Emergencia de linajes pandemicos de Vibrio

parahaemolyticus en Peru

Introduccion

Vibrio parahaemolyticus es una bacteria patdogena asociada con el consumo
de productos marinos crudos o poco cocidos, cuya caracteristicas clinica mas
comun es una enfermedad diarreica aguda. Algunas de estas cepas
pertenecen al serotipo O3:K6, genotipo CC-3/ST-3, ampliamente distribuida a
nivel global, recibiendo la denominacion de “clon pandémico”, y que tiene
como principal caracteristica la presencia de multiples genes de virulencia,
destacando los que codifican la hemolisina directa termoestable (TDH) y/o
hemolisina relacionada con TDH (TRH) (Nair et al., 2007).

Los aislamientos clinicos de V. parahaemolyticus en Peru adquirieron
importancia a partir de 1997 con la introduccion del O3:K6, el cual provoco
una epidemia a lo largo de la costa peruana, lo que obligo a incrementar los
esfuerzos para la caracterizacion de cepas circulantes mediante serologia y
metodos moleculares. La primera descripcion utilizando meétodos de
secuenciacion genomica con un importante numero de cepas fue realizada
por Gavilan et al. (2013), destacando la importancia del empleo de Ia
secuenciacion de genoma completo en Ia vigilancia y control de patogenos
infecciosos como V. parahaemolyticus. Sin embargo, hasta la fecha existen
pocos estudios detallados de las poblaciones circulantes de V.
parahaemolyticus en el Peru.

Por tanto, el objetivo de este estudio fue determinar los linajes epidemicos
circulantes de V. parahaemolyticus en Peru entre 1994 y 2017, utilizando
metodos de secuenciacion de ultima generacion.
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Figura 1. Circulacion de linajes pandemicos de V. parahaemolyticus a nivel global.

Metodologia

DISENO DEL ESTUDIO Y POBLACION: El estudio incluyé 203 cepas
peruanas de V. parahaemolyticus recibidas por el Laboratorio de
Bacteriologia Clinica del Instituto Nacional de Salud (INS) entre los anos
1994-2017.

AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE V. parahaemolyticus: Las cepas se
reactivaron en agua peptonada alcalina (Merck, Alemania) a 37 °C de 6 a 8
horas. Posteriormente, se sembraron en agar TCBS (Merck, Alemania) y agar
cromogenico, para posteriormente incubar a 37 °C de 18 a 24 horas. El
genero Vibrio fue confirmado por pruebas bioguimicas convencionales. Los
aislamientos se confirmaron como V. parahaemolyticus mediante la deteccion
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Resultados y discusion

DISTRIBUCION GEOGRAFICA-TEMPORAL DE V. parahaemolyticus EN
PERU: Las cepas de V. parahaemolyticus utilizadas en este estudio (203)
procedian de 11 regiones del Peru: Lima (n=127), Lambayeque (n=48), Piura
(n=8), Cajamarca (n=6), Arequipa (n =5), Loreto (n=4), Tumbes (n=1),
Moquegua (n=1), Cusco (n=1), Ancash (n=1) y La Libertad (n=1). La
distribucion temporal de las cepas aisladas por ano se puede observar en la
Figura 3.

B CC3
Bl CC345
1 ST120
] ST36
E Oftro ST

:

N° Genomas

1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017
Anos

Figura 3. Cepas de V. parahaemolyticus secuenciadas por afo, en funcion al complejo clonal (CC)
al que pertenece cada una de ellas.

GENOTIPOS DE V. parahaemolyticus CIRCULANTES EN PERU: Las 203
cepas pertenecieron a 16 ST y 4 CC segun MLST. El genotipo predominante
fue el CC-3/ST-3 (n=114), seguido del CC-120/ST-120 (n=32), las cepas del
CC-345, ST-88 (n=18) y ST-265 (n=11) diferenciados por uno de sus siete
alelos; y el CC-36/ST-36 (n=10). Otros genotipos de menor presencia tambien
fueron reportados (Figura 4). Muchos de estos genotipos han sido reportados
como causantes de epidemias a nivel local, regional y mundial (Caro-Castro

et al., 2020).
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Figura 4. MST de V. parahaemolyticus secuenciados en Peru. Los nodos que representan los ST
principales estan coloreados. El tamano de los nodos indica el numero de cepas por grupo, y el
numero de las ramas indica las distancias alélicas entre cada uno de ellos.

del gen toxR mediante PCR (Kim et al.,, 1999). Ademas, se determino la
presencia de los genes TDH y TRH. (Tada et al., 1992).

PREPARACION Y SECUENCIACION DE BIBLIOTECAS: La extraccion del
ADN gendmico se realizdo con el kit DNeasy Blood & Tissue (Qiagen,
Alemania). La concentracion del ADN se cuantifico en un fluorometro Qubit
3.0 (Invitrogen, Malasia). Las bibliotecas se realizaron con el kit de

Conclusiones

- CC-3/ST-3 es el genotipo circulante predominante en el Peru, tanto
temporal como numeéricamente entre los anos que comprende este
estudio.

preparacion Nextera XT (lllumina, EE. UU.) y la secuenciacion gendmica con
un secuenciador MiSeq (lllumina, EE. UU.).

ANALISIS GENOMICO: La calidad de las secuencia se evalu6 mediante
FastQC v0.11.5. Las secuencias se ensamblaron de novo utilizando A5-miseq
(Coll et al., 2015). Los genotipo se asignaron empleando el esquema MLST
para V. parahaemolyticus (http://pubmlist.org/vparahaemolyticus/). Las
relaciones geneticas poblacionales entre cepas de V. parahaemolyticus se
realizo basandose en los perfiles alelicos de la MLST empleando el programa
GrapeTree.
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Figura 2. lIzquierda: Secuenciador Miseg-lllumina. Derecha: Flujograma de trabajo en base a la
guimica paired-end.

- Ademas, se reporta la circulacion de otros genotipos con importancia

clinica como lo son CC-120/ST-120, CC-345 y CC-36/ST-36, los cuales
poseen numerosos genes de virulencia que codifican toxinas como la TDH
y TRH.

- Es necesario incrementar los estudios de epidemiologia molecular vy

genomica comparativa para comprender a fondo la dinamica y efecto de
las variantes moleculares de V. parahaemolyticus en el Peru.
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