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Soy Roberto Bastias, naci en Santiago el 19 de Diciembre de 1979 y soy el
mayor de 3 hermanos. Desde muy pequefio mostré gran interés por la biologia
y las ciencias en general, lo que me llevé a estudiar Ingenieria en
Biotecnologia Molecular en la Universidad de Chile, etapa que me acerco
definitivamente al mundo de la ciencia. Con el tiempo enfoqué mis intereses
en el area de la microbiologia lo que se ve reflejado en esta tesis que hoy
felizmente concluye después de mucho esfuerzo y trabajo, después de
alegrias y frustraciones, pero por sobre todo después de mucho aprendizaje,
lo que hoy me permite decir....aun queda mucho por aprender.

En mis ratos libres disfruto de la compafiia de amigos, practicando deporte o

simplemente con un buen libro.
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RESUMEN

V. parahaemolyticus, es un bacilo Gram negativo, halofiio, que habita en
estuarios y ambientes marinos, y causa miles de casos anuales de
gastroenteritis asociados al consumo de mariscos crudos a nivel mundial.
Desde 1996, la mayorfa de los casos han sido asociados a un mismo clon,
conocido como cion pandémico O3:K6. En Chile, hasta la fecha, ha causado
mas de 16.000 casos causando serios problemas de salud y econdmicos en
las regiones productoras de mariscos. Como la infeccién por V.
parahaemolyticus ocurre exclusivamente por el consumo de mariscos que
contengan una dosis infecciosa de esta bacteria (10° UFC/mL), es de gran
interés entender los factores que determinan su abundancia en el litoral.
Para esto es necesaric conocer su ecologia, y uno de los factores mas
importantes en la ecologia de bacterias es la presencia de fagos. Esta tesis
explora la abundancia de fagos contra V. parahaemolyticus y su efecto en el

crecimiento y competitividad de fa bactetia.

En este trabajo se aisio y caracterizé 13 podofagos capaces de infectar la
cepa pandémica de V. parahaemolyticus, 4 provenientes de México y 7
provenientes del sur de Chile. La secuenciacién de los genes de DNA
polimerasa, RNA polimerasa y exonucleasa de estos fagos reveld que los 13
fagos estan estrechamente relacionados, compartiendo por fo menos un 90
9% de identidad a nivel nucleotidico en estos genes. Se seleccioné el fago

VP93 para una caracterizacion mas detallada y la secuencia de su genoma

xii




reveld que este grupo de fagos perfenece a un sub-grupo de fagos tipo T7,
conocido como grupo ®KMY, que estaba compuesto hasta el aislamiento de

VP93 exclusivamente por fagos de Pseudomonas aeruginosa.

Los resultédos muestran que el fago produce placas de lisis turbias y no
afecta notoriamente el crecimiento de la bacteria, inciuso utilizando aitas
multiplicidades de infeccion, ademas se observé que estos cultivos
presentan entre un 50 y 90% de bacterias naturalmente resistentes. A pesar
de esto el fago es capaz de replicarse ¥ persistir junto a la bacteria incluso
después de 5 sub-cultivos seriados a una proporcion aproximada de un fago
por hacteria. La persistencia del fago no se gebe a la presencia de bacterias
lisogénicas ya que no se enconird rastros de genes del fago en las bacterias
resistentes en estos cultivos. Ademas VP93 pertenece un grupo de fagos
liticos sin genes asociados a fagos temperados. Este fendmeno ha sido
conocido como “carrier state” o pseudolisogenia y puede ser explicado por la
presencia en el cultivo de dos. sub-poblaciones, una resistente y otra
sensible al fago, ambas a concentraciones simitares e intercambiables entre
si a una alta frecuencia similar para ambas direcciones. La continua
presencia de estas dos sub-poblaciones podria explicarse por un mecanismo
de cambio de fase, donde las bacterias resistentes regeneran a las bacierias

sensibles en las que el fago puede continuar replicandose y asi persistir en

el culfivo.
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V. parahaemolyticus presenta un cambio de fase reversible apreciable por la
existencia de colonias opacas (op) y franslicidas (tr). Sin embargo, los
resultados de infeccién con VP33 en cultivos de bacterias provenientes de
colonias opacas o fransilicidas sugieren que la resistencia a VP93 no esta
asociada a este cambio observado. De cuaiquier modo este hecho no
permite descartar que la resistencia al fago esté relacionada con un
mecanismo de cambio de fase distinto al mencionado. Intentos por encontrar
clones resistentes y sensibles no fueron exitosos, esto podria esperarse si ia
tasa de intercambio de bacierias sensibles a resistentes y viceversa fuese
similar a 0,01 por generacién, ya que las coionias tendrian ambos tipos de
bacterias, aunque provienen de una sola célula. Esta situacion fue modelada
uilizando el programa Berkeley Madonna y los resultados arrojados por el
modelo se ajustan a los obtenidos experimentalmente. Estos datos sugieren

fuertemente que la explicacion propuesta seria cierta.

Con el fin de determinar factores que podrian estar involucrados en la
resistencia a VP93 se generd una mutante en el gen hsdR del sistema de
restriccion modificacién tipo 1. Los sistemas de restriccion bacterianos
participan activamente en la defensa contra fagos e incluso se ha visto que
pueden estar regulados por un mecanismo de cambio de fase. Sin embargo,
los resultados obtenidos al infectar la mutante generada con VP83, muestran

que, al igual gue con la cepa silvestre, el fago no afecta notoriamente su

crecimiento.

xiv



Finalmente se exploré el efecto de VP93 en la competitividad de la cepa
pandémica de V. parahaemolyticus con ofras cepas de la misma especie
que coexisten en mariscos. Se logré determinar que VP93 es capaz de
infectar cerca del 50% de cepas no pandémicas de V. parahaemolyticus
aisladas desde mariscos. Ademas se observé que al realizar un co-cultivo
entre la cepa pandémica PMC57.5 y la cepa no pandémica PMA112
sensible al fago, la presencia de VP93 favorece la prevalencia de la cepa
pandémica. En ausencia del fago la cepa PMA112 esta presente en una
mayor proporcién en el cultivo, en cambio, cuando el fago estd presente,
prevalece la cepa pandémica y la cepa PMA112 es indetectable. Por otro
lado, cuando un co-culivo de la cepa pandémica con una cepa no
pandémica que es resistente al fago es infectado con VP93, la proporcién de

cada cepa es similar a lo observado en co-cuitivos no infectados.

Estos resultados sugieren que la interaccion entre VPS3 y la cepa
pandémica de V. parahaemolyticus parece ser ventajosa tanto para el fago
como la bacteria, ya que, un fago que mate completamente a su hospedero
eventualmente no enconiraria una céiula donde replicarse, mientras que
para la bacteria resulta conveniente convivir con un fago que le permita
crecer sin mayores problemas. Ademas la presencia de VP93 representarfa
una ventaja para la cepa pandémica de V. parahaemolyticus porque podria
matar otras cepas no pandémicas que estén compitiendo en el mismo

habitat.
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SUMMARY

V. parahaemolyticus, a Gram-negative bacillus, halophilic, which lives in
estuaries and marine environments causes globally thousands of
gasiroenteritis cases associated with seafood consumption each year. Since
1998, most cases are associated with a single clone, known as pandemic
clone O3:K6. In Chile has caused since 2004 over 16,000 cases with serious
health and economic problems in the seafood producing regions. As the
infection by V. parahaemolyticus occurs exclusively by consumption of
shellfish that contain an infectious dose of bacteria, it is of great interest to
understand the factors that determine its abundance in the fittoral. This aim
requires knowledge about the ecology of this bacterium. Being phages one of
the most important causes of bacterial death in the ocean, this thesis
explored the abundance of phages against V. parahaemolyticus and their

effect on growth and competitiveness of the bacteria.

In this work 13 podophages capabie of infecting pandemic strain of V.
parahaemolylicus were isolated and characterized, four from Mexico and
seven from southern Chile. The sequencing of DNA polymerase, RNA
polymerase and Exonuclease genes revealed that all the 13 phages are
closely related sharing at least 90% identity at the nucleotide level on theses
genes. VP93 phage was selected for a detailed characterization and ifs

genome seguence revealed that this group phages belong fo a sub-group of
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T7-like phages, known as ®KMV group, which contained exclusively

Pseudomonas phages until VP93 was isolated.

VP93 produces turbid plagues and does not seriously harm pandemic V.
parahaemolyticus growth, even at high multiplicities of infection. Cultures of
the host bacteria contain between 50 and 90% of naturally resistant bacteria.
Despite these observations the phage is able to replicate and persist in
bacterial cultures even after 5 serial sub-cultures, attaining an approximate
constant ratio of one phage per bacterium. The persistenice of phage in the
cultures is not due to presence of lysogenic bacteria because phage genes
were not found in resistant bacteria obtained from the,ge persistently infected
cultures. Besides VP93 is part of a Iytic phage group not associated with
temperate phage genes. This persistence of non temperate phages in
bacterial cultures has been known as "carrier state" or pseudolisogeny and in
the case of VP93/pandemic strain case was explained by the presence of
two sub-populations in the culture, one resistant and another sensitive to the
phage, both present at similar concentrations even in cional culiures, that are
interchangeable between them at high similar frequency in both directions.
The presence of these two sub-populations in clonal cultures could be
explained by a phase change mechanism, where the resistant bacteria can
regenerate sensitive bacteria. Phage persisting in bacterial cultures would

replicate in the sensitive cells generated at high frequency from the resistant

cells.
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V. parahaemolyticus has a reversible phase change observed by presence of
opaque (op) and translucent (tr) colonies. Since cells derived from both
colony types are infected by VP93 it is unlikely that resistance to the phage is
associated with the op/tra character. However, resistance to phage could be
related to another character associated with phase change. Attempts to find
sensitive and resistant clones were not successful, this could be expected if
the rate of exchange between sensitive to resistant bacteria and vice versa is
similar to 0.01 per generation, in this case the colonies would have both
types of bacteria even if they come from a single cell. This situation was
successfully modeled using the Berkeley Madonna program, suggesting that
the proposed explanation for the persisience of phgg_e in the infected

bacterial cultures is accuraie.

in order to determine genes that may be involved in resistance to VP93 a
mutant in the hsdR gene from type | restriction-modification system was
generated. Bacterial restriction systems are invoived in the defense against
phages and it has been observed that their expression may be regulated by a
phase change mechanism. However, the results obtained by infecting with
VP93 the obtained mutants showed that their sensibility to the phage was not

different to that of the wild strain.

Finally we studied the effect of VP93 on the competitiveness of the pandemic
strain of V. parahaemolyticus with other strains of the same species that

cohabitate in shellfish. VP93 infects nearly 50% of the non-pandemic strains
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of V. parahaemolyticus isolated from shelifish, some with greater efficiency
than the pandemic strain. When a co-culture of the pandemic strain PMC57.5
and the no pandemic strain PMA112 is infected with VP93, infection favors
the prevalence of the pandemic strain. In the absence of phage PMA112
strain is present in a greater propartion of the culture, however, in presence
of the phage is the pandemic strain prevails and the PMA112 strain becomes
undetectable. Furthermore, when co-cultures of the pandemic strain
PMC57.5 with a non-pandemic strain resistant fo phage is infected with
VP93, the proportion of each strain is not different to that observed in

uninfected co-cultures.

These resuits suggest that the interaction between VP93 and the pandemic
strain of V. parahaemolyticus could be advantageous for both the phage and
the bacteria. By not killing its host VP93 maintain the cells that reproduce it
and the bacteria would be provided with a phage that can Kill competing

strains present in shellfish.

Xix




INTRODUCCION

Hace algunos afios se pensaba que el aporte bacteriano en los ciclos de
nutrientes era minimo, sin embargo, gracias a métodos moleculares se
descubrio que la cantidad de bacterias en el mar es 100 o 1000 veces mayor
a la estimada por métodos de cultivo (Hobbie y col., 1977}, lo que otorgd una
renovada importancia a los microorganismos marinos. Hoy en dia se estima
que gran parte de la fijacién de carbono en el planeta es realizada por
comunidades bacterianas (Strom, 2008). Ademas, entre las bacterias
marinas existen varias que pueden representar un riesgo para la salud
humana. Debido a esto, resulta de gran interés entender los factores que
pueden afectar la ecologia de estas comunidades bacterianas como
disponibilidad de nutrientes, temperatura y presencia de fagos,

depredadores naturales de las bacterias.

1. Vibrio parahaemolyticus.

Entre las bacterias marinas que representan un riesgo para la salud humana
se encuentra V. parahaemolyticus, un bacilo Gram negativo, haléfilo, que
habita en estuarios y ambientes marinos. En este habitat puede asociarse a

mariscos, los cuales al ser consumidos crudos o poco cocidos pueden

causar diarrea en humanos (DePaola y col., 2000; DePaola y col., 2003,




Hara-Kudo y col., 2003). Las infecciones causadas por V. parahaemolyticus
se producen cuando la concentracién de bacterias patégenas aicanza la

dosis infectiva en los mariscos consumidos (10° UFC/mL).

En 1996 en Calcuta, India, se reportd un gran brote de gastroenteritis
causado por V. parahaemolyticus, principaimente por bacterias con serovar
03:K8, poco observado anteriormente. Estudios moleculares posteriores
indicaron que estas bacterias corresponden a un mismo clon. Desde 1996
este clon ha provocado brotes de diarrea en diferentes paises, partiendo en
el sudeste Asiatico y extendiéndose a América, Europa y Africa (Bag y col.,
1998; Bhuiyan y col., 2002; Martinez-Urtaza y col., 2004). +
La naturaleza clonal de los aislados pandémicos de V. parahaemolyticus se
comprobé por la similitud de los patrones de restriccidn mediante
electroforesis en gel en campo pulsante (PFGE) (Chowdhury y col., 2000),
PCR con partidores arbitrarios (AP-PCR) (Matsumoto y col., 2000), analisis
directo del genoma con enzimas de restriccién (DGREA) (Fuenzalida y col.,
2006), y tipificacion en base a secuencias de multiples locus (MLST)
(Chowdhury y col., 2004, Gonzalez-Escalona y col., 2008). Los aislades del
clon pandémico se caracterizan por poseer el gen fdh 'y no el gen irh (Okuda
y col., 1997). Ademas poseen un marco de lectura abierto orf8, asociado a
un fago filamentoso (f237) (Nasu y col., 2000), y una secuencia Unica denfro
del operén toxRS, llamada toxRS/hew, que los diferencia de otros aislados

de esta especie (Matsumoto y col., 2000). La rapida y masiva expansion del



clon pandémico ha resultado en diversificacion con la aparicion de variantes

bacterianas dentro de este clon (Nair y col., 2007, Chowdhury y col., 2004).

Como todas las bacterias marinas la concentracion del clon pandémico de V.
parahaemolyticus en el agua de mar se ve influenciada por cambios en la
temperatura, salinidad, disponibilidad de nufrientes, presencia de
depredadores como protozoos y fagos, y ademas puede verse afectada por
competencia con bacterias que compartan el mismo habitat (Comeau y col,,

2005; Baros y col., 1978).

2. Vibrio parahaemolyticus en Chile.

Los registros del Instituto de Salud Publica de Chile indican que desde el afno
1992 hasta el 1997 los casos de diarrea asociados al consumo de mariscos
reportados eran menores a 20 por ano, esto a pesar del alio consumo de
mariscos crudos. Sin embargo, estos casos aumentaron enormemente con
la llegada de la cepa pandémica O3:K8, originaimente observada en el
sudeste asidtico (Gonzélez-Escalona y col., 2005). El primer brote
importante se registré en 1998 en la ciudad de Aniofagasta, con
aproximadamente 300 casos clinicos (Cérdova y col., 2002), sin embargo,
en esta regién no se produjeron mas brotes en anos posteriores. Los
grandes brotes de diarrea asociados al consumo de marisco comenzaron en

el afio 2004. En el afo 2005 los casos reportados por el ministerio de salud



alcanzaron un maximo de 3800 casos en la Region de los Lagos y 10.984 a
nive! nacional. Desde esa fecha el niimero de casos anuales en la Region de
jos Lagos ha oscilado entre 450 y 1100, mientras que a nivel nacional enfre
1500 y 3500 (Olea y col., 2005). Desde el afio 2004 se ha realizado un
seguimiento a las distintas cepas de V. parahaemolyticus presentes en
Chile, tanto en casos clinicos como en .mariscos. Los esfudios se han
centrado principalmente en el sur de Chile, en la Region de los Lagos, ya
que, en este lugar se produce aproximadamente el 80% de los mariscos

consumidos en el pais (http://www.sernapesca.cl) y existe el consenso de

que los mariscos provenientes de esta region causan la mayoria de los

o

casos clinicos de diarreas asociados a V. parahaemolyticus.
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Hasta antes del afio 2007, mas del 95% de los casos fueron relacionados al
clon pandémico de V. parahaemolyticus O3:k6. Ese afio se encontraron
variantes de este clon pandémicos con nuevos serotipos y cerca del 27% de
los casos fue causado por cepas ho pandémicas (Harth y col,, 2009). Sin
embargo, el 2008 los casos fueron nuevamente casi exclusivamente debidos
al clon pandémico. Los estudios realizados hasta la fecha indican que la
cepa pandémica de V. parahaemolyticus ha establecido una poblacién
relativamente estable en el sur de Chile, pero, con el tiempo han surgido

nuevas variantes (Garcia y col., 2009).




3. Fagos marinos.

Los fagos marinos son la entidad biologica més abundante del planeta, y se
calcula que por cada bacteria, existen 10 fagos (Wommack y Colwel, 2000),
alcanzando concentraciones que oscilan entre 107 a 10" particulas virales/
ml de sedimento (Bergh y col., 1989). Con tal abundancia, los fagos serfan
el mayor reservorio de diversidad genética del planeta. Los fagos son
también responsables del 50% de la mortalidad bacteriana en el mar y como
gran parte de la fijacién del carbono la realizan comunidades bacterianas,
tendrian también un efecto importante en el ciclo del carbono (Fuhrman y
col., 1999; Wilhelm y col., 1999). Actualmente e} “International Committe on
Taxonomy of Viruses” (ICTV) define las distintas familias de virus de acuerdo

a la naturaleza de su 4cido nucleico y a la morfologia de la particula, donde

cerca del 96% corresponden a fagos con cola.

El cultivo de fagos marinos requiere contar con un hospedero donde el fago
pueda ser replicado, lo que representa una limitacion importante si se
considera e| alto porcentaje de bacterias no cultivables por técnicas estandar
existentes en el mar. Otra dificultad en el estudio de los Vvirus,
especificamente de sus relaciones filogenéticas, es la ausencia de algun
elemento genético que este fransversalmente distribuido en los genomas
virales que permita estudios de diversidad y evolucién (Rohwer y Edwards,

2002). Estas desventajas han sido parciaimente superadas con el desarrollo

de diversos estudios de secuenciacion dq comunidades virales no cultivabies




a través la metagenomica. Estos estudios concuerdan con frabajos previos
estimando una abundancia viral >10°° y confirman que los virus son el
mayor reservorio de diversidad genética en el ambiente, puesto que de todas
las secuencias obtenidas cerca del 65% no se parecen a nada previamente

descrito en las bases de datos (Breitbart y col., 2002, Angly y col., 2006).

Los fagos tienen diversas formas de influir en las comunidades bacterianas,
la mas evidente es matando las bacterias a través de sus ciclos
reproductivos, pero no siempre la reproduccion del fago termina con la
bacteria. Existen tres tipos basicos de reproduccién de fagos. Infeccion litica,
crénica y lisogénica. La infeccion litica es probablemente la mas conocida y
estudiada ya que su efecto en los cultivos bacterianos es evidente. En esta
situacion el fago utiliza al hospedero para producir una numerosa progenie,
luego ocurre una lisis celular con fiberacion de los fagos, que pueden infectar
nuevas bacterias repitiendo el ciclo. En la infeccion cronica, la liberacién de
la progenie del fago no ocurre por fisis y no es letal para la célula, y ésta
puede continuar sus divisiones y liberar fagos por varias generaciones, un
ejemplo de esta situacion es el fago filamentoso M13 que sale de la célula
por extrusion (Russel y Model, 2006). Por dltimo, en el caso de los fagos
capaces de seguir la ruta lisogénica, flamados temperados, el acido nucleico
del fago se mantiene en el hospedero como parte del cromosoma bacteriano
o como un elemento independiente y se replica junto con éste, hasta que el

hospedero es sometido a aigan tipo de esirés que gatilla el cambio a una

infeccion litica (Abedon, 2006). También existe un tipo de infeccion que aun




no esta muy estudiada, esta se conoce como Pseudolisogenia o “carrier
state’, en la cual &l fago puede persistir junto a la bacteria sin lisar por

completo el cultivo (Barksdale y Arden 1974, Williamson y col., 2001).

Otra forma en que los fagos pueden influir en la vida de las bacterias es a
través de transferencia lateral de genes (transduccion). Este fenémeno
puede influir enormemente en la diversidad y evolucion de sus hospederos
(Canchaya y col., 2003; Frost y col., 2005). La transduccion puede ocurrir de
dos formas, la primera es conocida como transduccion generalizada y ocurre
como resultado del empaquetamiento inespecifico de material genético
celular durante la formacion de nuevos fagos. La segunda es conocida como
transduccion especializada y ocurre cuando un fago se escinde del genoma
del hospedero llevando consigo parte del genoma del hospedero adyacente
al sitic de insercion. La transduccion generalizada puede implicar ia
transferencia de cualquier gen del genoma del hospedero. Mientras que ia
fransduccién especializada esta restringida a fagos temperados capaces de
integrarse al genoma del hospedero, y en este caso los genes transferidos

son siempre los que se encuentran cercanos al sitio de integracion en el

genoma.

Inicialmente el interés por encontrar fagos transductores se limitaba a su
utilizacion como herramienta de fransferencia génica para el estudio de la
genética de sus hospederos (Ichige y col., 1989), posteriormente al descubrir

la enorme diversidad de virus en el ambiente se comprendié la potencialidad




que éstos tienen de participar directamente en la evolucion y diversidad
bacteriana como vectores de transferencia lateral. Esto dltimo fue
corroborado por los diversos proyectos de secuenciacion que han permitido
detectar numerosos casos de fagos integrados en genomas bacterianos, a
los que se les llama profagos (Canchaya y Col., 2004), quienes usualmente
contienen genes que otorgan ventajas selectivas para su hospedero. La
presencia de un profago en un genoma bacteriano puede cambiar
completamente el fenotipo de una bacteria fransformandola en algunos
casos en patégena, como es el caso de V. cholerae, donde la enterofoxina
es codificada por un gen del fago temperado CTX (Waldor y Mekalanos,

1996; Brussow y col., 2004).

Ademéas de la importancia que los fagos tienen en las comunidades
bacterianas, el interés por estudiarlos también ha aumentado debido a sus
potenciales aplicaciones biotecnolégicas. La fagoterapia es una idea antigua
pero que cada vez toma mas fuerza como alternativa al tratamiento con
antibiéticos, cuya aplicacién ha sido frenada por fa seleccién de mutantes
resistentes v los riesgos de su uso masivo en el ambiente. El conocimiento
actual de la reproduccion y genética de los fagos también ha permitido
superar deficiencias que se presentaron en las etapas iniciales del desarrolio
de la fagoterapia. Por ofro lado, hoy existen muchos laboratorios utiizando
fagos para la expresion de proteinas de fusion para posteriores
investigaciones, o incluso para utilizarlos como vectores de vacunas,

algunas ya probadas en modelos animales (Clark y col., 2006). Por ultimo,




los fagos podrian tener un papel importante en los brotes infecciosos

causados por bacterias patégenas (Faruque y col., 2004).

4, “Carrier state” o pseudolisogenia.

Desde hace mucho tiempo se han observado fenémenos donde cuitivos
bacterianos estan persistentemente infectados con fagos, a este fendmeno
se Ie llamo “carrier state” y el término se utilizé indistintamente con el de
pseudolisogenia, para ef cual se han propuesto variadas explicaciones sin

llegar a un consenso aun.

Segun Barksdale y Arden (1974) una posible explicacion para el fenémeno
de “carrier state” puede ser la presencia de dos sub-poblaciones bacterianas
donde una presenta una resistencia parcial a la infeccién por poseer menor
presencia de receptores. Otra posibilidad es que el nimero de receptores en
la bacteria se vea disminuido por la accion de enzimas del fago como las
virolisinas (endolisinas) lo que transformaria bacterias potencialmente
sensibles a la infeccion en bacterias resistentes por la destruccion de sus
receptores. En ambos casos existirfan dos poblaciones en el cultivo, una

resistente al fago y ofra sensible que permite que el fago se replique.
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5. Efecto de fagos en las poblaciones bacterianas.

Existe un amplio consenso en que los fagos son un factor importantisimo en
la regulacion de la estructura y composicion de las comunidades bacterianas
en ambientes acuaticos (Welnbauer y Rassoulzadegan, 2004). De este
modo los fagos pueden afectar la competitividad de una determinada
bacteria hospedero, de forma positiva o negativa. El efecto negativo obvio es
debido a la lisis bacteriana cuando un fago se replica en su hospedero. Si los
fagos estan presentes pueden infectar una cepa bacteriana determinada
pero la probabilidad de colision enire fagos y bacterias, necesaria para que
ocurra la infeccion, depende de la concentracion de la bacteria y su fago
(Wiggins y Alexander, 1985). Debido a esto, la infeccion de fagos afectara
preferencialmente la poblacion de la bacteria mas abundante, o que
favoreceria la diversidad en la comunidad bacteriana, al permitir la
coexistencia de bacterias competidoras.de distintas especies que de_ otro
modo serfan desplazadas por las bacterias de rapido crecimiento, este

concepto es conocido como “killing the winner” (Brockhurst y col., 2006).

Los fagos temperados también tienen la potencialidad de provocar una alta
lisis bacteriana. La induccién de bacterias lisogenizadas es una de las
principales causas de mortalidad en las bacterias marinas y contribuyen a la
produccion de fagos (Weinbauer y col., 1996). Un estudio realizado en la

Bahia de Tampa, Florida, USA, se encontrd que el 43% de las bacterias

marinas aisladas contienen fagos inducibles (Jiang y Paul, 1994). En otro
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trabajo se encontrd que el 71% de las bacterias aisladas del Golfo de
Trieste estaban lisogenizadas (Stopar y col., 2004}, Estos resulfados indican
gue entre las bacterias marinas existe una gran proporcién que contienen
profagos en sus genomas, los que al ser inducidos, por situaciones de sfress
generaimente, pueden afectar directamente las dinamicas de una poblacién

bacteriana (Bossi y col., 2003).

Como ya se mencicnd los fagos también pueden tener un efecto positivo en
la competitividad de una bacteria. En este caso los profagos vuelven a jugar
un papel importante, ya que, por un lado representan el peligro latente de la
lisis bacteriana, pero por otro lado también pueden otorgar ciertas ventajas a _
sus hospederos. Una caracteristica general de las bacterias que son
lisogenizadas es que éstas adquieren inmunidad contra una nueva infeccion
por fagos relacionados. Esta inmunidad puede estar dada por diversos
mecanismos como la acumulacion del represor del fago al interior del
hospedero, o por la supresion de |la expresion de receptores del fago en la
bacteria (Paul, 2008). Ofra caracteristica de los profagos que puede resultar
positiva para las bacterias es que comunmente éstos contienen genes del
hospedero en sus genomas. Estos genes podrian contribuir a mejorar el
filness de sus hospederos. Un ejemplo de esto ocurre en los géneros
Synechococcus y Prochiorococcus que en su conjunto realizan cerca del
25% de la fotosintesis a nivel global. La secuenciacién de fagos capaces de

infectar estas bacterias mostro que en sus genomas comlUnmente porian

genes involucrados en la fotosintesis (Rohwer y Vega, 2009).
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De acuerdo a estas observaciones en general es muy probable que la
presencia de fagos capaces de infectar la cepa pandémica de V.
parahaemolyticus afecte significativamente la competifividad de esta bacteria
con respecio a otras cepas no pandemicas de la misma especie que

compartan el habitat.

6. Fagos de Vibrio parahaemolyticus.

Hasta el momento se han reportado varios fagos capaces de infectar
diferentes cepas de V. parahaemolyficus. Estudios sobre la riqueza genética
de vibrofagos en ostras y agua de mar han encontrado que se encuentran a
concentraciones de 10*/mL en ostras y a menos de 1/L en agua de mar. La
mayoria de los aislados corresponden a Siphoviridae vy Podoviridae
(Comeau y col., 2005; 2008). Algunos de los fagos capaces de infectar V.
parahaemolyficus han sido caracterizados detalladamente. VpV262 es un
fago cuyo genoma de 46,012 Pb ha sido secuenciado y esta distantemente
relacionado con T7 (Hardies y col., 2003). El genoma del fago KVP40
también fue secuenciado (Millery col., 2003), este es un fago tipoe T4 con un
amplio rango de hospedero capaz de infectar incluso bacterias de ofro

género (Matsuzaki y col., 1992).
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Usando Mitomicina C y luz UV como agentes induciores se ha logrado aislar
fagos temperados de V. parahemolyticus (Ohnishi y Nozu, 1986; Koga ¥y
Kawata, 1991), un estudio enconiré que 10% de las bacterias aisladas
contenia profagos dos de los fagos aislados demostraron tener capacidades
transductoras (Muramatsu y Matsumoto, 1991). Hasta ta fecha no se han
descrito fagos liticos asociados a la cepa pandémica de V.
parahaemolyticus; solo se han- encontrado fres fagos temperados. El fago
filamentoso 237 que se encuentra integrado al cromosoma 1 de la mayoria
de los aislados del clon pandémico {Nasu y col., 2000; lida y col., 2001}, y
otros dos fagos f{emperados de la familia myoviridae que fueron
recientemente reportados (Lan yg’col., 2009; Zabalay col.,, 2009). Ambos
perfenecen a un nuevo grupo de fagos feloméricos. Uno de estos fagos
aumenta la sensibilidad de las bacterias lisogenizadas a la luz UV y podria
jugar un papel importante en la reduccidon de ia sobrevida de la cepa
pandémica de V. parahaemolyticus en el océano (Zabala y col., 2009). Los
fagos también podrian jugar un papel importante en los brotes de diarrea
causados por V. parahaemolyticus al disminuir la carga bacteriana presente

en los choritos.

En este trabajo se explord |la presencia y las propiedades de fagos presentes
en el mar capaces de infectar la cepa pandémica de V. parahaemolyticus y
se estudio sus efectos en su crecimiento y competitividad con otras cepas de
la misma especie. Se enconird un solo grupo de fagos presentes en zonas

geograficas muy distantes. Estos fagos pueden replicarse en la cepa



14

pandémica de V. parahaemolylicus sin un efecto evidente en su crecimiento,
y pueden co-cultivarse junto a la bacteria sin lisogenizarla, se propone una
explicacion para este fendmeno. También se presentan resultados que
sugieren que el fago podria influir en la competitividad de la cepa pandémica

de V. parahaemolyticus con respecto a otras cepas de la misma aspecie.
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HIPOTESIS

La cepa pandémica de V. parahaemolyticus puede ser infectada por fagos
ampliamente distribuidos en las costas ocednicas que pueden afectar su

crecimiento y competitividad.

Objetivos,

Objetivo General:
Aislar y caracterizar fagos presentes en el mar capaces de infectar Ia cepa
pandémica de V. parahaemolyticus y determinar sus efectos en el

“crecimiento y competitividad con otras cepas de la misma especie.

Objetivos Especificos:

1.- Alislar y caracterizar fagos de mar capaces de infectar Ia cepa pandémica

de V. parahaemolyticus.

2.- Determinar los efectos de los fagos seleccionados en el crecimiento de la

cepa pandemica de V. parahaemolyticus.

3.- Determinar los efectos de los fagos seleccionados en la competitividad de
la cepa pandémica de V. parahaemolyticus con otras cepas de la misma

especie,
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MATERIALES Y METODOS

1. Cepas y condiciones de cultivo.

Las cepas PMC57.5, PMA112 y PMA337 de V. parahaemolyticus fueron
caracterizadas previamente (Fuenzalida y col., 2006). Las cepas de V.
parahaemolyticus y fagos fueron crecidos en agua de mar artificial (23.4
glliter NaCl, 24.7gflitro MgSO4x7H20, 1.5 gflitro KCI, and 1.43 g/litro
CaCl2x2H20, pH 6.5) suplementada con 1% de Bacto tryptona (Gifco) y
0,5% de extracto de levadura a 37 °C con agitacion constante. En los
experimentos de conjugacion se utilizo medio TCBS (Tiosulfato Citrato Bilis
Sacarosa) como medio selectivo para Vibrio manteniendo el resto de las
condiciones de crecimiento. Las cepas de E.coli SM17-1 Apir (recA thi pro
hsdR-M+ RP4:2-TcMu:Km:Tn7(Tpr Smr)) y CC118 Apir (Alara-feu]araD,
AlecX74, galE, galK, phoA20, thi-1, rpsk, rpoB, argE[am], recAl) (de
Lorenzo y Timmis 1994) fueron crecidas en medio LB (1% de Bacto fryptona
(Gifeo); 0,5% de extracto de levadura y 0,5% NaCl) a 37 °C con agitacion
constante. Las cantidades de antibidticos para V. parahaemolyticus fueron

10 pg/ml tefraciclina y 10 pg/mL cloranfenicol, y para E. cofi fueron 100

~ pg/mL ampicilina y 30 pg/mL. cloranfenicol.
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2. Aislamiento y crecimiento de fagos.

Los fagos se aislaron de muestras de pescados y mariscos recolectados en
aguas costeras del Océano Pacifico de Chile, Region de los Lagos, cerca de
Pto. Monit (41°29'S 72°24'0) y Antofagasta (23°39'S 70°24'0), y en México,
cerca de Acapulco, Guerrero (16°51°N 99°52°0) y Puerto Progreso, Yucatan
(21°18'N 89°39'0). Después de ser recolectadas, las muestras fueron
inmediatamente mantenidas en hielo y procesadas en el [aboratorio antes de
4 horas. El tejido blando de los mariscos o el tracto digestivo de peces fue
macerado y resuspendido en un volumen equivalente de tampén PBS (NaCl
0.8%, KCI 0.02%, NaHPQO, 0.14%, KH;PO4 0.024%) y posteriormente
centrifugado a 5000 x g por 10 minutos. El sobrenadante (100 pl.) fue usado
para inocular un cultivo en fase exponencial de PMC57.5 (~108 células por
mL) e incubado toda la noche a 37°C con agitacion constante. El cultivo fue
juego centrifugado a 5000 x g por 10 minutos y las bacterias remanentes
fueron removidas filirando el sobrenadante en filtros 0,22 pm. Los fagos
fueron detectados por el método estandar de doble agar utilizando 100 uL
del filirado. Una placa Unica fue picada de cada muestra positiva y
resembrada dos veces para asegurar un stock clonal de fagos. Para producir
fagos, 50 mL de un cultivo de V. parahaemolylicus PMC 57.5 (~10° células
por mL, densidad éptica 0,2-0,3 a 600 nm.) fue infectado a una multiplicidad

de infeccion (MOI) de 10 e incubado toda ia noche. Luego el cultivo fue

centrifugado a 5000 x g por 10 minutos y el sobrenadante filtrado (0,22 pm) y
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mezclado vigorosamente con 10 uL de cloroformo. Alternativamente, la cepa

PMA112 fue usada como cepa indicadora.

3. Microscopia electronica de fagos.

Para la microscopia electronica, se infecté 50 mL de un cultivo de V.
parahaemolyticus PMC 57.5 (~10° células por mL, densidad Optica 0,2-0,3 a
600 nm.) a una multiplicidad de infeccién (MOI) de 10 y se incubd toda la
noche. El cultivo fue centrifugado a 5000 x g por 10 minutos y el
sobrenadante filirado (0,22 pm). Esta preparacion fue centrifugada a
100,000 x g por 50 minutos y luego el sedimento fue resuspendido en 100
HL de agua de mar sintética. Las muestras fueron tefiidas con 1% de acetato
de uranilo y visualizadas sobre grillas con memb?anas de formvar cubiertas
con carbon usando un microscopio de transmision electrénica Phillips CM
100. Solo nueve aislados fueron observados: 5090, 5093, 5489, 5312, 5486,

1032, 512, 5e y 2e.

4. Extraccion de DNA de fagos y patrén de restriccion.
El DNA de los fagos fue extraido de cultivos infectados que fueron
centrifugados v filtrados tal como se describe anteriormente, salvo que en

este caso los fagos en el filtrado fueron precipitados con polietilenglicol
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(PEG-8000) y NaCl a wuna concentracion final de 10% y 1,5M
respectivamente. El fago precipitado fue luego centrifugado a 11000 x g por
20 minutos y resuspendido en agua de mar sintética. Para [a extraccion del
DNA, las muestras fueron incubadas con DNasa (2 pg/ml) y RNasa (100
pyg/ml) por 1 h a 37°C para eliminar acidos nucleicos exdgenos.
Posteriormente estas muestras fueron tratadas con 500 pg/mL de proteinasa
K por 15 minutos a 85 °C y posteriormente se agreg6 Dodecilsulfato de
Sodio a una concentracién final de 0,5% (peso/volumen). Luego de una
incubacion a 65 °C por 45 minutos, la solucién fue tratada dos veces con
fenol-cloroformo. Finalmente, el DNA fue precipitado agregando un volumen
1/10 de Acetato de Sodio 3 M (pH 5,0) y dos volumenes de etanol absoluto a
20° C. Luego el precipitado fue lavado con etanol 70% y suspendidoc en
tampén TE (0.01 M Tris, 0.001 M EDTA, pH 7.5). El patrén de restriccion de
los genomas de los fagos fue realizado digiriendo el DNA con la enzima de
restriccion Hae 11| (Promega) de acuerdo a las instrucciones del fabricante.
Los fragmentos fueron separados por elecitroforesis en un gel de
poliacrilamida al 7,5% durante 2 h a 70 V usando como marcador de peso

molecular GenRuler 1kb DNA (Fermentas).
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5. Amplificacion por PCR de DNA polimerasa, RNA polimerasa y

Excnucleasa.

La amplificacién por PCR de los potenciales genes de DNA polimerasa, RNA
polimerasa y Exonucleasa fue realizada utilizando los siguientes
oligonucleétidos: TACAGACTATGCCCTGCTG y
AGTCTGTGGTGGATGATACC como partidores sentido y antisentido para la
DNA polimerasa; CGTCAGTGGTACACAAAGG y
GTGCAGCTACGTAATGTGG para RNA polimerasa; y
GTTAAGACGTTGCCTACTGC y CATAAGGTAGGCGTATCCAG para
exonucleasa. Los partidores fueron disefiados a partir de la secuencia
obtenida del genoma de VP93. Las secuencias de los productos de PCR
fueron depositadas bajo los siguientes numeros de acceso FJ896201-

FJ896221.

6. Curvas de crecimiento y ensayo de persistencia de fago.

La curva de crecimiento en un paso fue realizada infectando un cultivo de V.
parahaemolyticus PMC57.5 en fase exponencial temprana con el fago
correspondiente a un MOI de 10. La absorbancia fue monitoreada y se
obtuvo muestras entre cortos intervalos de tiempo para determinar UFP y
UFC. Las UFP fueron determinadas después de un tratamiento con

cloroformo, para lisar bacterias infectadas, utilizando el método estandar de
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doble agar. Las UFC fueron determinadas usando un método de sembrado
en placas con agar blando (Berney y col., 2006). La persistencia de los fagos
en culfivos infectados fue determinada haciendo diluciones 1/100 de cultivos
en fase estacionaria en medio fresco y continuando la incubacién. La
dilucion y subsecuente incubacion hasta fase estacionaria fue realizada
cuatro veces en serie. La fraccion de células resistentes en las suspensiones
de colonias bacterianas fue determinada sembrando |a suspensién de
bacterias de cada colonia en medio sdlido en presencia y ausencia del fago.
La tasa de adsorcion de VP93 fue determinada como describe Mudgal vy col.
(2006), excepto que el fago libre fue medido luego de una centrifugacion en

vez de filtrar las muestras.

7. Busqueda de potenciales bacterias liségenas.

La presencia del genoma del fago en bacterias resistentes se determing
buscando los potenciales genes de RNA polimerasa y DNA polimerasa de
VP93 en 20 colonias de bacterias resistentes, que fueron previamente
sometidas a dos pasajes en medio sélido (re-picadas), para eliminar fago
contaminante. Se intenté amplificar los potenciales genes de RNA
polimerasa y DNA polimerasa tal como se describié anteriormente. El control
positivo para la deteccién del fago consistié en bacteria mezclada con 0,01
PFU de VP93 por bacteria. El gen tdh de la cepa pandémica de V.

parahaemolyticus fue usado como control de |a reaccién de amplificacién. El
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tratamiento con Mitomicina C fue realizado agregando una solucion fresca
de Mitomicina C para obtener una concentracion final de 30 ng/mL tal como

se ha descrito previamente {Oakey y col., 2000).

8. Infeccion y persistencia de VP93 en cultivos de V. parahaemolyticus

de colonias opacas o translicidas.

Se aislé una colonia opaca o una colonia translucida provenientes de un
cultivo de PMC57.5 de V. parahaemolyticus y se utilizé para inocular un
nuevo cultivo. De este modo se obtuvo cultivos compuestos esenciaimente
por bacterias que generan colonias opacas (op) o fransiicidas (tra)
(McCarter, 1988). Los cultivos provenientes de colonias op o tra fueron
incubados a 37 °C con agitacion constante, en presencia o ausencia de
VP93 segun corresponda. El fago fue agregado a una multiplicidad de
infeccién de 10. El crecimiento de los cultivos fue monitoreado midiendo la
densidad optica a 600 nm. Los ensayos de persistencia de VP93 fueron
realizados haciendo sub-cultivos tal como se describe anteriormente, salvo

que el cultivo inicial fue inoculado a partir de una colonia opaca o translicida

segln corresponda.
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9. Modelamiento de dinamica de poblaciones bacterianas y fago VP83.

La dinamica de las poblaciones de bacteria y fago fue modelada como
describe Levin y Bull (2004). Con ecuaciones modificadas para adecuarlas a

las condiciones deseadas. Los siguientes algoritmos fueron usados con los

parametros indicados.

{Lytic Phage with phase shifting - and mutation to Inherited Resistance with
VP93 parameters Initial infection}

{method definition}

METHOD EULER

STARTTIME =0 .
STOPTIME =2.1 :
DT = 0.0001

DTOUT  =0.01

{Constant Parameters}

v = 2.0 {Maximum growth rate sensitive S}

v1 = 2.0 {Maximum growth rate resistant R1}

v2 = 2.0 {Maximum growth rate resistant}

d1 = 1e-8 {Maximum adsorption rate parameter}

b1 = 1000 {Burst size}

k = 0.25 {Monod coefficient}

e = 5e-7 {Conversion efficiency}

mutR1S = 1e-2 {Rate at which S cells produced R1}
mutSR1 = 1e-2 {Rate at which R1 produce S}

mu = 1e-10 {Mutation rate to resistance S and fo NR}
X = 0.3 {Latent period}

m = 1e-3 {Rate mortality P1}

{Variables}

init S = 2,3e7 {Initial density of sensitive bacteria}

init R1 = 2.3e7 {Initial density of phenotypically resistant - phase shift
bacteria}

init MS = 0 {Initial density of infected S bacteria}

init NR = 0 {Initial density of resistant bacteria}

init P = 1e9 {Initial density of the phage}
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init G = 500 {Initial resource}

N = S+R1

psi = G/(k+G)

b = b1*psi

d = d1*psi

{Delay Variables}

Sx =DELAY(S,x) {Sensitive at t-x}

R1x =DELAY(R1,x) {R1 at tx}

MSx =DELAY(MS,x) {S infected with P at t-x}
Px =DELAY(P,x) {P1 phage at t-x}
{Equations}

dfdt (G) = . psi*e*(S*v+NR*v2+R1*v1)

d/dt (S) = (1-mutR13)*v*S*psi —~ d*S*P + mutSR1*R1*psi
d/dt (R1) = (1-mutSR1)*v1*R1*psi + mutR15*S*psi
didt (MS) =d*S*P

didt (NR) = v2*psi*NR+GM/dt

d/dt (P) = MSx*b-m*P

{Mutation}

bm = N*mu*DT

rm = RANDOM (0, 1)

GM =|IFrm<bmTHEN1ELSE O

Las mismas ecuaciones fueron utilizadas para modelar las diluciones 1/100,
excepto que los valores iniciales de P, S y R1 fueron los correspondientes a

la dilucion 1/100 del cultivo anterior, y el valor correspondiente a STOPTIME

fue 16.

10. Secuenciacion de genoma de VP83.

Para secuenciar el genoma de VP93 primero se generdé una genoteca

utilizando el kit TOPO Shotgun Subcloning (Invitrogen) siguiendo las
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instrucciones del fabricante. Luego a través de Macrogen (Seul, Korea) se
secuencio 161 clones usando los partidores M13 sentido y antisentido con lo
que se obtuvo 17 contigs. Los espacios entre contigs, terminales repetidos
directos y secuencias dudosas fueron determinados o confirmadas por
medic de secuenciacion directa del genoma de VPS3 utilizando los
partidores adecuados. Se secuencid 203.655 pb lo que cubre 4,6 veces el
genoma del fago. El ensamblaje de secuencias fue desarrollado utilizando el
conjunto de programas de libre acceso Staden  Package

(http://staden.sourceforge.net/). La secuencia del genoma fue analizada en

busca de potenciales ORFs usando el programa  Artemis

(hitp://imww.sanger. ac. uk/Software/Artemis/) (Rutherford y col., 2000). Las

secuencias traducidas de los ORFs encontrados fueron comparadas con la

base de datos de proteinas conocidas utilizando proteina-proteina BLASTP

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/) (Altschul y col., 19980).

11. Conjugacion biparental.

La conjugacion fue realizada como describe de Lorenzo y Timmis (1994).
Brevemente, la cepa donadora, que contiene el plasmidio a fransferir, y la
cepa receptora de V. parahaemolyticus, fueron incubadas a 37 °C con
agitacién constante en el medio y antibidtico correspondiente hasta que
alcanzaron fase estacionaria. La cepa SM17-1 de E. coli fue utilizada en

todos los ensayos como cepa donadora. Estos cultivos se utilizaron para
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inocular con una dilucién 1/100 5mL de medio liquido sin antibidticos, y se
incubé a 37 °C con agitacién constante hasta una densidad dptica de 0,2 a
600 nm. Posteriormente se transfirio 1 mL de cada cultivo de las cepas
parentales a una jeringa de 2 mL y luego la mezcla se pasé a través de un
filtro de 13 mm de didmetro y 0,45 Hm de poro. El filtro fue luego depositado
sobre una placa LB 0,5% NaCl e incubado a 37 °C por 8-18 h. Luego las
bacterias crecidas en el filtro fueron resuspendidas en una solucién de
sacarosa 0,3 M y se sembraron 50 pL en una placa TCBS suplementada con
el antibidtico correspondiente. El medio TCBS es exclusivo para Vibrios y la
cepa donadora de E. coli no puede crecer en él, por otro lado, el antibiético
utilizado impide que crezca V. parahaemolyticus a menos que haya recibido
el plasmidio transferido. Como control se sembré ademas cada una de las

cepas parentales.

12. Desarrolio de mutantes.

Se intentd crear un banco de mutantes de Ia cepa pandémica de V.
parahaemolyticus. Para generar las mutantes se utilizg e vector pUT mini-
Tnd Te, que contiene el origen de replicacion R6k, que necesita la protelna
Apir para mantenerse en la célula, la regién movilizable de RP4 que permite
que el plasmidio se transfiera por conjugacion, una resistencia a Amp y un
mini transposén Tn5 que ademas contiene una resistencia a Tc (de Lorenzo

y Timmis, 1994). Se intentd introducir este vector en la cepa pandemica de
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V. parahaemolyticus a través de electroporacion siguiendo el protocolo de
Wang y Griffiths (2008) o por conjugacion tal como se explica anteriormente,
sin embargo con ninguna de estas dos estrategias se obtuvo transformantes.
Como estrategia alternativa se generdé una mutante insercional en el gen
hsdR de la cepa pandémica de V. parahaemolyficus a fravés de
recombinacién homologa. La region del gen hsdR fue amplificada
directamente del genoma de la cepa pandémica de V. parahaemolyticus y
los partidores utilizados fueron:

ATATAATAATTAAATATAAATCTAGATCTCGAGCCACATCCCAGATCAAGAGT sentido y

ATATAATAATTAAATATAAACTCGAGATCTAGAGCTGGAAGTCGTTGGTCTTA

antisentido. E! amplificado se cloné en el plasmidio pDS132 (Philippe y col.,
2004). Este plasmidio contiene el origen de replicacion R6K, la region

movilizable de RP4 y un gen de resistencia a cloranfenicol.

El clonamiento fue realizado en la cepa CC118 de E. coli, luego el plasmidio
con el inserto fue purificado y electroporado en la cepa de E. cofi SM17-1
que fue utilizada como cepa donadora en la conjugacion. La conjugacion fue
realizada tal como se menciona anteriormente. El analisis de posibles
mutantes fue realizado mediante PCR utilizando una combinacion de
partidores disefiados a partir del genoma de V. parahaemolyticus y del
plasmidio pDS132 (Fig. 8A). La combinacion de estos partidores permitio
determinar los sitios 5’ y 3’ donde se inserto el plasmidio, y el sentido en que
se inserto. Las secuencias de los partidores disefiados a partir de pDS132
son TTCTGTTGCATGGGCATAAA sentido y TGTGGAATTGTGAGCGGATA

antisentido y se les designd los nimeros 3 y 2 respectivamente. Las
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secuencias de los partidores disefiados a pariir del genoma de V.
parahaemolyticus  son AGCCCTATTTGAGTCGCAGA sentido y
CAAAACAATGTGCCAAGCAA antisentido y se les designé los nimeros 1y
4 respectivamente. Estos mismos partidores fueron utilizados para
secuenciar directamente el genoma de la mutante, de este modo se confirmo

que el plasmidio se inserté adecuadamente interrumpiendo el gen hsdR.

13. Ensayo de sensibilidad a VP93 en cepas no pandémicas de V.

parahaemolyticus.

Para este ensayo se utilizé cultivos de 10 mL de las distintas cepas de V.
parahaemolyticus crecidos a 37 °C con agitacion constante hasta que
alcanzaron 0,2 de densidad 6ptica a 600 nm. Luego 1 mL de cada cepa fue
utilizado para hacer un césped bacteriano por el método esténdar de doble
agar. Una vez que el agar se solidifico se deposité 30 L de diluciones de
una suspension de fago VP93 y posteriormente se incubd a 37 °C por 3 - 10

h.
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14, Curva de competencia entre la cepa pandémica PMC57.5 V.

parahaemolyticus y cepas no pandémicas.

El co-cultivo de las bacterias se inicid con una dilucién 1/100 de un cultivo en
fase estacionaria de cada una de las cepas correspondientes que se incub6
a 37 °C con agitacién constante. A intervalos de tiempo determinados se
tomaron muestras del cultivo para determinar las UFC totales en el cultivo.
Para distinguir la cepa que ha generado cada colonia, éstas fueron disueitas
en 500 plL de medio de cultivo y hervidas por 10 minutos. 1 pL de cada
hervido fue utilizado para realizar un PCR con partidores para los genes tih,
presente en fodas las cepas de V. parahaemolyticus utilizadas, y tdh
presente sélo en la cepa pandémica. lLos partidores para tih son
AAAGCGGATTATGCAGAAGCACTG sentido y
GCTACTTTCTAGCATTTTCTCTGC antisentido, los partidores para tdh son
GTAAAGGTCTCTGACTTTTGGAC sentido y
TGGAATAGAACCTTCATCTTCACC  antisentido. Para  realizar  las
experiencias de crecimiento en presencia de fago, se infeci¢ en fase
exponencial temprana con una multiplicidad de infeccion de 10. En las

curvas sin fago se agregé un volumen igual de medio de cultivo fresco.
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RESULTADOS

1. Aislamiento y caracterizacién de fagos capaces de infectar la cepa

pandémica de V. parahaemolyticus.

1.1. Aislamiento de fagos en pescados y mariscos.

Se examind la presencia de fagos capaces de infectar |la cepa pandémica de
V. parahaemolyficus en muestras de pescados y mariscos provenientes de
distintos lugares geograficos. Los fagos fueron enriquecidos por incubacion
en cultivo liguido de la cepa pandémica PMC57.5 y luego detectados por la
formacién de placas de lisis en un césped de la misma bacteria. La cepa
PMC57.5 es un aislado escogido como cepa tipo de los aislados pandémicos
de V. parahaemolyticus obtenidos en Chile (Fuenzalida y col., 2006). Se
detecté UFP en 13 de 143 muestras analizadas provenientes de diferentes
lugares (tabla 1), excepto en las de Antofagasta. Sélo se aislé una placa de

fisis por muestra recolectada.
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Tahla 1. Fagos de la cepa pandémica de V. parahaemolyticus aislados

Origen Fago Fecha de { Muestra Lugar de | Grupo
{no. positivas/ Aislado aisiamiento recoleccion | RFLP
no. negativas)
Regidn de Los | 5080 30/8/05 Almejas Cailin, D
Lagos 5093 30/8/05 Almejas Yelcho D
Chile 5489 13/9/05 Almejas Yelcho D
(71123) 5312 5/9/05 Almejas Yelcho A

5486 13/9/05 Almejas Isla Chulin, Cc

6119 10/12/05 Almejas Golfo Ancud [ D

7860 27/12/05 Almejas Coronel, B-B | D
Puerio Se 8/11/05 Esftracto digestive | Puerto B
Progreso, de peces Progreso
Mexico 2e 8/11/05 Estracto digestivo D
(4/6) de Robalo

4e 8/11/05 Estracto digestivo D

de Mojarra

6e 8/11/05 Ostrasr E
Acapulco 512 24/4/07 Ostrasr Playa de [ F
{2/10) 1032 24/4/07 Almeja chica negra | Acapulco G

Tabla resumen de los fagos de V. parahaemolyticus aislados. Se muestra pais de
procedencia, fecha y lugar donde fueron obtenidas las muestras y el tipo de muestra
utilizada. Las letras indican el grupo al cual pertenece de acuerdo al patrén de restriccion
del genoma del fago utilizando la enzima Haelll.

1.2.-Caracterizacién general de fagos aislados de V. parahaemolyticus.

Los fagos aislados en las distintas muestras fueron crecidos a partir de
clones obtenidos de una placa de lisis Unica, luego parcialmente purificados
y caracterizados. Los 13 fagos mostraron idénticas propiedades: resistencia
al tratamiento con cloroformo, resistencia de su acido nucleico a RNAsa,
pero sensibilidad a DNAsa y enzimas de restriccion. Sus DNAs tienen un
tamafio aproximado de 42 Kb de acuerdo a la migracién en una
electroforesis de campo pulsante. Los nueve aislados observados bajo el

microscopio electrénico presentaron la misma morfologia de Podoviridae o
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podofagos; una cabeza icosahédrica (de 45 nm de diametro) con una

pequefia cola (de 10 nm de longitud aproximada) (Fig 1).

Figura 1. Microscopia electrénica de fagos de la cepa pandémica PMC57.5 de
V. parahaemolyticus. Tincion negativa con Acetato de Uranilo. Flechas indican
las colas de los fagos. Las fotos corresponden a aislado VP93, excepto C y D que
corresponden a 5e y 5312 respectivamente.

Los diferentes aislados solo fueron distinguidos entre si por el patrén de
restriccion de sus genomas. De este modo se pudo distinguir 7 grupos
utilizando la enzima Haelll (Fig. 2 y Tabla 1), donde el grupo mayoritario fue
el grupo D, compuesto por 7 aislados, algunos provenientes de muestras
obtenidas en lugares muy distantes entre si (por ejemplo el fago 4E

proveniente de México y el fago 5093 proveniente de Chile).
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Se estudié las relaciones filogenéticas entre los distintos aislados a traves de
la similitud de las secuencias codificantes para los potenciales genes de
DNA polimerasa, RNA polimerasa y de exonucleasa (numeros de acceso
GenBank FJ896201-FJ896221). Los resultados muestran que los fagos
pueden ser diferenciados entre si en los mismos grupos observados con el
patrén de restriccion de sus genomas, excepto por el fago 6e que forma un

grupo junto a los dos unicos fagos pertenecientes al grupo D incluidos en la

comparacion (Fig 3).
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Figura 2. Patrén de restriccion de genomas de fagos de cepa pandémica PMC57.5
de V. parahaemolyticus. A) Patrén de restriccion de los genomas de fagos de cepa
pandémica PMC57.5 de V. parahaemolyticus utilizando la enzima Haelll. B)
Dendrograma de disimilitud que ilustra los grupos formados por el patron de restriccion
de los genomas de los fagos. Aislados 5090, 5489. 6119, 7860 y 2e presentan un patron
idéntico a 5093 y 4e, y no fueron incluidos en la figura.
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Figura 3. Dendrograma de fagos aislados en base a secuencias de DNA y RNA
polimerasa y Exonucleasa. Dendrograma de disimilitud que ruesira el patron de
grupos obtenidos en base a las secuencias nucleotidicas de amplicones de PCR de
potenciales genes de DNA y RNA polimerasa y Exonucleasa. La escala 0,1 corresponde
a cambios por posicion de nucledtido. Las suma de las secuencias comparadas es de
1659 pb y se utilizé un bootstrap de 100

1.3. Secuencia de genoma de fago VP93.

El aislado 5093, como representante del grupo mayoritario D, fue
seleccionado para una caracterizacion mas detallada y bautizado como
VP93, Para continuar con el estudio se secuencio el genoma del fago
utilizando una estrategia de “shotgun clonning y primer walking” (Seguritan y
col., 2003; Hardies y col., 2003) (Nimero de acceso GenBank FJ896200). El
genoma es de 43931 nucledtidos de largo con un contenido de G + C de
49,2%, 3,8% mayor que el contenido G + C del hospedero (Makino y col.,
2003). En los extremos se observo terminales repetidos directos de 337 pb
de largo. Estos fueron confirmados por “orimer walking”, pero el fin de la
secuencia no pudo ser exactamente definida debido a la ausencia de un

termino claro de las lecturas cuando se secuencio los extremos.




El fago no puede ser asociado a ningdn otro grupo de fagos conocidos por la
secuencia nucleotidica de su genoma. Sin embargo, de acuerdo al analisis
hecho con el programa Artemis (Rutherford y col., 2000), el genoma contiene
44 potenciales ORFs y 16 de estos (39%) codifican para potenciales
proteinas que comparten una similitud significativa con proteinas del grupo
$KMV, compuesto por los fagos de Pseudomonas spp. oKMV, LKD16, LKA1
y LUZ19 (Ceyssens y col., 2006). Estos 16 genes corresponden a
metabolismo del DNA, proteinas estructurales y madurasas. La organizacion
del genoma también es muy similar a la de los fagos del grupo ¢KMV (Fig. 4
y tabla 2), éstos contienen 2 regiones genémicas funcionales. La primera
(genes tempranos) consta de un grupo de genes de funcion desconocida
probablemente involucrados en la transformacion del hospedero, replicacion
de DNA, y RNA polimerasa. La segunda region (genes tardios) contiene
genes codificantes para proteinas estructurales y posibles proteinas liticas,
como glicosil hidrolasa. De acuerdo a esta organizacion la mayorfa de los
ORFs no identificados observados en el genoma de VP93 corresponderian
por su posicion a genes que codifican a proteinas de transformacion del
hospedero, ubicadas en el inicio de la zona temprana y a protefnas de lisis

celular, ubicadas al final de la zona tardia. No se encontré un ORF con

similitud a ia DNA ligasa, que es un gen comun en el grupo $KMV.
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Figura 4. Mapa genémico de fagos VP93 y LKA1. Los colores fueron asignados de
acuerdo a la posible funcién de cada ORF como se indica en la figura. El mapa de
LKA1 fue realizado en base a la secuencia nimero de acceso AM265639.
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Tabla 2. Potenciales ORFs en genoma de VP93.

orF | Posicion Funcién predicha E:[itg)tados BLAST relacionados (N° de atceso; E-
Proteina hipotéfica Sala_2518 Sphingopyxis alaskensis
. RB2256 (YP_B617558.1; 2e-14); Hidrolasa de endlente
7 |4619-5521 | Pepfidasa de metal(fago de Thermus (P23-45 Yp_nmzs?gogn;
1e-13)
Primasa fago de Pseudomonas LUZ19
10 5816-6728 | Primasa (YP_00D1671958.1; 3e-18); potencial DNA primasa fago
de Pseudomonas LKA1 (YP 001522861.1; 6e-17)
Potencial DNA helicasa fago de Pseudomonas LKA1
11 6740-7990 | Helicasa (YP_001522884.1; 2e-85); potencal DNA helicasa fago
de Pseudomonas LKD16 (YP 001522805.1; 1e-74)
Proteina  hipotética PPLUZ24_gp30 fago de
o Pseudomonas  LUZ24 (YP_001671903.1, fe-11}
13 |8349-8654 | Proteina hipotetica profeina 7.7 fago de Yersinia pestis phiA1122
(NP_848293.1, 1e-07)
Potencial DNA polimerasa fago de Pseudomonas LKA1
14 8651-11086 | DNA polimerasa (YP_D01522870.1; 0 DNA polimerasa fago de
Pseudomonas LUZ18 (YP 001671963.1;, 0}
Protelna  hipotética  PPLKA1_gp31 fago de
12481- . . Pseudomonas  LKA1 (YP_001522872.1; 5e-31),
17 143208 Proteina hipotéticda | proteina  hipotética PPLKD16_gp2t  fago  de
Pseudomonas LKD16 (YP 001522812.1; 3e-29)
Proteina  hipotéfica CGSHIll_06933  Haemophilus
13687- . . influenzae Pittll  (ZP_01795538.1; 1e-19); Proteina
18 14316 Protelna hipotética hipotética fago de Pseudomonas 14-1
{YP 002364358.1; 3e-16})
14957- Potencial DNA exonucleasa fago de Pseudomonas
22 15807 Exonucleasa LKA1 (YP_001522873.1; 1e-61); potencial exonucleasa
fago de Pseudomonas P12 (YP 002117805.1; 4e-61) |
Potencial DNA endonucieasa fago de Pseudomonas
16087- LKA1 (YP_001522874.1; 0e-28). potencial DNA
23 |1e527 Endonucieasa ondonucleasa VIl fago de o domonas  LKD16
{YP_001522814.1; 2e-25)
16643- Proteina de fago de Enterobacteria phiEcoM-GJ1
24 17227 Proteina hipotética (YP_001595438.1; fe-24); proteina unién a ATP fago de
Enierobacteria phiEco32 (YP, 004671779.1; 8e-20)
Potencial RNA polimerasa fago de Pseudomonas LKA1
17413~ . (YP_001522878.1; 5e-89); potencial RNA polimerasa
25 19863 RNA polimerasa dependiente de DNA faggo %e Pseudomonas phikKMV
(NP_877465.1; 82-97)
Proteina conectora cabeza-cola fago de Pseudomonas
07 20555~ Froteina  conectora | PT2 (YP_002117815.1; Be-89); potencial proteina
22087 cabeza-cola conectora cabeza-cola fago de Pseudomonas LUZ19
(YP_001671975.1; 1e-88)
Potencial protefna de andamiaje fago de Pseudomonas
o8 22087~ Protefna de | LKA1 (YP_001522883.1; 1e-07); Potencial proteina de
22902 andamiaje andamiaie fago de Pseudomonas LKD16
(YP 001522823.1; 3e-06)
Potencial proteina de la capside Escherichia colf
29 22967- Proteina de la| 0127:H6 sir. E2348/69 (YP_002332050.1; 3e-66);
23985 céapside proteina de la capside fago de Pseudomonas phiKMV
(NP _877471.1; 2e-59)
Proteina tubular de la cola A fago de Pseudomonas
30 24171- Proteina tubular de la f LUZ19 (YP_001671978.1; 4e-20); Proteina tubular de la
24731 cola A cola A fago de Pseudomonas LKD16 (YP_0D1522825.1;
ge-20)
Proteina tubular de la cofa B fago de Pseudomonas
31 24741- Proteina tubular de la | phage LKA1Y(P_001522886.1, 8e-91); Proteina tubular
27083 colaB de la cola B fago de Pseudomonas LKD16
(YP_001522828.1; 2e-74)
34 30577- Proteina interna del Proteina interna del core fago de Pseudomonas phikKMV
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34431 core {NP_877476.1; 7e-25); Potencial proteina intema del
core fago de Pseudomonas PTS (YP_002117763.1; 1e-
24)
Polencial proteina fibrilar de la cola fago de
a5 34750- Proteina fibrilar de la | Pseudomonas  LKD16  (YP_001522830.1, 2e-04);
35361 cola Potencial proteina fibritar de la cola fago de
Pseudomonas PT5 (YP_002117764.1; 3e-04)
O-glicosil hidrolasa, protefna familia Acholeplasma
36 35370- Glicosil hydrolasa Jaidlawif PG-8A (YP_001621049.1; 1ie-23); endo-beta-
38102 Y 1,3-1.4 glucanasa Pedobacter  sp. BAL39
(ZP_D1886294.1; 1e-15)
38112- Potencial DNA madurasa A fage de Pseudomonas LKA
37 38411 DNA madurasa A (YP_001522891.1; 1e-07); potencial DNA madurasa A
fago de Pseudomonas LKD16 (YP_001522834.1; 2e-04)
38536- Potencial DNA madurasa B fago de Pseudomonas PTS
38 40341 DNA madurasa B (YP_0021177689.1; 8e-145); potencial DNA madurasa B
fago de Pseudomonas phikKMV (NP_B877482.1; 3e-144)
. . | Gp46 fago de Enterobacteria SP6 (NP_853606.1; 2e-
4 :1%’;’ frgt%[é‘:sa) hipotética 13); peptidasa M15A Desulfolomactium reducens MI-1
pep (YP_001111881.1; 4e-13)
Proteina hipolética Mext_2445  Methylobacterium
41753- s extorquens PA1 (YP_001639911.1; 6e-18); Froteina
42 42121 Protefna hipotetica hipotética epsilon15p50 fage de Enterobacteria

epsilont5 (YP_850991.1; 4e-16)

BLAST E-values bajo 10™ fueron considerados no significativos. Los siguientes ORFs no
entregaron resultados significativos: 1 (42-306), 2 (258-795), 3 (895-1207), 4 (1217-1367),
5 (1447-2029), 6 (2069-4211), 8 (5134-5314), 9 (5369-5534), 12 (7607-7850), 15 (10718-
112983), 16 (11302-11895), 18 (12959-13291), 20 (13832-14135), 21 (14145-14570), 28
(19917-20162), 32 (27093-27839 ), 33 (24357-27455), 39 (40062-40361), 40 (40370-
40954), 43 (41855-42187), and 44 (42232-42324).
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La proteina RNA polimerasa tiene un alto grado de similitud a la del fago T7
(BLAST E-value 6e-49; 25% identidad), mientras que otras proteinas solo
estan relacionadas a las encontradas en el grupo oKMV. La RNA polimerasa
de VP93 exhibe ademas un alto grado de conservacion con la de los fagos
del grupo ¢KMV y T7 en la regidn que rodea los aminoacidos cataliticos
esenciales (Lys631, Tyr639, Asp537 y Asp812 (Ceyssens y col., 2006))
(Tabla 3A). Por ofro lado, las regiones de reconocimiento y especificidad de
esta enzima, que interactiian con los promotores tipo T7 de estos fagos son

altamente divergentes de T7 pero comparten cierta similitud con los fagos

del grupo ¢KMV (Tabla 3B)

Tabla 3. Comparacién de regiones amino4cidicas de RNA polimerasa tipo T7.

A
Secuencia de regiones cataliticas
Fago Lys631-Tyr639 Asp537 | Asp8l12
VP93 MTKRPTMTYFYSA | VALDATN | THDSVA
LKAl LAKGPVMTYIVYGA THMDATC | IHDSEG
phiKMV | LTRKPCMTLVYGT | VHMDATC | THDSNG
LKD16 | LTKKPCMTLVYGT VHMDATC | THDSMG
T7 VTKRSVMTLAYGS | LAFDGSC | THDSFG
B
Fago Regién de especificidad Region de reconocimiento

VP93 NRHETRVKVRSMG - INQVVLYNFDYE LKASKTR —~ GVGAKY
LKAl DEVEHRVKIRSCG - ITDIVVREDLDQ VVETKAR GPGAAL
phiKMV KTEEVRVRLRAEA - VEYVTLYEAKDE HQEAKAA GPAAKL
LKDl16 | KTEEVRVRLRAEA - VEYVTLYEAKDE | HOEAKAA — GPARKL
T7 KPIQTRLNLMFLGQFRLOPTINTNKDSE WFEEVKAKR GKRPTA

!

Comparacién de las regiones alrededor de aminoacidos cataliticos esenciales (A), de

reconocimiento y especificidad (B) entre fago VP93, T7 y fagos del grupo PKMV. Residuos
presentes en VP93 se muestran en negrita. Los aminoacidos cataliticos esenciales se

muestran subrayados.
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2. Analisis de los efectos de los fagos seleccionados en el crecimiento

de la cepa pandémica de V. parahaemolyticus.

2 1. Efecto de fago VP93 en el crecimiento de la cepa pandémica de V.

parahaemolyticus PMC57.5.

El fago VP93 y los otros fagos de los distintos grupos obtenidos por los
patrones de restriccion. infectaron las diferentes cepas del grupo clonal
pandémico de V. parahaemolyticus con similar eficiencia. Sin embargo, as
placas de lisis observadas luego de titular tanto VP93 como el resto de los
fagos aislados fueron consistentemente turbias. Las placas se observan sblo
durante un corto periodo de tiempo, entre 2 y 3 horas de incubacion, y
rapidamente desaparecen al continuar la incubacion. Una situacién similar
ocurre en las infecciones en cultivo liquido. En jugar de una lisis de las
bacterias infectadas con aclaracion del cultivo, sélo se observa una pequena
disminucion en el crecimiento de la bacteria que posteriormente contintia
creciendo normalmente. Esta situacién  ocurre  incluso utilizando
multiplicidades de infeccion de 10 UFP por bacteria (Fig. 5). A pesar de que
no se observo lisis celular, se determiné una produccion de fagos de 100
UFP por bacteria total presente al momento de la infeccién. Esta situacion se
mantuvo incluso utilizando una produccion de fagos proveniente de una cepa
distinta a la cepa pandémica de V. parahaemolyticus. El clonamiento
sucesivo de la cepa hospedera para superar ja posible presencia de

bacterias resistentes no produjo resultados distintos a lo observado
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anteriormente. Intentos por aislar bacterias sensibles y resistentes a partir de
colonias independientes no fueron exitosos. De 300 colonias probadas,
ninguna fue significativamente mas sensible que el cultivo original. La
presencia de una alta proposicion de bacterias naturalmente resistentes fue
confirmada determinando las UFC en presencia permanente del fago. En
esta condicién una proporcién variable de 50-90% del UFC obtenidas en

ausencia del fago fue observada, dependiendo del estado y origen del

cultivo.
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Figura 5. Infeccion de cepa pandémica PMC57.5 de V. parahaemolyticus con el
fago VP93. La cepa pandémica PMC57.5 de V. parahaemolyticus fue infectada en fase
exponencial con VP93 a un MOI de 10 aproximadamente. La flecha negra indica el
momento de infeccién. El crecimiento bacteriano fue determinado midiendo UFC y la
produccién de fago fue monitoreada midiendo las UFP por el método de doble agar. La
linea azul y la linea roja indican las UFP y UFC respectivamente, estimadas de acuerdo
al modelo basado en la presencia de dos sub-poblaciones bacterianas, una sensible y
ofra resistente, ambas intercambiables entre si (Seccién 2.4).

2.2. Persistencia de VP93 en cultivos infectados de PMC57.5.

El fago VP93 puede replicarse en la cepa pandémica PMC57.5 de V.

parahaemolyticus y al mismo tiempo la bacteria puede seguir creciendo; una
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posibilidad es que las bacterias resistentes que encontramos, sean bacterias
lisogénicas, sin embargo, ésta fue descartada por la ausencia de genes del
fago en bacterias resistentes crecidas luego de 12 infeccién con el fago; 20
colonias obtenidas de cultivos infectados y purificadas por 2 cultivos seriados
en medio solido fueron negativas para la amplificacion de los genes de RNA
polimerasa y DNA polimerasa de VP93 cuando se examinaron por PCR.
Adicionalmente el tratamiento con mitomicina C no indujo produccion de fago

en cultivos provenientes de estas 20 colonias.

Cuando cultivos bacterianos infectados con VP23 fueron cultivados en forma
seriada luego de una dilucion 17100 ta bacteria creci6 a la misma velocidad
que cultivos no infectados, aungue el fago persistio en el cuitivo a 1 UFP por
bacteria aproximadamente. El fago se mantuvo junio a la bacteria en el
cultivo incluso después de 5 sub-cultivos de diluciones seriadas de 1/100.
Esto indica que el fago se reproduce en estos sub-cultives, de lo contrario
desapareceria con las continuas diluciones seriadas (Fig. 6). Esta situacién
de cultives permanentemente infectados con un fago ha sido observada
anteriormente y se le dio el nombre de "carrier state”. Se propone que una
de las situaciones que podrian explicar este fendmeno €s la existencia de
dos poblaciones bacterianas, una sensible y ofra resistente (Barksdale Y

Arden, 1974).
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Figura 6. Persistencia de VP93 a través de sub-cultivos de la cepa pandémica
PMC57.5 de V. parahaemolyticus. Un cultivo infectado de la bacteria fue crecido
hasta fase estacionaria (D. O. 1 aprox.) y luego fue diluido 1/100 e incubado
nuevamente hasta fase estacionaria en forma seriada para realizar cada sub-cultivo.
Las UFC y UFP fueron determinados en la fase estacionaria de cada sub-cultivo. Los
triangulos negros representan las UFP esperadas después de cada sub-cultivo si es
que el fago no se replica. La linea azul y la linea roja indican las UFP y UFC
respectivamente, estimadas de acuerdo al modelo basado en la presencia de dos sub-
poblaciones bacterianas, una sensible y otra resistente, ambas intercambiables entre si
(Seccion 2.4).

2.3. Infeccion y persistencia de VP93 en cultivos de PMC57.5 de

colonias opacas o translacidas.

Los resultados del crecimiento de VP93 podrian ser explicados por la
existencia de dos tipos celulares, sensibles y resistentes, presentes a
concentraciones similares en el cultivo original, incluso en cultivos
recientemente inoculados a partir de una colonia. Esta observacion podria
darse si las bacterias resistentes y sensibles pueden intercambiarse entre si
con alta frecuencia y a razones de intercambio similares para ambos casos.

Un posible mecanismo para explicar esto es el cambio de fase. Luego de
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una infeccién, las bacterias sensibles producen fago y mueren. Pero el
crecimiento de las bacterias resistentes contintia sin verse afectado. Estas
bacterias resistentes podrian, sin embargo, generar bacterias sensibles que
pueden ser infectadas por el fago, manteniendo el crecimiento de éste y

evitando asi su dilucion a través de los sub-cultivos seriados.

En V. parahaemolyticus se ha descrito un cambio de fase evidenciado por la
presencia de colonias con morfologia opaca (op) y colonias con morfologia
translticida (tra) (McCarter y col., 1999). Debido a esto, se explord la posible
relacion entre la resistencia al fago y los tipos de colonia op y fra. Sin
embargo, no se encontré diferencias significativas en sensibilidad entre las
colonias op y tra; ambas contenian entre un 50% y 90% de bacterias
resistentes. Ademas cultivos a partir de una colonia op o una colonia tra
crecen sin problemas al ser infectados con VP93, tal como ocurre con los
cultivos originales (Fig. 7 A y B). Del mismo modo se quiso determinar si el
fago VP93 es capaz de persistir a través de sub-cultives originados a partir
de una colonia op o tra. Los resultados muestran que el fago puede persistir
junto a las bacterias sin importar si el cultivo proviene de una colonia de
morfologia opaca o translicida, y se mantiene en ambos cultivos a una
proporcion aproximada de 1 UFP por UFC, tal como ocurre con los cultivos
originales (Fig. 7 C y D). Estos resultados sugieren fuertemente que la
resistencia de la cepa pandémica PMC57.5 de V. parahaemolyticus no esta

ligada al cambio de fase de colonias opacas y colonias translGcidas, sin
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embargo, no descarta que nuestras observaciones estén ligadas a un

cambio de fase no ligado a esta morfologia de colonia.
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Figura 7. Infeccion y persistencia de VP83 en cultivos de cepa pandémica PMC57.5
de V, parahaemolyticus de colonias opacas o translicidas. Cultivos a partir de una
colonia opaca (A) o translicida (B) fueron infectados con VP93 en fase exponencial. El
crecimiento bacteriano fue monitoreado por densidad 6ptica. UFC y UFP observados luego
de infeccién de un cultivo a partir de una colonia opaca (C) o translicida (D) y posteriores
sub-cultivos seriados de diluciones 1/100. Los cuadrados negros representan el cultivo
infectado con VP93 y los cuadrados blancos el cultivo sin infectar. Los triangulos blancos

representan las UFP

2.4. Modelamiento de la infeccion de VP93 en cultivos de V.

parahaemolyticus compuestos de una fase sensible y una resistente.

Suponiendo una situacién donde existen dos poblaciones bacterianas una
sensible y otra resistente al fago, ambas intercambiables entre si a alta

frecuencia, se puede simular la dindmica de ambas poblaciones junto al
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fago. Para esto se utilizé y modificé el modeio creado por Levin y Bull (2004)
(Materiales y Métodos) y ayudado por el programa Berkeley Madonna se
logré representar la situacion de dos poblaciones bacterianas propuesta. Las
lineas continuas en las figuras 5 y 6 muestran los valores esperados si VP83
tuviese una tasa de eclosién de 1000 con un periodo latente de 18 min y ta
bacteria hospedera cambia de sensible a resistente y viceversa a una razén
de 0,01 por generacion. El modelamiento muestra que un cultivo bacteriano
donde ocurra la situacion planteada podria explicar los resultados
observados en este trabajo donde el fago VP93 es puede persistir junio a ja

cepa pandémica PMC57.5 de V. parahaemolyticus.

2 5. Desarrollo de mutante en gen hsdR de la cepa pandémica de V.

parahaemolyticus y estudio de su sensibilidad a VP93.

Para entender el mecanismo que permite la coexistencia entre el fago y la
bacteria se decidié generar una coleccion de mutantes aleatorios de la cepa
pandémica PMC57.5 de V. parahaemolyticus. En esta coleccion se
identificarian posteriormente aquellas bacterias con diferente sensibilidad al
fago y los genes involucrados en la interaccién fago-hospedero. Como
primera aproximacion se escogi6 utilizar el plasmidio pUT mini-Tnd Tc que
contiene un mini transposon Tn5, el cual puede integrarse en el genoma

bacteriano produciendo mutantes insercionales (de Lorenzoy Timmis, 1994).

La introduccion de estos plasmidios en la bacteria por electroporacién o
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conjugacion biparental no generd bacterias transformadas. Como estrategia
alternativa se decidio generar una mutante en un gen puntual que pudiese
participar en Ia resistencia a fagos. lLa cepa pandémica de V.
parahaemolyﬁcus cuenta, de acuerdo a ja secuencia de su genoma, con un
potencial sistema de restriccién modificacion tipo | (Wang y col., 2008), el
que coma en muchos otros sistemas de restriccion bacterianos podria
participar en un mecanismo de resistencia a fagos (Labrie y col, 2010).
Einalmente se logro inactivar el gen hsdR del sistema de restriccion
modificacion bacteriano a traves de recombinacién homdloga. Para esto se
cloné un fragmento de este gen en el plasmidio suicida pDS132, que fue
introducido en fa bacteria por medio de conjugacion biparental. 13 mutantes
insercionales fueron obtenidas con esta estrategia y el sitio de insercion fue

verificado por PCR Yy secuenciacion de DNA en dos de las mutantes (Flg. 8).
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Figura 8. Desarrollo de mutante en gen hsdR de cepa pandémica PMC57.5 de
V. parahaemolyticus. (A) Esquema de como se integra el plasmidio en el genoma
de la cepa pandémica de V. parahaemolyticus a través de una recombinacion
homologa. El blanco representa el plasmidio pDS132. El gris representa el gen hsdR
del sistema de restriccién-modificacion tipo |I. La regién achurada representa la
region del gen hsdR clonada en el plasmidio. Las flechas con los nimeros 1-4
representan los partidores disefiados para comprobar el sitio de insercién del
plasmidio. (B) PCR de mutantes Vp2 (b) y Vp3 (c) utilizando partidores 1 y 2. (C)
PCR de mutantes Vp2 (b) y Vp3 (c) utilizando partidores 1 y 4. Como marcador
molecular se utilizé 1kb ladder de Biolabs (a).
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Para determinar el posible efecto que la mutacion en el gen fisdR tiene en la
resistencia a VP93, se realizd un cuifivo con la cepa mutante y en paralelo
otro cultivo con la cepa silvestre. Ambas cepas fueron infectadas con el fago
VP93 a una multiplicidad aproximada de 10 fagos por bacteria. En el grafico
de la figura 9 se puede apreciar que las cepas no presentan diferencias ni el
crecimiento ni en la produccion de fagos. Después de la infeccion con VP83,
se observa una leve disminucién en el crecimiento, pero luego ambos
cultivos contindan creciendo hasta alcanzar fase estacionaria. Por otro lado
la produccién de fago aumenta rapidamente 20 min. después de infectar el
cultivo superando las 10" UFP/mL. Estos resultados sugieren que el gen
hsdR y probablemente el sistema de restriccién tipo | presente en g;_!a cepa
pandémica PMC57.5 de V. parahaemolyticus no participa en el mecanismo

de resistencia a VP93 que permite que el fago persista junto a la bacteria.
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Figura 9. Infeccién de mutante hsdR de cepa pandémica PMC57.5 de V.
parahaemolyticus con el fago VP93. Cullivos de Ja cepa mutante AsdR y la cepa
silvestre fueron infectados en fase exponencial con el fago VP93 a un MOl aproximado
de 10. Las UFC y las UFP fueron monitoreadas a través del tiempo. La flecha negra
indica el momento de infeccién con el fago VP33,
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2 6. Efecto de fago KVP40 en el crecimiento de la cepa pandémica de V.

parahaemolyticus PMIC57.5.

Con el objetivo de determinar si la relacion observada entre el fago VP93 y la
cepa pandémica de V. parahaemolyticus es exclusiva para este fago o es
una propiedad que también se da con ofros fagos, se determind el efecto del
fago KVP40 en el crecimiento de la cepa pandémica. KVP40 es un fago de
V. parahaemolyticus tipo T4 que tiene un amplio rango de hospedero y es
capaz de infectar incluso bacterias de ofro género (Matsuzaki y col., 2000).
Se infectd un cultivo de la bacteria en fase exponencial temprana con KVP40
a una multiplicidad de infeccién de 10 (Fig. 10), y se observé que a Ios;Eocos
minutos de agregar el fago la conceniracion de la bacteria en el cultivo
disminuye bruscamente en aproximadamente dos ordenes de magnitud,
mientras que el fago se reproduce y rapidamente alcanza titulos del orden
de 10° UFP/ml. Luego de 2 horas de incubacion es posible observar el
crecimiento de las bacterias resistentes mientras que la concentracién de
fagos se mantiene estable. Estos resultados demuestran que KVP40 afecta
fuertemente el crecimiento de la cepa pandémica de V. parahaemolyticus,

por lo que la interaccion observada enire esta bacteria y VP93 no es comn

para todos los fagos.
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Figura 10. Infeccion de la cepa pandémica PMC57.5 de V. parahaemolyticus con el
fago KVP40. La cepa pandémica PMC57.5 de V. parahaemolyticus fue infectada en fase
exponencial con KVP40 a un MOI aproximado de 10. La flecha negra indica el momento
de infeccion. El crecimiento bacteriano fue determinade midiendo UFC y la produccion de
fago fue monitoreada midiendo las UFP por el método de doble agar.

3. Estudio del efecto de los fagos seleccionados en la competitividad
de la cepa pandémica de V. parahaemolyticus con otras cepas de la

misma especie.

3.1. Efecto de fago VP23 en distintas cepas no pandémicas de V.

parahaemolyticus.

Para determinar el efecto que la presencia del fago VP93 podria tener en la

competencia entre la cepa pandémica PMC57.5 con otras cepas no

pandémicas de V. parahaemolyticus lo primero que se investigdé fue la

sensibilidad a VP93 de distintas cepas no pandémicas de esta bacteria que
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se encuentran compartiendo el habitat (choritos). Este estudio se realizé a
través de ensayos de microgota utilizando el fago VP93 y césped bacteriano
de distintas cepas de V. parahaemolyticus no pandémicas (Tabla 4). Las
cepas utilizadas corresponden a aislados provenientes de la zona de Pto.
Montt, recolectadas entre los afios 2004 y 2009, pertenecientes a distintos
grupos DGREA (Garcia y col., 2009; Fuenzalida y col., 2006). Trece de las
28 cepas estudiadas, pertenecientes a cada uno de los grupos DGREA
observados hasta el 2009, presentaron sensibilidad al fago VP93, lo que
corresponde a 46,4% de las cepas analizadas. El grado de sensibilidad
observado para las distintas cepas fue variable de acuerdo a la turbidez de
la placa de lisis observada. De este modo se pudieron observar 5 cepas con
mayor sensibilidad al fago (placas mas claras) en comparacion a la cepa
pandémica PM57.5, siendo las cepas PMA112, PMA339, PMA189 y

PMA18,9 las que presentan mayor sensibilidad (Fig. 11).

Por otro lado, en 15 cepas definidas como no sensible, fue imposible
observar algun tipo de lisis por lo que asumimos que estas cepas son

resistentes al fago.
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Tabla 4. Efecto de fagos VP93 y VP58.5 en distintas cepas no pandémicas de W

parahaemolyticus.
Cepa Grupo Origen Ll;gsara L?:r?tge Sensibilidad Sensibilidad
DGREA a VP93 a VP58.5
PMA 3.5 187 Pto. Montt Pto. Monit 2005 + -
PMA4s5 128  Cnoritos CUNOLA by wontt 2005 . .
rena
PMA 112 112 Pto. Montt Pto. Montt 2004 +t++ -

Choritos Cultivo

PMA 2.5 118 Quillaipe Pto. Montt 2005 + -
PMA 339 338 Pto. Montt (Sesma)  Pto. Montt 2004 +++ -
PMA 16.5 27 Pto. Montt Pto. Montt 2005 - -
PMA 337 337 Pto. Montt Pto. Montt 2004 - -
PMA 189 189 Pto. Montt Pto. Monit 2004 +++ -
PMA 79 79 Pto. Montt Pto. Montt 2004 - -
PMA 3316 3316 Pto. Montt Pto. Montt 2005 - -
VpKX KX Humano Kansai Airport + -
PMA 27.5 275 Choritos Quillaipe  Pta. Montt 2005 + -

PMA 19.5 19,5 Choritos Coihuin Pto. Montt 2005 - -
PMA 22.5 225 Choritos Coihuin Pto. Montt 2005 - -

PMA 1085 Choritos Quilaipe  Plo. Montt 2005 . -

PMA1S 15  Cromos Cuffivola  py; pMontt 2005 - ]
rena

PMA 13.6 13,6 La Arena Pto. Montt 2006 - -
PMA 36.8 36,6 La Arena Pto. Montt 2006 - -
PMA 34.6 34,6 La Arena Pto. Montt 2006 + -
PMA 40.6 40,6 La Arena Pto. Montt 2008 + -
PMA 1.7 1,7 Pto. Montt Pto. Montt 2007 - -
PMA 11.7 11,7 Pto. Montt Pto. Montt 2007 - -
PMA 21.7 21,7 Pto. Montt Pto. Montt 2007 - -
PMA 7.8 7.8 Pto. Montt Pto, Montt 2008 - -
PMA 9.8 9,8 Pto. Montt Pto. Montt 2008 ++ -
PMA 25.8 25,8 Pto, Montit Pto. Montt 2008 + -
PMA 29 2.9 Pto. Montt Pto. Montt 2009 - -
PMA 18.9 18,9 Pto. Monit Pto, Montt 2009 Fbh -

Utilizando el método de doble agar y microgotas del fago se determino la sensibilidad a VP93
de distintas cepas no pandémicas de V. parahaemolyticus. E! grado de sensibilidad se
representa por la cantidad de signos +. Signo - indica que no se observo lisis. En la cepa
PMC57.5 se observa una sensibilidad correspondiente a “+”.
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Figura 11. Cepas no pandémicas de V. parahaemolyticus con mayor
sensibilidad al fago VP93. Ensayo de microgota con cepas no pandémicas de V.
parahaemolyticus que presentan mayor sensibilidad a fago VP93. (A) cepa
pandémica PMC57.5, (B) cepa no pandémica PMA112, (C) cepa no pandémica
PMA339, (D) cepa no pandémica PMA189. La cepa PMA 18.9 no fue incluida en la
figura.

3.2. Efecto de fago VP93 en un co-cultivo entre la cepa pandémica

PMCS57.5 y la cepa no pandémica PMA112 sensible al fago.

Despues de determinar que el fago VP93 infecta distintas cepas no
pandémicas de V. parahaemolyticus se exploré la posible influencia del fago
en la competencia entre la cepa PMC57.5 y otra cepa no pandémica de V.
parahaemolyticus sensible al fago. Para esto se realizé un co-cultivo mixto
entre la cepa PMC57.5 y PMA112, una de las cepas de V. parahaemolyticus

que presenta mayor sensibilidad a VP93, y se midi6 su crecimiento en
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ausencia y presencia de fago. El crecimiento se midié determinando el
ntimero de UFC y para distinguir las UFC de PMC57.5 y PMA112 se realizd
PCR de colonia utilizando partidores para amplificar el gen ffh presente en
ambas cepas y el gen fdh presente sélo en PMC57.5. El grafico A de la
figura 12 se observa que ambas cepas crecen en co-cultivo pero gue la cepa
PMA112 crece en mayor proporcion que fa cepa PMC57.5 abarcando cerca
del 80% de las bacterias totales en fase estacionaria. En el grafico B se
muestra el co-cultivo infectado con el fago VP93 a una MOI aproximada de
10. En este caso se observé que PMC57.5, continua creciendo a pesar de la
infeccion con el fago alcanzando una concentracion del orden de 10°
UFC/mL que representa el 100% de las UFC observadas en fase
estacionaria. Por ofro lado PMA112 presenta una disminucién en el
crecimiento después de la infeccién con VP83 y no fue detectada despues
de 2,5 horas de cultivo. Este resultado se debe probablemente a la mayor
sensibilidad de la cepa no pandémica PMA112 al fago VP93 y muesira que

la presencia de este podria tener un efecto decisivo en una potencial

competencia entre estas dos cepas en sus habitats naturales.
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Figura 12. Co-cultivo entre cepas de V. parahaemolyticus pandémica PMC57.5 y
no pandémica PMA112 en presencia y ausencia de VP93. Co-cultivo entre las
cepas PMCS57.5 y PMA112 fueron crecidos en presencia (B) y ausencia (A) del fago
VP93. Se determiné las UFC totales y se estimé el porcentaje de UFC de PMC57.5 y
PMA112 por medio de PCR de colonia. En el co-cultivo en presencia de VP93 la
infeccién fue realizada en fase exponencial temprana con un MOl aproximado de 10,
luego del minuto 125 no se detecté la presencia de la cepa PMA112 en ese co-cultivo.




57

3.3. Efecto de fago VP93 en un co-cultivo entre {a cepa pandémica

PMC57.5 y la cepa no pandémica PMA337 resistente al fago.

Para probar el efecto del fago en una situacion contrapuesta, se realizo un
co-cultivo de la cepa PMC57.5 con la cepa no pandémica PMA337
(resistente a VP93, Tabla 4) y se midié el crecimiento de ambas en ausencia
y presencia del fago como se mencioné anteriormente. En la figura 13 se
puede observar que tanto en ausencia (Fig. 13A) como presencia del fago
(Fig. 13B) ambas cepas crecen en una proporcién similar, alcanzando
concentraciones del orden de 10° UFC/mL en fase estacionaria Estos
resultados muestran que ambas cepas bacterianas prevalecen en forma
similar a través del cultivo y que el fago VP93 no representa mayor influencia
en este sentido. Ademas esto refuerza la idea de que la disminucion en el
crecimiento de la cepa no pandémica de V. parahaemolyticus PMA112 es

producto de su sensibilidad al fago VP93.
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Figura 13. Co-cultivo entre cepas de V. parahaemolyticus pandémica PMC57.5 y
no pandémica PMA337 en presencia y ausencia de VP93. Co-culivo entre las
cepas PMC57.5 y PMA337 fueron crecidos en presencia (B) y ausencia (A) del fago
VP93, Se determiné las UFC totales y se estimo el porcentaje de UFC de PMG57.5 y
PMA337 por medio de PCR de coionia. En el co-culfivo en presencia de VP23 la
infeccitn fue realizada en fase exponencial temprana con un MOI aproximado de 10,
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En su conjunto estos resultados sugieren que la cepa pandémica de V.
parahaemolyticus PMC57.5 podria verse beneficiada en presencia del fago
VP93, ya que, a pesar de ser sensible al fago puede continuar creciendo en
un culfive, mientras que otras cepas no pandémicas pueden ver afectado su
crecimiento debido a la sensibilidad a VP93, como es el caso de Ia cepa

PMA112,
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DISCUSION

Este trabajo permitié caracterizar los primeros fagos liticos aislados por
enriguecimiento en la cepa pandémica de V. parahaemolyticus. Todos los
fagos aislados pertenecen al subgrupo ®KMV del grupoe T7, compuesto
exclusivamente por fagos de Pseudomonas spp. Su caracterizacion
demostré que pueden convivir con la bacteria sin afectar notoriamenie su
crecimiento ni lisogenizar las células. La capacidad de |la cepa pandémica de
convivir con estos fagos podria aumentar su efectividad en la competencia
que debe mantener en los habitats marinos con otras cepas bacterianas,
muchas de su misma especie. Esta capacidad podria, en parte, explicar su
persistencia en el mar, lo que ha causado desde 1996 decenas de miles de

casos de diarrea en todo el mundo.

1. Fagos de regiones geograficamente distantes pero estrechamente

relacionados.

En este trabajo los 13 fagos aislados correspondieron a podofagos capaces
de infectar la cepa pandémica de V. parahaemolylicus. 6 provenientes de
México y 7 provenientes del sur de Chile. La secuenciacion de los genes de
DNA polimerasa, RNA polimerasa y exonucleasa reveld que los 13 fagos
estan estrechamente relacionados compartiendo por lo menecs un 90 % de

identidad a nivel nucleotidico (Fig. 3). Este analisis agrupa los distintos fagos
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de forma similar a lo observado con el patrdn de restriccién de sus genomas
(Fig. 2), donde los fagos 5312 y 1032 aparecen como los mas distantes,
pero ademas, gracias a su mayor sensibilidad, revelé la estrecha relacion

entre los fagos mexicanos 4e y 6e con el fago chileno VP93 (5093).

La comparacion de la secuencia del genoma del fago VP93 con los datos
disponibles permitié determinar que este grupo de fagos pertenece a un sub-
grupo de fagos tipo T7, conocido como grupo ®KMV, que estaba compuesto
hasta el aislamiento de VP93 exclusivamente por fagos de Pseudomonas
spp. La principal caracteristica de estos fagos es la posicion en el genoma
del gen de la RNA polimerasa (Ceyssens y col., 2006). En los fagos tipo T7
el gen de la RNA polimerasa se encuentra cercano al sitio de inicio de la
transcripcion, mientras que en los fagos del grupo KMV se encuentra
inmediatamente después de los genes que participan en el metabolismo del
DNA (Fig. 4). Esto sugiere que la RNA polimerasa del hospedero jugaria un
papel mucho méas importante que en el caso de los fagos tipo T7 clasicos, ya

que deberia franscribir la mayor parte del genoma.

También es interesante considerar porqué se aislé un sdlo tipo de fago. Esto
probablemente esté relacionado con la metodologia utilizada para aislar y
detectar los fagos, que se basa en el enriquecimiento de los fagos en un
cultivo de la bacteria hospedera. De este modo en cada muestra analizada,
solo los fagos capaces de infectar la cepa pandémica PMC57.5 de V.

parahaemolyticus serfan capaces de replicarse en el cultivo y posteriormente
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ser detectados (Materiales y Métodos). En todas las muestras analizadas en
este trabajo sélo se observé un tipo de placa de lisis. Considerando esto, el
hecho de que sélo hayamos detectado un tipo de fagos puede deberse a dos
motivos, a que los fagos detectados eran los Unicos presentes en las
muestras analizadas, o a que los ofros fagos presentes en las muestras,
capaces de replicarse en la cepa pandémica de V. parahaemolyticus, lo
hacian con menor eficiencia que los fagos aislados, por lo tanto no fueron
detectados, al constituir solo una pequefia fraccion del total de fa poblacion
de fagos. Es interesante que no se haya detectado el fago KVP40 en este
trabajo. Este es un fago de amplio rango de hospedero que infecta V.
parahaemolyticus (Matsuzaki y col., 1992). De acuerdo a los resultados
obtenidos este fago también infecta la cepa pandémica de V.
parahaemolyticus generando pequefias placas de lisis claras en medio

sélido y una lisis notoria en cultivos liquidos (Fig. 10).

Otra pregunta que surge con estos resultados es si los fagos encontrados
llegaron a esos lugares junto con la diseminacion de fa cepa pandémica de
V. parahaemolyticus o estaban ahi desde antes. La expiicacién mas
difundida para la diseminacién de esta bacteria es que fue a través de aguas
de lastre de barcos que recorren las rutas oceanicas, aundque para el caso
particular de Sudamérica, hay trabajos que refacionan la emergencia de la
cepa pandémica con el fenémeno de “el nifio” (Martinez-Urtaza y col., 2008).

En ambos casos el fago pudo diseminarse junto a la bacteria.
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La ofra opcion es que los fagos ya estuviesen ahi antes de gque llegase la
cepa pandémica. Para que esto sea posible los fagos debieron replicarse en
otras cepas de V. parahaemolyticus. Esto puede ser posible ya que en este
trabajo se determind que el fago VP93 es capaz de infectar otras cepas no
pandemicas de V. parahaemolyticus (Tabla 4), Si se compara las secuencias
de los tres genes utilizados para establecer relaciones filogenéticas enfre los
fagos, se observa que VP93 y 6e (Fig. 3), de Chile y México
respectivamente, solo tienen dos bases diferentes. Siguiendo estimaciones
hechas por Breitbart y Rohwer (20058), y suponiendo en este caso una tasa
de eclosién de 1000 y una vida media paE los fagos de 48 h, entonces un
fago deberia replicarse exitosamente porlo menos una vez cada 20 dias
para no desaparecer, ya que pasado ese tfiempo se habrian inactivado todos
los fagos, por lo que anualmente deberfan ocurrir por lo menos 18 eventos
de replicacion. Si ademas consideramos que la tasa de mutacién para un
genoma de doble hebra de! tamario de este fago es de aproximadamente 10
’ por base y por generacioén (Drake, 1999), entonces la probabilidad de que
en un afo se genere un cambio en una base en las secuencias comparadas
seria de 3 x 107 y para que se genere la diferencia en dos bases observada
entre los fagos VP93 y 6e se necesitaria aproximadamente de 500 afios de
evolucién independiente. Sin embargo hay que considerar que las
suposiciones realizadas probablemente subestiman ia rapidez que estos
procesos tienen en la naturaleza (es probable que en una progenie de 1000

fagos ocurran varios eventos de replicacion exitosos antes de 20 dias) y el

tiempo necesario para que se perpetlien estas diferencias podria ser menor.
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El descubrimiento de fagos practicamente idénticos provenientes de zonas
geograficas distantes ha sido reportado previamente. Los fagos ®KMV y
LKD16, que comparten un 80% de identidad en sus genomas, fueron
aislados de muestras de agua provenientes de Rusia y Bélgica,

respectivamente (Ceyssens y col., 2006).

2. Persistencia de VP93 junto a la cepa pandémica PMC57.5 de V.

parahaemolyticus.

En este trabajo se realizd una busqueda de fagos de la cepa pandémica de
V. parahaemolyticus en un esfuerzo por explorar un posible rol en la
superinencia de la cepa pandémica en el ambiente. Los resultados
muesfran que el fago produce placas de lisis turbias y no afecta
notoriamente el crecimiento de [a bacteria, incluso utilizando altas
multiplicidades de infeccion (Fig. 5). Se observé un alto porcentaje de
bacterias naturalmente resistentes bajo estas mismas condiciones. Estas
observaciones sugieren que este grupo de fagos no tendria mayor influencia

en la propagacién de la cepa pandémica en el ambiente.

Una de las caracteristicas més interesantes del fago VP93 es que a pesar de
no afectar en forma evidente el crecimiento de la cepa pandémica de V.

parahaemolyticus, es capaz de replicarse e incluso persistir junto a la




65

bacteria. Los resultados presentados en este trabajo muestran que el fago
puede persistir junto a la bacteria incluso después de 5 sub-cultivos seriados
a una proporcion aproximada de un fago por bacteria (Fig. 6). La
persistencia del fago no se debe a la persistencia de bacterias lisogenicas ya
gue no se encontrd rastros de genes del fago en las bacterias resistentes en
estos cultives. Ademas VP93 pertenece un grupo de fagos liticos sin genes
asociados a fagos temperados. La persistencia de los fagos y bacterias
tampoco se debe a que el fago sea capaz de salir de la bacteria sin
necesidad de romperla, como en e} fago M13 (Russel y Model, 2006); en

este caso los genes del fago deberian haber sido detectados en las

bacterias resistentes analizadas.

La persistencia de fagos liticos en cultivos bacterianos liquidos ha sido
descrita previamente. Este fendmeno ha sido conocido como “carrier state” o
pseudolisogenia (Barksdale y Arden, 1974). Este fendmeno puede ser
explicado por la presencia de dos sub-poblaciones en el culfivo bacteriano,
una sensible a la infeccion del fago y otra resistente, ambas a similares
concentraciones incluso en cultivos iniciados a partir de una colonia Unica. El
fago PPO1, es capaz de coexistir establemente con Escherichia cofi
0O157:H7, sin establecer una lisogenia, tal como ocurre con VP93. Esta
situaciébn ha sido explicada por una heterogeneidad de la poblacion
bacteriana conteniendo bacterias sensibles y resistentes (Fischer y col.,
2004). Algo similar ocurre con fagos de Safmonella spp (Carey-Smith y col.,

2006) y Flavobacterium psychrophifum (Middelboe y col., 2009). En ambos
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casos se sugiere que esta situacion puede deberse a que una subpoblacidn
del cultivo es sensible al fago, sin embargo, en ninguno de estos trabajos se

explica como se mantiene esta subpoblacion sensible.

Dos sub-poblaciones, una resistente y otra sensible al fago, ambas a
concentraciones similares, podrian explicar los resultados obtenidos en la
infeccion de la cepa pandémica de V. parahaemolyticus con VP93, si es que
ambas sub-poblaciones son intercambiables entre si a una frecuencia similar
para ambas direcciones. Este intercambio a alta frecuencia podria explicarse
por un mecanismo de cambio de fase, donde las bacterias sensibles
producen fago y mueren, mientras que las bacterias resistentes contintan
creciendo. Estas bacterias generarfan nuevas bacterias sensibles que
permitirian que el fago se replique y persista en el cultivo (Fig. 8). La
resistencia a fagos asociada a un mecanismo de cambio de fase ha sido
reportada previamente en Streptomyces coelicolor (Sumby y Smith, 2003) y

Haemophilus influenzae (Zaleski y col., 2005).

Como muchas otras especies bacterianas, V. parahaemolyticus presenta un
cambio de fase reversible manifestado por el cambio entre una morfologfa
de colonias opacas (op) y translGcidas (tr} (McCarter y col., 1999). El
fenotipo opaco es resultado de una alta produccién de polisacérido capsular
(Enos-Berlage y McCarter, 2000). Para determinar si la alternancia entre
diferentes morfotipos celulares de V. parahaemoluyticus esta relacionada

con la resistencia a VP83 se estudio el efecto del fago en cultivos liquidos
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provenientes tanto de una colonia opaca como transllcida de la cepa
pandémica. Los resultados muestran que VP93, al igual que ocurre con los
cultivos originales, no tiene un efecto evidente en el crecimiento de bacterias
opacas ¢ fransltcidas. Del mismo modo se logré determinar que el fago
también es capaz de persistir en sub-cultivos de bacterias de ambas fases
(Fig. 7). Estos resultados sugieren que la resistencia a VP93 no esta
asociada al cambio de fase entre colonias opacas y franslicidas observado
en V. parahaemolyticus. Sin embargo, estos resultados no permiten

descartar que la resistencia al fago esté relacionada con un mecanismo de

cambio de fase distinto al que se ha presentado.

El fracaso en la btisqueda de clones resistentes y sensibles a partir de
colonias puede ser explicado por una alta variacién entre resistentes y
sensibles: Si la tasa de intercambio de bacterias sensibles a resistentes y
viceversa fuese similar a 0,01 por generacion, las colonias, aunque deriven
de una sola célula, resistente o sensible, tendrian ambos tipos de bacterias.
Esta situacidon fue modelada utilizando el programa Berkeley Madonna
(Levin y Bull, 2004) y los resuitados arrojados por el modelo se ajustan a los
obtenidos experimentalmente (Fig. 5 y 6), donde se observa que el fago
puede persistir junto a la bacteria incluso a través de sub-cultivos seriados
de diluciones 1/100. Estos datos sugieren fuertemente que la explicacion
propuesta de dos sub-poblaciones bacterianas, una resistente al fago y ofra

sensible, ambas intercambiables entre si a una alta frecuencia, seria cietta.
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V. parahaemolyticus es una bacteria que plantea una serie de dificultades
para manipularia genéticamente, un ejemplo es su resistencia natural a
varios anfibidticos, o que limita en gran medida el uso de estos marcadores
(Okoh y Igbinosa, 2010; Baker-austin y col., 2008). A pesar de esto, se
intentdé generar un banco de mutantes de la cepa pandémica de V.
parahaemolyticus con la intencién de detectar los posibles elementos
geneticos participantes en la resistencia a VP93, lamentablemente todos los
intentos realizados fueron infructifercs. Debido a esto se opté por una
estrategia alternativa y se generd una mutante en el gen hsdR del sistema
de restriccién modificacion tipo |, pues este gen podria estar involucrade en
la resistencia a VP93. Los sistemas de restriccién Egcteriano participan
activamente en la defensa contra fagos e incluso se ha visto que pueden
estar regulados por un mec‘anismo de cambio de fase (Zaleski y col., 2005).
Ademas existen evidencias que sugieren que este sistema de restriccion en
V. parahaemolyticus, estaria especificamente asociado a la cepa pandémica
de la bacteria (Wang y col., 2006). Sin embargo, los resultados obtenidos al
infectar la mutante generada con VP93, sugieren que este sistema de

restriccion modificacién no participaria en el mecanismo de defensa contra el

fago (Fig. 9).

El “carrier state”, o ia replicacién del fago sin dafar a su hospedero, en
coexistencia como se describe acd, puede ser ventajoso para la persistencia
tanto de la bacteria como el fago. Un fago que mate completamente a sus

bacterias hospederas eventualmente podria tener dificultades para encontrar
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una celula donde replicarse, mieniras que para la bacteria resulta mucho
mas conveniente convivir con un fago que le permita crecer sin mayores
problemas. Esta particular situacién podria permitir que VP93 sea maés
exitoso para persistir en el ambiente en comparacién con otfros fagos que
matan completamente a sus hospederos. Esto podria explicar porqué este
grupo de fagos esta tan ampliamente distribuido y fue el tnico tipo de fagos

encontrado en el estudio, en desmedro de oiros fagos como KVP40.

Es importante considerar que debido a que los fagos son aislados o
detectados por la formacién de placas de lisis, los fagos que pueden
replicarse sin afectar evidentemente el crecimiento de suiﬁospedero podrian
existir en la naturaleza en mayor cantidad a lo reportado hasta el momento.
Esto debido a la dificuitad para detectar las placas de lisis en estos casos.
Este tipo de relacidon entre fago y bacteria genera un fendmeno similar a lo
que ocurre con las bacterias “no cultivables”. Los fagos como VP93 son
dificiimente detectados a menos que se cuente con otro hospedero que sea
lisado con ma-yor eficiencia. Es posible que el gran niimero de potenciales
fagos no cultivados observados en estudios de metagendmica correspondan

a fagos con este tipo de caracteristicas (Breitbart y Rohwer, 2005).
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3. Efecto de fago VP23 en la competitividad de la cepa pandémica de V.
parahaemolyticus con otras cepas no pandémicas. Comparacién con

efecto de fago VP58.5.

Los fagos juegan un papel crucial en la regulacion de la estructura y
composicion de las comunidades bacterianas en ambientes acuaticos
(Welnbauer y Rassoulzadegan, 2004). La teoria sugiere que los fagos
imponen una regulacion dependiente de la densidad de las poblaciones
bacterianas, previniendo gue las especies dominantes mas competitivas
desplacen completamente a las menos competitivas. Pero, también pueden
afectar la competitividad de una bacteria de una forma diferente como con la
conversion lisogénica (Paul, 2008). En cualquier caso la especificidad del
fago es fundamental al momento de determinar su influencia en una
comunidad determinada. Existen frabajos que estudiaron el efecto de los
fagos en la competencia entre distintas especies bacterianas (Brockhurst y
cal., 2008), e incluso entre distintas cepas de una misma especie (Bossi y
col., 2003; Erickson y col.,, 2008). Sin embargo, estos frabajos fueron
realizados principalmente con cepas bacterianas de [aboraforio y se
desconoce el efecto que los fagos puedan tener en la competitividad de

bacterias ambientales, o como pueden afectar la competencia entre una

cepa bacteriana patdégena y una no patégena.

En el laboratorio se cuenta con una amplia coleccion de cepas ambientales

de V. parahaemolyticus pandémicas y no pandémicas. Ademas del fago




71

VP83, también se ha logrado aislar y caracterizar el fago VP58.5 que
también infecta la cepa pandémica de V. parahaemolyticus (Zabala y col.,
2009). Entonces resulta interesante comparar que efecto tienen estos fagos
en la competencia entre la cepa pandémica y otras cepas de V.

parahaemolyticus.

VPE8.5 es un fago temperado telomérico que se mantiene dentro de la
bacteria en la forma de un plasmidio lineal. Los estudios realizados en el
laboratorio demostraron que las bacterias lisogenizadas con este fago
presentan mayor sensibilidad a la luz UV y a ia radiacién solar (Zabala y col.,
2009). Ademas se determiné gue este fago es capaz de infe%tar cerca del
30% de las cepas pandémicas aisladas tanto de pacientes como de choritos
en el sur de Chile (Zabala, 2010), pero por ofro lado no infecta ninguna de
las cepas no pandémicas que cohabitan con [a pandémica en los choritos
(Tabla 4). Por ei momento se desconoce si las bacterias lisogenizadas por
VP58.5 adquieren algin tipo de inmunidad a la infeccién con otros fagos.
Estos resultados permiten concluir que VP58.5 afectaria solamente a la cepa
pandémica de V. parahaemolyticus, y que su efecio seria negativo en su
competencia reproductiva (fitness), ya que las bacterias de ser infectadas
por este fago serian lisadas o lisogenizadas, y al ser lisogenizadas
adquiririan una mayor sensibilidad a la radiacion solar que puede resultar

perjudicial para la bacteria debido a que en su ambiente natural (océano)

puede pasar una gran cantidad de horas expuesta al sol.
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En esfe frabajo se ha caracterizado la infeccion del fago VP93 a la cepa
pandemica PMC57.5 de V. parahaemolyticus. Los resultados han mostrado
que el fago es capaz de convivir con la cepa pandémica y que ademas
puede infectar cerca del 50% de cepas no pandémicas de V.
parahaemolyticus probadas (Tabla 4), incluso algunas con mayor eficiencia
que a la cepa pandémica (Fig. 11). Esto puede deberse a que las bacterias
que presentan mayor sensibilidad al fago contengan un menor porcentaje de
bacterias naturalmente resistentes dentro de su poblacién. Al examinar
posibles situaciones de competencia entre cepas de distintos grupos de V.
parahaemolyticus se pudo determinar que en un co-cultivo entre la cepa
pandémica PMC57.5 y una cepa no pandémica PMA112, que presenta una
mayor sensibilidad al fago, la presencia de VP83 favorece la prevalencia de
la cepa pandémica. En ausencia del fago la cepa PMA112 esté presente en
una mayor proporcion en el cultivo, en cambio, cuando el fago esta presente,
esta cepa es indetectable (Fig. 12). Por otro lado, cuando se co-cultiva la
cepa pandémica con una cepa no pandémica que es resistente al fago, el

crecimiento de ambas cepas no se ve mayormente afectado por la presencia

del fago (Fig. 13).

A partir de estas observaciones se podria concluir que, a diferencia de lo que
ocurre con VP58.5, VP93 a pesar de ser un fago litico, tendria un efecto
positivo scbre Ja competitividad de la cepa pandémica de V.

parahaemolyticus, ya que, es capaz de convivir con la bacteria sin afectar en

forma evidente su crecimiento, pero al mismo tiempo puede afectar el
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crecimiento de otras bacterias no pandémicas que podrian competir con la
pandémica. Esto representaria una ventaja para la cepa pandémica de V.
parahaemolyticus porque VP93 podria matar otras cepas no pandemicas

que estén compitiendo en el mismo habitat.

VP93 podria actuar como un “arma bioldgica” o una bacteriocina (Riley y
Gordon, 1999) que posee la cepa pandémica de V. parahaemolyticus, en
una interaccion que parece ser ventajosa tanto para la bacteria como para el
fago. Esta situacion podria en parte explicar porque VP93 parece estar
ampliamente distribuido en distintas zonas geograficas y al mismo fiempo
porque esta cepa bacteriana ha prevalecido en todo el mundo a traves de
casi 15 afos causando anualmente miles de casos de diarrea asociados al
consumo de mariscos contaminados (Bag vy col., 1999; Bhuiyan y col., 2002;
Martinez-Urtaza y col., 2004). Resultaria interesante determinar cuales son
los componentes genéticos en la bacteria que permiten que exista esta
particular relacién entre el fago y la bacteria. Del mismo modo también seria
interesante investigar si el fago esta presente en ofras zonas donde octirren
continuamente intoxicaciones causadas por la cepa pandémica de V.
parahaemolyticus, como el sudeste asiatico o Africa. De acuerdo a los
resuitados presentados en este trabajo, no resultaria exirafo enconfrar en

esos lugares fagos estrechamente relacionados con los aca descritos.
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CONCLUSIONES

1.~ Los fagos de la cepa pandémica de V. parahaemolyticus conforman un
grupo de podofagos estrechamente relacionados a pesar de su distante

origen geografico.

2.- Los Fagos de la cepa pandémica de V. parahaemolyticus pertenecen a
un sub-grupo de fagos tipo T7 llamado ®KMV, que esta formado por los
fagos de Pseudomonas aeruginosa LKA1, LKD16, LUZ19 y ®KMV vy se

caracterizan por la posicién del gen de la RNA polimerasa.

3.- El Fago VP§3 no afecta el crecimiento de V. parahaemolyticus
pandemico pero es capaz replicarse y persistir junto con la bacteria. La
persistencia del fago junto a la bacteria se explicaria por la presencia en
los cultivos de dos sub-poblaciones una sensible y otra resistente que se

intercambian entre si a alta frecuencia.

4.- La infeccién de la mutante en el gen hsdR del sistema de restriccion-
modificacién tipo | de la cepa pandémica de V. parahaemolyticus sugiere

que este sistema no participaria en el mecanismo de resistencia al fago

VP93,
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5.- El fago VP93 tiene actividad litica en distintas cepas no pandémicas de V.
parahaemolyticus, algunas con mayor efectividad que ia cepa

pandémica.

6.- El fago VP93 al convivir con la cepa pandémica de V. parahaemolyticus e
infectar otras cepas no pandémicas podria actuar como un “arma

bioldgica® otorgando una ventaja competitiva a la cepa pandémica.
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