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Resumen de tesis que presenta el MC. Carlos Abraham Guerrero Ruiz como requisito
parcial para la obtencién del grado de Doctor en Ciencias en el posgrado en Ciencias
de la Vida con orientacion en Biotecnologia Marina.

Tipificacién molecular de Vibrio parahaemolyticus y Vibrio vulnificus aislados en
México

Resumen elaborado por:

MC. Carlos Abraham Guerrero Ruiz

Las bacterias del género Vibrio son organismos con amplia distribucion en el medio
marino. Los habitos alimenticios de los moluscos bivalvos tienden a concentrar
bacterias, algunas de ellas patégenas para el humano, tales como Vibrio
parahaemolyticus y Vibrio vulnificus, por lo que su caracterizacion molecular es
relevante en estudios epidemioldgicos. En el presente trabajo se aislaron cepas de
ambas especies en muestras de ostiones y cepas asociadas a casos de infeccion en
humanos. Las cepas fueron analizadas por diferentes métodos moleculares entre los
que se incluye electroforesis de gel en campos pulsados (PFGE), analisis de
secuencias multilocus (MLST) y secuenciacion de genes implicados en su
patogenicidad. Los resultados indican que las cepas obtenidas de muestras
ambientales presentan caracteristicas moleculares similares a las obtenidas de casos
clinicos para ambas especies. La mayoria de las cepas patdgenas (tdh™) de V.
parahaemolyticus fueron tipificadas como pandémicas (ORF8/03:K6), mostrando que la
incidencia de esta cepa se registra en México desde 1998 y presenta las caracteristicas
moleculares del clon aislado desde 1996 en el sureste asiatico (ST-3/CC3), el cual ha
sido posteriormente detectado en diferentes paises. Las cepas de V. vulnificus aisladas
de ostiones, presentaron las caracteristicas moleculares del genotipo ambiental (E) y
del genotipo clinico (C), lo cual concuerda con lo previamente reportado para esta
especie; sin embargo, la alta incidencia del genotipo-C obtenida en el presente trabajo
discrepa con las bajas concentraciones comuUnmente reportadas en muestras
ambientales. Los oligonucleétidos desarrollados en el presente estudio para la
caracterizacion molecular del gen rtxAl, fueron utilizados para discriminar los genotipos
y las variantes rtxAl-M y rtxA1-C en V. vulnificus, demostrando que estos puede ser
empleados con resultados similares previamente descritos por otros autores. Los
analisis tanto por MLST como por secuenciacion del gen rtxAl indican que las cepas de
V. vulnificus del genotipo-C aisladas en muestras de ostiones presentan alta similitud
genética con las cepas del mismo genotipo, sefialadas como altamente patdgenas y
aisladas de casos clinicos. La similitud genética de las cepas de V. parahaemolyticus y
V. vulnificus aisladas en México, con las previamente aisladas en otros paises de casos
clinicos, indica el potencial patogénico de las cepas aisladas de muestras ambientales y
el riesgo sanitario que representan para el humano.

Palabras clave: Epidemiologia de vibrios patdogenos, PFGE, MLST, O3:K6, rtxAl,
enfermedades infecciosas, inocuidad en ostiones, bacteriologia marina, Biotecnologia
marina.



Abstract of the thesis presented by MS. Carlos Abraham Guerrero Ruiz as a partial
requirement to obtain the PhD degree in Science with orientation in Marine
Biotechnology.

Molecular typification of Vibrio parahaemolyticus and Vibrio vulnificus isolated in
Mexico.

Abstract by:

MS. Carlos Abraham Guerrero Ruiz

Vibrio bacteria are wide distributed in the marine environment. Bivalves with filter
feeding habits, tend to concentrate bacteria, some of them pathogenic for humans, as
Vibrio parahaemolyticus and Vibrio vulnificus, therefore study their molecular
characteristics is relevant in epidemiology. For that purpose, strains of boths species
were isolated from oysters samples and clinical cases. The strains were analized with
differents molecular approches, which include pulsed field gel electrophoresis (PFGE),
multilocus sequence typing (MLST) and genes associated to pathogenesis. The results
show that the strains isolated from the environment present molecular characteristics
similar to those isolated from clinical cases for both species. Most of the pathogenic
(tdh") V. parahaemolyticus strains were typified as pandemic strains (ORF8/03:K6),
indicating that this serotype has been recorded in Mexico from 1998 to 2012 and
presented the molecular characteristics of the pandemic clone (ST-3/CC3), isolated
since 1996 in the southeast Asia and afterward reported wordwide. V. vulnificus strains
isolated from oysters were typified as belonging to the environmental (E) and the clinical
(C) genotype, in agreement with previous reports; nevertheless the high incidence of the
C-genotype obtained in the present study, differs from the low concentration commonly
reported in environmental samples. The primers designed for the detection and
characterization of the rtxAl gene in V. vulnificus, were used to discriminate among the
genotypes and the variants of rtxAl-M and rtxAl-C, with similar results as those
previously reported by other authors. The analysis with MLST and the sequences of
rtxAl gene, indicate that V. vulnificus strains isolated from oysters samples with C-
genotype, presents high genetic similarity with high pathogenic C-genotype strains
isolated from clinical cases. The genetic similarity of V. parahaemolyticus and V.
vulnificus strains isolated in Mexico from environmental samples, with pathogenic
strains isolated from clinical cases, indicate their high potential pathogenicity and
sanitary risk for humans.

Keywords: Epidemiology of pathogenic vibrios spp., PFGE, MLST, O3:K6, rtxAl,
infectious diseases, oysters, marine bacteriology, marine biotechnology.
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Capitulo 1. Introduccion

Las enfermedades infecciosas han sido sefialadas como uno de los principales
problemas de salud en México, siendo el agua y los alimentos contaminados con
microorganismos las principales vias de transmision de enfermedades
gastrointestinales. Los productos marinos destinados para la alimentacion, en especial
los moluscos bivalvos han sido considerados como unos de las principales vectores de
transmision de bacterias patégenas de origen marino, entre ellas las del género Vibrio
(CDC, 1999; Chiou et al., 2000; Hara-Kudo et al.,, 2003; Deepanjali et al., 2005;
McLaughlin et al., 2005). La presencia o0 incremento de estos patdogenos no
necesariamente estan asociados a altos niveles de contaminacion por drenajes
urbanos, ya que son especies que comunmente son aisladas en diferentes habitats del

medio marino.

Las tres principales especies de vibrios patégenos, Vibrio cholerae, V.
parahaemolyticus y V. vulnificus son bacterias frecuentemente asociadas con
enfermedades gastrointestinales o septicemias en humanos. V. parahaemolyticus y V.
vulnificus han sido ampliamente reportados en paises en donde se consumen
organismos marinos crudos o poco cocidos, y constituyen actualmente un problema

sanitario mundial.



1.1 Justificacion

La determinacion de los factores de patogenicidad y caracteristicas genéticas de V.
parahaemolyticus y V. vulnificus aislados en México, es imperativa para poder evaluar
la presencia de cepas patdgenas con potencial pandémico aisladas de moluscos

bivalvos y poder compararlas con cepas sefialadas como patdgenas.

1.2 Objetivo general

Detectar, cuantificar y caracterizar por técnicas moleculares la incidencia de V.
parahaemolyticus y V. vulnificus aislados en México, para determinar su similitud
genética con cepas patdgenas aisladas en otros paises y determinar la especificidad de

las mismas.

1.3 Objetivos especificos

1.3.1 Constatar la incidencia de V. parahaemolyticus y V. vulnificus toxigénicos en
ostiones colectados en granjas ostricolas de la peninsula de Baja California y en el

mercado La Nueva Viga en la Ciudad de México.

1.3.2 Caracterizar por PFGE y MLST las cepas de V. parahaemolyticus aisladas en

México en el periodo correspondiente a 1998-2012.

1.3.3 Constatar la presencia de cepas pandémicas O3:K6 de V. parahaemolyticus, en
México a partir de 1998 y su asociaciéon con cepas del clon pandémico aisladas en

otros paises.
1.3.4 Caracterizar por PFGE y MLST las cepas de V. vulnificus aisladas en México.

1.3.5 Analizar y secuenciar el gen rtxAl de las cepas de V. vulnificus aisladas en
México, para constatar su similitud genética con respecto a las aisladas en otros paises

con alto potencial patégeno.



1.4 Hipotesis

Las cepas de V. parahaemolyticus y V. vulnificus aisladas en México presentan

caracteristicas genéticas similares a las cepas patdgenas aisladas en otros paises.



Capitulo 2. Antecedentes

2.1 El género Vibrio

El género Vibrio pertenece a la familia Vibrionaceae, incluye a diversos grupos de
bacterias marinas heterotrofas, Gram negativas, pertenecientes a la clase
gammaproteobacteria (Thompson et al., 2004). Los vibrios son bacterias cominmente
aisladas de ambientes marinos, las cuales se pueden encontrar en asociacion con
particulas de sedimento, o con organismos tales como corales, peces, moluscos,
crustaceos, esponjas, macroalgas, fitoplancton y zooplancton (Arias et al., 1995; Grisez
et al., 1997; Vandenberghe et al., 1998; Heidelberg et al., 2002; Rosenberg y Ben-
Haim, 2002; Sawabe et al., 2003; Thompson et al., 2004). La distribucion y dinamica de
las poblaciones del género Vibrio, esta influenciada por gradientes medioambientales
como temperatura, salinidad, pH, disponibilidad y concentracién de nutrientes, asi como
abundancia de hospederos (Cavallo y Stabili, 2002; Yoon et al., 2008). A la fecha se
han descrito mas de 72 especies en el género Vibrio (Tarr et al., 2007); de las cuales V.
cholerae, V. parahaemolyticus, V. vulnificus, han sido designadas como los principales

vibrios patégenos para el humano.
2.1.1 Aspectos ecoldgicos de Vibrio parahaemolyticus y Vibrio vulnificus

Tanto V. parahaemolyticus como V. vulnificus son especies asociadas a ambientes
marinos, principalmente en zonas tropicales y subtropicales (Kaneko y Colwell, 1973 y
1975; Julie et al., 2010). Ambas especies se distribuyen en nichos ecolégicos muy
similares, pero V. parahaemolyticus es capaz de tolerar temperaturas mas bajas y

salinidades mas altas que V. vulnificus (Martinez-Urtaza et al., 2010).



2.1.1.1 Temperatura

Tanto V. parahaemolyticus como V. vulnificus se distribuyen principalmente en zonas
calidas, sin embargo se ha observado que puede sobrevivir en el sedimento durante los
meses de bajas temperaturas (<14 °C) y posteriormente, cuando incrementa la
temperatura (>19 °C), aumentar su concentracion en la columna del agua (Kaneko y
Colwell, 1975; Fukushima y Seki, 2004; Mahmud et al., 2006; Mahmud et al., 2008;
Julie et al., 2010; Nigro et al., 2011).

Motes et al. (1998) indican que la concentracion de V. vulnificus en cultivos de
Crassostrea virginica en las costas del Golfo de México (E.U.A) presentd un incremento
cuando la temperatura del agua fue mayor a 26 °C, y no fue detectada cuando la
temperatura fue inferior a 15 °C. En la Bahia de Barnegat (Nueva Jersey), la
abundancia de esta bacteria estd fuertemente correlacionada con la temperatura
cuando los rangos se presentan de 10 a 30 °C; sin embargo, Randa et al. (2004)
sefialan que a bajas salinidades (5—10 PSU), no se presenta una clara correlacién con

la temperatura.
2.1.1.2 Salinidad

La salinidad también tiene una influencia en la concentracién de V. vulnificus, ya que se
registra un mayor concentracion en rangos de salinidad entre 5-25 PSU, pero cuando la
salinidad es mayor o inferior de este rango, la concentracién disminuye drasticamente
(Motes et al., 1998; Randa et al., 2004; Mahmud et al., 2008).

2.1.2 Presencia de Vibrio parahaemolyticus y Vibrio vulnificus en México

La informacion sobre la incidencia de cepas patogenas de V. parahaemolyticus y V.
vulnificus en México es muy escasa. Galvan-Angeles (2004), analizé la presencia de V.
parahaemolyticus en ostiones cultivados en granjas ostricolas de la peninsula de Baja
California, pero ninguna de las cepas aisladas presentd los genes de la hemolisina
directa termoestable (TDH) o la hemolisina directa termoestable relacionada (TRH),

caracteristicas de las cepas patdogenas. Durante el 2003-2004 se registraron mas de
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1230 casos de gastroenteritis en el estado de Sinaloa, la gran mayoria de estos fueron
asociados a la ingesta de camarones contaminados con V. parahaemolyticus
(Cabanillas-Beltran et al., 2006). Los autores aislaron un total de 103 cepas
identificadas como V. parahaemolyticus, de las cuales 78% presentaban el gen tdh y la
mayoria de estas pertenecian al serotipo pandémico O3:K6. Velazquez-Roman et al.
(2012), indicaron la presencia del 2004 al 2010 en el Estado de Sinaloa del serogrupo
03:K6, asi como de otros serogrupos con potencial patdégeno. Revilla-Castellanos
(2012), analizé las bioincrustaciones asociadas a barcos provenientes de Asia,
detectando cepas tdh™ y trh’, asi como una cepa positiva para el marcador molecular
ORF8, la cudl posteriormente se determind que pertenecia al serogrupo pandémico
0O3:K6.

En el caso de V. vulnificus hay muy pocos estudios que determinen la presencia de
esta bacteria en México. En 1994 se reporta el primer caso fatal asociado a V.
vulnificus, la paciente habia consumido mariscos, 12 horas posteriores a la ingesta,
presentd fiebre, mareo, nauseas, lesiones cutaneas y deficiencia respiratoria, y fallecio
en un periodo 24 horas (Porras-Cortés et al., 1994). Castafion-Gonzales et al. (1999),
describe la sintomatologia de V. vulnificus en un paciente que fallecié 72 horas después
de haber ingerido ostiones, presentando ampulas necréticas caracteristicas de la
infeccion. Davalos-Mecalco (2006), aislé 61 cepas de V. vulnificus en moluscos y agua
en el estado de Veracruz, sus ensayos mostraron que el 100% de las cepas
presentaban actividad citotoxica para la linea celular de ovario de hamster chino.
Reyes-Mendoza (2004), realizé un estudio para la obtencion de toxinas de V. vulnificus
obtenidas de ostiones y peces, en sus estudios obtuvo un total de 27 cepas que
presentaron actividad citotoxica. Cornejo-Juérez et al. (2000) describe una serie de
casos de infeccién con V. vulnificus; los pacientes presentaron septicemia y siete de
ellos fallecieron en un periodo de cuatro dias, la mayoria habia ingerido mariscos
crudos. Baizabal-Ramirez et al. (2011) reporta el caso clinico de una paciente que
fallecié 87 horas después de haber ingerido camarones contaminados con V. vulnificus.
Con excepcion de un estudio realizado por Quifiones-Ramirez et al. (2010), que
identifica a V. vulnificus por PCR, los anteriores trabajos tienen el enfoque de reportes

meédicos y carecen de analisis moleculares que permita la identificacion de la especie.



2.1.3 Moluscos como vector de vibrios patégenos

Actualmente el consumo de alimentos crudos o sin procesar, principalmente moluscos,
son una de las principales causas de enfermedades gastrointestinales (Rippey, 1994).
Los moluscos bivalvos son organismos que se alimentan por filtracién, debido a lo cual
concentran una gran cantidad de microorganismos, algunos de ellos patégenos para el
humano. En los Estados Unidos, el 20% de las enfermedades infecciosas son
asociadas al consumo de moluscos contaminados con microorganismos (Lipp y Rose,
1997). En areas de un alto consumo de productos marinos se ha identificado a las
cepas patdégenas de V. parahaemolyticus y V. vulnificus, entre otras, como causantes
de gastroenteritis y septicemias (Linkous y Oliver, 1999; Nair et al., 2007). Entre los
moluscos bivalvos, el ostion ha sido sefialado como vector de bacterias patégenas del
género Vibrio, entre las cuales podemos destacar a V. parahaemolyticus y V. vulnificus
(DePaola et al., 1987; Sugumar et al., 1998; Labreuche et al., 2006; Han et al., 2007;
Hasegawa et al., 2008; Parveen et al., 2008; Mahmoud y Burrage, 2009; Kirs et al.,
2011).

2.1.4 Produccién de ostion en Baja California

A nivel mundial, La produccién de moluscos se ha incrementado en las ultimas dos
décadas. En 1983 se produjeron 1.8 millones de toneladas, en tanto que para 2006 la
produccion fue de 14.1 millones de toneladas, lo que representa un incremento del 783
%. De esta produccion el 97% corresponde a bivalvos, con un total de 13.67 millones
de toneladas, siendo el ostién japonés C. gigas, el que mayormente se cultiva en el

mundo, con una produccion de 4.64 millones de toneladas (FAO, 2008).

El cultivo de C. gigas inicié en Japon y posteriormente se extendid a diversas regiones
del mundo, entre ellas México (Coleman et al., 1986; Smith et al., 1986). En México, C.
gigas es la principal especie ostricola de cultivo, la cual se realiza en lagunas y
estuarios, en los estados de Baja California, Baja California Sur, Nayarit, Sinaloa y
Sonora (Garcia-Esquivel et al., 2004; Vasquez-Yeomans et al., 2004; CONAPESCA,
2010). En Baja California, esta especie se ha cultivado a partir de la década de los

setentas y actualmente existen aproximadamente 32 granjas dedicadas al cultivos de
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C. gigas ubicadas a lo largo de la peninsula, con una produccién anual cercana a las
744 toneladas métricas (CONAPESCA, 2008 y 2010).

2.2 Epidemiologia de Vibrio parahaemolyticus y Vibrio vulnificus

Actualmente V. parahaemolyticus y V. vulnificus han sido sefialadas como causantes
de infecciones asociadas al consumo de organismos marinos, especialmente en
moluscos bivalvos, acentuandose en paises como Bangladesh, Chile, Estados Unidos,
Francia, Hong Kong, India, Indonesia, Israel, Japon, Tailandia, Taiwan, Peru, Vietnam,
entre otros (Johnston et al., 1986; Abbott et al., 1989; Chuang et al., 1992; Pan et al.,
1997; Mead et al., 1999; Wong et al., 1999; Torres et al., 2002; DePaola et al., 2003;
Hsueh et al., 2004; Bisharat et al., 2005; Quilici et al., 2005; Su et al., 2005; Cabello et
al., 2007; Gil et al., 2007; Jones y Oliver, 2009; Martinez-Urtaza et al., 2010).

2.2.1 Vibrio parahaemolyticus

En el sureste de Asia, los problemas de gastroenteritis causados por el consumo de
productos marinos estan principalmente asociados a V. parahaemolyticus (Chiou et al.,
2000; Tuyet et al.,, 2002; Qadri et al., 2003). Los genes de la hemolisina directa
termoestable (tdh) y la hemolisina directa termoestable relacionada (trh) han sido
detectados sistematicamente en cepas aisladas de casos clinicos, por lo que se les
considera factores de virulencia. Seroldégicamente se ha desarrollado un sistema de
clasificacion en funcion de los antigenos O y K describiéndose mas de 70 serotipos
(Nair et al., 1985; Drake et al., 2007). A partir de 1996 se presenta en la India el primer
brote epidemioldgico asociado al serotipo O3:K6/tdh* y posteriormente este serotipo se
disemind en diferentes paises del sureste asiatico (Okuda et al., 1997 b; Chowdhury et
al., 2004). En el continente americano, se detecta su presencia por primera vez en 1996
(Gil et al., 2007), y en 1998 se presenta el primer brote epidemiolégico en los Estados
Unidos. Los pacientes que habian ingerido organismos marinos, principalmente
moluscos extraidos del Golfo de México (Texas), contaminados con el serotipo O3:K6
(Daniels et al., 2000 a y b). En afios subsecuentes se informé de brotes
epidemioldgicos en diferentes paises del continente, entre ellos en Peru, Chile y México
(Cabanillas-Beltran et al., 2006, Fuenzalida et al., 2006, Gil et al., 2007).
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Actualmente se ha registrado un incremento en la incidencia del serotipo O3:K6 en
diferentes zonas geogréficas, entre ellas México (Levine y Griffin, 1993; Okuda et al.,
1997 ay b; Chiou et al., 2000; Gonzales-Escalona et al., 2008, Velazquez-Roman et al.,
2012). En Taiwan (1995-2001), se registraron 2057 casos de gastroenteritis asociados
a V. parahaemolyticus; los andlisis mostraron la presencia de 40 diferentes serotipos,
de los cuales el O3:K6 fue el predominante (Chiou et al., 2000; Su et al., 2005). Qadri et
al. (2003), analizaron cepas obtenidas de casos clinicos infectados con V.
parahaemolyticus (tdh*) durante el 2000 y 2001 en la ciudad de Dhaka (Bangladesh),
encontrando que el 42% de los pacientes estaba infectado con el serotipo 03:K6.
Actualmente se han detectado otras serovariantes que presentan el fragmento ORF8,
sefialado como indicativo del grupo genéticamente relacionado a la cepa pandémica
03:K6, denominado complejo clonal 3 (CC3) por Gonzalez-Escalona et al. (2008).

2.2.2 Vibrio vulnificus

Basados en analisis serologicos, bioguimicos y genéticos, se conocen tres biotipos de
V. vulnificus (Arias et al., 1997; Bisharat et al., 20005 y 2007). La mayoria de las cepas
aisladas de casos de infeccion en humanos pertenecen al biotipo 1 y es reconocido
como el principal responsable en la mayoria de los casos de infeccibn en humanos. El
biotipo 2 es comunmente asociado a infecciones en organismos acuaticos,
principalmente en peces y ocasionalmente a casos de infeccion en humanos (Tison y
Kelly, 1986; Amaro et al., 1992). Ambos biotipos presenta una distribucion mundial,
principalmente en zonas tropicales (Zaidenstein el al., 2008). En 1996 se identifico el
biotipo 3 asociado a 62 casos de infeccion en humanos sefaldndolo como un clon
recombinante de dos poblaciones de V. vulnificus, sin embargo solo ha sido reportado
en Israel (Bisharat et al., 2005 y 2007).

2.2.2.1 Genotipos de Vibrio vulnificus

Actualmente se han descrito dos genotipos en V. vulnificus, uno asociado a muestras
ambientales (genotipo-E) y otro asociado a muestras clinicas (genotipo-C) (Rosche et
al., 2010; Morrison et al., 2012). La divergencia genética entre los genotipos incluye

analisis basados en 16S rRNA (Aznar et al., 1994; Kim y Jeong, 2001; Nilsson et al.,
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2003), rep-PCR (Chatzidaki-Livanis et al., 2006), dimorfismo del gen de correlacion a la
virulencia (vcg) (Rosche et al., 2005 y 2010), analisis de secuencias multilocus (MLST)
(Bisharat et al., 2005 y 2007; Cohen et al., 2007; Bier et al., 2013) y andlisis

comparativo del genoma (Morrison et al., 2012).

Se han utilizado diferentes marcadores moleculares para identificar cepas asociadas a
casos clinicos o potencialmente patdgenas al humano (Roig et al., 2010; Yongjun et al.,
2010), siendo el mas comun el uso del gen vcg propuesto por Rosche et al. (2005);
estos autores desarrollaron una prueba de PCR para separar las cepas del genotipo-C
y —E; y observaron que el dimorfismo en el gen vcg del tipo clinico (vcgC) se
correlaciona principalmente a cepas obtenidas de casos clinicos y el genotipo del tipo

ambiental (vcgE) se correlaciona a cepas obtenidas de muestras ambientales.

Diversos ensayos en ratones y diferentes lineas celulares han mostrado que estas
diferencias se correlacionan con la capacidad de la patogenicidad de la cepa (Thiaville
et al., 2011), sin embargo algunas cepas aisladas del medio ambiente tienen la
capacidad de causar infecciones. Tison y Kelly (1986), en ensayos de laboratorio
mostraron que cepas de V. vulnificus obtenidas del medio ambiente presentaron una
citotoxicidad similar en ratones que la causada por las cepas obtenidas de casos
clinicos. El 86% de cepas obtenidas del medio ambiente fueron patégenas. Resultados
similares son reportados por Thiaville et al. (2011); estos autores evaluaron cepas del
biotipo 1, el 48% asociadas a casos clinicos y 52% a cepas ambientales. En sus
analisis reportan que la mayoria (80%) de las cepas tenian la capacidad de causar
lesiones cutaneas en ratones, sin embargo las cepas del genotipo-C causaron una
mayor mortalidad (49%) que las cepas del genotipo-E (20%), no obstante, 9 cepas

exhibieron una virulencia similar a las cepas del genotipo-C.
2.3 infeccion por Vibrio parahaemolyticus y Vibrio vulnificus
V. parahaemolyticus y V. vulnificus son cominmente asociadas a infeccion de heridas,

gastroenteritis y septicemia, sin embargo V. vulnificus presenta un alto porcentaje de

casos fatales (>50%) en personas inmunodeficientes (CDC, 2013), en tanto que con V.
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parahaemolyticus se registran menos del 4% de casos fatales (Hlady y Klontz, 1996;
Linkous y Oliver, 1999).

2.3.1 Vibrio parahaemolyticus

Los sintomas asociados a V. parahaemolyticus se pueden presentar en un periodo de
incubacion de 4 a 96 horas, siendo la gastroenteritis la principal manifestacion, cuyos
sintomas son diarrea, nauseas, vomito, dolor de cabeza y fiebre (CDC, 2013). Los
casos de infeccibn se presenta mayormente por gastroenteritis (51%), y en menor
proporcién las infecciones de heridas (24%) y septicemia (17%) (Honda y Lida, 1993;
Levine y Griffin, 1993; Hlady y Klontz, 1996).

2.3.2 Vibrio vulnificus

Los casos reportados de gastroenteritis para V. vulnificus son poco frecuentes, sin
embargo las infecciones en piel y la septicemia son los casos clinicos mas comunes
causados por esta especie (Hlady y Klontz, 1996). La infeccidon se puede desarrollar en
un periodo < 24h, los sintomas de esta infeccion son fiebre, nauseas y formacion de
lesiones necroéticas en las extremidades, en algunos casos se requiere de amputacion
(Chuang et al., 1992; Strom y Paranjpye, 2000). La septicemia es la que presenta la
mayor tasa de casos fatales reportados para esta especie (Hlady y Klontz, 1996;
Linkous y Oliver, 1999).

2.4 Patogenicidad

La especies del género Vibrio presentan 2 cromosomas circulares comunmente
llamado cromosoma-l o0 mayor (~3.4 Mb) y cromosoma—Il o menor (~1.8 Mb) (Yamaichi
et al., 1999; Kirkup et al., 2010; Tiruvayipati et al., 2013). EI cromosoma-| tiene menor
variabilidad genética intraespecifica y entre diferentes especies de este género, en
tanto que el cromosoma-Il es mas variable y cominmente ahi se encuentran los genes

asociados a la patogenicidad (Boyd et al., 2008).
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2.4.1 Vibrio parahaemolyticus

A pesar de la amplia distribuciéon de V. parahaemolyticus en el medio marino, solo
algunas cepas son sefialadas como agentes causantes de problemas de salud en el
humano, siendo aquellas que presentan las hemolisinas TDH y TRH (Sakurai et al.,
1973; Osawa et al., 1996; Matsumoto et al., 2000). Algunos autores sefalan que >99%
de las cepas de V. parahaemolyticus obtenidas de medio ambiente carecen de los
genes tdh y trh que codifican para estas toxinas (Thompson y Vanderzant, 1976;
DePaola et al., 2000; Cook et al., 2002; Bilung et al., 2005; Deepanjali et al., 2005).
Actualmente se han descrito al menos 65 genes asociados a las cepas pandémicas de
V. parahaemolyticus, que forman parte de una isla de patogenicidad VPal (80 kb), la
cual contiene los genes tdh, trh y un conjunto de genes para el sistema de secrecion del
tipo Il (Hida e Yamamoto, 1990; Izutsu et al., 2008). Las VPal son elementos maoviles
gue presentan genes asociados a patogenicidad como toxinas, asi como elementos
gue pueden conferir resistencia a antibibticos, los cuales son adquiridos por
transferencia horizontal. En V. parahaemolyticus se ha observado que presenta 7 islas
de patogenicidad (VPal) que estan principalmente asociadas a cepas patdgenas, entre
ellas el serotipo pandémico O3:K6 y a sus serovariantes (01:K25, O1:K56, O4:K68 y
0O4:KUT, entre otras), siendo de gran importancia en el estudio de la patogenicidad de
esta especie (Farugue et al., 2003; Raskin et al., 2006; Nair et al., 2007; Boyd et al.,
2008).

2.4.2 Gen rtxA1l, como factor de patogenicidad en Vibrio vulnificus

Al igual que en la gran mayoria de los vibrios, en esta especie los principales factores
de patogenicidad estan localizados en el cromosoma-Il, cuyos genes codifican para
polisacaridos capsulares, sistemas de asimilaciébn de hierro, citolisina-hemolisina
(VvhA), metaloproteasa (Vvp), fosfolipasa (Vpl), y la toxina “Multifunctional
Autoprocessing Repeats-in-Toxin” o denominada simplemente como MARTXy, (Boyd et
al., 2008; Roig et al., 2011; Kwak et al., 2011). Debido a que estos factores también se
detectan en cepas aisladas del ambiente, se asume que todas las cepas de V.
vulnificus son capaces de causar infeccion o potencialmente patogenas (Thiaville et al.,
2011).
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La Toxina MARTXyy es uno de los factores de patogenicidad de V. vulnificus (Kim et al.,
2008; Lee et al., 2008; Chung et al., 2010). Esta toxina puede inducir apoptosis
afectando diversas vias metabdlicas (Lee et al., 2008; Chung et al., 2010), también
tiene actividad hemolitica y puede inducir un rearreglo en el citoesqueleto o la
formacion de protuberancias lo cual induce a la necrosis, por lo que ha sido
considerado el principal factor de patogenicidad en V. vulnificus (Kim et al., 2008; Kwak
et al.,, 2011). Las cepas a las cuales se les ha eliminado el gen rtxAl que codifica para
MARTXy, disminuye considerablemente su virulencia (Kwak et al., 2011), asi como su
capacidad de supervivencia por lo cual se considera que puede estar implicada en la
defensa de la bacteria evitando la fagocitosis (Lo et al., 2011). Recientemente, Jeong y
Satchell (2012) demostraron que la presencia del gen rtxAl es esencial durante los

primeros momentos de la infeccion promoviendo la diseminacién de la bacteria.

El gen rtxAl presenta dos zonas conservadas las cuales se encuentran en los extremos
(regiébn Ny C de MARTXyy, Figura 1), estas regiones puede presentar hasta un 97% de
similitud entre las diferentes especies (Satchell, 2007). La zona variable o también
conocida como zona interna, presenta diferentes dominios, y al orden de estos
corresponde a las diferentes variantes de este gen en V. vulnificus; a la fecha se han
sefialado cuatro variantes, C (rtxAl-C), M (rtxA1-M), D (rtxAl-D) y O (rtxAl-O).
Actualmente se han descrito 7 dominios para rtxAl en V. vulnificus; estos dominios
presentan diferente funciones y han sido denominados como DUF (“Domain of
unknown function”), RID (“Rho GTPase”), o/p (“a/ f-Hydrolase”), Mcf (“Makes Caterpillar
Floppy”), CPD (“Conserved cysteine protease domain”), ACD (“Actin Cross-linking
domain”) y el dominio PMT C1/C2, el cual tiene similitud con los dominios C1y C2 de la
toxina de Pasteurella multocida (Kwak et al., 20011; Roig et al., 2011).
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Figura 1. Estructura y organizacion de la toxina MARTXy, de V. vulnificus codificada por el gen
rtxAl. La organizacion de los dominios (zona coloreada) define la variante del gen rtxAl. La
nomenclatura de las variantes deriva de la cepa en la que fue descrita inicialmente. La figura fue
obtenida de Kwak et al. (2011).
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Capitulo 3. Materiales y méetodos

3.1 Aislamiento de bacterias patdégenas en bivalvos

3.1.1 Peninsula de Baja California

Los muestreos en la peninsula de Baja California, fueron realizados en cinco granjas de
cultivo de ostion Japonés C. gigas localizadas en Bahia de Todos Santos (TS), Bahia
Falsa en San Quintin (SQ), Laguna Ojo de Liebre, Guerrero Negro (GN), en el estado
de Baja California; Laguna San Ignacio (IG) y Bahia Magdalena (BM) en el estado de
Baja California Sur (Figura 2). En cada zona de muestreo se obtuvo una muestra
representativa de 24 ostiones, y fueron transportadas a Ensenada en las mismas
condiciones que los productores envian los organismos a los mercados (via terrestre,
mantenidos en hielo). Las muestras fueron procesadas en un periodo menor a 24 h
después de su cosecha, en el laboratorio de Ecologia Molecular del Departamento de
Biotecnologia Marina, en el Centro de Investigacion Cientifica y de Educacién Superior
de Ensenada Baja California (CICESE).

3.1.2 Mercado de mariscos La Nueva Viga

Las cepas obtenidas del mercado La Nueva Viga en la ciudad de México, fueron
aisladas por la M. en C. Irma Wong Chang del Instituto de Ciencias del Mar y
Limnologia de la Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM) quién indicé que
el Golfo de México es el origen mas probable de los ostiones que se venden en este
mercado. Las muestras fueron procesadas utilizando la misma metodologia descrita en
la seccion 3.2 y las cepas aisladas fueron enviadas al laboratorio de Ecologia Molecular

(Biotecnologia Marina, CICESE), para el analisis molecular.
3.1.3 Cepas de coleccién

Las cepas de V. parahaemolyticus aisladas de casos clinicos fueron obtenidas de la
coleccion del Instituto de Diagnostico y Referencia Epidemiologicos (INDRE) y de

“Collection of Aquatic Important Microorganisms” (CAIM,
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http://www.ciad.mx/caim/CAIM.html) del Centro de Investigacion en Alimentacién y
Desarrollo (CIAD) Unidad Mazatlan. Finalmente, se integraron cepas de la colecciéon de
CICESE, aisladas de bioincrustaciones adheridas a los cascos de barcos que
procedian de Asia y que arribaron al puerto de Ensenada (Revilla-Castellanos, 2012).

La lista de cepas estudiadas para ambas especies se presenta en las tablas 1y 2.
3.2 Procesamiento de las muestras

De 9 a 12 organismos fueron escogidos de manera aleatoria de cada lote y procesados
en condiciones estériles. Un total de 200 gramos (liquido, tejido muscular y visceras)
fue homogenizado con 200 ml de buffer de fosfato (PBS, 137 mM NacCl, 2.7 mM KCl,
4.3 Mm NayHPO, 7H,0, 1.4 Mm KH,PO,, pH 7.3) y macerados durante dos minutos en
una licuadora. Del macerado se tomaron 20 g y se homogenizaron con 80 ml de PBS. A
partir de este homogenizado se realizaron tres diluciones ( 0.1, 0.01 y 0.001). De cada
dilucién se tom6 una alicuota de 1 ml y se sembré en 10 ml del medio agua peptonada
alcalina (1% peptona, 1% NaCl; APA), por triplicado y se incubo a 35°C durante 15 h. El
ADN para efectuar analisis de PCR, se obtuvo muestreando 1 ml del homogenizado de
cada réplica y realizando una lisis por choque térmico, sometiendo la muestra por 10
min a 95 °C seguido de 10 min a -20 °C, y repitiendo este paso de forma alternada, 5
veces. Las muestras fueron centrifugadas a 12,000 rpm durante 10 minutos. El
sobrenadante, donde se encuentra el ADN, fue utilizado para determinar la presencia y
concentracion en NMP/g (nimero mas probable/gramo) de V. parahaemolyticus y de V.
vulnificus, realizando los andlisis de PCR por separado para cada especie como se

describe en la seccién 3.3.
3.2.1 Aislamiento de las cepas

De cada una de las réplicas positivas por PCR para V. vulnificus o V. parahaemolyticus,
se tomd una azada y se sembrd en cajas petri con medio agar tiosulfato citrato bilis
sacarosa (TCBS), y se incub6 por 15 h a 35°C. De cada caja se seleccionaron 15
colonias verdes y se resembraron en medio CHROMagar'™ e incubaron a 35 °C durante
15 h. Las colonias que presentaron coloracion malva (rojiza) indicativo de V.

parahaemolyticus, o azul indicativo de V. vulnificus. Las colonias aisladas se
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resembraron en cajas petri con medio agar Luria-Bertoni (LB), las cuales fueron
incubadas a 35 °C por 15 h y almacenadas para analisis posteriores en la coleccion
CICESE.

Figura 2. Ubicacion geografica de las diferentes zonas de muestreo, Bahia de Todos Santos (TS),
Bahia Falsa en San Quintin (SQ), Laguna Ojo de Liebre, Guerrero Negro (GN), en BC, Laguna San
Ignacio (IG) y Bahia Magdalena (BM) en BCS.
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Tabla 1. Caracteristicas genotipicas y fenotipicas de las cepas de V. parahaemolyticus analizadas
por PFGE. Las cepas marcadas (*) fueron seleccionadas para el analisis de MLST. Jap., Japon;
Tex., Texas; SN, Sinaloa; HG, Hidalgo; MN, Michoacan; DF, Ciudad de México; TM, Tamaulipas;
BC, Baja California; NL, Nuevo Le6n; NA, no analizado; Bioincrus., Bioincrustaciones

Cepa fj:olec.cmn Afo Origen Edo. tdh trh ORF8 Serotipo
e origen

CAIM 728* T3979 1951 Clinico Jap. + - - 05:K12
CAIM 729™* TX2103 1998 Clinico Tex. + - + 03:K6
CAIM 1400™ CAIM 2004 Clinico SN + - + 0O3:K6
CAIM 1435* CAIM 2004 Clinico SN + - - NA
CAIM 1474* CAIM 2004 Clinico SN + - + 0O3:K6
CAIM 1477* CAIM 2004 Clinico SN + - + 03:K6
CAIM 1490* CAIM 2004 Clinico SN + - + 0O3:K6
CAIM 1693* CAIM 2004 Clinico SN + - + 03:K6
CAIM 1772 CAIM 2005 Camaroén SN + + - 0O5:K17
CICESE-170* INDRE 1998 Clinico HG + - + 03:K6
CICESE-171* INDRE 1998 Clinico HG + - + 03:K6
CICESE-172* INDRE 1998 Clinico DF + - - NA
CICESE-173* InDRE 1998 Clinico HG + - + 0O3:K6
CICESE-174* INDRE 1998 Clinico DF + - + 03:K6
CICESE-175* INDRE 1998 Clinico HG + - + 03:K6
CICESE-176* INDRE 1998 Clinico HG + - + 03:K6
CICESE-177* InDRE 1998 Clinico MN + - + 0O3:K6
CICESE-178* INDRE 1998 Clinico HG + - + 03:K6
CICESE-179* InDRE 1998 Clinico HG + - + 0O3:K6
CICESE-180* INDRE 1998 Clinico HG + - + 03:K6
CICESE-181* INDRE 1998 Clinico HG + - + 0O3:K6
CICESE-182* INDRE 1998 Clinico HG + - + 03:K6
CICESE-183* INDRE 1998 Clinico HG + - + 0O3:K6
CICESE-184* INDRE 1998 Clinico HG + - + 03:K6
CICESE-185* INDRE 1998 Clinico HG + - + 0O3:K6
CICESE-186* INDRE 1999 Clinico HG + - + 03:K6
CICESE-187* INDRE 2000 Clinico ™ + - + 0O3:K6
CICESE-188* InNDRE 2009 Clinico NL + - + 03:K6
CICESE-250* CICESE 2012 Bioincrus. BC + - - NA
CICESE-251* CICESE 2012 Bioincrus. BC + - - NA
CICESE-253 CICESE 2012 Bioincrus. BC + - - NA
CICESE-254 CICESE 2012 Bioincrus. BC + - - NA
CICESE-273* CICESE 2012 Bioincrus. BC + - + 03:K6
CICESE-274 CICESE 2012 Bioincrus. BC + - - NA
CICESE-374* CICESE 2011 Ostién DF + + - NA
CICESE-375* CICESE 2011 Ostién DF + + - NA
CICESE-376 CICESE 2011 Ostién DF + + - NA
CICESE-390 CICESE 2011 Ostién DF + + - NA
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Tabla 2. Caracterizacion genotipica por vcg del tipo clinico (C) y ambiental (E) de las cepas de V.
vulnificus utilizadas para el andlisis por PFGE. Las cepas marcadas (*) fueron seleccionadas para
los analisis por MLST y rtxAl.

Cepa vcg Cepa vcg Cepa vcg Cepa vcg
CICESE-300* E CICESE-320* E CICESE-340 E CICESE-357* C
CICESE-301 E CICESE-321* E CICESE-341 E CICESE-359 C
CICESE-302* E CICESE-322 E CICESE-342* E CICESE-360 C
CICESE-303 E CICESE-323 E CICESE-343 E CICESE-361 C
CICESE-304 E CICESE-325* C CICESE-344 E CICESE-362 C
CICESE-305 E CICESE-326 C CICESE-345* C CICESE-363* C
CICESE-306* E CICESE-328 C CICESE-346* C CICESE-364 C
CICESE-307 E CICESE-329 C CICESE-347 C CICESE-365 C
CICESE-308 E CICESE-330 C CICESE-348 C CICESE-366 C
CICESE-309 E CICESE-332* E CICESE-349 C CICESE-368* C
CICESE-310 E CICESE-333 E CICESE-350 C CICESE-369* C
CICESE-314* C CICESE-334 E CICESE-351 C CICESE-370 C
CICESE-316* C CICESE-335* E CICESE-352 C CAIM 610" E
CICESE-317 C CICESE-336 E CICESE-353 C CAIM 1215 E
CICESE-318 C CICESE-338 E CICESE-354 C CAIM 1860 C
CICESE-319* E CICESE-339 E CICESE-356 C

3.3 Identificacion molecular de las especies y sus factores de

patogenicidad por PCR.

En el presente trabajo se siguid la metodologia propuesta por el grupo de trabajo
Vibriomex (https://sites.google.com/site/vibriomex/home), que esta basada en lo
descrito por Brauns et al. (1991), Bej et al. (1999), Fukui y Sawabe (2008) y FDA
(2004). Para los estudios moleculares de cada cepa, el ADN se obtuvo con el kit Wizard
Genomic (Promega®), de acuerdo a las instrucciones del fabricante. En la deteccion de
ambas especies se utilizo como testigo negativo V. alginolyticus CNRVC 950768
donada por CNRCV (“Centre National de Référence des Vibrions et du Choléra, Institut

Pasteur” de Paris, Francia).
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3.3.1 Vibrio parahaemolyticus

La deteccion de V. parahaemolyticus se realizé por la presencia del gen tlh y por el
fragmento pR72H que han sido utilizados como marcadores moleculares especie
especificos (Lee et al., 1995; Bej et al., 1999). Las colonias positivas para tlh y pR72H
fueron analizadas para los factores de patogenicidad (hemolisinas) tdh y trh (Bej et al.,
1999) caracteristicos de la especie. Las cepas de V. parahaemolyticus tdh*/trh” fueron
analizadas para detectar el fragmento ORF8 caracteristico del clon pandémico
asociado al serotipo O3:K6 (Myers et al., 2003). En cada analisis se integré como
testigos positivos a las cepas CAIM 1400" (tdh*/trh*/ORF8") y 1772 (tdh*/trh*/ORF8)).

Los oligonucledtidos utilizados para los analisis por PCR se enlistan en la tabla 3.
3.3.2 Vibrio vulnificus

La deteccion de V. vulnificus se realizé mediante la identificacion del gen vwhA (Brauns
et al., 1991). Las colonias positivas para vvhA fueron utilizadas para la deteccién del
genotipo vcgC o vecgE de acuerdo a lo descrito por Rosche et al. (2005). Las cepa CAIM
610" fue utilizada como control positivo (whA*/vcgE"). Los oligonucleétidos utilizados

se enlistan en la tabla 3.
3.4 Amplificacién por PCR

La reaccion por PCR (1X) se realiz6 con las siguientes concentraciones; 1.6 mM de
solucién MgCl,, 0.8 mM de cada nucleétido (NTPs, Promega®), 0.3 uM de cada uno
de los oligonucledtidos, 0.024 Upl* de Taq polimerasa (Promega®), y 1 ul del
sobrenadante como templado de ADN. Cada reaccién se afor6 con agua libre de

nucleasas a un volumen final de 12.5 pl.

La amplificacién se inicié con una desnaturalizacién a 94 °C por 10 min seguida de 35
ciclos. Cada ciclo consistié de 94 °C por 1 min, con un alineamiento cuya temperatura y
tiempo de se describe en la tabla 2 para cada oligonucleétido y se finalizé el ciclo a 72
°C por 40 segundos y una extension final de 72 °C por 5 min. Las reaccioén se realizd en
un termociclador PTC-200 Peltier Thermal cycler (MJ Research). La separacion de los
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fragmentos se llevo a cabo por electroforesis en geles de agarosa al 1.5 % y fueron

visualizados mediante luz UV.

Tabla 3. Secuencia de oligonucleétidos utilizados en la deteccion de V. parahaemolyticus y V.
vulnificus, asi como los factores de patogenicidad. Hemolisina termolabil, tlh; hemolisina directa
termoestable, tdh; hemolisina directa termoestable relacionada, trh; fragmento pR72H; marco
abierto de lectura, ORF8, citolisina-hemolisina, vvhA; gen de correlacién a la virulencia, vcg. La
°Cl/seg corresponde a la temperatura y tiempo de alineamiento de cada oligonucleétido y pb
corresponde al amplicon en pares de bases.

Locus Nombre/5’-3’ pb °Clseg Ref.
V. parahaemolyticus
Bej et al.,
tih tlh-F, aaagcggattatgcagaagcactg 450 58/60 1999
tlh-R, gctactttctagcattttctetgce
Lee et al.,
PR72H VP33, tgcgaattcgatagggtgttaacc 387 58/45 1995
VP32, cgaatccttgaacatacgcagc
Bej et al.,
trh trh-F, ttggcttcgatattttcagtatct 500 58/60 1999
trh-R, cataacaaacatatgcccatttccg
Bej et al.,
tdh tdh-F, gtaaaggtctctgacttttggac 269 58/60 1999
tdh-R, tggaatagaaccttcatcttcacc
Myers et
ORES O3MM824, aggacgcagttacgcttgatg 369 60/30 al., 2003
O3MM1192, ctaacgcattgtccctttgtag
V. vulnificus
VvVhA vvh-785, ccgeggtacaggtiggegea 519 62/60 FDA, 2004
vvh-1303, cgccacccactttcgggcec
P1, agctgccgatagcgatct
veg P2, ctcaattgacaatgatct 2177 50/20
Rosche et
al., 2005

P3, cgcttaggatgatcggtg
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3.5 Electroforesis de gel en campos pulsados (PFGE)

Los analisis de PFGE para tipificar las cepas de V. parahaemolyticus y V. vulnificus
(Tabla 1) fueron implementados de acuerdo a la metodologia descrita en el protocolo
de “PulseNet” internacional (http://www.pulsenetinternational.org) para V. cholerae, con

algunas modificaciones, la cual de manera resumida, se describe a continuacion.
3.5.1 Preparacion de los insertos

Colonias Unicas de cada cepa fueron cultivadas en medio agar LB por 15 h a 35 °C. Las
células se mezclaron en medio de resuspension (100 mM Tris:100 mM EDTA, pH 8.0) y
diluidas a una densidad 6ptica de 0.8 (610 nm) con un espectrofotometro (smartSpec™
3000, Bio-Rad). Los insertos para cada cepa fueron preparados mezclando un volumen
1/1 de la suspension de células y agarosa al 2% (“Low-melting Pulsed Field Certified
Agarose™”, BioRad) con 1mg/ml de proteinasa K. Los insertos fueron tratados en buffer
de lisis (50mM Tris, 50mM EDTA, pH 8.0 con 1% N-Lauroilsarcosina) con proteinasa K
(0.1 mg/ml) a 55 °C por 2 h y lavados 4 veces (cada 30 min) con solucion TE (10mM
Tris, ImM EDTA, pH 8.0). Una seccion de 2 x 5 x 1.2 mm del inserto fue equilibrado
con buffer de restriccion para posteriormente colocarlo en 20 ul de 1X buffer de
restriccion con 20 U de la enzima Notl (New England BioLabs, Mass, USA). La

digestién se realiz6 a 37 °C por 4 h.
3.5.2 Condiciones de la electroforesis para PFGE

Los fragmentos de restriccion fueron separados por electroforesis en gel al 1% de
agarosa (“Pulsed Field Certified Agarose™”, BioRad) en buffer TBE con un equipo
CHEF Mapper system™ (BioRad) con dos bloques a 6 Vecm™ y un angulo de 120° con
las siguientes condiciones; el bloque 1 se corrio por 13 h, con pulsotipos de 2 s a 10 s,
y el blogque 2, por 12 h con pulsotipos de 20 s a 25 s. Durante la electroforesis se
agrego tiourea (50 uM) para detener la accion de la enzima. Los geles fueron tefiidos
con bromuro de etidio (aproximadamente 1 h), enjuagados en TBE en agitacion
(aproximadamente 2 h). Los geles fueron documentados en condiciones de luz UV y los

archivos fueron almacenados en formato TIF para su posterior analisis.
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3.5.3 Andlisis de fragmentos de restriccion

Las imagenes generadas para V. parahaemolyticus y V. vulnificus fueron introducidas
en el programa de uso cientifico GelCompar II™ (Applied Maths). A partir de los
fragmentos de restriccion (pulsotipos) generados para cada cepa, se generé un
dendrograma para cada especie utilizando el algoritmo UPGMA (“Unweighted Pair
Group Method with Arithmetic Mean”). Como especie externa se utilizaron dos cepas de
V. cholerae (CICESE-121y 122).

3.6 Tipificacién por analisis de secuencias multilocus (MLST)
Las cepas de V. parahaemolyticus y V. vulnificus aisladas en el presente estudio,

fueron estudiadas por la técnica MLST de acuerdo a lo descrito en la base de datos de

http://pubmlst.org (pubMLST). Las cepas utilizadas para este analisis estan sefaladas

en las tablas 1 y 2. La amplificacién por PCR para ambas especies, se realiz6 con las
siguientes concentraciones, 1.5 mM de MgCl,, 0.125 mM de mezcla de dNTP’s , 0.5 uM
de cada uno de los oligonucleétidos, 0.3 U de Taq polimerasa 'y 1.5 ul (50 uM) de ADN

para la reacciéon. Cada reaccion se realizé a un volumen final de 30 pl.

La amplificacion de los locus para ambas especies se realiz0 con las siguientes
condiciones. La desnaturalizacion inicial se realizé6 a 96 °C por 10 min seguido de 30
ciclos. Cada ciclo se realizd6 a 96 °C por 30 segundos de desnaturalizacién, 30
segundos de alineamiento a 58 °C para V. parahaemolyticus y 50 °C para V. vulnificus,
36 segundos de elongacion a 72 °C y 5 min a 72 °C de elongacion final. La reaccion fue
mantenida a 4 °C hasta su uso. Los productos de la amplificacion fueron separados por
electroforesis en gel de agarosa al 1.5% en TBE y visualizados con bromuro de etidio,
usando como referencia un marcador de peso molecular de 100 pb (Axygen®,, USA)
para determinar el tamafio de los fragmentos. Los fragmentos de banda Unica
obtenidos por MLST fueron purificados con el AxyPrep-PCR Kit™ (Axygen®,, CA, USA)
a partir del producto de PCR. Cada amplicon de V. parahaemolyticus fueron
secuenciados en Seqgxcel, Inc (San Diego, CA) con los oligonucleétidos M13F
(tgtaaaacgacggccagt) y M13R (caggaaacagctatgacc) a excepcion de recA y pntA que

fueron secuenciados con los oligonucledtidos “forward” (f) y “reverse” (r) disefiados para
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el presente trabajo. Los amplicones de banda unica de V. vulnificus fueron
secuenciados con los oligonucleotidos f y r para cada locus (Tabla 5) en MacroGen
(Seul, Corea del Sur).

3.6.1 Vibrio parahaemolyticus

El analisis de MLST se realizd con 7 locus para V. parahaemolyticus, distribuidos en los
dos cromosomas. Se utilizé recA (“RecA protein”), dnakE (“DNA polymerase lll, alpha
subunit’) y gyrB (‘DNA gyrase, subunit B”), del cromosoma I; dtdS (“Threonine
dehydrogenase”), pntA (“Transhydrogenase alpha subunit”), pyrC (“Dihydroorotase”),
tnaA (“Tryptophanase”) del cromosoma Il. Cada gen fue amplificado con los
oligonucledtidos descritos por Gonzalez-Escalona et al. (2008). Debido a que los
oligonucledtidos descritos para recA y pntA presentaron mdultiples bandas en la
amplificacion por PCR, se disefiaron nuevos oligonucleétidos para estos genes, el
desarrollo se realiz6 con secuencias disponibles en GenBank e implementado con
.5TM

primers3 en Geneious Pro 4.8
tabla 4.

(Drummond et al., 2010), los cuales se enlistan en la

3.6.2 Vibrio vulnificus

Para V. vulnificus se utilizaron seis locus, seleccionando 3 de cada cromosoma de
acuerdo al mayor numero los sitios polimérficos reportados por Bisharat et al. (2005).
Los loci utilizados fueron glp (“glucose-6-phosphate isomerase”), metG (“methionyl-
tRNA synthetase”) y purM (“phosphoribosylaminoimidazole synthetase”) del cromosoma
I; dtdS (“threonine dehydrogenase”), lysA (“diaminopimelate decarboxylase”) y pyrC
(“dihydroorotase”) del cromosoma |l. Estos genes fueron amplificados de acuerdo a lo

descrito por Bisharat et al. (2005) y enlistados en la tabla 5.
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Tabla 4. Lista de los de los oligonucleétidos utilizados en el andlisis de V. parahaemolyticus
mediante tipificacion por MLST. Los oligonucleétidos sefialados (*) fueron desarrollados para el
presente estudio.

Locus Nombre/5'-3' Amplicon Secuencia

(pb) (pb)

recA* vprecA-F, cgccgctgcgctaggtcaaa 919 731
vprecA-R, cgcgatttctggatgctcacgc

dnak dnaE-F, tgtaaaacgacggccagtcgratmaccgctttcgccg 596 557
dnaE-R, caggaaacagctatgaccgakatgtgtgagctgtttgc

gyrB gyrB-F, tgtaaaacgacggccagtgaaggbggtattcaagc 629 592
gyrB-R, caggaaacagctatgaccgagtcaccctccacwatgta

dtds dtdS-F, tgtaaaacgacggccagttggccataacgacattctga 497 458
dtdS-R, caggaaacagctatgaccgagcaccaacgtgtttagc

pntA* vppntA-F, ggtgcggagttcctgaccgtg 650 430
vppntA-R, aacgcagcaggtgctaccga

pyrC pyrC-F, tgtaaaacgacggccagtagcaaccggtaaaattgtcg 533 493
pyrC-R, caggaaacagctatgacccagtgtaagaaccggcacaa

tnaA tnaA-F, tgtaaaacgacggccagttgtacgaaattgccaccaaa 463 423

tnaA-R, caggaaacagctatgaccaatattttcgccgcatcaac

Tabla 5. Lista de los de los oligonucleétidos utilizados en el andlisis de V. vulnificus para la
tipificacién por MLST.

s o Amplicén Secuencia
Locus Nombre/ 5°-3 (Eb) (pb)
g|p g|p-A1, aacgttgatggtactcacatcg 678 579

glp-A2, cacagccggtgcaatgaag

metG metG-Al, acctgcctcagtttgaaagc 695 621
metG-A2, tgctgcggcaacaaattcg

purM purM-Al, gtgctttatgcgaactaccaac 694 627
purM-A2, cggccattcccagctctttc

dtds dtdS-Al, ggtcacaaaaaaccatcccag 724 645
dtdS-A2, catttcacggccatagatacc

lysA lysA-Al, gcactacgcattaaaaccgct 862 789
lysA-A2, gttttctgcaatcacatccacg

pyrC pyrC-Al, ctcatcatgccaaacactgtc 698 423

pyrC-A2, gcgtgagccgtgtaagag
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Tabla 6. Lista de los oligonucleétidos disefiados en el presente trabajo, para la amplificacion y
secuenciacion de 6 dominios del gen rtxAl de V. vulnificus. La secuencia obtenida para cada
dominio corresponde a la posicién del cromosoma-Il (del gen rtxAl) de la cepa CMCP6 (GenBank:

AE016796).
Dominio Nombre/ 5°-3’ Amplicon  Secuencia Posicién
(pb) (pb)
525262-
DUE duf-F, agcttgagagctatggttatagt 710 597 525858
duf-R, ccttcttcgcecttecttgcac
. 523861-
RID rid-F, tgtatctggatggaaacggcg 756 678 524538
rid-R, cgtccatcatgtcgtagctgg
522529-
alp ol/B-F, tgaccatgcggtagaaaatgg 711 642 523170
o/B-R, atcaagcggttgctcgcette
521615-
Mcf mcf-F, caagtctgagaagtacaaccga 603 513 522126
mcf-R, tcggacttgccgaagaaacg
519538-
CPD cpd-F, tcacaatcaaaatgtgaatgattggga 260 299 519759
cpd-R, cgaccatgacccactaactgccagcg
PMT mt-F, accgattggcgcatcctacca 520579-
cicz PmMbF accgatiggeg - 642 521220

3.7 Deteccion y caracterizacion del gen rtxAl de Vibrio vulnificus

Los analisis del gen rtxAl de V. vulnificus se realizé con base en lo descrito por Kwak et

al. (2011) y Roig et al. (2011). Para este analisis se seleccionaron los dominios DUF,

RID, o/f, Mcf, CPD y PMT C1/C2.

3.7.1 Disefio de oligonucleotidos para los dominios del gen rtxAl

Los oligonucledtidos f y r para los dominios DUF, RID, o/f, Mcf y CPD, fueron

disefiados con primer3 implementado en Geneious Pro 4.8.5. ™ Para determinar la

presencia del dominio PMT C1/C2 se utilizé los oligonucleétidos mcf-F y cpd-R para

amplificar 2619 pb (rtxA1-C) o 1110 pb (rtxAl1-M). La amplificacion correspondiente al

rtxAl1-C se secuencido con el oligonucledtido pmt-f y para rtxAl-M con mcf-f. Las

secuencias de los oligonucleotidos, tamafio de amplificacion y region de secuenciacion

se describen en la tabla 6.
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3.7.2 Amplificacion de los dominios del gen rtxAl

La mezcla de amplificacion por PCR (1X) consistio de 1.5 mM de MgCI2, 0.125 mM de
dNTP’s , 0.5 uM de cada uno de los oligonucleétidos, 0.3 U de Taq polimerasa y 1 pl
(50 uM) de ADN por reaccion a 30 yl de volumen final. La amplificacion se realiz6 con
una desnaturalizacion inicial de 96 °C por 10 minutos, seguido de 35 ciclos. Cada ciclo
se realiz6 a 96 °C por 30 segundos de desnaturalizacion, 30 segundos de alineamiento
a 53 °C, 36 segundos de elongacién a 72 °C y 5 minutos a 72 °C de elongacion final. La
temperatura para amplificar el dominio PMT C1/C2 con los oligonucleétidos mcf-F y
cpd-R se incrementé a 45 ciclos y 62 °C de temperatura de alineamiento. Las
reacciones fueron mantenidas a 4 °C hasta su uso. Los productos de la amplificacion
fueron separados por electroforesis en gel de agarosa al 1.5 % y visualizados con
bromuro de etidio, usando como referencia un marcador de peso molecular de 100 pb
(Axygen®, USA) para determinar el tamafio de los fragmentos. Los productos de banda
Unica fueron purificados como se describe en la seccion 3.6 y secuenciados en SeqgXcel
Inc. (CA, USA).

3.8 Analisis de secuencias

La inspeccion y edicion de las secuencias generadas en el presente trabajo se realizd
en Geneious 4.8.5™. Las secuencias obtenidas en los andlisis de MLST fueron
editadas tomando como referencia lo descrito en pubMLST para cada especie. Las
secuencias obtenidas del gen rtxAl en V. vulnificus se editaron usando como referencia

las secuencias descritas por Kwak et al. (2011) y Roig et al. (2011).

3.8.1 Andlisis estadistico y filogenético

Los analisis estadisticos fueron implementados por separado para cada locus. El
namero de alelos, haplotipos, diversidad haplotipica (Hd), sitios polimorficos (SP),
diversidad nucleotidica (1), variabilidad genética (6) y proporcion de substitucion
sinbnima y no sinénima (dy/ds) fueron calculados en DNASP 5.10.1 (Librado y Rozas,
2009).
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A partir de las secuencias concatenadas para cada especie se realizé un andlisis
exploratorio, después del cual se seleccion6 método Neighbor-Joining con el modelo
Kimura-2-parameter (1000 repeticiones) implementado en Mega 5.2.2 (Tamura et al.,
2011). Para V. parahaemolyticus, las secuencias de MLST fueron concatenadas en el
siguiente orden: dnak, gyrB, recA, dtdS, pntA, pyrC y tnaA y para V. vulnificus: glp,
metG, purM, dtdS, lysA y pyrC. Los andlisis del gen rtxAl para V. vulnificus se realizo
con secuencias concatenadas en el siguiente orden: DUF, RID, o/p, Mcf, PMT C1/C2 y
CPD. EIl indice de diferenciacion genética (Fst) fue utilizado como medida para
determinar la diferencia entre los grupos formados en V. vulnificus, el cual se
implementé en DNASP 5.10.1.

3.8.2 Anédlisis comparativo

Para V. parahaemolyticus se realiz6 un andlisis exploratorio con los perfiles alélicos
(PA) correspondientes a 1148 ST disponibles en pubMLST, sin embargo, con los
resultados obtenidos se delimité a 100 ST, las cuales incluyeron a las presentes en el
CC3 vy el resto fueron escogidas de manera aleatoria. Los PA fueron utilizados para
generar los complejos clonales (CC) en goeBURST 1.2.1 (Francisco et al., 2009). De
acuerdo a este programa, se considera como CC a la asociacion de 3 o mas PA, la
asociacion de dos PA se considero como doble y aquellos perfiles que no presentaron
asociacion se les consider6 como PA (nico. Adicionalmente, se compararon las
secuencias obtenidas en el presente trabajo con las secuencias de 68 cepas reportadas
por Gonzales-Escalona et al. (2008) y Turner et al. (2013) como los mismos parametros

descritos en la seccion 3.8.1.

El analisis comparativo del gen rtxAl de V. vulnificus se realizé con la implementacion
del indice Fst, el analisis filogenético con los parametros descritos en la seccion 3.8.1 y
con el programa splitsTree v4 (Huson et al., 2008). El analisis incluye las secuencias
editadas de la variante C (rtxA1-C, 3294 pb) y M (rtxAl1-M, 2652 pb) del gen rtxAl
descritas por Kwak et al. (2011), Morrison et al. (2012) y Roig et al. (2011).
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Capitulo 4. Resultados

4.1 Deteccion y caracterizacion molecular de Vibrio parahaemolyticus
4.1.1 Deteccidn de Vibrio parahaemolyticus en la Peninsula de Baja California

En el presente trabajo se detectdé por PCR la presencia de V. parahaemolyticus en la
peninsula de Baja California en los 5 puntos de muestreo seleccionados para este
estudio (Figura 2), siendo GN (en 5 muestreos) y BM (en 4 muestreos) donde se
registré con mayor frecuencia (Figura 3). Las concentraciones se presentaron en
rangos de 4 y 240 NMP/g, siendo en el mes de agosto donde se presentaron las
concentraciones mas altas, 240 NMP/g en TS, y 210 NMP/g en GN, sin embargo en BM
la concentracion mas alta (193 NMP/g) se registré en enero. Esta ultima localidad fue la
Unica donde se detecté la hemolisina trh a una baja concentracion (3 NMP/g), sin

embargo no fue posible aislar cepas que presentaran este gen.
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Figura 3. Concentraciones (NMP/g) de V. parahaemolyticus detectado por pR72H, tlh y sus
factores de patogenicidad tdh y trh en muestras de ostion japonés Crassostrea gigas, en 5
localidades en la peninsula de Baja California. Durante el periodo de muestreo no se detecto V.
vulnificus con vvhA.
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4.1.2 Deteccion de Vibrio parahaemolyticus en el Mercado La Nueva Viga, Ciudad
de México

La deteccion de V. parahaemolyticus en muestras de ostion obtenidas del mercado La
Nueva Viga se registr0 en la mayoria de los periodos de muestreo (Figura 4). La
deteccion por PCR con los marcadores moleculares tlh/pR72H fue positiva de
noviembre de 2010 a septiembre del 2011, periodo en que las concentraciones variaron
entre 21 y 3500 NMP/g; a pesar de la constante deteccion de V. parahaemolyticus, las
hemolisinas tdh y trh fueron detectadas Uunicamente en el mes de Julio del 2011 en
concentraciones de 3 NMP/g; de esta muestra se aislaron cepas tdh*trh* las cuales
fueron incorporadas a la coleccién de CICESE.
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Figura 4. Concentraciones (NMP/g) de V. parahaemolyticus detectado por pR72H y tlh y sus

factores de patogenicidad tdh y trh en muestras de ostién (Crassostrea spp) en el mercado La
Nueva Viga, en la ciudad de México.
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4.1.3 Caracterizacién molecular de las cepas de Vibrio parahaemolyticus

obtenidas de colecciones

De las 101 cepas presuntivamente identificadas como V. parahaemolyticus y donadas
por el INDRE, solo 55 de ellas fueron positivas para los marcadores moleculares
especie especificos tlh y pR72H de la especie. De estas 55 cepas, 19 fueron tipificadas
como tdh*/trh” y 18 de ellas fueron ORF8" por andlisis de PCR. Quince cepas ORF8"
fueron aisladas en 1998 en tres entidades federativas (Hidalgo, Ciudad de México y
Michoacén), las tres restantes fueron aisladas en los afios de 1999, 2000, 2009 en 3
entidades federativas (Nuevo Leon, Tamaulipas e Hidalgo, respectivamente). Las 19

tdh* cepas fueron incorporadas a la coleccion del CICESE (Tabla 1).

Seis cepas de la coleccion CICESE caracterizadas como tdh*/trh”, aisladas por Revilla-
Castellanos (2012) de bioincrustaciones adheridas a los cascos de barcos de carga
atracados en el puerto de Ensenada, fueron incorporadas en el presente estudio.

Unicamente la cepa CICESE-273 fue caracterizada por PCR como ORF8".

De las 8 cepas de la coleccibn CAIM usadas en el presente trabajo, siete cepas se
caracterizaron como tdh*/trh” y solo seis de estas como ORF8". Una cepa (CAIM 1772)
se caracteriz6 como tdh*/trh*. Estos resultados fueron ratificados en CICESE y se

describen en la tabla 1.

4.1.4 Serotipificacién de Vibrio parahaemolyticus por anticuerpos para el serotipo
0O3:K6

Todas las cepas caracterizadas por PCR como tdh'/trh/ORF8" mostraron
aglutinamiento con los anticuerpos O3 y K6. Las cepas de V. parahaemolyticus que

presentaron aglutinamiento estan descritas en la tabla 1.
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4.2 PFGE de Vibrio parahaemolyticus

Treinta y ocho cepas de V. parahaemolyticus y dos cepas de V. cholerae (CICESE 121
y 122) fueron tipificadas mediante la técnica de PFGE con la enzima Notl (Tabla 1),

analizando solamente los fragmentos con peso molecular mayor a 48.5 kb.

El andlisis mediante PFGE con la enzima Notl separ6 las cepas en dos clados (Figura
5); uno conformado por todas las cepas de V. parahaemolyticus y otro conformado por
las cepas de V. cholerae, con una similitud <20% entre los dos, lo que muestra una
clara separacion entre especies. A una similitud de 39%, el clado con cepas de V.
parahaemolyticus se dividié en 8 clusters (A-H), con una similitud de 23%-41% entre

ellos.

El cluster A, agrup6 4 cepas (tdh*/trh") aisladas de muestras ambientales (ostién), con
dos pulsotipos que presentaron una similitud >94%. La cepas CICESE-274, -172, CAIM
728 y 1435 tipificadas como tdh*/trh’, se presentaron como cepas Gnicas en los clusters
B, H, D, y G respectivamente, sin embargo la similitud entre los 4 clusters fue menor a
30%. El cluster C presentd la cepa CAIM 1772 tipificada como tdh*/trh®, aislada de
muestras ambientales (camaroén). El clister F agrup6 4 cepas obtenidas de muestras
ambientales (ostion) tipificadas como tdh*/trh*, este clister presento 2 pulsotipos con

una similitud >74%.

El cluster E agrup6 25 cepas tipificadas como tdh*/trh/ORF8'/03:K6; este cluster
present6 21 pulsotipos con una similitud entre 50 y 96%. De estas 25 cepas, 18 fueron
aisladas de casos clinicos en Meéxico (CICESE/INDRE), 5 del brote epidémico
registrado en Sinaloa durante 2003-2004 (CAIM), y una del brote epidémico registrado
en Texas, EUA (CAIM 729'/TX2103). Solo una cepa (CICESE-273) asociada en este
cluster fue aislada en México de muestras ambientales (bioincrustaciones) en el 2012
(Figura 5).
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Figura 5. Caracterizacién de V. parahaemolyticus con la enzima de restriccién Notl por PFGE,
utilizando el algoritmo UPGMA. Las cepas CICESE-121 y CICESE-122 de V. cholerae se agrupan
como el grupo externo. Las cepas marcadas (*) fueron seleccionadas para el andlisis con la

técnica de MLST.
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4.3 MLST de Vibrio parahaemolyticus

4.3.1 Analisis descriptivo de MLST

De los resultados obtenidos en PFGE, se seleccionaron 32 cepas para el analisis de
MLST. Se incluyeron las 25 cepas ORF8/03:K6, 5 cepas tdh*/trh™ y 2 tdh*/trh™ (Figura
5). Los andlisis de las secuencias presentaron 43 alelos (Tabla 7); la mayoria de los loci
presentaron 6 alelos a excepcién de gyrB que presentd 7 alelos. Los alelos descritos en
pubMLST correspondientes a dnaE-3, recA-19, dtdS-4, pntA-29, pyrC-4, thaA-22, se

presentaron en 25 cepas y gyrB-4 se present6 en 24 cepas (Tabla 8).

Tres alelos pertenecientes a gyrB, tnaA y recA presentaron 1-2 pb de diferencia en los
analisis comparativos con las secuencias disponibles en PubMLST; estos alelos fueron
secuenciados en ambas direcciones (“Forward y Reverse”), sometidos a la base de

datos de pubMLST vy fueron asignados como gyrB-415, recA-295 y thaA-231.
4.3.2 Anélisis estadistico

El andlisis estadistico de los 7 loci estudiados en V, parahaemolyticus presenté una
diversidad haplotipica (Hd) en rangos de 0.381 (dtdS) y 0.44 (gyrB). La mayor
diversidad nucleotidica se presentd en recA (mm =0.01054) y la menor en pyrC (T
=0.00378). La variabilidad genética de dtdS (6=0.01345) fue la mayor y la de dnaE
(6=0.00535) la menor. EI mayor nimero de sitios polimorficos los presento recA con 34.

El resto de la estadistica de V. parahaemolyticus se describe en la tabla 7.
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Tabla 7. Descripcion estadistica de los 7 loci utilizados en el andlisis de MLST de V.

parahaemolyticus.

Locus No. alelos Hd ™ SP (%) (0]
dnaE 6 0.391 0.00413 11(1.97) 0.00535
gyrB 7 0.44 0.00546 22(3.71) 0. 00923
recA 6 0.391 0.01054 34(4.66) 0.01192
dtdS 6 0.381 0.00825 25(5.45) 0.01345
pntA 6 0.391 0.00571 14(3.25) 0.00808
pyrC 6 0.391 0.00378 13(2.63) 0.00655
tnaA 6 0.391 0.00633 14(3.30) 0.00822

4.3.3 Determinacion de la secuencia tipo (ST) y perfil alélico (PA) de las cepas

pandémicas O3:K6 de Vibrio parahaemolyticus

El andlisis de MLST de los 7 loci concatenados (3682 pb) de V. parahaemolyticus
presentd 7 ST en 32 cepas (Tabla 8), las cuales se agruparon en 3 clusters (Figura 6).
El cluster MLSTy,-l esta conformado por 25 cepas las cuales fueron aisladas entre
1998-2012, y tipificadas como pandémicas (tdh*/trh’/ORF8'/03:K6). La mayoria (24) de
las cepas de este cluster, presentan la ST-3 con el PA dnaE-3, gyrB-4, recA-19, dtdS-4,
pntA-29, pyrC-4 y thaA-22, a excepcion de la cepa CICESE-185 que present6 diferente
ST (ST-1139) debido a un nuevo alelo (gyrB-415) reportado en el presente estudio
(Tabla 8).

El clister MLSTy,-1l agrup6 2 cepas (CICESE-374 y -375), tipificadas como tdh*/trh”,
aisladas de muestras de ostiones en la ciudad de México, estas cepas presentaron la
misma ST (ST-1141), la cual es reportada en el presente trabajo como nueva, ya que
presenté un nuevo alelo (tnaA-231). El clister MLSTy,-1ll agrup6 5 cepas tdh* en 4 ST,
estas fueron aisladas tanto de muestras ambientales como de casos clinicos en
diferentes zonas geograficas (Tabla 1). La cepa CAIM 728 presentd la ST-326
previamente descrita. Las cepas CICESE-250 y CICESE-251 presentaron ST-1140
reportada como nueva debido al alelo recA-295 descrito en el presente trabajo; las
cepas CICESE-172 y CAIM 1435 con las ST-1138 y ST-1137 (respectivamente)
también son reportadas como nuevas debido a que presentaron diferentes PA a los

descritos previamente en pubMLST (Tabla 8).



36

4.3.4 Analisis comparativo

El analisis comparativo de las cepas descritas en el presente trabajo con los PA
descritos en pubMLST (2015) y las secuencias de 68 cepas reportadas por Gonzales-
Escalona et al., 2008 y Turner et al., 2013, agrup¢ las cepas ORF8/03:K6 en el CC3,
24 de las cuales presentaron ST-3 como fundadora de este complejo (Figura 7 y 8). La
cepa CAIM 728, se asoci6 como doble con la ST-89. Por otro lado las ST
correspondientes a las cepas CAIM 1435, CICESE-172, CICESE-250, CICESE-251,
CICESE-374 y CICESE-375 se agruparon como ST Unicas (Figura 7).

Las comparacion de las secuencias de cada locus con la secuencias de aminoacidos
(aa) en la base de datos de pubMLST indica que las cepas tipificadas como O3:K6
presentaron el mismo perfil alélico de aa (dnaE-2, gyrB-1, dtdS-1, pyrC-1 y thaA-1), por
lo que la diferencia de una base en gyrB en la secuencia de la cepa CICESE-185

corresponde a un cambio sinénimo.
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Figura 6. Analisis por MLST de V. parahaemolyticus con 7 genes concatenados (dnaE, gyrB, recA,
dtdS, pntA, pyrC y tnaA). Las cepas tipificadas como ORF8/03:K6 se asociaron en el mismo
cluster y separadas del resto de las cepas, usando Neighbor-Joining con el modelo Kimura-2-

parameter.
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Tabla 8. Perfil alélico de los analisis de MLST para V. parahaemolyticus. Los alelos, ST, CC, o ST
Unica (S) correspondientes a cada cepa, fueron obtenidos por comparacién con pubMLST. Las
cepas sefaladas (*) presentaron un alelo nuevo o nuevo PA.

Cepa dnaE gyrB recA dtds pntA pyrC tnaA ST CcC
CAIM 728* 28 28 44 46 61 49 38 326 D
CAIM 729" 3 4 19 4 29 4 22 3 3
CAIM 14007 3 4 19 4 29 4 22 3 3
CAIM 1435* 45 336 143 7 14 46 20 1137 S
CAIM 1474 3 4 19 4 29 4 22 3 3
CAIM 1477 3 4 19 4 29 4 22 3 3
CAIM 1490 3 4 19 4 29 4 22 3 3
CAIM 1693 3 4 19 4 29 4 22 3 3
CICESE-170 3 4 19 4 29 4 22 3 3
CICESE-171 3 4 19 4 29 4 22 3 3
CICESE-172* 10 159 31 88 26 109 57 1138 S
CICESE -173 3 4 19 4 29 4 22 3 3
CICESE -174 3 4 19 4 29 4 22 3 3
CICESE -175 3 4 19 4 29 4 22 3 3
CICESE -176 3 4 19 4 29 4 22 3 3
CICESE -177 3 4 19 4 29 4 22 3 3
CICESE -178 3 4 19 4 29 4 22 3 3
CICESE -179 3 4 19 4 29 4 22 3 3
CICESE -180 3 4 19 4 29 4 22 3 3
CICESE -181 3 4 19 4 29 4 22 3 3
CICESE -182 3 4 19 4 29 4 22 3 3
CICESE -183 3 4 19 4 29 4 22 3 3
CICESE -184 3 4 19 4 29 4 22 3 3
CICESE -185 * 3 415 19 4 29 4 22 1139 3
CICESE -186 3 4 19 4 29 4 22 3 3
CICESE -187 3 19 4 29 4 22 3 3
CICESE -188 3 4 19 4 29 4 22 3 3
CICESE -250* 19 295 295 223 136 11 13 1140 S
CICESE -251* 19 295 295 223 136 11 13 1140 S
CICESE -273 3 4 19 4 29 4 22 3 3
CICESE -374* 51 57 75 353 45 78 231 1141 S
CICESE -375* 51 57 75 353 45 78 231 1141 S



- 439
532 504 46 372
23 321 686
512 381 606
850 203 326
981 343 1141 658
60 89
57% 238 492
40 71\ 26 | o 968
1116 664 2 57 489 - 1105
655
55 410 s, ) 51 557 827
577
138 oo -
220 - 1927 611 )
623 ' U
931 581 g 496__s 567
1139 435
§58 507
693
702 487 227 o 574 ¢ib
\\ 81\
830 661" /77 560 27
573 sla [S84 1140
886
/ 357
544
672 619 571 1013
772 76
1000 1137
sgp 1020 140
1117
885
840

390

914

1110

39

Figura 7. Andlisis de V. parahaemolyticus mediante la comparacién de los PA de 32 cepas
estudiadas en el presente trabajo y 68 PA obtenidos de pubMLST e implementado en goeBURST
1.2.1. Las ST-3y ST-1139 de las cepas CICESE tipificadas como ORF8'/03:K6 se asociaron en el
CC3 con 40 ST descritos en pubMLST. La ST-326 (CAIM 728), se asocié como doble a ST-89. Las
ST-1137 (CAIM 1435), ST-1138 (CICESE-172), ST-1140 ( CICESE-250 y CICESE-251) y ST-1141
(CICESE-374 y CICESE-375) se presentaron como ST Unicas.
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Figura 8. Andlisis de V. parahaemolyticus mediante la comparacién de las secuencias de 32 cepas
generadas en el presente trabajo y las secuencias de 68 cepas reportadas por Gonzales-Escalona

et al., 2008 y Turner et al., 2013. El andlisis se implementé usando Neighbor-Joining con el modelo
Kimura-2-parameter. El CC3 agrupa a las cepas del clon pandémico.
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4.4 Identificacidn y caracterizacion de Vibrio vulnificus

4.4.1 Deteccién de Vibrio vulnificus en la peninsula de Baja California

Los andlisis por PCR mediante el marcador molecular especie especifico vvhA
mostraron resultados negativos en los 35 muestreos realizados durante un afo, en las
granjas de cultivo de ostion, por lo que V. vulnificus no fue registrado en las muestras

obtenidas en la peninsula.

4.4.2 Deteccion de Vibrio vulnificus en muestras obtenidas del Mercado La Nueva
Viga (Ciudad de México)

En las muestras del mercado La Nueva Viga, se detecté la presencia V. vulnificus
(vwwhA") en los meses de febrero, junio y septiembre del 2011. La cuantificacion mostrd
concentraciones en los rangos de 2 a 25 NMP/g (Figura 9). De las muestras positivas
se aislaron 60 cepas, y su tipificacion con el gen vcg, muestra que el 47% de las cepas
aisladas correspondié al genotipo ambiental (vcgE) y un 53 % al genotipo clinico
(vegQ).
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Figura 9. Concentraciones (NMP/g) de V. vulnificus por deteccién del gen vvhA obtenidas de
muestras de ostidon (Crassostrea spp) en el mercado La Nueva Viga, en la ciudad de México.
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4.5 PFGE de Vibrio vulnificus

En el presente trabajo se tipificaron 63 cepas de V. vulnificus con la técnica PFGE con
la enzima de restriccién Notl (Tabla 2), analizando solamente 19 fragmentos restriccion
gue presentaron un peso molecular mayor a 48.5 kb, los cuales generaron 38

pulsotipos (Figura 10).

El andlisis comparativo por UPGMA de los pulsotipos (Figura 10), resulté en la
formacion de 2 clados, uno conformado por cepas de V. vulnificus y el otro por las
cepas de V. cholerae. A 39% de similitud se formaron 9 clusters (A-1) con cepas de V.
vulnificus, con una similitud que fluctu6é entre 17 a 39% entre clusters. Cada cluster
agrupo cepas que presentaron el mismo genotipo, vcgE o vcgC. Las cepas vcgC fueron
agrupadas en 6 clusters (A, B, D, E, H e I) en donde, las cepas del cluster B
presentaron el mayor porcentaje de similitud (>95%) y las del cluster A el menor
(<52%). La mayoria de las cepas (29/30) del genotipo vcgE, se agruparon en 2 clusters
(C y G), con una similitud de menor a 20% entre ellos. La similitud entre las cepas de
cada cluster fue de 39% para el C y 44% para el G. La cepa CAIM 610" (vcgE) se
asoci6 con cepas ambientales del cluster G, y las cepas CAIM 1215 (vcgE) y CAIM
1860 (vcgC) se agruparon como cepas Unicas en los cliuster F e | respectivamente
(Figura 10).
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Figura 10. Caracterizacion de V. vulnificus mediante tipificacion por PFGE con la enzima de
restriccion Notl, utilizando el algoritmo UPGMA. La cepa CICESE-121 y CICESE-122 de V. cholerae
se agruparon como grupo externo. Las cepas marcadas (*) fueron seleccionadas para el estudio
de MLST.
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4.6 MLST de Vibrio vulnificus

De los resultados obtenidos en PFGE se seleccionaron 18 cepas correspondientes a
los genotipos vcgC y vegE, para el analisis de MLST (Tabla 2 y Figura 10) .

4.6.1 Analisis descriptivo de MLST de Vibrio vulnificus

Del andlisis de los 6 loci estudiados por MLST para las 18 cepas, se obtuvieron 39
alelos (Tabla 9). Los loci lysA y purM presentaron el mayor nimero de alelos, con 8,y 7
respectivamente, el resto de los loci presentaron 6 alelos cada uno. Nueve alelos
descritos en el presente trabajo (3 de dtdS; 2 de purM y lysA; 1 de glp y pyrC, son
secuencias que presentaron de 1 a 2 pb de diferencia comparadas con las reportadas
ya sea en PUbMLST o en GenBank, por lo cual se les consider6 como nuevos alelos.
Estas secuencias fueron registradas en pubMLST como purM-56, glp-69, pyrC-77, lysA-
90 y 91, y dtdS-94, 95, 96. Los alelos que se presentaron con mayor frecuencia fueron
en la cepas analizadas fueron pyrC-17 que se presentd en 7 de las 18 cepas, sin

embargo los alelos metG-2, purM-9 y dtdS-34 se presentaron en 6 cepas (Tabla 10).

4.6.2 Andlisis estadistico de MLST de Vibrio vulnificus

La diversidad haplotipica (Hd) se presenté en rangos de 0.81 a 0.88 y la diversidad
nucleotidica (1) en rangos entre 0.016 y 0.032. El locus lysA present6 la mayor
variabilidad genética (6=0.025) en tanto que el niumero de sitios polimérficos (SP) vario

por locus en rangos de 20 a 40 (Tabla 9).

La concatenacion de los 6 loci (glp, metG, purM, dtdS, lysA, pyrC) para las 18 cepas fue
resuelta en 9 secuencias tipo (ST); de las cuales 7 corresponden a 14 cepas que
presentaron diferentes perfiles alélicos a los descritos en la base de datos PubMLST,
debido a la presencia de uno o dos alelos reportados como nuevos en el presente
trabajo. En la tabla 10 se describe los perfiles alélicos para las cepas analizadas por
MLST.
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El andlisis de las secuencias concatenadas (glp, metG, purM, dtdS, lysA y pyrC)
mediante el método de Neighbor-joining (Kimura-2-parameter model) presentd la
divergencia de V. vulnificus en dos clusters (Figura 11). El cluster MLST\,-I conformado
por cepas vcgC, vy el cluster MLSTy,-1l, conformado por las 9 cepas vcgE y una vcgC
(CICESE-357). El valor de diferenciacion genética de Fst entre clusters fue de 0.65, sin
embargo el valor de Fst en el analisis de las cepas para cada cluster fue bajo, 0.009
para MLSTw-l y 0.06 para MLSTy-ll. En tanto que la diversidad nucleotidica y
variabilidad genética fue mayor para el clister MLST-I (11=0.01626 y ©=0.013), que
los valores obtenidos para el cluster MLST,-1l (11=0.008 y ®=0.006). Las secuencias
del claster MLSTy,-I presentaron 4 ST con 91 sitios polimorficos, mientras que el
MLSTy-Il presentd 5 ST con 52 sitios polimérficos. La divergencia entre los dos

clusters mostro 36 diferencias fijas entre las secuencias.

Tabla 9. Andlisis estadistico de los 6 loci estudiados para MLST en V. vulnificus. La tabla muestra
diversidad haplotipica (Hd), diversidad nucleotidica (1), sitios polimérficos (SP) y variabilidad
genética (O).

Locus No. alelos Hd ™ SP 6
glp 6 0.81 0.025 30 0.018
metG 6 0.82 0.024 23 0.016
purM 7 0.85 0.016 22 0.014
dtdS 6 0.83 0.025 25 0.018
lysA 8 0.88 0.032 40 0.025
pyrC 6 0.81 0.022 20 0.013
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Tabla 10. Perfil alélico de los andlisis de MLST para V. vulnificus. Las cepas con * presentaron uno
0 mas nuevos alelos.

Cepa glp metG purM dtds lysA pyrC
CICESE-300* 8 9 56 94 32 19
CICESE-302* 8 9 56 94 32 19
CICESE-306* 8 9 56 94 32 19
CICESE-314* 16 5 4 29 90 16
CICESE-316* 16 5 4 29 90 16
CICESE-319* 69 2 9 34 25 17
CICESE-320* 69 2 9 34 4 17
CICESE-321* 69 2 9 34 4 17
CICESE-325 1 1 2 29 3 3
CICESE-332* 69 2 9 34 91 17
CICESE-335* 69 2 9 34 91 17
CICESE-342* 69 2 9 34 91 17
CICESE-345* 28 5 21 95 35 77
CICESE-346* 28 5 21 95 35 77
CICESE-357* 27 7 8 96 64 17
CICESE-363 28 25 55 39 4 43
CICESE-368 28 25 55 39 4 43

CICESE-369 28 25 55 39 4 43
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Figura 11. Anédlisis por MLST de 18 cepas de V. vulnificus por la secuenciacién y concatenacion
de 6 genes (glp, metG, purM, dtdS, lysA y pyrC) usando Neighbor-Joining con el modelo Kimura-2-

parameter.
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4.7 Andlisis del gen rtxAl de Vibrio vulnificus

Con los oligonucleédtidos disefiados en este estudio, se amplific6 y se secuenci6
exitosamente las 18 cepas seleccionadas para el analisis de los 5 dominios (DUF, RID,
a/B, Mcf y CPD) del gen rtxAl de V. vulnificus. El tamafio de amplificacion y
secuenciacion resulté de acuerdo al numero de pb esperadas para cada uno (Tabla 6 y
Figura 12a). Debido a que los dominios DUF, RID, a/f, Mcf y CPD son comunes para
los tipos rtxAl-C y rtxAl1-M de esta especie, se utilizaron los oligonucleétidos mcf-F y
cpd-R para determinar la presencia del dominio PMT C1/C2 indicativo de rtxAl-C. Las
18 cepas analizadas amplificaron 2640 pb (Figura 12b) y las secuencias obtenidas con
pmt-F, mostraron una similitud de hasta 99% con respecto a la regibn comprendida
entre 10,867-11,508 pb del gen rtxAl de la cepa CMCP6 (GenBank: AE016796), por lo
gue estos resultados confirman la presencia del dominio PMT C1/C2,
consecuentemente, las cepas CICESE de V. vulnificus estudiadas, corresponden a la
variante rtxAl-C. Estos mismos oligonucleétidos (mcf-F y cpd-R), empleados con la
cepa de referencia CAIM 610", presentaron un amplicén de 1100 pb y su secuenciacion
presenté un >99% de similitud con la regién correspondiente a los dominios Mcf y CPD
(9,958-10,960), con las secuencias reportadas para CECT529" (GenBank; GU452644)
determinada previamente como rtxAl-M, confirmando que estos oligonucleétidos

pueden ser utilizados en la deteccion de ambos tipos de rtxAl.

a) b)

7 8 9 10 11 12

6

Figura 12. Amplificacién con los oligonuclettidos desarrollados en el presente trabajo para la
deteccion y secuenciacion del gen rtxAl de V. vulnificus. a) linea 1 y 8 corresponden al marcador
molecular (Axygen®); 2, DUF; 3, RID; 4, a/B; 5, Mcf; 6, PMT C1/C2 y 7 CPD. b) amplificacién
mediante la combinacién de los oligonucledtidos mcf-F y cpd-R, la linea 9 y 10, representan a
CICESE-342 y CICESE-357 respectivamente, ambas amplificaron a 2640 pb; linea 11, CAIM 610" la
cual amplificé a 1100 pb y linea 12 el marcador molecular.
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4.7.1 Andlisis estadistico de las secuencias de rtxA1-C

El analisis de los 6 dominios de rtxAl-C fue resuelto en 56 alelos. Los andlisis de
diversidad nucleotidica (1) se presenté en rangos de 0.019 (o/B) a 0.055 (DUF). La
mayor diversidad haplotipica (Hd=0.94) la present6 PMT C1/C2. El dominio RID
presentd el mayor numero de sitios polimérficos (74) y CPD present6 el menor (21). La
diversidad genética (6] se presentd en rangos de 000 0a DOOMO0 para o/ y PMT
C1/C2, respectivamente. El resto de la estadistica para las secuencias de rtxAl se

describe en la tabla 11.

La concatenacion de las secuencias de los 6 dominios (DUF, RID, o/p3, Mcf, PMT C1/C2
y CPD) presentdé 18 ST separadas en dos clusters (Figura 13). El rtxAl-l esta
conformado por ocho cepas del genotipo vegC con un mayor 11 (0.016). El cluster rtxAl-
Il estd conformado por las 9 cepas del genotipo vcgE y una del genotipo vcgC
(CICESE-357), con un menor 1 (0.008). El indice de diferenciacion genética presento
un valor de Fst=0.71 entre clusters, lo que muestra una alta diferenciacion entre

clusters.

Tabla 11. Analisis estadistico de los dominios utilizados para el andlisis del gen rtxAl en V.
vulnificus.

Dominio No. alelos Hd ™ SP 0
DUF 6 0.81 0.055 66 (11) 0.034
RID 9 0.89 0.032 74 (10.9) 0.033
o/ 9 0.88 0.019 38 (6) 0.017
Mcf 9 0.86 0.028 40 (8.4) 0.028
CPD 10 0.92 0.042 21(9.5) 0.027

PMT C1/C2 13 0.94 0.027 73 (11.3) 0.036
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4.7.2 Analisis comparativo de rtxAl

El analisis comparativo de las cepas estudiadas en CICESE con respecto a las
estudiadas por Kwak et al. (2011), separa las cepas en dos linajes, en concordancia
con los resultados de estos autores. En el linaje-1 se agruparon principalmente las
cepas del genotipo-C y en el linaje-1l se agruparon cepas del genotipo-E, (a excepcion
de CICESE-357). En cada linaje, se presenta una clara separacion entre las cepas de
la variante rtxAl-C, con las del rtxA1-M. Las cepas del linaje-I (rtxA1-C) presentan un
bajo indice de diferenciaciébn genética (Fst=0.12) con las cepas estudiadas por los
autores antes mencionados, sefialadas como altamente patdégenas (Figura 14). En la

tabla 12 se describen el resto de los resultados del analisis comparativo.

Tabla 12. Valores del indice Fst del analisis comparativo de las secuencias obtenidas en el
presente estudio (CICESE) y las secuencias del Linaje-1 y -ll descritas por Kwak et al. (2011) para
el gen rtxAl de V. vulnificus.

CICESE Linaje-I Linaje-ll
rtxAl-l 0.12 0.49
rtxAl-ll 0.61 0.3
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Figura 13. Andlisis de las 18 cepas de V. vulnificus por secuenciacidon y concatenacion de los 6
dominios (DUF, RID, a/B, Mcf, PMT C1/C2 y CPD) del gen rtxAl, usando Neighbor-Joining con el

modelo Kimura-2-parameter.
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Figura 14. Andlisis comparativo mediante la concatenacién de las secuencias generadas para el
gen rtxAl en las 18 cepas de V. vulnificus aisladas en el presente estudio (CICESE) y la
comparacion con secuencias obtenidas de GenBank y descritas por Kwak et al. (2011), Morrison
et al. (2012) y Roig et al. (2011), usando Neighbor-Joining con el modelo Kimura-2-parameter.
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4.8 Relacion genética de Vibrio vulnificus obtenidas de muestras

ambientales con cepas de referencia

Con el objetivo de darle mayor peso al analisis comparativo, se implementé un analisis
alternativo en donde se concatenaron las secuencias de los loci utilizados en MLST
(glp, metG, purM, dtdS, lysA y pyrC) y las secuencias de los seis dominios del gen
rtxAl (DUF, RID, o/p, Mcf, PMT C1/C2 y CPD) tanto de las cepas estudiadas en
CICESE, como de secuencias de MLST y rtxAl depositadas en bases de datos. Esta
aproximacion separo las 54 secuencias en dos clusters (Figura 15) con un delta score
de 0.21 y Q-residuos 0.01. Las cepas asociadas al cluster | se agruparon con
secuencias de referencia obtenidas de cepas aisladas de casos clinicos (genotipo-C).
Las cepas CICESE-345 y 346 presentaron una similitud de 98.5% con CMCP6 y 98.7%
con YJO16 sefialadas como altamente patdgenas por Thiaville et al. (2011). Las cepas
correspondientes al clUster Il se asociaron a cepas obtenidas de muestras ambientales
(genotipo-E ), nuevamente con la excepcién de la cepa CICESE 357.

4.9 Secuencias
Las secuencias generadas en el presente trabajo se encuentran disponibles en

GenBank con los niumeros de acceso KP455743-KP455966 para V. parahaemolyticus y
KM107564-KM107779 para V. vulnificus.
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Figura 15. Analisis comparativo de V. vulnificus implementado en SplitsTree v4 con el andlisis
NeighborNet, mediante la concatenacién de las secuencias de los 6 loci utilizados en MLST y los 6
dominios del gen rtxAl para las cepas aisladas en el presente trabajo (CICESE) y secuencias de

referencia reportadas por Bisharat et al. (2005), Kwak et al. (2011) y Roig et al. (2011).



55

Capitulo 5. Discusion

5.1 incidencia de cepas patdogenas de Vibrio parahaemolyticus y

Vibrio vulnificus

En el presente trabajo se estudiaron cepas patdgenas de V. parahaemolyticus y V.
vulnificus aisladas en México de muestras ambientales y casos clinicos. Los andlisis
por métodos moleculares para ambas especies, asi como la comparacién con
secuencias en base de datos (GenBank y pubMLST), indican la incidencia en México
de cepas con una alta similitud genética con cepas sefialadas como altamente
patdgenas por otros autores (Gonzales-Escalona et al., 2008; Thiaville et al., 2011,entre

otros).

La normatividad mexicana (NOM 242-SSA1-2009), asi como las normatividades de
otros paises, sefialan que en los organismos marinos destinados al consumo humano
no deben exceder una concentracién de 10* NMP/g de V. parahaemolyticus y no
registrar la presencia de V. vulnificus. Los resultados obtenidos en el mercado La
Nueva Viga, indican que aunque las concentraciones de V. parahaemolyticus no
exceden la normatividad, si se detectaron los genes tdh y trh indicativos de cepas
patégenas, asi como la presencia de V. vulnificus, la cual de acuerdo a la normatividad,

no debe estar presente en ostiones destinados al consumo humano.

Las diferencias observadas en la deteccibn de cepas patégenas de V.
parahaemolyticus y V. vulnificus en las dos zonas de muestreo puede ser debido a
factores bioticos y abioticos presentes en la zona de donde se colectan los organismos,
asi como al manejo de los organismos durante su transporte y comercializacion. Las
lagunas costeras del Golfo de México, lugar de donde proceden de la mayoria de los
ostiones comercializados en el mercado La Nueva Viga, pueden presentarse rangos de
temperaturas entre 21 y 30 °C y de salinidades entre 2 y 29 PSU (De la Lanza-Espino y
Lozano-Montes, 1999), condiciones muy propicias para el desarrollo de estos
patogenos. En la Peninsula de Baja California se presentan altas salinidades (>33 PSU)

(Jerénimo y Gomez-Valdéz, 2006; Espinosa-Carredn et al., 2015) que puede ser unos
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de los factores para explicar la ausencia de V. vulnificus. Esta especie es mas
abundante en rangos de 20-25 PSU de salinidad (Randa et al., 2004) y se presenta un
notable decremento en su concentracion a salinidades >30 PSU (Audemard et al.,
2011).

5.2 Caracterizacion Molecular

5.2.1 Vibrio parahaemolyticus

El presente estudio muestra la presencia de la cepa O3:K6 desde 1998, asociada
principalmente a casos clinicos en Meéxico; sin embargo el primer brote epidémico
registrado en este pais se presentd en el Noroeste durante el periodo de 2003-2004,
registrandose mas de 1200 casos (Cabanillas-Beltran et al., 2006), e infecciones
esporadicas en afios subsecuentes en la misma region (Velazquez-Roman et al., 2012).
La cepa pandémica O3:K6 fue inicialmente aislada en el continente Americano en Peru
en 1996, sin embargo el mayor nimero de casos de infeccion se presentd hasta 1998,
afio en el cual se registraron brotes epidémicos en Chile (Gonzéales-Escalona et al.,
2008) y en Estados Unidos (Daniels et al.,, 2000 b). El registro de estos brotes
epidémicos coincide con un marcado evento del nifio registrado de 1997 a 1998, por lo
gue Martinez-Urtaza et al. (2010), sefiala una posible relacidén entre las anomalias de la
temperatura superficial del mar y los casos de infeccion por V. parahaemolyticus, por lo

gue su aparicion en México podria estar relacionada a este evento.

En el analisis de PFGE, se incluyeron cepas aisladas en diferentes zonas geograficas y
periodos de tiempo (Tabla 1). La tipificacion de V. parahaemolyticus mediante PFGE
con la enzima Notl agrup6 las cepas pandémica O3:K6 en un mismo clister
presentando una clara separacion del resto de las cepas (Figura 5). Resultados
similares han sido reportados con esta técnica, por lo cual ha mostrado tener resolucién
para discriminar la cepa O3:K6 con las tipificadas como no pandémicas (Arakawa et al.,
2000; Wong et al., 2000; Lida et al., 2001).



57

La caracterizacion por MLST de V. parahaemolyticus indica que la mayoria (24/25) de
las cepas tipificadas como ORF8/03:K6 (cluster MLSTy,-I, Figura 6) presentaron la ST-
3 caracteristica de la cepa pandémica (Gonzalez-Escalona et al., 2008), sin embargo
todas las cepas se asocian en el CC3 (Figura 7). Este complejo (CC3) incluye mas de
20 serovariantes genéticamente relacionadas con la cepa O3:K6 (Nair et al., 2007),
presentando diferencias genéticas con otras cepas (Chowdhury et al., 2000 y 2004;
Han et al., 2008; Yan et al., 2011; Turner et al., 2013). La comparacion de las
secuencias obtenidas en el presente estudio con los datos disponibles en pubMLST
(2015), muestran una alta similitud genética asociando a la cepa pandémica (O3:K6) y
sus serovariantes. Por lo tanto, las cepas O3:K6 aisladas en México desde 1998 al
2012 presentan las caracteristicas moleculares del clon pandémico (Figura 8) que han
sido aisladas en diferentes paises desde 1996.

Los valores relativamente bajos en cuanto a la variabilidad genética y otros valores
estadisticos (Tabla 7), pueden indicar un alto grado de homogeneidad entre la
estructura poblacional del serotipo 03:K6, sin embargo, la interpretacion de
homogeneidad en el presente estudio, estd condicionada a la similitud genética de
cepas 03:K6 con las mismas caracteristicas moleculares (tdh”, trh", ORF8", ST3, CC3).
Estos resultados discrepan con la alta variabilidad genética comunmente reportada en
otros trabajos, en los cuales se incluyen cepas con diferentes serotipos y caracteristicas
moleculares (Bisharat et al., 2007; Gonzéales-Escalona et al., 2008; Broza et al., 2012;
Turner et al., 2013).

5.2.2 Vibrio vulnificus

La divergencia entre el genotipo-E y —C (ambiental y clinico) en V. vulnificus, ha sido
ampliamente documentada, esto incluye trabajos con analisis de 16S rDNA (Aznar et
al., 1994; Kim y Jeong, 2001; Nilsson et al., 2003), andlisis de extragenoma palindrome
ADN por PCR (Chatzidaki-Livanis et al., 2006), diferenciacion por el gen vcg (Rosche et
al., 2005 y 2010), MLST (Bisharat et al. 2005 y 2007; Cohen et al., 2007; Sanjuan et al.,
2011; Bier et al., 2013;), rtxAl (Kwak et al., 2011 y Roig et al., 2011) y recientemente
mediante la comparacion de genomas (Morrison et al., 2012). En las cepas utilizadas

en el presente trabajo se presentd igualmente la separacion de las cepas de V.
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vulnificus de acuerdo a su genotipo mediante la tipificacion por diferentes
aproximaciones (Figura 10, 11, 13, 14 y 15), lo cual concuerda con los trabajos
anteriormente citados. Sin embargo, esta divergencia genética ratificada en el presente
estudio, no corresponde al origen de las muestras como se ha descrito en otros
trabajos. Rosche et al. (2005), encontraron que 90% de las cepas de V. vulnificus tipo
vcgC fueron aisladas de casos clinicos, en tanto que el 93% de las aisladas de
muestras ambientales correspondian al tipo vcgE; los que los llevo a sugerir que estos
genotipos constituian dos ecotipos (Roche et al., 2010). En oposicion con lo anterior, en
el presente trabajo la incidencia de los dos genotipos fue muy similar (vcegC=53% y
vcgE=47%), lo cual indica que la presencia de V. vulnificus se puede presentar en
muestras ambientales en concentraciones muy similares para los dos genotipos (Tabla
2). Los resultados obtenidos en el presente trabajo concuerdan con los obtenidos por
Warner y Oliver (2007), donde encontraron un porcentaje muy similar entre los dos
genotipos vcgC (53.1%) y vcgE (43.9%) en muestras de agua de mar, sin embargo en
ostiones, el genotipo vcgE fue el predominante (85%). Igualmente, Yokochi et al. (2013)
encontraron que del 22 al 92% de las cepas de V. vulnificus aisladas en muestras

ambientales (agua, peces y sedimento) fueron del genotipo vcgC.

Las cepas de V. vulnificus que fueron estudiadas por PFGE, se agruparon en 9
clusters, cada uno de ellos asociando cepas de un solo genotipo (C o E), con
porcentajes de similitud variables en cada uno de ellos, sin embargo no se llega a la
formacion de dos clusters de acuerdo a su genotipo. Estos resultados nos muestran
una baja homogeneidad entre la mayoria de las cepas tipificadas, inclusive al interior de

algunos clusters.

La técnica de PFGE ha sido utilizada en el estudio de diferentes especies del género
Vibrio (Wong et al., 2005; Lizarraga-Partida y Quilici, 2009; Suffredini et al., 2011), sin
embargo esta técnica mostro un alto nivel de heterogeneidad entre los genotipos de V.
vulnificus (Wong et al., 2005) asi como también una alta heterogeneidad entre las
cepas del mismo genotipo (Gonzales-Escalona et al., 2007), lo cuél concuerda con los

resultados del presente trabajo.
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Los analisis de MLST vy rtxAl (Figura 11 y 13), presentan una marcada division de las
cepas estudiadas de V. vulnificus en dos clusters, genéticamente distintos de acuerdo
al genotipo-C o -E, con un alto valor de diferenciacion genética (Fst= 0.65 y 0.71,
respectivamente), lo cual confirma los resultados obtenidos por PCR para el gen vcg en

muestras ambientales (ostion), donde se registraron cepas con ambos genotipos.

El uso de secuencias cortas del gen rtxAl implementado en este estudio, es una
estrategia eficiente para diferenciar entre 2 de las 4 variantes de rtxAl (C y M), asi
como para la separacion entre los dos genotipos (E y C; Figura 13) y su comparacion
con secuencias de referencia previamente descritas de este gen (Figura 14), por lo que
los analisis expuestos en el presente trabajo para rtxAl con secuencias cortas es una
metodologia simple con resultados similares a los descritos por otros autores cuando se

utiliza la totalidad de la secuencia del gen (Kwak et al., 2011; Roig et al., 2011).

La alta similitud de algunas cepas de origen ambiental con vcgC, con cepas de origen
clinico con un alto grado de patogenicidad (Thiaville et al., 2011), sugiere que las cepas
del genotipo-C aisladas de ostiones, podrian presentar un alta grado de patogenicidad
como las cepas CMCP6 o YJO16 con las que se asociaron en los estudios
comparativos tanto de rtxAl como de la concatenacién de MLST/rtxAl (Figura 14 y 15).

Los trabajos de Kwak et al. (2011) y Thiaville et al. (2011) indican que las cepas de V.
vulnificus del genotipo-C tienen capacidad de producir un mayor grado de infeccion y
mortalidad que el genotipo-E. Igualmente Kwak et al. (2011) indica que la variante del
gen rtxAl-C, registra un mayor grado de patogenicidad lo cual es importante en el

presente estudio, dado que todas las cepas estudiadas presentaron esta variante.
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Capitulo 6. Conclusiones

El presente trabajo constituye la primera evidencia, en orden cronoldgico, de que los
casos de infeccion asociados a V. parahaemolyticus O3:K6 se han presentado desde
1998 en México, sin que se registrara un evento epidémico en este afio. Asi mismo este
es el primer estudio enfocado a la descripcion de las caracteristicas moleculares tanto
de V. parahaemolyticus como de V. vulnificus aisladas en nuestro pais, empleando

diferentes aproximaciones moleculares (PFGE , MLST y rtxAl).

Los oligonucledtidos tlh y pR72H, no mostraron diferencias en la deteccién de V.
parahaemolyticus, por lo que pueden ser utilizados indistintamente, en funcion de la

normativa del pais al que vaya destinado un producto.

Los oligonucleodtidos desarrollados para los dominios recA y pntA para el analisis por
MLST de V. parahaemolyticus, asi como los desarrollados para rtxAl en V. vulnificus
mostraron una gran especificidad para los locus que fueron implementados, por lo que

se recomienda su uso en futuros trabajos.

La separacion por PCR en dos genotipos utilizando el gen vcg, concuerda con las
diferentes aproximaciones genéticas utilizadas en este estudio, por lo que esta prueba
puede ser de gran utilidad para la reglamentacidén sanitaria en ostiones con respecto a
V. vulnificus, sobre todo cuando se presenta el genotipo clinico en altas proporciones

como lo muestran los resultados de este trabajo.

El aislamiento de cepas patdgenas de V. parahaemolyticus y V. vulnificus en moluscos
destinados para la alimentacion en México, es indicativo del potencial riesgo sanitario
gue representa el consumo de ostiones contaminados con estas especies, en particular

para personas con deficiencias inmunologicas o con enfermedades hepaticas.
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