Dinadmica epidemiolégica de Salmoneclla en Perv

durante los Ultimos 20 anfos

Introduccion

Salmonella es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad
infantil en muchos paises en desarrollo de todo el mundo. El impacto de la
salmonelosis no tifoidea (NTS) en la salud humana mundial es elevado, con
una estimacion de 93,8 millones de casos. En América Latina, Asia y Africa,
la incidencia reportada de Salmonella es de 200 a 500 casos por 100.000
habitantes al ano. Debido a que la transmision de Salmonella de persona a
persona es poco comun, los alimentos se consideran la principal fuente de
exposicion humana, y se estima que el 95 % de dichas infecciones estan
relacionadas con alimentos de origen animal (Muvhali et al., 2017).

En Peru, algunos estudios de vigilancia epidemioldégica senalan que los
serovares de Salmonella reportados con mayor frecuencias son S. Infantis, S.
Enteritidis y S. Typhimurium (Quino et al., 2020), aunque la mayor parte de
estos reportes se basan netamente en resultados obtenidos por metodologias
convencionales que resultan insuficientes para tomar acciones concretas
sobre prevencion y control de brotes. Debido a ello, en los ultimos anos se
apuesta por el empleo de la secuenciacion de genoma completo, una
herramienta poderosa para la tipificacion molecular de patogenos, el
seguimiento de fuentes hasta el origen de un brote, asi como de la
caracterizacion de la virulencia y resistencia a los antimicrobianos de las
cepas de Salmonella (Rantsiou et al., 2018).

Por tanto, el objetivo de este estudio fue determinar la dinamica
epidemioldgica de Salmonella no tifica en Peru durante los ultimos 20 anos,

Metodologia

DISENO DEL ESTUDIO Y POBLACION: El estudio incluyd 1000 cepas
peruanas de Salmonella spp. recibidas por el Laboratorio de Bacteriologia
Clinica del Instituto Nacional de Salud (INS) entre los afios 1998-2018.
AISLAMIENTO Y TIPIFICACION DE Salmonella spp: Las cepas fueron
sembradas en Caldo TSB a 37 °C durante 8 horas. Posteriormente, fueron
sembradas en Agar SS y se incubaron a 37 °C durante 24 horas. El género
Salmonella fue confirmado utilizando pruebas bioquimicas convencionales,
mientras que el serotipo se determino siguiendo el esquema de White-
Kauffmann-Le Minor (Grimont y Weill, 2007).

PREPARACION Y SECUENCIACION DE BIBLIOTECAS: La extraccion del
ADN se realizé 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 preparacion Nextera XT vy
la secuenciacion gendémica con un secuenciador MiSeq (lllumina, EE. UU.).
ANALISIS GENOMICO: La calidad de las secuencia se evalué mediante
FastQC v0.11.5. Las secuencias se ensamblaron de novo utilizando A5-
miseq. Las metricas de los ensamblajes fueron obtenidas utilizando el
programa QUAST. Los serotipos in silico se asignaron mediante SeqSeroZ2,
mientras que los secuenciotipos (ST) se asignaron mediante MLST. Los
clados fueron obtenidos mediante el programa RaxML.

DINAMICA EPIDEMIOLOGICA: Se creo una base de datos de todas las
cepas recibidas por el laboratorio entre los anos 1998-2018, los cuales se
cargaron en el programa R para generar un diagrama de violin, utilizando la
biblioteca ggplot2. La grafica resultante fue asociada con los principales
hallazgos de los analisis genomicos.
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Figura 1. Flujograma de analisis bioinformatico empleado en el estudio gendmico de Salmonella
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Resultados y discusion

DETERMINACION IN SILICO DE LOS SEROTIPOS DE Salmonella spp:
De las 1000 cepas de Salmonella spp. secuenciadas, 158 presentaron baja
calidad, siendo excluidas de los analisis. Al total restante (842), se les sumo
otros 280 genomas recuperados del GenBank, formando un total de 1122
genomas de cepas peruanas

GENOTIPOS DE Salmonella spp. CIRCULANTES EN PERU: Se detectaron

40 ST diferentes segun MLST. Los genotipos mas frecuentes se indican en la
Tabla 1.

Tabla 1. Frecuencia de genotipos de Salmonella spp. por MLST incluidas en el estudio.

Genotipo (MLST) Serotipo N° de cepas Porcentaje

ST-32 Infantis 418 37.3%

ST-11 Enteritidis 267 23.8%
ST-19 Typhimurium 159 14.2%
ST-31 Newport /6 6.8%
ST-413 Mbandaka 53 4.7%
Otros ST (35) Diversos 149 13.3%
Total - 1122 100%

DINAMICA EPIDEMIOLOGICA DE Salmonella no tifica EN PERU: La
distribucion de las cepas remitida al INS revelo el predominio de S. Enteritidis
y S. Typhimurium sobre los otros serotipos reportados desde 1998 hasta
principios de 2012 Si bien la frecuencia de S. Enteritidis disminuyé con el
tiempo, la frecuencia de S. Typhimurium se mantuvo constante durante todo
el periodo antes mencionado (Figura 2, Periodo A). El cambio mas
significativo se produjo en 2010, con la aparicion abrupta de multiples
reportes de S. Infantis, desplazando a los dos serotipos mas frecuentes hasta
esa fecha y ocupando la primera posicion hasta 2018. Asimismo, se produjo
la emergencia de la resistencia antimicrobiana a los betalactamicos (genes
blaCTX-M) y a la colistina (genes mcr) (Figura 2, Periodo B) (Figura 2).
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Figura 2. Dinamica epidemioldégica de Salmonella no tifica secuenciados en Peru. Los
diagramas de violin indican la cantidad de aislados recuperados por ano. Cada serotipo es
graficado con un color diferente. En rojo: Enteritidis, en azul: Typhimurium, en verde: Infantis, en
negro: Otros serotipos. Se remarcan los principales hallazgos definidos por genomica.

Conclusiones

- S. Infantis es el serotipo mas frecuente de Peru en la actualidad, asociado
al genotipo ST-32, poseedor de un megaplamido (pESI) que le confiere
resistencia a multiples antibiéticos como los betalactamicos.

- S. Enteritidis y S. Typhimurium son los serotipos que comparten una alta
frecuencia historica en el Peru, y si bien se han visto desplazados por S.
Infantis, aun siguen siendo responsable de numerosos brotes en el pais.

- Ademas, se reporta la circulacion de otros serotipos con importancia
clinica tales como S. Newport y S. Mbandaka. Se enfatiza incrementar los
estudios de secuenciacion de genoma completo para comprender la
epidemiologia molecular de Salmonella en el Peru.
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