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Cepas chilenas de origen clinico de Vibrio cholerae no-Ol,
no-0139 portan los genes vesN2, vesC2, vesV2, vspD,
toxR2 y vopF del sistema de secrecion T3SS2 presentes

en una isla de patogenicidad
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Chilean strains of clinical origin of non-O1, non-O139 Vibrio cholerae carry the
genes vesN2, vesC2, vesV2, vspD, toxR2 'y vopF from secretion system T3SS2
present in an island of pathogenicity

Backgound: The virulence factors of the Vibrio cholerae non-O1, non-O139 strains are not clearly known. The
strain of septicemic origin NN1 Vibrio cholerae non-O1, non-O139 was sequenced previously by the Illumina
platform. A fragment of the pathogenicity island VPal-7 of V. parahaemolyticus was detected in its genome. Aim.
To detect the virulence genes vesN2, vesC2, vesV2, vspD, toxR2 y vopF in Chilean strains of V. cholerae non-Ol1,
non-0139. Methods: A total of 9 Chilean strains of clinical origin of Vibrio cholerae non-O1, non-O139 isolated
between 2006-2012 were analyzed by conventional PCR assays for type III secretion genes encoded on that
island: vesN2, vesC2, vesV2, vspD, toxR2 and vopF. Additionally, the presence of the virulence genes Ay/A and
rtxA was determined. In addition, REP-PCR and ERIC-PCR assays were performed. Results: most (6/9) Chilean
V. cholerae non-O1, non-O139 strains contain the type III secretion genes vesN2, vesC2, vesV2, vspD, toxR2 and
vopF, encoded in an island of pathogenicity. In addition, all (9/9) the strains contain the virulence genes Ay/A and
rtxA. Conclusion: These results strongly suggest the possibility that those strains possess an important virulence

potential in humans.
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Introduccion

ibrio cholerae es una bacteria gramnegativa
l / que pertenece a la clase gamma del phylum Pro-
teobacteria. Las cepas toxigénicas de V. cholerae
causan el colera, una enfermedad caracterizada por
producir un tipo de diarrea secretora grave y tener alta
letalidad. Para tipificar las diferentes cepas de V. cholerae
se utiliza un antigeno localizado en su membrana externa
denominado O, porcion mas externa del lipopolisacarido
(LPS), correspondiendo las cepas de V. cholerae toxigé-
nico, generalmente al tipo O1 o O139. Cepas de origen
ambiental de esta bacteria presentan diversos subtipos
de antigeno O denominandose en su conjunto como no-
01, no-0139'3. Se ha descrito que algunas cepas de V.
cholerae no-O1, n0-0139 poseen un claro poder patdogeno
con la potencialidad de causar brotes o casos esporadicos
de gastroenteritis e infecciones extra-intestinales fatales
en humanos™>.

A diferencia de los mecanismos de patogenicidad de
las cepas de V. cholerae O1 y 0139, que han sido bastante
estudiados, los mecanismos de las cepas patogénicas de V.
cholerae no-O1,n0-0139 son bastante menos conocidos.
Pionero en esta area, el grupo de Mekalanos, describio por
primera vez en el afio 2005 una cepa de origen clinico de
V. cholerae no-O1, no-O139 que portaba en su genoma
un segmento homologo de la isla de patogenicidad VPal-7
de V. parahaemolyticus® (Figura 1). Dicho segmento
corresponde so6lo a una porcion de 30 kpb localizada en
el extremo 3’ de la isla VPal-7 de 80 kpb, descrita origi-
nalmente en V. parahaemolyticus. Este segmento génico
codifica para un sistema de secrecion tipo III (T3SS)
funcional que recientemente se ha descrito como un im-
portante factor de virulencia”'’. Existen en este segmento
de isla de patogenicidad de V. parahaemolyticus una serie
de genes denominados “Vibrio cholerae secretion” (vcs),
que codifican para varios componentes estructurales (vsc
C, IR, T, Q, V, U) del sistema de secrecion T3SS2,
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Figura 1. Organizacion estructural del segmento de la isla de patogenicidad VPal-7, la que fue descrita originalmente en cepas de V. cholerae no-O1, no-0139 por

Dziejman y cols. 2005°.

que en conjunto otorgan un mayor grado de virulencia’.
Otro gen localizado en esta isla es el denominado vesN2,
responsable de codificar para una ATPasa que brinda la
energia necesaria para conducir la secrecion por medio
del complejo de poro. Estudios recientes indican que este
ultimo gen seria esencial para la colonizacion del epitelio
intestinal en animales’. Ademas, el gen denominado vopF,
localizado también en la misma isla, seria importante en
el fenémeno de la colonizacion intestinal por parte de
V. cholerae no-O1, no-O1397°. Este wiltimo gen codifica
para una proteina que es capaz de alterar la organizacion
del citoesqueleto de actina en eucariontes, lo que puede
comprometer la integridad de las uniones estrechas en
el epitelio intestinal, producto de una induccion de la
despolimerizacion cortical en las fibras de actina. Otros
dos genes de virulencia presentes en este tipo de cepas,
denominados AylA (hemolisina VCC) y rtxA (repeats
in toxin), y que se encuentran fuera de la isla, también
fueron analizados en este estudio'. En nuestro pais, se
han reportado dos casos clinicos causados por cepas de
V. cholerae no-O1, n0o-O139 que presentan un segmento
de la isla de patogenicidad VPal-73*.

En un estudio anterior, el genoma de la cepa septicémi-
ca NN1, aislada en Valparaiso en 2006, fue secuenciado
mediante las plataformas Illumina y 454 (Roche) (ma-
nuscrito en preparacion). Los genes de virulencia vesN2,
vesC2, vesV2, vspD, toxR2 y vop F, fueron localizados en
la isla gendmica VPal-7 mediante el uso de la plataforma
publica BLAST (NCBI) y del programa GCK.

El objetivo de este trabajo fue detectar y conocer la
prevalencia de los genes de virulencia codificados en el
segmento de isla de patogenicidad VPal-7: vesN2, vesC2,
vesV2, vspD, toxR2 y vopF, en cepas chilenas clinicas de
V. cholerae no-O1, no-O139. Adicionalmente se deter-
mino la presencia de los genes de virulencia hylA 'y rtxA,
localizados fuera de la isla de patogenicidad.

Métodos

Cepas estudiadas: Las cepas de V. cholerae que se
utilizaron en este estudio fueron identificadas con técnicas
tradicionales de cultivo en medios selectivos (TCBS y
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Chromoagar Vibrio) y pruebas seroldgicas contra los an-
tigenos O1 y O139 (antisueros V. cholerae O139 Bengala
y Ol polivalente, serotipo Inaba y Ogawa, Denka Seiken).

En este estudio se utilizaron en total nueve cepas
chilenas de origen clinico de V. cholerae no-O1,no-0O139
aisladas entre 2006-2012 (Tabla 1). Las cepas NN1, NN2
y NNO fueron obtenidas a partir de casos clinicos aislados.
Las cepas NN3-NNS8 corresponden a cepas obtenidas de
un brote epidémico ocurrido en Antofagasta en 2010.
Todas estas cepas se conservaron criopreservadas a -80°
C en glicerol al 15%.

Deteccion de los genes TTSS?2 de la isla de pato-
genicidad VPal-7 en base al genoma de cepa NN1 de
V. cholerae no-0O1, no-0139 en cepas clinicas de V.
cholerae no-01, no-0139. Utilizando el genoma de la
cepa septicémica NN 1, aislada en Valparaiso en 2006, se
localizaron los genes de virulencia vesN2, vesC2, vesV2,
vspD, toxR2 y vop F, codificados en la isla gendmica
VPal-7. Para ello se utiliz6 la plataforma ptblica BLAST
(NCBI) y del programa GCK (version 2.5; Textco, West
Lebanon, NH).

Origen muestra

Sangre
Deposicion
Deposicion
Deposicion
Deposicion
Deposicion
Deposicion
Deposicion

Deposicion

Tabla 1. Cepas chilenas de origen clinico de V. cholerae no-01, no-0139 analizadas
en este trabajo
Nombre Ano Ciudad Cuadro clinico
Cepa
NN1 2006 Valparaiso Septicemia
NN2 2009 Santiago SDA
NN3 2010 Antofagasta SDA
NN4 2010 Antofagasta SDA
NN5 2010 Antofagasta SDA
NN6 2010 Antofagasta SDA
NN7 2010 Antofagasta SDA
NN8 2010 Antofagasta SDA
NN9 2012 Santiago SDA
SDA: Sindrome diarreico agudo.
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Tabla 2. Partidores disenados en este estudio y utilizados en la tipificacion de cepas
chilenas de origen clinico de V. cholerae no-O1, no-0139

Partidores

VCNN-N2f
VCNN-N2r

VCNN-C2f
VCNN-C2r

VCNN-V2f
VCNN-V2r

VCNN-VopFf
VCNN-VopFr

VCNN-VspDf
VCNN-VspDr

VCNN-ToxR2f
VCNN-ToxR2r

VCNN-HylAf
VCNN-HylAr

VCNN-RtxAf
VCNN-RtxAf

Secuencia Tamano (pb)
5’-CAA TCG CAG GAT AAC GTC CT-3” 874
5’-CGA GGC GAA ATT GTC AAA GT-3”
5’-CTC GAG GAG GGT TAA TGT CG-3” 1050

5’-GCG CAG GCA GAT GTT TTT AT-3°

5°-ATT GCA CAA GTA GCC GCT TT-3° 1438
5’-GAA ACC GTC GGT CAG TTT GT-3”°

5°-CTG CCG TCA ATT TGG AAG AT-3° 1265
5-AAG TGC TGC CAATTG AGC TT-3°

5’-CTT GCT CAATTC GTG TTT GC -3 853
57-AAC CAA CCT CAG CAA CAA GC-3”

5’-ACA GGA GCC AAC TGG GTT TA-3* 369
5°-TGC TGT GTG AAA ATG CCA AT-3°

57-AGA TCA ACT ACG ATC AAG CC-3° 1677
57-AGA GGT TGC TAT GCT TTC TAC-3”

57-GCG ATT CTC AAA GAG ATG C-3° 1366
5-CACTCATTC CGATAA CCA C-3°
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Ensayos de reaccion de polimerasa en cadena (RPC)
convencional. Cada par de partidores fue disefiado en
base a la secuencia gendmica obtenida de la cepa septice-
mica NN1 (Tabla 2). Para los ensayos de RPC se utilizo
la siguiente mezcla de reaccion: tampon (Promega) 1X,
MgClL, 1,5 mM, dNTPs 200 pM, 25 pmol de cada par-
tidor y 2U de Taq polimerasa. El volumen final de cada
reaccion fue de 50 pl. Finalmente, se adiciono a esta
mezcla 1ul de ADN genémico de cada cepa purificado
mediante el kit Genomic DNA QIAGEN. Los tiempos
y temperaturas utilizadas para configurar los termocicla-
dores (Minicycler™ de MJ Research y G-STORM 482)
fueron los siguientes: desnaturalizacion inicial a 95°C por
5 min. Luego 30 ciclos de amplificacién, consistiendo
cada uno de ellos en: 30 s a 95°C, 30 s a 58°C y 1 min
30 s a 72°C. Para finalmente realizar una extension final
a72°C.

Los amplicones se separaron por electroforesis en
geles de agarosa al 0,8%. Se utiliz6 el kit GoTaq Flexi
DNA polymerase (Promega). Se carg6 4 pl de producto
en cada carril. Los geles fueron corridos a 50 V por 90
min en tampon TAE 0,5X en camara Minigel migration
Tank, Gel X Labnet. Para visualizar los resultados se
utilizé un transluminador UV (Espectroline® modelo
TUC-312R). Los geles fueron capturados digitalmente
con el programa KODAK EDAS290 y analizados
mediante el software Kodak 1D v3.6. En cada reaccion
se utilizo los siguientes controles: control positivo cepa
NNI1; control negativo: cepa toxigénica de V. cholerae
O1 denominada N16916, la que no presenta la isla de
patogenicidad VPal-7.

Ensayos de repetitive element palindromic PCR
(REP-PCR) y Enterobacterial repetitive intergenic con-
sensus PCR (ERIC-PCR). Los partidores utilizados en
esta técnica fueron obtenidos de Versalovic et al. 1991!":
VpREP1: 5’-IIIICGICGICATCIGGC-3’

VpREP2: 5’-ICGICTTATCIGGCCTAC-3’
VpERIC-1: 5’-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3’
VpERIC-2: 5’>-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3’

La mezcla de reaccion utilizada para ambos ensayos
se baso en el protocolo descrito por Rao y cols., 2010,
con modificaciones menores: tampén (Promega) 1X,
MgCl, 1,5 mM, dNTPS 200 pM, 25 pmol de cada parti-
dor y 3U de Taq polimerasa'?. El volumen final de cada
reaccion fue de de 25 pl. Finalmente, se le adiciono 2 pl
de ADN genomico purificado mediante el kit Genomic
DNA QIAGEN. La RPC se realizd en ambos casos en un
termociclador Eppendorf (Mastercycler Gradient) con los
siguientes pasos: desnaturalizacion inicial a 95°C por 7
min, 30 ciclos de 90°C por 30 s, 45°C por 1 min y 65°C
por 3 min. Extension final a 70°C por 10 min.

Andilisis de similitud S ,, y dendrograma. Para calcular
la similitud genética (S,,) entre las cepas se utilizé el
coeficiente de Dice. Con dichos datos se construyé luego
un dendrograma mediante un analisis de agrupamiento por
UPGMA (unweighted pair group method using arithmetic
averages). Estos analisis se realizaron con ayuda del
Programa Treecon v1.3b para windows.

Resultados

El genoma de la cepa septicémica NN1 fue secuenciado
mediante la plataforma de secuenciacion masiva [llumina
y 454. En su genoma se detect6 el segmento génico que
corresponde al extremo 3’ la isla VPal-7 de V. parahae-
molyticus*. En base a dicha secuencia se disefiaron todos
los partidores utilizados en este trabajo. Los fragmentos
de RPC obtenidos para cada reaccion fueron del tamafio
esperado.

El analisis de las nueve cepas de origen clinico de V.
cholerae no-O1, no-O139 (incluyendo la cepa clinica
control NN1), demuestra que 6/9 cepas fueron positivas
para los genes T3SS2. Solo las cepas NN3, NN4 y NN9
mostraron un perfil de virulencia diferente, destacando
la cepa NNO que fue negativa para la totalidad de dichos
genes (Tabla 3). Por otra parte, destaca que las nueve
cepas fueron positivas para los marcadores rtxA y hlyA.

Los ensayos de REP-PCR y ERIC-PCR demostraron
la presencia de cuatro perfiles gendmicos dentro de este
grupo (Figura 2). En la Figura 3 se muestra el dendro-
grama obtenido en base a REP-PCR (dada la estrecha
concordancia entre ambos ensayos s6lo se muestra el
resultado del REP-PCR).

Rev Chilena Infectol 2019; 36 (3): 312-317
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Tabla 3. Patrones de amplificacion de los diferentes genes de virulencia presentes en las cepas chilenas de origen clinico de V. cholerae no-01, no-0139
Cepa Localidad Ao vesN2 vesC2 vesV2 vopF vspD toxR2 rtxA hylA
NN1 Valparaiso 2006 + + + + + + + +
NN2 Santiago 2009 4 +* * 4 e 4 4 4
NN3 Antofagasta 2010 + + + + - + + +
NN4 Antofagasta 2010 + + + AL a + + +
NN5 Antofagasta 2010 + + + + + + + +
NN6 Antofagasta 2010 +* +* <+ <+ s * i i
NN7 Antofagasta 2010 + + + + + + + +
NN8 Antofagasta 2010 F * * +* * * + +
NN9 Santiago 2012 - - - - - - + +
Discusion

Este trabajo muestra por primera vez que un grupo
heterogéneo temporalmente y geograficamente de cepas
chilenas de origen clinico de V. cholerae no-O1,no-0O139
portan los genes de virulencia vesN2, vesC2, vesV2,
vspD, toxR2 y vopF, recientemente reconocidos como
bona fide factores de virulencia en modelo murino’'°. Es
importante destacar que estos genes participan en la es-
tructuracion y funcionamiento de un sistema de secrecion
tipo III (denominado en este caso T3SS2). Los sistemas
T3SS conforman una especie de “jeringa molecular” que
introduce o inyecta directamente toxinas al citoplasma
de la célula blanco del hospedero®. El gen vesN2 codi-
fica para una ATPasa que participa en el fenomeno de
secrecion. El gen vopF (vibrio outer protein F) participa
en la regulacion del proceso y los genes vesC2, vesV2 'y
vspD desempefian un papel estructural'®. Por otra parte,
el gen foxR, perteneciente a una familia de reguladores
transcripcionales, codifica para la proteina ToxR, la que se
une al ADN a través de un dominio HTH, que es necesario
para la regulacion transcripcional positiva y/o negativa
de multiples genes'. Ademas, las cepas fueron positivas
para los genes de virulencia hy/A y rtxA, localizados
fuera de la isla de patogenicidad, ambos reconocidos
como importantes buscar un sinénimo exotoxinas de
estas bacterias'. La hemolisina codificada por el gen alyA,
denominada también VCC (Vibrio cholerae cytolysin), es
un importante factor de virulencia que actua como citoto-
xina formadora de poros en membranas'. Por otra parte,
el gen rtxA codifica para una exotoxina perteneciente a
la superfamilia de las toxinas RTX que también tienen
actividad citotoxica y citolitica'.

Lalocalizacion de este T3SS en una isla de patogenici-
dad cromosomal podria facilitar la diseminacion de estos
factores en la poblacion natural de cepas de V. cholerae
no-0O1, no-O139, a través de transferencia genética ho-
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Figura 2. Ensayo de REP-PCR
de cepas chilenas clinicas
de Vibrio cholerae no-01,
no-0139. ST: controles de
peso molecular; 16916: cepa
toxigénica control; NN1-NN9:
cepas V. cholerae no-O1,
no-0139.

Figura 3. Dendrograma construido con anélisis de agrupamiento en base a patrones de bandas
de REP-PCR. La escala inferior refleja la similitud genética entre las cepas. Se indica a la derecha la

denominacion de las cepas respectivas.
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rizontal, favoreciendo el surgimiento de nuevos clones
patogénicos. Aunque el mecanismo de movilizacion
horizontal de las islas patogénicas cromosomales no es del
todo conocido, existe evidencia experimental que indica
que dichas islas se pueden transferir de manera parcial o
total'”. La presencia del grupo de genes de virulencia ves
podria indicar un mayor grado de virulencia de la cepa
portadora, y por lo tanto, condicionar la gravedad del
cuadro clinico. Por otra parte, la deteccion de este grupo
de genes podria ser de utilidad para el control ambiental
y de alimentos marinos de consumo humano. Seguin
datos no publicados de nuestro laboratorio, alrededor
de 40% de las cepas de V. cholerae no-O1, no-O139 de
origen ambiental contienen este mismo segmento génico
(manuscrito en preparacion). Esto indicaria que este tipo
de cepas se encuentra distribuido ampliamente en el am-
biente acuatico local, lo que sugiere que nuestra poblacion
estaria expuesta permanentemente a casos esporadicos y
eventualmente brotes epidémicos por este tipo de Vibrio.

Aun siendo un grupo pequeiio de cepas clinicas, varias
de ellas provienen de lugares y tiempos diferentes, lo que
sugiere un origen no clonal. Esta idea fue evaluada por
el uso de dos técnicas de genotipicacién global como
REP-PCR y ERIC-PCR. Estas técnicas permiten comparar
perfiles globales de genomas bacterianos y establecer
grados de similitud'®. Ambas técnicas fueron concordantes
en mostrar cuatro diferentes perfiles genomicos en el
grupo de cepas estudiadas, lo que sugiere que estas cepas
no conforman un grupo clonal.

Finalmente, estos hallazgos deberian incentivar una
actitud de cautela y precaucion respecto del consumo de
productos marinos crudos en nuestro Chile, sobre todo
para grupos de riesgo, por la posibilidad de infectarse
con cepas patogénicas pertenecientes a este subgrupo
de vibriones.

Conclusiones

La mayoria (6/9) de las cepas chilenas de origen clinico
de V. cholerae no-O1, no-O139 presentd amplificacion
para los genes de secrecion vesN2, vesC2, vesV2, vspD,
toxR2 y vopF, todos ellos presentes en el segmento de
isla de patogenicidad VPal-7. Dos cepas (NN3 y NN4)
amplificaron el mismo conjunto de genes excepto el gen
vspD. Sélo una cepa (NN9) no amplificd gen ves alguno.
Respecto a los genes de virulencia rtxA y hylA, locali-

zados fuera de la isla, todas las cepas fueron positivas
para ambos.

Estos resultados sugieren fuertemente la posibilidad
que dichas cepas posean un potencial de virulencia
importante en seres humanos y que, por lo tanto, debiera
mantenerse una conducta de cautela permanente frente
al consumo de productos marinos crudos que puedan
eventualmente contagiar a grupos de riesgo de nuestra
comunidad.
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Subdepartamento de Enfermedades Infecciosas del Instituto
de Salud Publica de Chile (ISP), por la gentileza de facilitar-
nos algunas cepas de V. cholerae no-O1, no-O139 utilizadas
en este estudio.

Resumen

Introduccion. Los factores de virulencia de las cepas
de Vibrio cholerae no-O1, no-O139 no son claramente
conocidos. La cepa de origen septicémico NN1 Vibrio
cholerae n0-O1, n0-0139 fue secuenciada previamente
mediante la plataforma Illumina, detectandose en su
genoma un fragmento de la isla de patogenicidad VPal-7
de V. parahaemolyticus. Objetivo: detectar los genes de
virulencia vesN2, vesC2, vesV2, vspD, toxR2 y vopF en
cepas chilenas clinicas de V. cholerae no-O1, no-O139.
Material y Métodos: Un total de 9 cepas chilenas de ori-
gen clinico de Vibrio cholerae no-O1, n0-0O139 aisladas
entre 2006-2012 fueron analizadas mediante ensayos de
reaccion de polimerasa en cadena (RPC, en inglés PCR)
convencional para los genes de secrecion tipo III codifi-
cados en dicha isla: vesN2, vesC2, vesV2, vspD, toxR2
y vopF. Adicionalmente se determind la presencia de los
genes de virulencia hyld y rtxA. Ademas, se realizaron
ensayos de repetitive element palindromic PCR (REP-
PCR) y Enterobacterial repetitive intergenic consensus
PCR (ERIC-PCR). Resultados: 1a mayoria (6/9) de las
cepas chilenas de V. cholerae no-O1, no-O139 contiene
todos los genes de secrecion tipo III vesN2, vesC2,
vesV2, vspD, toxR2 y vopF, codificados en una isla de
patogenicidad. Ademas, el total de las cepas (9/9) con-
tiene los genes de virulencia hylA y rtxA. Conclusion:
Estos resultados sugieren fuertemente la posibilidad que
dichas cepas posean un potencial de virulencia importante
en seres humanos.
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