2004, 2005 y 2006. En todos
los casos el responsable fue el serotipo (O3:K8) surgido en 1996 en el sudeste
asiatico. Ademas del impacto en la salud que tuvieron estos brotes, tienen una
repercusion importante en la economia por ser una de las mayores areas productora
de marisco. Durante el verano del 2007 en la zona de Puerto Montt se reportaron 450
casos. En esta memoria se desarrolla la caracterizacion de los aislados clinicos de V.
parahaemolyticus. De los aislados solo un 71% corresponde a la cepa pandemica.
Dentro de las cepas emergentes, una cepa encontrada en el 13% de los casos, aunque

genotipicamente diferente, contiene genes idénticos que los encontrados en la isla de
patogenicidad del clon pandémico. Estos resultados sugieren fuertemente una
adquisiciéon reciente mediante trasferencia lateral de los genes asociados a la

patogenicidad desde la cepa pandémica a un grupo autoctono.

Viil



INTRODUCCION

Vibrio parahaemolyticus es una bacteria Gram-negativa halofilica, habitante
natural en los ambientes marinos, asociada a la gastroenteritis por el consumo de
mariscos crudos o mal cocidos. Esta especie bacteriana incluye un gran numero de
cepas, constituidas por clones, los cuales tienen una reproduccion y propagacion por
division binaria sin intercambio sistematico de genes con otras bacterias de la misma
especie. Estos clones evolucionan mediante intercambio de genes por transterencia
lateral cuya frecuencia de ocurrencia es muy variable y también mediante mutaciones.

Solo algunas cepas ocasionan gastroenteritis por el consumo de los mariscos
mal cocidos o crudos. La mayoria de los aislados asociados a los casos clinicos tienen
como propiedad presentar un factor de virulencia conocido como “hemolisina directa
termoestable” (TDH) que es responsable de la actividad hemolitica llamada el
fenomeno Kanagawa (KP) (Chun y col., 1975). Esta hemolisina fue llamada asi ya que
no se inactiva al someterla a 100 °C por 10 minutos y ademas su efecto es directo
sobre los eritrocitos (Nishibuchi, 1995). El gen tdh, que codifica para la TDH, ha sido
encontrado en otras cepas de otras especies de Vibrio, como Vibrio mimicus 'y Vibrio

cholerae no-O1. Una de las caracteristicas mas importantes es que todos los genes tdh

encontrados estan flanqueados por secuencias de insercion (llamadas colectivamente

ISVs) o por secuencias relacionadas derivadas de los rearreglos de ISVs (Terai y col.,
1991). Estas secuencias ISVs son pequefios elementos genéticos moviles, los cuales
son capaces de transponerse dentro o entre los genomas de los procariontes. Las ISVs
proveen de lugares donde la recombinacién homologa puede ocurrir, asi como la
escision o inestabilidad de los genes adyacentes a ellos (Mahillon y col., 1998). Sin

embargo, en el caso del gen fdh en V. parahaemolyticus la actividad de transposicion



de las ISVs asociados no esta probada, probablemente debido a los cambios de bases,

inserciones o deleciones en el gen de la transposasa (Terai y col., 1991).

Otro factor asociado a la virulencia es la “hemolisina relacionada a TDH” (TRH)
codificado por el gen trh, este factor es biologica, inmunolégica y fisicoquimicamente
parecido pero no igual a TDH (Honda y col., 1988). El gen trh comparte un 69% de
identidad con el gen tdh, sin embargo, se piensa que ambos tienen un ancestro comun
debido a que la estructura fundamental de ambas proteinas es mantenida.

Casi todos los aislados clinicos contienen tdh, trh o ambos, en cambio solo el
1% al 2% de los aislados ambientales los presentan (Nishibuchi, 1995). Los

mecanismos de patogenicidad de V. parahaemolyticus y el rol que cumple TDH y TRH

permanecen desconocidos.

Hasta 1996 los casos clinicos se asociaban a multiples serotipos, sin embargo,
desde esa fecha, un serotipo, O3:K6, surgido en el sudeste asiatico ha sido
documentado como el causante de una enfermedad pandémica (Matsumoto y col.,
2000, Okuda y col., 1997a), este serotipo ha sido vinculado a brotes en los paises de
Asia (Wong vy col., 2000), Europa (Martinez-Urtaza y col., 2005), Norteamerica (Myers y
col., 2003), Sudamérica (Gonzalez-Escalona y col., 2005) y Africa (Ansaruzzaman vy
col.. 2005). En estudios moleculares mediante electroforesis en campo pulsado (PFGE)
(Wong y col., 2000) y reaccién en cadena de la polimerasa con partidores arbitrarios
(AP-PCR) (Matsumoto y col. 2000, Okuda y col., 1997b) se observo que las cepas que
presentan el serotipo O3:K6 estan clonalmente relacionadas. Una de las secuencias
utilizadas como marcador filogenético fue el operon foxRS. Los genes foxR y toxS, en

el operon toxRS, transcriben para las proteinas de transmembrana involucradas en la

regulacidon de genes asociados a la patogenicidad, como tdh, y estan bien conservados

en el género Vibrio (Lin y col., 1993). Ademas es pertinente mencionar que el operon



toxRS es considerado un regulador global de los genes de V. parahaemolyticus. El clon
pandémico presenta una secuencia Unica en el operon toxRS (toxRS/new) que permitio
apoyar la hipétesis de la pandemia provocada por V. parahaemolyticus (Matsumoto y
col., 2000). Ademas el clon pandémico tiene como caracteristicas que presenta el gen
tdh, carece del gen trh y posee un marco de lectura abierto (orf8) asociado al genoma
del fago filamentoso 237 (Nasu y col., 2000). La presencia de las secuencias
toxRS/new, orf8 y tdh se usaran como los marcadores de la cepa pandémica en este
trabajo.

En el afio 2003 se publico la secuenciacion del genoma de la cepa del clon
pandémico RIMD2210633 (Makino y col., 2003) que fue aislada en 1996 del aeropuerto
internacional de Kansai (Japén). En este trabajo se reporté que el clon pandemico tiene
una isla de patogenicidad en el cromosoma 2, la cual presenta un tamafo de 80 Kb, un
contenido de G+C mas bajo que el promedio presente en el resto del genoma y se
encuentra flanqueada por secuencias relacionadas con ISVs. Todas son propiedades
generales de las islas de patogenicidad en las bacterias (Schmidt & Hensel. 2004).

Dentro de la isla se encontraron varios genes relacionados a patogenicidad los
cuales presentaban similitud con otros identificados en otras especies, por ejemplo, el
factor de necrosis citotoxico de Escherichia coli. Se identifico, ademas, el gen tdh, el
cual presentaba dos copias (tdhA y tdhS) con una similitud del 97%. Cada una de las
copias del gen presenta ISVs flanqueando sus secuencias. Ademas se observan los
genes del sistema de secrecion tipo Il (T3SS2). Este sistema de secrecion es usado
por otros organismos causantes de enfermedades por contacto intimo con células
eucariéticas, como Salmonella o Yersinia. Estas estructuras son usadas para inyectar
las proteinas bacterianas directamente a las células del huésped (Makino y col., 2003).

Debido a que T3SS2 es exclusivo de cepas que producen TDH (KP-positivas), se



piensa que juega un rol en el establecimiento del cuadro clinico. Sin embargo,
recientes investigaciones, incluyendo el presente estudio, muestran que ciertas cepas
ambientales, que carecen del gen tdh, también poseen T35S52, aunque €s poco comun
(Meador y col., 2007). Se hace notar que en la secuenciacion de V. parahaemolyticus
se identificd otro sistema de secrecion tipo Il (T3SS) en el cromosoma 1. T3SS estaria
oresente en todas las cepas de V. parahaemolyticus independiente del origen. Al
contrario de T3SS2. el contenido G+C seria similar al encontrado en el genoma, por lo
cual no seria producto de una trasferencia lateral reciente (Makino y col., 2003).

A comienzos del afio 2007 se publicé una investigacion en la cual se trata de
explicar la presencia de las cepas de los aislados clinicos sin los factores de virulencia
tdh o trh. En este estudio se llega a la conclusion que la infeccion en un paciente puede
ser heterogénea, es decir, producida por varias cepas al mismo tiempo. Esto puede
deberse a cambios in vivo en el paciente, tales como, cambios en el serotipo o delecion
de los genes y a la infeccion por varias cepas distintas. Aunque no se descarta que las
cepas que no contienen {dh y trh tengan otro mecanismo para el establecimiento del
cuadro clinico (Bhoopong y col., 2007).

En el verano de 1998 en Chile se reporto el primer brote de V
parahaemolyticus en Antofagasta, con 300 casos y seguido por un segundo brote que
afecté a 1500 personas en Puerto Montt en el verano del 2004 (Gonzalez-Escalona y
col., 2005). Aparte del impacto de salud que tuvo este brote, tuvo una repercusion
social y econémica muy importante debido a que Puerto Montt es una de las mayores
areas productoras de mariscos en Chile. Debido a Ia presencia del gen fdh asociado al
clon pandémico en las muestras de los mariscos tomadas del area, se suspendid la
extraccion durante la temporada de mayor demanda. Desde 1998 al 2004 los casos

reportados en Antofagasta no superan los diez por ano, sin embargo, desde el 2004 en



la region de Puerto Montt el mismo clon pandémico ha causado brotes de importancia.
En el 2005 se reportaron 3600 casos y en el 2006 900 casos. Estos casos
generalmente son registrados en la temporada de verano debido a que la presencia de
V. parahaemolyticus esta muy influenciada por la temperatura del ambiente.
(Fuenzalida y col., 2006)

| os estudios de estos brotes han mostrado que en todos los casos el causante
es la cepa pandémica originada en el sudeste asiatico (Gonzalez-Escalona y col.,
2005. Fuenzalida y col., 2006). En las muestras ambientales aisladas en el periodo
2004-2006 se observa una pequefia, pero diversa poblacion de las cepas no
patogenas de V. parahaemolyticus, en élla, el clon pandémico ha sido un componente
menor.

Muchos métodos de clasificacion han sido utilizados para el estudio de V.
parahaemolyticus, tales como los ya mencionados: serotipificacion, AP-PCR, PFGE vy
otros como la ribotipificacién (Gendel y col., 2001). En el presente trabajo se ocupara
varios métodos descritos a continuacion.

Multiplex-PCR se basa en amplificar en una sola reaccion de PCR los genes
asociados a la patogenicidad tdh y trh y un gen que es especie-especifico: “hemolisina
termolabil”, tlh (Bej y col. 1999).

Analisis directo del genoma por enzimas de restriccion (en ingles “Direct
Genome Restriction Enzyme Analysis”, DGREA) se basa en diferenciar los aislados de
acuerdo a un patron de fraccionamiento del DNA obtenido luego de una hidrolisis con
una enzima de restriccién (en este caso la enzima ocupada sera Nael) y separadas

mediante una electroforesis en gel de policrilamida. Este método presenta un indice de

discriminacion similar al obtenido por polimorfismos de longitud de fragmentos de

-estriccion en electroforesis en campo pulsado (RFLP-PFGE) (Fuenzalida y col., 2006).



Las cepas descritas en los anos anteriores que presentan los mismos patrones de
DGREA coinciden con la presencia o ausencia de los marcadores genéticos (tlh, tah,

trh, ToxRS/new y orf8).

Tipificacién por secuencia de multilocus (en ingles “Multilocus sequence typing’,
MLST) se basa en el analisis de la secuencia de los genes “housekeeping’, estos
presentan la caracteristica de estar involucrados en las funciones esenciales de la
célula como el metabolismo central, debido a esto, su secuencia es poco variable entre
cepas de una misma especie. Debido a que s€ basa en la secuencia representa una
ventaja con respecto a los otros métodos, ya que puede ser compartida la informacion
en base de datos publicos a través de internet (Maiden y col., 1998). En este estudio se
ocupd el esquema y la informacion de la base de datos publica desarrollada por
Gonzalez-Escalona para V. parahaemolyticus que se encuentra publicado desde abril

del 2007 en la pagina web http://pubmist.org/vparahaemolyticus/ desarrollada por Keith

Jolley que esta situada en la universidad de Oxford (Jolley y col., 2004). Aun no hay
una publicacién asociada que informe el analisis de los datos.

Los genes “housekeeping” a emplear son tres genes del cromosoma | y cuatro
del cromosoma Il en V. parahaemolyticus. Del cromosoma | estan: dnaE (subunidad o
de la DNA polimerasa ll1), gyrB (subunidad B de la DNA girasa) y recA (proteina RecA).
Del cromosoma Il estan: dfdS (treonina 3-deshidrogenasa), pntA (subunidad o

transhidrogenasa), pyrC (dihidroorotasa) y tnaA (triptofanasa).

Durante el verano del 2007 en Puerto Montt se produjeron 450 casos de diarrea
asociada al consumo de mariscos. Esta memoria desarrolla una caracterizacion de las
cepas aisladas de los casos clinicos en el verano del 2007, principaimente en las

propiedades que puedan ayudar a establecer su posible origen. Se describen nuevas



cepas patdgenas, una de ellas aparentemente generada por transferencia lateral de

genes asociados a la patogenicidad desde la cepa pandémica a una cepa autoctona.



Objetivos generales y especificos.

Objetivo general.

- Caracterizacion de V. parahaemolyticus en aislados clinicos de la zona de Puerto

Montt en el verano del 2007.

Objetivos especificos.

_ Clasificar los aislados clinicos segun los marcadores genéticos: tlh, tdh, trh, orf8 'y
toxRS/new.
- Determinar las diferencias de las distintas cepas aisladas mediante patron de

restriccion del genoma (DGREA) y comparar con lo encontrado en la zona los anos

2004, 2005 y 2006.

- Determinar las diferencias entre los distintos aislados clinicos mediante el analisis de
los genes asociados a la isla de patogenicidad del clon pandemico.

- Determinar mediante tipificacién por secuencia de multilocus (MLST) relaciones de

similitud entre las cepas clinicas aisladas el afio 2007 y lo reportado en las bases de

datos publicas.



MATERIALES Y METODOS

Cepas y condiciones de cultivo.

Las cepas de V. parahaemolyticus RIMD2210633 (VpKx) vy RIMD2210856
(VpAQ) fueron obtenidas del Instituto de Investigacion de Enfermedades Microbianas
de la Universidad de Osaka (Japén). Las cepas ambientales: PMA79, PMA112,
PMA3316. PMA189. PMA337, PMA339, PMA1.5, PMA22.5 PMA19.5, PMAZ27.5,
PMA40.6, PMA36.6 y PMA13.6, fueron obtenidas desde muestras de mariscos en los
veranos entre el 2004 y el 2006 y han sido previamente descritas (Fuenzalida y col,
2006). Estas cepas ambientales fueron ocupadas como cepa tipo representante de 13
grupos DGREA: 79, 112, 3316, 189, 337, 339, 1.5, 22.5, 19.5, 27.5, 40.6, 36.6 y 13.6,
respectivamente.

Las cepas clinicas analizadas en esta memoria fueron aisladas del recto de
pacientes que presentaban diarrea asociada al consumo de mariscos, que fueron en
busca de atencién médica durante enero y febrero del afio 2007 en el Hospital
Regional de Puerto Montt.

En total son 38 cepas clinicas. La nomenclatura de los nombres de cada una de
estas cepas esta conformada por el prefijo PMC (Puerto Montt clinica). Continua con
un numero especifico para cada cepa y luego “.77, que indica el afo en que fue aislada,
en este caso 2007.

Todas las cepas arriba mencionadas son guardadas a temperatura ambiente en
L B-agar blando al 3% NaCl, que contiene: 1% triptona, 0,5% de extracto de levadura,
3% de NaCl y 0,45% de agar.

Los cultivos de las cepas de V. parahaemolyticus fueron hechos en tubos

desechables de 50 mL inoculados con 4 ml de LB al 3% NaCl, las bacterias son
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transferidas desde agar blando mediante asa esterilizada en mechero bajo campana.
Se deja crecer toda la noche (16 horas) a 37 °C con los tubos acostados y en
agitacion. Se comprueba el crecimiento mediante inspeccion de la turbidez
comparando con un control sin inocular. Los cultivos son usados iInmediatamente vy

después desechados.

Caracterizacion genotipica.
El DNA bacteriano fue extraido mediante el kit “Wizard Genomic DNA

Purification” (Promega, USA) desde el cultivo bacteriano arriba mencionado. El detalle

del protocolo se encuentra en WwWw.promeaa.com/tbs/tm050/tm050.pdf (paginas 16-

17).

Las amplificaciones de PCR para los genes tlh, tdh, trh, se realizo mediante un
PCR multiplex. Estos partidores estan descritos en la tabla 1. Cada una de las
reacciones fue realizada en un volumen de 30 uL conteniendo MgCl, 2.5 mM,
nuclestidos 0.2 mM de cada uno, Taq polimerasa 0,05 U/ul y los partidores tihf, tihr,
tdhf, tdhr, trhf y trhr a una concentracion de 0,25 uM cada uno. El DNA templado fue
diluido 1/10. Las reacciones de amplificacién fueron realizadas con una denaturacion
inicial de 94 °C por 3 minutos; 25 ciclos de 84 °C por 1 minuto, 60 °C por 1 minuto y 2

°C por 2 minutos; y una extension final de 72 °C por 10 minutos. Luego de esto se

realizé una electroforesis en geles de policrilamida al 8% a 150 Volts por 45 minutos.
L a tincion se realizé con AgNOs.
Para las amplificaciones del gen tdh se usan las mismas condiciones arriba

especificadas, excepto que los volumenes de los otros partidores se reemplazan por

agua libre de nucleasas.
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Para las amplificaciones de los genes orf8, ToxRS/new se aplicaron las mismas
condiciones que para el multiplex de PCR excepto que en orf8 se usd una
concentracion de 2 mM de MgCl, y para ToxRS/new de 1.5 mM de MgCl,. Ademas en
orf8 los tiempos de reaccion fueron: denaturacion inicial de 96 °C por 5 minutos; 25
ciclos de 94 °C por 1 minuto, 53 °C por 1 minuto y 72 °C por 1 minutos; y una extension
final de 72 °C por 10 minutos. En el caso de ToxRS/new: denaturacion inicial de 96 °C
por 5 minutos; 25 ciclos de 96 °C por 1 minuto, 45 °C por 2 minuto y 72 °C por 3
minutos; y una extensién final de 72 °C por 10 minutos. Los partidores para amplificar
cada uno de estos genes estan descritos en la tabla 1. Las condiciones para el gel de
policrilamida fueron idénticas a lo descrito para el multiplex.

Parz las amplificaciones de los genes del T3S8S2 (VPA1335, VPA1338,
VPA1339. VPA1341, VPA1342, VPA1346, VPA1349, VPA1354, VPA1355, VPA1362 y
VPA1367) se usaron los partidores descritos por Meador para microensayos (Meador y
col. 2007) (Tabla 1). Para los genes VPA1321 y VPA1376 localizados en los extremos
de la isla de patogenicidad se usaron partidores disefiados con el programa Primer3

(http://primer3.sourceforge.net/) (Tabla 1). Las reacciones de amplificacién de estos

genes tienen las siguientes especificaciones: en un volumen de 30 uL, MgCl; 1.5 mM,
nucleétidos 0.4 mM de cada uno, Tag polimerasa 0,05 U/ul y los partidores a una

concentracion de 0,2uM cada uno. El DNA fue diluido 1/10 de lo extraido mediante el

kit. Las reacciones de amplificacién fueron realizadas con una denaturacion inicial de
94 °C por 5 minutos; 35 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 61 °C por 1 minuto y 72 °C
por 90 segundos; y una extensién final de 72 °C por 7 minutos. Las condiciones para €l
gel de policrilamida fueron idénticas a lo descrito para el multiplex.

Los amplicones fueron purificados mediante el kit “Wizard SV Gel or PCR

Clean-Up System” (Promega, USA), de acuerdo al protocolo descrito  en
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www_promega.com/tbs/tb308/tb308.pdf. Luego se cuantifico mediante electroforesis en

geles de agarosa al 1% y se tiho con Bromuro de etidio. El estandar fue

concentraciones conocidas de A Hind /li.

| 3 secuenciacién fue realizada en ambas direcciones por Macrogen (Corea).
Las secuencias de DNA fueron analizadas individualmente vy ensambladas
manualmente. Los alineamientos v la similitud de las secuencias fueron obtenidos

mediante el programa Bioedit (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html). La

secuencia obtenida fue depositada en el GenBank con numero de acceso: EU185084.

Tabla 1. Partidores ocupados en este estudio.

Gen Rambre Secuencia primer 5' - 3' a-rrﬁgiliacn;l Roterencia
Primer (pb) Bibliografica
| tihf AAAGCGGATTATGCAGAAGCACTG ‘
flh = 450 Bej y col. 1996
tihr CCTACTTICTAGCATIITCTICIGE
tdhf GTAAAGGTCTCTGACTTTTGGAC
tdh 270 Bejy col. 1998
tdhr TGGAATAGAACCTICATCTITCACC
trhf TTCGCTTCGATATTTITCAGTATCT |
trh 500 Bej y col. 1999
trhr CATAACAAACATATGCCCATTTCCG
" _
VP36RFSL AGCGCTCTTTGTTTTCTATATG y col. 2003
GSVP1 TAATGAGGTAGAAACA
ToxRS/new v 651 Matsumoto y col.
GSVP2 ACGTAACGGGCCTACA 2000
VPA1335-F TACCACTACCAAACTGTGTCA
VPA1335 . = LAl o R— 194 Meador y col
VPA1335-R GACGGTTATTGATGTAACGGCGG 2007
VPA1338-F CGACAACCTCACG Gr
VPA1338 = CTC_ ’%‘GC & — 487 Meador y col.
VPA1338-R CGCCAAGACGTGCTTTGTGEE 2007
“  VPA1339- .
TCTTGGTATTGATAGTGGGTGGCTAAATGG Meador y col
vPA1339  F - ) 2 364 2007
) VPA1339-R CGGCGGTCTATTGCT_ATCCTCATTATCATC_ |
VPA1341-F CCACAGCACATAGTGATGACCAG
VPA1341 — 438 MEsdar yices,
VPA1341-R TACCAGTAGTTTGGCTATCGC 2007
VPA1342-F CACTGTCGGTGATAACATGGTC
VPA1342 —— : 418 MeEsoryicel
VPA1342-R CAACCTATTGGCGGCTCTG 2007
_ VPA1346-F CAATGTTGGCTATTCGGTTGCAGTCTGTATG - Meador y col.
VPA1346-R CGTCCAACTCTATTGTTGTGATATGGCGTTG 2007
VPA1349-F CTACAGCGACGGCATATTGGE
VPA1349 169 Meador y col.

VPA1349-R GTGATTGCCCATTGCCAGC 2007




VPA1354-F

VPA1354 522 MR oL el
VPA1354-R CTGGTGAATGGTTCTCCGCAG 07
VPA1355-F CGAGGGTCACTCTCTACGC
VPA1355 432 Meador y col.
VPA1355-R GTCGTTATGGGGACAAGCC 2007
VPA1362-F GAGCAACCGAACGCATCGC
VPA1362 \ 397 Meador y col.
VPA1362-R GCAGGTATCGCATCTTCAGC 2007
VPA1367-F CACACCACCTGAACGAAG
VPA1367 493 MEagDTy ook
VPA1367-R CAGGTTGCCGTGATTCAGG 2007
VPA1321-F TGACATGCACGGCAATAGAT _
VPA1321 _ 412 Este estudio
VPA1321-R ACAGAGTTGGTTTCGCAGGT B
VPA1376-F CATCGAGCGATCTTTCACAA ‘
VPA1376 700 Este estudio
VPA1376-R ACCGGTTTCCAACCTTCTCT
recA-1F tgtaaaacgacggccagtGAAACCATTTCAACGGGTTC
recA caggaaacagciatgaccCCATTGTAGCTGTACCAAGCA 173
recA-1R CCC
5 gyrB-1F tataaaacgacaaccagtCGAAGGBGGTATTCAAGC _— -
.
L gyrB-1R caggaaacaqctatqaccGAGTCACCCTCCACWATGTA
— dnakE-1F tgtaaaacgacggecagtCGRATMACCGCTTTCGCCG - »
na -
dnaE-1R caggaaa cgqc:taiqacﬁGAKATGTGTGAGCTGTTTGC )
K ompK-1F caggaaacaqctaigaccTCGAGATTTGGAAACCGTTC 462 .
om -
P ompK-1R tataaaacgacaaccagtACGGCGATATCCACAAAAAL )
g dtdS-1F fgtaaaacgacggccaatT GGCCATAACGACATTCTGA 497 -
dtdS-1R caggaaacagctatgaccGAGCACCAACGTGTTTAGC
" pntA-1F tgtaaaacgacagcecagtACGGCTACGCAAAAGAAATG 70 .
n
: pntA-1R cagaaaacagctaigacc TTGAGGCTGAGCCGATACTT
- pyrC-1F tgtaaaacgacggccagtAGCAACCGGTAAAATTGTCG — .
I
o pyrC-1R caqqaaacagctatlgaccCAGTGTAAGAACCGGCACAA
—_— thnaA-1F tgtaaaacgacggccagtTGTACGAAATTGCCACCAAA A s
inaA-1R caggaaacaqgctataaccAATATTTTCGCCGCATCAAC

13

¥ Los partidores se encuentran se encuentra publicado en el sitio http://pubmist.org/vparahaemolyticus/.

Cada uno de los partidores de este esquema contiene en ambas direcciones |os partidores M13 indicados
en minusculas.

Analisis directo del genoma por enzimas de restriccion (DGREA).

Se trataron 10 ul del DNA bacteriano extraido mediante kit “Wizard Genomic

DNA Purification” (Promega, USA) arriba mencionado, con 5 U de Nael de acuerdo a lo

especificado por el fabricante (Promega, USA) y se incuba por dos horas a 37°C.

Luego las muestras se incubaron una hora a 37 °C con Proteinasa K a una

concentracion final de 0,2 mg/mL. Los fragmentos se separan por una electroforesis en
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gel de policrilamida al 8% con un espesor de 1,5 mm. Se corrid a 100 Volts por 3

horas. La tinciéon se realizé con AgNOs;.

Tipificaciéon por secuencia de multilocus (MLST).

El cultivo de las cepas y la extraccion de DNA se realizaron segun |o informado
para la caracterizacién genotipica.

La amplificacion mediante PCR se us6 los partidores para MLST (Tabla1) que
contienen los partidores M13 en ambas direcciones. Las condiciones de PCR fueron
las siguientes: denaturacion a 96°C por 1 minuto; 30 ciclos de: 59 °C por 1 minuto y 72
°C por 1 minuto; y una extension final de 72 °C por 10 minutos. Cada una de las
reacciones se realizé en un volumen de 30 uL conteniendo MgCl, 1.5 mM, nucleotidos
0.2 mM de cada uno, Tag polimerasa 0,05 U/ul y los partidores a una concentracion de
0,25 uM cada uno. El DNA fue diluido 1/10 de Io extraido mediante el kit. La
electroforesis en gel de policrilamida y la purificacion de los amplicones se realizo
segun lo informado para la caracterizacion genotipica. La secuenciacion fue realizada
en ambas direcciones por Macrogen (Corea) empleando los primer M13F y M13R.

Las secuencias de DNA fueron analizadas individualmente y ensambladas
manualmente mediante el programa Bioedit. Los alineamientos y la similitud de las

secuencias  fueron obtenidos mediante las herramientas del sitio

http://pubmlst.org/vparahaernolyticus/ y la base de datos disponible. Las secuencias

tipo (ST) encontradas en este estudio estan disponibles en esta base de datos.
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RESULTADOS

1. Clasificacién de las cepas de V. parahaemolyticus segin los marcadores
genéticos y su patron de DGREA.

Los aislados de V. parahaemolyticus de 38 casos de casos de diarrea en el
verano del 2007 en la region de Puerto Montt fueron agrupados segun marcadores
genéticos (tlh, tdh, trh, orf8 y toxRS/new) (Tabla 2, Figura 1) y su patron caracteristico
de DGREA (Figura 2).

Se encontrd que a diferencia de afos anteriores, solo el 71% de las cepas
aisladas correspondia al grupo pandémico. Los 11 casos restantes carecen de los
marcadores orf8 vy ToxRS/new caracteristicos de la cepa pandémica. Estos ultimos
fueron clasificados en 4 grupos. Uno de estos grupos contiene 5 aislados que son
positivos para el gen idh. Un segundo grupo contiene 4 aislados que presentan ambos
genes tdh y trh. Los otros dos grupos contienen un aislado cada uno y ambos fueron
negativos para ambos genes (Tabla 2, Figura 1).

El analisis de los distintos aislados, por su patron DGREA, permitié clasificar las
cepas segun el patrén de restriccion de su DNA en 5 grupos acordes con Ia
clasificacion segun los marcadores genéticos (Tabla 2, Figura 2). El patron DGREA del
grupo que presentaba los marcadores encontrados en la cepa pandemica es el mismo
encontrado afios anteriores para ésta (Fuenzalida y col., 2006, 2007). Los demas

patrones, a excepcion PMC53.7 que pertenece al grupo 1.5, no se habian observado

con anterioridad.
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Tabla 2. Propiedades de los aislados clinicos de V. parahaemolyticus de
la zona de Puerto Montt en el alo 2007,

ToxRS/ | Grupo MLST

Cepas V. parahaemolyticus. | tlh | tdh | trh | orf8 i DGREA ST

1 s —

PMC 50.7, 61.7, 55.7, 56.7,
58.7,28.7,29.7,41.7,42.7,
a4. 1. 597, TO.F, T2.4; 63T,

647 657 66.7.737.17. | Tl T |7 i L ?
11.7 14.7, 15.7, 16.7, 18.7,
19.7,20.7,227 |
PMC 387 477.57.7.687 | + | + | - | - " 38.7 63
PMC 60.7. 257, 26.7.27.7 | + | + | + | - - 60.7 64
PMC 53.7 o - a 4 : 1.5 28
PMC 75.7 = 1< =1 = v 75.7 65

Se observa la clasificacion de las cepas clinicas de acuerdo a la presencia ( + ) O

ausencia ( - ) de los marcadores genéticos tlh, tdh, trh, orf8 y toxRS/new. En la
pentltima columna se observa la clasificacion segun el patron DGREA. ST: secuencia
tipo determinadas por MLST.

trh

-
!

PMCT2.7
PMC38.7
PMC53.

PMCTS.T
PMCE0.7

:
it

e SRR e e L R s e s S T

Al

tih

tdh

ﬁﬁﬁﬁﬁﬁ
o

T
R

e

g

o

S :
.
il‘:-.-...-...-. o TR

Figura 1? Electroforesis en gel
moleculares. a) Se observa la amplificacién de tlh (450pb), tdh (270pb) y trh (500pb).

VpAQ es la cepa control que es positiva para los tres marcadores. En cada carril se
observa la cepa tipo de cada uno de los grupos. b) Se observa la amplificacion de orf8
(1058pb) y toxRS/new (651pb). 1 y 3 muestran la cepa pandémica; 2y 4 se observa la

cepa PMC 72.7. Ld indica el marcador de peso molecular 100 bp.
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2. Descripcion del gen tdh de las cepas clinicas no pandémicas.

Las cepas positivas para el gen fdh diferentes de la cepa pandemica, no se
habian encontrado en los brotes de los tres veranos anteriores en Puerto Montt como
se explicito anteriormente. Debido a que ambas copias del gen tdn 'y la isla de
patogenicidad en la cepa pandémica estan flanqueadas por secuencias asociadas a
los elementos de insercion y existe evidencia de la propagacion de este gen entre =1
género Vibrio (Terai, 1991; Nishibuchi, 1995), se estudio la posibilidad de que el gen
tdh encontrado en las cepas clinicas no pandémica tenga su origen en la cepa VpKXx.
Con este objetivo se amplificé y secuencio el gen fdh de los dos grupos no pandemicos
eligiendose una cepa tipo para cada grupo, PMC60.7 para el grupo que presenta tdhy
trh, y PMC38.7 para el grupo que solo presenta tdh. Ademas se secuencio el tdh de 1a
cepa PMC72.7 representante del grupo del clon pandémico. La figura 3 presenta los

resultados de la amplificacion del tdh.

carriles 1, 2 y 3 muestran la amplificacion del gen tdh de la cepa PMG72.7, PMC38.7 y
PMCB0.7 respectivamente. (+) es el control positivo del clon pandemico VpKx. (-) es €l
control negativo. El amplicon tiene 270 pares de bases. Ld muestra el marcador de
peso molecular 100 bp.

Los amplificados fueron purificados mediante kit y una vez cuantificada la

cantidad de DNA obtenida se mandé a secuenciar a Macrogen (Corea del Sur). Debido
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a que la cepa pandémica posee dos copias de tdh (tdhS y tdhA) la secuencia obtenida
del amplificado corresponde a la suma de ambos genes y muestra polimorfismo en los
pocos sitios en que la secuencia de estos dos genes difiere.

La secuencia del amplicon de la cepa PMCGE0.7 resulto igual a la secuencia del
gen tdhA (Makino y col., 2003) excepto por un nucleotido en la posicién 318. En el caso
de la cepa PMC38.7 mostrd un perfil igual a la esperada para una mezcla de los genes
tdhS vy tdhA de la cepa pandémica. La misma secuencia se observo en el caso del clon
PMC72.7 correspondiente a la cepa pandémica. Este resultado sugiere gue ia cepa
PMIC38.7 contiene ambas copias del gen tdh (Tabla 3, Figura 4). En la figura 4 se
observa un ejemplo de los perfiles obtenidos para las tres cepas en un nucleotido. Se
observa como en la posicion 368 de las secuencias de las cepas PMC72.7 y PMC38.7
aparecen dos nucleotidos, uno correspondiente a tdhA y el otro a tdhS En la cepa
PMCE0.7 en cambio se observa solo el nucleétido correspondiente al gen tdhA.

Tabla 3. Comparacion de las secuencias en los sitios de polimorfismo en el gen tdh.

| o5 ol 8 " Cepapandémica | N.PMC60.7 | N.PMC387 | N.PMC727
i tdhS tdhA tdhA tdhS / tdhA tdhS / tdhA

1220 C A A G G
268 T & C TIC TIC
318 A A TIA A A
337 A C C A/C AIC
338 G A A G G
368 G A A G/A G/A
378 A G G A/G A/G
394 A & G . AIG AIG

"2 columna “P. gen tdh’” indica la posicion del nucledtido en la secuencia de ambas

copias del gen tdh; “tdhS” indica el nucledtido en el gen fdhS; “tdhA” indica el
nucleétido en el gen tdhA; “N. PMC60.7" indica el nucledtido obtenido de la
secuenciacion del gen tdh de la cepa PMCG60.7; "N. PMC38.7” indica el nucledtido
obtenido de la secuenciacién del gen idh de la cepa PMC38.7; “N. PMC72.7" indica el
~ucleatido obtenido de la secuenciacion del gen tdh de la cepa PMC72.7. La linea
diagonal separa al componente mayor a la izquierda y el componente menor a ia
derecha que se observaron en los perfiles de la secuenciacion.

e —



20

Figura 4. Perfil del tdh de las cepas secuenciadas en el nucledtido 368.

160 160 160
aa IT.CA & G T CA A A A T C A @6 G T C A A A A T C A G A T C A A

1 '1
l

g
—
jsi——
——
.

En el nucledtido 368 la secuencia del gen tdhS exhibe una G y tdhA en la misma
posicion muestra una A. 1. Se observa la mezcla esperada de la secuenciacion de
ambos fdh en la cepa PMC72.7 para esta posicion; 2. Se observa que en PMC38.7 hay
un perfil similar que el representante del grupo del clon pandémico; 3. La cepa

PMC60.7 muestra en la posicidon 368 solo el nucledtido correspondiente a la secuencia
de tdhA.
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3. Analisis de la amplificacion y secuencia de los genes de la isla de
patogenicidad en cepas no pandémicas de Puerto Montt.

Las observaciones hechas en el gen tdh sugirieren la presencia en la cepa
PMC38.7 de los genes tdhA y tdhS. Como estos dos genes estan ubicados en los
extiremos de la isla de patogenicidad, junto con los genes del T3SS2, se amplificaron
estos ultimos para explorar la posibilidad de que toda la isla estuviera presente en esta
cepa. Se amplificaron ademas los genes VPA1321 y VPA1376 ubicados en los
extremos de la isla, cerca de los genes tdhA y tdhS respectivamente. La obtencion de
productos del tamafio esperado en todas las amplificaciones indic6 que los genes
T3SS2 y VPA1321y VPA1376 estan presentes en la cepa PMC38.7 (Figura 5).

Para conocer la identidad que tienen estos genes de la cepa PMC38.7 con los
de la cepa pandémica VpKx, se secuenciaron los amplicones obtenidos. Las
secuencias fueron ensambladas manualmente, luego se realizé un BLAST con la base
de datos de la NCBI. Los resultados de estas secuencias indican que todos los genes,
excepto por un nucledtido en el gen VPA1342, presentan 100% de identidad con la
cepa pandéemica.

Los genes T3SS2 no son exclusivos de la cepa pandemica (Meador y col.,2007)

por lo cual se estudio la posibilidad de que se encontraran en otras cepas, tanto

clinicas como ambientales, aisladas en la zona de Puerto Montt. Se eligio una cepa

tipo de cada uno de los 13 grupos DGREA ambientales (ver métodos) y una cepa de
los nuevos grupos clinicos del afio 2007 (PMC60.7, 53.7, 75.7) para examinar la
oresencia del gen VPA1335. De todos las cepas analizadas solo la PMA339, aislada el

afio 2004, dio positiva para esta amplificacion.
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Se procedié a realizar amplificaciones en PMA339 con los demas genes
T3SS?2 Los resultados muestran amplificacion positiva para todos estos genes. Los
amplicones obtenidos fueron secuenciados y luego ensamblados manualmente, para
posteriormente realizar un BLAST en la base de datos NCBI. En todos los BLAST de
las secuencias de PMA339 se obtuvo un solo resultado correspondiente a los genes
T3SS2 de la cepa pandémica, ubicados dentro de la isla de patogenicidad. Sin
embargo, los genes de ambas cepas muestran diferencias significativas. El rango de

disimilitud varia entre el 0.6% de VPA1362 al 6,2% para VPA1346 (Tabla 4).

Tabla 4. Comparacién de las secuencias de T3SS2 de la cepa PMA339 y la cepa
pandémica.

Genes T35S2 Pb Mismatched Gap % identidad
VPA1335 149 1 0 99 3%
VPA1338 449 3 0 99,3%

| VPA1339 309 3 0 99%
VPA1341 394 15 0 96.1%
VPA1346 2260 14 2 93.8%
VPA1349 130 2 0 98,4%
VPA1354 483 4 2 99 1%
VPA1355 394 4 0 98.9%
VPA1362 358 2 0 99,4%
VPA1367 457 22 2 95.1%

l =
Pb indica las pares de bases analizadas de cada gen. Mismatched indica la cantidad
de pares de bases distintas en los genes T3SS2 del clon ambiental PMA339 con

respecto a la cepa pandémica VpKx. Gap indica cuantas inserciones/deleciones
existen dentro de la secuencia de PMA339 para lograr maximo alineamiento posible

con respecto a la cepa pandémica.
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4. Analisis de secuencia de genes esenciales mediante tipificacion por secuencia
de multilocus (MLST) de los aislados clinicos.

En colaboracion con el Dr. Narjol Gonzalez-Escalona (actualmente en
FDA/GCSL. Estados Unidos) se estudiaron las secuencias de los genes
“housekeeping” de las cepas patbgenas emergentes que contenian los genes
asociados a patogenicidad para establecer un posible origen.

La tipificacion mediante MLST de los genes “housekeeping” (recA, dnakE, gyrB,
dtdS, pntA, pyrC y tnaA) se realizd en las cepas tipo PMC38.7 y PMC60.7. Las
secuencias tipo (ST) obtenidas corresponden a los grupos determinados con los otros
analisis realizados (Tabla 1).

Se encontrd que las secuencias de las cepas tipo PMC38.7 y PMCE60.7 en
conjunto no corresponden a ninguna ST descrita en la base de datos. Sin embargo,
existen alelos de los genes en particular que si se encontraron. Estos ST encontrados
para PMC38.7 y PMC60.7, se nombraron ST 63 y ST 64, respectivamente (Tabla 5).
| as secuencias encontradas en este estudio se publicaron en la base de datos

hitp://oubmist.ora/vparahaemolyticus/. En la tabla 5 se muestran los perfiles alélicos de

las ST encontradas y dos perfiles mas de interés. EI ST 3 corresponde a la cepa
pandémica VpKx y el ST 17 a una cepa aislada en Espafia que mostro 2 alelos iguales
3 los de la cepa PMC38.7. Se hace notar que estos dos ST3 y ST 17 comparten el
alelo 19 para el gen recA.

Qe estudiaron las secuencias de los alelos distintos entre ST 63, ST 64, ST 3y
ST 17. Entre los alelos dnaE-7 y dnaE-13 la diferencia fue de 6 nucledtidos; para gyrB-
38 y gyrB-10 fue de 7 nucleotidos; para recA-34y recA-19 fue de 14 nucleotidos; para
pyrC-8 y pyrC-27 fue de 6 nucleotidos; para tnaA-2 y tnaA-21 fue de 4 nucledtidos;

para dnaE-7 y dnak-3 fue de 2 nucleotidos; para gyrB-38 y gyrB-4 fue de 7 nucleotidos;
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para dtdS-27 y dtdS-4 fue de 12 nucledtidos; para pntA-28 y pntA-29 fue de 7
nucleétidos; para pyrC-8 y pyrC-4 fue de 5 nuclettidos y para thaA-2'y tnaA-22 fue de
7 nucledtidos.

El perfil alélico de la cepa PMC60.7 ST 64 contiene cuatro secuencias no

descritas previamente. No se encontré ningln perfil parecido con los alelos descritos

en la base de datos.

Tabla 5. Perfiles alelicos de las secuencias tipo analizadas.
r .
Cepa 3 B dnaE gyrB recA dtdS | pntA | pyrC tnaA Fuente
PMC 38 34 Este
T 7 8 2
38.7 K f (nuevo) | (nuevo) . 28 estudio
PMC 40 39 - 36 29 Este
4
60.7 b (huevo) | (nuevo) ? 18 N (nuevo) | (nuevo) | estudio
VpKx ST 3 3 4 19 4 29 4 22 BD
cem | sy | 43 10 19 27 | 28 | 27 21 BD
espanola

Se observan los perfiles de los secuencias tipo. ST63 y S164 corresponde a la cepa
tipo PMC38.7 y PMC60.7, respectivamente. ST3 corresponde a la cepa pandémica.
ST17 corresponde a una cepa aislada en Espafia. Los alelos no descritos en la base

de datos se muestran con “(nuevo)’. BD = Base de datos
http://pubmlst.org/vparahaemolyticus/.
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DISCUSION

El desarrollo de esta memoria contribuyé a comprender la evolucion de las
cepas de V. parahaemolyticus obtenidas de casos clinicos ocurridos en la zona de

Puerto Montt en el verano del ano 2007.

| a tendencia existente es que los casos clinicos han disminuido en los ultimos
afios en los brotes de la zona de Puerto Montt. El afio 2007 solamente hubo 475 casos,
esto puede deberse a las campafias de salud publica que se han efectuado y tambien
3 las variaciones en la temperatura que ha sufrido la zona de Puerto Montt debido a
tanémenos como “la nifia’ o “el nifio”. Hasta el 2006 todos los aislados clinicos
coincidian con el perfil genético del clon pandémico originado en el sudeste asiatico
(Gonzalez-Escalona y col. 2005, Fuenzalida y col. 2006). Sin embargo, el afio 2007 el
71% de los casos clinicos estaba asociado a la cepa pandémica. Once nuevos
sislados fueron caracterizados y clasificados en cuatro nuevas cepas, lo que sugiere
que el clon pandémico podria estar siendo desplazado por otras cepas, tanto
patégenas como no patdégenas, mas aptas al medio.

El grupo representado por la cepa tipo PMC38.7 responsable del 13% de los
casos, al parecer adquiri6 la isla de patogenicidad de la cepa pandemica
recientemente. La alta similitud entre los genes dentro de la isla de patogenicidad de
esta cepa con los de de la cepa pandémica (tdhS, tdhA, VPA1321, VPA1376 y los
genes T3SS2) y la diferencia significativa entre las secuencias de sus Jgenes
“housekeeping’, junto con las diferencias en el patron DGREA podria explicarse por la
transferencia génica de la isla de patogenicidad de la cepa pandémica a una cepa de la

poblacion autéctona. Un detallado analisis de la isla gendémica en la cepa PMC38.7,
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sus sitios de integracion y sus regiones flanqueantes, probablemente ayudaran a
diferenciar entre los posibles mecanismos de trasferencia del DNA.

La presencia de los genes T3SS2 no es exclusiva de la cepa pandémica y
PMC38.7: también fueron encontradas en una cepa ambiental aislada el aho 2004,
PMA339. Sin embargo, esta cepa no ha sido encontrada entre los casos clinicos. Los
genes T3SS2 también han sido encontrados en otros aislados clinicos de V.
parahaemolyticus (Meador y col. 2007), pero esta es la primera vez que se observa en
un aislado ambiental. Aunque, de acuerdo a las secuencias obtenidas desde PMA339,
los genes T3SS2 en PMA339 tienen una disimilitud significativamente mayor que
aquella encontrada en la comparacion entre VpKx'y PMC38.7.

Entre los nuevos aislados clinicos la cepa PMC53.7 fue observada previamente
en aislados ambientales, presentando el mismo patron que el grupo DGREA 1.5,

ademas carece de los marcadores de patogenicidad tdh y trh. Otra cepa que carece de

estos marcadores fue aislada, PMC 75.7, que no habia sido observada anteriormente.
Aunque estas cepas no presentan los genes asociados a patogenicidad no es inusual
que se encuentren asociados a casos clinicos (Nishibuchi y col. 1995, Bhoopong y col.
2007). Esto podria explicarse por cambios in vivo de la cepa durante el curso de la
enfermedad. tales como delecion de genes, o que el paciente fuera infectado por varias
cepas al mismo tiempo, incluyendo cepas no-patégenas y que estas ultimas fueron
aisladas. También podria existir un mecanismo de patogenicidad, aun no descrito que
permite que las cepas que no presentan los genes tdh y trh promuevan la enfermedad.
Sin embargo, lo mas probable para estas cepas sin tdh y irh, en especial para la
observada en muestras ambientales en afios anteriores, es que los pacientes fueron
infectados por varias cepas al mismo tiempo y que haya proliferado la cepa no-

patogena junto con alguna patogena.
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Otro de los grupos clinicos descritos representado por la cepa PMC60.7
contenia tanto fdh como trh. En este caso, se observo que el gen tdh corresponderia a
una de las copias del gen que contiene la cepa pandémica, fdhA. Sin embargo, poco
se puede decir del origen de esta cepa. Su patron DGREA es distinto a lo observado

en afios anteriores y cuatro de los alelos en su perfl ST no habian sido descritos

previamente.
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CONCLUSIONES

1 Existen cambios significativos en la epidemiologia de V. parahaemolyticus ya que se
observaron cepas patogenas emergentes en los casos clinicos desplazando al clon

pandémico, que antes del ano 2007 se describio como el unico responsable de los

casos clinicos en el sur de Chile.

2. La comparacion de genes de la isla de patogenicidad y genes cromosomicos entre el
aislado clinico emergente el afio 2007 PMC38.7 y la cepa pandémica VpKXx, sugiere
fuertemente que el nuevo grupo de aislados clinicos habrian recibido la isla de

patogenicidad de la cepa pandemica recientemente.
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