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Isla de patogenicidad de Vibrio parahaemolyticus en cepas chilenas clínicas y ambientales.
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RESUMEN

La patogenicidad de Vibrio parahaemolyticus se explica principalmente por la presencia de la denominada toxina directa termoestable (TDH), cuyo gen codificante (tdh) se localiza en una isla de patogenicidad (IPA) genómica. La mayoría de las cepas de V. parahemolyticus aisladas desde mariscos son tdh negativas. El objetivo de este estudio fue establecer si la ausencia del gen tdh de las cepas aisladas desde mariscos se debe a la presencia de una IPA incompleta. Para ello se utilizaron técnicas moleculares, tales como: reacción en cadena de la polimerasa (PCR), Southern blot y secuenciación. Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que, a diferencia de las cepas clínicas, la mayoría de las cepas ambientales no toxigénicas 53/66 (80%) carecen del segmento de 80 kpb comprendido entre los genes VPA1310-VPA1396 de la IPA y conservan las regiones adyacentes. Este descubrimiento revela la alta plasticidad de la isla de patogenicidad de Vibrio parahaemolyticus. y sugiere que el fenómeno de transferencia genética horizontal puede tener un importante rol en la génesis de nuevas variantes patogénicas de esta bacteria.
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Title

Pathogenicity island of Chilean clinical and environmental Vibrio parahaemolyticus strains.

Abstract

Most clinical isolates of Vibrio parahaemolyticus produce a major virulence factor known as the thermostable direct hemolysin (TDH). TDH is encoded by the tdh gene which is localized into a genomic pathogenicity island (PAI). Most environmental isolates are described as tdh negative. Therefore the question arised as to whether environmental strains lacked a full pathogenicity island or if only the tdh gene was deleted. This work demonstrates that most environmental non-toxigenic isolates 53 of 66 (80%) lacked a full PAI when compared with clinical toxigenic strains. By PCR assays, Southern blot and sequence analysis a genetic region of 80 kbp between genes VPA1310-VPA1396 was demostrated to be missing from environmental strains. These results highlight the genetic dynamism of the Vibrio parahaemolyticus pathogenicity island region and suggest that new pathogenic strains could arise by horizontal transfer of the island between toxigenic and non-toxigenic strain types. 

INTRODUCCIÓN

Vibrio parahaemolyticus es una bacteria Gram negativa, perteneciente al phylum Gammaproteobacteria, halofílica, mótil, y habita normalmente en ambientes marinos. Las cepas toxigénicas de este vibrión causan un cuadro de gastroenteritis aguda autolimitado, asociado frecuentemente al consumo de mariscos crudos. Las cepas toxigénicas se caracterizan por codificar en su genoma para dos importantes factores de virulencia de este vibrión, la denominada hemolisina directa termoestable (TDH) y la hemolisina directa termoestable relacionada (TRH). Estas dos hemolisinas se pueden encontrar simultáneamente o por separado en cepas toxigénicas de V. parahaemolyticus, correlacionándose ambas fuertemente con la capacidad patogénica de las cepas portadoras (1-3). En contraste, la mayoría de las cepas ambientales aisladas desde moluscos bivalvos o del ambiente marino corresponden a cepas no toxigénicas que carecen de ambas hemolisinas (TDH y TRH) (4). La caracterización de cepas aisladas desde casos clínicos y mariscos en Chile durante el período 1998-2007 ha mostrado este mismo patrón (5-7). Recientemente, el genoma de la cepa pandémica toxigénica de V. parahaemolyticus RIMD2210633 fue secuenciado, demostrándose que ella carece del gen codificante para TRH, pero que porta una isla de patogenicidad (IPA) en su cromosoma menor que contiene dos genes codificantes para TDH (tdhA y tdhS) (8). La ausencia de TDH en las cepas ambientales se podría explicar por tanto, por ausencia de la IPA completa (incluyendo ambos genes tdh) o alternativamente por una deleción delimitada únicamente a estos dos genes. Apoyando esta última alternativa, se ha reportado que algunas IPA de otras especies bacterianas presentan una alta inestabilidad genética, sufriendo frecuentes deleciones de algunos segmentos (9). Para contrastar estas alternativas, fueron caracterizadas genéticamente las IPA de 38 cepas clínicas y 66 cepas ambientales de V. parahaemolyticus aisladas desde pacientes y mariscos en Chile, respectivamente, durante el período 1998-2007.

MATERIAL Y MÉTODO

Cepas bacterianas y condiciones de cultivo

Las cepas clínicas y ambientales de V. parahaemolyticus usadas en este estudio fueron provistas amablemente por el Dr. Romilio Espejo, del Instituto de Nutrición y Tecnología de Alimentos (INTA) de la Universidad de Chile, por el Dr. Juan Carlos Hormazábal, del Instituto de Salud Pública de Chile (ISP) y por el SEREMI de Salud de la Región Metropolitana. Las cepas clínicas corresponden a cepas aisladas en el periodo 1998-2005 en diferentes localidades: Puerto Montt, Iquique, Arica, Talcahuano, Coquimbo y Concepción. Las cepas ambientales corresponden a cepas aisladas desde mariscos entre los años 2003-2007 desde regiones y localidades como: Llanchipal, Araucanía, Copiapó, Taltal, región Metropolitana, Chullín y Pelluco. 

Las cepas clínicas fueron designadas C1-C38 y las ambientales fueron denominadas A1-A66. La cepa de referencia RIMD2210633 fue obtenida directamente del Research Institute for Microbial Diseases (RIMD), Osaka, Japón. Todas las cepas fueron crecidas en caldo Luria-Bertani (LB) suplementado con NaCl 2%, agar LB suplementado con 2% de NaCl y agar tiosulfato-citrato-sales biliares-sacarosa (TCBS) por aproximadamente 12 h a 37ºC. Para observar su capacidad hemolítica, las cepas fueron crecidas en agar Wagatsuma modificado, preparado de la siguiente forma: 3 g de extracto de levadura, 10 g de peptona, 70 g de NaCl, 5 g de K2HPO4, 10 g de manitol, 10 g de agar, 1 litro de agua destilada y 50 ml de sangre humana desfibrinilada. Todas las cepas fueron observadas en un microscopio de contraste de fases (Zeiss() con aumento 100X y fueron sometidas posteriormente a la prueba de la oxidasa (Oxoid() y a una batería API-20E para enterobacterias (BioMerieux(). 

Ensayos de PCR y secuenciación

Para caracterizar la IPA de V. parahaemolyticus se realizaron primeramente ensayos de reacción en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando un conjunto de partidores que se muestra en la Tabla 1 (ver detalles en Figura 1). Todos los partidores se confeccionaron en base a la secuencia publicada del genoma de la cepa pandémica RIMD2210633 (3). Cada reacción se realizó en un volumen total de 20 (l, conteniendo 1 mM de mezcla de dNTPs, 3 pmol de cada partidor, 1,5 mM de MgCl2, 1x de buffer de reacción (10 mM Tris-HCl, 50 mM KCl), 2,5 U de Taq ADN polimerasa (Invitrogen(), y 1 (l de ADN genómico de cada cepa como templado. El ADN genómico se obtuvo usando el kit de purificación de ADN genómico DNeasy Tissue (Qiagen(). Cada amplificación se realizó de acuerdo al siguiente protocolo de "hot start": primero la mezcla se calentó a 96°C por 3 min y luego se agregó la enzima Taq polimerasa (Invitrogen(). Posteriormente se aplicaron 30 ciclos de amplificación, consistiendo cada uno de ellos en: 30 s a 95°C, 30 s a 55-60°C y 1 min a 72°C (rango: 1-7 min, dependiendo del tamaño del producto esperado). Los amplicones fueron separados por electroforesis en geles de agarosa al 1,5% y visualizados con bromuro de etidio. Los amplicones que fueron sometidos a secuenciación fueron purificados usando el kit QIAquick Gel Extraction (Qiagen().

Ensayos de Southern blot

Los ensayos de Southern blot fueron realizados de acuerdo a Sambrock et al. 1989 (10). El ADN genómico fue purificado usando el kit de purificación DNeasy Tissue (Qiagen() y luego digerido con la enzima de restricción EcoRI. El tamaño de los dos fragmentos de hibridación esperados en estas condiciones para las cepas toxigénicas es de 1,1 y 4,3 kpb. La sonda de ADN utilizada fue dirigida para la región común de 381 pb de los genes tdhA y tdhS y fue sintetizada con el par de partidores tdhAf-tdhAr (ver Tabla 1). Luego la sonda fue marcada con el isótopo 32P utilizando el kit Megaprime DNA Labeling System (Amersham Bioscience(). Las placas fueron expuestas por 2 h y luego leídas con un equipo PhosphoImager (Bio-Rad().

RESULTADOS

Del total de 38 cepas clínicas estudiadas todas resultaron ser toxigénicas en base a la presencia de los genes tdhA y tdhS y a la capacidad hemolítica evidenciada en agar Wagatsuma (fenómeno de Kanagawa). Por otra parte, las 66 cepas ambientales estudiadas fueron del tipo no toxigénicas y no hemolíticas (ver Tabla 2). 

Las reacciones de PCR para las cepas clínicas fueron positivas para los marcadores tdhA, segmento VPA1304f-VPA1308r (extremo 5’ de la IPA) y segmento VPA1397f-VPA1400r (extremo 3’ de la IPA) y marcadores tdhA1, VPA1355, VPA1380 (datos no mostrados), consistente con su estrecha relación genética con la cepa pandémica RIMD2210633 (11). En concordancia con los resultados anteriores, el ensayo de Southern-blot con la sonda radioactiva de ADN para los genes tdhA y tdhS determinó la presencia de dos bandas de un tamaño esperado de 1,1 y 4,3 kpb (datos no mostrados). En claro contraste, la mayoría de las cepas ambientales (53/66, aproximadamente 80 %) fueron negativas para los marcadores internos de la IPA (e.g., tdh, VPA1355, VPA1380) y no demostraron bandas de hibridación en los ensayos de Southern-blot. Sin embargo, es destacable que estas cepas fueron positivas por PCR para los extremos 5’ y 3’ de la IPA. Desde estas cepas se amplificó además un producto de 1 kpb con el par de partidores FABI5-VPA1397r (Tabla 2). Es importante destacar aquí que el partidor FABI5 se encuentra dentro del marco de lectura abierto VPA1309 (Figura 1A y 1B). Basándose en estos resultados y en información previa sobre los perfiles de campo pulsado de las cepas ambientales estudiadas en este trabajo (Hormazábal, J.C., resultados no publicados), se seleccionaron 3 cepas ambientales de perfiles claramente distantes para secuenciar el amplicón de 1 kpb arriba mencionado. La zona central del alineamiento de estas secuencias se muestra en la Figura 2. Este resultado confirma que las cepas secuenciadas carecen completamente de la región de 80 kpb entre los genes VPA1309 y VPA1397.

DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que gran parte de las cepas ambientales carecen de la región central de la IPA, conservando sus extremos 5´ y 3´ intactos (segmentos VPA1304-VPA1308 y VPA1397-VPA1400, respectivamente). Los resultados de PCR se complementan perfectamente con los resultados de la secuenciación, indicando específicamente que el segmento genético que se extiende desde el gen VPA1309 al gen VPA1396, abarcando una extensión de casi 80 kpb y aproximadamente 86 genes putativos (segmento VPA1310-VPA1396), no se encuentra presente en la mayoría de las cepas ambientales. Por otra parte, estudios previos de PFGE (Hormazábal, J.C., resultados no publicados) indican que las cepas ambientales estudiadas presentan una amplia diversidad genética. Esto indica que la ausencia de la IPA en las cepas ambientales es un fenómeno extendido y que no se debe a un sesgo del muestreo. Apoya esta interpretación, el hecho de que el conjunto de cepas ambientales presenta una amplia distribución respecto al lugar geográfico (e.g., Antofagasta, Concepción y Puerto Montt) y la fecha de su recolección (1998-2007). Por otra parte, nuestros resultados no permiten inferir la integridad de la IPA en las cepas clínicas estudiadas, debido a que en ellas lo único que es posible observar es la presencia de los genes tdhA, tdhS, VPA1355 y VPA1380, y la ausencia del amplicón esperado de 1 kpb generado con el par FABI5-VPA1397r. Es posible que existan pequeñas o medianas deleciones en la IPA de estas cepas y que no sean detectadas mediante esta estrategia. Destaca que los extremos de la IPA se encuentren presentes tanto en cepas clínicas como en cepas ambientales. Ello plantea la posibilidad de que los extremos de la IPA estén mal definidos. Lo que en este trabajo denominamos extremos 5 ´y 3´ de la IPA pudieran corresponder más bien a las regiones 5´ y 3´ adyacentes a la IPA propiamente tal. Esta indeterminación se debe, al menos en parte, a que la IPA de V. parahaemolyticus no está inserta en un gen de tARN y no presenta secuencias repetidas directas claramente identificables en sus márgenes (8). Los resultados de este trabajo favorecen la interpretación de que la IPA está ausente en cepas ambientales y que sus extremos deben ser redefinidos. Estos complementan perfectamente estudios previos que mostraban que la mayoría de las cepas ambientales de V. parahaemolyticus son del tipo no patogénico (4-6), estableciendo una base genética para dicha observación que no había sido descrita previamente en la literatura. Durante la preparación de este manuscrito, el grupo de Honda et al (12-13) reportó que la mayoría de las cepas ambientales estudiadas por ellos carece de la región central de la IPA (conservando sus extremos), lo que concuerda plenamente con nuestros resultados y establece la necesidad de redefinir los bordes o límites de esta estructura. Por otra parte, los resultados obtenidos nos llevan a plantear la posibilidad que la IPA de V. parahaemolyticus pueda transferirse horizontalmente entre cepas toxigénicas y ambientales no toxigénicas, pudiendo así surgir nuevas variantes con diferente potencial patogénico (14). 
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Tabla 1. Partidores usados en la caracterización de la isla de patogenicidad de cepas clínicas y ambientales de V. parahaemolyticusa.

	Partidor
	Secuencia 5’-3’
	Producto (bp)
	Referencia

	tdhAf
	GTACCGATATTTTGCAAA
	381
	(15)

	tdhAr
	ATGTTGAAGCTGTACTTGA
	
	(15)

	tdhA1f
	TTTGAGCTTCCATCTGTC
	281
	Estudio actual

	tdhA1r
	ACAGCAGAATGACCGTG
	
	Estudio actual

	vpa1355f
	CCA GCA GTG TGA TGA TTG
	1727
	Estudio actual

	vpa1355r
	CAT TTT CAT TGA CCA CGA C
	
	Estudio actual

	vpa1380f
	ATG GTA TCA ATG AAA CTA TC
	750
	Estudio actual

	vpa1380r
	TTC TCA AAT GGG TAA GTG
	
	Estudio actual

	vpa1304f
	CAC AAA TTG ACT TGA TAA CTG
	3177
	Estudio actual

	vpa1308r
	CGT CAT AAC TCA GAG CGA G
	
	Estudio actual

	vpa1397f
	ATT GGT GAA GAG ATG GAA G
	1779
	Estudio actual

	vpa1400r
	ACT AAG GAG AGA TTA CAA TG
	
	Estudio actual

	vpa1308f
	C TCG CTC TGA GTT ATG ACG
	ca. 1700
	Estudio actual

	vpa1397r
	CTT CCA TCT CTT CAC CAA T
	
	Estudio actual

	FABI5
	CAA GTG ATG CCT TTA CAT GA 
	ca. 1000
	Estudio actual

	vpa1397r
	CTT CCA TCT CTT CAC CAA T
	
	Estudio actual


a Todos los partidores usados en este trabajo se diseñaron en base al genoma de la cepa pandémica V. parahaemolyticus RIMD2210633 obtenido desde el sitio TIGR.
Tabla 2. Características genéticas y hemolíticas de cepas chilenas clínicas y ambientales de Vibrio parahaemolyticus aisladas en Chile en el período 1998-2007*
	
	Número de cepas con la propiedad, aisladas de*

	Propiedad o característica
	Mariscos (A1-A66)
	Clínicas (C1-C38)

	Detección de tdh por 

PCR†

Sonda‡
	0/66

0/18
	37/38

10/10



	Fenómeno de Kanagawa positivo§


	0/18


	10/10

	Amplificación por PCR de extremos†

1304-1308

1397-1400


	59/66

47/50
	38/38

38/38

	Amplificación por PCR de segmento FABI5-VPA1397¶


	53/66
	0/38


*Todos los resultados se expresan como Nº de cepas positivas/Nº total de cepas estudiadas
†Detección por PCR del gen tdhA usando el par de partidores tdhAf/tdhAr
‡Southern blot usando una sonda radioactiva de 300 pb para los genes tdhA and tdhS
§Fenómeno de Kanagawa en placas de agar Wagatsuma

†Detección por PCR de extremos de isla de patogenicidad usando los pares de partidores VPA1304f-VPA1308r y VPA1397f-VPA1400r

¶Detección por PCR de segmento de 1 kbp amplificado con par de partidores FABI5-vpa1397r
Figura 1. Esquema de la isla de patogenicidad de la cepa pandémica RIMD2210633 de V. parahaemolyticus (1A) y de la misma región de cepas ambientales no toxigénicas de V. parahaemolyticus (1B). Los partidores están definidos en la Tabla 1. Sólo cuatro de los 89 genes putativos de la IPA se ilustran en la Figura 1A.

Figura 2. Alineamiento de secuencias obtenidas con el par de partidores FABI5-VPA1397r  desde cepas ambientales no toxigénicas de V. parahaemolyticus. Se amplificó por PCR con los partidores FABI5 y 1397r y luego se secuenció el fragmento obtenido (el alineamiento se realizó con el programa CLUSTALW). A, B y C: secuencias obtenidas para las cepas ambientales A3, A5 y A7, respectivamente; RIMD: secuencia de la cepa pandémica RIMD2210633 de V. parahaemolyticus. Los rectángulos indican las regiones río abajo y río arriba de los genes VPA1309 y VPA1397, respectivamente. Los asteriscos indican residuos nucleotídicos idénticos a la cepa RIMD2210633. Se debe destacar que sólo se muestra la región central del alineamiento.
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