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RESUMEN

Vibrio mimicus es una bacteria causante de gastroenteritis estrechamente
relacionada con V. cholerae, puede provocar un cuadro diarreico agudo parecido al
colera o diarrea tipo disenteria, su distribucidn es mundial. Se han identificado
factores asociados con la virulencia, como hemolisinas, enterotoxinas, proteasas,
fosfolipasas, aerobactina y hemaglutininas; sin embargo, se desconoce su
mecanismo de patogenicidad. En especies patdégenas del género Vibrio, como V.
cholerae, V. parahaemolyticus y V. vulnificus, se han descrito estructuras como la
capsula, biopeliculas, flagelo lateral y pili tipo IV, esenciales en la patogenicidad, que
aun no se han descrito en V. mimicus, asi como el sistema de secrecion tipo Ill. Se
estudiaron 20 cepas de Vibrio mimicus aisladas en muestras de agua (6), ostién (9) y
pescado (5); se identificd la capsula, biopeliculas, flagelo lateral y pili tipo IV por
microscopia electronica, PCR y secuenciacion. En las 20 cepas de la coleccién se
observé e identific6 la presencia de exopolisacarido capsular, formacion de
biopeliculas in vitro, swarming, poliflagelacion y presencia de pili; se identificaron
genes homologos a los descritos en otras bacterias del mismo género.

Por ultimo se determin6 que una cepa de la coleccion estudiada presenta un gen del
SSTI2p. La identificacion de estas estructuras en V. mimicus es una contribucion a

la biologia y patogenia de este organismo.
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ABSTRACT

Vibrio mimicus is a bacterium that causes gastroenteritis; it is closely related to Vibrio
cholerae, and can cause acute diarrhea like cholera- or dysentery-type diarrhea. It is
distributed worldwide. Factors associated with virulence (such as hemolysins,
enterotoxins, proteases, phospholipases, aerobactin, and hemagglutinin) have been
identified; however, its pathogenicity mechanism is still unknown. In pathogenic Vibrio
species such as V. cholerae, V. parahaemolyticus and V. vulnificus, capsule, biofilms,
lateral flagellum, and type IV pili are structures described as essential for
pathogenicity, also the presence of the secretion system type Ill. These structures
had not been described in V. mimicus until this work. We used 20 V. mimicus strains
isolated from water (6), oyster (9), and fish (5) samples and we were able to identify
the capsule, biofilm, lateral flagellum, and type IV pili through phenotypic tests,
electron microscopy, PCR, and sequencing. In all tested strains, we observed and
identified the presence of capsular exopolysaccharide, biofilm formation in an in vitro
model, as well as swarming, multiple flagellation, and pili. In addition, we identified
homologous genes to those described in other bacteria of the genus in which these
structures have been found. Likewise it was determined that only one strain has a
gene from SSTIII2p. Identification of these structures in V. mimicus is a contribution to

the biology of this organism and can help to reveal its pathogenic behavior.
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. INTRODUCCION

Los miembros del género Vibrio son habitantes naturales de ambientes acuaticos, se
encuentran, asociados a otros organismos ya sea como patégeno o formando parte
de su microbiota normal, por ende, su presencia es comun en alimentos de origen
marino (Ahn et al., 2011; Albert et al., 1997). Algunas especies del género son
patdgenas para humanos y para organismos marinos (Okada et al., 2005; Zhang y
Austin, 2005). Las cuatro especies patégenas principales para humanos son: Vibrio
cholerae (agente causal del cdlera), Vibrio parahaemolyticus (causa gastroenteritis,
infeccion de heridas y septicemia), Vibrio vulnificus (causante de infeccion
necrosante severa en heridas y septicemia invasiva fulminante) y Vibrio mimicus
(origina gastroenteritis y en ocasiones diarrea tipo célera). De este ultimo, se
desconocen los mecanismos involucrados en su patogenicidad; asi mismo, también
se desconocen los mecanismos que utiliza para su supervivencia en el ambiente

(Chen et al., 2003; Makino et al., 2003; Vora et al., 2005).

1.1. HISTORIA

Desde 1854, con los trabajos de Pacini y en 1883 con los de Koch se inicio el estudio
del género Vibrio. La primera especie que se describio fue V. cholerae como agente
etiolégico del colera; el serotipo O1 ha causado siete pandemias y actualmente se
cree que la octava sera causada por el serotipo 0139 (Faruque y Nair, 2002;

Thompson et al., 2004a)
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Las cepas de V. cholerae con caracteristicas bioquimicas atipicas se designaban
como V. cholerae lisina descarboxilasa negativo y V. cholerae sacarosa negativo,
entre otras acepciones. En 1981, Davis y colaboradores estudiaron cepas
representativas de estos biogrupos, por técnicas de hibridacion de DNA en cepas de
V. cholerae tipicas y en cepas atipicas por analisis fenotipicos extensos, concluyendo
que la mayoria de las cepas atipicas correspondian a V. cholerae, pero el biogrupo
que presentaba el marcador sacarosa negativo formaba un grupo independiente, por
lo se propuso una nueva especie denominada como Vibrio mimicus. El nombre de
esta bacteria hace alusién a que “imita” o es muy “semejante” a V. cholerae (Davis et

al., 1981).

.2. CARACTERISTICAS DEL MICROORGANISMO

V. mimicus y V. cholerae comparten multiples caracteristicas fenotipicas vy
genotipicas, como son: habitar en agua dulce, aglutinar con el mismo anticuerpo
monoclonal dirigido contra el flagelo (Simonson y Siebeling, 1988), tener dos
cromosomas (Okada et al., 2005), e incluso tener capacidad de transferirse
informacion genética entre ellos (Boyd et al., 2000). Estudios filogenéticos han
comprobado que estas dos especies son las que estan mas relacionadas entre si
dentro del género Vibrio (Thompson et al., 2004a) formando un grupo separado de
las demas especies del género.

En cuanto a su taxonomia, se ubica en el Taxonomy Browser del NCBI (URL 1) de la

siguiente forma:



' Busqueda fenotipica y genotipica de factores de virulencia no descritos en Vibrio mimicus”

B DOMINIO: Bacteria

B PHYLUM : Proteobacteria

B SECCION: Gammaproteobacteria

B CLASE: Zymobacteria

B ORDEN : Vibrionales

B FAMILIA : Vibrionaceae

B GENERO : Vibrio

B ESPECIE: mimicus
V. mimicus es un bacilo curvo Gram negativo, bajo condiciones de estrés, puede ser
pleomoérfico (Abd et al., 2010; Davis et al., 1981; Janda et al., 1988); catalasa y
oxidasa positiva, movil por un flagelo polar constitutivo. Es moderadamente halofilico,
la presencia de iones Na® estimula su crecimiento, crece en intervalos de
concentracion de cloruro de sodio de 0 a 3%; sin embargo, algunas cepas son
capaces de tolerar hasta 6%. El intervalo de pH en el cual se desarrolla oscila desde
de 5 hasta 11 (Wong et al., 1992). Su temperatura éptima de crecimiento es de 37°C,
siendo la temperatura maxima de 45°C. Es capaz de sobrevivir a la congelacion
(hasta -30°C) ya que se ha aislado de alimentos congelados (Wong et al., 2004).
También se ha descrito su capacidad de reproducirse a temperaturas de

refrigeracion, de 4 a 10°C (Wong et al., 2004).

.3. HABITAT Y DISTRIBUCION

El habitat de Vibrio mimicus es acuatico se ha aislado en costas, estuarios, rios,

lagos y lagunas de agua dulce y salada, generalmente de zonas cuya temperatura va
3
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de templada a calida. Las poblaciones de este microorganismo no se mantienen
constantes a lo largo del afio, debido a que factores ambientales como el pH,
cantidad de materia organica, salinidad y temperatura afectan su desarrollo. Se ha
reportado que en verano aumenta su concentracion debido a que el calor promueve
su proliferacion. En cambio, las poblaciones disminuyen en invierno (cuando
disminuye la temperatura de la columna de agua) (Chowdhury et al., 2011;
Chowdhury et al., 1989; Vieira et al., 2001). Se ha observado que bajo condiciones
no favorables, las bacterias del género pasan a un estado de disminucion de la
actividad respiratoria llamado “viable no cultivable”, en el que no pueden ser
detectados con los métodos convencionales, pero si con técnicas de biologia
molecular y se ha descrito que, aun en este estadio, conservan su capacidad

patogénica (Vora et al., 2005).

|.4. EPIDEMIOLOGIA

V. mimicus es reconocido como un patégeno humano, aunque también tiene
importancia a nivel econémico ya que es patégeno también para crustaceos y peces
de importancia econémica (Miyoshi et al., 2014; Sanchez et al., 2012; Shandera et
al., 1983; Vandenberghe et al., 1999).

A partir de que en 1981 se identificé a V. mimicus como una especie distinta de V.
cholerae, se comenzaron a tener indicios sobre la posible patogenicidad del mismo,
uno de los primeros reportes es de Bangladesh en 1981, en el cual V. mimicus se vio
involucrado en dos casos de otitis, uno en una persona de 39 afos y el otro en un

nino, ambos causados por la exposicion al agua de mar, en el mismo reporte se
4
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mencionan 17 casos de gastroenteritis en adultos que consumieron ostiones crudos,
asi como infeccién en heridas expuestas a agua de mar (Davis et al., 1981).

Con el paso del tiempo, se han reportado mas casos en otras partes del mundo, por
ejemplo, en 1991 durante la epidemia de cdélera en América Latina (que corresponde
a la séptima pandemia), se asociaron casos de diarrea aguda debido a la presencia
de V. mimicus en Costa Rica (Albert et al., 1992; Campos et al., 1996). Albert y cols.
(1992) informaron de casos de diarrea severa y de un caso de bacteriemia en un
nifio, también causado por V. mimicus. En la parte norte de Brasil, se informé de
casos de diarrea tipo codlera, identificando cepas atipicas de V. cholerae sacarosa
negativo, que se confirmaron posteriormente como V. mimicus (Vieira et al., 2001).

El 12 de febrero del afio 2005, después de una fiesta de carnaval en Cuncashca
provincia de Carhuaz en Peru, se produjo un brote de diarrea aguda que afecté a 32
personas, de las cuales 31 eran mayores de 5 afos, en los que se determin6 a V.
mimicus como el agente causal (Cabezas et al., 2005).

Probablemente debido al desarrollo de los métodos moleculares para diferenciar a V.
mimicus de V. cholerae, se ha podido detectar en realidad a los agentes causales de
brotes, un ejemplo de esto fue un brote causado por el consumo de aguas frescas,
pescado y mariscos en Tailandia, en donde 306 personas presentaron gastroenteritis

debida a V. mimicus (Chitov et al., 2009).

1.4.1. Tipificacion.

Los analisis para la deteccion, diagndstico y caracterizacion del célera (y de otras

enfermedades causadas por bacterias del género Vibrio), se hace a través de
5
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pruebas fenotipicas, valorando caracteristicas morfologicas, fisioldgicas, bioquimicas,
asi como por la composicion antigénica de las cepas, sin embargo, a pesar de que
son Uutiles solo aportan informacion general y en ocasiones dichos métodos no
pueden discriminar entre dos especies relacionadas o entre 2 cepas distintas de la
misma especie, con el tiempo han surgido nuevos parametros mas especificos que
basados en enzimas, toxinas y algunos blancos moleculares permiten hacer dicha
diferenciacioén (Rivera et al., 1995).

Actualmente existen métodos de identificacion con alto poder de discriminacion,
siendo incluso capaces de mostrar diferencias entre miembros de una misma
especie. Dichos métodos se han usado con éxito en cepas de V. cholerae que estan
involucradas en brotes. Sin embargo, la caracterizacion molecular las bacterias de
este género es dificil debido a que presentan gran diversidad genotipica (Keymer et
al., 2009), por mencionar un ejemplo en colecciones de V. cholerae no O1 se han
encontrado diferencias importantes entre las cepas aisladas de distintas zonas

geograficas (Bag et al., 2008; Wei et al., 2008).

|.5. PATOGENESIS

V. mimicus puede causar varios cuadros clinicos como gastroenteritis, otitis,
infeccion de heridas, diarrea tipo célera, disenteria y en raras ocasiones causa
septicemia. La dosis infectiva aun se desconoce, pero se ha considerado que puede
ser similar a la de V. cholerae (10* a 10° UFC), debido a la estrecha relacién entre

ambos (Reidl y Klose, 2002). El periodo de incubacion puede variar de persona a

6
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persona, desde unas cuantas horas después de ingerir el alimento hasta tres a
cuatro dias, dependiendo del inéculo con el que se haya tenido contacto, de las

caracteristicas propias de la cepa y del estado inmune de la persona (Bi et al., 2001).

|.6. FACTORES DE VIRULENCIA

En la actualidad, el mecanismo de patogenicidad de V. mimicus es poco conocido,
no se sabe con exactitud de que estrategias infectivas se vale para poder colonizar
una superficie bidtica y generar un dafo a su hospedero. Sin embargo, se han
descrito algunos posibles factores de virulencia como hemolisinas, hemaglutininas,
proteasas, sideréforos y enterotoxinas (Espineira et al., 2010; Lu et al., 2014; Moon
et al., 2004; Okada et al., 2010; Shinoda et al., 2004; Singh et al., 2002). Existen
otras estructuras bacterianas que no estan descritos para este microorganismo y que
son importantes para otros patdégenos del mismo género, como la capsula, capacidad
de producir biopeliculas, presencia de flagelos laterales, presencia de pili de tipo IV,
sistemas de secrecion de tipo lll y VI y algunas hemolisinas (Aagesen y Hase, 2012;

Jaques y McCarter, 2006; Okada et al., 2010; Phippen y Oliver, 2015).

1.6.1. Capsula

Las células bacterianas tienen la capacidad de secretar una gran variedad de
moléculas, incluyendo polisacaridos muy complejos y proteinas. Algunas de estas
moléculas se requieren para la viabilidad de la célula, mientras que otras son usadas
para la interaccion con el ambiente. Los polisacaridos pueden secretarse de dos

maneras: En la primera, los polisacaridos se vierten al ambiente proximo a la célula

7
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(exopolisacarido para la formacién de biopeliculas), en la segunda, los polisacaridos
estan asociados con la célula (capsulas) (Drummelsmith y Whitfield, 2000;
Wugeditsch et al., 2001). La capsula juega un papel critico en las interacciones entre
la bacteria y su ambiente mas inmediato. Es una estructura que envuelve la
superficie de la bacteria, compuesta por polisacaridos de masa molecular elevada
anclada firmemente a la superficie celular. Esta demostrado que esta estructura es
un factor de virulencia, ofreciendo proteccién contra la respuesta inmune del
hospedero (opsonizacion, fagocitosis y accion litica del complemento) (Wugeditsch et
al., 2001). En algunos patégenos del género (como V. vulnificus, V. parahaemolyticus
y V. cholerae O139) la capsula es un factor importante de virulencia (Nesper et al.,
2003; Wright et al., 2001; Wugeditsch et al., 2001), de hecho en V. cholerae y V.
vulnificus se ha descrito un agrupamiento de genes (cluster) dedicado a la biosintesis
de la capsula, que es homdlogo al de Escherichia coli del grupo 1, encontrandose
que los productos génicos son altamente conservados en secuencia y funcion
(Chatzidaki-Livanis et al., 2006), sin embargo, a la fecha no han sido descritos para
V. mimicus.

El proceso de sintesis de la capsula es muy complejo e involucra un gran numero de
proteinas. Entre ellas se encuentran la lipoproteina Wza, que en su interior forma un
canal de aproximadamente 4 nm de diametro por donde se transloca el polisacarido
capsular hacia la superficie de la bacteria. La proteina Wzc es una tirosina
autocinasa y la proteina Wzb es una fosfatasa que brinda energia a todo el sistema

por lo que es esencial para el expresion de la capsula en la bacteria ya que se sabe
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que el proceso de biosintesis esta sincronizado con el de translocacion (Figura 1)
(Beis et al., 2004; Collins y Derrick, 2007; Drummelsmith y Whitfield, 2000; Wright et

al., 2001; Wugeditsch et al., 2001).
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Figura 1. Proteinas involucradas en la translocacion del polisacarido capsular.
Las proteinas forman parte del sistema proteico involucrado en la sintesis y exportacion
del polisacarido capsular (Tomada de: Collins y Derrick 2007)

1.6.2. Biopelicula

La biopelicula es una comunidad de células bacterianas organizadas en una
matriz de polisacaridos y que estan adheridas a una superficie inerte o viva

(Bilecen et al., 2015).



' Busqueda fenotipica y genotipica de factores de virulencia no descritos en Vibrio mimicus”

Aunque la mayoria de las especies del género Vibrio son de vida libre, un
pequefio grupo es capaz de formar interacciones patogénicas o simbioticas con
organismos eucariotes. La adaptacion a los cambios entre el ambiente acuatico y
su hospedero es crucial para la sobrevivencia y un factor clave es la formacion de
biopelicula, lo que facilita la obtencién de nutrientes y ofrece proteccion contra
depredadores y compuestos antimicrobianos (Yildiz, 2008). Se ha observado que
V. cholerae es capaz forma biopelicula sobre sustratos organicos como en la
superficie de los copépodos, algas, plantas acuaticas y crustaceos, también las
forma sobre sustratos inorganicos, como silice, vidrio, plasticos e incluso teflon
(Yildiz et al., 2014).

Faruque y colaboradores (2006) demostraron que en heces de pacientes con
célera se encuentran bacterias libres y agregados de aproximadamente 20 um de
diametro relacionados con fragmentos de biopelicula los que son mas infecciosas
que las células libres. Esta informaciéon indica la importancia que tiene la
formacién de esta estructura en el ciclo de vida de Vibrio cholerae. En V. fischeri
ha sido demostrado la importancia de la biopelicula que es fundamental en la
colonizacion de peces y contribuye enormemente a la sobrevivencia y
transmisibilidad al igual que en V. vulnificus y V. parahaemolyticus (Yildiz y Visick,
2009).

Se han identificado moléculas y estructuras celulares que participan en la
construccion de la biopelicula, como el flagelo polar y el lateral, diversos tipos de

pili y polisacaridos; ademas de procesos de regulacién de los sistemas de dos
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componentes, el quérum sensing y moléculas pequefas de senalizacion (c-di-
GMP) (Yildiz y Visick, 2009). La formacién de una biopelicula, inicia con la union
de las bacterias a una superficie (Figura 2. 1). Si las bacterias encuentran las
condiciones adecuadas para su desarrollo disminuyen su movilidad y comienzan
a multiplicarse y agregarse formando una microcolonia (Figura 2. 2).
Posteriormente se inicia la produccidon de un exopolisacarido para tener una union
fuerte (Figura 2. 3), con la superficie y después se forman las estructuras
tridimensionales para adquirir la arquitectura caracteristica de la biopelicula
(Figura 2. 4), todo regulado por medio de un sistema como el quérum sensing.
La biopelicula esta madura cuando los canales para el flujo de agua estan bien
constituidos y cada bacteria modifica su metabolismo de acuerdo con el nicho en
que se encuentre. Por ultimo, la liberacién de bacterias de la biopelicula o de
pequefios fragmentos de la estructura seran los encargados de diseminar los

microorganismos al medio (5), (Hall-Stoodley et al., 2004).
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Figura 2. Etapas en la formacion de una biopelicula.
1. Adherencia a la superficie
2. Formacién de la microcolonia
3. Produccion de exopolisacaridos
4. Maduracion
5. Liberacién.
(Tomado de Center of biofilm engineering 2003 MSU-Bozeman)

1.6.3. Flagelo lateral

La movilidad es una capacidad ancestral de las bacterias, se relaciona
estrechamente con la quimiotaxis y es crucial para la colonizacion de ambientes
naturales (Josenhans y Suerbaum, 2002). El flagelo bacteriano es la estructura de
movilidad mas estudiada, usado para la natacion en ambientes acuaticos y/o para el
swarming (movimiento bacteriano sobre una superficie sélida humeda) (Stewart y
McCarter, 2003b). La movilidad contribuye a la colonizacion de superficies biodticas y
abidticas, caracteristica importante en la formacién de biopeliculas (Kirov et al.,
2002). El flagelo lateral tiene funciones adicionales a la colonizacion de superficies;

en V. parahaemolyticus se ha descrito que puede formar uniones entre las bacterias,
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contribuyendo a la formacién de la microcolonia. Por otra parte, también es esencial
para la adherencia a la quitina y las interacciones con las células intestinales (Kirov
et al., 2004). La expresion de flagelos laterales, asi como la construccion de una
biopelicula, estan controladas por quérum sensing, un sistema quimico de
sefalizacion que censa la densidad bacteriana y coordina la expresion simultanea de
genes. Sin embargo, son pocos los datos que se tienen al respecto, o que abre la
puerta a futuras investigaciones.

El flagelo esta compuesto fundamentalmente por tres partes (Figura 3): el cuerpo
basal, que ancla toda la estructura a la envoltura celular y ademas contiene el motor
del flagelo, el gancho (que funciona como una conexion articulada entre el filamento
y el motor) y el filamento, que esta hecho de una proteina llamada flagelina
(Terashima et al., 2008).

El cuerpo basal es una estructura parecida a un baston con una serie de anillos,
compuesto, en bacterias Gram negativas, por un anillo L en la membrana externa, un
anillo P en el plano de la peptidoglicana, un anillo MS localizado dentro y por encima
de la membrana citoplasmica y un ultimo anillo en el citoplasma (el C), el cual no
participa en la movilidad pero que da direccion al movimiento (Figura 3).

Los flagelos actuan como propelas, miden aproximadamente 20 nm de diametro y
pueden medir varias veces el largo de la propia bacteria. En el género Vibrio, el
flagelo es propulsado por una fuerza de iones de Na® y puede girar hasta
aproximadamente 100,000 rpm (mucho mas veloz que las 15000 rpm del flagelo de

Escherichia coli, bacteria en la que la fuerza motriz de protones suministra la energia
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para el movimiento del flagelo). La direccion de rotacion del flagelo es reversible y la
modulacion depende de las sefales del medio ambiente, o que permite a la bacteria

dirigirse hacia condiciones mas favorables (Sowa y Berry, 2008).

w

Filamento
ME I
PG
Cuerpo basal o

MI 1 I motor reversible

Aparato

exportador

Figura 3. Estructura basica de un flagelo bacteriano.

ME (Membrana Externa), PG (Peptidoglicano), Ml (Membrana interna) Modificado de
(Minamino et al., 2008)

Algunas bacterias producen un solo flagelo polar, que puede presentarse envuelto
(Vibrio cholerae o Bdellovibrio bacteriovorus) o desnudo (Pseudomonas spp. o las
enterobacterias). El flagelo puede estar formado por subunidades de una misma
proteina, como ocurre en E. coli, o de multiples flagelinas, como ocurre en las
especies del género Vibrio (Kirov et al., 2002).

Algunas bacterias como Vibrio parahaemolyticus y Aeromonas sobria poseen un
sistema flagelar doble (el polar fla y el lateral /af), en contraste con las

enterobacterias, donde sélo aparece uno (Merino et al., 2006). Los flagelos laterales
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son los responsables del movimiento llamado swarming. En V. parahaemolyticus,
cuando esto ocurre, se presenta una diferenciacion celular, en la que las bacterias
aumentan de tamafo, contienen multiples copias del genoma y estan
hiperflageladas, a esta célula diferenciada se le llama “swarmer’, los flagelos
laterales de estas formas bacterianas se encuentran desnudos y son propulsados por
la fuerza motriz de protones (a diferencia del polar, que como ya se comento, es
envuelto y funciona por medio de una fuerza motriz de iones Na*). El resultado de
esta diferenciacién celular es la rapida colonizacion de superficies (Stewart y
McCarter, 2003a).

La organizacion genética responsable de la aparicién de los flagelos se ha estudiado
extensamente en E. coli, se sabe que hay aproximadamente 35 genes involucrados.
En V. parahaemolyticus los dos sistemas flagelares tienen genes homodlogos a los
encontrados en E. coli sin embargo, también existen algunas diferencias en cuanto a
la organizacion y regulaciéon de los mismos (Kim y McCarter, 2007). En V.
parahaemolyticus los genes del flagelo polar estan localizados en el “cromosoma”
grande y todos los genes del flagelo lateral estan en el “cromosoma” pequefio,
teniendo en ambos casos el mismo contenido de G-C que el resto del genoma. En
contraste, los genes relacionados con la quimiotaxis se encuentran distribuidos en
los dos “cromosomas”. Todos los sistemas flagelares que se han estudiado
presentan un sistema complejo de regulacién, debido al elevado costo energético

que representa construir y hacer funcionar un flagelo. En este sistema tienen un
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papel fundamental las proteinas llamadas H-NS (proteinas que se unen a ADN tipo

histona)(Merino et al., 2006).

1.6.4. Pili tipo IV

La adherencia a superficies es una propiedad comun de las bacterias que les permite
tener diversos estilos de vida, permitiendo a la misma especie colonizar diferentes
nichos. En una gran variedad de bacterias existen estructuras filamentosas
conocidas como pili o fimbrias. Existen diversos tipos, el tipo IV se distinguen de
otros por ser polar y tener secuencias conservadas en la proteina estructural (la
pilina). Esta ultima esta sujeta al mismo mecanismo proteico de ensamble de las
bacterias Gram negativas, recientemente descrito en Gram positivas y algunas
cianobacterias (Pelicic, 2008). Se les atribuyen funciones multiples, adherencia a
superficies, agregacion bacteriana, transferencia horizontal de material genético,
facilitan la formacién de microcolonias y biopeliculas. Algunos pueden ser receptores
ra bacteriofagos, ayudan a la evasion de la respuesta inmune y también se ha
descrito que participan en la sefalizacion celular, ademas de estar implicados en
otros tipos de movilidad (twitching) (Wall y Kaiser, 1999; Xicohtencatl-Cortes et al.,
2009).

En las bacterias patogenas del género Vibrio, esta estructura es reconocida como un
factor de virulencia, en V. wulnificus tiene una participacion importante en la
colonizacion de superficies, formacion de biopeliculas y la adherencia a células

epiteliales humanas (Paranjpye y Strom, 2005).
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En V. cholerae se ha detectado la presencia de por lo menos 3 diferentes pili tipo 1V,
el primero de ellos en ser descrito, se encuentra en la isla de patogenicidad de Vibrio
1 (VPI1) llamado TCP (pili corregulado con la toxina), cuya funcién es ser factor de
colonizacion esencial; ademas, se ha visto que es el receptor del bacteriéfago
filamentoso CTX¢ portador de los genes de la toxina colérica (Karaolis et al., 1999),
el TCP favorece la colonizacion del intestino, debido a que colabora en las
interacciones bacteria-bacteria durante la formacion de la microcolonia (Reidl y
Klose, 2002). Se ha descrito la presencia de otro gen que codifica para un pili tipo IV
llamado pil A, homodlogo del gen pil A en estructura y funcién al de V. vulnificus
(Fullner y Mekalanos, 1999), los genes implicados en la sintesis de esta estructura es
similar a la presentada por Pseudomonas spp. y Aeromonas spp.

Adicionalmente, V. cholerae cuenta con un tercer juego de genes que codifican para
otro pili tipo IV llamado hemaglutinina sensible a manosa (MSHA), la cual esta mas
relacionada con la adherencia a superficies abiéticas ya que se expresa solo cuando
la bacteria se encuentra en el medio ambiente (Hsiao et al., 2009; Marsh y Taylor,

1999).

1.6.5. Sistema de secrecion tipo Il

Las bacterias Gram negativas secretan una variedad de proteinas en el espacio
extracelular, las cuales requieren de un sistema de secrecion que esta disenado
especificamente para el transporte de macromoléculas a través de las dos
membranas biologicas. Estas vias se han clasificados en cinco grupos principales:

tipo I, II, lll, IV y autotransportadores. La clasificacion se basa en la naturaleza
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molecular de las maquinarias de transporte y las reacciones que éstas catalizan
(Ham y Orth, 2012).

Estos grupos se pueden subdividir en dos clases dependiendo del mecanismo que
se utilice para el transporte a través de la membrana plasmatica. Las vias SEC
dependientes, que utilizan el sistema de secreciéon denominado SEC en el que las
proteinas a secretarse presentan una secuencia sefal o péptido lider en el extremo
amino-terminal; y las SEC independientes en la que los sustratos se pueden
translocar directamente desde el citosol hasta el exterior celular sin que exista un
intermediario periplasmico, ni una secuencia sefial en el amino terminal (Denks et al.,
2014)

Las vias de secrecion tipo Il y IV son SEC-dependientes. Estas vias involucran una
etapa separada de transporte a través de la membrana interna antes de transportar a
través de la membrana externa, mientras que difieren en la manera en que las
proteinas son transportadas a través de la membrana externa. La exportacion al
periplasma se produce a través del sistema SEC en ambos casos. Una parte de la
proteina de exportacion dependiente de SEC, consiste en una subunidad pequefia
(cerca de 30 aminoacidos) y mayoritariamente hidrofébica, secuencia sefial amino-
terminal en la proteina exportada. La secuencia sefal ayuda a la exportacion de la
proteina y se escinde por una peptidasa sefial periplasmica cuando la proteina
exportada llega al periplasma (Denks et al., 2014).

Los autotransportadores presentan una via SEC dependiente ya que utilizan la

maquinaria SEC para atravesar la membrana interna; sin embargo, las proteinas no
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requieren de factores adicionales para transitar del periplasma hacia el exterior
celular, como su nombre lo indica, dirigen su propia exportacion. El extremo carboxilo
terminal de la proteina dirige la secrecion de la region amino terminal a través de la
membrana externa (Ham y Orth, 2012).

Las vias de secrecion | y Ill son SEC independientes, por lo tanto no implican el
procesamiento amino-terminal de la proteina secretada. Ademas, la secrecion de la
proteina a través de la ultima via se da en un solo paso sin la presencia de
intermediarios periplasmicos (Hueck, 1998).

Estudios recientes muestran que existen mecanismos de virulencia comunes entre
diversos patogenos, uno de estos mecanismos es el sistema de secrecion tipo |l
(SSTIIN, el cual juega un papel crucial en la interaccién hospedero-patégeno (Vilches
et al., 2004).

El SSTIIl es un complejo macromolecular que transloca un gran numero de proteinas
llamadas efectoras dentro de las células eucariotas del hospedero. Una vez dentro
del citoplasma, muchos efectores imitan la estructura y/o funcién de las proteinas
eucarioticas con el fin de manipular la cascada de sefalizacion y por lo tanto juegan
un papel fundamental en la colonizacion, la invasion, la supervivencia y la virulencia
(Tosi et al., 2013).

Homologos del SSTIII se han descrito en muchas especies bacterianas Gram
negativas, incluyendo patdégenos como algunas especies de los géneros Bordetella,

Chlamydia, Erwinia, Vibrio, Pseudomonas, Ralstonia, Rhizobia, Salmonella, Shigella,
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Xanthomonas y Yersinia, asi como en Escherichia coli (Coburn et al., 2007; Denks et
al., 2014; Hueck, 1998).

En el SSTIIl es altamente conservado entre las bacterias que lo poseen, mientras
que las proteinas secretadas por estos mismos, son muy divergentes y la variedad
de enfermedades causadas por estos patégenos en diferentes hospederos es reflejo
de la multitud de proteinas secretadas (Aagesen et al., 2013; Altindis et al., 2015;
Hiyoshi et al., 2015; Tosi et al., 2013). Muchos patdgenos Gram negativos pueden
adquirir el SSTIII a través de algun mecanismo de transferencia horizontal de genes,
lo anterior se sustenta en la observacion de que estos sistemas a menudo se
codifican en elementos extracromosdmicos como plasmidos de virulencia o dentro de
las islas de patogenicidad (PAls) (Park et al., 2004b).

El SSTIII es una estructura compleja constituida por aproximadamente 20 proteinas
bacterianas (Coburn et al., 2007), estos componentes se pueden dividir en al menos
dos grupos, uno que consta de proteinas de membrana externa (ME), incluyendo una
proteina con secuencia similar a la familia de las secretinas de los transportadores de
proteinas, ademas de varias lipoproteinas menos conservadas. El otro grupo consta
de varias proteinas integrales de membrana que comparten una similitud significativa
con los componentes del aparato de biosintesis flagelar de bacterias Gram negativas
y Gram positivas (Hueck, 1998). Las proteinas que conforman el SSTIIl se
denominan proteinas estructurales. Proteinas llamadas “translocadores” cumplen la
funcién de translocar proteinas dentro del citoplasma de la célula hospedera; los

efectores, son los factores de virulencia que inducen los cambios en la célula
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huésped, lo que permite al patdégeno la invasion para colonizar, multiplicarse y en
muchos casos la persistencia cronica en el hospedero (Coburn et al., 2007).

El cuerpo basal del aparato de inyeccion o “complejo de aguja” esta compuesto
principalmente de tres proteinas conservadas dispuestas en forma de anillos
concéntricos (Schraidt y Marlovits, 2011). Dos de estos oligdmeros se encuentran
dentro de la membrana interna (Ml), mientras que la secretina forma un oligdmero en
la ME. La porcion de la ME del complejo de aguja esta conectada a la plataforma de
la MI por una estructura tubular (Schraidt y Marlovits, 2011; Spreter et al., 2009). En
el interior, la base de la aguja se asocia a la plataforma de la MI por un “adaptador”,
cuya parte inferior llamada “copa” se orienta hacia el citoplasma (Schraidt y Marlovits,
2011; Veenendaal et al., 2007).

Los efectores son entregados dentro de la copa, después de lo cual se exportan a
través de la cavidad hueca de la aguja (Akeda et al., 2012; Hayes, 1998).

Al entrar a la célula eucariota, los efectores imitan a las proteinas de la célula
hospedera y asi interfieren directamente con los procesos que promueven la
asociacion entre la bacteria y su hospedero, como la internalizacion bacteriana,
manipular el citoesqueleto o atenuar la sistema inmune del huésped (Galan, 2009).
Como en sistema de secrecion tipo |, las proteinas secretadas a través de la via tipo
Il no estan sujetas al procesamiento amino-terminal durante la secrecidén. La
secuencia amino-terminal de la proteina secretada a través de la via tipo Ill no
comparte ninguna semejanza estructural reconocible que podria funcionar como una

sefal de secrecidon comun. Recientemente se ha propuesto que la sefial de secrecion
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reside en la region 5" del mRNA. La proteina secretada requiere pequefas proteinas
citoplasmicas con funcién de chaperonas para proteger los factores secretados de
interaccion prematura de otros componentes del sistema de secrecion.

La secrecidon de proteinas, al menos en algunos casos, es regulada por el contacto
con la superficie de las células blanco (Hueck, 1998).

La nomenclatura de las proteinas del SSTIIl, estd basada en la utilizada para los
componentes de la maquinaria de secrecion de las bacterias del género Yersinia
que fueron en las primeras en que se describieron, incluye las siglas ysc (del inglés
Yersinia secretion). De entre estas, existen 11 proteinas que estan conservadas en
los diferentes SSTIII y comparten similitud con el aparato de exportacion del flagelo.
La mayoria de las proteinas ubicadas en la membrana interna de la célula, estan
relacionadas con los componentes del cuerpo basal del flagelo y existen ademas
algunas proteinas que son citosolicos o periféricos a la membrana y otro grupo no
menos importantes son las enzimas que tienen actividad de ATPasa, las cuales le
brindan al sistema la energia necesaria para funcionar (Hueck, 1998; Kudryashev et
al., 2015).

Los complejos secretores de los factores de virulencia, se han aislado y observado
por microscopia electrénica en Salmonella enterica, Shigella flexneri y recientemente
en E. coli enteropatégena y en bacterias del género Vibrio. La similitud entre los
componentes estructurales de ésta maquinaria entre diversos géneros es notable, lo
cual sugiere la existencia de un mecanismo comun de funcionamiento (Schraidt y

Marlovits, 2011).
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Figura 4. El aparato SSTIII.
Consiste en un par de anillos que proporcionan un camino a través de la membrana
interna y externa de la bacteria. Una estructura en forma de aguja asociados con el anillo
de la membrana externa y proyecciones de la superficie bacteriana, la aguja es hueca y
las proteinas efectoras son transportadas a través del hueco hasta la célula blanco.
Modificado de (Troisfontaines y Cornelis, 2005).

Vibrio parahaemolyticus fue la primer especie del género en la que se reportd la
presencia del SSTIII (Makino et al., 2003). La secuenciacion del genoma de V.
parahaemolyticus revela que posee dos clusters de genes del SSTIII, SSTIIM y
SSTI2 (Ono et al., 2006). Un juego de genes del SSTIII1 fue localizado en el
cromosoma 1, mientras que SSTII2 fue localizado en el cromosoma 2. La
organizacion de los genes de SSTIII1 fue muy similar a la del SSTIII reportada para
especies de Yersinia. En contraste, SSTIII2 no fue particularmente similar a ningun
SSTIII reportado hasta la fecha (Makino et al., 2003). El SSTIII1 se encuentra en la
gran mayoria de las cepas de V. parahaemolyticus, mientras que SSTIII2 de manera

general solo se presenta en cepas KP+ (fendbmeno Kanagawa positivo).
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El analisis del contenido de G/C revelé que en V. parahaemolyticus el SSTIII1 es
constitutivo en la especie, mientras que SSTIII2 ha sido adquirido por transferencia
horizontal de DNA; de igual forma en estudios recientes se ha encontrado que el
SSTII1 esta involucrado en la actividad citotoxica de la bacteria, mientras que el
SSTIZ2, juega un papel importante en la enterotoxicidad y se considera un factor de
patogenicidad importante en la enfermedad diarreica (Park et al., 2004b). Los genes
del SSTIII2 se localizan en una isla de patogenicidad (PAIl) conocida como Vp-PAl
(Izutsu et al., 2008; Makino et al., 2003; Park et al., 2004a).

Se ha observado la presencia de genes homoélogos al SSTIII en otros Vibrios, tales
como V. algynoliticus, V. harveyi, V. tubiashii y V. cholerae serogrupo no O1 y no
0139 (Park et al., 2004b) (Chatterjee et al., 2009b). Mientras que los SSTIIl de V.
alginolyticus, V. harveyiy V. tubiashii estan mas estrechamente relacionados con el
SSTII1 de V. parahaemolyticus, el de V. cholerae es similar al SSTII2 de V.
parahaemolyticus (Dziejman et al., 2005). Esto sugiere que posiblemente mas
especies del género Vibrio cuenten también con SSTIII y que este tiene un papel en
la secrecidn de proteinas en esos organismos durante la interaccién con la célula
eucariote (Park et al., 2004b).

Como ya se mencioné anteriormente, V. parahaemolyticus posee dos juegos de
SSTII, el tipo SSTIIM y el tipo SSTII2. Este ultimo es critico para la virulencia del
organismo y se clasifica en dos distintos filogrupos SSTII12a y SSTII2B. (Okada et
al., 2009), examinaron la distribucion de genes del SSTIIl en especies de Vibrio spp.

diferentes de V. parahaemolyticus, analizaron 32 especies del género y se

24



' Busqueda fenotipica y genotipica de factores de virulencia no descritos en Vibrio mimicus”

detectaron muchos genes relacionados al SSTIII2 particularmente en tres especies,
V. cholerae, V. mimicus y V. hollisae y la mayor parte de los genes esenciales del
SSTIII estuvieron presentes en cepas de V. cholerae y V. mimicus SSTIII2-positivas.
Por otra parte, en V. mimicus se identificaron genes tanto de SSTIlI2a como de
SSTI2B. La organizacion de los clusters de genes del SSTII2 en V. mimicus fue
fundamentalmente similar a la de V. parahaemolyticus y V. cholerae en cepas que

poseen tanto a SSTIlI2a como a SSTIII2B (Matsuda et al., 2010).
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Il. ANTECEDENTES

Previamente, en un trabajo anterior se describid factores asociados a la virulencia de
V. mimicus, como hemolisinas, proteasas, sideroforos, enterotoxinas y la presencia
de la VPI1 y del fago CTX¢, en la misma coleccion de 20 cepas de V. mimicus
provenientes de la laguna de Pueblo Viejo Veracruz en el Golfo de México.

Por medio de pruebas fenotipicas como medios de cultivo con eritrocitos de carnero
y conejo para determinar la actividad hemolitica, el medio CAS para la deteccion de
sideroforos, medio de leche descremada para determinar proteasas, medio de yema
de huevo para lipasa y lecitinasa, medio con almidon para amilasas y la tincion con
rojo congo para la observacion de la presencia de capsula.(Baffone et al., 2000)

Por medio de la reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR) se buscaron los genes
para la hemolisina (vmhA), fago CTX® (ctxA y zot), VPI1 (tcpA y tox), parte del
operon de aerobactina (iutA ,Inc. iucD) asi como la presencia de un gen considerado
en V. cholerae el regulador maestro de la virulencia (toxR). (Ai y Meng, 2001; Mathur
y Waldor, 2004; Moon et al., 2004; Shinoda et al., 2004)

Se observo, la capacidad citotoxica sobre la linea celular CHO (células de ovario de
hamster chino) y la adherencia sobre células HEp-2 (carcinoma laringeo humano).
Se encontré que el 100% de las cepas, tenian actividad proteolitica, lipolitica y solo el
40% amilolitica, lo que indica que entre los diversos aislados existen algunas

diferencias entre sus capacidades metabdlicas.
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Las veinte cepas resultaron ser p-hemodliticas y poseen el gen de la hemolisina
vmhA, algunos autores mencionan que este ultimo es buen blanco para la
identificacion de V. mimicus (Shi et al., 2006; Shinoda et al., 2004). La hemolisina
VMH (producto vmhA) se considera un factor de virulencia (Bi et al., 2001; Shinoda et
al., 2004; Zhang y Austin, 2005), presenta actividad de hemolisina/citolisina y forma
poros en la membrana de las células. Estos poros son permeables al agua y a iones
pequefios, como Na® y K*, e induce cambios en la polaridad; esta despolarizacion
activa canales para otros iones causando la pérdida de liquido y diarrea (Li et al.,
2005), es por ello que se le considera una toxina (Takahashi et al., 2006). Por otra
parte, no se logré encontrar en ninguna cepa al fago CTX®, ni a la VPI-1, hasta el
momento no se han postulado las funciones o ventajas que confiere a V. mimicus la
presencia del fago y la PAI, salvo la capacidad de ser toxigénicas y causar un cuadro
clinico similar al célera (Campos et al., 1996). También se demostré que todas las
cepas estudiadas presentan el gen toxR que (Provenzano y Klose, 2000; Shinoda et
al., 2004) reportan en todas las especies del género Vibrio y que codifica para una
proteina transmembranal del sistema de dos componentes, que regula muchas de
las funciones de virulencia en V. mimicus y V. cholerae. Su presencia faculta a V.
mimicus para regular tanto funciones de virulencia propias como para cambiar el
patron de expresion de proteinas de membrana externa ante estimulos del ambiente,
favoreciendo la colonizacién del intestino, la expresion de la hemolisina y la movilidad
del flagelo (Skorupski y Taylor, 1997) ademas de las funciones de virulencia

obtenidas a través de un evento de transferencia horizontal.
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El 40% de las cepas producen sideréforos (moléculas que captan hierro del medio
ambiente inmediato) de tipo hidroxamato en medio CAS a pesar de que en todas
ellas se demostré que poseen los genes del operdon de aerobactina. El papel de los
sideroforos como factores de virulencia es muy controvertido, en otras bacterias
como Klebsiella pneumoniae, Shigella spp. y Escherichia. coli invasivas, las bacterias
pierden su patogenicidad al perder el operdn de aerobactina. Esto indicaria que los
mecanismos de captacion de hierro son un factor clave durante el proceso de
infeccion del hospedero, lo que haria de los sideréforos un posible blanco para el
disefio de nuevos medicamentos (Tanabe et al., 2010).

La presencia de capsula es un factor de virulencia que no estaba reportado para V.
mimicus, aunque en ese trabajo se evidencio en el 100% de las cepas estudiadas
(20/20), por medio de la técnica de tincion con Rojo Congo. Del mismo modo, la
expresion fenotipica se corroboré con evidencia genética. Para ello se eligio el gen
wza, fundamental para la construccion de la capsula donde todas las cepas
amplificaron un producto de 500 pb cuya secuencia es homologa al gen wza de V.
cholerae. Por otra parte el 75% de las cepas presentaron efecto citopatico a las 3
horas de exposicion al sobrenadante filtrado, observandose destrucciéon de la
monocapa a las 6 horas de exposicion. Los filtrados mostraron titulos desde 1:3
hasta 1:81. no se tenia antecedente sobre el efecto que produce V. mimicus en la
linea celular CHO, la unica informacion similar era el reporte de un efecto citotoxico
sobre las lineas Y-1 (Campos et al., 1996), CHSE-214 (Lee et al., 2002) y T84(Li et

al., 2005). En todos estos casos se reporta la destruccion de la monocapa. Se
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encontrd que todas las cepas presentaron adherencia a la linea celular HEp-2, con
un patron de tipo agregativo. En V. mimicus la capacidad de adherirse a las células
del intestino es un proceso multifactorial y se ha visto que las proteinas de la
membrana externa, varias proteasas y el lipopolisacarido (LPS) tienen capacidades
como hemaglutininas (Alam et al., 2006). Todos estos resultados indican que las
cepas de V. mimicus aisladas de alimentos poseen la capacidad de producir factores

asociados con la virulencia.
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lILPLANTEAMIENTO DE LA PREGUNTA DE

INVESTIGACION

¢ Es posible que cepas de V. mimicus aisladas en nuestro pais presenten factores de
virulencia aun no descritos? Y de ser asi ¢Cual es su papel en el mecanismo de

patogenicidad?

IV. HIPOTESIS

Algunas especies patdogenas del género Vibrio presentan estructuras como
capsula, pili, flagelo lateral, biopelicula y sistema de secrecion tipo |lIl,
considerados factores de virulencia. Si, en V. mimicus se demuestra la existencia
de éstas estructuras, entonces se obtendran nuevos elementos para postular un

posible mecanismo de patogenicidad.
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V.OBJETIVOS

V.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar fenotipica y genotipicamente la presencia de factores de virulencia aun

no descritos para Vibrio mimicus.

V.2. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Definir si V. mimicus presenta capsula, y los genes asociados a la biosintesis
de polisacaridos.

2. Determinar si V. mimicus tiene la capacidad de producir una biopelicula en un
modelo “in vitro”.

3. Evaluar si V. mimicus presenta flagelos laterales, asi como los genes
homodlogos a los descritos en otras especies del género Vibrio.

4. Determinar si V. mimicus posee un pili tipo IV.

5. Buscar marcadores del sistema de secrecion tipo Il en V. mimicus y

determinar a qué subtipo pertenecen.
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VI. JUSTIFICACION

Vibrio mimicus es el cuarto patégeno mas importante dentro del género Vibrio, sin
embargo, se desconocen algunos aspectos asociados con su patogenicidad, como la
capsula, pili, flagelo lateral, biopelicula y el tipo de sistema de secrecién tipo lll, que
presenta. Por lo que es de nuestro interés, identificar dichas estructuras en una
coleccion de cepas nativas de México para tener nuevos elementos sobre las
interacciones que tienen esta bacteria con su medio ambiente inmediato y su posible

mecanismo de patogenicidad.
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Figura 5. Diagrama general de trabajo.
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VIl. METODOLOGIA.

VIl.L1.  CEPAS

Se trabajoé con 20 cepas de Vibrio mimicus aisladas de la laguna de Pueblo Viejo,
Veracruz: 6 de muestras de agua, 5 de pescado y 9 de ostion. Ademas se utilizaron 8
cepas de coleccion como testigos (Cuadro 1).

Cuadro 1. Cepas testigo

Cepa Caracteristicas
Vibrio mimicus ATCC 33653 vmhA+, iutA+,vm toxR+,CTX®-,VPI1-.
Vibrio vulnificus ATCC 29307 vwhA+, wioxR+, pilA+, viuB+,wza+

Vibrio cholerae O1 Ogawa CLBM-ENCB hly+, vctoxR+, CTX®+,VPI1+.

Vibrio cholerae O1 Inaba CLBM-ENCB  hly+, vctoxR+, CTX®+,VPI1+.

V. parahaemolyticus CAIM 727 O3:K5 tdh +, trh- SSTIII tipo 2 p +

V. parahaemolyticus clinica SSTIII tipo 2 o + tdh+,

Listeria innocua ATCC 33090 No posee pili

Shigella flexneri CLBM-ENCB Inmovil, no formadora de biopelicula

CLBM-ENCB = Coleccién del Laboratorio de Bacteriologia Médica de la Escuela Nacional de Ciencias

Bioldgicas. CAIM = Coleccion de microorganismos de importancia acuicola del CIAD Mazatlan

A las cepas de la coleccion se les confirmé pureza y posteriormente su identidad por

medio de pruebas bioquimicas y la amplificacion por PCR del gen vmhA.
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VII.2. METODOS GENERALES

VIl.2.1. Obtencién de ADN gendémico

Las cepas se cultivaron en caldo Luria Bertani y se incubaron a 37 C durante 24
horas sin agitacion. Para obtener el ADN se empled el sistema Wizard® Genomic
DNA Purification Kit, de la casa comercial PROMEGA®, siguiendo el protocolo

indicado por el proveedor.

VIl.2.2. Amplificacion de los genes por la técnica de PCR.

VII.2.2.1. Diseno de iniciadores y analisis bioinformatico

Para el disefio de los iniciadores, se hizo una busqueda en la base de datos del
GenBank y con el algoritmo BLAST del NCBI, (URL 3) para obtener las secuencias
de los genes homdlogos relacionados con las estructuras descritas en otros
patdogenos del género, posteriormente se hizo el andlisis bioinformatico
correspondiente utilizando el paquete DNASTAR® version 7.1 de Lasergene, el
programa Seaview 4.32 para encontrar regiones comunes entre las diferentes
secuencias y buscar el loci adecuado para los iniciadores considerando los

nucleodtidos variables.

VIl.2.2.2. Mezcla de reaccion

Se prepard la mezcla de reaccion con: 34.95 uL de agua destilada estéril, 5 uL de
regulador 10x (200 mM Tris-HCI pH 8.4 y 500 mM KClI), 2.5 uL de MgCl, 50mM, 0.25

uL de la mezcla de dNTP (10 mM), 2.5 uL de cada iniciador (1 nM), 0.3 uL de Taq
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polimerasa (5 U/uL) y 2 uL de la soluciéon que contiene el ADN (aproximadamente
100 ng). El volumen total de la mezcla de reaccion sera de 50 ulL. Las reacciones de
PCR se estandarizaron y se desarrollaron en condiciones estandar en un
termociclador, MultiGene Gradient DNA Thermal Cycler MIDSCI. Las condiciones de
los ciclos tiempos y temperaturas utilizados para cada gen se determinaron con base

en las caracteristicas particulares de cada uno de los iniciadores que se disefiaron.

VIl.2.2.3. Corrimiento electroforético

Se prepararon geles de agarosa desde 1% hasta 1.5% (p/v) dependiendo del tamafio
del amplificado. Se mezclaron 4 uL del producto de PCR con 1.5 uL del regulador de
carga [azul de bromofenol (0.25%), sacarosa (40%) y xileno cianol (0.25%)] y 9 uL de
agua. Las electroforesis se desarrollaron utilizando regulador Tris-Acido acético
glacial-EDTA (TAE), mediante la aplicacion de 121 V durante una hora. Como
referencia, se empled un marcador de talla molecular de 100 pb (Invitrogen®).

La tincidn de los geles se hizo con el sistema HydraGreen®. Los geles se observaron
en un fotodocumentador Bio-Imagen systems®, que emite luz ultravioleta a una
longitud de onda de 302 nm y se digitalizaron mediante en el programa MBE-IMG®

(Mayor science®).

VII.2.3. Purificacion de productos de PCR a partir de geles de agarosa

Para la purificacion de las bandas de los productos de PCR a partir de un gel de
agarosa se uso el kit ILLUSTRA™ GFX™ PCR DNA and gel band purification kit® de

la casa comercial General Electric®, de acuerdo a las especificaciones del fabricante.
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VIl.2.4. Capsula

* Prueba fenotipica, produccion de exopolisacaridos (Freeman et al.,
1989)
Se cultivdé cada una de las cepas en caldo soya y tripticaseina (TSC) de 18-24
horas a 37°C, posteriormente se sembrd en placas conteniendo agar rojo Congo
y se incub6 24 horas a 37°C.
Transcurrido el tiempo, se describié la morfologia colonial; se evalué tamafio,
color, forma, bordes, elevacion, superficie, aspecto, luz reflejada, luz transmitida e

incorporacion del colorante a la colonia.

* Microscopia electrénica de transmision (Stukalov et al., 2008)

Todas las cepas se cultivaron toda la noche (aproximadamente 12 horas) en agar
glicerol, incubado a 37°C, se hizo una suspension ajustada al tubo 0.5 del
Nefelometro de MacFarland (1.5X10® UFC/mL), en regulador isoténico de fosfatos pH
7, posteriormente se colocaron 20 uL de dicha suspensidén sobre una rejilla de cobre
de 200 mesh con recubrimiento de formvar/carbéon durante 15 minutos.

A continuacién, se elimind el excedente por medio de papel filtro, y se adiciond
solucién de rojo de rutenio al 1% para contrastar las diferentes preparaciones y se
dejo interactuar durante 10 minutos para contrastar. Se hizo un lavado con el mismo
regulador y se dej6é secar a temperatura ambiente toda la noche. Las muestras
fueron observadas en un microscopio electronico de transmisiéon JEOL JEM-1010

Electronic microscope.
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* Prueba genotipica
Se disenaron los iniciadores especificos para amplificar un gen homélogo a wzb
(implicado con la sintesis y exportacion del polisacarido capsular) Cuadro 2, a partir
de las secuencias reportadas en el GenBank para V. cholerae y V. vulnificus, se hizo
un alineamiento y se buscaron regiones conservadas. Posteriormente se estandarizo
la reaccion de PCR y obtenido el producto se purificd y se envié a secuenciar al
Laboratorio Divisional de Biologia Molecular de la UAM-Iztapalapa; cuando se obtuvo
dicha secuencia, se analizé por medio de bioinformatica para evitar errores y se
compard contra la base de datos utilizando el programa BLAST para verificar su

identidad.

VII.2.5. Biopelicula

. Prueba fenotipica, produccién de biopelicula in vitro (O'Toole, 2011)

Se cultivd cada una de las cepas en caldo TSC de 18-24 horas a 37°C.
Posteriormente cada cultivo se centrifugd y se resuspendid en medio de cultivo
fresco con una concentracion de 3X10% UFC/mL. Finalmente, se colocaron 3 mL de
la suspensidn bacteriana, en placas de poliestireno de 6 pozos que se incubaron a
37° C durante 24 horas.

Transcurrido el tiempo de incubacion, se elimind el medio de cultivo de cada uno de
los pozos, teniendo cuidado de no romper la biopelicula, se lavé con agua destilada y

se fijaron con glutaraldehido al 2.5%, posteriormente se lavaron de nuevo para
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después tefiir con cristal violeta al 0.4% durante un minuto, se lavan nuevamente en

dos ocasiones y se deja secar al aire.

. Microscopia electrénica de barrido (Shime-Hattori et al., 2006)
En una placa de poliestireno de 6 pozos se colocan cubreobjetos de vidrio redondos
en el fondo, se hace el mismo procedimiento del experimento anterior para que se
produzca una biopelicula, luego se retiré el medio de cultivo a diferentes tiempos con
precaucion para no romper la biopelicula, se lavé con regulador de PBS y se prefijé
con glutaraldehido al 2% durante 2 horas, luego, se lavé 3 veces con solucion de
lavado (amortiguador de fosfatos de Sorensen 50 mL, sacarosa 5g, solucién 1% de
CaCl, 5 gotas). Entonces cada pozo se postfijo con una solucién de tetradxido de
osmio al 1% durante 2 horas, se hicieron 3 lavados mas con solucién de lavado.
Se deshidrataron las muestras agregando alcohol etilico, en concentraciones
crecientes desde 10% hasta el 100%, con cambios cada 10 minutos.
Se dejo reposar 30 minutos en etanol absoluto, haciendo 3 cambios y finalmente se
desmontaron los cubreobjetos de la placa y se secaron hasta el punto critico en un
secador. Los cubreobjetos, se montaron sobre portamuestras de aluminio y se
cubrieron con oro con una ionizadora Desk Il Denton Vacuum y se observaron con
diferentes aumentos en un microscopio electrénico de barrido JEOL JSM-5800LV

Scanning microscope.
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* Prueba genotipica
Se disenaron iniciadores especificos (Cuadro 2), para V. mimicus a partir de las
secuencias reportadas en el GenBank para el gen rbmA, de V. cholerae, que codifica
para una proteina estructural esencial que le da soporte la biopelicula.
Una vez estandarizada la reaccion de PCR y obtenido el producto se envio a
secuenciar al mismo lugar que el anterior y se hizo el analisis bioinformatico

correspondiente.

VIl.2.6. Presencia del flagelo lateral

* Prueba fenotipica, ensayo de swimming y swarming (Canals et al.,

2006)
Las cepas fueron inoculadas en caldo TSC con 1% de NaCl, que se incubo durante
24 horas a 37°C, posteriormente, se tomaron 10 uL del cultivo y se inocularon en el
centro de una caja de Petri, en un medio que contenia 0.3% de agar para observar el
fendmeno de swimming y 0.6% de agar para observar el swarming. Las cajas se
incubaron a 37°C durante 72 horas y se observaron las caracteristicas y el tipo de

crecimiento.
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* Microscopia electrénica de transmision (Tian et al., 2008).
A partir de una caja de Petri que presentaba crecimiento caracteristico como el del
experimento anterior (swarming), se tomd una porcion del crecimiento y se coloco
sobre una gota de regulador de fosfatos pH 7 en una rejilla de cobre de 200 mesh
con recubrimiento de formvar/carbén. A continuacion, se absorbié el excedente con
papel filtro y se contrasté con una solucion de acido fosfotungstico pH 7 al 0.1%
durante 10 minutos. Las muestras fueron sometidas a un lavado con regulador y se
dejo secar a temperatura ambiente toda la noche para su posterior observacion al

microscopio electronico de transmision.

* Prueba genotipica
Los iniciadores para poner de manifiesto el gen homdélogo a la flagelina lateral (/afA)
de V. mimicus se disenaron a partir de las secuencias depositadas en el GenBank de
V. alginolyticus y V. parahaemolyticus (Cuadro 2). Una vez que se estandarizo la
reaccion de PCR, y se obtuvo el producto purificado se envié a secuenciar al mismo
lugar que los demas y se analizé por métodos bioinformaticos para corroborar la

identidad del mismo.
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VII.2.7. Presencia del pili tipo IV

* Prueba fenotipica, ensayo de autoaglutinacion (Chiang et al., 1995)
Las cepas fueron inoculadas en caldo TSC adicionado con 1% de NaCl en matraces
y fueron incubadas a 37° C por 18 horas en agitaciéon. Posteriormente, cada uno de
los matraces fue iluminado con una lampara para buscar la presencia de agregados
de crecimiento bacteriano sobre el seno del liquido, dichos agregados se consideran

autoaglutinados, fendmeno que se correlaciona con la presencia de pili tipo V.

* Microscopia electrénica de transmision (Paranjpye y Strom, 2005).

A partir de un cultivo de toda la noche (12 horas aproximadamente) en caldo TCG
(1% bactotriptona, 0.3% extracto de levadura, 0.5% NaCl, 0.3% NaHCO3, 0.02%
tioprolina, 0.1% L-acido glutamico, 1 mM EGTA), se hizo una suspension ajustada al
tubo 0.5 del Nefeldémetro de MacFarland (1.5X10® UFC/mL), en regulador isotdnico
de fosfatos pH 7, posteriormente se colocaron 20 uL de dicha suspension sobre una
rejilla de cobre de 200 mesh con recubrimiento de formvar/carbén durante 15
minutos.

A continuacién, se retira el excedente con papel filtro y se coloc6é una solucién de
acido fosfotungstico al 1% pH 7.3 durante 10 minutos para contrastar la muestra.

Se hizo un lavado con agua destilada y se dej6é secar a temperatura ambiente toda la

noche para su posterior observacion al microscopio electronico de transmision.

42



' Busqueda fenotipica y genotipica de factores de virulencia no descritos en Vibrio mimicus”

* Prueba genotipica
Se disefaron los iniciadores para amplificar regiones homodlogas a los genes pilA y
pilB en V. mimicus a partir de las secuencias reportadas en el GenBank para V.
cholerae, y V. vulnificus (Cuadro 2). Una vez estandarizada la reaccién de PCR, y de
que se obtuvo el producto de PCR purificado, fue enviado a secuenciar y cuando se

obtuvo la secuencia se hizo el analisis bioinformatico correspondiente.

VII.2.8. Deteccion del de SSTIII (sistema de secrecion tipo 3) y tipificacion

(Okada et al., 2010).

Para poner de manifiesto y tipificar el SST3 en V. mimicus, se utilizaron los
iniciadores reportados por Okada y colaboradores en 2010 donde por medio de la
amplificacion por PRC de genes esenciales para el correcto ensamblaje y
funcionamiento del sistema (Cuadro 2) se pretende en primer lugar observar si la
colecciéon de cepas de V. mimicus tiene un SST3 y de ser asi, los iniciadores son
capaces de diferenciar un subtipo espacial del SST3. Se estandarizaron las
reacciones de PCR de acuerdo a las condiciones del autor y una vez obtenidos los

productos se hizo el analisis correspondiente.
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Cuadro 2 Lista de iniciadores usados en este trabajo

Gen Numero Forward Reverse Tamaiho
GenBank
wzb | KJ916244 5 GAGTTTTTTTACCCAAGCCGC 3’ 5 TAGTCGTCTGCGTTGGCAATAT 3’ 804 pb
rbmA | KJ916243 5 CRCCMGCWGGATAGCTTTTA 3 5'CARCGGCTTCTTWTGCRG 3’ 304 pb
lafA | KJ916241 5" CGCTTCACTCGTTACTCAA 3’ 5 GGCCTTCGTCACCTGTT 3’ 599 pb
pilA-B | KJ916242 5" GTGGTGGCRRTKATTGGTGT 3’ 5 TGGTTGATAAAGCGGCTAAC 3’ 900 pb
vsco N/A 5'CCATTTCTTGGAGGGTTTC 3’ 5 AGTGAAGGAGTVGTATCAAG 3’ 1500 pb
vscp N/A 5 TCATATCAAGACACCGTCCG 3’ 5'CAACTCCGTCAAACCCTTGC 3’ 700 pb
vera N/A 5'CCAGCAGTGTGATGATTGC 3’ 5'CGACGACAGGTTTCGAACC 3’ 1500 pb
verf N/A 5'GGTAACACTGCCTGGTGTGGTCATCG 3" | 5'GTCTCTCAAAGTCCAAACTCACCTGC 3" | 400 pb

pb = Pares de bases, N/A. no aplica
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VIIl. RESULTADOS

VIIl.1. PRESENCIA DE CAPSULA

La produccion de exopolisacaridos se evidencio por medio de la morfologia colonial
de las cepas en agar rojo Congo, en donde se encontrd la siguiente morfologia en
todas las cepas de la coleccidon: colonias de color rojo o rosa debido a la
incorporacion el colorante a la colonia, circulares, con borde entero, convexas, lisas
de aspecto humedo, que reflejan la luz pero no la trasmiten es decir son colonias
opacas, fenotipo que concuerda con uno de los 3 fenotipos reportados para esta
metodologia,(, y translucidas que no producen exopolisacaridos) como se observa en
la figura 6. En la figura 6A observamos colonias rugosas que son hiperproductoras
de exopolisacaridos y corresponden a nuestro testigo de V. cholerae, en la figura 6C
observamos colonias opacas lisas que producen exopolisacaridos que es nuestro
testigo de producciéon de capsula (V. parahaemolyticus) y cuya descripcion de
morfologia colonial concuerda con la presentada por las cepas de V. mimicus como
se observa en la figura 6B y 6D. Lo que sugiere que dichas cepas, pueden producir

polisacaridos extracelulares, como una capsula o una biopelicula.
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Figura 6. Morfologia colonial observada en agar rojo Congo.
A. Vibrio cholerae O1 Inaba (testigo positivo colonia rugosa) B. V. mimicus ATCC 33653 C. V.
parahaemolyticus CAIM 727 (testigo positivo colonias opacas), D. Aislamientos de V. mimicus
(morfologia opaca).
Al desarrollar la prueba genotipica, se esperaba un amplificado de PCR de
aproximadamente 421 pb, correspondiente a parte del gen wzb, el cual amplifico en
nuestro testigo de V: cholerae Ogawa y posteriormente todas las cepas de la

coleccion, como se observa en la Figura 7. Lo que indica que en las cepas de V.

mimicus existe un gen homologo al wzb de V. cholerae.

46



1

' Busqueda fenotipica y genotipica de factores de virulencia no descritos en Vibrio mimicus

M1 3 9 14Vm

Figura 7. Electroferograma del producto amplificado de los genes wzb.
M= marcador de talla molecular 100pb, 1,3,9,14 V. mimicus; Vm V. mimicus ATCC; O
Vibrio cholerae serotipo Ogwa

Posteriormente se purificd dicho producto de PCR y se mandod secuenciar y cuando
fue obtenida dicha informacion, se hizo el analisis BLAST, el cual indicé que el
fragmento amplificado tiene 97% de identidad con una regién que se encarga de
sintesis de la capsula en V. cholerae (figura 8), lo que confirma nuestros resultados.
Posteriormente se mandé la secuencia para su analisis y validacion al GenBank en

donde se le asigno el numero de secuencia KJ916244.

©Graphic Summary
Distribution of 1 Blast Hits on the Query Sequence
Mm over to see the define, click to show alignments \
Color key for alignment scores
<40 4050 50-80 80-200 »=200
Query W
1 70 140 210 280 350
EDescriptions

Legend for links to other resources [ uniens 3 6£0 [ Gene B strcture [ Map Viewsr B pubChom BioAssay

producing

Accession | Description | Maxscors | Totalscore | Quervcoverage | Evalue | Maxident |

RQALSIZZL  Vibrio cholerae strain NRT36S capsule/O-antigen biogenesis region s 38 95% le-149 3%
Figura 8. Resultado del analisis BLAST para la secuencia del gen wzb de V. mimicus
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Finalmente, se obtuvo la microfotografia de la capsula por medio de la microscopia
de transmision utilizando el rojo de rutenio como medio de contraste ya que éste
tiene afinidad por los carbohidratos, como se observa en la figura 9, se puede
apreciar el cuerpo de la bacteria con la forma de bacilo curvo caracteristica del
género, rodeada de una zona electrodensa de color mas obscuro que corresponde al

polisacarido capsular.

Figura 9. Microscopia electrénica de transmisién, donde se observa la capsula de V.
mimicus contrastada con rojo de rutenio. Barra= 500nm. Aumento 20,000 y 25,000 X

respectivamente.
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VIIl.2. FORMACION DE BIOPELICULAS

Al hacer el ensayo cualitativo para la formacién de biopeliculas, se encontré que el
100% (20/20) de las cepas de V: mimicus fueron capaces de formar una biopelicula
sobre la superficie del liquido de cultivo, misma que se puede apreciar en color
violeta en la figura 10, también dicha pelicula aparece en los testigos de V. cholerae
Ogawa y V. parahaemolyticus situacion que no se aprecia en el testigo negativo que

era Shigella flexneri.

Figura 10. Produccion de biopeliculas. A. Vibrio cholerae O1 Ogawa (testigo positivo) B.
V. parahaemolyticus CAIM 727 (testigo positivo) C Shigella flexneri CLBM-ENCB (testigo
negativo) D. V. mimicus ATCC 33653. E. Aislamientos de V. mimicus.
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De manera paralela, se tomaron fotografias de la biopelicula formada por V. mimicus
en el microscopio de contraste de fases y de contraste diferencial de interferencia sin
tefir ,con la intencion de apreciar las estructuras tridimensionales de la biopelicula
como se aprecia en la figura 11, en donde podemos apreciar de fondo, las bacterias
que estan embebidas en una matriz extracelular, misma que presenta relieve al
observarla, dicho relieve corresponde a las estructuras tridimensionales que forma

esta estructura.

A

Figura 11. Biopelicula de V. mimicus. A. Microscopia estereoscépica 66X. By C.
Microscopia de contraste de fases 100X. D Microscopia de contraste diferencial de
interferencia 100X.

50



' Busqueda fenotipica y genotipica de factores de virulencia no descritos en Vibrio mimicus”

Posteriormente, se hizo la prueba genotipica en donde la reaccién de PCR amplificd
un fragmento de aproximadamente 662 pb, correspondientes a un fragmento del gen
rbmA, que es fundamental para la correcta construccion de esta estructura, el
fragmento fue amplificado en primera instancia por V. choerae Ogawa que fue usado
como testigo positivo y posteriormente se observé un amplificado similar en todas las
cepas de la coleccion lo que indica que V. mimicus tiene un gen homologo al de V.

cholerae encontrando el amplificado en todas las cepas de V. mimicus probadas.

Figura 12. Electroferograma del producto amplificado del gen rbmA. M= marcador de
talla molecular 100pb, 1,3,9,14 V. mimicus; Vm V. mimicus ATCC.

Posteriormente, se purificé dicho producto de PCR y se mandd secuenciar; el
resultado del analisis BLAST revel6 que las secuencias de V. mimicus, tienen una
identidad del 78% contra una secuencia sefialada como genoma de V. cholerae, pero
no indica a qué region o gen en particular, esto se debe a que dicho genoma no se
encuentra anotado, al buscar mas a detalle sobre la secuencia del genoma de V:

cholerae encontramos que la regién con la cual tuvo homologia tiene relacion con la
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produccion de biopelicula en este organismo lo que indica que efectivamente nuestro

amplificado corresponde a un gen homologo al rbmA de V. cholerae.

ED ] In
Legend for links to other resources: (T unicene 3 660 8 Gene Bl Stnctre [ Map Viewer Bl putChem BioAssay

Sequences producing significant alignments:

CPO03069.1 Vibrio cholerae 01 str, 2010EL-1786 chromosome 1, complate seq 221 2 2% 254 8%
CPO01483.] Vibrio cholerae M)+ 1236 chromosome 1, complete sequence wl a2 2% 2e:54 78%
PO012353.1 Vibrio cholerae 0395 chromosome I, complete sequence 21 2 2% 25 8%
CPO01233.0 Vibrio cholerae M66-2 chromosome I, complete sequence 2l 2 2% 54 78%
€P000627.} Vibrio cholerae 0395 chromosome 2, complate genome 2l 2 2% %54 78%
AE00852.1 Vibrio cholerae 01 biovar eltor str, N16961 chromosome I, complet 221 a1 2% 2054 78%
00773975, Synthetic construct Vibrio cholerae clone FLH198707.01F VC0928 221 ul 2% 254 8%
CPO02555.1 Vibrio cholerae LMA3894-4 chromosome I, complete sequence 2 25 2% 1e-52 78%
Figura 13. Resultado del analisis BLAST para la secuencia del gen rbmA de V. mimicus

Posteriormente la secuencia de V. mimicus fue enviada al GenBank para su analisis

y validacion, en donde quedé depositada con el numero de secuencia KJ916243.

Finalmente, se obtuvieron microfotografias de microscopia electrénica de barrido de
las diferentes etapas en la formacién de la biopelicula en V. mimicus, haciendo
preparaciones en diferentes tiempos de incubacion, dichas etapas corresponden a
las mencionadas en la figura 2 (Figura 14 y15). Adicionalmente, en la figura 16,
podemos apreciar algunas estructuras con mayor detalle incluyendo las formas

tridimensionales que puede presentar la biopelicula.
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Figura 14. Etapas en la formacion de una biopelicula de V. mimicus.
A. Adherencia a la superficie B. Formacion de microcolonias C. Produccion de
exopolisacaridos D. Maduracion.
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Figura 15. Biopelicula de V. mimicus. A. Detalle de la microcolonia. By C. Detalles de
una biopelicula madura D. Estructuras tridimensionales de la biopelicula.
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VIIl.3. PRESENCIA DEL FLAGELO LATERAL

VIIL.3.1. Ensayo de movilidad Swimming

Para verificar la funcionalidad del flagelo polar de las cepas aisladas de V. mimicus,
se hizo el ensayo de movilidad tipo swimming, en donde se encontré que el 100%
(20/20) presentaron movilidad tipo swimming a las 24 horas de incubacion, que se
aprecia como crecimiento masivo a partir de un centro de inoculacion como se

aprecia en la figura 16.

Figura 16. Movilidad tipo Swimming. A. V. parahaemolyticus CAIM 727(testigo positivo)
B. Shigella flexneri CLBM-ENC (testigo negativo). C. V. mimicus ATCC 33653. D.
Aislamientos de V. mimicus.
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VIII.3.2. Ensayo de movilidad Swarming

En cuanto a la observacion de un movimiento tipo Swarming, se encontré que el total
de las cepas de V. mimicus (20/20) presentaron esta caracteristica a las 72 horas de
incubacién, caracterizado por anillos de crecimiento concéntricos a partir del punto
de inoculacién como se puede observar en la figura 17, siendo el movimiento de las
cepas de V. mimicus, de menor intensidad que el mostrado por la cepa de V.

parahaemolyticus, pues este tiene una mayor superficie de extension.

Figura 17. Movilidad tipo Swarming. A. V. parahaemolyticus CAIM 727(testigo positivo)
B. Shigella flexneri CLBM-ENCB (testigo negativo) C. V. mimicus ATCC 33653. D.
Aislamientos de V. mimicus. E. Vibrio cholerae O1 Inaba. (testigo negativo)
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El movimiento tipo swarming, se debe a la presencia de flagelos laterales, por lo que
para corroborar la presencia de un segundo sistema flagelar en V. mimicus, se
disenaron iniciadores y se desarroll6 la posterior reaccion de PCR para el gen que
codifica para la flagelina lateral, /afA (proteina que forma los flagelos laterales)
esperando un amplificado de 599 pb, el cual se observd en el 100% (20/20) de las

cepas, mismo que se purificd y se mandoé secuenciar (Figura 18).

Figura 18. Electroferograma del producto amplificado del gen lafA. M= marcador de talla
molecular 100pb, 1-5 V. mimicus; Vm V. mimicus ATCC 33653; In Vibrio cholerae serotipo
Inaba, Og Vibrio cholerae serotipo Ogawa, Vv, Vibrio vulnificus ATCC 29307.

Después de purificar y mandar secuenciar dicho amplificado, por medio de un
analisis BLAST, se encontré que tiene similitud del 85% y 80% con la secuencia del
gen lafA de V. harveyiy de V. alginolyticus respectivamente, como se aprecia en la
Figura 19, lo que nos indica que V. mimicus presenta un doble sistema flagelar

(figura 19).
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¥ Descriptions
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Sequences producing significant alignments:

Max Total Query = E Max
Accession Description score — value ident
CP000780.1  Vibrio harveyi ATCC BAA-1116 chromosome II, complete sequence 230 230 39% 1e-56 85%
EF634326.1 Vibrio alginolyticus LafA (1afA) gene, complete cds 172 172 40% 2e-39 80%
Figura 19. Resultado del analisis BLAST para la secuencia del gen /afA de V. mimicus

Posteriormente la secuencia fue depositada en el GenBank en donde se le asigno el

numero de secuencia KJ916241.

Adicionalmente, se hicieron preparaciones en fresco a partir del crecimiento tipo
swarming, que fueron observadas por medio de un microscopio de contraste de
faces a 1000X, en donde se observo la presencia de dos morfologias microscoépicas,
una de ellas corresponde a los bacilos curvos moviles y la otra eran células muy
grandes que presentaban un patron de movimiento distinto al resto de las células
pequenas. (Figura 20), lo que indicé que al igual que como ocurre en V.
parahaemolyticus para expresar el flagelo lateral V. mimicus se puede diferenciar a
una célula gigante poliflagelada llamada swarmer, que corresponderia con las

observaciones hechas.
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Figura 20. Preparacién en fresco del crecimiento tipo swarming de V. mimicus, las
flechas indican las células gigantes.

Para corroborar dicho fendémeno, se hicieron observaciones al microscopio
electronico de transmision, donde se pudieron observar células de V. mimicus que
presentan multiples patrones de flagelacion en las 20 cepas de estudio asi como en
la cepa ATCC, como se ve en la figura 21, se lograron observar células con el flagelo
polar caracteristico, células que presentaban un mayor tamano que el promedio,
células de hasta 9 micras de largo y poliflageladas “swarmer’ (figura 21) ademas de
células poliflageladas de tamafio normal que presentan un mechén o penacho de

flagelos (flagelo lofétrico) como se ve claramente en la figura 22.
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| -

Figura 21. Microscopia electronica de transmision, donde se observan el flagelo lateral
de V. mimicus Aumento 15,000 y 25,000 X respectivamente.
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D

¥ S' ==

Figura 22. Distintos patrones de flagelacion de V. mimicus. lzquierda V. mimicus
ambiental poliflagelado no diferenciado Bar= 500 nm . Detalle del mechén de flagelos
Bar= 100 nm. Derecha. Flagelos laterales de V. mimicus ambiental diferenciado tipo

“swarmer’ Bar=500 nm.Detalle de los flagelos laterales Bar=100 nm

VIIl.4. PRESENCIA DEL PILI TIPO IV

Para poner en evidencia la presencia de un pili tipo 1V, se observo el fenbmeno de

autoagregacion, mismo que se ha correlacionado con la presencia de este tipo de

estructuras en las bacterias del género Vibrio, donde se encontré que las 20 cepas

de la coleccioén lo presentaron ya que se observan grumos formados por bacterias en

el seno del liquido, con excepcion de la cepa de referencia de V. mimicus ATCC

como se observa en la figura 23. Se utilizé la cepa de Listera inocua como testigo

negativo ya que esta reportado que esta cepa no tiene ningun pili de tipo 1V:
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Figura 23. Ensayo de Autoagregacion. A. Listeria innocua ATCC 33090 (testigo negativo) B. V.
cholerae Ogawa. (testigo positivo) C. Vibrio mimicus ATCC 33653. D. Aislamientos de V.
mimicus

En cuanto a la prueba genotipica, con los iniciadores que se disefiaron se esperaba
un amplificado de 900 pb, el cual se observé en todos las cepas aisladas, excepto en
la cepa de V. mimicus ATCC, lo que confirma que el fenotipo observado corresponde
con el genotipo esperado, lo que quiere decir que las cepas aisladas de V. mimicus
presentan un gen homologo al gen pilA que presentan la mayoria de los Vibrios
patdgenos, mientras que la cepa de referencia ATCC carece de él, como se observa

en la figura 24.
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Figura 24.
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Electroferograma del producto amplificado de los genes pilA-B. M= marcador

de talla molecular 100pb, Vm V. mimicus ATCC 1-5 V. mimicus, Og Vibrio cholerae

serotipo Ogawa, Kp, Klebsiella pneumonie

Para confirmar la identidad del amplificado se envié a secuenciar, después del

analisis BLAST se encontré que dicha secuencia corresponde a una region del

cromosoma de V. cholerae y V. vulnificus relacionadas al pili tipo VI, como se ve en

la figura 25.
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Figura 25.

Vibrio cholerae IEC224 chromosome I, complete sequence

Vibrio cholerae O1 str. 2010EL-1786 chromosome 1, complete seq
Vibrio cholerae MJ-1236 chromosome 1, complete sequence

Vibrio cholerae 0395 chromosome I, complete sequence

Vibrio cholerae M66-2 chromosome I, complete sequence

Vibrio cholerae 0395 chromosome 2, complete genome

Vibrio cholerae O1 biovar eltor str. N16961 chromosome I, complel
Synthetic construct Vibrio cholerae clone FLH197666.01F pilB gen
Vibrio cholerae probable nicotinate-nucleotide pyrophorylase NadC
Vibrio cholerae LMA3894-4 chromosome I, complete sequence
Vibrio anguillarum 775 chromosome I, complete sequence

Vibrio furnissii NCTC 11218 chromosome 1, complete sequence
Vibrio vulnificus CMCP6 chromosome I, complete sequence

Vibrio vulnificus MO6-24/0 chromosome I, complete sequence
Vibrio vulnificus YJ016 DNA, chromosome I, complete sequence
Vibrio vulnificus NadC (nadC), type IV pilin PilA (pilA), and type IV
Vibrio vulnificus strain 98-640 DP-E9 nicotinate-nucleotide pyroph
Vibrio vulnificus strain FDAoyster2 NadC (nadC), PilA (pilA), PilB (p
Vibrio parahaemolyticus RIMD 2210633 DNA, chromosome 1, comp!
Vibrio sp. Ex25 chromosome 1, complete sequence

Vibrio vulnificus strain 99-581 DP-C7 NadC (nadC), PilA (pilA), PilB
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Posteriormente se mandé la secuencia para su analisis y validacion al GenBank en

donde quedo depositado con el numero de secuencia KJ916242.

Por otra parte, se hizo una microscopia electrénica de transmisiéon, para identificar
este tipo de estructuras, asi, se identificaron como se ve en la figura, estructuras tipo
pili en todas las cepas de la coleccion (incluida la ATCC), mas no podemos

especificar si se trata del producto del gen pilA.
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Figura 26. Microscopia electrénica de transmision donde se observan estructuras tipo pili
de Vibrio mimicus, Aumento 40,000 X .Cuadro Detalle de un pili.
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VIIL.5. SISTEMA DE SECRECION TIPO Il (SSTIII)

Una vez que se obtuvieron los iniciadores, se procedid a estandarizar cada una de
las reacciones utilizando datos conocidos con las cepas de referencia de V.
parahaemolyticus (Cuadro 1).

En la figura 27, se observa en el carril 4 una banda de 400 pb, ésta corresponde al
gen vcrf, el cual codifica para una proteina estructural del inyectosoma, solo

amplificé en una cepa de la coleccién de V. mimicus.

13 17 20 VpCAIM M

Figura 27. Electroferograma del producto amplificado de los genes verf3. M= marcador de
talla molecular 100pb, 1, 4, 5, 7, 8, 11, 13, 17 y 20 cepas de V. mimicus; VpCAIM=
V.parahaemolyticus cepa clinica.

Para el gen vscB que codifica para una ATPasa que da energia al sistema de SSTIII,

tenemos que no amplificé en ninguna cepa de V. mimicus, solo en la cepa testigo
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Figura 28. Electroferograma del producto amplificado de los genes vsc. M= marcador de
talla molecular 500pb, 1, 4, 7, 8, 13 y 20 cepas de V. mimicus; VpCAIM=
V.parahaemolyticus.

El gen vsca codifica para una ATPasa del SSTIII2a y tiene 1500 pb, en la figura 29

se muestra que ninguna de las cepas de origen ambiental amplific para este gen, en

el testigo si se precia la banda correspondiente en el carril AC.

7 8 10 13 14 17 20 AC M

1500 pb

Figura 29. Electroferograma del producto amplificado de los genes vsca. M= marcador de
talla molecular 500pb, 1, 2, 3, 4, 7, 8, 13, 14, 17 y 20 cepas de V. mimicus; AC= V.
parahaemolyticus cepa clinica.
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El gen vcra codifica para una proteina del inyectosoma del SSTI12a y tiene 1500 pb,
en la figura 30 se muestra que ninguna de las cepas de origen ambiental amplificd

para éste gen, en el testigo si se precia la banda correspondiente en el carril AC.

M1 2 3 4 7 8§ 10 13 14 17 20 AC g

Figura 30. Electroferograma del producto amplificado de los genes vcra. M= marcador de
talla molecular 500pb, 1, 2, 3, 4, 7, 8, 13, 14, 17 y 20 cepas de V. mimicus; AC= V.
parahaemolyticus cepa clinica.
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CUADRO 3 RESUMEN DE RESULTADOS

Cepa | Origen | *Fenotipo en Agar wzb *Biopelicula rbmA *Swimming | *Swarming | lafA | *Autoagregacion pilA-B SST.
rojo Congo
Vm | ATCC LO P+ + + + + + - _ _ 3
1 A LOP+ + + + + + + + + -
2 A LOP+ + + + + + + + + -
3 o LOP+ + + + + + + + + -
4 o LO P+ + + + + + + + + verf
5 P LOP+ + + + + + + + + -
6 P LOP+ + + + + + + + + -
7 P LOP+ + + + + + + + + -
8 A LOP+ + + + + + + + + -
9 A LOP+ + + + + + + + + -
10 A LOP+ + + + + + + + + -
11 A LOP+ + + + + + + + + -
12 P LOP+ + + + + + + + + -
13 o L O P+ + + + + + + + + -
14 o LOP+ + + + + + + + + -
15 o LO P+ + + + + + + + + -
16 o LO P+ + + + + + + + + -
17 P LO P+ + + + + + + + + -
18 o LO P+ + + + + + + + + -
19 o LO P+ + + + + + + + + -
20 o LOP+ + + + + + + + + -

A=agua, O=ostién, P=pescado, += positivo, -=negativo, O = opaca L=morfologia colonial lisa P+=productora de polisacaridos, * Microscopia electrénica
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IX. DISCUSION

En este trabajo, se demostré fenotipica y genotipicamente que las cepas ambientales
de V. mimicus producen capsula, biopeliculas, flagelos laterales, pili de tipo IV asi
como la presencia de un gen relacionado con el sistema de secrecion tipo 3.
Recientemente, algunos estudios han analizado los genomas bacterias del género
Vibrio, sefialando la presencia de genes comunes entre los principales patégenos
(Chapman et al., 2015; Loyola et al., 2015; Machado et al., 2015), analizando /loci que
tiene que ver con la produccion de exopolisacaridos (capsular y exopolisacarido
relacionado con la produccién de biopeliculas) (Bilecen et al., 2015; Hay y Zhu,
2015); proteinas relacionadas con el sistema de secrecion tipo 3 (Calder et al., 2014);
varios tipos de pili (Aagesen y Hase, 2012); hemolisinas, como la rtx o la tdh
(Bisharat et al., 2013; Dolores y Satchell, 2013; Guardiola-Avila et al., 2013), entre
otros, lo que indica que aun se desconocen muchas de las caracteristicas y
capacidades de estos organismos.

La presencia de estas estructuras puede ser explicadas por la plasticidad gendmica,
que presentan las bacterias del género, asi como los eventos de transferencia
horizontal (Shinoda et al., 2004) que son las fuerzas motrices, que propician la
aparicion y propagacion de nuevos fenotipos; como es el caso de V. cholerae y V.
parahaemolyticus con respectivas islas de patogenicidad, transposones y fagos

(Thompson et al., 2004c).
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Vibrio mimicus es un microorganismo que comparte muchas caracteristicas con otras
bacterias del género, sin embargo, es V. cholerae, el organismo filogenéticamente
mas emparentado, ya que evolucionaron a partir de un ancestro comun (Hasan et al.,
2010) de ahi que presente muchas caracteristicas en comun y quiza compartan

algunas estrategias de patogenicidad.

IX.1. CAPSULA

La capsula, es una estructura que esta presente en la mayoria de los patégenos del
género, en V. cholerae 0139, V. vulnificus y V. parahaemolyticus se ha demostrado
es un factor de virulencia (Gode-Potratz y McCarter, 2011; Lee et al., 2013; Phippen
y Oliver, 2015), algunos autores, mencionan que la morfologia colonial de las cepas
esta relacionada con la produccion de esta estructura y puede presentar diversos
fenotipos: colonias opacas (capsuladas) o translucidas (no capsuladas) (Srivastava
et al., 2009; Wright et al., 1999), el fenotipo opaco se relaciona directamente con la
produccion de exopolisacaridos, tanto capsulares como de biopelicula (Chen et al.,
2010; Hilton et al., 2006; Johnson et al., 1992), este es el caso de las cepas de este
estudio (Figura 6) donde se observa que se presenta el fenotipo opaco lo que indica
que la coleccion de cepas de V. mimicus son capaces de producir este tipo de
estructuras; sin embargo, no existe antecedente que describa la presencia de
capsula, ni la morfologia colonial que presenta V. mimicus.

En un trabajo anterior (datos no publicados), se hizo la tincion negativa por el método
de rojo Congo (Liberto et al., 2009) para visualizar la presencia de una capsula en las

cepas de la coleccion, sin embargo los datos no son concluyentes, por lo que se
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decidid hacer la microscopia electronica de transmision para observar con mas
claridad dicha estructura, por medio de una técnica de contraste especifica para
carbohidratos (Stukalov et al., 2008) (Figura 9), donde se observa con claramente
detalle la presencia de una capsula.

En cuanto a los genes que estan relacionados con la construccidon de esta estructura,
se identifico de un gen homologo al wzb de V. cholerae y V. vulnificus confirmando
su identidad mediante la secuenciacion y depositando la secuencia en el GenBank
(figura 8), este gen codifica para una ATPasa que brinda energia al sistema de
exportacion y ensamble de la capsula (Hilton et al., 2006), lo que indica que V.
mimicus presenta un mecanismo genético similar al de los patdogenos del género y
probablemente se trate de homdlogo al de Escherichia coli del grupo 1 (Chatzidaki-
Livanis et al., 2006), lo que puede implicar que esta capsula presente funciones muy
similares a las de V. cholerae 0139y V. vulnificus.

Al estar presente en todas las cepas de la coleccion, nos indica que probablemente
la capsula se encuentre distribuida ampliamente en la especie y tenga implicaciones
importantes para la supervivencia del microorganismo, como se ha descrito para V.
vulnificus, V. parahaemolyticus 'y V. cholerae 0139, en donde se ha observado que la
presencia de esta estructura, favorece la sobrevivencia de las bacterias tanto en el
medio ambiente como en la vida parasita, ya que participa en la evasion de la
respuesta inmune del hospedero, favorece la colonizacién de superficies bidticas y
abidticas (Nesper et al., 2002), también se ha visto que la capsula puede ser un

blanco molecular importante para el disefio de vacunas (Paulovicova et al., 2012) y
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también tiene un papel importante en la ecologia de estas bacterias pues se ha
observado que favorece la supervivencia en diversos ambientes con diferentes

factores de estrés, facilitando la formacién de biopelicula (Reidl y Klose, 2002).

IX.2.  BIOPELICULA

La produccién de exopolisacaridos no se limita a la capsula, la morfologia colonial en
el agar rojo Congo, también se relaciona con la produccién de biopeliculas (Liberto et
al., 2009; Yildiz y Visick, 2009), capacidad que se demostrd en este trabajo tanto en
la coleccion de cepas de V. mimicus como en la cepa de referencia, utilizando un
modelo in vitro (Figura 10), al observar dicha biopelicula al microscopio de contraste
de fases, (Figura 11), se pueden observar claramente que la biopelicula, presenta
estructuras tridimensionales, lo que indica que la misma es completamente funcional.
En cuanto a la formacion de la misma, fue observada en diferentes tiempos por
microscopia electronica de barrido (Figura 14 y 15), en donde podemos apreciar
cada una de las fases de formacion de la biopelicula, asi como detallas a mayor
aumento de cada una de ellas.

Posteriormente, se identific6 un gen homdlogo al rbmA de V. cholerae, que
corresponde a una proteina encargada de la formacion de las estructuras
tridimensionales de la biopelicula (Fong vy Yildiz, 2007) y que probablemente, tenga
las mismas funciones en V. mimicus.

Este trabajo, el primer reporte, que se tiene sobre la capacidad de V. mimicus para
producir una biopelicula, pero se desconocen las implicaciones que esto tiene para la

biologia del microorganismo, se puede especular que tiene implicaciones semejantes
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a los de V. cholerae para sobrevivir en el ambiente; probablemente también V.
mimicus puede producir biopelicula sobre superficies bibticas y abidticas (copépodos,
raices de plantas acuaticas) y asi mantener las poblaciones de este microorganismo
en el ambiente, como lo hace V. cholerae (Reidl y Klose, 2002), pudiendo incluso
formar una biopelicula mixta, favoreciendo la transmision horizontal de factores de
virulencia (Boyd et al., 2000), lo cual explicaria la capacidad de V. mimicus de
presentar factores de virulencia que se encuentran presentes en otros patégenos del
género, por ejemplo hemolisinas, (TDH, RTX) toxina colérica, sideréforo etc. (Boyd et

al., 2000; Moon et al., 2004; Shinoda et al., 2004; Vora et al., 2005).

IX.3. FLAGELO LATERAL

La capacidad de producir flagelos laterales es otro factor de virulencia que no habia
sido descrito ni en V. mimicus ni en V. cholerae, pero que se ha visto que es
particularmente importante en V. parahaemolyticus y V. alginolyticus (Kawagishi et
al., 1995; Shinoda et al., 1992).

Al observar el tipo de crecimiento que presenta V. mimicus para las pruebas de
swimming y swarming, podemos corroborar que todas las cepas de la coleccion
tienen integro su flagelo polar y que ademas tienen la capacidad de presentar
crecimientos caracteristico tipo swarming (Figura 16 y 17) lo que de manera indirecta
establece la presencia de flagelos laterales (Canals et al., 2006).

Nuestros resultados de la microscopia electronica de transmision (Figura 21 y 22),
demuestran por primera vez, la capacidad de V. mimicus de no solo presentar

flagelos laterales, sino que también presentar una diferenciacién celular conocida
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como células tipo “swarmer’ (células gigantes poliflageladas) como lo hace V.
parahaemolyticus (Boles y McCarter, 2002; McCarter y Silverman, 1990),
adicionalmente, también presenta otros patrones de flagelaciéon reportados en el
género, como una célula de tamano normal que presenta multiples flagelos en un
extremo de la célula (lofétricos), lo que indicaria que V. mimicus tiene diferentes
adaptaciones al medio ambiente.

V. mimicus, probablemente cuenta con un doble sistema flagelar, en vista de que se
identifico en todas las cepas un gen homodlogo a la flagelina lateral de V.
alginolyticus, (Figura 19) que es caracteristico de un segundo sistema flagelar, en
vista de que los flagelos polares reportados para el género Vibrio son completamente
diferentes de los flagelos laterales tanto en estructura, funciéon y organizacion
genética (Minamino y Imada, 2015) es probable que en V. mimicus, al igual que en
otros miembros del género, exista un segundo juego de genes encargado de la
produccion de flagelos laterales, el cual es independiente de los genes encargados
de la constituciéon y funcionamiento del flagelo polar como se menciond
anteriormente y que, al igual que ocurre en V. parahaemolyticus, estos genes solo se
expresan bajo circunstancias particulares (Gode-Potratz et al., 2011).

En vista, de que los genes del segundo sistema flagelar ascienden a mas de 60 (al
menos para V. parahaemolyticus) (McCarter y Wright, 1993), representan un parte
considerable dentro del genoma y al no estar descritos un juego de genes similar en
V. cholerae, podria representar una de las principales diferencias en la biologia entre

V. cholerae y V. mimicus.
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Se desconocen las funciones que pudiera desempenar este segundo sistema flagelar
en V. mimicus; sin embargo, se reconoce que forma parte integral del mecanismo de
patogenicidad en V. parahaemolyticus y en V. alginolyticus (Chao et al., 2011;
Ferreira et al., 2008; Gode-Potratz et al., 2011; Jaques y McCarter, 2006) ya que les
permite colonizar mas facilmente tanto superficies bidticas como abioticas (Kirov,

2003).

IX.4.  PILITIPO IV

Varios son los estudios que indican la correlacion entre el fenotipo de autoagregacion
con la presencia de pili tipo IV (Chiang et al., 2008), como se ha reportado en V.
cholerae, este pili favorece las interacciones bacteria-bacteria para la formacién de la
microcolonia en superficies bidticas (Reidl y Klose, 2002) y en V. vulnificus (Fullner y
Mekalanos, 1999; Paranjpye et al., 1998).

Todas las cepas de V. mimicus de la coleccion, fueron capaces de formar grumos en
medio de cultivo liquido, a excepcion de la cepa de referencia (Figura 23), lo que se
ha relacionado con la existencia de pili de tipo IV (Chiang et al., 2008), la distribucion
de este tipo de estructuras, se cree que es practicamente en todo el género, pero no
existe antecedente se tiene reporte alguno en V. mimicus (Aagesen y Hase, 2012).
Por medio de microscopia electronica de trasmision, se observaron estructuras tipo
pili en todas las cepas de la coleccion incluida la ATCC, que pueden corresponder en
un momento dado al pili tipo IV “PIL A” , pero no se puede identificar como tal en la
microfotografia ya que este microorganismo presenta otro tipo de pili ademas del

mencionado anteriormente (Figura 23 y 24) en V. mimicus, se ha reportado la
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presencia de pili tipo IV como los “MSHA” (Chiang et al., 1995) que se reconocen
como factores de adherencia, distribuidos en todo el género, en V. cholerae existen
varios tipos de pili tipo IV como los MSHA, el pili “PIL A”, el pili TCP y los pili
ChiRP(pili regulados por quitina) e incluso un pili sexual (Bhaskaran et al., 1969;
Meibom et al., 2004; Shime-Hattori et al., 2006), mismos que se asocian con la
colonizacion de superficies y tejidos; estos multiples pilis distribuidos entre las
bacterias del género, son los que probablemente visualizamos en las fotografias de
microscopia, pero no se tienen elementos para discriminarlos.

Resultados de los analisis genotipicos, logramos identificar a un homodlogo al gen
pilA, que codifica para el pili PILA, que no solo participa en la adherencia a
superficies bidticas, sino que también esta involucrado en procesos como la
formacion de biopeliculas y en el establecimiento de una infeccion, trascendentales
para la patogenicidad en V. vulnificus, V. parahaemolyticus y V. cholerae (Aagesen y
Hase, 2012), también se ha reportado, que ese pili es imprescindible en especies
patdgenas del género Vibrio, como factor de colonizacién (Alam et al., 2006).
Recientemente en el genoma de V. mimicus se anoté un gen homologo al pilA
(Guardiola-Avila et al., 2013), sin embargo no se da mas informacion al respecto, en
este trabajo se identificé dicho gen pero ademas se observé la correlacién que tiene
con la prueba de autoaglutinacion, pues como ya se menciond anteriormente la cepa
ATCC presenta un genotipo y fenotipo consistente ya que no presenta el gen pilA, ni
el fenotipo de autoagregacion, contrario al resto de las cepas de la coleccion que si lo

tienen, pero no se sabe las implicaciones que tiene para el microorganismo.
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IX.5.  SISTEMA DE SECRECION TIPO llI

En lo que se refiere a la presencia del SSTIII, ésta se ha estudiado ampliamente en
otras especies patdégenas del género Vibrio, pero en V. mimicus el papel que tiene es
relativamente desconocido (Octavia et al., 2013). En V. parahaemolyticus el loci del
SSTII esta formado por 42 genes, de los cuales 30 son similares a SSTIII de otros
géneros bacterianos (Makino et al., 2003; Park et al., 2004b), lo que sugiere que el
SSTIII esta muy conservado, inclusive de un género bacteriano a otro.

Dentro de los genes mas importantes con los que cuenta el SSTIII, se encuentran
VSC Yy ver, que son esenciales para el funcionamiento correcto del sistema, por lo que
se eligieron como blancos moleculares para tratar de visualizar si se encentraba
presentes en las cepas ambientales de V. mimicus (Chen et al., 2011; Okada et al.,
2009).

Se esperaria encontrar genes relacionados con SSTIII2 en V. mimicus por tres
motivos, el primero es que estos genes no son constitutivos, como lo son los del
SSTIIM para V. parahaemolyticus ya que se encuentran en un elemento genético
movil que puede adquirirse por transferencia horizontal por otros microorganismos
del mismo género o relacionados filogenéticamente(Okada et al., 2010); el segundo,
es que se ha descrito que V. mimicus tiene una tasa de adquisicion de material
genético alta debido a la presencia de un megaintegréon en su cromosoma pequefio
lo que habla de su plasticidad genémica (Chowdhury et al., 1989; Wang et al., 2015),

1997) y el tercero, es la estrecha relacion entre V. cholerae y V. mimicus ya que se
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ha observado la presencia de genes homologos al SSTII2 en cepas de V. cholerae
serogrupo no O1y no 0139 (Chatterjee et al., 2009a; Park et al., 2004b).

El Unico gen que se pudo demostrar vy tipificar en las cepas de la coleccién fue el
vscp, lo que indica que una cepa de V. mimicus presenta el SSTIIl tipo 2 tipo
B, Okada y colaboradores (2010) reportan una baja distribucion de éstos mismos
genes en cepas de V. mimicus, con una incidencia mayor en aislamientos clinicos
que en ambientales, lo que concuerda con nuestros resultados que las cepas de la
coleccion tienen un origen ambiental. También indican que existen cepas
ambientales que no cuentan con el operén completo, sino solo con algunos genes
independientes(Okada et al., 2010), lo que explica el comportamiento observado en
las cepas de nuestra coleccion (Figura 27). Nuestros resultados no descartan la
posibilidad de que las cepas de la coleccién alberguen el SSTIIl, se recomienda
ampliamente un analisis donde se involucre un numero mayor de genes conservados
del SSTIII.

En el Cuadro 3 se observan los resultados globales, en donde de se observa que se
han encontrado caracteristicas que no habian sido descritas para V. mimicus y que el
origen de las cepas es independiente de la distribuciéon de los marcadores. Esto
coincide con la propuesta de Chowdhury y colaboradores (1986), quienes afirman
que V. mimicus es un grupo heterogéneo, en donde cada cepa tiene capacidades
patogénicas diferentes y que éstas estan relacionadas con la presencia o ausencia
de factores de virulencia (Bi et al., 2000; Faruque et al., 2003; Faruque y Mekalanos,

2003; Li et al., 2000; Shi et al., 1998; Shinoda et al., 2004), en donde el ejemplo mas
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claro lo tenemos al comparar las cepas silvestres con la cepa de referencia que no

presenta el fenotipo ni el genotipo del pili.
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X.CONCLUSIONES

El demostrar fenotipica y genotipicamente la presencia de nuevos estructuras que se
relacionan con la virulencia como capsula, pili, flagelo lateral, produccién de
biopeliculas, asi como la presencia del sistema de secrecion tipo Il en Vibrio
mimicus, contribuye a definir la biologia de este organismo y asi poder tener mas

elementos en cuanto a su patogenia y sobrevivencia en el medio ambiente.
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Xl. PERSPECTIVAS

La presente investigacion, demostré la presencia de factores de virulencia no
descritos para V. mimicus, sin embargo el trabajo no aborda areas especificas al
respecto como su papel en la patogenicidad, su composicion exacta, ni los
mecanismos de control por medio de los cuales las estructuras se expresan, ni la
relacion que tienen las mismas con otras bacterias del género.

Por lo que cada una de estas facetas podria derivar en una linea de investigacion
especifica, en donde se ubicaria claramente a cada una de la estructuras en un
contexto biologico mas global para la bacteria y asi poder generar un panorama mas

concreto respecto a un mecanismo de patogenicidad.
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