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RESUMEN

Los casos de diarrea relacionada al consumo de mariscos crudos se multiplicaron en
Chile cuando llegé la cepa pandémica de Vibrio parahaemolyticus O3:K6. Esta cepa se
detect6 inicialmente en Chile en la Region de Antofagasta (23°39'S 70°24'W) el afio
1998, donde produjo un brote que alcanzé mds de 300 casos clinicos y luego
desaparecio. Sin embargo, el afio 2004 reaparecid en la Regién de Los Lagos (41°29'S
72°24'W) en el sur de Chile, donde se produce aproximadamente un 80% de los
mariscos de nuestro pais, generando grandes brotes de diarrea no sélo en esta region,
sino en todo el pais.

Los brotes de diarrea en la Region de los Lagos que comenzaron el afio 2004,
alcanzaron un maximo en el 2005 con 3.725 casos clinicos, todos asociados con la cepa
pandémica. Luego de este afio, los casos clinicos fueron descendiendo sostenidamente
hasta 1 caso €l 2010 y 4 casos el 2011, lo cual parece indicar la desaparicioén de la cepa
pandémica en esta region, o al menos, una disminucion hasta niveles indetectables dado
que tampoco fue detectada estos dos afios en los mariscos examinados. No obstante,
desde que fue observada por primera vez en la Region de Los Lagos el afio 2004, la cepa
clonal pandémica de V. parahaemolyticus proliferé en el litoral llegando a producir mds
de 8.000 casos de diarrea. La proliferacion de este clon pandémico de V.
parahaemolyticus durante el tiempo que se mantuvo en esta regién, ofrece una

oportunidad {nica para estudiar la microevolucion que sufrié esta poblacién clonal en su
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ambiente natural de propagacion, considerando como microevolucién a la ocurrencia de
cambios genémicos en la poblacion a lo largo de un nimero limitado de generaciones.

La epidemiologia de V. parahaemolyticus pandémico se estudié midiendo la carga
de V. parahaemolyticus en casos clinicos y en mariscos y caracterizando las cepas de V.
parahaemolyticus encontradas. Hasta el momento se han encontrado 30 grupos
diferentes de V. parahaemolyticus diferenciados por su patrén de digestion del genoma.
Estos grupos han prevalecido por tiempos que van desde uno a ocho afios, entre los
cuales la cepa pandémica constituye solo un pequefio porcentaje.

La identificaciéon y caracterizacién de las variantes genéticas de V.
parahaemolyticus pandémico se llevo a cabo en clones aislados desde casos clinicos y
desde mariscos. So6lo se encontraron variantes en las muestra clinicas que
correspondieron a aislados que diferfan de la cepa tipo por la presencia del profago
Vp58.5 (18,5%), ausencia de toxRS/new (3,9%) y diferencia en serotipo (1,8%).

Como el nimero de variantes observados por los métodos utilizados fue muy
bajo, se analizaron regiones gendmicas hipervariables: las regiones de DNA repetidas
interespaciadas y las regiones de DNA repetidas en serie. Se analizaron 50 cepas
pandémicas para detectar mediante PCR una posible region de DNA repetida
interespaciada descrita para V. parahaemolyticus pero ninguna mostré variacién. La
estabilidad observada sugiere que esta regién no es una region realmente funcional como
en otras cepas. Por otro lado, el estudio de regiones de DNA repetidas en serie en las
mismas cepas mostré que era posible distinguir 35 de las 50 cepas, lo que equivale a un
70% de las cepas variantes. Se determind que la tasa de mutacién de estas secuencias

repetidas en serie es del orden de 10 mutante por generacién y que esta tasa es
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proporcional al nimero de unidades repetidas presentes inicialmente. Subsecuentemente,
se concluyé que las variaciones en el tamafio de estas secuencias ocurren principalmente
por una acumulacién paso a paso de adiciones o deleciones de una sola de las secuencias
repetidas. Esta forma de variacion se consideré para la estimacion de las distancias
filogenéticas en la construccion de los arboles, dado que la distancia entre variantes
depende del nimero de unidades repetidas disminuidas o aumentadas. La aplicacién de
esta forma de andlisis en un grupo de aislados independientes, obtenidos en diferentes
localidades geograficas, permitié obtener la diferenciacion de las cepas de acuerdo a su
origen geografico y estimar el tiempo desde la separacién de los grupos analizados. De
acuerdo a esta estimacién la separacién mas antigua en las poblaciones de V.
parahaemolyticus examinadas habria sido entre las poblaciones de Tokio y las
correspondientes al sur de Chile.

En base a los resultados de esta tesis, se postula que mediante el estudio de las
regiones de DNA repetidas en serie, es posible diferenciar entre aislados clonales de V.
parahaemolyticus, Y que es plausible ademds determinar la microevolucion de este
patogeno e inferir una posible ruta de su colonizacién en Chile. Adicionalmente, este
conocimiento permitira el rastreo de brotes producidos por el clon pandémico de V.

parahaemolyticus.
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SUMMARY

Diarrhea cases associated with the consumption of raw seafood increased in Chile since
1998, when the pandemic strain of Vibrio parahaemolyticus O3: K6 arrived. This strain
was initially detected in Chile in the Region de Antofagasta (23°39'S 70°24'W)in
1998. This year an outbreak occurred that caused over 300 clinical cases but no further
outbreaks were observed in the north of Chile since then. The pandemic strain arrived in
2004 to the Region de Los Lagos (41°29'S 72°24'W) in southern Chile, which produces
about 80% of the seafood, generating large outbreaks of diarrhea in the whole country.
Outbreaks of diarrhea in Region de Los Lagos began in 2004, reaching a peak in
2005 with 3,725 clinical cases, all of them associated with the pandemic strain. After
this vear, clinical cases diminished steadily to 1 case in 2010 and 4 cases in 2011, This
fact suggested the disappearance ofthe pandemic strain inthis region, or at least it
decreasing to undetectable levels. However, before its apparent disappearance, the
pandemic clonal strain of V. parahaemolyticus proliferated on the coast, producing
over 8,000 cases of diarrhea since its first observation in the Region de Los Lagos in
2004. The spread of this pandemic clone of V. parahaemolyticus during this period
in this region provided 2 unique opportunity to learn on the epidemiology of V.
parahaemolyticus  associated diarrhea and to study the microevolution and
natural clonal propagation of this population, considering microevolution as the

occurrence of genomic changes on the population over few generations.
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The epidemiology of pandemic V. parahaemolyticus was studied by measuring
the load oftotal V. parahaemolyticusin clinical and shellfish samples, and
characterizing the strains of V. parahaemolyticus found. Until now, we have found 30
groups that corresponded to different patterns of digestion of their genome of V.
parahaemolyticus in shellfish, which bave prevailed for different periods,
ranging from one to eight years. The group of the pandemic strain corresponded to a

small percentage of the total population of V. parahaemolyticus.

The identification of genetic variants of pandemic V. parahaemolyticus was
made in  clones isolated from clinical cases and from shellfish. Genetic  variants were
only found in clinical cases and they corresponded to variants with the presence of the
prophage Vp58.5 (18.5%), absence of foxRS/new (3.9%), and a serotype different to
03: K6 (1.8%). Considering that the number of variants observed by the traditional
methods was very low, the next step was to explore possible changes in hypervariable

genomic regions: interspaced repeated DNA regions and serial repeated DNA regions.

Fifty pandemic strains were analyzed by PCR to detect possible interspersed repeated
DNA region described for ¥. parahaemolyticus butnone of them showed changes.
Observed stability suggested that this region is not really functional as in other strains.
On  the other hand, the analysis of serial repeated = DNA regions in the
same strains showed that it was possible to differentiate 35 types in 50 strains (70% of

variant strains).
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In this work we found that the mutation rate of serial repeated regions is
about 10" mutant per generation and that it is proportional to the number of repeat units
in these regions. Subsequently, it was concludedthat variations in the
size occur mainly by accumulation “step by step” of additions or deletions. This feature
was included to estimate distances in constructing phylogenetic trees. Thus, the analysis
of these regions in an independent group of isolates obtained from different geographic
locations, were performed allowing their distinction according to their geographical
origin. The genetic distance between these populations suggested that the first separation
among the populations examined of pandemic V. parahaemolyticus occurred

between the populations of Tokyo and southern Chile,

Based on the obtained results it is postulated that the analysis of serial repeated
DNA regions allows to differentiate between clonal isolates of V. parahaemolyticus that
cannot be distinguished by other high resolution methods. And that it is also plausible to
determinate, by analyzing serial repeated DNA regions, the microevolution of this
pathogen and it is possible infer a possible route of colonization in Chile. A potential
applicability arising from this work is the tracking of outbreaks caused by pandemic
clone of V. parahaemolyticus to determine the source of the outbreak, which has been

impossible until now.
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INTRODUCCION

1. Vibrio parahaemolyticus

Vibrio parahaemolyticus es una bacteria halofila, Gram negativa y marina, que
habita naturalmente ambientes estuarinos y marinos a nivel mundial (Blake y col.,
1980). Esta especie bacteriana incluye un gran nimero de cepas, cada una de las cuales
se reproduce y propaga por division binaria, en forma esencialmente clonal. En
consecuencia, la poblacién de V. parahaemolyticus que habita en el mar estaria formada
por diferentes clones que evolucionan en forma independiente (Gevers y col., 2005; Feil
y col., 2004). La gran mayoria de estos clones son inocuos y menos del 1% de ellos se
consideran patégenos. Estos clones patdgenos pueden propagarse en mariscos y causar
gastroenteritis por la ingesta de estos mariscos crudos o mal cocidos (DePaola y col.,

2003).

1.1 Clon pandémico de V. parahaemolyticus

Previo a 1996, la gastroenteritis causada por V. parahaemolyticus estaba asociada
a diversos serotipos. Sin embargo, a partir de ese afio junto con un aumento de los casos
totales, aumentd notablemente la prevalencia de un serotipo particular, el serotipo

03:K6. Las bacterias con este serotipo corresponden a una poblacién clonal




originalmente observada en Calcuta, India (Okuéa y col.,, 1997). Este nuevo clon
aparentemente tiene un inusual potencial para diseminarse y causar infecciones. Desde
su aparicién ha provocado importantes brotes de diarrea en diferentes paises, partiendo
en el sudeste Asiatico y extendiéndose a América, Europa y Africa. Esta rapida
diseminaci6n marco el inicio de la primera pandemia de Vibrio parahaemolyticus y fue
la primera vez en que un solo serotipo se asocié a la diseminacién de V.
parahaemolyticus. Este clon se denomina actualmente clon pandémico de V.
parahaemolyticus serotipo 03:K6 (Daniels y col., 2000; Wong y col., 2000).

Los aislados de este clon presentan como propiedad comun la presencia del gen
tdh v la ausencia del gen sk y de ureasa, frecuentemente encontrados en otros V.
parahemolyticus patégenos (Shirai y col., 1990). Ademds exhiben una secuencia inica
dentro del operén foxRS (foxRS/new) y poseen un marco de lectura abierto, orf8 que
corresponde a un fago filamentoso asociado (Nasu y col., 2000). La naturaleza clonal de
estas cepas pandémicas ha sido determinada por la similitud de los patrones obtenidos
mediante analisis de polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restriccion
(RFLP-PFGE, random fragment length polymorphism-pulse field gel electrophoresis)
visualizado por electroforesis en campo pulsado (Suthienkul y col., 1996), mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa con partidores arbitrarios (AP-PCR, arbitrary
primers-polymerase chalin redaction) (Chowdhury y col., 2000), por digestion directa del
genoma con enzimas de restriccién (DGREA, direct genome restriction enzyme
analysis) (Fuenzalida y col., 2006) y tipificacién de las secuencias de multilocus
(MLST, multilocus sequence typing) (Chowdhury y col., 2004a; Gonzalez-Escalona y

col., 2008).



1.2 Epidemiologia de V. parahaemolyticus pandémico en Chile

Previo al afio 1998, las diarreas producidas por ingestion de mariscos crudos eran
poco comunes en Chile. La situacién cambid drasticamente en 1998 cuando se observé
un gran brote en Antofagasta (23°39'S a 70°24'W), que generé mas de 300 casos
clinicos (Cordova y col., 2002). Este brote fue sucedido por otros que comenzaron en
2004 en la Region de Los Lagos.

La Regién de los Lagos se extiende desde 40°13'S a 44°3'S y produce

aproximadamente un 80% de los mariscos en Chile (hitp://www.sernapesca.cl). Se ha

aceptado que los mariscos de esta region causan la mayoria de los casos clinicos de
diarreas por V. parahaemolyticus observados en nuestro pais. El primer brote de diarrea
asociado a consumo de mariscos se registro el afio 2004. En el afio 2005, los casos
reportados por el Ministerio de Salud alcanzaron un méximo de 3.600 en la Regidn de
Los Lagos y 10.984 en todo el pais. Desde entonces, el mimero de casos ha oscilado
anualmente entre 450 y 1.100 sélo en la Regioén de Los Lagos y entre 1.500 y 3.500 en
todo el pais. (Cabello y col., 2007; Olea y col, 2005; Fuenzalida y col., 2006;
Gonzalez-Escalona y col.,, 2005; Fuenzalida y col, 2007, Harth y col,, 2009).
Inesperadamente, el mimero de casos en la Regidon de Los Lagos descendid
drasticamente desde 1.143 en 2008 a 477 en el 2009 (Garcia y col., 2009), y a sdlo un
caso el afio 2010 y 4 en 2011, lo cual muestra una posible desaparicién de V.
parahaemolyticus  pandémico en las costas del sur de  Chile.
(http://epi.minsal.cl/epi/html/elvigia/elvigia.htm), o al menos una disminucién hasta

niveles indetectables. No obstante, desde que fue observada por primera vez en la




Region de Los Lagos el afio 2004, la cepa clonal pandémica de V. parahaemolyticus
proliferé en el litoral produciendo mas de 8000 casos de diarrea (Figura 1). La
proliferacion del clon pandémico de V. parahaemolyticus durante el tiempo que
permaneci6 en esta region ofrece una oportunidad tnica para estudiar los cambios que
sufri6 esta poblacién clonal en su ambiente natural de propagaciéon mediante la

caracterizacion de las variantes generadas que han prevalecido.
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Figura 1. Numero de casos clinicos ocurridos en la Region de Los Lagos a partir del afio
2004.

La epidemiologia de V. parahaemolyticus pandémico en la Region de Los Lagos
se ha estudiado desde el afo 2004 mediante la caracterizacion de cepas de V.
parahaemolyticus de origen clinico y ambiental, lo que ha permitido calcular las cargas

de V. parahaemolyticus total y pandémico presentes en la Region de Los Lagos,




determinar la diversidad de V. parahaemolyticus en el ambiente y detectar variantes

generadas dentro de la poblacion clonal de V. parahaemolyticus pandémico.

2. Mecanismos de variacion génica en V. parahaemolyticus

La divergencia genética de las cepas bacterianas surge aleatoriamente, debido a
mutaciones no letales que se acumulan con el tiempo (Maslow y col., 1993).

La variabilidad genética en las bacterias puede producirse por diversos
mecanismos dentro de los cuales se encueniran mutaciones puntuales, rearreglos
genémicos y adquisicion de nuevo material genético por transferencia génica horizontal
(TGH). Este fltimo mecanismo s¢ refiere a la adquisicion de genes fordneos
provenientes de otro microorganismo. Los genes adquiridos pueden ser integrados en su
genoma a través de recombinacion homéloga, recombinacidn sitio especifica,
transposicién o pueden permanecer en forma exiracromosomal como plasmidios (Jain y
col., 2003; Boucher y Stokes, 2006).

Dentro de los principales elementos que estdn involucrados en TGH se
encuentran las islas gendmicas, los plasmidios y los fagos (Gal-Mor y Finlay, 2006).
Estudios recientes han demostrado que en V. parahaemolyticus 1a TGH puede producir
mayor variacién genética que las mutaciones puntuales (Gonzalez-Escalona y col,
2008). A pesar que se conoce que la TGH ocurre a través de tres modos principales que
son transformacién, conjugaci6n y transduccién (Jain y col., 2002) es improbable que la
transformacién tenga gran importancia en Vibrio ya que no se conoce un grupo que sea

naturalmente competente en este género. Sin embargo, existe una gran cantidad de




plasmidios conjugativos y bacteriéfagos asociados a diversas especies de Vibrio, que
sugieren que los mayores modos de transferencia lateral en este género som la

conjugacion y la transduccion (Boucher y Stokes, 2006).

2.1 Diversidad genética dentro de la poblacién clonal de V. parahaemolyticus.

Los clones bacterianos son definidos como aislados relacionados que son
indistinguibles uno de otro por una variedad de métodos de tipificacién molecular
(Farber, 1996). A pesar de la coherencia del grupo clonal pandémico de V.
parahaemolyticus, ocasionalmente se han encontrado diferencias en serotipos y en otras
propiedades que han indicado la emergencia de variantes dentro de este grupo (Bag y
col., 1999). Hasta la fecha se han identificado al menos 22 serotipos: 03:K6; 03:K59;
04:K68; 01:K25; O1:KUT; 04:K12; O01:K41; O1:K56; O3:K75; 04:K8; 04:KUT;
05:KUT; 05:K17; 05:K25;, 01:X33; 02:K3; OUT:KUT; 03:KUT; 03:K5; 04:K4;
04:K10; y 06:K18, (UT indica no tipificable) que han emergido del clon pandémico
(Laohaprertthisan y col., 2003; Nair y col., 2007; Chowdhury y col., 2004; Harth y col.,
2009). Una comparacion de los grupos génicos relacionados con el serotipo entre las
cepas pandémicas 03:K6 y 04:K68, sugiere que los rearreglos dindmicos de una gran
secuencia de DNA son esenciales para que ocurra conversion de serotipo (Sozhamannan
y col., 1999). Ademas se ha visto que las cepas pandémicas O1:K25 y O4:K68 poseen
una secuencia de insercién en rjg que no estd presente en las cepas no pandémicas con
estos serotipos. Esta region rjg ha sido reportada como un punto caliente para la

ocurrencia de rearreglos gendmicos en V. cholerae (Sozhamannan y col., 1999). Ademds




se ha determinado que la delecién de esta regién rjg juega un rol critico en las
transiciones de antigenos O y K en V. parahaemolyticus pandémico (Okura y col,
2008).

Por otro lado, un estudio de hibridizacién de genémica comparativa basada en
microarreglos (M-GCH, Microarray-based comparative genomic hybridization) que
incluy6 un total de 4021 genes, permitié distinguir y agrupar un total de 39 cepas
pandémicas en 5 subgrupos (Han y col., 2008). La variacién entre estos 5 subgrupos se
localizé principalmente en las islas gendmicas y en los genes que codifican para los
antigenos O y K.

Se han descrito ademds otras variantes que presentan diferencias menores en los
patrones de RFLP-PFGE y AP-PCR (Chowdhury y col., 2004), otras que han perdido el
orf8 (Chowdhury y col., 2004) y otras que presentan plasmidios que van desde 1.8 a 140
Kb, que no fueron observados en las cepas iniciales (Martinez-Urtaza y col., 2004).

En Chile hasta el afio 2007 mads del 95% de los casos clinicos fue relacionado con
la cepa pandémica clasica de V. parahaemolyticus 03:K6. Sin embargo, en el afio 2007,
gran parte de los casos clinicos fue producido por variantes con un nuevo serotipo
03:K59 (Harth y col., 2009). Otro gran grupo de variantes detectadas en Chile a partir
del afio 2005 correspondi6 a aquellas cepas que contenian un plasmidio de 42 Kb que
corresponde a un fago telomérico temperado (Zabala y col., 2009). Ocasionalmente, se
han detectado ademdas variantes en el serotipo, variantes que carecen de foxRS/new
(Garcia y col., 2009), variantes que contienen plasmidios, y otras que presentan

diferencias menores en DGREA.




La poca varie.lcic’)n que se ha observado en esta poblacién clonal con los métodos
utilizados hasta el momento, no permite distinguir mayormente entre aislados, y en
consecuencia, no permite rastrear las cepas de los brotes de diarrea causados por V.
parahaemolyticus pandémico. Dos de los objetivos primarios en las investigaciones de
brotes bacterianos producidos en alimentos son: identificar la fuente de exposicién del
patégeno en el consumo humano y estudiar el sitio donde se generd la exposicion del
patbgeno, debido al potencial riesgo que significa ese lugar. Sin embargo, estos
objetivos son dificiles de conseguir si la bacteria que causa los brotes no puede ser
diferenciada, como ocurre con V. parahaemolyticus pandémico.

Una posible solucién a este problema se encuentra en el estudio de las regiones
hipervariables del genoma de V. parahaemolyticus pandémico. Dentro de las regiones
més variables del genoma se encuentran las regiones repetidas de DNA. En los genomas
de procariontes, estas regiones representan menos del 5% del genoma y dentro de estas,
las mds comunes son las secuencias cortas repetidas de DNA que pueden ser
encontradas dispersas en todo el genoma, interespaciadas con secuencias no repetitivas
(CRISPR, clustered regularly interspaced short palindromic repeats) (Godde y

Bickerton, 2006) o arregladas en serie (TRs, tandem repeats) (Eisen, 1999).
2.2 Regiones de DNA interespaciadas con secuencias no repetitivas (CRISPR).
Una de las regiones que evolucionan rapidamente y que resultan ser

hipervariables son los CRISPR, las cuales son repeticiones de entre 24-47 pares de bases

con espaciadores que varian de 26 a 72 pares de bases. Los arreglos de CRISPR, la




region lider y los genes CAS (CRISPR-associated) forman en conjunto el sistema
CRISPR (Figura 2a) y varian grandemente entre especies y entre cepas de una misma
especie (Barrangou y col., 2007).

La adicién de nuevos espaciadores casi siempre ocurre por insercién em el
extremo 5° al lado de la regién lider, asi, los espaciadores mds viejos tienen mayor
distancia del lider y son frecuentemente comunes entre aislados mientras que los nuevos
espaciadores mdas cercanos al lider son Unicos (Sorek y col., 2008). La delecion de
unidades repetidas o de espaciadores también es frecuentemente observada y seria una
forma de evitar el crecimiento desmesurado de los CRISPR. Sin embargo, no esta claro
si estas deleciones ocurren en forma activa o si se producen pasivamente por
recombinacion homologa.

Existe evidencia filogenética que muestra que la TGH fue probablemente la
responsable del movimiento de CRISPR entre genomas distantemente relacionados y se
cree que se mueven como una sola identidad (Godde y Bickerton, 2006). Las secuencias
espaciadoras de los CRISPR corresponden a secuencias presentes en elementos
genéticos transmisibles tales como los bacteriéfagos y los transposones conjugativos.
Mas afin, la presencia de megaplasmidios que contienen CRISPR sugiere un modo de
transmision en el cual los CRISPR se han diseminado ampliamente a través de los
procariontes. Estas evidencias han llevado a proponer que los CRISPRs y sus genes
asociados representan una forma de elemento genético movil que se mueve via TGH y
que constituye un elemento de resistencia adquirida frente a la infeccién por

bacteridfagos (Godde y Bickerton, 2006; Barrangou y col., 2007).
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Estudios realizados en Streptococcus termophilus DGCC7710 con el fago
virulento tipo pac 2972 y 858 mostraron que los CRISPR juegan un rol en el desarrollo
de mutantes insensibles a la infeccién por bacteriéfagos. En respuesta a los desafios con
el fago 858 y/ 0 2972, S. termophilus DGCC7710 integra nuevos espaciadores derivados
de los genomas de los fagos, generando un fenotipo fago-resistente. La especificidad de
la resistencia estd determinada por la identidad entre el espaciador y la secuencia del
fago (Barrangou y col., 2007). Mientras que la insercién de nuevos espaciadores produce
resistencia al fago (Figuras 2b y 2¢), una pequefia poblaciéon de fagos es capaz de
infectar a los mutantes insensibles a infeccidn por bacteridfagos. Esto sugiere que tanto
el locus CRISPR como otras regiones gendmicas del fago estin sujetos a cambios
evolutivos rapidos (Barrangou y col., 2007; Sorek y col., 2008).

Un estudio reciente demostré que en una poblacién clonal de la especie
Leptospirillum la evolucién de los espaciadores en las regiones CRISPR fue bastante
rapida como para generar diversidad genética dentro de la poblacion y promover
individualidad celular. Por otro lado, se describid que estos loci estdan entre las
estructuras que evolucionan mds rapido en el genoma de Mycobacterium tuberculosis
cuyas cepas varian en el mimero de repetidos y en la presencia o ausencia de
espaciadores especificos (Groenen y col.,, 1993). Basandose en esta observacion,
Kamerbeek (Kamerbeek y col., 1997) desarrollé el método de tipificacién de los
oligonucleotidos espaciadores para la deteccion de cepas variantes. Este método ha sido
ampliamente utilizado para tipificar M. tuberculosis y Corynebacterium diphteriae.

En V. parahaemolyticus se ha identificado una posible region CRISPR

(NC_004605_2; http://crispr.u-psud.fi/Server/CRISPRfinder.php/) en el cromosoma II,
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la que estd compuesta por tres regiones repetidas, y cuyo repetido de consenso

comprende 28 pb y dos regiones espaciadoras.
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Figura 2. Estructuray funcion de CRISPR

a. Estructura tipica de los CRISPRs. b. Los CRISPRs adquieren espaciadores derivados de fagos
que proveen immunidad. Luego del ataque del fago. los acidos nucleicos del fago proliferan en la
célula v se producen nuevas particulas. llevando a la muerte de la mavoria de las bacterias
sensibles. Un mimero pequeio de bacterias adquiere espaciadores derivados del fago (asterisco)
v sobreviven probablemente por degradacion del mRNA o DNA mediado por CRISPR. c.
Posible modelo simplificado para la accion de CRISPR. El arreglo de espaciadores-repetidos es
transcrito en un solo RNA v los repetidos asumen estructura secundaria. Las proteinas Cas
reconocen esta estructura v procesan el RNA para producer RNAs pequefios (SRNA). En
conjunto los sRNA con las proteinas Cas se aparean con los acidos nucleicos del fago
induciendo su degradacion. Figura copiada de Sorek v col.. 2008,
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2.3 Regiones de DNA repetidas en serie (TRs).

Las regiones de DNA repetidas en serie, (fdndem repeats, TRs) son secuencias
cortas de DNA (denominadas motivos o unidades repetidas) que estan repetidas en serie,
es decir, una al lado de la otra y varian en el nimero de repetidos (variable number
tandem repeats, VNTRs). Representan uno de los loci gendmicos mds diversos en las
poblaciones bacterianas (Eisen, 1999; Kimura y col., 2008).

En cepas individuales que pertenecen a una misma especie bacteriana se
mantienen las mismas secuencias de DNA repetidas en tindem, pero varian en el
numero de repetidos, debido a que nuevas secuencias repetidas se introducen o
delecionan por apareamientos fallidos que ocurren por desplazamiento de una hebra
durante la replicacién del DNA (slipped strand mispairing, SSM) (Schlétterer y Tautz,
1992). La variacion en el nimero de copias repetidas ocurre por insercién o delecion de
uno o mas repetidos dependiendo si el bucle de repetidos se forma en la hebra naciente o
en la hebra templado (Figura 3).

Cuando el cambio involucra una gran nimero de repetidos, se cree que ocurre
mas bien por recombinacién que por SSM, aunque este tipo de cambios ocurren en baja
frecuencia y se cree que SSM es el mecanismo mutacional predominante (Eisen, 1999).

Aunque muchos VNTRs no tienen un efecto fenotipico y generan una variacién
genética neutral, algunos VNTRs pueden alterar funciones biologicas importantes.
Algunos VNTRs ubicados en la region promotora afectan diferencialmente la

transcripcion de genes ubicados rio abajo, mientras que otros afectan la secuencia
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aminoacidica de proteinas y no s6lo los niveles de transcripcion (Van Belkum y col.,

1998).
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Figura 3. El mal apareamiento de hebras durante la replicacion del DNA causa una
insercion o una delecion en la nueva hebra sintetizada dependiendo si la formacion del
bucle ocurre en la hebra nueva que se sintetiza (resbalamiento hacia atras) o en la hebra
molde (resbalamiento hacia adelante). Figura copiada de Levinson y Gutman, 1987.
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Otros loci VNTRs ubicados entre o cerca de genes se han asociado con rasgos de
fenotipo alterado y algunos efectos selectivos (van Belkum y col,, 1998). A pesar de
estos ejemplos, la mayoria de los VNTRs no se asocia con efectos biologicos conocidos
y la variacion en VNTRs es probablemente selectivamente neutral (Schlétterer, 2000).

La rapida evolucién de estas regiones de DNA provee un alto nivel
discriminatorio para tipificar bacterias, lo cual ha provocado que los VNTRs sean
considerados muy tutiles como marcadores moleculares epidemiolégicos (Kimuza y col.,
2008). A la fecha, el andlisis de VNTR en locus multiple (Multiple locus VNTR
analysis, MLVA) ya ha sido desarrollado para muchas especies meédicas relevantes y
puede ser usada para distinguir entre bacterias que presentan una alta identidad de
genoma y asi trazar brotes o formas de diseminacién bacteriana (Van y col., 2007;
Lindstedt y col.,, 2005). Este sistema ha sido altamente exitoso en estudios
epidemiolégicos de patdgenos b|acterianos genéticamente homogéneos tales como
Yersinia pestis (Girard y col., 2004), V. cholerae O1 y 0139 (Ghosh y col., 2008),
Escherichia coli 0157:H7 (Pei y col., 2008), Bartonella henselae (Monteil y col., 2007)
y Mycobacterium leprae (Hall y col, 2010) y provee ademds una discriminacién
genética en poblaciones a miiltiples escalas geograficas proporcionando informacion
muy til si los brotes ocurrieron a nivel mundial, regional o local. Ha sido usado
ademis en el estudio de la evolucién de Burkholderia pseudomallei en el hospedero
durante la infeccion (Price y col., 2010).

El alto poder resolutivo del MLVA ha sido recientemente mostrado en V.

parahaemolyticus, Un MLVA de ocho VNTRs de 28 cepas pandémicas de V.

parahaemolyticus O3:K6 aisladas desde casos clinicos, produjo 28 patrones de VNTRs




15

diferentes (Kimura y col., 2008). ionr otro lado, el andlisis de 36 aislados pandémicos
pertenecientes al complejo clonal pandémico aislado en Chile, produjo 26 patrones
diferentes (Harth-Chu y col., 2009). Finalmente un MLVA de un néimero representativo
de cepas de Asia, Perti y Chile de V. parahaemolyticus pandémico usando siete Joci
polimérficos, permitié dividir la poblacion en dos grupos genéticamente diferentes. Uno
de estos agrupd cepas de la poblacién original asiatica en conjunto con cepas que
llegaron a Perui y Chile en 1997 (Ansede-Bermejo y col., 2010).

A pesar de lo exitoso que han sido los VNTRs en estudios epidemioldgicos y en
la diferenciacion de cepas genéticamente homogéneas, se sabe muy poco acerca de la
tasa a la cual mutan estas secuencias, los factores que la afectan y los mecanismos por
los cuales ocurren estas mutaciones en estos loci (Vogler y col., 2006). La naturaleza
clonal de la reproduccién bacteriana permite determinar relaciones genéticas sin la
desviacién observada entre organismos que se reproducen sexualmente. En
consecuencia, el conocimiento de las tasa de mutacién pueden aumentar el uso de los
VNTRs como marcadores epidemioldgicos permitiendo el desarrollo de modelos
probabilisticos mutacionales, los cuales son de gran utilidad en las investigaciones
epidemioldgicas en los brotes producidos por patdégenos (Vogler y col., 2006; Vogler y

col., 2007).
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En este trabajo de tesis se formuld la siguiente hipotesis:
La caracterizacién de diferentes aislados de V. parahaemolyticus pandémico clonal
permitird detectar cambios genémicos, inferir como se han generado y en base a estas

variaciones, determinar cémo se ha ido diversificando la poblacion.

El objetivo general fue:
Detectar y caracterizar variantes del clon pandémico de V. parahaemolyticus con el fin
de observar posibles cambios genomicos, inferir su mecanismo de generacion y en base

a estas variaciones, determinar la diversificacién de la poblacion.

Los objetivos especificos fueron:

1. Determinar la presencia de V. parahaemolyticus pandémico en muestras clinicas y
ambientales.
2. Detectar y caracterizar aislados clonales variantes que presenten cambios en:
2.1 Marcadores genéticos tradicionales, DGREA, serotipo y presencia de fago
Vp58.5.
2.2 Regiones consideradas de alta variabilidad gendmica (CRISPR y VNTRs).
3. Inferir el mecanismo generador de los cambios genémicos detectados.
4. Determinar la diversidad de la poblacion clonal de V. parahaemolyticus y las

interrelaciones entre los aislados variantes.



17

MATERIALES Y METODOS

1. Presencia de V. parahaemolyticus pandémico en las costas del sur de Chile.
1.1 Aislamiento de V. parahaemolyticus a partir de muestras ambientales y clinicas.

Las muestras ambientales fueron colectadas desde mariscos de la zona
intermareal en la costa del Seno de Reloncavi (Puerto Montt) en la Regién de Los Lagos
entre los veranos del afio 2008 al afio 2011. Las muestras obtenidas entre 2004 y 2007
fueron previamente aisladas y caracterizadas (Fuenzalida y col., 2006; Gonzalez-
Escalona y col., 2005; Fuenzalida y col., 2007; Harth y col., 2009). Los mariscos fueron
almacenados en bolsas de polietileno (ziploc) y mantenidos en cajas con hielo hasta el
momento de su analisis. El enriquecimiento, aislamiento y caracterizacién se realizo
como lo describe el Manual de Bacteriologia Analitica del FDA (Food and Drug
Administration, US) (Kaysner y DePaola, 2004). Brevemente, 50 g de 10 especimenes
fueron macerados con una Minipimer Phillips y homogenizados en 450 mL de tampén
fosfato salino (phosphate buffered saline, PBS). El homogenizado fue enriquecido para
V. parahaemolyticus en una serie de 3 tubos que contenian agua peptonada alcalina
(Alkaline Peptone Water, APW) en diluciones seriadas, con el fin de deteminar la carga
bacteriana por el método del nimero mas probable (NMP). Luego estos 3 tubos se

incubaron toda la noche a 37°C y aquellos tubos que mostraron crecimiento fueron

sometidos a PCR mmiltiplex para detectar los genes i, tdh y trh (Bej y col., 1999). Las
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cargas de V. parahaemolyticus total y pandémico se calcularon de acuerdo al numero de
tubos positivos para t/h y para tdh respectivamente. Los enriquecimientos que resultaron
positivos se inocularon en placas de CHROMagar Vibrio (CHROMagar Microbiology,
Paris, Francia) y se purificaron aquellas colonias bacterianas con la morfologia y el color
esperado. En aquellos casos en que se amplificé el fragmento #/4 con un tamafio menor
al esperado y en que las colonias tenfan una morfologia o color diferente en
CHROMagar Vibrio, se tomaron indculos de los cultivos enriquecidos iniciales, a partir
de los cuales se obtuvieron estas colonias y fueron sembrados en placas de agar TCBS
(Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa). Se escogié una colonia de cada placa para ser
identificada mediante Api20E para enterobacterias (Biomerieux, Halzelwood, MO) de
acuerdo a las indicaciones del fabricante. El analisis filogenético de las secuencias de t/h
fue llevado a cabo mediante la construccién de un dendrograma de disimilitud con el
programa TREECON 1.3b (Van de Peer y DeWachter, 1994).

Las muestras clinicas fueron obtenidas de hisopados rectales de pacientes con
diarrea aguda atendidos en el Hospital Regional de Puerto Monit durante el tiempo de
los brotes (Gonzilez-Escalona y col., 2005). Estas muestras fueron mantenidas en agar
blando hasta su analisis en laboratorio donde fueron plaqueadas en CHROMagar Vibrio

y se purificaron aquellas colonias bacterianas con la morfologia y el color esperado.
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1.2 Condiciones de cultivo y extraccion de DNA.

Las cepas de V. parahaemolyticus fueron cultivadas en caldo Luria-Bertani (LB)
suplementado con 3% NaCl (p/v). El DNA bacteriano fue extraido desde los cultivos
crecidos toda la noche en un agitador rotatorio en caldo LB 3% NaCl, usando el kit de
purificacion de DNA Wizard Genomic (Promega Madison, WI). La concentracion de
DNA fue evaluada comparando la intensidad de la banda de interés en una electroforesis
en gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio, con cantidades conocidas de DNA de

AHindlll como estandar.

1.3 Caracterizacién genotipica por DGREA.

La caracterizaciéon por comparacién de fragmentos de restriccion del genoma
total de las cepas de V. parahaemolyticus fue realizada por DGREA utilizando Nael
segtin lo indicado por Fuenzalida (Fuenzalida y col., 2006). Brevemente, el DNA fue
extraido desde 1 mL de un cultivo crecido toda la noche y suspendido en 50 pL. de TE
(Tris 0.01 M, EDTA 0.001 M, pH 8.0). Una alicuota de 10 uL del DNA se digiri6 con
5U de Nael (Promega, Madison, WI) a 37°C for 2 h. Las muestras fueron incubadas con
proteinasa K a una concentracién final de 0.2 mg/mL por 1 h a 37°C. Aproximadamente
8 pL de la digestion se mezclaron con 2 pl de buffer de carga y la electroforesis se llevo
a cabo en geles de poliacrilamida al 7.5%, por 3 h a 100 V. La tincién se realizé con
nitrato de plata. S6lo aquellos fragmentos con un tamafio entre 500 a 2500 pb fueron

analizados.
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1.4 Caracterizacion fenotipica de acuerdo a los serotipos.

La determinacion de los antigenos O y K de las cepas de V. parahaemolyticus se
realizd por aglutinacion en portaobjeto utilizando antisueros de conejo obtenidos de
Seiken (Denka Seiken, Japan). El scrotipo K fue determinado utilizando nueve
antisueros polivalentes KI a KIX (cada uno de los cuales agrupa 7 serotipos K mas K70
y K71). En los casos en que se observo aglutinacién positiva, se confirmé con antisuero
monovalente para determinar el antigeno K exacto. El serovar O fue determinado para

01, 02, 03, 04, 05, 06, 07,08, 09, 010 y O11.

2. Identificacién de aislados variantes de V. parahaemolyticus pandémico.

2.1 Deteccién de variantes en base a marcadores genéticos tradicionales, DGREA,

serotipo y presencia de fago Vp58.5.

Los aislados en los que se amplificaron t/h y tdh y no se detecté #rh (Bej y col.,
1999) fueron identificados como posible V. parahaemolyticus pandémico. En estos
casos se procedi6 a identificar la presencia de los marcadores genéticos orf8
(Laohaprertthisan y col., 2003) y toxRS/new (Matsumoto y col., 2000). Las reacciones
de PCR fueron realizadas utilizando aproximadamente 10 ng de DNA por tubo de
reaccién y las amplificaciones para orf8 y toxRS/new se realizaron segin lo indicado
previamente (Laohaprertthisan y col., 2003; Matsumoto y col., 2000). La caracterizacién

del genoma total fue realizada por DGREA y los patrones de restriccion fueron
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comparados con el patrén de VpKX que es la cepa tipo de V. parahaemolyticus
pandémico. Los aislados ademas fueron clasificados por su serotipo e identificados
como V. parahaemolyticus pandémico por la presencia del serotipo O3:K6. Los
requisitos para determinar si las cepas eran variantes en los marcadores genéticos fue
considerar todas aquellas cepas que contenfan flh, tdh y tenfan un patrébn DGREA
idéntico a VpKX, pero que no amplificaban orf8 o toxRS/new. En el caso de DGREA, se
consideraron variantes todas aquellas cepas que tenian presentes todos los marcadores
genéticos de V. parahaemolyticus pandémico pero presentaban variaciones en menos de
un 5% de las bandas respecto al patrén de VPKX. Finalmente, se consideraron variantes
en serotipo a las cepas que contenian los marcadores genéticos de V. parahaemolyticus y
el patrén de DGREA esperado, y presentaban un serotipo diferente a 03:K6.

La presencia o ausencia del fago Vp58.5 de 42 Kb fue determinada mediante
extraccion de DNA por lisis alcalina, que fue realizada usando el sistema Plasmid Mini
Kit (Omega Bio Tek) y la observacion posterior en una electroforesis en gel de agarosa

(Zabala y col., 2009)

2.2 Deteccion de variantes en CRISPRs y VNTRs.

2.2.1 Cepas.

Cincuenta cepas de V. parahaemolyticus pandémicas obtenidas a partir de brotes
de diarrea ocurridos en el sur de Chile (identificadas con el prefijo PMC) o de mariscos

(cepas ambientales, identificadas con el prefijo PMA) entre los afios 2004 y 2009 fueron

incluidas en este estudio para la identificacién de variantes de CRISPR y VNTRs (Tabla
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1). El altimo digito que sucede a los prefijos PMC y PMA corresponde al afio de
aislamiento. Cepas de los afios 2010 y 2011 no fueron consideradas debido a que estos
afios no se registré la presencia de V. parahaemolyticus pandémico. Las 50 cepas fueron
cultivadas en caldo Luria—Bertani (L.B) suplementado con 3% NaCl (p/v) y crecidas toda
la noche en un agitador rotatorio. A partir de estos cultivos se extrajo el DNA bacteriano
usando el kit de purificacion de DNA Wizard Genomic (Promega Madison, WI) el cual

se utilizé para determinar las posibles variaciones en CRISPR y VNTRSs.
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Tabla 1. Cepas pandémicas aisladas en la Regién de Los Lagos entre 2004 y 2009.

‘Cepa Pais { Afio Referencia Cepa Pais | Ado Referencia
‘ . Gonzélez-Escalond ‘ . GonzAlez-Escalona
PMA114 | Chile | 2004 oL 2005 PMC68 | Chile | 2004 oL 2005
PMA24.5 | Chile | 2005 | Fuenzaliday col,, 2006 | PMc47 | chile | 2004 | GOnZdlez-Escalona
. ‘ y col., 2005
PMAI115.5| Chile | 2005 | Fuenzaliday col, 2006 | PMCI8.5 | Chile | 2005 [ FUen22icey col.,
PMA37.5 | Chite | 2005 | Fuenzaliday col,, 2006 | PMC2.5 | Chile | 2005 F“e“za;(‘]%aﬁy col.,
PMA39.5 | Chile | 2005 | Fuenzaliday col., 2006 | PMC57.5 | Chile | 2005 F“e“zazl(’]‘ézy cot.,
PMA43:5 | Chile | 2005 | Fuenzaliday col,, 2006 | PMC58.5 | Chile | 2005 F““’“Z"zlé%‘;y col.,
PMA44.5 | Chile | 2005 | Fuenzaliday col,, 2006 | PMC10.5 | Chile | 2005 F“e“zil(‘)%zy col.,
PMA9.5 | Chile | 2005 | Fuenzatiday col,, 2006 | PMCI10.6 | Chile | 2006 F“e“mz‘{‘]‘é??y col.,
PMA25:6 | Chile | 2006 | Fuenzaliday col., 2007 | PMC19.6 | Chile | 2006 F“e“zg(‘)%a,‘ly col,
PMA26:6 | Chile | 2006 | Fuenzaliday col, 2007 | PMC5.6 | Chile | 2006 F“G“z*;](‘)%%y col.,
PMA24.6 | Chile | 2006 | Fuenzaliday col, 2007 | PMC15.6 | Chile | 2006 F“e"z;%‘:)’;y col.,
PMAL5.6 | Chile | 2006 | Fuenzaliday col., 2007 | PMC15.7 | Chile | 2007 | Harthy col., 2009
PMAZ1.6 | Chile | 2006 | Fuenzaliday col,, 2007 | PMC20.7 | Chile | 2007 | Harthy col., 2009
PMA22.6 | Chile | 2006 | Fuenzaliday col, 2007 | PMC727 | Chile | 2007 | Harthy col, 2009
PMA23.6 | Chile | 2006 | Fuenzalida y col,, 2007 | PMC58.7 | Chile | 2007 | Harthy col., 2009
"PMA29.6 | Chile | 2006 | Fuenzaliday col., 2007 | PMCL7 [ Chile | 2007 | Harthy col., 2009
PMA38.6 | Chile | 2006 | Fuenzaliday col., 2007 PMC15.8 | Chile | 2008 | Garciay col.,, 2009
PMA30.6 | Chile | 2006 | Fuenzaliday col., 2007 | PMC20.8 | Chile | 2008 | Garciay col., 2002
PMAI18.8 | Chile | 2008 Garcfa y col.,, 2009 PMC26.8 | Chile | 2008 | Garciay col, 2009
PMA23.8 | Chile | 2008 | Garciaycol,2009 | PMC7.3 | Chile | 2008 | Garciay col., 2009
"PMA24.8 | Chile | 2008 | Garciay col, 2009 | PMC30.8 | Chile | 2008 | Garoiay col., 2009
. Gonzalez-Escalona .
PMC49 | Chile | 2004 y col., 2005 PMC29.9 | Chile | 2009 | Garcia y col., 2009
. Gonzilez-Escalona . .
PMC36 | Chile | 2004 o 2005 PMC31.9 | chile | 2009 | Garciay col., 2009
pMC60 | Chile | 2004 | Gonzdlez-Escalona | pyrogy o | cpile | 2009 | Garcfay col., 2009
. y col., 2005
PMC65 | Chile | 2004 | GonzélezEscalona | pyegg g | chile | 2009 [ Garcfay col., 2009

y col,, 2005




24

2.2.2 Deteccion de variantes en CRISPR.

Se amplificé por PCR la region descrita como CRISPR para V. parahaemolyticus

(crispr.u-psud.fr/Server/CRISPRfinder.php/) utilizando los partidores VpCRISPR-F y

VpCRISPR-R que flanquean esta regién dando un producto de tamatfio esperado de 500
pb:

VpCRISPR-F:  5’-AGCTATGGGCTAGGCAATACCG-3’
VpCRISPR-R: 5-TCGCTTTTTGGCTGAGCCTGG-3'.

Los amplicones obtenidos a partir de las 50 cepas analizadas fueron visualizados
en geles de poliacrilamida al 8% y tefiidos con nitrato de plata. Para detectar las posibles
variaciones presentes en la secuencia de estas regiones gendmicas, se purificaron 10
productos de PCR escogidos al azar, utilizando el sistema “Wizard SV Gel or PCR
Clean-Up System” (Promega, USA) y se secuenciaron en ambas direcciones por
Macrogen (South Korea), utilizando los mismos partidores empleados en las

amplificaciones. Las secuencias de DNA se analizaron individualmente utilizando

Bioedit.
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Se amplificaron ocho regiones repetidas en tandem descritas para los

cromosomas 1 y 2 de V. parahaemolyticus RIMD2210633 en las 50 cepas seleccionadas

utilizando los partidores descritos en la Tabla 2.

Tabla 2. Secuencia de los partidores utilizados para amplificar ocho VNTRs descritos

para V. parahaemolyticus.

Tamaifio del

Locus Partidor Secuencia producto Referencia
. (pb)
VPTRIF *NED-TAACAACGCAAGCTTGCAACG .
VPIR] VPTRI R TCATTCTCGCCACATAACTCAGC 253 Kimura y col., 2008
VP2-07 VP2-07F  *VIC-TGATTTTGAAGCAGCGAAGA 206 Harth-Chu y col.,
- VP2-07R TTTGTGACTGCTGTCCTTGC 2009
VPTR3F  *PET-CGCCAGTAATTCGACTCATGC .
VPTR3 VPTR3 R AAGACTGTTCCCGTCGCTGA 331 Kimura y col., 2008
‘ VPTR4F *NED-AAACGTCTCGACATCTGGATCA .
VPIRY (pIR4R  TGITIGGCTATGTAACCGCICA 227 Kimura y col., 2008
VPTRSF  *NED-GCTGGATTGCTGCGAGTAAGA .
VPTIRS VPTRS R AACTCAAGGGCTGCTTCGG 204 Kimura y col., 2008
VPTR6F  *6-FAM-TGTCGATGGTGFTCTGTTCCA .
VPTR6 VPTR6 R CTTGACTTGCTCGCTCAGGAG 316 Kimura y col., 2008
VPTRY VPTR7-1F *VIC-TATCTACAAAGGTGGCGGAGAT 200 Harth-Chu y col.,
VPTR7-1R AAGGTGTTACTTGTTCCAGACG 2009
VETRS VPTRSF  *PET-ACATCGGCAATGAGCAGTTG 101 € L. 2008
im .
VPTRS R AAGAGGTTGCTGAGCAAGCG ura y col,

*En negrita se encuentra el fluoréforo unido en cada partidor sentido.
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Los ocho loci seleccionados para el andlisis de las cepas fueron amplificados en 3
grupos de PCR multiplex denominados MultiA (VPTR7-1, VPTRS), MultiB (VPTRI,
VPTRR) y MuitiC (VP2-07, VPTR4, VPTR3, VPTR6). Los partidores sentido fueron
marcados con los fluoréforos VIC, PET, NED y 6-FAM (dpplied Biosystems, USA) en
el extremo 5’. Los partidores antisentido fueron sintetizados sin marcaje (Operon,
Germany) (Tabla 2). Las reacciones de PCR fueron llevadas a cabo usando e} sistema
Qiagen Multiplex PCR kit (Qiagen, Alemania) tal como fue descrito por Harth-Chu

(Harth-Chu y col., 2009)

Los productos de PCR se purificaron usando el sistema de purificacién MinElute
PCR Purification Kit (Qiagen) y el DNA fue eluido en el tampén EB. Previo a la
electroforesis capilar, los productos de PCR de las tres reacciones multiples fueron
diluidos en agua destilada a 1:100 para MultiA y MultiB y 1:200 para MultiC. 1 pL de
los productos de PCR diluidos fueron mezclados con 8.85 pL HiDi Formamide (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) y 0.15 pL de estandar GeneScan LIZ1200 (Applied
Biosystems), que contiene 68 fragmentos de simple hebra marcados en el rango de 20 a
1200 pb. Las muestras se dispusieron en una placa de microtitulaciéon de 96 pocillos,
desnaturadas por 3 minutos a 95°C y enfriadas en hielo por al menos 1 minuto. Luego la
placa de microtitulacién fue centrifugada brevemente a 500 rpm en una centrifuga
Multifugel (Heraeus, Germany). La electroforesis fue realizada en un secuenciador
3130x1 (4pplied Biosystems) equipado con capilares de 50 cm, usando el polimero POP-

7, con los pardmetros recomendados para el estdndar GeneScan LIZ1200, por 2.5 h con

un voltaje de corrida de 8.5 kV, y una inyeccién de 15 kV (Harth-Chu y col., 2009).
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Cada locus de VNTR fue identificado con un color y se le asignd un tamatfio utilizando
el programa GeneMapper v.3.7 (Applied Biosystems) usando la configuracion necesaria

para el andlisis de microsatélites.

El mimero de repetidos en los alelos fue estimado por sustraccion de la region
invariable del tamafio del amplicdn dividido por el largo de la unidad repetida, como se
determiné para la cepa de referencia RIMD2210633. El tamafio de alelos obtenidos por
GeneMapper fue convertido en niimero de repetidos usando Microsoft Excel v la

formula:

Ntimero de repetidos (pb) = Tamafio de fragmento (pb) — Regidn flanqueante (pb)

Tamafio de la unidad repetida (pb).

3. Mecanismo de variacion de YNTRs.,

3.1 Clones y cepas bacterianas.

Se utilizaron cuatro clones diferentes de V. parahaemolyticus pandémico para
realizar los subcultivos seriados, los pasajes seriados en paralelo (PSPEs) y el posterior
analisis por MLVA. Estos fueron: VpKX-1, un clon obtenido desde una muestra de la
cepa de referencia RIMD2210633 en 2005 y guardada en agar blando desde el 2005
(Makino y col., 2003); PMC57.5-1, PMC57.5-2, y PMC57.5-3, tres clones obtenidos

desde una cepa aislada en 2005 de una muestra clinica proveniente de Puerto Monitt,

Region de Los Lagos y guardada en agar blando a temperatura ambiente,
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En cuanto a las cepas nativas utilizadas en este estudio, a las cepas pandémicas
del Sur de Chile obtenidas desde la Region de Los Lagos entre 2004 y 2009 (Tabla 1) se
sumaron aislados chilenos que fueron colectados de la costa de Antofagasta en 1998
(Tabla 3) en el norte del pais y cepas pandémicas de sudeste asidtico que fueron
recibidas de Nishibuchi (Center for Southeast Asian Studies, Kyoto University) (Tabla
3). Los datos obtenidos para las cepas pandémicas provenientes de Tokio corresponden a

aquellos reportados por Kimura (Kimura y col., 2008).

Tabla 3. Cepas pandémicas aisladas en la Region de Antofagasta (1998) y en Sudeste
asidtico (1996-1999).

Cepa Pais Origen | Aiio Referencia
VpKX Japdn Humano | 1996 Makino y col., 2003
KX225 Tailandia |Humano | 1996 Matsumoto y col., 2000

Vp8l India Humano | 1996 Matsumoto y col., 2000

JKYVP6 Japén Humano | 1997 Matsumoto y col., 2000
OP424 Japén Humano | 1958 Matsumoto y col., 2000
ANS8373 | Bangladesh |Humano |1998 Matsumoto y col., 2000
AN5034 | Bangladesh |Humano|1998 Matsumoto y col., 2000
Vp2 | Corea del sur | Humano | 1998 Matsumoto y col., 2000
Vp47 Tailandia | Humano | 1998 Matsumoto y col., 2000
KXV737| Tailandia |Humano|1999 Matsumoto y col., 2000
ATC208 Chile Humano | 1998 | Gonzélez-Escalona y col., 2005
ATC210 Chile Humano | 1998 | Gonzélez-Escalona y col., 2005
ATC213 Chile Humano | 1998 | Gonzélez-Escalona y col., 2005
ATC218 Chile Humano | 1998 Gonzilez-Escalona y col., 2005
ATC219 Chile Humano | 1998 | Gonzilez-Escalona y col., 2005
ATC220 Chile Humano | 1998 | Gonzilez-Escalona vy col., 2005
ATC224 Chile Humano | 1998 | Gonzalez-Escalona y col., 2005
ATC296 Chile Humano | 1998 | Gonzalez-Escalona v col., 2005
COC276 Chile Humano | 1998 | Gonzalez-Escalona y col., 2005

COC284 Chile Humano | 1998 | Gonzélez-Escalona y col., 2005
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3.2 Subcultives seriados y PSPEs.

Los subcultivos seriados fueron realizados como fue descrito por Papadopoulos
(Papadopoulos y col., 1999) con algunas modificaciones. Un solo clon proveniente de
cada una de las cepas VpKX (clon VpKX-1} y de PMC57.5 {(clon PMC57.5-1) fue
suspendido en forma independiente en 5 mL de LB 3% e incubado a 37°C en un agitador
rotatorio toda la noche. Cada uno de estos cultivos fue propagado en serie por 20
subcultivos de dilucion 1:100, mas 80 subcultivos de dilucidon 1:10.000. Al final de los
100 subcultivos, se escogieron 60 colonias de cada cultivo para el andlisis de sus
VNTRs.

Los experimentos de PSPE fueron realizados tal como lo describe Girard (Girard
y col., 2004). Dos clones tnicos derivados de PMC57.5 (clones PMC57.5-2 y PMC57.5-
3) fueron crecidos independientemente en 5 mL de LB3% NaCl y 96 colonias
provenientes de cada uno de estos cultivos fueron transferidas serialmente por 10 pasajes
y al final de estos pasajes fueron utilizadas para el analisis de VNTRs.

En ambos experimentos mutacionales, el nimero total de generaciones fue
calculado como: mimero de colonias analizadas x nimero de duplicaciones de cada

colonia (en cada subcultivo) x el ntimero de subcultivos totales.

3.3 Tasa de mutacién y analisis del tipo de mutacién.

El DNA fue extraido a partir de cada una de las colonias escogidas para analisis

de los VNTRs con el sistema DNA Wizard Genomic kit (Promega Madison, WI). Las
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reacciones de PCR de VNTRs y el posterior andlisis de los amplicones fueron llevados a
cabo tal como se describié previamente en detalle en la seccién anterior (2.2.3). Se
consideré como mutante aquella colonia que diferia en al menos un VNTR con respecto
al clon inicial.

La tasa de mutacion se calculé como el niimero de mutantes dividido por el
numero de generaciones, para cada uno de los VNTRs de cada uno de los cuatro clones.
Se calculd ademsds la tasa de mutacién combinada para cada clon, que correspondio a la
suma de cada una de las tasas de mutacion calculadas en forma independiente para cada
VNTR. La distribucion de los mutantes de VNTRSs con deleciones o inserciones de 1, 2,
3, etc, unidades repetidas fue calculada para los datos combinados de las poblaciones
examinadas de los cuatro clones de V. parahaemolyticus pandémico. La distribucion
geométrica se calcul6 usando la ecuacién P(X = n) = P(1-P)n—1 (Vogler y col., 2006) y
se compard con los datos obtenidos experimentalmente. Solo aquellos mutantes que
difirieron en menos de tres unidades repetidas de sus vecinos mds cercanos fueron
considerados para realizar los calculos de la distribucién geométrica. Los otros mutantes

fueron considerados como recombinantes y se dejaron fuera del andlisis.

4. Diversidad e interrelacion entre aislados variantes.

4.1 Relacion filogenética entre mutantes o variantes nativas.

Se construy6 un arbol de minima expansion (Minimum spanning tree, MST), el

cual fue calculado para las cuatro poblaciones diferentes obtenidas in vitro usando el
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coeficiente Marhattan con los parametros offset=0 y saturation= 3 en Bionumerics v
5.10 (dplied 213 Maths, Sint-Martens- Latern, Belgium). Los mismos pardmetros se

utilizaron para la construccion del arbol MST con las cepas variantes nativas.

4.2 Distancia Génica (5p)°

La distancia génica () fue calculada como se define por Goldstein (Goldstein
y col,, 1995) incluyendo la diferencia en el tamafio de cada VNTR, usando el programa
Microsatellite Analyzer (MSA) version 4.05. Para inferir el arbol filogenético se utilizd
el método de construccion del drbol del vecino més cercano (Neighbor-Joining, NJ) del
programa MEGA4 (Tamura y col., 2007), basado en la distancia genética dp’. Para
realizar este analisis, dos de las poblaciones estudiadas (Tokio y Puerto Montt) fueron
divididas de acuerdo al afio de aislamiento de sus aislados, en poblaciones mas antiguas

(a) y mas recientes ().




32

RESULTADOS

1. Epidemiologia de V. paralraemolyticus en la Region de Los Lagos.

1.1 V. parahaemolyticus pandémico asociado a casos clinicos del 2008 al 2011.

Los aislados de casos de diarrea asociados a consumo de mariscos gue ocurrieron
en la Region de Los Lagos en los veranos desde el 2008 al 2011, se analizaron y
agruparon de acuerdo a sus marcadores genéticos (tlh, tdh, y trh), a su patrén de
DGREA vy a su serotipo. En 2008 se analizaron cuarenta y seis casos y el 98% de ellos
correspondid a la cepa clonal pandémica. El tinico aislado no pandémico obtenido desde
un caso clinico fue negativo para los genes asociados con patogenicidad, tdh y trh (Tabla
4). En 2009 sélo un 64% de los 14 casos ocurridos se asoci6 a la cepa pandémica. En los
aislados no pandémicos obtenidos a partir de cinco casos clinicos no se detectaron los
genes relacionados a patogenicidad, /dh y frh y todos correspondieron al mismo grupo
DGREA 34.6. Este grupo fue observado en relativa abundancia en mariscos desde el afio
2006, y no habia sido previamente observado en casos clinicos (Tabla 4). Durante el
verano de 2010, solo se registrd un caso de diarrea relacionada al consumo de mariscos
crudos en el Hospital General de Puerto Montt y en este caso no se detectd la presencia
de V. parahaemolyticus en sus heces. Lo mismo sucedi6 con los cuatro casos de diarrea

asociados al consumo de mariscos crudos registrados durante el verano de 2011.
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Tabla 4. Propiedades de aislados de V. parahaemolyticus obtenidos a partir de casos
clinicos de diarrea durante los veranos de 2008 y 2009 en Puerto Montt, Chile. En 2010
y 2011 no se observé V. parahaemolyticus asociado a casos clinicos. '

Aisladosde V. ' 1oxRS/
parahaemolyticus en | tlh | tdh | trh | orf8 Serotipo | DGREA | Vp58.5
2008 new |

PMC3.8,7.8, 12,8, 15.8,

17.8,20.8, 24.8, 26.8, 30.8,
34.8,41.8,42.8,45.8,47.8,
2.8 68 88 98, 118, + + - + + 03:K6 KX -
13.8 16.8, 18.8, 19.8, 21.8,
23.8 29.8, 31.8, 32.8, 33.8,
35.8, 37.8, 43.8, 44.8, 46.8

PMCI.8, 10.8, 22.8, 36.8,

+ | - | + : *
38.8,48.8, 49.8, 50.8 * * 03:K6 KX i
PMCA4.8, 14.8 + + - + —* O3;K6 KX -
PMCs.8 + + - + + O3:KUT* KX -
PMC39.8 + - - - - OUT:KUT 39.8 -
Aislados de V. {oxRS/
parahaemolyticus en | tlh | tdh | trh | orf8 new Serotipo |DGREA | Vp358.5
2009
PMC31.9, 33.9, 47.6, 64.9
LA | E] 3 ¥ + + — + + : —
69.9,709, 72.9 O3KS KX
PMC29.9, 51.9, + + - + + 03:K6 KX -
PMC259,349,409.419. 1 [ _ | _ | _ - 03:KUT 206 ~

44.9

+, presente; —, ausente; subrayado, DGREA realizado; itdlica, serotipo no realizado.
En negrita: cepa prototipo de cada grupo DGREA.
El asterisco (*) indica presencia de variacién en las cepas pandémicas.
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1.2 V. parahaemolyticus pandémico asociado 2 mariscos.

Los aislados de V. parahaemolyticus obtenidos a partir de mariscos recolectados
en la Region de Los Lagos durante los veranos desde 2008 a 2011, se analizaron y
agruparon de acuerdo a sus marcadores genéticos (t/h, tdh, y trh), su patrén de DGREA
y en algunos casos a su serotipo. En 2008 se analizaron 27 muestras. Con ¢l fin de
estimar el nimero mds probable (NMP) de V. parahaemolyticus en los mariscos, se
realizaron enriquecimientos de V. parahaemolyticus en diluciones seriadas paralelas a
partir del tejido suave de choritos homogenizado en APW. La presencia de th,
marcador especifico para esta especie, y de fdh y frh, marcadores asociados a cepas
patogénicas, se determind mediante PCR multiplex (Bej y col., 1999). En 2008, se
detect6 tlh en todas las muestras y s6lo ocho de ellas contenian tdh. El NMP de bacterias
positivas para tdh en mariscos fluctué desde 0.3 g hasta 24 g”'. A su vez, la carga total
de V. parahaemolyticus (tlh) tuvo un rango entre 1.5 g' a 110 g. De estas muestras se

obtuvieron veinte aislados no pandémicos que fueron caracterizados en detalle (Tabla 5).

En 2009, se detectd V. parahaemolyticus en 14 de 17 muestras, y s6lo cuatro de
ellas contenian tdh. Ninguna de las muestras contenia fr4. La carga de bacterias positivas
para tdh fluctué desde indetectable (<0.3 g") hasta 1.1 g mientras que la carga de V.
parahaemolyticus total fue de 0.3 g hasta 24 g™, A partir de los cultivos enriquecidos
con V. parahaemolyticus se obtuvieron aislados positivos para tdh en s6lo cuatro de las
ocho muestras tdh-positivas en 2008 y en ninguna de las muestras obtenidas en 2009. Se

obtuvieron doce aislados que fueron caracterizados en detalle para determinar la
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Tabla 5. Propiedades de aislados de V. parahaemolyticus obtenidos de mariscos durante
los veranos de 2008 a 2011 en Puerto Montt, Chile.

Ais]ados de V. Grupo
parahaemolyticus en th | tdh | trh | orf8 | toxRS/new |Serotipo

2008 DGREA
PMAI18.3, 23.8,24.8 T+ ] - | + T 03K6 | KX
;’é\./;AG.S, 13.8,16.8,20.8,21.8, + _ _ ND ND ND 118
PMA1.8,2.8,48,5.8 + - - ND ND ND 1.8
5’51\/181;&?78;3,8:;;08, I1.8, 14.8, + _ _ ND ND ND 3.8
PMA7.8 -+ - - ND ND ND 7.8
PMA9.8 + - - ND ND ND 9.8
PMA2S.8 + - - ND ND O3:KUT 27.8
Aislados de V. Grupo
parahaemolyticus en th | tdh | trh | orf8 | toxRS/new |Serotipo

2009 DGREA
PMA 10.9,26.9,31.9, 339 + - - - - ND 118
PMAG.9 + - - - - ND 128
PMA21.9 + - - - - ND 187
PMAI11.9 + - - - - ND 34.6
PMA29.9 + - - - - ND 40.6
PMA4.9 + - - - - ND 219
PMA2.9 o+ - - - - ND 2.9

PMAI18.9 + - - - - ND 18.9




Continuacion Tabla 5.
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Aislados de V. Gruno
tih (tdh |trh|orf8|toxRS/new|Serotipo D GlgE A

parahaemolyticus en 2010

PMA2.10 + - — | ND ND ND PMA34.6

PMAL.10, 3.10 + - - | ND ND ND PMAL.10

PMA4.10, 5.10, 6.10, 7.10, 8.14, + _ _ | ND ND ND

9.10 PMAI118

PMA10.10, 11.10, 12,10, 13.10, + _ _ | ND ND ND

14.10, 15.10, 16.10, 17.10 PMAI18.9

PMA18.10 + - — { ND ND ND PMAI1L7

Aislados de V. )

_ | tth | tdl |trh | orf8 |toxRS/new | Serotipo| Grupo
parahaemolyticus en 2011 DGREA
PMAIL.11,6.11,11.11,12.11, _ .
13.11,19.1124.1 + ND ND ND PMA 1.11
PMA2.11,3.11,7.11,8,11,9.11,14.11 _ _

15.11, 17.11,18.11,20.11, 2111, * ND | ND ND | PMA 189
22.11,23.11,25.11, 26.11,30.11

PMA4.11,5.11, 10.11 + - - | ND ND ND PMAL.10
PMA27.11, 28.11 + - | - {ND ND ND PMAI118

+ presente, — ausente, ND: no determinado. En negrita: cepa prototipo de cada grupo

DGREA.
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presencia de marcadores genéticos (tlh, tdh, y trh), la distincién de acuerdo a sus
patrones de DGREA y en algunos casos su serotipo (Tabla 5). El anélisis de muestras
ambientales del 2010 comprendié 28 muestras de mariscos (Tabla 5). En ellas se detecto
tih en un 89% y en ninguna se amplificé dh o trh. La carga total de V.
parahaemolyticus (tlh) fluctud entre 0.7 g? y 110 g, con un promedio geométrico de
2.1 g, En algunas de las muestras, la amplificaciéon por PCR dio un amplicon de 1k
levemente mas pequefio que aquel obtenido normalmente con V. parahaemolyticus
(Figura 4a). La carga de bacterias que posefan este #/h fue de 0.3 glallg' El
aislamiento de colonias de cultivos enriquecidos mostrd que aquellas bacterias a partir
de las que se amplificé un #/# mas pequefio eran mas similares a V. alginolyticus quea V.
parahaemolyticus: estas colonias al igual que V. alginolyticus crecieron amarillas y
blancas en agar TCBS y Chromagar respectivamente, y resultaron ser Voges Proskauer

(VP) positivo y ara negativo en galeria Api 20E, reacciones propias de V. alginolyticus.

La secuenciacién de este amplicon més pequeiio de /2 mostréd que estos (cepas
M1-M4, cuadro rosado, Figura 4b) se agrupan con aquellos /i secuenciados y
reportados en la base de datos de NCBI (hitp:/www.ncbi.nlm.nih.gov/) como V.
alginolyticus. Por el contrario, la secuenciacién de amplicones de #/z del tamafio
esperado para V. parahaemolyticus, mostré que estos t/h (cepas E y F, cuadro celeste,
Figura 4b) se agrupan con aquellos secuenciados y reportados previamente en NCBI

como V. parahaemolyticus.
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Figura 4. A. Gel de poliacrilamida donde se observa que el amplicon de #/h obtenido desde V.
alginolyticus (VaATCC, 450 pb) presenta una mayor migracién que el amplicén de /4 obtenido
a partir de V. parahaemolyticus (PMC57.5, 500 pb). B. Dendrograma de disimilitud de las
secuencias de t/h. Las secuencias provenientes de amplicones de #/# mas pequefio (cepas M1-
M4, cuadro rosado) agrupan con aquellos /A reportados previamente en V. alginolyticus. Por el
contrario, las secuencias que provienen de amplicones de (/h del tamafio esperado (cepas E y F,
cuadro celeste) agrupan con aquellos 7/ reportados previamente en V. parahaemolyticus. Los
valores indicados en cada nodo corresponden a los valores de bootstrap. El eje superior de
disimilitud corresponde a cambios por posicion de nucleétidos.

Este ultimo afio, 2011, el andlisis de muestras ambientales contemplo 32
muestras. V. parahaemolyticus se detecté en un 88% de las muestras y ninguna de ellas
contuvo tdh o trh. La carga de V. parahaemolyticus total fluctué desde 0.3 g y 110 g
con un promedio geométrico de 1.4 g". El tlh de menor tamafio que se encontrd en el
2010 no se detecté en el 2011. A partir de los cultivos enriquecidos en los que se
amplifico t/h, se obtuvo colonias aisladas, las cuales fueron purificadas y caracterizadas

por DGREA (Tabla 5).
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1.3 Diversidad de V. parahaemolyticus en mariscos de la Region de Los Lagos.

Entre los afios 2004 y 2007 se aislaron cepas que se pudieron distinguir por
DGREA y agrupar en 23 grupos. (Fuenzalida y col., 2006; Fuenzalida y col., 2007;
Harth y col,, 2009). En 2008, los dieciséis aislados no pandémicos caracterizados por
DGREA se distinguieron en 7 grupos. Cuatro de estos grupos ya habian sido observados
en aflos anteriores. En el 2009 se caracterizaron 12 aislados de mariscos, que se
diferenciaron en ocho grupos DGREA, seis de los cuales habian sido previamente
observados. Los 18 aislados no pandémicos caracterizados en 2010, se diferenciaron en
5 grupos DGREA, 4 de los cuales habian sido observados previamente. Finalmente, los
28 aislados obtenidos desde mariscos en el 2011 fueron diferenciados en 4 grupos
DGREA, 3 de los cuales habian sido detectados previamente. Los nuevos grupos
observados entre 2008 y 2011 incrementaron finalmente el mimero de grupos DGREA
aislados a la fecha a 30 (Figura 5), incluyendo el grupo KX que corresponde a la cepa
pandémica. Como se observa en la figura 5, KX solo se observd en un pequefio

porcentaje de las muestras que contenian V. parahaemolyticus.

Es interesante destacar que estos resultados muestran que la poblacién de V.
parahaemolyticus aislada desde mariscos comprende un gran nimero de cepas que
pertenecen a diferentes grupos DGREA, cuya composicion varia notoriamente cada
verano. Sin embargo, el nimero de nuevos grupos DGREA que aparecen cada afio ha
ido disminuyendo sostenidamente en el tiempo hasta llegar a detectar sélo un grupo

nuevo en los afios 2010 y 2011.
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Figura 5. Histograma que muestra el niimero de muestras de mariscos que contienen V.
parahaemolyticus que corresponden a diferente grupo DGREA observados desde el
verano de 2004. La cepa pandémica se identifica como KX.

La mayoria de los grupos (60%) ha aparecido un solo afio y no se ha vuelto a
detectar, sin embargo, otros grupos como KX (pandémico), PMA187 y PMA118 han
prevalecido por mas tiempo. Otro grupo que llama la atencion es PMA 18.9, puesto que

desde su apariciéon en 2009 ha aumentado notoriamente en el tiempo.

El grupo PMA34.6 asociado a algunos casos de diarrea en 2009 fue detectado
nuevamente en 2011, sin embargo, este afio, al igual que en los afios previos a 2009, no

se asocio a ningun caso clinico.
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2. Identificacion de aislados variantes de V. parahaemolyticus pandémico.

2.1 Variantes en marcadores genéticos tradicionales, DGREA, serotipo y

presencia de fago Vp58.5.

Durante este estudio se observaron algunas variantes del cldsico aislado
pandémico. En el 2008, un 98% de los casos clinicos (45 de 46 casos) correspondio a la
cepa clonal pandémica de acuerdo a sus marcadores genéticos, su patrén de DGREA y
serotipo. Ese afio, once aislados de este grupo (KX) se diferenciaron de la cepa clonal
pandémica clésica: ocho contenian un plasmidio de 42 kb que corresponde a un profago
telomérico descrito previamente (Zabala y col., 2009), dos aislados fallaron en la
amplificacién de toxRS/new por PCR y uno no contenia un antigeno KUT, (UT por no
tipificable, porque no reacciond con ninguno de los antisueros provistos por Denka
Seiken) en lugar del clasico antigeno K6 (Tabla 4). En el 2009, dos de los nueve aislados

pandémicos de origen clinico contenian el profago telomérico de 42 kb (Tabla 4).

En relacion a los aislados de origen ambiental, los tres aislados positivos para
tdh obtenidos en el 2008 mostraron los marcadores genéticos caracteristicos y el patrén
de DGREA de la cepa pandémica sin mostrar ninguna variacion. Ninguno de estos
aislados contenia el fago Vp58.5 (Tabla 5). En tanto que en el afio 2009 fue imposible
aislar V. parahaemolyticus pandémico desde muestras ambientales y en consecuencia,

no se detectd ninguna variante.
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2.2 Variantes en CRISPR y VNTRs.

2.2.1 Deteccion de variantes en CRISPR.

La variacidn de la posible region CRISPR identificada en la secuencia del genoma

de V. parahaemolyticus RIMD2210633  (http://crispr.u-psud.fr/cgi-bin/crispr/

SpecieProperties .cgi?Taxon id=223926), fue analizada por PCR en 29 aislados

pandémicos clinicos y 21 aislados ambientales obtenidos en la region de Los Lagos
(Tabla 1) y en la cepa del aislado VpKX mantenido en el laboratorio. En el 100% de las
cepas analizadas se obtuvo una banda que migra alrededor de los 550 pb sin diferencias

claras en la migracién, como se observa en 10 cepas en la Figura 6.
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Figura 6. Anélisis del amplicén de CRISPR (550 pb) en 10 cepas pandémicas de V.
parahaemolyticus pandémico mediante electroforesis en gel de poliacrilamida.




43

Sin embargo, para detectar posibles variaciones en la secuencia de estas regiones
genomicas, 10 productos de PCR escogidos al azar fueron enviados a secuenciar. Al
igual que en el caso anterior, no se encontraron diferencias en las cepas analizadas, todas
presentaron un 100% de identidad con la secuencia registrada para la cepa secuenciada

RIMD2210633.

2.2.2 Deteccion de variantes en VNTRs.

La variacién de ocho VNTRs identificadas en la secuencia del genoma de V.
parahaemolyticus RIMD2210633, fue analizada por PCR en los mismos 50 aislados
pandémicos que no pudieron ser diferenciados por andlisis de la region CRISPR. En
contraste con lo observado en la region, se pudieron diferenciar 35 cepas (70%) de
acuerdo a sus patrones de VNTRs (v1-v2-v3-v4-v5-v6-v7-v8; Tabla 6). El andlisis de los
VNTRs permitié observar el mayor grupo de cepas variantes dentro de la poblacién

clonal pandémica de V. parahaemolyticus aislada en el sur de Chile.

El patron de VNTRs mas comun fue 36-42-7-8-7-14-6-7, observado en 12 cepas
(PMAI115.5, PMAI5.6, PMA24.6, PMA21.6, PMA23.6, PMA25.6, PMA29.6,
PMA30.6, PMC68, PMC18.5, PMC58.5 y PMA24.8). La mayoria de estas cepas
corresponden a cepas ambientales observadas en el 2006, Este perfil también se observé

en una cepa clinica el afio 2004, y en una cepa ambiental en 2005 y 2008.



Cepa |VNTR1|VNTR2|VNTR3|VNTR4|VNTRS5| VNTR6| VNTR7| VNTRS

PMAI114 36 20 7 8 7 16 6 7
PMAS.5 36 41 7 8 7 14 6 7
PMAi15.5| 36 42 7 8 7 14 6 7
PMA24.5 36 43 7 8 7 14 6 7
PMA37.5 39 41 7 8 7 14 6 7
PMA39.5 38 43 7 8 7 6 6 7
PMA43.5 39 41 7 9 7 14 6 7
PMA44.5 40 38 7 8 7 14 6 7
PMAIS.6 36 42 7 8 7 14 6 7
PMA24.6 36 42 7 8 7 14 6 7
PMA21.6 36 42 7 8 7 14 6 7
PMA22.6 34 42 7 3 7 14 7 7
PMAZ23,6 36 42 7 3 7 14 6 7
PMAZ5.6 36 42 7 8 7 14 6 7
PMAZ6.6 38 45 7 8 7 14 6 7
PMA29.6 36 42 7 8 7 14 6 7
PMA30.6 36 42 7 8 7 14 6 7
PMA3B.6 36 41 7 8 6 14 6 7
PMA23.8 36 26 7 8 8 14 6 7
PMAIS.8 34 41 7 8 7 14 6 8
PMA24.8 36 42 7 8 7 14 6 7
PMC36 36 43 7 8 7 14 6 7
PMC47 26 42 7 8 7 14 7 7
PMC49 34 42 7 8 7 14 6 7
PMC60 16 41 7 8 8 14 6 7
PMC65 22 43 7 8 7 14 6 7
PMC68 36 42 7 8 7 14 6 7
PMC2.5 36 33 7 8 7 14 6 7
PMCS57.5 34 41 7 8 7 14 6 7
PMC58.5 36 42 7 8 7 14 6 7
PMCI18.5 36 42 7 8 7 14 6 7
PMCI10.5 16 40 7 3 7 14 6 7
PMC35.6 36 43 7 8 7 14 6 7
PMC10.6 36 45 7 8 7 14 6 6
PMCI5.6 35 42 7 8 7 14 6 6
PMCI19.6 36 42 7 8 7 14 6 6
PMC1.7 36 41 7 8 7 14 6 7
PMC15.7 36 55 7 8 7 15 6 7
PMC29.7 12 42 7 8 7 14 6 7
PMC72.7 36 43 7 8 7 14 6 6
PMC58.7 30 29 7 8 7 14 6 7
PMC7.8 30 26 7 8 7 14 6 7
PMC15.8 36 42 7 8 7 14 6 7
PMC20.8 36 43 7 8 7 14 6 6
PMC26.8 36 43 7 8 7 14 6 6
PMC30.8 36 42 7 8 7 15 6 7
PMC51.9 35 42 7 8 7 14 6 7
PMC69%.9 36 42 7 g 7 14 6 7
PMC31.9 36 40 7 8 7 14 6 6
PMC29.9 29 43 7 8 7 14 6 6
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Tabla 6. Perfiles de VNTRs de cepas clinicas y ambientales obtenidas en Puerto Montt,
Region de Los Lagos entre los afios 2004 y 2009.
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3. Mecanismo de Variacién de VNTRs

3.1 Diversidad de VNTRs entre clones de una misma cepa y sus tasas de mutacion.

Con el objeto de analizar més apropiadamente las variaciones en VNTRs, se
midi6 la tasa de mutacion de seis VNTRs diferentes en cuatro clones provenientes de la
cepa pandémica de V. parahaemolyticus. Uno de estos clones fue obtenido desde una
muestra de la cepa RIMD2210633 recibida en el afio 2005, cuyo genoma estd
secuenciado (Makino y col., 2003). Este clon, denominado KX contenia el mismo
nimero de repetidos reportados para la secuencia del genoma del clon secuenciado en
cada VNTR analizado, excepto en VNTR3, que contenia siete unidades repetidas en vez
de las seis reportadas. Los tres clones restantes provenian de la cepa PMC37.5 obtenida
de una muestra clinica en el sur de Chile en 2005 y purificada por aislamiento de una
sola colonia dos veces con el fin de obtener un solo clon (Fuenzalida y col., 2006). Sin
embargo, aunque PMC57.5, la cepa pandémica tipo de las cepas aisladas en Chile, es
indistinguible de KX en los marcadores genéticos comunes de la cepa pandémica, asi
como también en los patrones de RFLP-PFGE y DGREA, los clones analizados difieren
de KX y adem4s difieren entre si en varios VNTRs. Al comparar diez clones o colonias
obtenidas desde la cepa almacenada de KX, todos contenian exactamente el mismo
patron de VNTRs. Sin embargo, en diez clones examinados de la cepa PMC57.5 se
encontraron algunas variantes; ocho contenian 34 y 14 unidades repetidas en sus
VNTRs 1 y 6 respectivamente (de éstos, se escogié un clon denominado PMC57.5-1),

uno contenia 38 unidades repetidas en VNTR1 (PMC57.5-2) y el Gltimo contenia sélo 6
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unidades repetidas en VNTR1 (PMC57.5-3). Este ultimo clon también difirio de los
otros clones de la misma cepa por la presencia de 18 y 5 unidades repetidas en los
VNTRSs 6 y 8 respectivamente, en lugar de los 14 y 7 unidades repetidas encontradas en
los otros clones (Tabla 7). Las cepas KX y PMC57.5 han sido guardadas en agar blando
a temperatura ambiente desde 2005 y la posibilidad de Vibrio de crecer en este agar y a
esa temperatura podria explicar la diversidad observada. Este hecho ha sido observado
previamente en cepas clonales de Salmonella spp., las cuales han mostrado diversidad al
ser analizadas varios afios después de haber sido almacenadas en agar blando (Rabsch y

col., 2004; Sutton y col., 2000).

Tabla 7. Niimero de unidades repetidas de seis Joci VNTR en cuatro clones obtenidos
desde las cepas de VpKX y PMC57.5 de V. parahaemolyticus pandémico y las tasas de
mutacion (en negrita) observadas después de prolongados subcultivos in vitro.

Niimero de unidades repetidas en el clon original
y tasa de mutacién "™
Cultivo Seriado PSPE
VNTR VpKX PMC57.5-1 PMC57.5-2 PMC57.5-3
1 28 3.7 34 4.2 38 6.0 6 0.0
3 7 00 7 08 7 00 7 00
5 7 00 7 0.4 7 00 7 24
6 17 0.1 4 0.7 14 2.8 18 24
7 6 0.0 6 03 6 00 6 08
8 7 00 7 04 7 00 5 00
Combinada 3.8 6.7 8.8 5.6
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La tasa de mutacién calculada para cada clon se mantuvo en el mismo orden
(10"4 mutante/generacion; Tabla 7). Sin embargo, las tasas de mutacién individuales
difieren entre los diversos VNTRs de cada clon y entre los diferentes clones,
aparentemente, en relacién al mimero de repetidos en el VNTR de cada clon estudiado
(Figura 7). Esta relacion, entre la tasa de mutacion del VNTR y €l nimero de repetidos
que contiene, se hizo mas evidente cuando se calculd para un mismo VNTR (VNTRI)
con diferente niimero de unidades repetidas. Este resultado sugiere que el bajo niimero
de unidades repetidas (s6lo 6) en VNTR1 del clon PMC57.5-3, seria la causa probable

de la tasa de mutacion extremadamente baja observada para VNTRI en este clon.

i
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Figura 7. Tasa de mutacién de VNTRs en relacion al niimero de repetidos en cada
VNTR. Los circulos blancos corresponden a la tasa de mutacioén observada para todos
los VNTRs, circulos en negrita corresponden a la tasa de mutacion observada
exclusivamente en VNTR1 para los diferentes clones. Para todos los VNTRs: y =
0,1598x - 0,7923, R? = 0,8052; Para VNTRI1: y = 0,1736x - 1,1245, R?=0,9674.
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3.2 Distribucién de mutantes obtenidos luego de la subcultivacion en serie.

La distribucion del tipo de mutaciones que se observé en los diferentes clones de
V. parahaemolyticus pandémico fue acorde a los datos publicados previamente para E.
coli O157:H7 (Vogler y col., 2006) y Y. pestis (Vogler y col., 2007). En todos los casos,
la frecuencia de mutantes con 1, 2, 3 y 4 unidades repetidas varié siguiendo las
proporciones esperadas para una distribucién geoméirica. A pesar que en los
experimentos realizados con los cuatro clones diferentes se observaron diferencias, la
distribucién promedio de todos ellos fue consistente con una distribucién geométrica

(Tabla 8 y Figura 8).

Tabla 8. Frecuencia de mutantes con cambios de 1, 2, 3 y 4 unidades repetidas para
cada uno de los clones examinados. La frecuencia esperada de mutantes de acuerdo a la
distribucién geométrica se encuentra en negrita y cursiva.

Diferencia en KX PMC PMC PMC | Promedio

unidades repetidas. -
57.5-1 57.5-2 57.5-3

1 64 - |74 - |8 - 47 - 68 -

2 25 23 |23 19 |7 12 33 25 22 20
3 11 83 5 [0 2 7 I3 5 7
4 0o ¢ |0 o (7 @0 13 7 5 2

La presencia de mutantes que poseen cambios de gran magnitud (mayor a cuatro

unidades repetidas) practicamente no serfa observada si la distribucion fuera geométrica.

O
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Sin embargo, cuando ocurren, es mas frecuente que correspondan a deleciones. En
cambio, cuando los mutantes presentan cambios de baja magnitud (igual o menor a
cuatro unidades repetidas) no hay mayor diferencia entre la frecuencia de inserciones o
deleciones (Figura 8). Este fendmeno ha sido previamente observado en Y. pestis y

E.coli (Vogler y col., 2006; Vogler y col., 2007).
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Figura 8. Distribucion de la frecuencia de mutantes con diferente niimero de repetidos.
Las barras negras corresponden al porcentaje de mutantes calculados de acuerdo a una
distribucion geométrica, mientras que las barras bicolor (blanco y gris) corresponden al
porcentaje de mutantes observados. La parte gris de la barra muestra las inserciones
observadas, mientras que la parte blanca muestra las deleciones observadas. Los
porcentajes mostrados para los mutantes con diferencias mayores a 4 unidades repetidas
corresponden al porcentaje calculado considerando el niimero total de mutantes y sélo
corresponden a deleciones.

Se ha postulado previamente en analisis de diversidad para poblaciones
bacterianas que incluyen un ntimero similar de generaciones estudiadas en esta tesis

(Vogler y col.,, 2006), que los mutantes con cambios menores a 4 repetidos son
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generados por mutacion de un solo paso (Stepwise mutation model, SMM), donde los
cambios ocurren por insercion o delecién de una sola unidad de repetido a la vez, como
se habia propuesto inicialmente para microsatélites en eucariontes (Kimura y Ohta,
1978). Por otro lado, las mutantes observadas con cambios en mds de cunatro unidades
repetidas son probablemente generadas por recombinacién. Sin embargo, en conjunto,
los resultados obtenidos apoyan la teoria de que las mutaciones de VNTRs ocurren

mayoritariamente por SMM (Vogler y col., 2006; Vogler y col., 2007).

4, Relacion entre aislados variantes

4.1 Modelos evolutivos y drboles filogenéticos.

Considerando que la mayoria de los mutantes emergen por SMM, los arboles
filogenéticos se construyeron considerando las diferencias absolutas en el nimero de
repetidos en cada uno de los VNTRs. Para comparar las diferencias en nimero de
repetidos se utilizé un 4rbol de minima expansion (Minimum spanning tree, MST)
empleando la categoria Manhattan, Esta categoria construye el drbol considerando la
suma de las diferencias en las unidades repetidas de cualquiera de los dos mutantes. Si
no se considera el valor absoluto del repetido y se considera sélo si los VNTRs son
iguales o diferentes, como ocutre cuando se utiliza la aproximacién categérica en MST,

los pares de mutantes con diferente nimero de unidades repetidas aparecen separados

por la misma distancia. La diferencia resultante en los drboles filogenéticos cuando se
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utilizan estas dos aproximaciones —Manhattan o categorica- queda en evidencia en la
Figura 9, la cual muestra el arbol de MST obtenido para una poblacion de KX que
comprende 75.600 generaciones. Cuando las diferencias en VNTRs no consideran la
diferencia en nimero de unidades repetidas (Figura 9B), aquellos mutantes que tienen
una diferencia en mas de un repetido son considerados variantes directamente
relacionadas al fundador como ocurre en los grupos A (con 29 repetidos en VNTR1) y
F (con 20 repetidos en VNTR1). Por otro lado, cuando el érbol construido considera la
diferencia absoluta en las unidades repetidas (Figura 9A), solo aquellos mutantes que
difieren en un solo repetido son considerados variantes directamente relacionados con el
fundador (grupo B), como se esperaria si los mutantes fueran generados por variacion de

un repetido a la vez, siguiendo el modelo SSM.
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Figura 9. Arboles filogenéticos construidos para la poblacién de KX utilizando
coeficiente Manhattan (A) o coeficiente categérico (B). Entre paréntesis, se observa el
niimero de unidades repetidas en VNTRI1 () y en VNTRG6 (*). El resto de los VNTRs no

mostré variacion.
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Otro programa que permite discernir las relaciones entre grupos de bacterias que poseen
genotipos relacionados es eBURST. La introduccién de los datos en eBURST (o ensu
nueva version, goeBURST) considerando cada VNTR como un alelo {locus) lleva al
tratamiento categérico de las diferencias observadas con resultados muy similares a los
obtenidos en la Figura 9B. Sin embargo, cuando los datos se introducen en este
programa considerando cada repetido como un alelo se obtiene un resultados similares a
la figura 9A. Considerando que una de las potenciales aplicaciones més interesantes de
MLVA en V. parahaemolyticus pandémico es el rastreo de brotes, se analizaron en
conjunto (utilizando MST coeficiente Mahnattan) las cuatro poblaciones obtenidas para
probar si las variantes podian ser relacionadas con la bacteria de la cual se generaron,
después de los pasajes seriados o paralelos llevados a cabo in vitro. A pesar de las
pequeitas diferencias de los clones fundadores en sus VNTRs, fue posible relacionar de
esta manera, la mayoria de los mutantes con su fundador, distinguiendo de esta manera
cuatro poblaciones con diferentes fundadores (Figura 10A), demostrindose en esta
forma la utilidad de este método para rastrear brotes provocados por V.
parahaemolyticus pandémico. Vale la pena destacar que si el an4lisis es llevado a cabo

considerando la aproximacion categérica, solo unos pocos mutantes de los diferentes

fundadores pueden ser distinguidos (Figura 10B).
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Figura 10. Arbol filogenético MST generado para las poblaciones obtenidas de cuatro
clones diferentes de V. parahaemolyticus pandémico. El arbol filogenético considerando
todos los mutantes fue obtenido utilizando el coeficiente Manhattan (A) y coeficiente
categorico (B). En verde se encuentra la poblacion de KX, en rojo PMC7.5-1, morado
PMC57.5-2 y amarillo PMC57.5-3. Los complejos clonales son indicados en
sombreados de color rosado, lila y verde claro y estan definidos como un conjunto de
cepas que difieren en no mas de dos unidades repetidas por locus.
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Filogenia de poblaciones nativas.

Otra interesante aplicacion del MLVA es el estudio de microevolucion de una
cepa y también su epidemiologia (Ansede-Bermejo y col., 2010; Li y col., 2009). Para
estudiar las relaciones entre diversas cepas nativas pandémicas de V. parahaemolyticus
se utilizo MST coeficiente Manhattan el cual incluyo el andlisis de ocho VNTRs (Tabla
6y9).

Tabla 9. Perfil de VNTRs de cepas aisladas en el norte de Chile (ATC y COC) y Asia
entre los afios 1996 y 1999,

Cepa |VNTRI|VNTR2|VNTR3 | VNTR4 | VNTRS [ VNTRG | VNTR7 | VNTRS
ATC208 34 38 7 8 7 18 6 7
ATC210 34 38 7 8 7 18 6 7
ATC213 32 38 7 8 7 15 6 7
ATC218 31 35 7 8 7 18 6 7
ATC219 28 40 7 8 7 18 6 7
ATC220 31 38 7 8 7 18 6 7
ATC224 18 44 7 8 7 18 6 7
ATC296 32 39 7 8 7 18 6 7
COC276 31 38 7 8 7 18 6 7
COC284 31 38 7 8 8 25 6 7
ANS5034 19 38 7 8 7 17 6 7
ANS8373 37 37 7 8 8 17 6 7
JKYVP6 31 39 7 8 8 18 6 10
KX225 27 36 7 8 8 18 6 7
KXV737 29 30 7 8 9 17 6 7
OP424 20 40 6 8 7 18 6 7
Vp2 31 35 7 8 7 19 6 7
Vpd7 29 22 6 8 7 18 6 7
Vpil 30 38 7 8 7 18 6 7
VpKX 28 41 7 9 7 17 6 7
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Considerando que las cepas clinicas corresponden a una subpoblacién de la cepa
pandémica encontrada en mariscos, se compararon, en primer lugar 29 cepas clinicas y
21 cepas ambientales recolectadas en la Region de Los lagos, Chile, desde 2004 a 2009
(Tabla 6). No se encontraron diferencias entre subpoblaciones de cepas clinicas o
ambientales (Figura 11). Tampoco se encontraron diferencias entre cepas aisladas en
diferentes afios, sin embargo, en promedio, se examinaron solo 5 cepas por afio y este

ntimero puede ser muy pequefio para observar diferencias menores.

Figura 11. Arbol filogenético de aislados nativos de V. parahaemolyticus pandémico
utilizando MST coeficiente Manhattan, obtenido para las poblaciones ambiental (verde)
y clinica (violeta) del sur de Chile. Los complejos clonales son indicados en sombreados
de color rosado, celeste y amarillo y estan definidos como un conjunto de cepas que
difieren en no mas de dos unidades repetidas por locus.
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El paso siguiente fue comparar estas mismas cepas clinicas, obtenidas en Puerto
Montt, con otras cepas clinicas obtenidas en el norte de Chile, Antofagasta, donde se
observé un brote causado por la cepa pandémica en el afio 2008, y con cepas obtenidas
en el sudeste asiatico (SEA), con el objetivo de determinar si el MLVA con el MST y el
coeficiente Manhattan permite discriminar entre cepas de acuerdo a su origen
geografico, y establecer posibles relaciones entre estas poblaciones. En esta
comparacién, se incluyé ademas una poblacion de cepas aisladas en Tokio, utilizando
los datos reportados por Kimura (Kimura y col., 2008). La figura 12 muestra que usando
el coeficiente Manhattan es posible distinguir la mayoria de los mutantes de estas cuatro

poblaciones de acuerdo a su origen geografico (Figura 12).

De acuerdo a resultados anteriores (Ansede-Bermejo y col., 2010), la poblacion
del brote en el norte de Chile parece estar méas relacionada a la poblacion de SEA que a
la poblacién del sur de Chile. Interesantemente, la poblacién de cepas clinicas aisladas

en pacientes en Tokio en el periodo de 1996 a 2003, se agrupa separada de los aislados

obtenidos en diferentes locaciones de sudeste asiatico (Figura 12).
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Figura 12. Arbol filogenético de aislados nativos de V. parahaemolyticus pandémico.
El arbol fue generado con MST-Manhattan para aislados nativos del sur de Chile (azul),
norte de Chile (rojo), SEA (café) y Tokio (amarillo). Los complejos clonales son
indicados en sombreados de color rosado claro, rosado oscuro, verde y amarillo y estan
definidos como el conjunto de cepas que difieren en no mas de dos unidades repetidas
por locus.
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La distancia genética (dp)* ha sido usada para determinar el tiempo de
divergencia comparando microsatelites entre poblaciones de mamiferos (Calabrese y
col., 2001). Se utilizo este parametro, que considera las diferencias entre el numero
promedio de repetidos de los VNTRs de cada poblacion (Tabla 10), para determinar el
posible tiempo de divergencia entre las cuatro poblaciones analizadas por MST y
construir un arbol filogenético, utilizando el principio del vecino maés cercano
(Neighbor-Joining, NJ), que se muestra en la figura 13. En este caso las poblaciones de
aislados de Tokyo y Puerto Montt se dividieron en poblaciones mds antiguas (a) y mas

recientes (r) de acuerdo al afio de aislamiento de cada aislado.

Tabla 10. Distancia genética (SI,L)2 entre las diferentes poblaciones de V.
parahaemolyticus pandémico y sus fechas de aislamiento.

ATC | PMCa | PMCr | SEA | TOKIOa | TOKIOr
ATC | 1997-1998
PMCa | 0,098 |2004-2006
PMCr | 0,102 | 0008 |2007-2009
SEA 0046 | 0,195 | 0209 |1996-1999
TOKIOa | 0,158 | 0371 | 0368 | 0,0571 |1996-1999
TOKIOr | 0347 | 0,630 | 0624 | 0167 | 0041 |2000-2003
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Figura 13. Arbol filogenético construido por el método del vecino mas cercano
(Neighbor-Joining, NJ) para diferentes poblaciones de V. parahaemolyticus pandémico,
basado en la distancia génica (5jt)? entre poblaciones del sur y del Norte de Chile, de
SEA y de Tokio.
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DISCUSION

1. Epidemiologia de Vibrio parahaemolyticus pandémico en la Region de Los

Lagos.

Los brotes de diarrea relacionados al consumo de mariscos crudos en Chile,
alcanzaron un méximo en el afio 2005 con 3.600 casos en la Region de Los Lagos y
10.984 casos a nivel nacional. Estos niveles fueron disminuyendo paulatinamente hasta
el afio 2007, cuando se registraron 477 casos en la Regién de Los Lagos y sdlo un 73%
de ellos fue causado por la cepa pandémica de V. parahaemolyticus (Harth y col., 2009),
en contraste con el 100% observado en los aflos previos (Cabello y col., 2007;
Fuenzalida y col., 2006; Gonzalez-Escalona y col., 2005; Fuenzalida y col., 2007).
Ademds, ese afio, un 40% de los aislados pandémicos analizados presentd el serotipo
03:K59 en vez del 03:K6 convencional (Harth y col., 2009). Adicionalmente se observo
una cepa patogena asociada a un 13% de los casos clinicos, aparentemente generada por
transferencia de la isla de patogenicidad desde el clon pandémico (Harth y col., 2009) a

otra cepa de V. parahaemolyticus. En conjunto, estos resultados parecian indicar un

—

-

cambio en la epidemiologia de los brotes de diarrea causados por V. parahaemolyticus
pandémico. Sin embargo, el afio 2008 los casos aumentaron a 1.143 y un 98% de ellos
fue causado por la cepa pandémica (Garcia y col., 2009). Cuando parecia retornar el

patron anterior, nuevamente el 2009 se observd un cambio; los casos disminuyeron a
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441 y solo el 64% de ellos se relacion6 con la cepa pandémica (Garcia y col., 2009).
Interesantemente, ese mismo afio se reportaron 5 casos de diarrea producidos por cepas
que no contenian los genes indicadores de patogenicidad tdh y frh y que pertenecian a un
mismo grupo DGREA, diferente al grupo DGREA del clon pandémico, La ausencia de
los genes tdh y trh sugiere que estas cepas no son virulentas, y que habrian proliferado
junto a las cepas virulentas durante la infeccién. Sin embargo, también es posible que
estas cepas tengan otros mecanismos de patogenicidad independientes de fdh o #rh, ©
que presenten diferencias en estos genes que impidan su amplificacién por PCR con los
partidores utilizados. Este es un punto importante a considerar al realizar analisis de
riesgo de brotes producidos por V. parahaemolyticus, debido a que estos dos genes tdh 'y
trh son los clasicos marcadores de patogenicidad y se utilizan actualmente para calcular
las cargas de las cepas patdgenas en mariscos.

Una observacion interesante es el hecho de que cada vez que disminuyo la cepa
pandémica se detectaron otras cepas patégenas no pandémicas (como se observé en los
afios 2007 y 2009) lo cual parece indicar la existencia de un nivel basal de casos de
diarrea relacionados a diversos grupos de cepas patogénicas, que no estin relacionadas
con el clon pandémico de V. parahaemolyticus y que solo son detectables cuando los
casos producidos por la cepa pandémica disminuyen notoriamente.

En conjunto, los resultados previamente publicados y estos més recientes incluidos
en esta tesis, sugieren que la cepa pandémica llegé a la Region de Los Lagos en 2004 y
se mantuvo como una subpoblacién relativamente estable dentro de la poblacion de V.
parahaemolyticus presente en mariscos. Esta cepa fue evolucionando y sufriendo

modificaciones en su genoma, cambios en serotipo, interacciones con fagos (Zabala y




62

col., 2009; Bastias y col., 2010) o con otras cepas no pandémicas (Harth y col., 2009),
hasta que finalmente desapareci6 o disminuyé a niveles indetectables en 2010 y 2011.
La carga de clon pandémico en mariscos, calculada de acuerdo al método del NMP, fue
variando a lo largo de los afios en forma paralela con la fluctuacion en el nimero de
casos clinicos, hasta que finalmente la desaparicién de V. parahaemolyticus pandémico
L

en 2010 y 2011 coincidi6 con la ausencia de brotes de diarrea en el pais. La persistencia
e intensidad de los brotes dependeria entonces del mantenimiento y abundancia del clon
pandémico en los mariscos, el cual, en un balance constante entre su tasa de duplicacién
y su tasa de muerte, debe llegar a una concentracién suficiente para alcanzar una dosis
infectiva. Este balance depende principalmente de la efectividad de la cepa pandémica
para la utilizacion del espacio y los nutrientes con respecto al resto de la poblacién de V.
parahaemolyticus 'y de otras especies relacionadas. Esta eficiencia relativa podria
cambiar seglin las condiciones fisicas ambientales.

La poblacién de V. parahaemolyticus en mariscos incluyendo la cepa pandémica
es muy diversa con 30 grupos DGREA observados a la fecha. Interesantemente, desde el
afio 2004 el nimero de nuevos grupos DGREA ha declinado notoria y sostenidamente, y
la mayoria de los patrones de DGREA observados han sido detectados en afios previos
lo que sugiere que se estd alcanzando una posible saturacién. De acuerdo al niimero de
nuevos aislados observado en cada nuevo andlisis, la riqueza de grupos DGREA ha sido
estimada en 62 por Chaol (Thompson y col., 2005). Sin embargo, el mimero de cepas

diferentes de V. parahaemolyticus en mariscos es probablemente mucho mayor

considerando que casi todos los mariscos estudiados fueron colectados en un drea menor

alKm?
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En mariscos, los diferentes tipos de V. parahaemolyticus estin cambiando
continuamente. Probablemente estas cepas tan similares al estar compartiendo el hébitat
y los recursos se encuentran, aparentemente, compitiendo por nutrientes y espacio. Esto
queda en evidencia cuando se analiza el histograma que incluye todos los grupos
DGREA desde el 2004 (Figura 5), donde se observa claramente que hay un alto
recambio y la mayoria de las cepas aparecen y desaparecen cada afio. V.
parahaemolyticus pandémico se comporta como la mayoria de las cepas, aunque parece

haber sido una de las mas estables durante estos 8 afios de observacion.

Un 60% de los grupos DGREA ha sido detectado solo una vez. Sin embargo hay
otros grupos que han sido més abundantes y persistentes. Interesantemente, los grupos
DGREA 187 y 128 han sido detectados nuevamente luego de tres afios de ausencia. Es
posible que lo mismo pueda ocurrir con la cepa pandémica, que hace tres afios-que no se
ha detectado en el ambiente, con la consecuente reanudacion de los brotes de diarrea.
Esto apoya firmemente la necesidad de seguir monitoreando las dreas de extraccién de
mariscos para determinar la presencia de V. parahaemolyticus pandémico en el ambiente

y de esta manera prevenir los brotes de diarrea.

Uno de los grupos DGREA mas frecuentemente encontrado ha sido PMA 118, el
cual se ha mantenido relativamente estable en el tiempo, probablemente porque las
condiciones ambientales lo han favorecido. Este es un factor importante a considerar
debido a que en el afio 2007 se identificé una cepa patogénica que parece haber
adquirido la isla de patogenicidad a partir de la cepa pandémica. Si la cepa pandémica

reapareciera nuevamente, esta podria intercambiar genes con otras cepas como PMAT118
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y podria generar nuevas cepas patégenas que sean altamente favorecidas y posiblemente

abundantes en la naturaleza.

Otro hecho que sugiere que las cepas de V. parahaemolyticus estin constantemente
en una aparente competencia por recursos, ¥y no sélo con otras cepas de su misma
especie sino ademds, con otras cepas de especies diferentes, es el hecho de que al mismo
tiempo que se detectaron bajas cargas de V. parahaemolyticus en €l ambiente durante el
verano de 2010, se detecté en mayor magnitud V. alginolyticus o cepas muy cercanas a
esta especie, de acuerdo a la secuencia de su gen /A y al aspecto de las colonias, hecho
que no habia sido observado en afios previos en la Region de Los Lagos.

Otros agentes de gran importancia en la regulacién de la abundancia de V.
parahaemolyticus son los fagos. Estos son muy abundantes y se acepta que tienen un
papel regulador en la cantidad de bacterias en el mar (Bergh y col., 1989; Fuhrman,
1999). Uno de los fagos asociado a la cepa pandémica, Vp58.5, tienen un rango de
hospedero acotado y lisa sélo cepas pandémicas de V. parahaemolyticus. La presencia
de este profago incrementa la sensibilidad a la Iuz UV (incluyendo la radiacién solar) y
de esta manera tendria un importante papel en la reduccién de la sobrevida y la
capacidad de propagacién de la cepa pandémica de V. parahaemolyticus en el mar
(Zabala y col., 2009). El aumento de sensibilidad a la infeccién por fagos podria
disminuir la carga bacteriana de V. parahaemolyticus pandémico en los mariscos y de
esta manera tener un impacto negativo en la intensidad de los brotes de diarrea asociados

al consumo de mariscos.
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Sin embargo, no todos los fagos tienen un efecto negativo en la propagacion de V.
parahaemolyticus. Otro fago, VP93, podria, al contrario de Vp58.5, tener un efecto
positivo en la cepa pandémica. VP93 es capaz de infectar cepas no pandémicas de V.
parahaemolyticus, algunas de ellas con mayor eficiencia que a la cepa pandémica
(Bastias y col., 2010). Estudios de co-cultivos de cepas pandémicas con no pandémicas
mostraron que la presencia de VP93 favorece la prevalencia de la cepa pandémica. En
ausencia del fago sin embargo, la cepa no pandémica se ve favorecida (Bastias y col.

2010).

Con todos los actores involucrados entonces, es dificil determinar exactamente qué
fue lo que causé la aparente desaparicién del clon pandémico. Lo que si queda claro es
que en el balance entre la tasa de crecimiento y de muerte de la cepa pandémica en los
{iltimos afios, la tasa de muerte fue mayor, provocando finalmente la desaparicion o al
menos una disminucién importante de las cargas del clon pandémico hasta niveles
indetectables en las costas del sur de Chile. Sin embargo, las fluctuaciones observadas
desde el afio 2007 hacen dificil predecir el comportamiento del clon pandémico en los
préximos afios. Los cambios en ¢l medio ambiente podrian inducir la proliferacion de

esta cepa y en consecuencia, provocar nuevamente la reaparicion de los brotes de diarrea
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2. Aislados variantes en la poblacién clonal de V. parahaemolyticus pandémico.

No solo factores exirinsecos definen la concentracion del clon pandémico, ya que en
la naturaleza, estas bacterias estan sufriendo constantes cambios genéticos y posterior
seleccion. La llegada y posterior proliferacion masiva de V. parahaemolyticus
pandémico en la Regién de los Lagos ofrecié una oportunidad tnica para estudiar los
cambios que sufrié esta poblacién clonal de V. parahaemolyticus en su ambiente de
propagacién natural. Estos organismos considerados geneticamente monomdriicos
(Achtman y Wagner, 2008), permiten detectar meccanismos evolutivos que son
indetectables en poblaciones bacterianas que poseen una gran diversidad de secuencia ya
que durante millones de afios de historia evolutiva, muchos de los cambios genémicos
son borrados por eventos de recombinacién o reduccidn genémica.

La blsqueda de variantes en una poblacion altamente monomdrfica como es el
complejo clonal de V. parahaemolyticus permitié la deteccion de algunas mutantes:
mostré que dos cepas carecian del marcador foxRSnew, una mostraba un cambio en
serotipo, de O3:KUT en lugar de O3:K6, y cuatro contenfan el profago Vp58.5 (Garcia
y col., 2009). Ninguna de estas variantes, excepto las que contenian el fago Vp58.5,
persisti6 en el tiempo y s6lo se observaron esporddicamente. No obstante, la emergencia
y desaparicioén de variantes en serotipo es un fenémeno que ya ha sido observado y

reportado previamente (Chowdhury y col., 2004b).

La vigilancia y control de los patdgenos bacterianos requiere el desarrollo de

herramientas que permitan una identificacién precisa de las cepas a nivel de subespecie.
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Sin embargo, la variacion en V. parahaemolyticus pandémico se observa ratamente con
los métodos tradicionalmente utilizados (DGREA, RFLP-PFGE, AP-PCR, etc) . Por tal
razén se estudiaron potenciales variantes en dos regiones genémicas de alta variabilidad
(CRISPR y VNTRS) en V. parahaemolyticus pandémico. La regiéon CRISPR no mostro
variacién en tamafio ni en secuencia en las cepas estudiadas, revelando que esta region
no se modificaria en la cepa pandémica. El sistema CRISPR no sélo estd compuesto por

la regién CRISPR, ademés comprende los genes cas.

V. cholera O395 y otros patégenos entéricos relacionados poseen los componentes
esenciales del sistema CRISPR (Chakraborty y col., 2009) pero éstos no han sido
reportados ain en V. parahaemolyticus pandémico. Probablemente, la cepa pandémica
posee la region CRISPR pero no los genes cas necesarios para la funcionalidad de esta

region.

La situacién con MLVA es diferente. Kimura (Kimura y col., 2008) mostrdé que
MLVA es una valiosa técnica de tipificacion para caracterizar cepas pandémicas
altamente homogéneas de V. parahaemolyiticus. En esta tesis, se logré diferenciar un
70% de las cepas estudiadas analizando 8 VNTRs diferentes, siendo éste el mayor grupo
de variantes identificadas en la poblacion clonal de V. parahaemolyticus en el sur de
Chile. Por lo tanto, segiin esie resultado, la tipificacién de cepas clonales de V.
parahaemolyticus por MLVA podria ser de gran utilidad para distinguir cepas
implicadas en brotes y estudios epidemiolégicos. Sin embargo, para establecer y

aumentar el uso de los VNTRs como marcadores epidemiolégicos y permitir su uso en
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el desarrollo de modelos probabilisticos mutacionales era necesario conocer, con

evidencia cémo y cuinto mutan los VNTRS, lo que se discute en la siguiente seccion.

3. Estudio de la variacién de los VNTRs y su aplicabilidad.

Los VNTRs que presentan mayor variabilidad ofrecen una oportunidad tnica
para estudiar la microevolucién de una poblacién altamente monomoérfica como V.
parahaemolyticus pandémico. Sin embargo, para poder interpretar el significado de los
cambios en los VNTRs y utilizar estos datos en estudios de microevolucién y
epidemiologia, es absolutamente necesario conocer sus tasas de mutacién y también

entender como se generan las mutaciones.

3.1 Variaciones en los VNTRs durante almacenamiento en agar blando a

temperatura ambiente.

Las diferencias observadas en el nimero de unidades repetidas entre el clon
RIMD2210633 (VpKX) analizado en este trabajo y lo reportado en la secuencia del
genoma (Makino, 2003) probablemente ocurrieron durante la sostenida propagacion de
esta cepa en el laboratorio. Este fenémeno se hizo mds evidente cuando se analizaron
clones provenientes de diferentes colonias purificadas de V. parahaemolyticus
pandémico obtenidas de la cepa PMC57.5 almacenada en agar blando. La emergencia de

las variaciones observadas probablemente ocurrié durante ¢l crecimiento de las cepas en
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agar blando. Esta observacién de la variacion en las cepas (y no solamente en sus
VNTRs) durante su almacenamiento en agar blando, ha sido reportada previamente en
bacterias como Salmonella spp. (Rabsch, 2004; Sutton, 2000). Estos datos indican la
necesidad de almacenar las cepas en glicerol y a baja temperatura para evitar el
crecimiento y de considerar las posibles consecuencias de la conservacion de cepas en
agar blando al comparar cepas, tanto por regiones genomicas muy variables (VNTRs),

como por genomas completos, que es lo que se ha estado realizando este filtimo tiempo.

3.2. Tasa de mutacién y miimero de repetidos en los VNTRs

Las tasas de mutacion encontradas en Vibrio parahaemolyticus se encontraron en el
orden de 10™* mutantes/generacién, muy similares a aquellas reportadas previamente en
E. coli 0157:H7 y Y. pestis (Vogler, 2006; Vogler, 2007). Un resultado importante fue
observar que existe una relacién entre las tasas de mutacién y ntimero de repetidos
iniciales en VNTRs, tal como fue descrito para E. coli O157:H7 y Y. pestis (Vogler,
2006; Vogler, 2007). Ma4s atin, en esta tesis se mostré que esta relacion es mds precisa
cuando se comparan las tasas de mutacion en clones con diferente niimero de unidades

repetidas en el mismo VNTR.

El mecanismo de variacién de los VNTRs ha sido mayormente explorado y
discutido mirando la variacién de las unidades repetidas de los microsatélites en
eucariontes. El mecanismo aceptado para explicar la variacién en el niimero de copias

repetidas propone que las secuencias repetidas cambian en nimero porque se introducen
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o salen debido a apareamientos fallidos que ocurren por desplazamientos de una hebra
durante la replicacion del DNA (slipped strand mispairing, SSM) (Schlétterer y Tautz,
1992). La variacién serd una insercién o una delecién dependiendo si el bucle de

repetidos se forma en la hebra naciente o en la hebra templado.

El modelo mds antiguo y mds simple que se ha propuesto para explicar cémo
ocurren estas variaciones es el modelo de mutacién en pasos secuenciales (stepwise
mutation model, SMM). Segin este modelo, un VNTR tiene la misma probabilidad de
ganar o perder una unidad repetida a una tasa que es independiente del largo del
microsatélite (Kimura, 1978). Desde entonces, se ha propuesto una serie de modelos
entre los cuales destacan el “de infinitos alelos”, que considera que cada mutante que
surge es nuevo y no se encuentra previamente en la poblacion y también el modelo
propuesto por Calabrese que considera un modelo conjunto de mutacién de pasos
secuenciales y mutaciones puntuales (Calabrese, 2001). Uno de los argumentos que
mejor sustenta el modelo de SMM es el que sostiene que la distribucién de mutantes con
diferencias en 1, 2, 3 6 4 unidades repetidas corresponde a una distribucidon geométrica.
Los resultados de esta tesis muestran que existe una distribuciéon geométrica de los
variantes en VNTRs con 1, 2 y 3 unidades repetidas de diferencia, y en consecuencia,
avalan el modelo de SMM al igual que los datos de Vogler (Vogler y col., 2006; Vogler
y col.,, 2007). Anteriormente, este modelo fue validado también en cepas pandémicas
nativas de V. parahaemolyticus, donde un 71% de ellas mosir6 diferencias en una unidad
repetida con sus vecinas mas cercanas (Ansede-Bermejo, 2010), y en E coli donde este

porcentaje fue de un 75% (Vogler y col., 2006).
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Aungque el modelo de SMM es aceptado, algunos de los andlisis disponibles para
MLVA consideran las diferencias en cada alelo (VNTR) siguiendo un sistema binario o
categorico, sin considerar las diferencias en el nimero de unidades repetidas. Sin
embargo, considerar las diferencias en mimero de repetidos es esencial si se acepta que
los VNTRs varian acorde al modelo de SMM. El método més apropiado entonces para
analizar los datos de MLVA es el MST de Bionumerics usando la categoria Manhattan.
De esta manera, se incorpora €l valor absoluto en las diferencias en el nmimero de
unidades repetidas para la construccién de los arboles filogenéticos. Estos resultados
también se pueden obtener si se utiliza el programa gratuito goeBURST, considerando
en la introduccién de los datos cada unidad repetida informativa (en vez del VNTR)
como un locus. goeBURST (Francisco, 2009) (http:/goeburst.phyloviz.net/) es una
version modificada de eBURST, un método basado en parsimonia que se utiliza para
determinar relaciones genéticas de poblaciones bacterianas que han divergido en un

tiempo evolutivo corto, a partir de resultados obtenidos por MLVA o MLST.

El arbol de MST que se obtiene cuando no se consideran las diferencias en el
nimero de unidades repetidas parece improbable, debido a que muestra relaciones
iguales para cepas con diferencias en el nimero de repetidos del VNTR. A primera vista
parece mucho mads probable el 4rbol que considera las diferencias en el nimero de
unidades repetidas (MST-Manhattan). Una comparacién més objetiva de la probabilidad
de ambos arboles se obtuvo calculando la probabilidad de estos arboles alternativos de
acuerdo a P = IT"w (Vogler y col., 2007) donde p es la probabilidad de una mutacién

dada y n es el niimero de pasos mutacionales. El resultado obtenido para el rbol cuando
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no se considera las diferencias en unidades repetidas (coeficiente categérico) fue 4.0E-
36 versus 5.7E-22 para el 4rbol MST-Manhattan cuando se supone SMM. Por lo tanto,

el 4rbol construido considerando Manhattan tiene una mayor probabilidad de ocurrir.

En un andlisis anterior de MST-Manhattan con 69 cepas provenientes de Asia,
Perti y Chile, se lograron distinguir dos grupos. Un grupo incluy6 todas las cepas de
Asia y cepas de Perti y norte de Chile. El otro grupo incluy6 cepas de Perti y cepas del
sur de Chile (Ansede-Bermejo, 2010). En esta tesis, se utilizé un conjunto de diferentes
VNTRs y una coleccién de 98 cepas, las cuales incluyeron cepas de Tokio analizadas
por Kimura (Kimura y col., 2008), con el propésito de ampliar la epidemiologia de la
poblacién de V. parahaemolyticus pandémico. El d&rbol MST Manhattan mostro, al igual
que en publicaciones previas, que las cepas del norte de Chile se agrupan con las cepas
del sudeste asidtico y que este grupo se distingue claramente de las cepas aisladas en el
sur de Chile. Inesperadamente, las cepas aisladas en Tokio se diferenciaron de las cepas

de sudeste asidtico, aunque se encuentran estrechamente relacionadas.

El arbol MST-Manhattan y la distancia génica obtenidos sugieren que la cepa de
V. parahaemolyticus que caus6é los brotes de diarrea en el norte de Chile estd
estrechamente relacionada con las cepas del sudeste asidtico y se han diferenciado
independientemente por un corto periodo de tiempo. Las cepas encontradas en el sur de
Chile probablemente derivan de cepas que llegaron al norte de Chile y no corresponden
a una introduccion independiente desde el sudeste asidtico. Por otro lado, las cepas de

Tokio estdn mas relacionadas con las de sudeste asidtico. La divisién més antigua entre
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las poblaciones pandémicas estudiadas parece haber ocurrido entre la poblacién del sur

de Chile y la poblacion de Tokio.

Una correcta interpretacion de los arboles filogenéticos debe considerar que
ademas de la diferencia en origen geografico, las cepas difieren en su fecha de
aislamiento. Las diferencias en la fecha de aislamiento parecen ser mas evidentes en las
cepas de Tokio aisladas antes (Tokio a) y después (Tokio r) de 1999. La divisiéon mas
antigua en las poblaciones pandémicas analizadas se observa entre las poblaciones mas
antiguas de Tokio y Chile. Goldstein (Goldstein y col., 1999) uso la distancia genética
(8p)* para estimar tiempos de divergencia en primates considerando la tasa de mutacién
promedio de los microsatélites y el tiempo generacional. Si se asume que los aislados
encontrados en el sur de Chile entre los afios 2004 y 2009 provienen de una poblacién
que derivé de la poblacion de sudeste asiatico aislada entre 1996 y 1999 y evoluciond
independientemente por 10 afios, se puede estimar que el clon pandémico de V.
parahaemolyticus se ha reproducido con un tiempo generacional de 3.6 dias. Ademas,
suponiendo que las distancias genéticas que sustentan el arbol son lineales en el tiempo,
la separacion de las poblaciones de Tokio y del sur de Chile de la poblacién del sudeste
asidtico habria ocurrido al mismo tiempo. De la misma manera, se estimé que la
poblacion del sur de Chile se separ6 de la poblacién del norte hace 5 afios. Sin embargo,
es importante destacar que estos célculos no consideran eventos de seleccién por la
generacion de “cuellos de botella”, que podrian haber ocurrido durante la migracioén y/o
establecimiento de la cepa pandémica, cambiando la composicién de los VNTRs de la

poblacién colonizadora.
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CONCLUSIONES

La poblacién pandémica de V. parahaemolyticus se mantuvo como una subpoblacién
relativamente estable dentro de la poblacion de V. parahaemolyticus hasta su aparente

desaparicion en 2010 y 2011.

La poblacién pandémica de V. parahaemolyticus es altamente monomdrfica. Sin

embargo, las cepas clonales pueden ser diferenciadas por cambios en sus VNTRs,

El mecanismo de variacion de los VNTRs en el clon pandémico de V. parahaemolyticus
se ajusta al modelo de SMM, con aumento o disminucién de unidades repetidas a la vez.
Considerando este modelo, el andlisis de la relacién entre las variantes utilizando el
MST coeficiente Manhattan, permite relacionar de mejor manera los aislados variantes y

la identificacion de su clon fundador.

Los analisis MST-Manhattan permiten diferenciar entre cepas del brote de Puerto Montt
y de Tokio y entre cepas del brote de Puerto Montt y Antofagasta pero no entre las cepas

de Antofagasta y SEA.

La distancia génica Sp® calculada entre estas poblaciones mostré que las poblaciones

mas cercanas entre si son SEA-Antofagasta, luego SEA-Tokio, Antofagasta-Puerto
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Montt y las mas alejadas entre si son Puerto Montt-Tokio, lo que sugiere una posible

ruta de colonizacién del clon pandémico de V. parahaemolyticus.

El andlisis de los VNTRs permite genotipificar la cepa pandémica de V.
parahaemolyticus y puede ser utilizado en programas de vigilancia epidemiologica
global. El estudio detallado de los VNTRs permite estudiar la microevolucion de la

poblacién pandémica de Vibrio parahaemolyticus.
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Seafood consumption-related diarrhea became prevalent in Chile when the pandemic strain of Vibrio
parahaemolyticus serotype O3:K6 reached a region in the south of Chile (Region de los Lagos) where approx-
imately 80% of the country’s seafood is produced. In spite of the large outbreaks of clinical infection, the load
of V. parahaemolyticus in shellfish of this region is relatively low. The pandemic strain constitutes a small but
relatively stable group of a diverse V. parahaemolyticus population, composed of at least 28 genetic groups.
Outbreaks in Region de los Lagos began in 2004 and reached a peak in 2005 with 3,725 clinical cases, all
associated with the pandemic strain, After 2005, reported cases steadily decreased to a total of 477 cases in
2007. At that time, 40% of the clinical cases were associated with a pandemic strain of a different serotype
(O3:K59), and 27% were related to V, parahaemolyticus isolates unrelated to the pandemic strain, I the resalts
published here, we report that in the summer of 2008, when reported cases unexpectedly increased from 477
to 1,143, 98% of the clinical cases were associated with the pandemic strain serotype 03:K6, a change from
2007. Nevertheless, in 2009, when clinical cases decreased to 441, only 64% were related to the pandemic strain;
the remaining cases were related to a nonpandemic fdh- and frh-negative strain first identified in shellfish in
2006. Overall, our observations indicate that the pandemic strain has become a relatively stable subpopulation
and that when the number of diarrhea cases related to the pandemic strain is low, previously undetected V.

parahaemolyticus pathogenic strains become evident,

Diarrhea associated with seafood consumption is caused
primarily by pathogenic V. parahaemolyticus. This species in-
cludes marine bacterial strains, only a few of which are patho-
genic in humans (13), The load of pathogenic strains in shell-
fish depends on physical environmental variables, such as
temperature and salinity, and on biological variables including
the presence of protozoan predators, competing nonpatho-
genic bacteria, and bacteriophages capable of killing V. para-
haemolyticus (21). Therefore, diarrhea outbreaks caused by V.
parahaemolyticus are mainly an environmental problem.
Records of the Public Health Institute of Chile indicate that
from 1992 to 1997 diarrhea cases related to seafood consump-
tion were not widespread in Chile in spite of the large con-
sumption of raw shellfish. Cases of seafood-related diarrhea
increased greatly with the arrival of the pandemic strain O3
K6, originally observed in Southeast Asia (9). This strain cor-
responds to a clonal complex. The clonal nature of the V.
parahaemolyticus pandemic isolates obtained worldwide has
been ascertained by the high degree of similarity among their
genomes. This comparison includes the presence of specific
genetic markers and similarity of the restriction patterns of
their genomes, demonstrated by genome restriction fragment
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length polymorphism-pulsed-field gel electrophoresis (22), di-
rect genome restriction enzyme analysis (DGREA) (8), arbi-
trarily primed PCR (15, 18), and multilocus sequence typing
(6, 10). Characteristics of isolates of the O3:K6 pandemic clone
are the O3:K6 antigens, a distinctive xRS sequence
(toxRS o) (15), 0rf8 (17) and tdh genes, and the absence of the
trh gene found in some pathogenic strains. However, numerous
serovariants have apparently emerged since 1996 (16). Ge-
nome sequencing of the RIMD 2210633 pandemic strain re-
vealed two sets of gene clusters encoding a type III secretion
system apparatus, one in each of its two chramosomes (14).

Since 2004, we have characterized the strains of V. parahae-
molyticus in both clinical cases and shellfish in a southern
region of Chile (Region de los Lagos) in an effort to under-
stand the proliferation of the pathogenic strains in the envi-
ronment (7, 8, 11}. Region de los Lagos extends from 40°13'S
to 44°3'S and produces approximately 80% of the seafood in
Chile (Anuario 2008 Sernapesca [http://www.sernapesca.cl]). It
is generally accepted that the seafood from this region causes
most of the clinical cases of V. parahaemolyticus-associated
diarrhea observed in the entire country. The large diarrhea
outbreaks related to seafood consumption started in this re-
gion in 2004. In 2005, cases reported by the Ministry of Health
reached a peak of 3,600 and 10,984 in Region de los Lagos and
the whole country, respectively. Since then, the number of
cases has oscillated between 450 and 1,100 cases annually in
Region de los Lagos and between 1,500 and 3,500 in the coun-
try as a whole (19).
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Until 2007, more than 95% of the cases were related to the
classical pandemic V. parahaemolyticus strain O3:K6 (7, 8).
Variants of the pandemic strain were recovered in the summer
of 2007, when the outbreaks diminished to 477 reported cases
in Region de los Lagos. That year, many cases were caused by
a new serovar of the pandemic strain, 03:K59 (11). This same
year, a larger percentage of cases analyzed (27%) were due to
nonpandemic strains, Some of these last cases corresponded to
a strain apparently generated by transference of the pathoge-
nicity island containing the type III secretion island from the
pandemic clone to an indigenous ¥. parahaemolyticus strain
(11). Anather example of interactions between the pandemic
strain and native microflora is the finding of variants contain-
ing a 42-kb plasmid corresponding to a telomeric temperate
phage (24). The observations in 2007 suggested that the
changes in the epidemiology of seafood-related diarrhea rep-
resented an inflection point in outbreak trends and a decreased
prevalence of the pandemic strain in clinical cases. We present
here the results of the analysis of V. parahaemolyticus in clinical
cases and shellfish samples obtained during the summer of
2008, when reported cases unexpectedly increased from 477 to
1,143, and the summer of 2009, when clinical cases decreased
to 441 (http://epi.minsal.cl/epi/html/elvigia/elvigia.htm). The
number of cases observed in 2009 was the lowest since the
beginning of large outbreaks in 2004. Overall, our observations
illustrate the dynamics of V. parahaemolyticus population in
outbreaks of diarrhea. They show the following: (i) that the
pandemic strain has become a relatively stable subpopulation
of the V. parahaemolyticus population in shelifish, (if) that
pandemic strain variants have emerged, and (jii) that V. para-
haemolyticus pathogenic strains unrelated to the pandemic
strains become evident when the number of diarrhea cases due
to the pandemic strain are low. These data will be helpful in
the understanding of V. parahaemolyticus ecology and improv-
ing the risk analysis of seafood related diarrhea.

MATERIALS AND METHODS

Strains. V. parahaemolyticus RIMD 2210633 (also called VpKX) was obtained
from the Research Institute for Microbial Diseases, Osaka University, Osaka,
Japan. Strains identified with the prefix PMC (see Table 1) correspond to Isolates
from clinical samples obtained from people secking attention at the Hospital
Reglonal de Puerto Montt. The last digit of the designation corresponds to the
year of isolation. The environmental strains, identified by the prefix PMA (see
Tablc 1), were obtained from shellfish samples taken during the scason in which
outbreaks occurred (December to March), Isolates from preceding years have
been described previously (7, 8, 11).

Analysis. Samples from clinical cases and shelifish were ohtained and analyzed
as described previously (8). Brielly, samples of shelifish soft tissue were enriched
for V. parahaemolyticus in three-tube serial dilutions in alkaline peptone water
for assessment of bacterial load by the most probable number {MPN) method;
tubes with bacterial growth were tested for ¢k, tdk, or trh by multiplex PCR (2).
Total and pandemic V. parahacmolyticus loads were calculated according to the
nutnber of tubes pusmve for tih and for tdh and rh, respectively, Positive en-
tichment tubes were plated on CHROMagar Vibrioc (CHROMagar Microbiol-
ogy, Paris, France), and bacterial calonies with the morphology and color ex-
pected for V. parshaemolyticus were purified, Isolates were characterized for
different properties, as described previously: the O and K antigens of the ¥
parahaemolyticus strains were determined by slide agglutination with rabbit an-
tiserum obtained from Seiken (Denka Seiken Co., Lid,, Tokyo, Japan), as de-
scribed by the supplier; PCR assays were performed for #h, tdh, and ¢k (2); orf8
(17); and toxRS,..,, (15). PCR was performed using approximately 10 ng of total
bacterial DNA per reaction tube, DGREAs were performed as described pre-
vicusly (8}. Each of the DGREA patterns found in 2008 and 2009 was compared
to patterns described in previous years, and when similarities were observed,
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their identities were evaluated by comparing the patterns obtained during the
same electrophoresis run, The presence of the 42-kb plasmid was examined by
alkaline extraction and electrophoresis in agarose gel, as described previously

(24).

RESULTS

V. parahaemolyticus associated with clinical cases in 2008
and 2009. Isolates from diarrhea cases that occurred in Region
de los Lagos during the summers of 2008 and 2009 were ana-
lyzed and grouped according to serotype, the presence of ge-
netic markers (orf8, 10xRS,,.,,» t/h, tdh, and trh), and the dis-
tinctiveness of their DGREA patterns, Forty-six cases were
analyzed in 2008, and 14 were analyzed in 2009. One isolate
from each patient was characterized (Table 1). In 2008, isolates
from 45 cases (98%) corresponded to the pandemic clonal
group according to the genetic markers and their DGREA
patterns, That year 11 isolates from this group could be differ-
entiated from the classical pandemic strain: eight contained a
42-kb plasmid consisting of a previously described telomeric
prophage (24}, two failed to PCR amplify toxRS,,..,, and one
did not contain the classical K6 antigen but instead showed a K
antigen that did not react with any of the antisera provided by
Denka Seiken. The single nonpandemic isolate obtained in
2008 from a clinical case was negative for the genes associated
with pathogenicity, tdk and irh. In contrast to the observations
in 2008, only 64% of the 14 cases observed in 2009 were
associated with the pandemic strain. The nonpandemic isolates
obtained from the other five cases lacked the pathogenesis-
related genes tdh and th, and all correspotided to the same
DGREA group 34.6. This group, observed in relative abun-
dance in shellfish since 2006, had not been previously observed
in clinical cases of infection. Two of the nine pandemic isolates
contained the 42-kb telomeric prophage.

V. parahaemolyticus associated with shellfish, Twenty-seven
and 17 shelifish samples were analyzed in 2008 and 2009, re-
spectively. V. parahaemolyticus enrichment parallel serial dilu-
tions of the soft meat in alkaline peptone water were tested for
MPN estimnation. The presence of #h, which is specific to the
species, and tdh and trh, which are associated with pathogenic
strains, was tested by multlplex PCR (2). In 2008, V. parahae-
molyticus (tlh*) was detected in every sample; only eight con-
tained rdh. None of the samples contained %, The MPN of
tdh-positive bacteria in the shellfish fluctuated from undetect-
able (<0.3 g™') to 24 g~*. On the other hand, total ¥, para-
haemolyticus (k") ranged from 1.5 g~ to >110 g™, gen-
erally 10 to 100 times higher than pandemic isolates (tdh™).
In 2009, V. parahaemolyticus was detected in only 14 of the
17 samples, and tdh was found in only 4. None of the sam-
ples contained trh. The load of tdh-positive bacteria fluctu-
ated from undetectable to 1.1 g™, while total V. parahae-
molyticus ranged from <03 g=! to 24 gl In general,
samples from 2009 contained a smaller load of V. parahae-
molyticus than those from 2008.

Single colonies were obtained from the enrichment cultures
and characterized after purification; their properties are de-
scribed in Table 2. Isolates positive for tdh were obtained from
only four of the eight fdh-positive samples observed in 2008
and from none of four #dh-positive samples observed in 2009.
Failure to obtain tdh-positive isolates from tdh-positive enrich-
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TABLE 1. Properties of V. parahaemolyticus clinical isolates collected during the summers of 2008 and 2009 in Puerto Montt, Chile

V. parahaemolyticus isolate(s) by year

Genetic profile” DGREA 42-kb

Serotype

and isolate type” ih wdh h

orf8 t0xRS, .., profile phage”

Isolates from 2008
Classical pandemic isolates
PMC3.8, 7.8, 12.8, 15.8, 17.8, + + -
20,8, 24.8, 26.8, 30.8, 34.8,
41.8, 42.8, 45.8, 47.8, 2.8,
6.8, 8.8 9.8, 11.8, 13.8, 16.8,
18.8, 19.8, 21.8, 23.8, 29.8,
318, 32.8, 33.8, 358, 37.8,
43.8, 44.8, 46.8

Other pandemic isolates
PMCI1.8, 10.8, 22.8, 36.8, 38.8, + + -
48,8, 49.8, 50.8
PMC4.8, 14.8
PMC5.8

+ o+

Nonpandemic isolate
PMC39.8 + - —

Isolates from 2009
Classical pandemic isclates
PMC31.9, 33.9, 47.6, 64.9, + + -
69.9, 70.9, 72.9

Other pandemic isolates
PMC29.9, 51.9 + + -

Nonpandemic isolates
PMC25.9, 34.9, 40.9, 41,9, 449 + - -

+ + 03:K6 KX -

+ + 03:K6

- 03:K6
+ 03:KUT

g8 g

- - OUT:KUT 39.8 -

+ + 03:K6 KX -

+ + 03:Ké KX +

- - O3:KUT 34.6 -

¢ Underlining, DGREA performed; italics, serotyping not performed.
b+, present; —, absent.

ments was probably due to their low frequency among total ¥,
parahgemolyticus bacteria, Only 4 to 10 colonies were tested
for tdh from each sample, and among these the probability of
finding isolates present in a proportion lower than 1:10 was

very low. Twenty and 12 pandemic and nonpandemic isolates
obtained from shellfish in 2008 and 2009, respectively, were
characterized in detail for the presence of genetic markers
(orf8, toxRS, ., IR, tdh, and trh) and the distinctiveness of their

TABLE 2. Properties of V. pamhaemolyticus isolates collected from shellfish during the summers of 2008 and 2009 in Regitn de Los Lagos, Chile

V. parahaemolyticus isolate by year of Genetic profile” Serotvpe DGREA
collection and DGREA group” h dh ih orf8 (xRS ey P group
Isolates from 2008
PMA18.8, 23.8,24.8 + + - + + O3:K6 KX
PMAG.8, 13.8, 16.8, 20.8, 21.8, 26.8 + - - ND* ND ND 118
PMA18, 2.8, 4.8, 5.8 + - - ND ND ND 18
PMA3S, 8.8, 10.8, 11.8, 14.8, 15.8, 17.8, 18.8 + - - ND ND ND 38
PMA7.8 + - - ND ND ND 78
PMA9.8 & - - ND ND ND 9.8
PMA25.8 + - - ND ND 03:KUT 258
Isolates from 2009
PMA 10.9, 26.9, 31.9, 33.9 + - - - - ND 118
PMAG.9 + - - - - ND 128
PMAZ21.9 + - - - - ND 187
PMA119 + - - - - ND M6
FMA29.9 + - - - - ND 40.6
PMA4.9 + - - - - ND 21.7
PMA2.9 + - - - - ND 29
PMA18.9 + - - - - ND 18.9

“ Boldface, strain corresponds to the prototype strain of each DGREA group,
 +, present; —, absent,
¢ ND, not determined,
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FIG. 1. Histogram showing the number of shellfish samples containing V. parehaemolyticus corresponding to the different DGREA groups

observed each summer since 2004,

DGREA patterns. Serotyping was performed only for selected
isolates (Table 2). The three rdh-positive isolates obtained in
2008 showed the characteristic genetic markers and DGREA
pattern of the pandemic strain. None of these isolates con-
tained the 42-kb plasmid.

V. parahaemolyticus population diversity in shellfish. The V.
parahaemolyticus population isolated from shellfish in Region
de los Lagos comprises a large number of strains belonging to
different DGREA groups that change considerably each sum-
mer (7, 8, 11), Isolates belonging to 23 DGREA groups have
been isolated from 2004 to 2007. Sixteen nonpandemic isolates
characterized in 2008 were differentiated into seven DGREA
groups. Four groups had been observed in previous years. The
12 isolates obtained from shellfish in 2009 were differentiated
into eight DGREA groups, six of which were previously ob-
served. The new groups observed in 2008 and 2009 increase the
number of DGREA groups isolated to date to 28, including the
group KX corresponding to the pandemic strain. Figure 1
shows the number of samples containing isolates from the
different DGREA groups since 2004 using the data reported
here and previously (7, 8, 11),

DISCUSSION

Seafood-related diarrhea outbreaks reached a peak in 2005,
with 3,600 and 10,984 cases reported by the Ministry of Health
in Region de los Lagos and the whole country, respectively.
Levels subsequently declined to reach their lowest numbers in
2007 with 477 and 1,008 cases in Region de los Lagos and the

|

whole country, respectively. In 2007, only 73% of the V. para-
haemolyticus infections were caused by the pandemic strain, in
contrast to almost 100% of these infections observed in previ-
ous years (11). Furthermore, 40% of the pandemic isolates
analyzed in 2007 had the serotype O3:K59 instead of 03:K6.
These results seemed to indicate a shift in the epidemiology of
outbreaks caused by V. parahaemolyticus, which was expected
to continue in the following years. However, in 2008 the re-
ported cases unexpectedly increased from 477 to 1,143, At the
same time, the epidemiology returned to the pattern observed
in years prior to 2007 (Table 3). In 2007, in addition to the new
03:K59 serotype observed, a strain apparently generated by
transference of the pathogenicity island from the pandemic
clone to an indigenous V. parahaemolyticus strain (11) was
found in 13% of clinical cases. However, in 2008 none of the
changes observed in 2007 were maintained. Instead, 98% of
clinical cases were related to the canonical pandemic strain, as
observed prior to 2007, and neither the new pathogenic strains
nor the serovar 03:K59 observed in 2007 was detected, In 2009
only 441 cases were reported, in contrast to the more than
1,000 cases reported in other years (with the exception of
2007). Also, similar to the observations in 2007, only 64% of
the clinical cases (9 of 14 cases analyzed) were related to the
pandemic strain. The other five cases corresponded to a single
DGREA group and lacked the pathogenicity-associated genes
tdh and rh. Since the same isolates were found in the five
clinical cases, it is unlikely that they correspond to nonvirulent
strains. This is an important observation for risk analysis since
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TABLE 3. V. parchaemolyticus isolates in clinical and shellfish samples in Regién de los Lagos, Chile, from 2004 to 2009°

Clinical case data

Sheltfish data

Pandemic isolate characteristic
Yr 1 No. of p:fa%.ccr:ic (mo. of isofates [%3)" Sample data (no. [%]) V. Pandemic N‘:" of
Total no, . :  ori s pandemic
- . haemolyticus  strain f
of cases, €3¢S strain ) 42:kb V. Pandemic P4 i’ 1 strain
analyzed  positive 03‘56 O?J?_v mmil!‘;‘” phage a;?t:: 4 Pamhaemolyicus  strain load" load isolates
cases (%) hegative negative negative positive . positive positive
2004 1,500 24 23 (96) * . * 0/9 (0) NI NI NI NI NI 1
2005 3,725 40 40 (100) 1] 0 i} 1/9 (11) NI NI NI NI NI 2
2006 1,083 19 19 (100) 0 0 0 61I(5H 2 17 (85) 10 (50) 255 93 6
2007 477 37 27(73) 13 i} [\) 0/27 (0} 20 16 (80 4(20) 226 2.5 0
2008 1,153 46 45 (98) 1 0 2 2/8 (25) 27 27 (100) 8(30) 5.0 2.2 3
2009 441 14 9 (64) 1] 0 0 2{13 (15) 17 14 (82) 4(24) 33 0.5 i]

“ Data for 2004 1o 2007 was extracted or calculated from data from previous publication of our group (8, 9, 11). NI, data were not incorporated because the analysis

was performed by a different and less sensitive method than that used since 2006.

® Asterisk, 5 of 24 clinical strains were reported as variants of the pandemic strain (9), but further examination of these isolates showed that they corresponded to
a pandemic strain contaminated with other ¥. parahaemolyticus steains, The data reported for the 42-kb phage represent the number of Isolates positive/total number

of pandemic strain isolates,

“Total and pandemic V. parahaemolyricus loads were calculated according to the number of enrichment tubes positive for #th and for tdh and trh, respectively;
numbers correspond to the average peometric mean of bacteria/g in positive samples.

these two genes are considered markers of pathogenic strains
and are used to estimate the load of pathogenic strains in
seafood. The pandemic strain serovar 03:K59 and the other
nonpandemic strains observed in clinical cases of 2007 were
not detected in 2009, These overall results suggest the exis-
tence of a background leve! of diarrhea cases related to a
diverse group of nonpandemic strains of pathogenic V. para-
haemolyticus, which become evident when there are relatively
few cases produced by the pandemic strain. This assertion is
supported by observations in Japan and Taiwan in 1996, when the
large diversity of V. parahaemolyticus serotypes observed in clin-
ical cases was surpassed by the predominance of seratype O3:K6
(4, 23). The load of V. parahaemolyticus in shellfish and the num-
ber of pandemic isolates recovered from the enrichments seemed
to parallel the extent of the outbreaks, but the sample number
analyzed was too low to confirm a definite relationship.

The arrival and massive proliferation of the V. parahaemo-
Hicus pandemic strain in Region de los Lagos offered us an
exceptional opportunity to study the evolution of a clonal
strain in its natural environment. As stated by Achtman and
Wagner (1), these genetically monomorphic organisms may
reveal evolutionary mechanisms undetectable in bacterial pop-
ulations with greater sequence diversity, in which millions of
years of evolutionary history have blurred genomic signals of
phylogenetic history through recombination or have elimi-
nated them through genomic reduction. Substantiating this
claim, we found that two of the pandemic strains from clinical
patients lacked the toxRS,., marker, one had serotype Q3:
KUT, and four contained a 42-kb linear prophage plasmid
observed in pandemic strains since 2005 {24). However, except
for the lysogenized variants, most of the variants seem to per-
sist for short times and are observed only sporadically (Table
3). The emergence and disappearance of serotype variants
have been reported previously (5).

Taking into account the five additional new DGREA groups
found in 2008 and 2009, a total of 28 groups have now been
detected in shellfish, According to the number of isolates ob-
served at a single time and those observed more than once, the
richness of V. parahaemolyticus DGREA groups in shellfish
{mainly mussels) may be estimated by Chaol analysis to be 60

(12). However, the number of different V. parahaemolyticus
strains in sheilfish is probably much larger since most of the
samples analyzed correspond to a single shellfish species ex-
tracted from an area of less than 1 km® Using the Chaol
method, Thompson et al. {20} estimated that 1,287 Vibrio
splendidus genotypes, as determined by pulsed-field gel elec-
trophoresis patterns, occur in the water column,

The systematic follow-up of the V. parghaemolyticus strains
in shelllish and clinical cases (summarized in Table 3) has
contributed to a better description of the ecology of this spe-
cies in seafood. The results presented here complement pre-
vious findings (7, 8, 11) and offer new observations that in-
crease our knowledge of V. parahaemolyticus outbreaks in
southern Chile. Overall, they show that the pandemic strain
has become a relatively stable bacterial subpopulation of the
diverse V. parghaemolyticus population present in shellfish in
Chile. However, the pandemic strain is evolving by serotype
changes and interactions with phages (24) and other V. para-
haemolyticus subpopulations (11). The load of pandemic strain
in shellfish scems to fluctuate yearly, and this oscillation could
be related to the fluctuation of clinical cases. The results re-
ported here together with those obtained from the summer of
2007 (11) indicate that there are other V. parahaemolyticus
pathogenic strains that become evident when the prevalence of
diarrhea cases related to the pandemic strain declines. Some of
these pathogenic strains may consist of strains that are negative
for tdh and trh. The jsolation of the same strains—considering
their grouping in the same DGREA group—from five clinical
cases suggests that these isolates are not nonvirulent strains that
proliferate during infection with a virulent strain, as has been
suggested when isolates negative for rd/: and i are obtained (3).
This is an important observation for risk analysis since these two
genes are considered markers of pathogenic strains and are used
to estimate the load of pathogenic strains in seafood.
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