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PATOGENOS TRANSMITIDOS POR ALIMENTOS A TRAVES DE
ELECTROFORESIS EN CAMPO PULSADO (PFGE) EN EL PERU
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RESUMEN

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) y otras enfermedades entéricas infecciosas ocurren a menudo
como brotes y son causa de morbilidad y mortalidad en todo el mundo. En el Perd, son un importante problema de
salud publica y son causados por una gran variedad de agentes infecciosos. Para la investigacion epidemiolégica se
utiliza una variedad de métodos de tipificacion. Una de las herramientas mas importantes en la subtipificacion molecular
de patdgenos bacterianos es la técnica de la electroforesis en campo pulsado (PFGE), que es un método altamente
resolutivo que permite la discriminacién entre diferentes aislamientos bacterianos epidemiolégicamente relacionados.
El Instituto Nacional de Salud (INS) del Peru integra las redes WHO Global Foodborne Infections Network y la Red
PulseNet América Latina y Caribe, con quienes comparte los perfiles genéticos de las cepas patégenas aisladas,
permitiendo comparar los genotipos de cepas semejantes halladas en diferentes paises y reconocer la ocurrencia de
brotes epidémicos en la region, fortaleciendo el sistema de vigilancia epidemiolégica regional y generando una rapida
respuesta conjunta entre paises. Se presenta la experiencia de los dos ultimos afios sobre los avances en la utilizacion
de estas herramientas estratégicas que nos ha permitido caracterizar patrones de genotipo de principales patégenos
implicados en ETA a partir de aislamientos recuperados de la red de laboratorios del Peru.

Palabras clave: Vigilancia Epidemiolégica; Enfermedades Transmitidas por Alimentos, Electroforesis en Gel de Campo
Pulsado; Brotes; Peru (fuente: DeCS BIREME).

EXPERIENCES IN THE EPIDEMIOLOGICAL SURVEILLANCE OF
FOODBORNE PATHOGENS BY PULSED FIELD GEL ELECTROPHORESIS
(PFGE) IN PERU

ABSTRACT

Foodborne diseases and other enteric infections often occur as outbreaks and cause morbidity and mortality all over the
world. In Perd, they represent a serious public health problem, and are caused by a great variety of infectious agents. For
epidemiological research, a wide array of typification methods are used. One of the most important tools for the molecular
subtyping of bacterial pathogens is the Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE), which is a highly precise method that
allows the discrimination between different bacterial isolates which are epidemiologically related. The Instituto Nacional
de Salud del Pert (INS) is part of the WHO Global Foodborne Infections Network (WHO-GFN) and of the PulseNet Latin
American and Caribbean Net (PN-AL & C), with whom it shares the genetic profiles of the isolated pathogenic strains, so
that it is possible to compare de genotypes of similar strains found in different countries and to identify the occurrence
of epidemic outbreaks in the region, strengthening the regional system of epidemiological surveillance and generating a
rapid, coordinated response between the countries. We present the two last years” experience including the advances in
the use of these strategic tools that have allowed us to characterize genotype patterns implicated in foodborne diseases
from isolates recovered in the laboratory network of Peru.

Key words: Epidemiologic Surveillance; Foodborne Diseases, Electophoresis, Gel, Pulsed-Field; Outbreaks; Peru
(source: MeSH NLM).
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Las ETA son una causa importante de morbilidad y
mortalidad en todo el mundo, ademas de producir
un gran impacto econdémico tanto por los gastos en
salud producidos como en las actividades econdémicas
relacionadas con la produccion de alimentos ?®. Para
el afno 2005 se estimé que 1,5 millones de personas
murieron a causa de enfermedades diarreicas a nivel
mundial y el 70% de ellas son atribuidas a las ETA ©®.
Meads et al. ® estimaron que durante el afio 1996 en
Estados Unidos se produjeron 76 millones de casos,
325 mil hospitalizaciones y cinco mil muertes.

En el Pert, donde solo el 38% de hogares tiene acceso
a agua libre de coliformes fecales ™ y se ha demostrado
la presencia de patégenos bacterianos y parasitarios
en alimentos tanto en la capital como provincias @9, las
ETA son, indudablemente, un importante problema de
salud publica.

Las ETA son causadas por una gran variedad de
agentes infecciosos y, a menudo, ocurren como
brotes, por lo que la vigilancia epidemiolégica es de
vital importancia, para ellos se utiliza una variedad de
métodos de tipificacion ©. Una de las herramientas
mas importantes en la subtipificacion molecular de
patégenos bacterianos es la técnica de la electroforesis
en campo pulsado (PFGE, por sus siglas en inglés), que
es un método altamente resolutivo que utiliza enzimas
de restriccion que cortan el ADN bacteriano generando
unos patrones de macrorrestriccion gendémicos o “huellas
digitales” que permite establecer el grado de identidad
genética entre diferentes aislamientos bacterianos
epidemiolégicamente relacionados, de forma que puede
realizar una discriminacién genotipica de las distintas
poblaciones bacterianas de una especie (112,

El Instituto Nacional de Salud del Peru es la institucion
encargada del diagnostico microbiologico referencial
de las ETA en nuestro pais, y forma parte de las redes
WHO Global Foodborne Infections Network (WHO-GFN)
y la Red PulseNet América Latina y Caribe (PN-ALyC),
esta ultima es una red regional de subtipificacion mole-
cular para la vigilancia epidemioldgica de los patégenos
transmitidos por alimentos y estudio de brotes por PFGE,
que tiene establecida una Base de Datos Regional (BDR)
con sede en la Organizacién Panamericana de la Salud
(OPS), Centro Regional de Salud Publica Veterinaria PA-
NAFTOSA (www.panaftosa.org) en Rio de Janeiro Brasil.
En esta BDR se registran los perfiles genéticos de las
cepas patdgenas que circulan en los paises que integran
la Red PN-ALyC, para comparar los genotipos de cepas
semejantes halladas en diferentes paises, y reconocer la
ocurrencia de brotes epidémicos en la region, fortalecien-
do el sistema de vigilancia epidemiolégica regional y ge-
nerando una rapida respuesta conjunta entre paises.

En el Peru, el Sistema Nacional de Vigilancia Epidemio-
l6gica en Salud Publica del Ministerio de Salud (MINSA)
tiene como objetivo prevenir, controlar dafos y reducir
la carga de morbilidad y mortalidad en el pais. Entre los
anos 2003 y 2007, este sistema detectd 134 brotes de en-
fermedades transmitidas por alimentos (ETA); 57 (42,5%)
se relacionaron clinicamente con casos agudos de sal-
monelosis ¥. EI INS confirmé durante ese periodo 1 228
cepas de Shigella spp., 781 Campylobacter spp., 379
Salmonella spp., nueve Vibrio cholerae non O1 non 0139
y un caso de Vibrio cholerae 0139 no toxigénico (2.

De esta forma, el INS ha usado el PFGE para subtipificar
los aislamientos relacionados con diferentes brotes
acontecidos en el Perl. En este articulo se presenta la
experiencia en los dos ultimos afios de los avances en la
utilizacién del PFGE que nos ha permitido caracterizar
patrones de genotipo de principales patégenos
implicados en ETA a partir de aislamientos recuperados
de la Red de Laboratorios del Peru.

BROTE DE Vibrio parahaemolyticus
EN EL NORTE DE PERU

La dinamica epidémica de V. parahaemolyticus en Peru
ha estado caracterizada por la existencia de casos de
infeccion durante la época estival cuando las temperaturas
ambientales son mas altas. Este patrén estacional
cambiod drasticamente en 1997 cuando en el invierno
austral fue detectado el clon pandémico asiatico de V.
parahaemolyticus causando un aumento en el nimero de
infecciones a lo largo de la costa de Peru. La aparicion
y dispersidon de casos en Peru en 1997 sigui6 el mismo
patrén de dispersion que la epidemia de coleraen 1991. La
aparicion de estas dos epidemias de V. parahaemolyticus
y V. cholerae coincidieron con el inicio de los eventos del
Fenémeno del Nifio de 1991 y 1997 (14,

En marzo de 2009, el Laboratorio de Referencia
Nacional de Enteropatogenos de Peru (INS) confirmo
la identificacion de aislamientos clinicos asociados a un
brote de infeccion causado por Vibrio parahaemolyticus
en la provincia de Cajamarca, que estuvo relacionado al
consumo de pescado. El origen del brote se asoci6 con
el consumo de productos hidrobiolégicos procedentes
del puerto de Santa Rosa en la ciudad de Lambayeque.

De forma paralela, un total de 17 cepas de Vibrio
parahaemolyticus fueron aisladas de casos clinicos
de diarreas acuosas detectados en las provincias de
Lambayeque, Piura y Lima. Un total de 24 cepas fueron
analizadas por la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) para la identificacién confirmatoria de
Vibrio parahaemolyticus mediante la deteccién del gen
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especifico toxR. Adicionalmente, se investigo la presencia
de los genes asociados con los dos factores de virulencia
mas importante de esta bacteria: la hemolisina directa
termoestable (TDH) y la hemolisina relacionada con la
TDH (TRH), que estan codificadas respectivamente por
los genes tdhy trh. Todas las cepas identificadas como V.
parahaemolyticus presentaron el gen tdh, que es el factor
de virulencia predominante en esta especie, mientras que
fueron negativas para el gen trh.

En el marco del convenio entre INS-Peru y la Universidad
de Santiago de Compostela (Espaia) durante el
desarrollo del proyecto “Investigacion ecoldgica de las
especies de Vibrio en la costa del Peru”, se procedio
a la realizacion de las pruebas de serotipificaciéon
y subtipificacion molecular por PFGE de 16 cepas
obtenidas durante el mes de marzo de 2009 . El protocolo
de PFGE que se utilizé para el analisis de las cepas del
brote empled la enzima Notl para generar los patrones
de restriccién que se muestran en la figura 1 (9,

La caracterizacion molecular de las cepas del brote de
Cajamarca y los aislamientos clinicos de Lambayeque
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y Piura revelé que todas las cepas presentaban el
mismo perfil genético, evidenciando una conexion
epidemioldgica entre los aislamientos del brote y los
aislamientos de las otras ciudades de la costa norte.
Estos resultados sugieren que el pescado contaminado
causante del brote podria haber sido también causante
de los casos clinicos en Lambayeque y Piura. Ademas,
en al analisis se incluy6 un aislamiento procedente de la
ciudad de Lima (Guillén-136) que no presenté relacion
genética con las cepas del brote del norte de Peru.

La comparacion de los perfiles genéticos de la cepa de V.
parahaemoliticus del brote del afio 2009 con otras cepas
causantes de brotes en Peru en diferentes afios (1997-
2009) " muestra que las cepas de este brote forman
un grupo genético unico y totalmente diferenciado de
los otros grupos detectados en los casos clinicos de V.
parahaemolyticus en Peru durante los ultimos 15 afios
(Figura 1). Las cepas del brote 2009 fueron incluidas
en un cluster diferente del grupo del clon pandémico y
claramente diferenciadas del grupo dominante en los
casos clinicos en Peru perteneciente al serotipo O4:K8.
La cepa (Guillén-136) aislada en Lima fue identificada
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Figura 1. Andlisis de relacién genética de aislamientos de Vibrio parahaemolyticus.

Se analizé la relacién genética de aislamientos del brote de Pert (2009) y aislamientos del clon pandémico serotipo O4:K8 y otros no
pandémicos. Los patrones genéticos fueron obtenidos por PFGE y analizados con el programa Bionumerics v 5.1, los factores de virulencia
tdh, trh y GS fueron analizados por PCR en el Instituto de Acuicultura de la Universidad de Santiago de Compostela — Espafia.
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como perteneciente al clon pandémico. La mayoria de
los aislamientos del brote Perti 2009 fueron asignadas al
serotipo 03:K59, a excepcién de dos aislamientos cuyo
grupo K no pudo ser determinado y fueron incluidas
dentro del serotipo O3:KUT.

La presencia de la region especifica del gen toxR
caracteristica del clon pandémico fue analizada en
todas las cepas por la técnica denominada GS-PCR.
Ninguna de las cepas del brote presentd este marcador
del clon pandémico. Otras dos cepas (437-07 y 155-05)
presentaron el gen que codifica para el factor de virulencia
trh; siendo ausente ademas en la cepa (155-05) el factor
TDH presente en todas las otras cepas (9.

La investigacion epidemioldgica de este brote ha puesto
de relieve el caracter emergente del serotipo 03:K59
entre los casos clinicos de V. parahaemolyticus en Peru.
La deteccion de este serotipo en Peru es coincidente
con la descripcién de casos asociados a este serotipo en
algunos paises de Sudameérica en los Ultimos afios (17,
lo que podria significar la aparicion de un nuevo clon
patdégeno de este microorganismo en la zona con una
notable capacidad de expansion.

CASO DE Vibrio cholerae INABA NO TOXIGENICO

En mayo de 2010 la Unidad de Investigacion Médica
N.° 6 de la Marina de los Estados Unidos con sede en
Pert (NAMRU-6) remite al INS un aislamiento de Vibrio
cholerae el cual fue codificado como 1.457-2010 siendo
una cepa de Vibrio cholerae serogrupo O1 serotipo Inaba.
Las cepas patogénicas de Vibrio cholerae generalmente
tiene en su genoma el gen de toxina colerica ctxA, que
puede ser detectado por técnicas de biologia molecular
como la PCR, por lo tanto, esta técnica es muy util en la
identificacion de cepas toxigénicas. La cepa no presentd
el gen ctxA que codifica la toxina colérica, por lo cual no
es productora de la toxina del célera, responsable de la
enfermedad del cdlera (Figura 2).

El analisis inicial de tipificacion por PFGE de la cepa
1.457-2010 en el INS no presentdé ningun perfil
genético, obteniéndose uUnicamente degradacién del
ADN gendmico hasta en tres analisis consecutivos; se
decidié utilizar el compuesto tiourea, que es conocido
por mejorar el analisis por PFGE de muchas cepas no
tipificables por esta técnica (POE-PFGE, Tiourea), de
donde se obtuvo una visible mejora del perfil genético
(Figura 3). Para estas pruebas se aplico los protocolos
estandarizados de la Red PulseNet Internacional (8,

Seenvid el archivode laimagen del gel para seranalizado
por el administrador de la BDR de Vibrio cholerae de la
Red PN ALy C en el Instituto Nacional de Enfermedades

ctxA
564bp

Figura 2. Caracterizacion del perfil de virulencia de la cepa
1.457-2010 por PCR.

Se analizé por PCR la presencia del gen ctxA en aislamientos de V.
choleare. Carril 1: Marcador de peso molecular 100 bp; carril 2: V.
choleare no-O1 (control negativo); carril 3: V. choleare O1 Inaba (control
positivo); carril 4: V. choleare O1 (control negativo); carril 5: V. choleare
Inaba 1.457.10; carril 6: Control negativo (agua).

Infecciosas- ANLIS “Carlos G. Malbran” de Argentina. El
analisis y la comparacién del perfil PFGE del aislamiento
de Pert con los patrones correspondientes a aislamientos
de Vibrio cholerae de América Latina evidencié que se
trataba de una cepa con un perfil genético nuevo y no

Tiourea

—_—

(A) "~ (B)

Figura 3. Andlisis por PFGE de la cepa de V. cholerae 1.457-
2010. (A) Analisis inicial por PFGE, carril 1: cepa estandar
Salmonella Braenderup H9812; carriles 2 y 3: V. cholerae
1.457-2010. (B) Analisis por PFGE empleando el compuesto
tiourea, carriles 1y 4: Salmonella Braenderup H9812; carriles
2y 3: V. cholerae 1.457-2010.

ElI ADN genémico de H9812 fue digerido con la enzima de restriccion
Xbal y el ADN genémico de 1.457-2010 con la enzima Notl.
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Figura 4. Analisis del patron genético del aislamiento de V. cholerae 1.457-2010 de Peru en la Base de Datos Regional.

El patron genético de PFGE del aislamiento 1.457-2010 (resaltado en rojo) fue comparado con patrones correspondientes de V. cholerae O1, no O1 y no-
0139 de la BDR Pulse Net América Latina y el Caribe. Los patrones genéticos de PFGE de V. cholerae fueron obtenidos con la enzima de restriccion Notl.

presento relacion genética con los aislamientos de Vibrio
cholerae O1 asociados a los casos de cdlera durante
los brotes epidémicos, ni con los aislamientos mas
recientes de V. choleare toxigénico de Argentina (2005)
y Paraguay (2009). Tampoco se observé relacion entre
dicho aislamiento y otros del serogrupo O1 no portadores
del gen ctxA de Argentina (Figura 4).

La cepa 1.457-2010 fue incluida en un grupo juntamente
con los aislamientos de serogrupo no-O1/no-0139 de
Argentina, aunque se identificaron mas de siete bandas
diferentes entre los perfiles electroforéticos, por lo que
se considera que los aislamientos correspondientes no
estan relacionados genéticamente.

DISEMINACION CLONAL DE Salmonella entérica
serovar Infantis EN PERU

En el afio 2010, a través de la vigilancia bacteriolégica
con la Red Nacional de Laboratorios en el Peru, se de-
tectd un inusual aumento de casos de Salmonella en
aislamientos de origen humano, en su mayoria pedia-
tricos de diversos hospitales de Lima y aislamientos de
alimentos. El INS identificé 33 aislamientos como Sal-
monella enterica serovar Infantis, 24 de casos clinicos
y nueve de alimentos. Es la tercera serovariedad mas
frecuente en el Peru. Esta infeccion esta asociada con
el consumo de huevos contaminados y a productos car-
nicos avicolas.

El INS realizo el analisis por PFGE con la enzima Xbal
aplicando el protocolo estandarizado de la Red Interna-
cional PulseNet @0 en siete aislamientos, cinco de casos
clinicos provenientes de diferentes establecimientos de
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salud de Lima y dos aislamientos de carnes de aves evi-
denciando en los resultados que existe fuerte relacion
genética entre los aislamientos de Salmonella enterica
serovar Infantis obtenidos de la vigilancia en el Peru (Fi-
gura 5).

Se encontré que los dos aislamientos provenientes de
productos carnicos avicolas (192-10 y 196-10) presen-
taron un mismo patréon genético que el aislamiento de

4 5 6 7 8 9 10

3
—

Figura 5. Analisis por PFGE de aislamientos de Salmonella
enterica serovar Infantis de Peru.

El anélisis fue realizado segun los Procedimientos Operativos Estandar
para PFGE de Salmonella Infantis de la Red PN AL. Carriles 1, 5y
10: Cepa estandar Salmonella Braenderup H9812; Carril 2: aislamiento
157-10; carril 3: aislamiento 169-10; carril 4: aislamiento 192-10; carril
6: aislamiento 196-10; carril 7: aislamiento 199-10; carril 8: aislamiento
294-10; carril 9: aislamiento 033-10. El ADN gendémico de todos los
aislamientos fue digerido con la enzima de restricciéon Xbal.
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Figura 6. Analisis del patron genético de aislamientos de Salmonella infantis de Pert en la Base de Datos Regional.
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ARG__SINF2064/05 Argentina  Stool . 2005-09-15
ARG__SINF2067/05 Argentina  Stool . 2005-09-15

: ARG__SINF207/06 Argentina  Stool . 2006-01-31

| ARG__SINF208/06 Argentina  Stool . 2006-01-31
ARG__SINF223/06 Argentina  Stool . 2006-01-31

) ARG__SINF227/06 Argentina  Stool . 2006-01-31
ARG__SINF2060/05 Argentina  Stool . 2005-09-15
SINF 192-2010_1 Peru 2010-02-17
SINF 196-2010_1 Peru . 2010-02-17
SINF 199-2010_1 Peru Blood 2010-02-21
SINF 033-2010_1 Peru Stool 2009-12-18
SINF 294-2010_1 Peru Stool 2010-03-29
ARG__SINF1157/02 Argentina  Stool .

SINF 169-2010_1 Peru Stool 2010-02-05
ARG__SINF1165/02 Argentina  Stool .
ARG__SINF1168/02 Argentina  Stool .
ARG__SINF1158/02 Argentina  Stool .
] _+| - ARG__SINF1169/02 Argentina  Stool .
J-. ARG__SINF117/05 Argentina  Stool .
| ARG__SINF1160/02 Argentina  Stool .
| ARG__SINF206/06 Argentina  Stool . 2006-01-31

Los patrones genéticos de PFGE de los aislamientos de Pert (enmarcados en rojo) fueron comparados con los patrones correspondientes de
aislamientos de la BDR Pulse Net América Latina y el Caribe. Los patrones genéticos de PFGE de Salmonella Infantis fueron obtenidos con la Enzima
de Restriccion Xbal. Se indica ademas cédigo de los aislamientos; Pais; Origen (Stool: Heces, Blood: Sangre, Food: Alimentos); fecha de aislamiento
y fecha de envio a la BDR.
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hemocultivo, evidenciando que se trataba de una misma
cepa presente en tres diferentes distritos de la ciudad de
Lima. Ademas estos tres aislamientos presentaron un
mismo patron de resistencia antimicrobiana, siendo re-
sistentes al acido nalidixico, ciprofloxacina, tetraciclina,
cotrimoxazol y nitrofurantoina. Asi mismo, los aislamien-
tos 033-10 y 294-10 tuvieron el mismo patrén genético
pero presentaron diferente perfil de resistencia antimi-
crobiana (Figura 5).

También se observo relacion genética cercana entre
los aislamientos de Peru con respecto a aislamientos
circulantes en Argentina; segun el analisis realizado por
comparacioén de subtipos de la BDR de Salmonella, Red
PulseNet AL y C. En particular uno de los aislamientos
de Peru (157-2010) estuvo mas relacionado con
aislamientos argentinos de Salmonella enterica serovar
Infantis que con los de Peru (Figura 6).

Estos resultados demuestran que en general tanto en
Peru como en Argentina existe poca diversidad genética
entre los aislamientos clinicos de Salmonella enterica
serovar Infantis que circulan en estos paises. Es
necesario estudiar un numero mayor de brotes a fin de
confirmar esta hipétesis, como también para investigar
posibles nexos en las fuentes de infeccion presentes en
ambos paises.

CONCLUSIONES

El método PFGE es dutil en la vigilancia epidemiolégica
de diferentes agentes patdogenos transmitidos por
alimentos y facilita la investigacion de brotes en un
pais asi como en diferentes paises integrados a una
Red Regional de Subtipificacion PulseNet. Asi mismo,
permite reconocer aislamientos relacionados que se
derivan de la expansion clonal 2021,

La aplicacién de la técnica de PFGE en la investigacion
epidemioldgica permite rastrear la dispersion geografica
de las poblaciones causantes de enfermedades a un
nivel local y supranacional, asi como identificar las
fuentes ambientales implicadas en la aparicién de
casos. Este conocimiento es basico para la intervencién
en caso de aparicion de brotes de forma que se pueda
conseguir contener las infecciones.

La Red PulseNet en América Latina y el Caribe permite
la consolidacion de la colaboracion entre los laboratorios
referenciales de cada pais entre si, esa accién articulada
permite conocer en la region de América Latina la
circulacion de cepas genéticamente semejantes,
detectar brotes y tomar acciones inmediatas de control
y prevencion.
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