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RESUMEN

Vibrio parahaemolyticus es una especie bacteriana marina asociada a mariscos capaz
de causar diarrea en humanos. Las bacterias de esta especie contienen 11 copias de
operones de RNA ribosomales (#rn). La presencia de tantos genes repetidos requiere un
mecanismo para evitar que los genes 165 rRNA (rrs), 23S 1RNA (rrl) y 5S rRNA (rr/)
que conforman este operén se vayan diferenciando. El fenémeno de mantencion de la
misma secuencia en los genes repetidos, denominado “evolucion concertada”, sélo ha
podido ser explicado con teorias. Existen cepas de V. parahaemolyticus, como la
RIMD?2210633 (VpKX), con copias idénticas de los genes rrs presentes en los 11 rrn.
Sin embargo, otras como la ATCC17802 (VpD), muestran heterogeneidad entre sus rrs.

Esta tesis caracterizé inicialmente la extension y diversidad de la heterogeneidad en
los rrs de V. parahaemolyticus en aislados clinicos y ambientales obtenidos de mariscos,
y pertenccientes a grupos genotipicos distintos, diferenciados por sus patrones de
restriccién del genoma (DGREA). Aproximadamente el 62% de los aislados mostraron
heterogeneidad intragenémica en sus r7s, conteniendo en total 16 secuencias diferentes
dentro de un segmento de 25 nucledtidos ubicado entre los nucleétidos 455 - 479 del
168 rRNA (segiin el 16S rRNA de Escherichia coli). A pesar que los sitios diferentes
pueden constituir 12 a 48% de los sitios nucleotidicos, cada segmento conserva la
estructura de horquilla o “stem-loop” caracteristica de esta region del rrs. La
acumulacién de tantas sustituciones con cambios compensatorios implica que la
divergencia de los diferentes rrs es relativamente muy antigua.

La explicacién més adecuada de nuestros resultados es que la heterogeneidad en los
rrs se genera por recombinacién entre segmentos de rrs que provienen de distintas
bacterias. La alta proporcién de aislados ambientales con heterogeneidad (62%) sugiere

que la transferencia lateral y la recombinacién son frecuentes entre cepas de V.
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parahaemolyticus. Esta transferencia se daria entre especies del género Vibrio ya que las
secuencias encontradas en las variantes se observan sélo en bacterias de este género.

La poblacién de V. parahaemolyticus en mariscos es muy diversa, habiéndose
encontrado desde el 2004 al 2007 un total de 23 cepas genotipicamente distintas sélo en
el Seno de Reloncavi (regién de Puerto Montt). En cambio, la poblacion de V.
parahaemolyticus en los casos clinicos sélo incluy6 hasta el 2006 aislados de la cepa
clonal pandémica que contiene rrs idénticos. El 2007 se detectd una nueva cepa clinica
que a diferencia de las anteriormente encontradas mostraba diferencias entre sus rrs.
Este nuevo grupo de aislados clinicos, cuya cepa tipo es PMC38.7, causo
aproximadamente el 13% de los casos del brote de V. parahaemolyticus en Puerto Montt
en el verano del 2007. El analisis de sus genes rrs mosiré heterogeneidad con la
presencia de 3 secuencias diferentes. La caracterizacién detallada de esta cepa, incluida
en esta tesis, mostrd que contiene genes de virnlencia idénticos a VpKX (cepa
pandémica) aunque pertencce a un complejo clonal distinto al pandémico, causante dela
mayoria de los brotes antes reportados en esta misma region, Siete genes
“housekeeping” muestran en cambio diferencias nucleotidicas de un promedio de 1.5%.
Los genes de virulencia encontrados en esta cepa corresponden a genes del sistema de
secrecion tipo III ubicados en una isla de patogenicidad en el cromosoma 2 (SSTTZ2) de
VpKX. La presencia de genes del SSTT2 idénticos a los de VpKX en bacterias que
difieren en sus genes “housekeeping” y en sus patrones DGREA, sumada a la
heterogeneidad de sus #rs, sugiere que la cepa PMC38.7 se origin6 por transferencia
horizontal de la isla de patogenicidad desde VpKX a una cepa ambiental.

De acuerdo a estos resultados entendemos ahora que la poblacién de V.
parahaemolyticus en mariscos estd conformada por grupos genotipicos distintos que
pueden, por transferencia lateral, intercambiar con alta frecuencia genes rrs y genes

relacionados con patogenicidad, generando nuevas cepas potencialmente patogenas.
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ABSTRACT

Vibrio parahaemolyticus is a bacteria associated with shellfish and cause
diarthea in humans. Bacteria of this specie contain 11 copies of ribosomal RNA operons
(rrn). The presence of so many repeated genes require a mechanism to prevent genes
16S rRNA, 23S rRNA and 5S rRNA, that conforms rrr operon, continue differentiating.
The phenomenon for maintaining the same sequence in the repeated genes, called
"concerted evolution", could only be explained with assumptions. There are strains of 7.
parahaemolyticus, as RIMD2210633 (VpKX) with identical copies of rrs genes present
in the 11 rrn. However, others strains such as the ATCC17802 (VpD) show
heterogeneity among its rrs.

This thesis initially characterized the extent and diversity of heterogeneity in the
V. parahaemolyticus rrs genes in clinical and environmental isolates obtained from
seafood that belonging to different genotypic groups, differentiated by their restricted
genome (DGREA). Approximately 62% of isolates showed heterogeneity intragenomic
in their rrs, containing a total of 16 different sequences within a segment of 25
nucleotides located between nucleotides 455 - 479 of the 16S rRNA (according to the
168 tRNA from Escherichia coli). Despite the different sites may constitute 12 to 48%
of nucleotide sites, each segment retains the hairpin structure or “stem-loop"
characteristic of this region of rrs. The accumulation of so many substitutions with
compensatory variations means that the divergence of different rrs is relatively very
ancient.

The most appropriate explanation of our results is that the heterogeneity in the
rrs is generated by recombination between rrs segments from different bacteria. The
high proportion of environmental isolates with heterogeneity (62%) suggested that the
horizontal transfer and recombination are common among strains of V.
parahaemolyticus. This transfer would be between species within the genus Vibrio
because the sequences found in the variants are found only in bacteria of this genus.

V. parahaemolyticus population in seafood is very diverse, revealing from 2004

to 2007 a total of 23 strains genotypically different only in the Reloncavi Inlet (region of
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Puerto Montt). In contrast, V. parahaemolyticus population in clinical cases included
only the clonal pandemic strain isolates until 2006, which contain rrs identical. In 2007
was detected a new clinic strain that differ those previously found showed differences
between their 7rs. This new group of clinical isolates, whose type strain is PMC38.7,
caused approximately 13% of cases in the V. parahaemolyticus outbreak in Puerto Montt
in the summer of 2007. The analysis of their rrs genes showed heterogeneity and the
presence of 3 different sequences. The detailed characterization of this strain, showed
that contains virulence genes identical to VpKX (pandemic strain) but belongs to a
different clonal complex than pandemic, the source of most of the outbreaks reported
earlier in the same region. Seven gene "housekeeping" show nucleotide differences in
average of 1.5%. The virulence genes found in this strain correspond to type III
secretion system genes located on the pathogenicity island on the chromosome 2
(SSTT2) in VpKX. The presence of SSTT2 genes identical to those of VpKX in
bacterial that differ in their "housekeeping” and their DGREA, coupled with the
heterogeneity of their rrs, suggested that the strain PMC38.7 was originated by
horizontal transfer of the pathogenicity island from VpKX to an environmental strain.
According to these results, we understand now that V. parahaemolyticus seafood
population is conforming different genotypic groups that may, by lateral transfer,
exchange to high frequency rrs genes and genes associated with pathogenicity,

generating new potentially pathogenic strains.
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INTRODUCCION

Vibrio parahaemolyticus es una bacteria capaz de causar diarrea en humanos,
que habita naturalmente en aguas marinas costeras, especialmente estuarios. Su
concentracion en el agua o mariscos se ve afectada por cambios en la temperatura,
salinidad, disponibilidad de nutrientes y presencia de otros organismos marinos, Estas
bacterias se asocian al plancton y moluscos bivalvos. Estos itimos las acumulan durante
el proceso de filtracién y alimentacion, donde alcanzan concentraciones hasta 100 veces

superiores a las del agua (Heitmann y col., 2005).

V. parahaemolyticus fue reconocido en el afio 1950 como agente de
enfermedades transmitidas por alimentos (ETAs) en Japon. Desde entonces ha adquirido
un rol mas protagénico como agente causal de infeccidn gastrointestinal relactonada con
el consumo de mariscos crudos o insuficientemente cocidos (Sumner y col., 2001). La
mayoria de las cepas de V. parahaemolyticus encontradas en el mar son inocuas, menos
del 1% de los aislados de origen ambiental (agua, mariscos) poseen la capacidad de

producir infeccién entérica.

Las infecciones por V. parahaemolyticus causantes de la mayoria de
gastroenteritis relacionadas con el consumo de alimentos marinos estaban asociadas con
muiltiples serotipos hasta 1996. Desde entonces, gran parte de los casos han sido
causados por ¢l serotipo 03:K6 (Bag y col., 1999), denominado clon pandémico, por
corresponder a un grupo de bacterias con el mismo origen que se expandieron

répidamente por gran parte del mundo. La mayoria de aislados de este clon pandémico




muestran una secuencia tinica dentro del operén foxRS (foxRS /new) (Matsumoto y col.,
2000) y poseen un Unico marco abierto de lectura, orf8 (Nasu y col., 2000), €l cual
corresponde a un fago filamentoso temperado. Otras propiedades de las cepas
pandémicas son la presencia del gen tdh (hemolisina directa termoestable) y la ausencia

de trh (hemolisina relacionada a TDH) y del gen de la ureasa (Suthienkul y col., 1995).

1. Epidemiologia y diversidad de aislados de V. parahaemolyticus en Chile.

Durante Noviembre de 1997 y Marzo de 1998, ocurrié el primer brote de V.
parahaemolyticus en la ciudad de Antofagasta (23°39'S 70°24'W), observandose
aproximadamente al menos 300 casos clinicos (Cordova y col., 2002). Un segundo
brote que afecté aproximadamente 1500 personas (Unidad de Epidemiologia, Servicio
de Salud Llanquihue-Chiloé-Palena, Chile, comunicacién personal), ocurrié durante
Enero y Marzo del 2004, en la region de Puerto Montt (41°29'S 72°24'W). En el 2005,
aproximadamente 3600 casos clinicos fueron reportados en esa mistma regién (Olea y
col., 2005). Ademas, el 2005, la epidemia se extendi6 en todo el pais con
aproximadamente 11000 casos, probablemente causados por los mariscos de Puerto
Montt ya que esta regién produce cerca del 80% de los mariscos consumidos en las
principales ciudades. Desde el 2004 al 2007 han ocurrido un nimero total aproximado
de 7000 casos s6lo en esta region. Practicamente todos estos casos han sido causados por
la cepa pandémica identificada originalmente en el Sudeste asiatico en 1996 (Okuda y

col., 1997).




Una especie bacteriana es un conjunto de aislados originados de un ancestro
comtin, en el cual la divergencia genética de una generacién constante resulta en clones
(Maslow y col., 1993). Los clones son definidos como aislados relacionados que son
indistinguibles uno de otro por una variedad de métodos de tipificacion molecular
(Farber, 1996). La divergencia genética de las cepas surge aleatoriamente, debido a

mutaciones no letales que se acumulan con el tiempo (Maslow y col., 1993).

La especie V. parahaemolyticus esti conformada por cepas evolutivamente
cercanas pero que conforman diferentes complejos clonales (Matsumoto y col., 2000).
Los clones se pueden distinguir por sus patrones obtenidos mediante el uso de diferentes
técnicas, como son la PCR con partidores arbitrarios (AP-PCR) (Okuda y col,, 1997;
Matsumoto y col., 2000), tipificacién en base a la secuencia de multiples loci (MLST)
(Chowdury y col., 2004), RFLP-PFGE (Wong y col., 2000) y andlisis directo del
genoma por restriccion enzimatica (DGREA) (Fuenzalida y col., 2006). Empleando este
4ltimo método, se han descrito 23 clones distintos de V. parahaemolyticus obtenidos de
mariscos del sur de Chile desde el 2004 hasta el 2007. La cepa pandémica representa
s6lo una fraccion menor de esta poblacion diversa que estd cambiando constantemente
en los mariscos de la regién de Puerto Monit (Gonzilez-Escalona y col., 2005,

Fuenzalida y col., 2006 y 2007; Harth y col., manuscrito).

La serotipificacién de V. parahaemolyticus ha mostrado ser poco fiable en el
seguimiento de la dispersién del clon pandémico, ya que se han identificado al menos 11

serovariantes distintas al serotipo original O3:K6 (Ansaruzzaman y col., 2005;



Chowdury y col., 2004a, 2004b). Estas nuevas serovariantes son muy similares o
indistinguibles de las cepas O3:K6 por una variedad de técnicas moleculares que
incluyen: AP-PCR, PFGE, ribotipificacion, analisis de ISR1 y DGREA (Chowdury y
col., 2000; Gonzilez-Escalona y col., 2005; Matsumoto y col., 2000; Okuda y col.,
1997; Fuenzalida y col., 2006). Estas técnicas demuestran alta diversidad en V.
parahaemolyticus y son tutiles para el seguimiento de la incidencia y propagacién del
clon pandémico, pero proveen una informacién muy limitada acerca de la relacién

genética o la evolucion de este clon y su interaccion con otras cepas.

La tipificacién por secuencias de multiples loci (MLST) se basa en ¢l andlisis de
secuencias de genes “housekeeping” seleccionados, y se esta convirtiendo en el método
de eleccion para determinar la epidemiologia global de patégenos bacterianos (Maiden y
col., 1998; Maiden, 2006). MLST provee una caracterizacién definitiva de aislados
bacterianos y otros orgenismos, siendo los resultados consistentes entre uno y otro
laboratorio. Estudios previos de MLST han conducido a un mejor entendimiento de la
relacién genética entre cepas de una especie y han identificado la importancia evolutiva
de mutaciones y eventos de transferencia lateral (Feil y col., 1999 y 2003; Miragaia y

col., 2007).

Un reciente estudio de MLST ha sido realizado utilizando 7 genes
“housekeeping”: 3 para el cromosoma I (recd, dnaE 'y gyrB) y 4 para el cromosoma I
(didS, pmtd, pyrC ytnad ), y una coleccién geograficamente diversa de

aproximadamente 100 cepas de V. parahaemolyticus pandémicas y no pandémicas, lo




cual permiti6 establecer que en V. parahaemolyticus la recombinacion puede producir
mayor variacién genética que las mutaciones puntuales (Gonzalez-Escalona y col.,

manuscrito).
2. Operones ribosomales y genes 16S rRNA en V. parahaemolyticus.

Los genes que codifican los RNAs ribosomales (rfRNA) 58, 16S y 23S estan
tipicamente organizados en un operon, en miembros del dominio Bacteria (Klappenbach
y col., 2000). Los genes ribosomales en los operones ribosomales (r77) se presentan en
1a siguiente secuencia: 16S (r7s) — 238 (rrl) — 58 (rrf). El transcrito unico primario de
cada operén es procesado posteriormente a su transcripcién para generar los diferentes
RNAs que se encuentran en los ribosomas (Condon y col., 1992; Gurtler y Stanisich,

1996).

El nimero de copias de operones rrn por genoma bacteriano es variable. Las
diversas especies bacterianas pueden contener de una hasta 15 copias del gen rrs (Acinas
y col., 2004). El nimero de operones 771 podria establecer la rapidez con la cual los
microbios pueden sintetizar ribosomas y responder a cambios favorables en condiciones
de crecimiento (Condon y col., 1995; Stevenson y Schmidt, 1998). Por lo tanto, el
nimero de operones rrn €N un genoma representaria un indicador genético de la
estrategia ecologica de una bacteria para responder a la disponibilidad de recursos

nutritivos (Klappenbach y col., 2000).




Hay 2 hipétesis principales para explicar la existencia de multiples operones rrn
dentro de un genoma. Estas muiltiples copias de operones rr#: i) proveen un efecto
multiplicador sobre la traduccién, permitiendo a la bacteria crecer rapidamente en
respuesta a un cambjo ambiental (Klappenbach y col., 2000) y/o ii) existiria una
diferenciacién funcional entre operones rRNA con una expresién diferencial en

respuesta a un cambio ambiental (Gunderson y col., 1987).

V. parahaemolyticus poseen 11 operones rrr que pueden contener rrs diferentes
o iguales. Las diferencias se ubican en una regién reconocida como hipervariable dentro
de los rrs de diferentes géneros (Gray y col., 1984) asi como de diferentes especies de
Vibrio (Dorsch y col., 1992), que comprende los nucleétidos 440 — 496 (numeracion del
rrs de Escherichia coli). El genoma de la cepa secuenciada de V. parahaemolyticus
RIMD2210633 (VpKX) consiste de 2 cromosomas circulares que incluyen 11 copias de
rri: 10 en el cromosoma 1 y una en ¢l cromosoma 2 (Makino y col., 2003). El anélisis
de la secuencia en cada operén muesira que contiene alelos rrs casi idénticos, Sin
embargo, otras cepas de V. parahaemolyticus como el ATCC17802 (VpD), muestran
heterogeneidad intragenomica entre sus rrs (Gonzalez-Escalona y col., 2005; Moreno y
col., 2002). La cepa VpD conticne 2 clases de rrs (Moreno y col., 2002), que difieren en
10 sitios nucleotidicos dentro de un segmento de 25 bases. Este segmento codifica una
horquilla (“stem loop™) hipervariable del 168 rRNA, el cual incluye los nucleétidos 455
- 479 (numeracién de E. coli). En VpD, 7 operones rrn contienen alelos #rs con un tipo
de secuencia y 4 con la otra (Gonzilez-Escalona y col., 2005). Uno de estos segmentos

difiere en 7 nucleétidos del segmento correspondiente en la cepa VpKX, y el otro difiere




en 10. Sin embargo, a pesar de la gran diferencia de secuencias, cada segmento
conserva la estructura de horquilla que es caracteristica de esta regién en el RNA

ribosomal.

El hecho de tener rrs polimérficos podria constituir una ventaja selectiva,
involucrando la posibilidad de tener varias moléculas de rrs que respondan de manera
diferente a la presencia de compuestos que interactiian con los ribosomas bacterianos,
como por ejemplo algunos antibidticos (Recht y col., 1999; Vakulenko y Mobashery,
2003). Sin embargo, los sitios nucleotidicos en el rrs que estan asociados con resistencia
a antibiéticos (Hu y Ochi, 2001; Recht y col., 1999) no muestran correspondencia con
los sitios polimoérficos observados en V. parahaemolyticus. Se ha mostrado que los sitios
nucleotidicos 456-476 en el rrs de E. coli, coincidentes con la region variable de 25
bases en V. parahaemolyticus, son necesarios para la interaccién especifica con la
proteina ribosomal S4, la cual es esencial para iniciar el ensamblaje del ribosoma (Sapag

y col., 1990).

Varias caracteristicas del gen 168 rRNA, tal como su funcién esencial y sus
propiedades evolutivas, le han permitido ser uno de los marcadores moleculares mas
usados en ecologia microbiana. Sin embargo, un hecho que ha sido pasado por alto es
que muiltiples copias de este gen estan comunmente presentes en ciertas bacterias y que

estas copias intragen6émicas pueden diferir en secuencia, conduciendo a la identificacién

de multiples ribotipos para un solo organismo.




3. Evolucion de genes repetidos en un genoma.

Los genes repetidos en un cromosoma, como es el caso de los rrn, pueden ir
diferencidandose entre si al sufrir independientemente cambios en su secuencia
ocasionados por distintos eventos, Estos pueden ser: mutaciones, rearreglos en el DNA
cromosomal y adquisicién de DNA externo transferido lateralmente (Arber, 2000). La
evidencia acumulada en los Gltimos afios sugiere que de estos tres mecanismos, el més
significativo es la recombinacién con fragmentos transferidos lateralmente.
Originalmente se crey6 que la transferencia lateral de genes de RNA ribosomal era muy
improbable, debido a la larga coevolucién de los RNA ribosomales con otros cuarenta o
més genes con cuyos productos debe interactuar (Jain y col., 1999). Sin embargo,
actualmente se ha visto que la transferencia lateral de genes ribosomales entre especies
evolutivamente cercanas, puede ser muy frecuente (Stritz y col., 1996, Asai y col,,
1999). Los cambios en los genes de RNA ribosomal, ocasionados por la transferencia
lateral, se verfan facilitados porque no requieren cambio del gen completo y pueden
involucrar s6lo fragmentos pequefios de estos genes (Wang y Zhang, 2000). La
transferencia lateral puede ocurrir por transformacién, conjugacién y transduccién. En
bacterias marinas como los ¥ibrio, la transduccion podria ser particularmente frecuente,
dada la alta concentracién de bacteriofagos en agua de mar (Wommack y Colwell,

2000).

Las distintas copias de operones rrn se diferenciarian y evolucionarian de manera

concertada, debido a la existencia de un mecanismo denominado conversién génica




(Liao, 2000). Sin embargo, en algunos aislados de varias especies uno o mds de los
miltiples loci rrs intragenémicos pueden diferir considerablemente del resto, y su
presencia se considera debida a recombinacién homéloga con bacterias relacionadas

(Morandi y col., 2005; Sneath, 1993; Ueda y col,, 1999; Yap y col., 1999).

En la evolucién de los rrn repetidos existen cambios que generan diferenciacion
(Hashimoto y col., 2003) y un mecanismo que mantiene los rrn coevolucionando con los
mismos cambios, para evitar su diferenciacion como ocurrirfa si evolucionaran
independientemente. Dependiendo de la intensidad de una u otra, podran obtenerse dos
resultados: genes repetidos idénticos si la homogeneizacién es mayor, o genes repetidos
polimérficos si la presién hacia la diferenciacién es mayor. Esta homogeneizacion
parece proceder por conversidn génica, en la cual una copia del gen es convertida a la
secuencia presente en la otra. La conversion génica seria el resultado de un evento de
recombinacién no-reciproca que no estd claro (Liao, 2000; Gonzélez-Escalona y col,

2005).

La presencia de genes rrs repetidos iguales o diferentes en una cepa bacteriana,
las causas y potenciales consecuencias de uno u otro, constituyen un problema nuevo
que despertard mayor interés en el futuro. Se piensa que el polimorfismo en los genes rrs
puede ser importante para comprender mejor la historia evolutiva de una cepa como su
capacidad para sobrevivir en hdbitats muy distintos. Ademés, la variabilidad
intragenémica, tiene importantes implicaciones practicas para la identificacion

bacteriana.
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4. Generacién de nuevas cepas por transferencia génica horizontal.

Cada organismo se adapta a un habitat particular y los patégenos no son la
excepcion. Todos los genomas microbianos han evolucionado mediante 3 procesos
principales: 1) modificacién de genes existentes, 2) pérdida de genes, y 3) ganancia de
genes, que confieren beneficio en el nicho ecolégico actual (Gal-Mor y Finlay, 2006).
Mientras que las mutaciones puntuales conducen a un lento desarrollo evolutivo, la
adquisicién y escision de grandes fragmentos genémicos répidamente genera nuevas
variantes (Flakow, 1996). Fagos, plismidos e islas de patogenicidad estin involucrados

en aquellos procesos de rapido movimiento evolutivo.

La adquisicién de nuevos genes por transferencia horizontal, ya sea por
transformacién con DNA libre, transduccién con fagos o introduccién de plasmidos o
fragmentos cromosomales por conjugacién, puede resultar en la generacién de nuevas
variantes de patogenos (patotipos). La transferencia génica horizontal representa la
piedra angular de la evolucion bacteriana, y conduce a cambios dramaticos en la
composicion de los genomas microbianos en periodos de tiempo relativamente cortos

{Ochman y col., 2000).

Es dificil asegurar que la capacidad de una bacteria para explotar nuevos
ambientes ocurra sélo por la acumulacién de mutaciones puntuales. Por el contario, hay
evidencias crecientes de que la transferencia génica horizontal ha tenido un rol 1

importante en la evolucién de genomas bacterianos, asi como en la diversificacion y

especiacién bacteriana (Ochman y col., 2000). El significado de la transferencia
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horizontal para la evolucion bacteriana fue reconocido en los afios 50, cuando ia
resistencia a multiples drogas emergi6 a gran escala a nivel mundial (Davies, 1996). La
facilidad con la cual ciertas bacterias desarrollan resistencia al mismo espectro de
antibi6ticos indica que esta caracteristica estd siendo transferida entre grupos, mas que
siendo generada “de novo” por cada grupo. Estudios recientes han demosirado que las
islas de patogenicidad adquiridas horizontalmente contribuyen de manera importante a
la naturaleza virnlenta de muchas bacterias patégenas (Groisman y Ochman, 1996;
Hacker y col., 1997).

Es poco probable que la transformacion sea de importancia en Vibrio, puesto que
no se conocen representantes del grupo que sean naturalmente competentes. Por el
contrario, hay muchos plasmidos conjugativos y fagos asociados con varias especies de
Vibrio, haciendo probable que la conjugacion y transduccion sean los principales modos

de transferencia génica horizontal en este género (Beumer y Robinson , 2005).

El andlisis genémico comparativo y las investigaciones sobre los mecanismos
involucrados en la transferencia de genes de virulencia, ayudaran a profundizar aspectos
evolutivos de V. parahaemolyticus. Los resultados de esta tesis muestran cémo la
transferencia horizontal de grandes segmentos conteniendo genes de virulencia

conduciria en tiempos relativamente cortos a la ocurrencia de nuevas cepas patogenas,

5. Islas de patogenicidad: importancia en la evolucién bacteriana.

La mayoria del DNA transferido horizontalmente es parte del grupo de genes

denominados flexibles. Ademds de fagos y plasmidos, los genes flexibles comprenden
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transposones, integrones, islotes gendmicos e islas gendmicas (Hacker y Carniel, 2001).
Las islas genémicas que codifican factores de virulencia son denominadas islas de
patogenicidad (IPa). Estas islas fueron descritas por primera vez en el genoma de E. coli
patgenas (Blum y col., 1994) y su caracterizacion ha cambiado la manera de pensar
acerca de la evolucién de la patogenicidad bacteriana. Las IPa son componentes de los
genomas de muchos Gram positivos y Gram negativos. Su presencia confribuye al
“fitness in vivo” de aquellas bacterias que lo poseen, incrementando su supervivencia

y/o transmision a nuevos hospederos (Hacker y Kaper, 2000; Hurley y col., 2006).

Las IPa tienen uno o mds genes asociados a virulencia y pueden ocupar regiones
relativamente grandes en el cromosoma, variando de 10 a mas de 100 kb. Algunas cepas
tienen pequefias regiones de DNA (I a 10 Kb) que se han denominado “islotes de
patogenicidad”. Comtnmente las IPa tienen un contenido GC y una frecuencia de uso de
codones que difiere del resto del genoma. Las IPa estin frecuentemente flanqueadas por
secuencias repetidas directas y un gen tRNA. Ademads, poseen genes relacionados con la
movilidad genética, como integrasas, transposasas y genes de fagos (Gal-Mor y Finlay,
2006). Recientemente se ha demostrado la presencia de una isla de patogenicidad
relacionada a una secuencia de DNA viral en V. cholerae y Helicobacter pylori (Figura
y col., 1998). El anélisis de las secuencias flanqueantes demostré que la isla habia sido

adquirida por un evento de transduccién.

Las IPas se han seleccionado durante la evolucion ya que su presencia confiere

ventajas selectivas a sus hospederos bacterianos. Sin embargo, en algunas ocasiones, la




adquisicién de las IPas podria orientar la evolucién de su bacteria hospedera. Este puede
haber sido el caso de Yersinia pestis, especie que emergio6 recientemente (1500 a 20000
afios) desde Y. pseudotuberculosis (Achtmann y col., 1999). Probablemente la IPa sirvié
como uno de los factores clave en la emergencia de este microorganismo. En otras
palabras, Y. pestis probablemente no hubiese evolucionado a partir de T
pseudotuberculosis si el genoma de éste no hubiese contenido la IPa. (Hacker y Carniel,

2001).

Hurley y col. (2006), identificaron en la secuencia del genoma de V.
parahaemolyticus RIMD2210633 un total de 9 regiones de mas de 10 Kb cada uno, con
un contenido G+C aberrante, que codifican genes de integrasas o transposasas. Estas 9
regiones incluyen un profago y un integrén, asi como 7 regiones adicionales
denominadas isla 1 (VPal-1) a isla 7 (VPal-7). Las 7 islas genémicas varian de 10 a 81
kb, y estan flanqueadas por repetidos directos, con contenidos G+C mds bajos (38 a
43%) que el contenido del genoma total (45%) en 6 de ellas. Todas las islas genomicas
codifican un gen de integrasa, con excepcion de VPal-7, la cual contiene varios genes de
transposasa. VPal-7 es una region de 81 kb del cromosoma 2 con un contenido G+C de
39.8% mas bajo que el total del genoma entero de 45% (Makino y col., 2003),
identificada como una potencial isla de patogenicidad, en la cual se encuentran dos
copias del gen tdh, que codifican la hemolisina termoestable directa asociada con cepas
patégenas (Hurley y col., 2006; Makino y col., 2003). VPal-7 contiene ademds genes
que codifican un sistema de secrecién tipo III (SSTT2), el cual en otras bacterias

patégenas exporta proteinas bacterianas directamente en las celulas hospederas. El
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SSTT2 mostrd estar presente solo en aislados de V. parahaemolyticus recuperados luego

de 1995 (Makino y col., 2003).

Las enfermedades infecciosas constituyen una causa significativa de mortalidad y
morbilidad en todo el mundo. Este problema se ha visto realzado con la emergencia de
nuevos patégenos. Por lo tanto, identificar factores de virulencia usados por estos
patégenos y entender su evolucion probablemente desde progenitores no patdgenos es
un aspecto importante para la ciencia basica y los actuales retos médicos. Entender el

concepto de isla de patogenicidad cambia Ia forma de percibir la virulencia bacteriana y

la evolucién microbiana.

En este trabajo se formularon las siguientes hipdtesis:

1) La extensién del polimorfismo en los genes 16S rRNA (r7s) difiere ampliamente entre
cepas de V. parahaemolyticus, y 2) La transferencia génica horizontal es un mecanismo
importante de evolucién de V. parahaemolyticus capaz de generar variantes tanto en los

genes 7rs como en genes de virulencia.

El objetivo general fue:

Determinar la extensién del polimorfismo en los rrs de cepas de V. parahaemolyticus

aisladas desde diferentes ambientes y la importancia de la transferencia génica
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horizontal como mecanismo de diversidad gendémica y ocurrencia de nuevas cepas

patégenas en V. parahaemolyticus.

Los objetivos especificos fueron:

1. Iderntificar aislados de V. parahaemolyticus desde diferentes ambientes (océano,
casos clinicos) y determinar posibles diferencias en las secuencias de sus 165 rRNAs

@rs).

2. Caracterizar las diferencias entre los rrs de cepas que muestren polimorfismo (sitios

nucleotidicos polimoérficos en los r7s).

3. Determinar la posible relacion entre la adquisicién de nuevo DNA y la ocurrencia de

nuevos aislados pandémicos.

4. Identificar los sitios de insercion de la isla de patogenicidad en PMC38.7.
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MATERIALES Y METODOS
1. Aislamiento de V. parahaemolyticus desde muestras ambientales y clinicas.

Las muestras de mariscos fueron colectadas de la costa de la regién de Antofagasta
durante el verano de 1998, y del seno de Reloncavi (Puerto Monitt) entre los veranos del
2004 al 2007. Los mariscos fueron empacados en bolsas de polietileno y mantenidos en
cajas con hielo hasta el momento de su analisis. El enriquecimiento, aislamiento y
caracterizacién se realizé 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 homogeneizados en 450 mL PBS. El homogeneizado fue
sembrado a diferentes concentraciones en una serie de 3 tubos conteniendo agua
peptonada alcalina (Alkaline Peptone Water, APW). Luego se incubaron toda la noche a
37°C y aquellos tubos que mostraron crecimiento en la superficie fueron plaqueados en
Agar TCBS (Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa). La incubacion se hizo por toda la noche
a 37°C, y aquellas colonias verdes o azuladas fueron purificadas e identificadas
mediante API-20E para Enterobacterias (BioMerieux, Halzelwood, MO) segin las
especificaciones del fabricante. Cada homogeneizado obtenido de 10 especimenes
constituye lo que denominamos una muestra.

Las muestras clinicas fueron obtenidas de hisopados rectales de pacientes con
diarrea aguda atendidos en el Hospital Regional de Puerto Montt durante el tiempo de

los brotes, segin lo descrito anteriormente (Gonzalez-Escalona y col., 2005a). El




17

aislamiento y crecimiento de los aislados a partir de estas muestras fueron realizados

también en TCBS segun lo mencionado anteriormente.

2. Cepasy condiciones de cultivo.

Las cepas de V. parahaemolyticus RIMD 2210633 (VpKX) y ATCC17802 (VpD)
fueron obtenidas del Instituto de Investigacion para enfermedades microbianas
(Research Institute for Microbial Diseases, Osaka University, Japan) y de la Coleccién
Americana de Cultivos Tipo (American Type Culture Collection, Manasas, VA),

respectivamente.

Nueve aislados de los brotes ocurridos en 1998 (Gonzélez-Escalona y col., 2005a)
fueron analizados por DGREA y divididos en 5 grupos. Aislados de cada uno de estos
grupos fueron elegidos como representantes: ATA30 (ATC230 pertenece al mismo
grupo), COA62, ATA65, LIAI38 y ATC297. Las cepas ATC230 y ATC297
corresponden a aislados clinicos no pandémicos. Ademas, se utilizaron aislados
ambientales genotipicamente diferentes, obtenidos a partir de muestras de mariscos del
sur de Chile durante el 2004 (PMA79, PMAIl12, PMA189, PMA337, PMA3309,
PMA3316), 2005 (PMAL.5, PMA2.5, PMA3S, PMA 165, PMA19.5, PMA22.5,
PMA27.5, PMA37.5: PMA 45.5, PMA109.5), 2006 (PMA13.6, PMA34.6, PMA36.6,
PMA40.6), y 2007 (PMA1.7, PMAI11.7, PMA21.7) (Tabla 1). Asimismo, se incluyeron
los siguientes aislados de muestras clinicas del 2007: PMC38.7, PMC53.7, PMC60.7,

PMC75.7, correspondientes a diferentes grupos DGREA. (Tabla 2).
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Tabla 1. Caracteristicas de aislados ambientales obtenidos desde mariscos durante

1998, 2004 al 2007 en Chile y pertenecientes a distintos grupos DGREA.

Cepa Serotipo | tdh | trh | th | orf8 | toxRS | API Origen Fecha | Heterogenci-
de dad en sus
llegada rs
ATA30 ND - - + - ND | ND Cholgas, 09-02-98 No
Antofagasta
COASG2 ND - - + ND [ND Ostiones, (7-04-98 No
- Copiapo
ATAGS ND - - + - ND |[ND ND, 22-04-98 Si
Antofagasta
LIA138 ND - - + - ND |[ND Navajuelas, 26-04-00 Si
muelle Lirquén
PMAT9 02:ND - - + - - Vp Ostras, 01-02-04 No
Huaihue
PMAL112 Q3:K6 - - + - - Vp Navajuelas, 01-02-04 Si
Cohihuen
PMA189 03:K6 - - + - - ND Almejas, 01-02-04 Si
Contao
PMA337 O7:ND - - + - - Vp Almejas, ND 01-02-04 Si
PMA339 O4:ND - - + - - Vp Almejas, ND 01-02-04 Si
PMA3316 03:K6 - - + - - Vp Almejas, ND 01-02-04 Si
PMAL.S 03:Ké - - + - - vp Choritos, 28-01-05 No
cultivo caleta
La Arena
PMAZ2.5 04:ND - - + - - Vp Choritos, 28-01-05 Si
. cultivo sector
) Quillaipe
PMA3.5 04:ND - - + - - Vp ND, Puerto | 28-01-05 No
. Montt
PMA16.5 04:K12 - - + - - Vp ND, Puerto | 28-01-05 Si
Montt
PMAI19.5 O8:ND - - + - - Vp Choritos, 09-02-05 Si

Coihuin
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PMA22.5 O2:ND - - Vp Choritos, 09-02-05 Si
Coihuin

PMA27.5 06:k46 - - Vp Choritos, playa | 09-02-03 Si
sector Quillaipe

PMA37.5 03:K6 + + Vp Choritos, 15-02-05 No
cultivo caleta
La Arena

PMA45.5 03:K6 - - Vp Choritos, 15-02-05 Si
cultivo caleta
La Arena

PMA109.5 | O3:Ké6 + + Vp Choritos, 11-03-05 No
cultivo sector
Quillaipe

PMA13.6 ND ND ND ND ND, La Arena 12-01-06 ND

PMA34.6 ND ND ND ND ND, Sector | 01-03-06 ND
Quillaipe

PMA36.6 ND ND ND ND ND, La Arena | 22-02-06 ND

PMA40.6 ND ND ND ND ND, Coihuin 01-03-06 ND

PMAL7 | ND ND | ND |ND | ND,  Puerto | 01-02-07 ND
Montt

PMAI1L1.7 ND ND ND ND ND, Puerto | 01-02-07 ND
Montt

PMA21.7 ND ND ND ND ND, Puerio | 01-02-07 ND
Montt

-; ausencia, +: presencia, ND: no determinado
API: método de identificacién bacteriana a nivel de especies.

Vp: Vibrio parahaemolyticus
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Tabla 2. Caracteristicas de aislados clinicos de V. parahaemolyticus

X obtenidos el 2007 desde Puerto Montt.

Aislado tlh | tdh | trh | orf8| toxRS/new | Grupo DGREA | ST MLST

PMC 50.7, 51.7, 55.7, 56.7, 58.7,
28.7,29.7,41.7,42.7, 44.7, 59.7,

70.7, 63.7, 64.7, 65.7, 66.7, 3.7, + | + | - | + + VpKX

1.7, 11.7, 14.7, 15.7, 16.7, 18.7,

19.7,20.7,22.7 3
PMC 38.7,47.7, 577,687,727 |+ | + | - | - ) 38.7 63
PMC 607, 25.7, 26.7, 27.7 T+ |+ ] - - 60.7 64
PMC 53.7 1o -1- - 15 28
PMC 75.7 Y- - - - 75.7 65

DGREA: caracterizacién por restriccion del genoma total con Nael.
MLST: tipificacion en base a secuencias de multiples loci.
ST: Secuencia tipo, disponibles en http:/pubmlst.org/vparahaemolyticus/

-: ausencia, +: presencia, ND: no determinado

3. Caracterizacion fenotipica

La caracterizacion fenotipica fue realizada utilizando API-20NE (Bio Merieux,
Halzelwood, MO) segiin las especificaciones del fabricante. La determinacién de los
antigenos O y K de las cepas de V. parahaemolyticus fue realizado por aglutinacién en

lamina utilizando antisueros de conejo obtenidos de Seiken (Denka Seiken, Japan). El

serovar K fue determinado paraK 1, 6, 8, 12, 25, 26, 41, 46, 56 y 68.
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4. Caracterizacion genotipica.

Los aislados fueron caracterizados e identificados como V. parahaemolyticus en
base a la presencia o ausencia de algunos marcadores genéticos (tth, tdh y trh), y como
pandémicos por la presencia de orf8 y toxRS/new. Reacciones de PCR fueron realizadas
utilizando aproximadamente 10 ng de DNA por tubo de reaccién y las amplificaciones
para tdh, trh, tlh, orf8 y toxRS/new se realizaron segun lo indicado (Bej ¥ col., 1999;
’ Lachaprertthisan y col., 2003, Matsumoto y col., 2000).

La caracterizacién por restriccién del genoma ‘total fue realizada por DGREA
utilizando Nael segun lo indicado por Fuenzalida y col. (2006). Brevemente, ¢l DNA fie
extraido desde 1 mL de un cultivo de toda la noche y suspendido en 50ul de TE (Tris
0.01 M, EDTA 0.001 M, pH 8.0). Una alicuota de 10ul. 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 concentracion final de 0.2 mg/mL por 1 h a 37°C. Aproximadamente
7uL de la digestién se mezcld con 2ul de buffer de carga y la electroforesis se realizé en
geles de poliacrilamida al 7.5%, por 3 h a 100 V. La tinci6n se realizé con nitrato de

plata. Fragmentos de 500 a 2500 pb fueron analizados.

5. Extraccién de DNA.
El DNA bacteriano fue extraido desde cultivos de toda la noche en Caldo Luria
Bertani con 3% de 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, luego de realizar una electroforesis en gel de agarosa y
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tincién con bromuro de etidio, con cantidades conocidas de DNA de AHindIll como

estandar.

6. Amplificacién por PCR del rrs.

La amplificacién del rrs fue realizada en la forma descrita por Espejo y Romero
(1997), utilizando los partidores 27F y 1492R para amplificar el rrs completo, y los
partidores 357F y 518R (Tabla 3) para amplificar la region variable del rrs descrita para
VpD (Moreno y col, 2002). Los amplicones fueron visualizados en geles de

poliacrilamida al 8% y tefiidos con nitrato de plata (Espejo y col., 1998).

7. Amplificacién por PCR de genes y segmentos de la isla de patogenicidad.

Los genes del SSTT2 (VPAI1335, VPA1338, VPA1339, VPAI341, VPA1342,
VPA1346, VPA1349, VPAI354, VPAI1355, VPAI1362, y VPAI1367) fueron
amplificados usando los partidores descritos por Meador y col. (2007) (Tabla 4)
utilizando las siguientes condiciones de PCR: denaturacién a 94°C por 1 min,
alineamiento a 61°C por 1 min y extension a 72°C por 1min 30s, por 35 ciclos, con un
tiempo de extension .final de 7 min a 72 °C. Los genes VPA1321 y VPAI376,
localizados adyacentes a cada una de las copias del gen #dh fueron amplificados bajo las
mismas condiciones mencionadas arriba con los partidores VPA1321F, VPAI32IR,
VPA1376F y VPAI1376R (Tabla 3) disefiados utilizando el programa Primer3

(http://primer3.sourceforge.net).
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Amplificaciones por PCR superponiendo diferentes segmentos de la isla utilizando
combinaciones de pares de partidores (Tabla 5) fueron realizados también con las
condiciones de PCR ya mencionadas, excepto que los tiempos de extension fueron de 4

a 7 min., segiin ¢l tamafio del producto esperado (aprox. 1 min/kb).

Dos pares de partidores fueron disefiados para amplificar cada una de las regiones
cromosomales flanqueantes de la isla de patogenicidad. La region izquierda de
aproximadamente 1572 pb abarcé las posiciones nucleotidicas 1389887 a 1391386, lo
cual incluye al gen VPA1312, descrito como el primer gen de la isla (Hurley y col.,
2006). La regién derecha de 997 pb abarcd desde los nucleétidos 1468601 al 1469523, ¢
incluy_c? el gen VPA1398, descrito como el ultimo gen de la isla (Hurley y col., 2006).
Los partidores empleados para la regién izquierda fueron VPA1311-1312F y VPAI1311-

1312R, y para la region derecha VPA1398-1399F y VPA1398-1399R (Tabla 3).

8. Amplificacién por PCR de los genes “housekeeping”.

Los genes “housekeeping” para MLST recA, dnal, gyrB, didS, pntA, pyrC y thaA
(esquema MLST desarrollado por Narjol Gonzilez-Escalona) fueron amplificados
utilizando los partidz)res descritos en el sitio web del MLST de V. parahaemolyticus
MLST  (http://pubmlst.org/vparahaemolyticus) ~ desarrollado  por Keith Jolley
(Universidad de Oxford) (Jolley y col., 2004). Las condiciones de PCR empleadas

fueron: denaturacién a 96°C por 1 min, alineamiento a 60°C por 1 min y extensién a

72°C por 1min, por 30 ciclos, con un tiempo de extension final de 10 min a 72 °C.
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Tabla 5. Pares de partidores empleados para amplificar por PCR distintos segmentos

dentro de la isla de patogenicidad.

Par de Nombre de los Tamaiio del producto
partidores * partidores esperado (pb)
1 1362F-1367R 3957
2 1349F-1354R 3901
3 1338F-1339R 780
4 1335F-1338R 2442
5 1341F-1342R 1024
6 1354F-1355R 1503
7 1335F-1342R 5410
8 1338F-1342R 3436
9 1349F-1355R 4883
10 1341F-1349R 6508
11 1342F-1349R 5901

2 .Los nameros indican Ia combinacién de partidores utilizados, la cual esta

referida con el mismo niimero en la Fig. 13 (Resultados).
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9. Purificacion de los amplicones y secuenciacion.

Los productos de PCR fueron purificados utilizando el kit “Wizard SV Gel or PCR
Clean-Up System” (Promega, USA) y secuenciados en ambas direcciones por Macrogen
(South Korea) o por MCLAB (South San Francisco, CA, USA.) utilizando los mismos
partidores empleados en las amplificaciones, excepto para el caso de los loci MLST
donde se emplearon MI13F (5-GTAAAACGACGGCCAGT-3") y MI13RpUC (5'-

CAGGAAACAGCTATGAC-3").

10. Electroforesis en gel en campo pulsado (PFGE).

Para separar los rrs individuales, el DNA total genémico se tratd con la enzima de
restriccién ICen-I que corta una secuencia especifica de los genes 238 tRNA en V.
parahaemolyticus. La separacion de los fragmentos generados se hizo por electroforesis
en campo pulsado, debido al gran tamafio de los fragmentos (Yamaichi y col., 1999).
Luego, la regién variable se amplificé a partir de las bandas escindidas, como lo

describid previamente Gonzilez-Escalona y col. (2005b).

Para la secuenciacion directa de los productos, €stos fueron purificados con Wizard

SV Gel and PCR Cleédn-Up System (Promega, USA) y secuenciados en Macrogen.

Para la secuenciacién de los alelos rrs individuales, éstos fueron separados en los
diferentes fragmentos de restriccion mediante PFGE como lo describié Gonzalez-

Escalona y col., (2005b). Brevemente, el DNA gendémico contenido en moldes de
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agarosa de bajo punto de fusién al 1.6% (“low melting point™) (lida y col., 1997),fueron
tratados con lisozima y proteinasa K, para posteriormente ser digerido con la enzima de
restriccion ICeu-1 (New England Biolabs) por 16 h a 37°C utilizando 50U/molde. La
electroforesis fue realizada en el sistema CHEF-DRII (Bio-Rad Laboratories) empleando
agarosa de bajo punto de fusidén al 1% (Promega) en buffer TBE 0.5X (0.45mM Tris-
borato, ImM EDTA-Na, pH 8.0). El tiempo de pulso empleado fue 1-80 s a 200 V por
20 h a temperatura constante de 14°C. Luego de la electroforesis, el gel fue tefiido con
bromuro de etidio por 30 min. Cinco o 6 bandas con mayor migracion fueron escindidas
del gel con bisturies estériles y luego se disolvieron a 65°C en el doble de volumen de
TE 1X (10mM Tris-HCI, 1mM EDTA-NaCl, pH 8.0). Una muestra de 10 ul de la
solucion conteniendo el DNA de cada banda fue usada como templado para la

amplificacion de los rrs, como se describi6 anteriormente.

La presencia de diferentes secuencias en distintos grupos taxonémicos fue evaluada
usando el “probe match” de la base de datos RDP y restringiendo la bisqueda a
secuencias de aislados con mds de 1200 nucledtidos secuenciados y datos de secuencias
que comprendan de los nucledtidos 400 a 500 (segin numeracion de E. coli) (Cole y

col., 2005).

11. Construccion de dendrogramas.
Los patrones de los aislados de grupos DGREA correspondientes a los afios 1998,

2004 y 2005, fueron analizados con GelCompar II (Applied Maths, Sint-Martens-



29

Latern, Belgium) y sus distancias genéticas se calcularon en base al nimero de bandas
comunes entre los aislados. Matrices de similitud se calcularon usando el coeficiente de
Dice y el agrupamiento UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic

mean).

Para la construccion del dendrograma PFGE-RFLP, se identificaron las bandas con
similar y diferente migracion en el gel de electroforesis, y se generd una matriz de
similitud donde la ausencia de bandas se indicé como “0” y la presencia como “1”. Esta
matriz fue calculada usando el coeficiente de Nei y Li (Nei y Li, 1979) y finalmente
utilizada para obtener el dendrograma aplicando el agrupamiento WPGMA en Treecom
(Van de Peer y DeWachter, 1994).

Las secuencias MLST fueron concatenadas utilizando la opcidn indicada en
http://pubmlst.org/perl/mlstdbnet/mlistdbnet.pl?page=concat&file=vp_profiles.xml, vy
luego se construyd un dendrograma con el programa MEGAA4, usando el método del
“Minimun Evolution” con un “bootstrap” de 1000 réplicas, y utilizando el método de

Kimura-2 para estimar las distancias evolutivas (Kimura, 1980; Tamura y col., 2007).

12. Anadlisis de secuencias

Las secuencias .de DNA fueron analizadas individualmente y ensambladas
manualmente. Los alineamientos y similitud de secuencias se obtuvieron usando BioEdit
(Hall, 1999). Las secuencias obtenidas fueron depositadas en GenBank bajo los

siguientes ntimeros de acceso: DQ868329 — DQB68341 y EU185060 — EU185092.
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RESULTADOS.

1. Caracterizacién de los aislados ambientales de V. parahaemolyticus obtenidos

durante los brotes ocurridos en Chile.
1.1. Diversidad gendémica de los aislados ambientales.

Inicialmente, previo al andlisis de la heterogeneidad en los alelos rrs,
aproximadamente 200 diversos aislados ambientales se clasificaron en grupos de
acuerdo a los patrones de restricciéon de sus DNAs con Nael, obtenidos mediante
DGREA (Fuenzalida y col., 2000). Estos aislados habian sido obtenidos de mariscos
durante los brotes ocurridos en el norte de Chile el afio 1998, y en el sur desde el 2004 al
2007 (ver Tabla len Material y Métodos). Los aislados se clasificaron en 28 grupos
correspondiendo a: 3 grupos en el 2007, 4 en el 2006, 9 en el 2005, 6 en el 2004 y. 5 en

1998; incluyendo aquellos con el mismo patrén de la cepa pandémica VpKX (Fig. 1).

Los aislados obtenidos en Puerto Montt han sido analizados durante cada afio
desde el 2004, El patron DGREA de cada aislado fue comparado tanto con los patrones
del mismo afio como con aquellos obtenidos en afios anteriores. Cuando se observo un
patrén similar la posible identidad fue confirmada mediante electroforesis del DNA

digerido con Nael realizada en un mismo gel.
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En Antofagasta, los brotes desaparecieron después de 1998 y no se han obtenido
nuevos aislados. La Fig. 2 muestra el nimero de muestras de mariscos obtenidos en
Puerto Montt conteniendo cada uno de los grupos DGREA desde el 2004 al 2007, Una
muestra representa un grupo de aproximadamente 10 especimenes de mariscos, la cual
fue homogeneizada y cultivada segin se indica en Material y Métodos. En cada muestra
varios grupos DGREA pueden estar presentes. Algunos de estos grupos estan presentes
en cantidades detectables durante mas de un verano y muy pocos lo estan durante mas de
uno. Seélo uno de los grupos, el 118, se ha observado de manera continua desde el 2004.
El grupo KX, de la cepa pandémica, no fue detectado en mariscos recolectados el 2007,

pese a mantenerse presente durante los 3 afios previos consecutivos.

Los resultados indican que la poblacion indigena de V. parahaemolyticus €s

genotipicamente diversa y que su composicién cambia cada verano.

1.2. Heterogeneidad intragenémica en los genes r7s.

Se analizé la heterogeneidad intragenémica en los muiltiples alelos rrs de los
diferentes aislados de V. parahaemolyticus obtenidos de mariscos entre los afios 1998,
2004 y 2005. Para este analisis se escogié una cepa designada como representante (cepa
tipo) de cada uno de los grupos diferenciados por sus patrones de restriccién genémico

(DGREA) descritos anteriormente y cuyos patrones estan mostrados en la Fig. 3.
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La posible heterogeneidad intragenomica de los rrs se comprob6 examinando la
formacion de heterodupletes luego de la amplificacion por PCR de los genes 16S rRNA

(Espejo y col., 1998; Moreno y col., 2002). Inicialmente se examind la heterogeneidad

|
|
amplificando el gen rrs casi completo. utilizando los partidores universales 27F y
1492R. Trece de los 21 aislados mostraron los caracteristicos heterodupletes.

N° muestras

Fig. 2. Histograma del numero de muestras de mariscos conteniendo V.
parahaemolyticus, correspondiente a los distintos grupos DGREA observados desde
el verano del 2004 hasta el 2007. Cada barra representa la abundancia de los grupos
DGREA contenidos en muestras de mariscos en relacion al tiempo, donde muchas de las

| muestras contenian varios grupos en diferente proporcion. El grupo DGREA representa

el nombre del aislado tipo del grupo. Aquellos grupos con un punto seguido de un
nimero indican que se encontraron en el aiio 2005 (27.5, 19.5, 22.5, 109.5, 1.5), 2006
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(13.6, 36.6, 34.6. 40.6) y 2007 (1.7, 11.7. 21.7). El resto de aislados corresponden a

aquellos obtenidos en el afio 2004. El grupo KX representa a aislados idénticos al patron

DGREA de la cepa pandémica encontrados en el 2004, 2005 y 2006.

% similitud

55
60

65
70

. PMA337
. PMA3316

PMA189

..‘]'. . PMA3.5
_PMA339
. PMA45 5
. .PMA165
' PMAT12
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Fig. 3. DGREA con Nael de la cepa tipo de cada grupo correspondientes a

muestras clinicas y de mariscos recolectadas en los veranos de 1998, 2004 y 2005. A

la derecha. se muestran los patrones DGREA de los aislados representantes de los

diferentes grupos en los afios antes indicados en los cuales se analizo la heterogeneidad

de sus rrs. A la izquierda, el dendrograma que ilustra el agrupamiento de los patrones de

similitud de los DGREA entre cada aislado analizado. KX corresponde a la cepa
pandémica del Sudeste asiatico RIMD2210633. PMA: Aislado ambiental obtenido de
Puerto Montt. COA: Aislado ambiental obtenido de Copiapd. ATC: Aislado clinico no

pandémico obtenido de Antofagasta. LIA: Aislado ambiental obtenido de Lirquén. ATA:

aislado ambiental obtenido de Antofagasta. Un aislado ambiental es aquel obtenido a

partir de una muestra de mariscos.
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Para explorar si la heterogeneidad observada en estos 13 aislados ocurria entre
los nucledtidos 455 a 479 (numeracion del rrs de Escherichia coli) como se habia
observado anteriormente para la cepa tipo de la especie V. parahaemolyticus, VpD
(Moreno y col., 2002), se examin la formacion de heterodupletes al amplificar por PCR
el segmento variable del gen 16S rRNA, utilizando los partidores 357F y 518R
(Gonzdlez-Escalona y col., 2005). Se observaron los heterodupletes en los 13 aislados
que mostraron heterogeneidad intragendémica por amplificacion del rrs casi completo
(Fig. 4), indicando que la heterogeneidad estaba localizada, probablemente en forma
exclusiva, en el mismo segmento donde se habia encontrado en la cepa heterogénea
VpD. El nimero de bandas con menor migracion (heterodupletes) que la banda principal
(homoduplete), refleja el posible nimero de secuencias diferentes (alelos rrs). La menor
migracién del heteroduplete refleja el grado de disimilitud entre los alelos rrs (Espejo y

col., 1998).

PMA337
PMA339
PMA3316
PMAI16.5
PMAI9.S
PMA22.5
PMA27.5

s
3
E

b Ui 9 ; ;‘
Fig. 4. Productos de la amplificacién por PCR del segmento variable de los 7rs de

diferentes aislados de V. parahaemolyticus. Los segmentos variables de un aislado

representante de cada grupo DGREA fueron amplificados por PCR y separados por

electroforesis en geles de poliacrilamida. MW: Marcador de peso molecular, BenchTop
100 bp Ladder. VpKX: Cepa pandémica del Sudeste asidtico RIMD2210633. VpD: cepa
tipo de la especie ATCC17802. Las otras cepas corresponden a aislados chilenos. PMA:
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Aislado ambiental obtenido de Puerto Montt. ATA: aislado ambiental obtenido de
Antofagasta. LIA: Aislado ambiental obtenido de Lirquén. Un aislado ambiental es

aquel obtenido a partir de una muestra de mariscos.

Con el objeto de determinar si la heterogeneidad observada en la cepa tipo era
comin a todos los miembros de cada grupo DGREA, se analizaron varios aislados en
aquellos grupos DGREA mas numerosos. Los resultados mostraron que aislados
pertenecientes al mismo grupo compartian el patrén de heterodupletes observado en la
cepa tipo, sugiriendo que aislados del mismo grupo DGREA tienen una heterogeneidad
idéntica en sus rrs. Este andlisis incluyé 7 aislados del grupo 2.5 y 6 de cada uno de los
grupos 112 y 45 (Fig. 5). La alta incidencia de la heterogeneidad en los rrs de los aislados
de V. parahaemolyticus obtenidos de mariscos fue concordante con la observacién de
Moreno y col. (2002) de que la mayoria de cepas del género Fibrio muestran

heterogeneidad intragenOmica en sus 77s.

Eleaans

o RATAT s S L N
;",v:'{, ; : "
(3% 3act I O :
R v Tk Ay

oy
e

Fig. 5. Productos de la amplificaciéon per PCR del segmento variable de los rrs en aislados
ambientales pertenecientes a 3 grupos DGREA distintos. Aislados de los grupos DGREA 2.5
(A), 45.5 (B} y 112 (C) muestran compartir el mismo patrén de heterodupletes que el aislado
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tipo respectivo de cada grupo, PMA: aislado ambiental obtenido de Puerto Montt. M: Marcador
de peso molecular, BenchTop 100 bp Ladder.

2. Caracterizacion de la heterogeneidad intragendémica de los rrs en aislados

ambientales,

2.1. Secuencias rrs.

Para realizar un anilisis mas detallado de la. heterogeneidad, se determiné la
secuencia de los segmentos heterogéneos en cada una de las cepas tipo de los grupos
DGREA identificados hasta el 2005, Las secuencias en los aislados sin heterogeneidad
en sus rrs fueron determinadas directamente del producto de PCR obtenido desde el
DNA bacteriano total. Para determinar las secuencias en los aislados conteniendo
diferentes alelos rrs, los distintos operones rrn fueron separados mediante digestién del
DNA genémico con ICeu-1 y posterior separacion de los fragmentos utilizando
electroforesis en campo pulsado (PFGE). ICeu-I cliva una secuencia de 19 pb en el gen
23S rRNA (Liu y col., 1993), generando fragmentos con un Unico 7rs, excepto en
aquellos que contienen operones rrn adyacentes en direccion opuesta. De acuerdo al
genoma de la cepa secuenciada VpKX (Makino y col, 2003), ICeu-I genera 11
fragmentos (Fig. 6). Sin embargo, bajo las condiciones empleadas, sélo 6 bandas fueron
suficientemente claras para ser escindidas desde el gel para su posterior secuenciacion.
Los tamafios esperados para estos 6 fragmentos se indican al lado izquierdo de los

asteriscos en la Fig. 7.
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Fig. 6. Esquema que ilustra el patrén esperado luego de digerir el DNA genémico total de
VpKX con ICeu-1 y el ordenamiento cromosomal de las miiltiples copias de rrn. A la
izquierda se muestra el patron esperado en el PFGE de los 11 fragmentos obtenidos luego de la
digestion del DNA genomico de VpKX. A la izquierda, la posicion a escala de los 11 rrm en
ambos cromosomas de VpKX (indicado por las flechas). Segin esto, el fragmento mas grande de
2192 kpb (cromosoma 1) contiene 2 copias del rrs debido a la direccion convergente de los
operones adyacentes; por el contario, el fragmento mas pequeiio cercano al OriC (cromosoma 1)

no contiene ningun rrs debido a la direccion divergente de los 2 operones adyacentes.
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Los 2 fragmentos mas pequeiios esperados, de 5.2 y 5.6 Kpb cada uno,
aparentemente migraron fuera del gel. Los 2 fragmentos mas grandes de
aproximadamente 2 Mpb se observaron débilmente en la parte superior del gel. Los dos
fragmentos esperados de 59 y 60 kbp co-migraron en el gel. Debido a la presencia de 2
operones rrn adyacentes y en direcciones opuestas (Makino y col., 2003), uno de los
fragmentos de 2Mpb de VpKX carece del gen rrs, mientras que el fragmento de 89Kbp
contiene 2 genes rrs. Las bandas de 40 a 680 Kbp fueron escindidas desde el gel luego
de la separacion por electroforesis, y cada fragmento fue amplificado y el producto de

PCR secuenciado.
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Fig. 7. Electroforesis en gel en campo pﬁlsado de fragmentos de restriccion (PFGE-RFLP)
del DNA de VpKX y cepas tipo de V. parahaemolyticus representantes de los 13 grupos
DGREA con rrs heterogéneos, digeridos con ICen-1. A la izquierda, patrones PFGE-RFLP de
fragmentos obtenidos por digestion con ICeu-I para la separacion de los rrn en aquellos aislados
que mostraron heterogeneidad en sus rrs. Las 6 bandas de mayor migracion, denominadas Bl a
B6 de mayor a menor migracion, con tamaiios desde 40 hasta 680 kpb (indicados por los

asteriscos) fueron escindidos del gel para la amplificacion del segmento variable del rrs y
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posterior secuenciacion. Segiin el perfil de digestion esperado para VpKX, el fragmento de 59-
60 kpb (B2) contiene 2 bandas que comigran cercanamente juntas. A la derecha, el dendrograma
ilustra el patron PFGE-RFLP agrupado por disimilitud. M: DNA genémico de Saccharomyces
cerevisige. VpKX: Cepa pandémica del Sudeste asidtico RIMD2210633. PMA: Aislado
ambiental obtenido de Puerto Montt. ATA: Aislado ambiental de Antofagasta. LIA: Aislado

ambiental obtenido de Lirquén.

Las secuencias obtenidas para los aislados sin heterogeneidad en sus rrs
(monomoérficos) (PMA37.5 (grupo KX), PMA3.5, PMA79, PMAL.5, PMAI109.5,
ATC230 (grupo ATA30), ATC297 y COAG62) fueron idénticas a aquellas encontradas en
los 11 alelos de VpKX. De acuerdo a los patrones DGREA, algunos de estos aislados
corresponden a grupos filogenéticamente muy distintos, y otros estin cercanamente
relacio;lados a griupos que muestran heterogeneidad en sus alelos rrs (por ejemplo,

PMA3.5 y PMA189 en Fig. 3).

La comparacién de las secuencias permitio distinguir un total de 16 secuencias o
alelos diferentes en los 13 aislados con rrs heterogéneos. Estas 16 secuencias se
clasificaron en 4 grupos, diferenciandose entre ellos en al menos 4 sitios nucleotidicos
entre si (Tabla 6). Un grupo corresponde a secuencias similares a aquellas encontradas
en VpKX (G;)nzélez-Escalona y col., 2005). Los otros 2 grupos muestran secuencias
similares a aquellas encontradas en VpD, D1 y D2 (Moreno y col., 2002). El cuarto

grupo (ATAG65-B2) contiene secuencias diferentes a todas las observadas previamente.
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Tabla 6. Secuencias de los segmentos rrs en VpKX y en los aislados con rrs heterogéneos, y
sus porcentajes de coincidencias en la base de datos RDP. Las secuencias de los segmentos
i fueron identificadas con el nombre del aislado en el cual fue encontrada en mayor abundancia,

seguido del nimero asignado a la banda escindida desde el gel del PFGE-RFLP que contenia esa

secuencia.
Aislado-banda Secuencia del segmento N° hits™ % hits" | % hits
PFGE variable del rrs ibrioma— Vibrio
VpKX-AB GTAGTGTAGTTAATAG-CTGCATTAT 82 100 95
ATAGS_BI ---------------- _A oooooooo l 100 100
PMA?22.5-B1 e, e eaeaaa 4 100 100
PMA337-Bl | cccveaaccacenenn et C 2 iQo 100
PMA19.5-B3 | ««v---- Covvvnnnn S 1 100 100
PMA3316-B1 st aa s R ¢ 82 (1} 100 95
LIA138-B6 e e Covevnnnns 82 (1) 100 g5
PMA189-B3 SN D -...Y..C 8 (1) 100 15
PMA455-B3 | .enevneiiiia... —-...MT.YR 85 (1) 100 92
VpD2-Bl1 CG.GTAC. v v v - .GTAT.CG. 4 100 100
ATA63-B2 CG.CouChvvnnnn ~-.G..G..G 3 100 100
PMA339-Bl I ol SN o JUPEN e G. 31 (2) 100 6.5%
PMA189-B6 o TP ——eeea CG 1 100 O**
VpD1-B4 BG..BGT.sevnnn. -.ACT..C 22 (1) 100 95.5
PMA16.5-B3 G BGT.ereennn -.ACT..C 22 (1) 100 95.5
PMA2.5-B6 G..AGT...vv... -.ACT.. 22 (1) |100 95.5

. Niimero de "hits” o hallazgos obtenidos luego de la biisqueda de cada segmento de 25 bases en la base

de datos RDP utilizando la herramienta "ProbeMatch’.
b. Porcentaje de ‘hits’ totales correspondientes a bacterias de la familia Vibrionaceae.
°. Porcentaje de “hits” totales correspondientes a bacterias del género Vibrio.

(): Los niimeros entre paréntesis indican el error permitido al utilizar "ProbeMatch’ en RDP. Este error
s6lo se permitié cuando no se obtuvo ningiin resultado con la secuencia exacta.

*: Photobacterium = 90%. , **; Vibrionaceae no clasificadas= 100%. Y: C/T, M: A/C, R: A/G.

AB: todas las bandas (“all bands") obtenidas por digestion con ICex-1 y separacion en PFGE-RFLP..

Otros fragmentos de restriccién obtenidos con ICen-1: Bl, de aprox. 40 a 50 kpb; B2, de aprox. 51 a 85
kpb; B3, de aprox. 86 a 120 kpb; B6, de aprox. 540 a 630 kpb.
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2.2. Estructura secundaria de los diferentes rrs.

Cada grupo de las secuencias encontradas conserva la estructura caracteristica de
horquilla ("stem-loop’) en este segmento de 25 bases del 16S rRNA. La secuencia que
conforma el tallo (‘stem”) fue muy variable, pero cada variacién tuvo un cambio

compensatorio que mantuvo 7 a 8 bases apareadas en esta region (Fig. 8).

Por el contrario, la secuencia de hebra simple que conforma el “loop” se conservd
en cada segmento, excepto en PMA3316-B1 y LIA138-B6, las cuales contienen un
nucledtido adicional. La inclusién de este nucledtido en esta region de hebra simple
parece ser necesaria para mantener la estructura secundaria de doble hebra en el tallo.
Aunque las secuencias difirieron en al menos 12 de las 25 posiciones nucleotidicas de
este segmento, la comparacién con aquellas almacenadas en la base de datos de genes
16S rRNA (RDP, Ribosomal Data Project) (Cole y col.,, 2005) mostré que éstas se

encuentran casi exclusivamente en bacterias del género Vibrio (ver Anexo 2).

La Tabla 6 también muestra el niimero de coincidencias (“hits") obtenidos luego
de realizar la biisqueda de cada secuencia de 25 bases en la base de datos RDP usando la
herramienta "ProbeMatch’. En las columnas de la derecha se muestra el porcentaje del
total de coincidencias correspondiente a bacterias de la familia Vibrionaceae o bacterias

del género Vibrio.
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Fig. 8. Estructura secundaria del 165 rRNA de V. parahaemolyticus X56580 y estructuras

secundarias de cuatro principales secuencias de los segmentos rrs encontradas en

diferentes aislades ambientales de V. paralaemolyticus. Los recuadros de la izquierda

representan las estructuras secundarias de cada uno de los 4 grupos de secuencias distintas en el

segmento variable del rrs encontradas entre Jos aislados con heterogeneidad. Las variaciones

nucleotidicas acompafiadas por cambios compensatorios se muestran en cajas grises y

variaciones sin cambios compensatorios se muestran en cajas negras. El modelo del 16S rRNA

fue obtenido de Cannone y col.. (2002) URL:http://www.ma.icmb.utexas.edw/



44

La Tabla 7 muestra la distribucién de los alelos rrs en VpKX y en cada uno de
los 13 aislados con heterogeneidad en sus rrs. Aquellos aislados que contienen
secuencias correspondientes a grupos diferentes estdn indicados con distintos colores de
fondo. El grado de heterogeneidad intragenémica en los rrs fue variable para algunos
aislados que contenian alelos de hasta 3 diferentes grupos (por ejemplo, PMA189 o
PMAL112). La mayoria de aislados con heterogeneidad contenian alelos rrs que diferian
desde 4 hasta 12 sitios. En algunos casos, la secuencia obtenida desde el amplicén de la
banda PFGE mostré polimorfismo para algunos sitios, implicando que esta banda
contenia més de un gen rrs, probablemente 2. Dos alelos rrs en la misma banda pueden
aparecer debido a Ia existencia de operones rrn adyacentes en direccion opuesta o como
resultado de la co-migracion de 2 fragmentos de restriccién. En estos casos, sélo se
observaron 2 bases diferentes en cada sitio polimérfico, lo cual se explicaria por la
presencia de 2 secuencias rrs en el segmento, mostrado en la Tabla 6. Por ejemplo, el
polimorfismo encontrado para la banda B1 (40-50) del aislado PMA19.5 se explica por

la presencia de 2 secuencias: ATA65-B2 y D2 (Fig. 9).

El examen de mas de un aislado perteneciente a un mismo grupo DGREA indicé
que aislados del mismo grupo contenian los mismos alelos r7s. Sin embargo, estos alelos
podrian estar distribuidos en operones diferentes. Para explorar una posible
heterogeneidad en la distribucién de los alelos en los diferentes operones entre aislados
del mismo grupo DGREA, se determiné la secuencia del segmento variable de los rrs en
2 fragmentos de restriccién de 2 aislados de cada uno de los grupos 2.5 y 45.5, y un

aislado adicional del grupo 112, todos los aislados procedian de diferentes muestras. El
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analisis de las secuencias obtenidas mostré que aislados del mismo grupo DGREA

contenian en los fragmentos analizados, secuencias idénticas a las encontradas en los

fragmentos de la cepa tipo del grupo.

Tabla 7. Secuencias de los segmentos variables de los rrs en diferentes bandas PFGE

observados luego de la hidrélisis de los aislados con la enzima de restricciéon ICeu-1.

Banda PFGE (Kbp)

Alstado B1(40-50) B2(51-85) B3(86-120) | B4(104-170) | B5(180-610) | B6(540-630)
VpKX KX KX KX KX KX KX
PMA45.5 | KX KX 45.5B3 KX KX KX
PMA3316 | 3316BI KX LIA138B6 KX KX ND
PMA25 | KX KX KX KX KX 2.5B6
PMA337 | 337BI 3316B1 337BI KX KX 16.5B3
LIA138 KX KX D2 KX KX LIA138B6
PMA22.5 | 22.5BI KX 22.5B1 D2 22.5B1 ND
PMA27.5 | KX KX KX 16.5B3 KX LIA138B6
PMAI89 | KX/22.5BI 16.5B3 189B3 16.5B3 KX 189B6
PMAI9.5 | ATA65B2 D2 | KX 19.5B3 KX ATA65B2 ND
PMAI112 | 16.5B3 16.5B3 KX 16.5B3 LIA138B6 189B6
PMA339 | 339B1 339B1 KX [ 339BI | KX 16.5B3 339B1
ATA65 ATA65BI ATA65B2 | ATA65B2 ATA65B2 ATA65B2 ND
PMAI6.5 | ATA65B2 KX | 16.583 16.5B3 ATA65B2 16.5B3
VpD D2 D2 DI D2 DI DI DI

Los colores marcados en algunas celdas hacen referencia a los diferentes 4 grupos de secuencias. Sin
color: VpKX, verde: ATA65B2, rosado: VpD1, amarillo: VpD2.
Dos secuencias distintas en una misma banda fueron observadas para algunos aislados.

B1 a B6: indican las bandas o fragmentos de restriccion escindidos desde el gel del PFGE-RFLP.

ND: No determinado.
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S0 100 110 120 130
G TG AGGAAGIGCG OGN N NCGATTAATAGCG NNNTCIG TTTGACG TTAGC GACAG AAGAA

Sitios Sitios

Fig. 9. Electroferograma obtenido de la secuencia correspondiente al segmento variable
del amplicén rrs de la cepa PMA19.5. Este fragmento contiene sitios polimorficos, indicados

por flechas, que sugieren la presencia de 2 secuencias distintas.

El examen de mas de un aislado perteneciente a un mismo grupo DGREA indico
que aislados del mismo grupo contenian los mismos alelos r7s. Sin embargo, estos alelos
podrian estar distribuidos en operones diferentes. Para explorar una posible
heterogeneidad en la distribucion de los alelos en los diferentes operones entre aislados
del mismo grupo DGREA, se determiné la secuencia del segmento variable de los rrs en
2 fragmentos de restriccion de 2 aislados de cada uno de los grupos 2.5 y 45.5, y un
aislado adicional del grupo 112, todos los aislados procedian de diferentes muestras. El
analisis de las secuencias obtenidas mostré que aislados del mismo grupo DGREA
contenian en los fragmentos analizados, secuencias idénticas a las encontradas en los

fragmentos de la cepa tipo del grupo.
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3. Caracterizacién de aislados clinicos no pandémicos.
3.1. Presencia de marcadores de virulencia y heterogeneidad en sus rrs.

El afio 2007, los casos clinicos causados por la cepa pandémica de V.
parahaemolyticus serovar 03:K6 representaron un 71%, muy diferente al 100%
observado en afios anteriores. Los aislados clinicos clasificados como no pandémicos
fueron definidos como tales por carecer de los marcadores tipicos de cepas pandémicas
(orf8 y toxRS/new) y por diferencias en el patrén obtenido por DGREA (Fig. 10). Se
distinguieron 4 grupos; uno responsable de 13% de los casos comprendia aislados tdh
positivos, y otro (11% de los casos) contenfa aislados positivos a tdh y trh. Los otros 2
grupos contenian aislados negativos a ambos marcadores (ver Tabla 2 en Material y
Métodos). Como cepa tipo del grupo responsable del 13% de los casos, se eligio6 la cepa
PMC38.7, la cual resulté también distinta de la cepa pandémica y de la mayoria de
aislados clinicos en cuanto a la composicién de sus rrs, pues presentd heterogeneidad
entre sus multiples copias, una caracteristica que como se observo anteriormente es muy
frecuente entre los aislados ambientales (Fig. 11). Esta heterogeneidad es probablemente
causada por transferencia lateral de los rrs (Harth y col., 2007). Se observaron 3
secuencias rrs diferentes en PMC38.7, correspondientes a los grupos VpD1-B4, ATA6S-

B2 y VpKX-AB (Harth y col., 2007).




48

PMC53.7
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Fig. 10. DGREA con Nael de aislados clinicos representantes de los distintos patrones
observados durante los brotes del verano 2007 en Puerto Montt. MW: Marcador de peso
molecular 100 bp. VpKX: Cepa pandémica asiatica RIMD2210633, 03:K6. PMC: Aislado

clinico obtenido en Puerto Montt.

Como el gen tdh puede ser propagado inter e intragenomicamente por elementos
tipo secuencias de insercion que lo flanquean (Terai y col., 1991; Nishibuchi y Kaper,
1995), se explord la posibilidad que el tdh encontrado en los aislados no pandémicos
procediera de Ia cepa pandémica. Para este objeto se secuenciaron los amplicones de tdh
en aquellos aislados representantes de los grupos no pandémicos: PMC38.7 (tdh
positivo) y PMC60.7 (positivo a tdh y trh). El amplicon de PMC60.7 mostré una
secuencia idéntica a aquella reportada para tdhA (Makino y col., 2003), excepto por el
cambio en un vnico nucledtido. Mientras que PMC38.7 mostré una secuencia idéntica a

la esperada para los 2 genes rdh presentes en VpKX (tdhA y tdhS) (Makino y col,,
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2003). Estos genes difieren ligeramente (3.4%), y la mezcla de los productos de PCR de

PMC38.7 mostr6 el polimorfismo esperado al secuenciar una mezcla de estos 2 alelos.

PMC38.7
pMCS3.7

Fig. 11. Productos de Ia amplificacién por PCR de la region variable de los rrs en aislados
clinicos no pandémicos. Presencia de heterodupletes como indicador de heterogeneidad en los
rrs en PMC38.7. VpKX: cepa pandémica del Sudeste asidtico. 100bp: marcador de peso

molecular.
El aislado tipo PMC53.7 resultd tener un patrén indistinguible por DGREA con
un grupo correspondiente a un aislado ambiental observado anteriormente en el afio

2005: grupo 1.5.

Para determinar la relacion filogenética de los nuevos aislados clinicos, se realizd
una caracterizaciéon por “Multilocus Sequence Typing” (MLST). Se secuenciaron los 7
genes “housekeeping” descritos para el esquema MLST de V. parahaemolyticus (ver
Material y Métodos) en los 4 aislados. En la Fig. 12 se observa que los “Sequence

Type” (ST) que identifican los aislados chilenos no pandémicos tipificados por MLST
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(ST 63, 28 y 64) se concentran en un grupo distinto al de las cepas pandémicas (ST 42,
51, 3 y 27). Las secuencias nucleotidicas de los 7 genes “housekeeping” en PMC38.7
fueronen promedio s6lo 98.5% idénticas a aquellas en la cepa pandémica VpKX,

indicando que pertenece a un grupo filogenéticamente diferente.
9 ST-42
Gal - ST-51
100 ST-3

ST-27

ST-65 (PMC75.7)

ST-63 {(PMC38.7}

— ST-28 (PMC53.7)

ST-64 {PMC60.7)

1 I }

L i
0.008 0.006 0,004 0,002 0.000

Fig 12. Dendrograma que muestra la relacion filogenética de los aislados clinicos no
pandémicos chilenos con aislados pandémicos. El drbol de minima evolucion (“ME tree”) fue
construido en el programa MEGA4. Los 4 aislados clinicos no pandémicos fueron tipificados
seghn el esquema MLST para V. parahaemolyticus y las secuencias tipo (“Sequence Tpe™)
fueron obtenidos para cada uno de ellos (ST 65, 63, 28 y 64). Secuencias tipo 42, 51, 3, 27:
Representan a los aislados pandémicos de V. paraliaemolyticus descritos en la base de datos de
MLST.

3.2. Presencia de la isla de patogenicidad.

Debido a la heterogeneidad de los rrs en PMC38.7, que sugiere la ocurrencia de

transferencias laterales desde otros vibrios, y a la aparente presencia de los genes tdhd y
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tdhS que se encuentran enlos extremos de la isla de patogenicidad de VpKX, se
examind la probable presencia de esta isla completa en PMC38.7. Debido a que los
genes tdh estén localizados en cada uno de los extremos de la isla de patogenicidad en el
cromosoma 2 (IPa-2) de la cepa pandémica de V. parahaemolyticus (Makino y col.,
2003), se explord la presencia de la isla completa mediante amplificacién de 11 genes
del sistema de secrecién tipo III (SSTT2) localizados en la IPa-2 (VPA1335, 1338,
1339, 1341, 1342, 1346, 1349, 1354, 1355, 1362 y 1367), asi como también los genes
VPA1321 y VPA1376 localizados en los extremos de la isla y cercanos a tdhA vy tdhS.
VPAI1321 codifica un homdlogo al factor necrotizante citotéxico de E. coli y VPA1376
es homologo a un gen de la isla de patogenicidad de V. cholerae. Todos estos genes
fueron encontrados en PMC38.7 cuando se realizaron amplificaciones por PCR con
partidores disefiados de acuerdo a la secuencia de VpKX. Las secuencias de los
amplicones fueron idénticas a aquellas reportadas para los genes de la cepa pandémica
excepto en un solo sitio nucleotidico de VPA1342. La alta identidad de todos estos
genes con aquellos en VPKX sugirié que toda la isla ha sido recientemente adquirida

desde la cepa pandémica.

Meador y col. (2007) han mostrado recientemente que los genes del SSTT2 no
son exclusivos de la cepa pandémica de V. parahaemolyticus, por lo que se exploré su
ocurrencia en otros aislados clinicos y ambientales obtenidos de Puerto Montt
pertenecientes a distintos grupos DGREA. Se analiz6 por PCR la presencia del gen
VPAI1335 del SSTT2 en 20 cepas correspondientes a 18 grupos DGREA de aislados

ambientales (PMA79, 112, 118, 189, 337, 339, 3316, 1.5, 19.5, 22.5, 27.5, 13.6, 34.6,
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36.6, 40.6, 1.7, 11.7, and 21.7) y un aislado representante de cada uno de los 3 nuevos
grupos DGREA obtenidos de aislados clinicos de Puerto Montt el 2007 (PMC60.7, 53.7
and 75.7). Sélo en una cepa (PMA339) aislada en el verano del 2004, se encontré este
gen. La amplificacién por PCR en esta cepa de los otros genes del SSTT2 vy de
VPA1321y VPal376, examinados en PMC38.7, mostrd resultados positivos para todos
ellos. Sin embargo, las secuencias de los amplicones mostraron diferencias importantes
con los genes de la cepa pandémica, que variaron desde 0.6% para VPA1362 a 6.2%
para VPA1346, con un promedio de 2.3% para todos los genes comparados. Estas
diferencias indican una distancia evolutiva mucho mayor entre los genes de la isla
encontrados en PMA 339 y la cepa pandémica que entre aquellos en PMC38.7 y 1a cepa
pandén\ﬂca.

Para una mejor caracterizacion de la isla putativa en PMC38.7 se determind si los
genes encontrados estaban contiguos, como era de esperar si estaban formando parte de
una isla de patogenicidad, y el posible sitio de insercién de esta isla putativa en el
cromosoma. Con este objeto se realizaron amplificaciones de varias regiones de la isla
utilizando combinaciones de los partidores que amplificaban genes de la isla de
patogenicidad de VPKX (ver Tabla 3 en Material y Métodos). Por ejemplo, un par de
partidores comprendiendo VPA1335 a VPAI1338 fue usado para amplificar una regién
de 2442 pb. Se obtuvieron resultados- positivos con 11 pares de partidores, logrando
amplificar regiones de hasta 6508 pb a lo largo de la probable isla de patogenicidad (Fig.
13), resultados que sugieren que los genes anteriormente amplificados estdn organizados

conformando un segmento continuo.
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3.3. Identificacién de los sitios de insercién de la isla de patogenicidad en

PMC38.7.

Las secuencias limite de las islas de patogenicidad juegan un rol importante en su
integracion y/o escision. Las islas de patogenicidad estan flanqueadas por cortos
repetidos directos, los cuales pueden actuar como sitios blanco para recombinasas
especificas, facilitando los rearreglos. En el caso de V. parahaemolyticus, se ha descrito
que la isla de patogenicidad estd delimitada por secuencias repetidas directas de 8 bases
pero la publicacion no entrega la secuencia propiamente tal (Hurley y col., 2006). Con el
objeto de identificar precisamente el sitio de insercién de la isla, se realizé una basqueda
de los posibles repetidos directos. Se identificaron 2 secuencias de 8 bases, la primera
(AAAEITGAC) en las posiciones 1390320 y 1468696, y la segunda (TACAAAAA) en

las posiciones 1390530 y 1468898 del cromosoma 2 de VpKX.

Para determinar si el sitio de insercién de la isla de patogenicidad en PMC38.7 es
idéntico al sitio en VpKX, se disefiaron pares de partidores para amplificar los limites de
la isla, los cuales incluyeron tanto una regién cromosomal asi como una de la isla. El
primer par de partidores comprendié un partidor directo (forward) dentro de una regién
de VPA1311, gen flanqueante en el 5° de la regién cromosomal, y un partidor reverso
dentro de una regién de VPA1312, descrito como el primer gen dentro de Ja isla (Hurley
y col., 2006). El segundo par de partidores comprendié un partidor directo dentro de
VPA1398, ultimo gen de la isla (Hurley y col., 2006) y un partidor reverso dentro de

VPAI1399, gen flanqueante en el 3" de la regién cromosomal. En ambos casos se
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obtuvieron productos de PCR de los tamafios esperados: 1572 y 997 pb,
respectivamente, observandose lo mismo cuando se amplifico DNA de VpKX (Fig. 14),
sugiriendo que la isla esta insertada en el mismo sitio que en VpKX y que las secuencias
de estas regiones en PMC38.7 son muy parecidas a las de VpKX como para lograr una

buena amplificacion con los partidores disefiados segiin la secuencia en VpKX.
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Fig. 14. Productos de la amplificacién por PCR de los limites de la isla de patogenicidad en
VpKX y PMC38.7. A la derecha: esquema que ilustra las regiones amplificadas cuyos
productos se muestran en el gel. La isla de patogenicidad esta representada con la barra azul
central, con VPA1312 como el primer gen y VPA1398 como el ultimo gen. a: Amplicon de la
region flanqueante izquierda, b: Amplicon de la region flanqueante derecha, c: Combinacion de
partidores con los cuales no se espera obtener ningin producto. MW: marcador de peso
molecular 1kb. VpKX: Cepa pandémica del Sudeste asiatico RIMD2210633. PMC: Aislado

clinico obtenido de Puerto Montt.

Sin embargo, la comparacion de las secuencias de los amplicones de PMC38.7
con los de VpKX mostraron cierta inconsistencia. Las secuencias de los amplicones

correspondientes a las regiones cromosomales flanqueantes a la isla de patogenicidad en
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PMC38.7 mostraron ser 100% idénticas en la region izquierda, una identidad inesperada
dada las diferencias de 1.5% observadas para los genes “housekeeping”™. En cambio, se
observo una identidad de 98.7 % en la region derecha con las secuencias en VpKX (Fig.
15), identidad que se aproxima con el 98.5% existente entre los genes “housekeeping”
de PMC38.7 y VpKX Sin embargo, la diferencia del 1.3% incluye el segmento
correspondiente a la isla, sugiriendo que todo el amplicon corresponderia al cromosoma
de PMC38.7. Por otro lado, en la region izquierda el 100% de identidad con la
secuencia en VpKX sugiere que este segmento corresponderia a la isla y no incluiria
parte del cromosoma de PMC38.7. Las interpretaciones de estos resultados se discuten

en la siguiente seccion.

z
8
- @» @ -.-...-//IIIIII.I——i—@;ii
100% id 98.8% il
100 id ekl I 98.7% id
97.9% i

probable region cromosomal

....... region de la isla

Ed repetido directo 1
Ed repetido directo 2

Fig. 15. Esquema que ilustra las regiones cromosomales flanqueantes a la isla de
patogenicidad en VpKX, que fueron amplificadas por PCR en PMC38.7. En ambos
extremos se indica la posicion de los probables repetidos directos (RD). Entre llaves se indican
los porcentajes de identidad de las secuencias donde probablemente comienza (izquierda) o
termina (derecha) la isla de patogenicidad, tomando como referencia la presencia de los RD1 o

RD2, de PM(C38.7 comparado con las secuencias en VpKX.
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DISCUSION

El desarrollo de esta tesis contribuyé al conocimiento de dos fendémenos

importantes en la biologia de V. parahaemolyticus:

i) la extension de la heterogeneidad intragenémica en los multiples loci rrs y el posible
mecanismo de diferenciacién y evolucién concertada de los multiples genes #rs, ii) la
generacion de nuevos patégenos, mediante la adquisicion de un elemento genético que
contribuirfa principalmente con la virulencia: la isla de patogenicidad. Ambos

f

fenémenos estan relacionados con la transferencia horizontal de genes.

1. Caracterizaciéon de la heterogeneidad intragenémica de los rrs en aislados

ambientales.
1.1. Heterogeneidad intragenémica en los genes 165 rRNA (rrs).

Nuestros resultados muestran que la heterogeneidad intragendmica de los genes
rrs en cepas de V. parahaemolyticus es una caracteristica de esta especie, ya que se
encontré en 62% _de los genotipos analizados, similar a lo observado en los
Halobacteriales, para los cuales Boucher y col. (2004), sugieren que la heterogeneidad

intragenomica es una caracteristica antigua y estable en varios de esos linajes.

La heterogeneidad intragenémica de los genes 7rs fue estimada por la formacién de

heterodupletes Iuego de su amplificacién por PCR (Espejo y col., 1998). La formacion
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de heterodupletes ocurre cuando los amplicones contienen malos apareamientos dentro
de un corto segmento. En este caso, los heterodupletes se forman entre las hebras de una
cadena de los amplicones rrs de distintos alelos que difieren en secuencia. Estos
amplicones hibridan cuando la temperatura disminuye durante el alineamiento en el
filtimo ciclo del PCR, y como consecuencia de los malos apareamientos estos hibridos

muestran migracién electroforética retardada en los geles de poliacrilamida.

1.2. Estructura secundaria de los diferentes rrs.

La mayoria de las sustituciones nucleotidicas observadas en la region del tallo de
los dife;rentes alelos rrs, van acompafiadas de cambios compensatorios que conservan la
estructura secundaria de esta regién. La mantencién de la estructura secundaria es
importante, dada la complejidad del ribosoma y a las numerosas interacciones del rrs
con proteinas y otros componentes del RNA.

Dos de las caracteristicas de este segmento variable de 25pb, ya reportadas en las
cepas VpAQ y VpD (Gonzélez-Escalona y col., 2005; Moreno y col, 2002), se
observaron también en las nuevas cepas analizadas: 1) una secuencia altamente variable
que mantiene la estructura secundaria del tallo, y 2) una secuencia conservada en la
hebra simple que conforma el “loop”. Esta conservacién sugiere que el segmento puede
tener un rol esencial en el funcionamiento del ribosoma. Una funci6n reportada para este

segmento es el requerimiento para una interaccion especifica entre los nucledtidos 456-

476 del 168 rRNA de E. coli y la proteina S$4, una proteina ribosomal esencial para el
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ensamblaje del ribosoma (Sapag y col., 1990). Segin los resultados, el tallo podria
considerarse un alelo neutral ya que su estructura de doble hebra se conserva. La
acumulacién de varias sustituciones con cambios compensatorios implica que la
divergencia de las diferentes versiones de estos segmentos 775 es relativamente antigua
y, por lo tanto, es improbable que hayan evolucionado en la misma célula. Es mas
probable que cada version evolucioné en diferentes bacterias y que luego se juntaron en
una sola, mediante transferencia horizontal (Gonzalez-Escalona y col., 2005; Morandi y
col., 2005; Moreno y col., 2002; Sneath, 1993; Yap y col., 1999). Los resultados
reportados en esta tesis muestran que algunas cepas de V. parahaemolyticus pueden
contener hasta 3 alelos o variantes rrs, los cuales difieren en al menos 4 sitios
nucleotidicos. La presencia de varios alelos r7s con tantas diferencias en aislados
independientes refuerza la idea de que este polimorfismo probablemente se originé por
transferencia horizontal mediante la adquisicion de los alelos desde clones bacterianos

diferentes.

1.3. Posibles causas de la heterogeneidad en los rrs.

La recombinacion entre genes rRNA de diferentes cepas o especies podria ocurrir
a una frecuencia mucho mayor que la originalmente sospechada. El origen de la
heterogeneidad podria ser por recombinacién, o simplemente por divergencia aleatoria
de genes paralogos o genes repetidos dentro de un genoma (Boucher y col., 2004). Es

dificil distinguir entre estas posibilidades, las cuales no son mutuamente exclusivas. La
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probable recombinacién entre estos genes no puede confirmarse a menos que el origen
del fragmento recombinado sea identificado. En este caso, la busqueda de las regiones
variables correspondientes a las-diferentes secuencias, y su hallazgo en diversas especies
de Vibrio, nos sugiere que el origen esta dentro de bacterias de este género.

Si la heterogeneidad intragendémica en los genes rrs es generada por
recombinacion, la alta proporcién de aislados ambientales con heterogeneidad (62%),
sugiere que transferencia lateral y recombinacién son frecuentes entre cepas de V.
parahaemolyticus. Sin embargo, la transferencia lateral podria tener diferentes efectos
sobre la.heterogeneidad intragenémica. La composicion de rrs observada dentro de cada
grupo DGREA se mantendria similar al ocurrir recombinacién intergenémica entre
miembros del mismo grupo DGREA. Esto es altamente probable porque bacterias que se
encuentran fisicamente muy préximas pertenecerian al mismo clon y también porque la
recombinacién es mayor entre genes idénticos (Majewski y Cohan, 1999). En esta
situacién, la transferencia génica horizontal podria ser un mecanismo de evolucion
concertada de los 11 alelos rrs intragenémicos ya que la recombinacion intergenémica
en V. parahaemolvticus es mas frecuente que la mutacién (Gonzalez-Escalona y col,
manuscrito), como ocurre también en algunas otras especies bacterianas (Feil y col,
1999, 2000). Por ejemplo, podria ocurrir que la recombinacion intergendmica entre
bacterias de un grupo DGREA conduzca a convertir todos los rrs a la version o alelo
mas abundante. Igualmente la recombinacion intergenémica entre bacterias de un grupo
‘DGREA con idénticos rrs reemplazaria las variantes que pudieran surgir por mutacién,

ya que la frecuencia de cambio en los genes de V. parahaemolyticus parece ser mayor
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por transferencia lateral que por mutacién (Gonzélez-Escalona y col., manuscrito). Por
otro lado, la recombinacién intergendmica entre bacterias de diferentes clones que
contienen diferentes rrs podria causar heterogeneidad intragenomica. Estas variantes
podrian destruir la coherencia de los grupos DGREA, pero sélo si estos grupos
corresponden a ecotipos distintos, pues de otra manera la coherencia serfa recuperada

por seleccion periddica.

Es probable que la recombinacién intergendémica entre los rrs esté mediada por
fagos, ya que han sido aislados desde el mar bacteriofagos que transducen genes a V.
parahaemolyticus (Chang y col., 1998), y se estima que en el mar la transduccidn ocurre
frecuentemente (Jiang y Paul, 1998). Ademds, se ha demostrado que algunos fagos
marinos pueden albergar genes 16S rRNA (Beumer y Robinson, 2005). Aunque no

podemos descartar otros mecanismos.

1.4. Significado de la heterogeneidad intragenémica de los genes rrs.

La extension de la heterogeneidad intragenomica del gen rrs entre bacterias con
multiples copias de este gen (1 a 15), varia de 0 a 11.6% en divergencia de secuencias.
Ademas, 62% de bacterias con mds de una copia de este gen muestran algin grado de
heterogeneidad intragenémica. Ciertas regiones del rrs muestran un nimero mayor de
posiciones heterogéneas, las cuales pueden resultar por la acumulacion de sustituciones
nucleotidicas neutrales o por recombinacion (Case y col., 2007). En este caso la regién

variable observada para V. parahaemolyticus en las posiciones 455 — 479 del gen rrs de
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E. coli corresponde al hélice 17 del 16S rRNA (region hipervariable del rrs) y segiin los
resultados observados es muy probable que los distintos segmentos variables de los rrs
hayan surgido primero por mutaciones neutrales y luego hayan recombinado entre
distintas bacterias.

Debido a que el 165 rRNA es la molécula de eleccién para el estudio de
relaciones filogenéticas entre bacterias, la heterogeneidad intragendmica puede tener un
impacto significativo para la identificacién y clasificacién de organismos a través de
andlisis filogenéticos. Probablemente afecte la filogenia de bacterias cercanamente
relacionadas, para las cuales una heterogeneidad intragendémica puede ser tan
significativa como la heterogeneidad intergendmica (Case y col., 2007). Ademas hay
reportes de que en el caso de los Halobacteriales, el nivel de heterogeneidad
intragenémica es tan alto (5%) que podria afectar la filogenia a nivel de género (Boucher
y col., 2004; Walsh y col., 2004). Por ejemplo, en el caso de VpD que presenta 2 tipos
de rrs distintos (D1 y D2), la presencia de estas 2 secuencias podria interpretarse como
la presencia de dos diferentes especies, lo cual sugeriria revisar la designacion de VpD

como la cepa tipo de la especie V. parahaemolyticus.

La consecuencia de la heterogeneidad en la funcionalidad de los ribosomas
permanece sin dilucidar. Se ha observado una relacion entre funcionalidad y divergencia
intragendmica en los rrn de Plasmodium berghei, el cual tiene 2 tipos de rrs que difieren
en 5% de sus posiciones nucleotidicas, y que son expresados en diferentes etapas de su
ciclo vital (Gunderson y col., 1987). En el caso del extreméfilo Haloarcula marismortui,

ue contiene 2 #rs distintos en un 5%, ambas copias son expresadas en la misma célula
q
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(Amann y col., 2000). Asimismo, se ha sugerido que en arqueas extremadamente
haléfilas podria obtenerse una ventaja selectiva por la expresion diferencial de operones
rrn divergentes dependiendo de las concentraciones salinas del ambiente (Garcia-
Martinez, y col.,, 1999). En la cepa de V. parahaemolyticus VpD, las diferentes
secuencias 7rs son expresadas (Gonzélez- Escalona, datos no publicados, comunicacién
personal) pero se desconoce si esta expresion puede ser diferencial en algunas
" condiciones ambientales. Algunos intentos realizados en el desarrollo de esta tesis para
determinar una posible expresién diferencial durante carencia y reposicion de nutrientes

fueron infructuosos por la inaplicabilidad del método seleccionado.

~

2. Epidemiologia de los brotes por V. parahaemolyticus y ocurrencia de nuevas

cepas clinicas no pandémicas.

Durante el 2004 y 2005, sélo un 6% de los aislados ambientales, principalmente
de mariscos bivalvos, correspondié al grupo clonal VpKX. El resto correspondi6 a
clones no pandémicos, diferencidndose en 15 grupos distintos segin sus patrones
DGREA. En el 2006, 71% de los aislados se clasificaron en 6 grupos DGREA, 2 de los
cuales habfan sido observados en los afios anteriores. El 2007, los aislados se
clasificaron en 5 grupos distintos, 3 de los cuales no se habfan observado anteriormente.
Esto muestra que la poblacion de V. parahaemolyticus en mariscos es muy diversa en la

region de Puerto Montt.
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La epidemiologia de los brotes causados por V. parahaemolyticus en la region de
Puerto Montt se muestra variable. Han habido aproximadamente 1500 y 3600 casos
reportados en el 2004 y 2005, respectivamente {Gonzalez-Escalona y col., 2005) y en el
2006, solo 900 (Fuenzalida y col., 2006). En el verano del 2007 los casos disminuyeron
a 475 (Harth y col., manuscrito). Esta baja en los brotes probablemente se ha debido a la
disminucién en el consumo de mariscos crudos a causa de campaiias de salud publica,
aunque también podria contribuir la posible disminucién en la presencia de la cepa
pandémica virulenta en los mariscos sugerida por nuestros resultados. Sin embargo, esta
tendencia podria cambiar debido a la dispersion y virulencia de cepas patégenas

emergentes.

La alta transferencia lateral sugerida por las observaciones de los rrs parece
haber tenido una consecuencia en la generacion de nuevas cepas patdgenas. Durante el
brote del 2007, paralelamente a la disminucion de los casos clinicos, se observo la
aparicién de nuevas cepas no pandémicas en muestras clinicas y la aparente disminucién
en la abundancia de la cepa pandémica en mariscos. El porcentaje de casos clinicos
causados por la cepa pandémica disminuyd de 100, en afios anteriores, a 71% el 2007.
Cuatro cepas clinicas, no observadas anteriormente, fueron obtenidas en los aislados de
este afio; entre ellas, 1311 grupo representando el 13% de los casos clinicos, observandose
que la cepa tipo. de este grupo (PMC38.7) tiene genes practicamente idénticos a los
contenidos en la isla de patogenicidad de las cepa pandémica. La presencia de genes

idénticos en bacterias que difieren en sus genes “housekeeping” y en sus patrones
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DGREA se explicaria por transferencia horizontal de la isla de patogenicidad desde la

cepa pandémica a una bacteria indigena del mar.

Poco se conoce sobre el origen de los otros 3 grupos de aislados clinicos
(PMC60.7, 1.5 0 53.7 y 75.7). El grupo 60.7 contiene tdh y trh, pero se ha visto que tdh
s6lo corresponde a una de las dos copias muy similares entre si que tiene la cepa
pandémica (tdhA). Las cepas de los grupos 1.5 y 75.7 carecen de ambos genes asociados
a patogenicidad, pero el hallazgo de este tipo de aislados a partir de muesiras clinicas no
es inusual (Honda e lida, 1993). Ademas la cepa clinica PMC75.7 contiene el gen recA
cercanamente relacionado al de PMA339 (pigina web del MLST para V.
parahaemolyticus: http://pubmlst.org/vparahaemolyticus), un aislado ambiental que
contiene genes del SSTT2. Sin embargo, esta observacién debe ser analizada con cautela
ya que existen reportes recientes indicando la posibilidad de que aislados clinicos que
carecen de genes tdh y trh corresponden a cepas no virulentas que proliferan durante la

infeccién con una cepa virulenta no observada (Bhoopong y col., 2007).

Los nuevos aislados clinicos no pandémicos probablemente pertenecieron a
clones existentes en el ambiente, los cuales pudieron haber sufrido algunas
modificaciones desconocidas que les permitieron aumentar su patogenicidad en
humanos. PMC53.7, por ejemplo, corresponde al grupo DGREA 1.5, observado
anteriormente en mariscos durante el brote del 2005. Probablemente los otros 3 grupos
nuevos de aislados también estuvieron presentes en el ambiente pero en un nimero muy

bajo que hizo imposible su deteccion.
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Utilizando el analisis de secuencias de multiples loci (MLST), podemos
determinar la distancia evolutiva entre distintos aislados. En el caso de los aislados
clfnicos no pandémicos, se puede deducir que pertenecen a clones diferentes, con
origenes distintos al de la cepa pandémica. Gonzilez-Escalona y col. (manuscrito}
determiné que la recombinacién era mayor que la mutacion en 7 loci, en aislados
clinicos y ambientales de V. parahaemolyticus distantemente relacionados. Asimismo,
se encontraron casos de probable transferencia horizontal en 9 loci analizados para V.
cholerae por Garg y col. (2003), donde en la mayoria de los casos el DNA adquirido
provenia de otros vibrios. Segun esto, PMC38.7 podria ser €l representante de un nuevo
clon de V. parahaemolyticus patdgeno que es capaz de competir con otros clones en la
naturaleza. Interesantemente, los 3 tipos de rrs encontrados en PMC38.7 corresponden a
los 3 encontrados también en PMA339, un aislado ambiental obtenido el 2004. Sin
embargo, ambos aislados pertenecen a grupos DGREA diferentes y es dificil hacer una
interpretacion simple de esta observacion, como una posible transferencia directa de una
a otra bacteria. En todo caso, esta observaciéon parece reforzar la idea de la alta
transferencia lateral en V. parahaemolyticus con la generacion de nuevas cepas, en

algunos casos patégenas como PMC38.7,
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3.  Caracterizacién de aislados clinicos no pandémicos.
3.1. Presencia de genes del SSTT2 en un aislado ambiental.

Se ha reportado que SSTT2 estd presente sélo en aislados de origen clinico y tdh-
positivos (Meador y col., 2007). Sin embargo, cuando analizamos un cierto niimero de
aislados de distinto origen, encontramos que PMA339, aislado ambiental ¢dh-negativo,
’ fue positivo a 13 genes del SSTT2. PMA339 no ha sido observado entre los aislados
clinicos, lo que significaria el reporte del primer hallazgo de la presencia de genes del
SSTT2 en una cepa ambiental. Segin la secuencia obtenida desde los amplicones, es
probable que los genes del SSTT2 de PMA339 hayan evolucionado independientemente
en un tiempo considerable de aquellos en la cepa pandémica, debido al niimero de
sustituciones nucleotidicas observadas (2% en promedio). A pesar de las diferencias los
genes del SSTT2 de PMA339 estan mas relacionados a los genes del SSTT2 de ¥
parahaemolyticus (93 - 99% de identidad) que a aquellos recientemente encontrados en
V. cholerae no Ol/no 0139 (80 - 84% de identidad) (Dziejman y col., 2005). Ademas el
hecho de que PMA339 sea tdh-negativo, sugeriria que por ser movil, 7dh pudo haberse
perdido de la isla. Aunque el grupo de genes del SSTT2 no estd restringido a ajslados del
grupo pandémico, la aparente transferencia lateral del SSTT2- y eventualmente de la isla
de patogenicidad- que corresponde a V. parahaemolyticus potencialmente patogenos, es

de gran interés.
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3.2. Presencia de la isla de patogenicidad en PMC38.7.

Estudios previos examinando la presencia de DNA especifico de una cepa entre
aislados patdgenos de V. cholerae, han mostrado que la adquisicién de genes que
codifican factores de virulencia juega un rol importante en la emergencia dé aislados
pandémicos dentro de esta especie (O'Shea y col., 2004; Karaolis y col., 1998; Jermyn y
Boyd, 2002). Segtin Bik y col. (1995), la emergencia de un nuevo serogrupo ei)idémico
de V. cholerae O139 resulté de la transferencia horizontal desde el “cluster” 01!39 a una

4

cepa del serogrupo O1.

La isla de patogenicidad HPI de Yersinia pseudotuberculosis es transferida con
las regiones cromosomales flanqueantes, por lo tanto, su transferencia no esta limitada al
HPI sino que involucra grandes regiones cromosomales de al menos 46Kb e;l tamario
(Lesic y Carniel, 2005). Segtn los resultados obtenidos, este parece ser el caso de la isla
de patogenicidad en PMC38.7, donde segun las secuencias de los genes “housekeeping”,

]a regién cromosomal izquierda flanqueante a la isla que se identifico por secue{nciacic’m,
|
corresponderia a Ia misma secuencia en VpKX, sugiriendo que probablemente lla isla ha
sido transferida con segmentos cromosomales adyacentes. No podemos descfartar, sin
embargo, la posibilidad que las similitudes y diferencias en secuencias se debe a que la
isla de patogenicidad comienza y termina en posiciones diferentes a las indicadas para

|
VpKX por Hurley y col. (2006).

Se ha descrito que la transferencia de las islas de patogenicidad ocurre bajo

condiciones especificas, que podrian ser cercanas a aquellas encontradas por estas
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bacterias en sus nichos ecoldgicos naturales (Lesic y Carniel, 2005). El mecanismo que

- - . . . . . ]
interviene en la posible transferencia horizontal de la isla de patogenicidad no se conoce,

por lo que es importante continuar con este aspecto relevante en la evolucién de V.
parahaemolyticus patégenos, aunque la posibilidad que se debe a transduccién es alta, a

pesar de su gran tamaiio. ‘
i
b

|

4.  Evolucion de V. parahaemolyticus mediante transferencia génica hoi'izontal.

Existe un considerable interés desde hace varios aflos en investigar|como los

patogenos bacterianos evolucionan. Por algin tiempo se ha reconocidq que los
pldsmidos pueden llevar grupos de genes responsables de codificar un carécter de
virulencia, ¥ que estos grupos juegan un rol importante en la evolucién de la
patogenicidad (Winstanley y Hart, 2001). Las islas de patogenicidad extienden esta
nocién inveolucrando otras regiones de los genomas bacterianos. Tal es el caso de la isla
de patogenicidad en el aislado PMC38.7, ejemplo de la evolucion que puedeisufrir una
cepa indigena en su hébitat natural, por adquisicion de la isla de patogenicidadidesde una
cepa pandémica. La estructura de las islas de patogenicidad y la localizaci()xé de genes
que codifican el aparato del SSTT, sugiere que los patégenos bacterizu:ms de V.
parahaemolyticus pueden, al igual que otros, evolucionar adquiriendo lislas que

codifiquen factores de virulencia mediante transferencia horizontal.
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La heterogeneidad de los rrs en aislados ambientales es una caracteristica
evolutiva presente en la mayoria de los aislados de V. parahaemolyticus. En PiMC3 8.7,
aislado clinico con posible origen ambiental, las copias de los rrs muestran 31| distintas
secuencias, las mismas que fueron reportadas en el aislado ambiental PMA339. Esta
observacién fortalece la idea de que han ocurrido eventos de transferencia hori;zontal en
PMC38.7, uno de los cuales le habria permitido adquirir la isla de patogenicicéad desde

- |
una cepa pandémica.

La adquisicion de nuevas caracteristicas asociadas a virulencia, como en el caso
de tdh en PMC38.7 y PMC60.7, y algunas otras caracteristicas desconocidas (como en
PMC75.7), hacen que estos aislados se conviertan en nuevos clones con potencial
patdgeno. Bajo ciertas circunstancias, los genes asimilados y adquiridos recientemente,
como parece ser el caso en PMC38.7, podrian ser expresados de manera satisfactoria. Si
esta expresién contribuye al “fittness” de la bacteria (es decir, incrementa su capacidad

i
para generar progenie, ya sea aumentando su potencial patogénico o su transmisién a un
nuevo hospedero), ocurrird una seleccidén positiva que favorecera a estas variantes. Este
tipo de seleccion puede resultar en expansion clonal y conduciria a un incremento en la
frecuencia de variantes conteniendo estos genes en la poblaciéon (Gal-Mor y Finlay,

2006).

T

En su nicho ecoldgico natural, las cepas de V. parahaemolyticus .{estén en
estrecho contacto con varios otros microorganismos ambientales, dentro de los cuales

estan cepas de V. parahaemolyticus pandémicos, y este nicho podria representar un
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ambiente favorable para la transferencia génica horizontal. Por lo tanto, es importante
\
1
monitorear la presencia de éstos y nuevos clones en futuros brotes de diarrea por V.
parahaemolyticus asociada con el consumo de mariscos, para asi entender un poco mas

sobre la evolucidn de estos patégenos en el ambiente.

s e
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CONCLUSIONES

. La mayoria de las cepas ambientales de Vibrio parahaemolyticus presentan
polimorfismo a nivel de sus rrs, encontrindose que 62% de las cepas analizadas
muesiran esta caracteristica. Asimismo, el patron de polimorfismo es

indistinguible dentro de aislados del mismo grupo DGREA.

. Las diferentes secuencias rrs conservan la estructura caracteristica de esa region.

Esto se veria facilitado por un mecanismo de recombinacién entre segmentos de

rrs que han evolucionado independientemente en otras bacterias. Ademas, este
1

tipo de recombinacidn entre estas secuencias ocurriria sélo entre los Vibrio spp.

. La alta identidad de genes del SSTT2 y otros genes de la isla de patogenicidad
enire PMC38.7 v VpKX, sugieren que han sido recientemente adquiridos desde

la cepa pandémica.

. Los genes examinados pertenecientes a la isla de patogenicidad estin
organizados en una sola estructura en PMC38.7, sugiriendo la presencia de la isla

completa.

. La transferencia horizontal entre genes rrs, asi como de genes de virulencia,
puede conducir a la generacién de nuevas cepas, algunas con potencial patégeno

dentro de la poblacidn de V. parahaemolyticus.
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Vibrio parahaemolyticus is a marine bacterium bearing 11 copies of ribosomal operons. In some
strains, such as RIMD2210633, the genome includes identical copies of 16S rRNA genes (rrs).
However, it is known that other strains of the species, such as strains ATCC 17802 and
RIMD2210856, show conspicuous intragenomic rrs heterogeneity. The extent and diversity of the
rrs heterogeneity in V. parahaemolyticus were studied in further detail by characterization of the rrs
copies in environmental isolates belonging to 21 different genotype groups. Thirteen of these
groups showed intragenomic heterogeneity, containing altogether 16 sequences differing within a
25 bp segment of their rrs. These sequences grouped into four clusters differing in at least four
nucleotide sites. Some isolates contained rrs alleles from up to three different clusters. Each
segment sequence conserved the stem—loop characteristic of the 16S rRNA structure of this
25 bp sequence. The double-stranded stem sequence was quite variable, but almost every
variation had a compensatory change to maintain seven to eight paired bases. Conversely, the
single-strand loop sequence was conserved. The results may be explained as a consequence of
recombination among rrs evolving in different bacteria. The results suggest that intergenomic
rrs recombination is very high in V. parahaemolyticus and that it occurs solely among Vibrio
species. This high rrs homologous intergenomic recombination could be an effective mechanism
to maintain intragenomic rrs cohesion, mediating the dispersal of the most abundant rrs version
among the 11 intragenomic loci.
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INTRODUCTION

Many bacteria possess more than one and up to 15 copies
of the 165 rRNA gene (rrs) (Acinas et al, 2004). It is
believed that the different copies do not differentiate and
evolve in concert, from the existence of a mechanism called
gene conversion (Liao, 2000). However, in some isolates
from several species, one or more of the multiple
intragenomic rrs loci may differ substantially from the
rest, and their presence is considered to be due to
homologous  recombination with related bacteria
(Morandi et al, 2005; Sneath, 1993; Ueda et al, 1999;
Yap et al, 1999). Vibrio parahaemolyticus is one of the
bacterial species with a larger number of rRNA operons
(rrn). This species encompasses different marine bacterial
groups, including some human pathogens responsible for
outbreaks of diarrhoea related to seafood consumption. The
genome of strain RIMD2210633 of V. parahaemolyticus

Abbreviations: DGREA, direct genome restriction enzyme analysis; RDP,
Ribosomal Database Project.

The GenBank/EMBL/DDB. accession numbers for the rrs sequences
of V. parahaemolyticus are DQ 868329-DQ 86834 1.

(VpKX) consists of two circular chromosomes containing
11 rrn copiess 10 on chromosome 1 and one on
chromosome 2 (Makino et al, 2003). Examination of
the sequence of each operon shows that they contain
almost identical rrs alleles. However, other strains of V.
parahaemolyticus, strains ATCC 17802 (VpD) and
RIMD2210856 (VpAQ), show rrs intragenomic hetero-
geneity (Gonzalez-Escalona et al, 2005b; Moreno et al,
2002). Strain VpD contains two classes of rrs (Moreno
et al, 2002), differing at 10 nucleotide sites within a
25 bp segment. This segment encodes a hypervariable
stem—loop of the 165 rRNA which includes nucleotides
455-479 (Escherichia coli numbering). Seven operons
contain rrs alleles with one of the sequences and four
contain the other (Gonzalez-Escalona et al., 2005b). One
of these segments differs at seven nucleotide sites from
the corresponding segment in strain VpKX and the other
differs at 10. Strain VpAQ contains some rrs alleles with
the sequence observed in VpKX, and others with a unique
sequence that differs from the two found in VpKX and
VpD (Gonzalez-Escalona et al, 2005b; Moreno et al,
2002). However, despite the large sequence differences,
every segment conserves the stem-loop structure
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characteristic of this region in the rRNA. The large number
of mismatches, together with compensating changes to
conserve the stem structure in the rRNA, implies that their
divergence is relatively ancient, and hence it is difficult to
accept that they evolved in the same cell over such a long
period. The most plausible explanation is that the differences
were caused by recombination with rrs alleles that evolved in
different bacterial strains, as originally proposed by Sneath
for bacteria of the genus Aeromonas (Morandi et al., 2005;
Sneath, 1993). Lateral gene transfer in V. parahaemolyticus
may be augmented by the high levels of bacteriophage
transduction that occur in seawater (Beumer & Robinson,
2005; Jiang & Paul, 1998). Here, we report the extent and
diversity of the intragenomic rrs heterogeneity in different
groups of V. parahaemolyticus obtained from seafood
samples during outbreaks in the austral summers of 1998,
2004 and 2005 in Chile (Fuenzalida et al., 2006; Gonzalez-
Escalona et al., 2005a). Our data suggest high intergenomic
rrs recombination between Vibrio species that could have
important consequences for the evolution of the species.

METHODS

Bacterial strains. V. parahaemolyticus RIMD2210633 (VpKX) was
obtained from the Research Institute for Microbial Diseases, Osaka
University, Japan. V. parahaemolyticus ATCC 17802 (VpD) was
obtained from the American Type Culture Collection. The Chilean
non-pandemic strains PMA37.5, PMALl12, PMA3.5, PMA339,
PMA337, PMAI89, PMAIl6.5, PMA25, PMA79, PMA3316,
PMA45.5, PMA27.5, PMAL.5, PMAI19.5, PMA22.5 and PMA109.5
were obtained from shellfish samples taken during outbreaks that
occurred in 2004 and 2005. Each of these isolates corresponds to the
type isolate of the 16 groups differentiated by direct genome
restriction enzyme analysis (DGREA), as previously described
(Fuenzalida et al, 2006). Nine isolates from the outbreaks that
occurred in 1998 (Gonzalez-Escalona et al,, 2005b) were analysed by
DGREA and divided into five groups. Representative isolates from
each of these groups were chosen and they corresponded to isolates
ATC230, ATC297, COA62, ATA65 and LIA138. The patterns of the
21 type isolates from each of the DGREA groups were analysed with
GelCompar I1 (Applied Math), and their genetic distances were
calculated on the basis of the number of bands shared between
isolates. Similarity matrices were calculated by using the Dice
coefficient, and clustering was achieved by using the unweighted
pair group method with arithmetic mean.

rrs analyses. Bacterial DNA was extracted from overnight cultures
in Luria-Bertani broth/3 % NaCl using the Wizard Genomic DNA
Purification kit (Promega). The DNA concentration was estimated
visually by comparison of the ethidium bromide-stained bands with a
standard. PCR amplification of rrs was performed using approxi-
mately 10 ng per reaction tube, as previously described (Moreno et al.,
2002), and universal primers Eubac27F (5'-AGAGTTTGATC-
CTGGCTCAG-3') and 1492R (5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3")
to amplify 165 rDNA, and 357F (5'-CTCCTACGGGAGGCAGCA-3')
and 518R (5'-CGTATTACCGCGGCTGCTGG-3') to amplify the
shorter fragments containing the variable region of the rrs. PCR
products were assayed by electrophoresis and visualized as previously
described (Moreno et al., 2002).

Heteroduplex assay for rrs heterogeneity. Intragenomic rrs
heterogeneity was tested by examining the formation of hetero-
duplexes after PCR amplification of the 165 rDNA, as described

previously (Espejo ef al., 1998). Formation of heteroduplexes occurs
when the amplicons contain mismatches within a short segment. In
this case, heteroduplexes were formed between rrs amplicons from
different rrs alleles that differed in sequence. These amplicons
hybridized when the temperature was decreased for primer annealing
after melting during the last PCR cycle. As a consequence of the
mismatches, these hybrids showed retarded electrophoretic migration
in polyacrylamide gels.

rrs sequencing. For direct sequencing of the products, these were
purified with the Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega) and sequenced at Macrogen, Korea. DNA sequences were
analysed individually and manually assembled. The alignments and
sequence similarities were obtained using BioEdit (Hall, 1999). For
sequencing of individual rrs alleles, the rrs in different restriction
fragments were separated by PFGE, as described previously
(Gonzalez-Escalona et al, 2005b), before PCR amplification.
Sequencing took place as described for the whole PCR product.
Briefly, bacterial genomic DNA in agarose plugs was prepared as
described by lida et al. (1997) and digested with the restriction
enzyme I-Ceul (New England Biolabs) for 16 h at 37 “C, using 50 U
enzyme per plug. Electrophoresis was performed on a CHEF-DRII
system (Bio-Rad Laboratories) using a 1 % low-melting-point agarose
(Promega) gel in 0.5x TBE buffer (0.45 mM Tris-borate, 1 mM
sodium EDTA, pH 8.0). The pulsed time employed was 1-80 s ramp
time at 200 V for 20 h at a constant temperature of 14 “C. After
electrophoresis, the gel was stained with ethidium bromide for
30 min and photographed. Five or six of the observed bands with
larger migration distances were then excised from the gel with sterile
razors, and a slice of each band was then melted at 65 °C in twice its
volume of 1x TE buffer (10 mM Tris/HCl, 1 mM EDTA-NaCl,
pH 8.0). A 10 pl sample of the solution containing DNA from each
band was then used for PCR, as described above. The products of the
PCR were sequenced at Macrogen. For construction of the RFLP-
PFGE dendrogram, bands with similar and different migration
patterns were distinguished and identified by their relative migration
in the gel. The generated data were used to construct a similarity
matrix calculated using the Nei-Li coefficient (Nei & Li, 1979).
Finally, this matrix was used to obtain the dendrogram by applying
WPGM in Treecom (Van de Peer & De Wachter, 1994).

The presence of the different sequences in different bacterial
taxonomic groups was tested using the probe match of the
Ribosomal Database Project (RDP; http://rdp.cme.msu.edu/) data-
base and by restricting the search to sequences of isolates with more
than 1200 sequenced nucleotides and sequence data containing the
nucleotides 400-500 (E. coli numbering) (Cole et al,, 2005).

The model of 165 rRNA was obtained from Cannone et al. (2002)
(http://www.rna.cchb.utexas.edu/).

RESULTS

Intragenomic rrs heterogeneity in V.
parahaemolyticus

Intragenomic heterogeneity in the multiple rrs alleles of
different V. parahaemolyticus isolates obtained from shell-
fish was analysed. These isolates have been classified in 21
groups by comparison of their DNA restriction fragment
length patterns by DGREA (Fuenzalida et al., 2006). Fig. 1
shows the DGREA patterns and the dendrogram illustrating
the similarity of the clusters. Intragenomic heterogeneity was
initially tested by examining the formation of heterodu-
plexes after PCR amplification of the 165 rRNA genes, as

http://mic.sgmjournals.org
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Fig. 1. DGREA of V. parahaemolyticus isolate types for every DGREA group observed in both clinical and shellfish samples
collected in the summers of 1998, 2004, and 2005. Left of figure, dendrogram illustrating the clusters of the patterns by
similarity. KX corresponds to the south-east pandemic strain RIMD2210833.

described in Methods. Only the type isolate from each of
the 21 DGREA groups was tested at first. The formation
of heteroduplexes was initially tested by PCR amplifica-
tion of almost the complete rrs using the universal
primers 27F and 1492R. Thirteen of the 21 isolates
showed the characteristic heteroduplexes (results not
shown). To determine if the heterogeneity occurred in
nucleotides 455-479 (E. coli numbering) as observed for
VpD (Moreno et al., 2002), a shorter fragment of 161 bp
encompassing this variable segment was amplified by
PCR with primers 357F and 518R, and subsequently
checked for formation of heteroduplexes (Fig. 2)
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Fig. 2. PCR amplification products of the variable segment of the
rrs of different V. parahaemolyticus isolates. The variable segments
of a representative isolate from each DGREA group were PCR-
amplified and separated by PAGE. VpKX, south-east pandemic
strain RIMD2210633; VpD, species type strain ATCC 17802. All
the other strains correspond to isolates from Chile. MW,
BenchTop 100 bp Ladder (Promega).

(Gonzalez-Escalona et al, 2005b). By amplification of
almost the whole rrs, formation of heteroduplexes was
observed in the 13 isolates showing intragenomic hetero-
geneity, indicating that the heterogeneity was located in
the same segment as that found in the heterogeneous
strain VpD. The number of bands above the main lower
band, corresponding to the homoduplex, reflected to
some degree the extent of polymorphism and the number
of different intragenomic rrs alleles (Espejo et al, 1998).
Examination of further isolates belonging to the more
numerous DGREA groups showed that isolates from the
same group shared the same heteroduplex pattern,
suggesting that isolates from the same group had identical
rrs heterogeneity. This analysis included seven isolates
from group 2.5 and six from each of the groups 112 and
45 (results not shown). The high incidence of rrs
polymorphism in isolates from shellfish was in agreement
with our earlier observation that most strains of the genus
Vibrio show intragenomic rrs polymorphism (Moreno
et al, 2002).

rrs sequences in V. parahaemolyticus

The sequences of heterogeneous segments were determined
in each of the isolates representing each DGREA group.
The sequences in isolates without rrs heterogeneity were
directly determined in the PCR amplification product
obtained from the bacterial DNA. To determine the
sequences in isolates containing different rrs alleles, the
different rrn operons were separated by cleavage of their
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genomic DNA with the restriction enzyme I-Ceul and
subsequent PFGE (Fig. 3). I-Ceul cleaves a 19 bp sequence
in the 23S rRNA gene (Liu et al, 1993), generating
fragments with a single rrs, except in those containing two
adjacent rrn operons with opposite orientations. According
to the genome sequence of VpKX (Makino et al., 2003), I-
Ceul generates 11 fragments. However, only six bands were
sufficiently clear to be excised from the gel under the
conditions employed. The expected sizes of these six
fragments are indicated in Fig. 3 (bands marked by
asterisks). The two smallest expected fragments of 5.2
and 5.6 kb ran off the gel. The two largest fragments of
~2 Mb were barely detectable in the upper part of the gel.
The two expected fragments of 59 and 60 kb co-migrated
in the gel. Due to the opposite orientations of two
neighbouring operons (Makino er al,, 2003), one of the
fragments of 2 Mb lacked rrs, while the fragment of 89 kb
contained two rrs. Strain VpKX, isolates PMA19.5 and
PMA27.5, which were readily discriminated by DGREA,
showed identical I-Ceul restriction fragment patterns.
Following separation of the fragments, the bands from 40
to 680 kb in size were excised from the gel, the rrs alleles
were amplified, and the PCR products were sequenced. The
sequences obtained for the eight monomorphic isolates
(PMA37.5, PMA35, PMA79, PMALS5, PMAI109.5,
ATC230, ATC297 and COA62) were identical to those
found in the 11 rrs alleles of VpKX. According to their
DGREA patterns, some of these isolates correspond to
distant clades (Fig. 1). Interestingly, some monomorphic
clades seemed to be closely related to clades with
heterogeneous rrs (e.g. see clades PMA3.5 and PMA189).
Sixteen different sequences or alleles were observed in the
13 isolates with heterogeneous rrs (Table 1). These 16

sequences clustered into four groups differing in at least
four nucleotide sites. One group corresponded to
sequences similar to those in VpKX. The other two groups
showed sequences similar to those found in VpD, D1 and
D2. The fourth group (ATA65-B2) contained a new set of
sequences. Every sequence conserved the stem-loop struc-
ture characteristic of this 25 bp segment. The sequence
forming the stem was very variable, but every variation had a
compensatory change to maintain seven to eight paired
bases (Fig. 4). Conversely, the sequence of the single-strand
loop was conserved in every segment, except in segments
PMA3316-B1 and LIA138-B6, in which it contained an
additional nucleotide. Inclusion of this additional nucleo-
tide in the single-stranded region was necessary Lo maintain
the double-stranded secondary structure of the stem.
Although these sequences differed in up to 12 of the 25
nucleotide positions, they were almost exclusively found in
isolates of the genus Vibrio when searched in the RDP 165
rRNA database (Cole et al, 2005). Table 1 also shows the
number of hits obtained after searching each of the 25 bp
sequences in the RDP database using the ProbeMatch tool.
The percentage of the total hits corresponding to either
bacteria of the family Vibrionaceae or of the genus Vibrio are
shown in separate columns of Table 1.

Table 2 shows the distribution of the rrs alleles in VpKX
and each of the 13 strains with rrs heterogeneity. To
facilitate scrutiny, entries in Table 2 that contain sequences
of different clusters have been differentiated by different
typefaces. The degree of rrs intragenomic heterogeneity was
variable, with some isolates containing rrs alleles from at
least three different clusters (e.g. PMA189 and PMAL12).
Most polymorphic isolates contained rrs alleles differing
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Table 1. /s segment sequences in reference strains and isolates with heterogeneous rrs, and their

frequencies in the RDP database

Segment sequences are identified by the name of the isolate in which they were found in greatest abundance;
followed by the number assigned to the band containing that sequence. AB, all bands; Y, C/T; M, A/C; R, A/G.

Isolate-PFGE band* Sequence of rrs variable segment  No. of hits? Percentage hits
Vibrionaceaef Vibrios
VpKX-AB GTAGTGTAGTTAATAG-CTGCATTAT 82 100 95
ATAGS-Bl.  assen saen avn e =Bir 3 salE ek 1 100 100
PMA22.5-B1 araluca o ssom e erase Sracet et ek 4 100 100
PMA337-Bl e S age = mpun il c 2 100 100
PMA195-B3  ....... G sgn ois TelE E WiEE G 1 100 100
PMAIMEG-BL = i s simens s sreiece Glarw s et sviecs 82 (1) 100 95
LIA138-B6 e Coveiinnns 82 (1) 1060 95
PMA189-B3 sl SeeE SR SR =5k v 8 (1) 100 75
PMA455-B3 = s iwn eeies s ewies =ou <MITVYR. 85 (1) 100 92
VpD2-B1 JCE.GTAC: v vave s -.GTAT.CG 4 100 100
ATA65-B2 EE BB was s =66 .G 3 100 100
PMA339-Bl1 CG B oo spmie o = e smie m o G 31 (2) 100 6.511
PMA189-B6 i88ws were mus w5 = it cG 1 100 oY
VpDI1-B4 G BT s s 5 -.ACT..C 22 (1) 100 95.5
PMA16.5-B3 G e BBT w sivin mome = -.ACT. .C 22 (1) 100 95.5
PMA2.5-B6 G..AGT........ =2 ACT: 5 50 22 (1) 100 95.5

*Designations in bold are the names assigned to the sequence group.

tNumber of hits obtained after searching each of the 25 bp sequences over the RDP database using the
ProbeMatch tool. Numbers in parentheses indicate the errors allowed in probe matching of the RDP. This
error was only allowed when no match was obtained with the exact sequence.

+Percentage of the total hits corresponding to bacteria of the family Vibrionaceae.

§Percentage of the total hits corresponding to bacteria of the genus Vibrio.

|Photobacterium=90 %.
Y Unclassified Vibrionaceae=100%.

from four to 12 sites. In some cases, the sequence obtained
from the amplicon of the PFGE band showed polymorph-
ism for some sites, suggesting that it contained more than
one sequence, probably two. Two rrs alleles in the same
band could appear as a result either of the existence of
adjacent rrn operons of opposite orientation in the genome
or of co-migration of two restriction fragments. In these
cases, only two bases were observed at each polymorphic
site, and their presence could be explained by the
occurrence of two rrs segment sequences, which is shown
in Table 1. For example, the polymorphism found for band
B1(40-50) of isolate PMA19.5 was explained by the
presence of the two sequences ATA65B2 and D2.

To explore the homogeneity among isolates of the same
DGREA cluster, a similar sequence-based analysis was done
for two strains of clusters PMA2.5 and PMA45.5, and for
one additional strain of cluster PMA112, all isolated from
different samples. Only two fragments were sequenced on
this occasion. This analysis showed that strains from the
same DGREA cluster contained the same sequences as
those found in the group type strain, but that these

sequences were not always present in the same restriction
fragment (results not shown).

DISCUSSION

Our results show that the intragenomic rrs heterogeneity
found in V. parahaemolyticus strains within the 25 bp
stem-loop structure of the 165 rRNA is a characteristic of
this species, as it was found in more than one-half of the
genotypes examined. Two features of this 25 bp intrage-
nomic and intergenomic variable segment, already
reported in two other strains (VpD and VpAQ)
(Gonzalez-Escalona et al, 2005b; Moreno et al, 2002),
were shown to be retained in two respects: (i) a highly
variable sequence maintaining the secondary structure of
the stem; and (ii) a conserved sequence of the single
stranded loop. This overall conservation suggests that the
segment may have an essential role in the functioning of
the ribosome. One function reported for this segment is the
requirement for a specific interaction between nucleotides
456-476 of the 165 rRNA of E. coli and protein 54, a
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ribosomal protein essential for ribosome assembly (Sapag
et al., 1990). Altogether, our results suggest that the stem
sequence might be considered a neutral allele as long as the
double-stranded structure is conserved. As previously
stated for some V. parahaemolyticus strains and for other
bacterial species, the accumulation of so many substitu-
tions with compensating changes implies that the diver-
gence of the different versions of these rrs segments is
relatively ancient. It is likely that each version evolved in
different bacteria and that assortment then took place by
lateral gene transfer (Gonzalez-Escalona et al, 2005b;
Morandi et al, 2005; Moreno et al., 2002; Sneath, 1993;
Yap et al, 1999). The results reported here show that some
V. parahaemolyticus strains can contain up to three rrs
alleles differing in at least four nucleotide sites. The
presence of several rrs alleles with so many differences in
single isolates reinforces the idea that the assortment took
place by acquisition from different bacterial clones. If
rrs intragenomic heterogeneity is indeed generated by
recombination, the high proportion of environmental

isolates with heterogeneity (629%) suggests that lateral
transfer and recombination are frequent among V. para-
haemolyticus bacteria. However, lateral transfer may have
different effects on rrs intragenomic heterogeneity. The rrs
composition observed within each DGREA cluster will be
maintained as long as intergenomic recombination occurs
among members of the same DGREA group. This is highly
likely because bacteria in close proximity probably belong to
the same clone and also because recombination is higher
among identical genes (Majewski & Cohan, 1999). In this
situation, lateral gene transfer could be a mechanism of
concerted evolution of the 11 intragenomic rrs alleles if
intergenomic recombination in V. parahaemolyticus is more
frequent than mutation, as occurs in some other bacterial
species (Feil et al., 1999, 2000, 2001). An example is what
could happen in a DGREA cluster with identical intrage-
nomic rrs. In this case, intergenomic recombination with
bacteria of the same clone would replace rrs containing
mismatches generated by mutation with those containing the
sequence prevailing in the population. However, there will be

http://mic.sgmjournals.org
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Table 2. Sequences of rrs variable segments in different PFGE bands observed after hydrolysis of isolate DNA with restriction

enzyme |-Ceul

KX corresponds to the sequence of the south-east pandemic strain RIMD2210633. The three groups of sequences differing from KX are indicated as
follows: bold type, ATA65B2; italic bold type, VpDI; underlined bold type, VpD2.

Isolate PFGE band (kb)

Bl (40-50) B2 (51-85) B3 (86-120) B4 (104-170) B5 (180-610) B6 (540-630)
VpKX KX KX KX KX KX KX
PMA45.5 KX KX 45.5B3 KX KX KX
PMA3316 3316B1 KX LIA138B6 KX KX ND
PMA2.5 KX KX KX KX KX 2.5B6
PMA337 337B1 331681 337B1 KX KX 16.5B3
LIA138 KX KX D2 KX KX LIA138Ba
PMA22.5 22.5B1 KX 22.5B1 D2 22.5B1 ND
PMA27.5 KX KX KX 16.5B3 KX LIA138B6
PMAI189 KX/22.5B1 16.5B3 189B3 16.5B3 KX 189B6
PMA19.5 ATA65B2/D2 KX 19.5B3 KX ATA65B2 ND
PMAL112 16.5B3 16.58B3 KX 16.5B3 LIA138B6 189B6
PMA339 339B1 339B1 KX/339B1 KX 16.5B3 339B1
ATAG65 ATA65B1 ATA65B2 ATA65B2 ATA65B2 ATA65B2 ND
PMAI6.5 ATA65B2 KX 16.5B3 16.5B3 ATA65B2 16.5B3
VpD D2 D2 DI/D2 DI DI DI

instances of intergenomic recombination between bacteria of
different clones containing different rrs that will cause the
emergence of variants. These variants would destroy the
coherence of the DGREA clusters unless these clusters
correspond to ecotypes and coherence is recovered by
periodic selection.

Our results also reinforce previous observations with the
rrs sequences of two V. parahaemolyticus strains; this
putative intergenomic rrs recombination seems to occur
almost exclusively between bacteria of the same genus,
since all the sequences observed have rarely been reported
in bacteria outside the genus Vibrio. Although other
mechanisms cannot be rejected, it is likely that inter-
genomic rrs recombination is mediated by bacteriophages.
Indeed, bacteriophages that transduce genes to V. para-
haemolyticus have been isolated from the sea (Chang et al.,
1998), in which transduction seems to occur abundantly
(Jiang & Paul, 1998). Additionally, it has been demon-
strated that some marine phages can harbour 165 rRNA
genes (Beumer & Robinson, 2005).
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Abstract

Disease outbreaks caused by Vibrio parahaemolyticus in the region of Puerto Montt, Chile,
began in 2004 and reached a peak in 2005 with 3600 clinical cases. Until 2006, every
analyzed case was caused by the serovar 03:K6 pandemic strain, In the summer of 2007,
there were only 475 reported cases and 71% corresponded to the pandemic strain. A new
clinical strain, associated with 13% of the cases, was genotypically different from the

pandemic strain but contained genes that were identical to those found in its pathogenicity

K TR,

island. This and other findings strongly suggest that the pathogenicity- related genes were ’
laterally transferred from the pandemic strain to one of the different V. parahaemolyticus
groups composing the diverse and shifting bacterial population in the shellfish of this

region.

Keywords: Vibrio parahaemolyticus; shellfish; Chile; outbreaks; lateral transfer

[

Article Summary Line: Vibrio parahaemolyticus outbreaks in southern Chile are
declining while the main etiological strain is being replaced by new strains that probably

acquired pathogenic genes by lateral transfer from the pandemic strain.
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1. Introduction

In'1998, in Antofagagta, Chile (23°39'S 70°24'W), approximately 300 clinical cases
from seafood consumption-related outbreaks were reported (!). Outbreaks practically
disappeared from this region after 1998. From 2004 to 2007, approximately 7,000 cases
were reported farther south in Puerto Montt (41°29°S 72°24'W) (2-5). However, the
outbreaks are in decline; there were approximately 1500, 3600, 900, and 475 cases in 2b04,

20035, 2006, and 2007, respectively {6);
l_;itp' ://ep”i.{"rljlnr}_siilflfe.p_ j{hﬁg}}.l{(}c_twgayq?glfyibriqlhtm). Until 2006, almost 100% of the cases
analyzed were caused by a clonal group originally observed in Southeast Asia in 1996 (7).
This was known as the V. parahaemolyticus pandemic strain because it was dispersed
throughout the oceans causing outbreaks worldwide. This group is characterized by
belonging to the O3:K6 serovar, although a large number of serovariants has emerged since
1996 (8). They also possess the sequences corresponding to genes roxRS/new (9}, orf8 (10),
and tdh and lack trh gene.

Genome sequencing of the RIMD2210633 strain revealed that it has two sets of
gene clusters that encode the type IH secretion system (TTSS) apparatus (17). The TTSS
apparatus is used by several gram-negative pathogenic bacteria to secrete and translocate
virulence factor proteins into the cytosol of eukaryotic cells (72). TTSSI1 is involved in
cytotoxicity against HeLa cells and TTSS2 is involved in the enterotoxic activity in a rabbit
ileal loop test (13). The first cluster is located on the large chromosome and the second is
on the small chromosome. This last cluster contains two copies of genes for TDH and it is
within a pathogenicity island probably obtained by recent lateral transfer (17). TTSS2 has

been found only in strains showing B-iype hemolysis on a specialized blood agar medium

called Wagatsuma agar (11). This hemolysis is called the Kanagawa phenomenon and it is
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considered to be a good marker of pathogenic strains. Recently, TTSS genes related to the
TTSS2 cluster were describeql in clinical and environmental non-O1, non-0139 V. cholerae
strains (714).

The clonal nature of the pandemic V. parahaemolyticus isolates from throughout the
world was ascertained by the similarity of the patterns obtained by genome restriction
fragment length polymorphism-pulsed field gel electrophoresis (RFLP-PFGE)(15),

arbitrarily primed polymerase chain reaction (AP-PCR) (7;9), direct genome restriction

337

49 -

10
11
12
13
14

15

enzyme analysis (DGREA). (4), and_multilocus sequence typing (MLST) (16). The
pandemic strain is, however, a minor fraction of a diverse and shifting V. parahaemolyticus
population found in shellfish of the region of Puerto Montt (2). In an effort to understand
the epidemiology of these outbreaks, we studied V. parahaemolyticus isolates recovered
from clinical cases and shellfish -during the summer of 2007. Our results indicate the
emergence of new pathogenic V. parahaemolyticus groups that were probably generated by
gene lateral transfer and snggest that the decrease in the number of clinical cases may be

due to the diminution of the V. parahaemolyticus pandemic group in the regional seafood.
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2. Methods

Strains. V. parahaemolyticus RIMD 2210633 (VpKX) and RIMD 2210086 (Vpl)
were obtained from the Research Institute for Microbial Diseases, Osaka University, Osaka,
Japan, The Chilean environmental strains (PMA79, PMA112, PMAI189, PMA337,
PMA339, PMA3316, PMAL.5, PMA25, PMAI9.5, PMA22.5, PMA27.5, PMA13.6,
PMA34.6, PMA36.6, PMA40.6) were obtained from shellfish samples taken during

outbreaks that occurred from 2004 to 2006 and were previously described (4). PMAL.7,

.PMA11.7, and PMA21.7 were_from shelifish collected in the summer of 2007. PMC38.7,

PMC60.7, PMC53.7 and PMC75.7 were from clinical samples. Each of these isolates
corresponds to the type isolate of the 23 groups differentiated by DGREA as previously
described (4) and reported in this paper.

Analysis. Samples of clinical cases and shellfish were obtained and analyzed as
previously described (4). Isolation, growth, and characterization of the isolates, including
their DGREA pattern, were performed as previously described (4). Each of the DGREA
patterns found in 2007 was compared to those described in previous years and when
similarities were observed their identity was checked by electrophoresis.

PCR amplification of the different targets was performed using 1/10 dilutions of
DNA extracted as described for DGREA analysis. tdh was amplified as described by Bej et
al (17); T3SS2 genes (VPA1335, VPA1338, VPAI339, VPA1341, VPA1342, VPA1346,
VPA1349, VPA1354, VPA1355, VPA1362, and VPA1367) were amplified using the
primers described for microarray by Meador et al (18) at 61°C. Genes VPA1321 and
VPA1376 located at the extremes of the island were amplified with primers designed using
Primer3 program (http://primer3.sourceforge.net). The sequences of these primers were:

VPA1321f: 5-TGACATGCACGGCAATAGAT-3, VPA1321r: 5

ScholarOne support: (434} 817-2040 ext. 167
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ACAGAGTTGGTTTCGCAGGT-3", VPA1376 f: 5-CATCGAGCGATCTTTCACAA-3"
and VPA1376r: 5"-ACCGGTTTCCAACCTTCTCT-3". Housekeeping genes for MLST
(MLST scheme developed by ‘Narjol Conzalez-Escalona) were amplified using the primers
described in the Vibrio ) parahaemolyticus MLST website
(http://pubmist.org/vparahaemolyticus) developed by Keith Jolley and sited at the
University of Oxford (19).

PCR products were purified with either Wizard SV Gel or PCR Clean-Up System
(Promega, USA) and sequenced in .both directions by Macrogen (South Korea) or by
MCLAB (South San Francisco, CA, USA) employing forward and reverse amplification
primers or primers MI13F and M13R (MLST loci). DNA sequences were analyzed
individually and manuvally assembled. The alignments and sequence similarities were
obtained using BioEdit (20). The sequences obtained were deposited in GenBank
(accession numbers awaited)

Amplification and sequencing of the variable region of the 16S rRNA. (rrs) between
nucleotides 357-518 (E. coli numbering) were performed as previously described (21). This
consisted of the separation of the individual rrs alleles in PMC38.7 by PFGE and PCR

amplification of the variable region in excised bands as described previously {22).
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3. Results
3.1. V. parahaemolyticus associated with clinical cases 2007.

V. parahaemolyticus isolates from 38 diarrhea cases from the summer of 2007 in the
Puerto Montt region were analyzed and grouped according to the presence of the genetic
markers (orf8, toxRS/new, tlh, tdh, trh) and the distinctiveness of their DGREA patterns
(Table 1, Fig. 1). One isolate from each patient was characterized. Isolates from 27 cases
(71%). corresponded to the serovar 03:K6 pandemic clonal group, a percentage
significantly lower than the 100% observed in previous summers (4). The isolates from the
other eleven cases lacked the characteristic markers of the pandemic strains, i.e., orf8 and
toxRS/new and consisted of four DGREA groups. One of these groups contained 5 tdh-
positive isolates (13% of the cases). A second group contained 4 isolates positives for both
tdh and trh genes (11%). The other two groups contained one isolate each and both were
negative for these two markers (Table 1). A single isolate chosen as the type strain of each
group was typed by MLST. MLST sequence type corresponded with groups determined by
the other analyzed properties (Table 1).

3.2 Characterization of the non- pandemic clinical strains.

Strains positive for tdh, other than the pandemic strain, had not been isolated from
clinical cases in Puerto Montt during the three-previous summer outbreaks. Since, -it has
been reported that this gene may be spread by insertion sequence-like elements (ISVs) (23,
24). The possibility that, the tdh found in non-pandemic strains was derived from the
pandemic sirain was expl;)red. The PCR amplicons of the tdh gene of the two non-
pandemic groups was sequenced in isolates designated as type strains for each group:
PMC60.7 for the group containing both dh and frh and PMC38.7 for that containing only

tdh. The amplicon of isolate PMC60.7 showed an identical sequence to that reported for

ScholarOne support: (434} 817-2040 ext, 167
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1dhA except for a single nucleotide (/7). On the other hand, PMC38.7 showed an identical
sequence to that expected for a mixture of the iwo 1dh genes present in VpKX. These two
genes differ slightly and the mixture of their PCR products should show polymorphism in
definite sites (/7). This observation suggested the presence in PMC38.7 of genes rdhS and
rdhA with identical sequence to those found in the pandemic strain. Since these two genes
are Jocated close to each end of the pathogenicity island in chromosome 2 of the pandemic
V. parahaemolyticus (11), the presence of the whole island was explored by PCR
amplification of 11 genes of the TTSS2, located in the island, and also of genes VPA1321
and VPA1376 Jocated at the extremes of the island close to tdhA and tdhS, respectively.
Each tested gene was found in the PMC38.7 strain and the sequences of their PCR products
were identical to those reported for the pandemic strain genes, except for a single
nucleotide in VPA1342. Serotyping of PMC38.7 indicated an O10:K20 serovar. Since
PMC38.7 is genetically very different from the pandemic strain (Table 1, Fig. 1), the high
homology of these genes suggested that the whole pathogenicity island had recently
transferred from the pandemic strain.

PMC?38.7 also differs from the pandemic strain and most, clinical isolates by the
presence of intragenomic heterogeneity among its multiple 16S rRNA genes, a feature
seldom observed in clinical isolates but frequently observed among environmental isolates.
This is probably caused by lateral transfer of the rrs (21). Three different rrs, with
sequences corresponding to V. parahaemolyticus groups, VpD1-B4, ATA65-B2, and
VpKX-AB (21), were observed in PMC38.7.

3.3 V. parahaemolyticus associated with shellfish.

There are a large number of V. parahaemolyticus environmental strains in the

Puerto Montt region. Only the pandemic strain was isolated from clinical samples before

ScholarOne support: (434) 817-2040 ext. 167
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and during the summer of 2006, but 20 different strains were isolated from shellfish during
that period (2). Characterization of 52 isolates from 20 shellfish samples during the summer
of 2007 indicated the presence of at least five different DGREA groups; three of them were
not previously observed (Table 2, Fig. 2). This raises the number of different strains found
in shellfish of the region to 23. Figure 3 shows the number of shellfish samples containing
each of the 23 DGREA groups found during the last four years, including the data from
summer, 2007 (2), and this paper. Only four of the 20 shellfish sampies examined rendered
tdh-positive enrichment cultures, indicative of the presence of pathogenic strains;
nevertheless, no tdh-positive isolates were obtained from these enrichments after plating on
TCBS agar.
3.4. TTSS2 genes in other non-pandemic V. parahaemolyticus strains from Puerio Montt
Since as recently shown by meador et al., the possession of TTSS2 genes is not
exclusive of the pandemic strain (/8), their occurrence in the other environmental and
clinical V. parahaemolyticus DGREA groups found in the region of Puerto Montt was
explored. Twenty strains corresponding to 18 environmental DGREA groups (PMA79,
112, 118, 189, 337, 339, 3316, 1.5, 19.5, 22.5, 27.5, 13.6, 34.6, 36.6, 40.6, 1.7, 11.7, and
21.7) and one strain from each of three new clinical groups (PMC60.7, 53.7 and 75.7)
found in Puerto Montt in 2007 were examined for the presence of the VPA1335 gene
(contained in the TTSS2) by PCR amplification. Among these, only strain PMA339,
isolated from shellfish in summer, 2004, was positive. PCR amplification of PMA339 for
the other genes in the pathogenicity island showed positive reactions for all the genes tested
in PM(C38.7. Nevertheless, the sequences of the amplicons showed significant differences
from those found in PMC38.7 and reported in the pandemic strain genome. Dissimilarity

ranged from 0.6% for VPA1362 to 6.2% for VPA1346, with an average of 2.3% for all of

ScholarOne support: (434) 817-2040 ext. 167
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1 these genes. These differences indicate a much larger evolutionary distance between the
2 genes in PMA339 and in the pandemic strain than between PMC38.7 and the pandemic

3 strain.

ScholarQne support: {434) B17-2040 ext, 167




10

11

12

13

14

15

16

17

13

19

20

21

22

23

24

BT OiG e TP LHLEaAst |

11

4. Discussion

The epidemiology of outbreaks caused by V. parahaemolyticus in the Puerto Montt
region is changing. There has been a decrease in the number of clinical cases. The
occurrence of new pathogenic strains and an apparent decrease in the abundance of the
pandernic strain in shell{ish were also observed. The percentage of clinical cases caused by
the pandemic strain decreased {rom 100% to 71% in 2007. Four clinical strains, not
previously observed, emerged; among these, one group representing 13% of the clinical
cases, with type strain PMC38.7, seems to have recently received the genes enclosed in the

pathogenicity island of the pandemic strains. The presence of these genes in bacteria

dillering in the housekeeping genes and DGREA pattern is best explained by the transfer of

the pathogenicily island from the pandemic strain to a baclerium in the indigenous
population. The indigenous V. parahaemolyticus population in shellfish is very diverse and
the predominant strains seem to change every year. A detailed examination of the putative
genomic island in PMC38.7, its integration site, and its flanking regions, will probably help
to differentiate among the possible mechanisms of DNA transfer.

Additionally, the presence of the TTSS2 genes is not exclusive of the pandemic and
PMC38.7 strain; they were also found in an environmental isolate of V. parahaemolyticus
(PMA339). PMA339, however, has not been observed among clinical isolates. TTSS2
genes were found in other V. parahaemolyticus clinical strains (/8) but this is the first
report of their presence in environmental strains. Though, according to the sequences
obtained from their amplicons, the TTSS2 genes in PMA339 seem to have independently
evolved from the pandemic strain over a considerable time. They are still more closely
related to the TTSS2 of V. parahaemolyticus than to those recently found in non-O1 or non-

O139 V. cholerae (14).
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Little can be said about the origin of the other three clinical groups (60.7, 1.5, and
75.7). Group 60.7 contains #dh and trh but this tdh does not seem to derive from the
pandemic strain. Strains of groups 1.5 and 75.7 lack both pathogenicity-associated genes
but .the finding of these types of isolates in patients is not unusual (25). It is worth
mentioning that PMC75.7, a clinical strain, contains a recA gene that is closely related to
that of PMA339, the environmental isolate c;ontaining TTSS2 genes (Vibrio
parahaemolyticus MLST website (http://pubmlst.org/vparahaemolyticus). However, In
view of recent reports (26), the possibility should be considered that the two clinical
isolates lacking tdh or trh genes correspond to non-virulent strains that proliferate during
infection with a virulent strain.

The abundance and frequency of occurrence of total and pandemic V.
parahaemolyticus seemed to be less in 2007 than in previous years. In 2006, 10 of 20
shellfish samples were positive for tdh after enrichment and zdh-positive isolates were
obtatned from six samples after plalingfin TCBS agar (2). In 2007, only 4 of 20 samples
were positive and tdh-positive isolates were not recovered after plating on TCBS agar. The
observed decline in ontbreaks is probably due to a decrease in raw seafood consumption
caused by the public health campaign and a decrease in the load of the highly virulent
pandemic strain in shellﬁsh‘. However, this tendency could change according to the

dispersion and virulence of the emerging pathogenic strains.
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Table 1. Properties of V. parahaemolyticus clinical isolates from summer, 2007, in Puerto

Montt, Chile.

DGREA {MLST

V. parahaemolyticus isolate tih (tdh jtrh |orf8 |toxRS/new |Group ST

PMC 507, 51.7, 55.7, 56.7,

58.7, 287, 29.7, 417, 427,

447, 597, 70.7, 72.7, 63.7, 3
+ |+ - + + VpKX

64.7, 65.7, 66.7, 73.7, 1.7, 11.7,

147, 157, 16.7, 18.7, 197,

20.7,22.7

PMC 38.7, 47.7, 57.7, 68.7, 72.7 |+ N 38.7 63
PMC 60.7, 25.7, 26.7, 27.7 T PR P 60.7 64
PMC 53.7 IR PR R . 15 28
PMC 75.7 + - - - - 75.7 65

ST: Sequence type. Sequences available at http://pubmist.org/vparahaemolyticus/
+ presence, - absence
Table 2. Properties of V. parahaemolyticus isolates from shellfish from summer, 2007, in

Puerto Montt, Chile.

DGHREA (MLST
V. parahaemolyticus isclate tih |idh |trh {orf8 |toxRS/new | Group 8T

PMA 4.7, 5.7, 6.7, 7.7, 8.7,15.7,
167, 17.7, 19.7, 207, 227,
237, 247, 257, 267, 27.7,j+ |- - ND [ND 34.6

ND

287, 33.7, 37.7, 41.7, 427,
43.7, 47.7, 48.7, 49.7
PMA 9.7, 10.7, 12.7, 14.7, 187,

+ |- - ND ([ND 118 10
38.7
PMA1.7,27,37 + |- - ND |ND 1.7 ND
PMA 11.7, 13.7 + |- - ND |ND 11.7 ND
PMA 21.7 + |- - ND [ND 217 ND

ST: Sequence type. Sequences available at http://pubmist.org/vparahaemolyticus/

+ presence, - absence. ND not done
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Figure Captions

Fig. 1. Direct.genome restriction enzyme analysis (DGREA) with Nael of clinical isolates
representative of the 6 patterns observed during the outbreaks of January and February

2007 in Puerto Montt. MW, 100 bp size ladder; VpKX, O3:K6 southeast pandemic isolate.

Fig, 2. Direct genome restriction enzyme analysis (DGREA) with Nael of V.
parahaemolyticus isolates from shellfish collected in the summer of 2007, The gel shows
representative strains for every observed pattern. Patterns of groups observed in previous

years are next to the type isolate of that group. MW, 100 bp size ladder

Fig. 3. Histogram showing the number of seafood samples containing V. parahaemolyticus

corresponding to the different DGREA groups observed each summer since 2004.
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Direct genome restriction enzyme analysis (DGREA) with Nael of clinical isolates
representative of the 6 patterns observed during the outbreaks of January and February
2007 in Puerto Montt. MW, 100 bp size ladder; VpKX, 03:K6 southeast pandemic isolate.
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40 Direct genome restriction enzyme analysis (DGREA) with Nael of V. parahaemalyticus
11 isolates from shellfish collected in tha summer of 2007. The gel shows representative
» - strains for every observed pattern. Patterns of groups observed in previous years are
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Histogram showing the number of seafcod samples containing V. parahaemolyticus

corresponding to the different DGREA groups observed each su
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