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RESUMEN

Con el objetivo de determinar la diversidad de variantes patogénicas de Vibrio parahaemolyticus en el
Perti durante el periodo 1995-2017, se analizaron 102 genomas peruanos (97 clinicos y 5 ambientales)
empleando el esquema de tipificacion multilocus y BLASTn para la bisqueda de genes de virulencia. Se
identificaron 15 tipos de secuencia diferentes, encontrandose que el genotipo ST3, perteneciente al clon
pandémico, fue el mas abundante, con 52% (n=53); seguido por el ST120, con 23,5% (n=24); y el comple-
jo clonal CC345, con 11,8% (n=12). Un total de 89 cepas analizadas presentaron genes que codifican la
isla de patogenicidad Vpal-7 (87,3%), mientras que 96 presentaron el gen tdh (94,1%), y 6, el trh (5,9%).
Durante el periodo evaluado, se resalta la predominancia del ST3, causante de un importante brote en el
pasado del Pert, ademas de otros genotipos patdgenos que representan un riesgo latente en salud publica
asociado al consumo de alimentos marinos.

Palabras clave: Vibrio parahaemolyticus; Salud Publica; Monitoreo Epidemioldgico; Tipificacion Molecular;
Secuenciacion Completa del Genoma (fuente: DeCS BIREME).

MOLECULAR DIVERSITY IN PATHOGENIC VARIANTS OF
Vibrio parahaemolyticus IN PERU

ABSTRACT

During the period from 1995 to 2017, in order to determine the diversity of Vibrio parahaemolyticus
pathogenic variants in Peru, 102 Peruvian genomes (97 from a hospital setting and 5 from an out-of-hos-
pital setting) were analyzed using the multilocus typification scheme and BLASTn in the search for viru-
lence genes. Fifteen different sequence types were identified. It was found that the ST3 genotype, which is
found in the pandemic clone, was the most abundant, with 52% (n=53); followed by ST120, with 23.5%
(n=24); and the CC345 clonal complex, with 11.8% (n=12). A total of 89 analyzed strains presented genes
encoding the pathogenicity island Vpal-7 (87.3%), while 96 presented the tdh gene (94.1%), and 6 the trh
gene (5.9%). The ST3 genotype was the predominant one during the evaluated period, this genotype was
the cause of a major outbreak in Peru’s past history. Other pathogenic genotypes found represent a latent
public health risk associated with seafood consumption.

Keywords: Vibrio parahaemolyticus; Public Health, Epidemiological Monitoring; Molecular Typing;
Whole Genome Sequencing (source: MeSH NLM).

INTRODUCCION

La presencia de bacterias patdgenas en el ambiente marino incrementa el interés humano en
seguridad alimentaria debido a su potencial para causar brotes. Entre ellas, destaca la Vibrio
parahaemolyticus, una bacteria gramnegativa halofila ampliamente distribuida en ecosiste-
mas costeros, cuya serotipificacion depende de los antigenos somaticos (O) y capsulares (K)
producidos en diversas condiciones ambientales .

El interés por la V. parahaemolyticus se inicié muchos anos atrds, luego de ser agente
causante de infecciones transmitidas por alimentos en un brote ocurrido en Japon. Histo-
ricamente, la V. parahaemolyticus ha sido responsable del 20-30% de los casos de infeccién
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alimentaria en Japdn y otros paises asiaticos ®. El Peru ha
registrado brotes importantes desde 1997, los cuales han
sido asociados a los cambios climaticos que forman parte
del fenémeno de El Nifio, y que alteran condiciones ecold-
gicas marinas, como el incremento de la tasa de abundan-
cia del plancton ®. La mayoria de estos informes asocian a
la hemolisina directa termoestable (TDH, por sus siglas en
inglés) con la virulencia de la V. parahaemolyticus .

Actualmente, la prevalencia mundial y la emergencia
de casos de infeccion por V. parahaemolyticus van en incre-
mento, subrayando la necesidad de mantener una vigilancia
adecuada de este patogeno. La microbiologia convencional
resulta insuficiente para determinar variantes patégenas y su
distribucién geografica. En contraste, herramientas de epi-
demiologia molecular, como el esquema de tipificacién mul-
tilocus (MLST, por sus siglas en inglés) se proponen como
nuevas alternativas que permiten el estudio de enfermeda-
des infecciosas sobre la base de la diferenciacion molecular
de cepas. Este esquema permite la caracterizacion genotipica
rapida de microorganismos, gracias al desarrollo de una base
de datos centralizada (PubMLST) que permite comparar di-
versas variantes genéticas denominadas tipos de secuencias
(ST, por sus siglas en inglés, sequence type,) y delinear rutas
potenciales de dispersién ©.

El objetivo del presente estudio fue determinar las va-
riantes genéticas de los aislados patdgenos de la V. parahae-
molyticus asociadas a casos humanos y alimentos marinos
circulantes en el Pert entre 1995-2017, usando la técnica del
MLST vy deteccion in silico de genes de virulencia.

EL ESTUDIO

Se incluyeron 16 cepas remitidas como V. parahaemolyticus
pertenecientes a la coleccion del Laboratorio de Referencia
Nacional de Enteropatdgenos del Instituto Nacional de Sa-
lud (INS) (Bioproject: PRJNA556706) y 86 genomas perua-
nos disponibles en la base de datos del NCBI (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov) para el analisis MLST (Tabla 1).

Las cepas fueron recuperadas en agua de peptona alca-
lina (Merck, Alemania) a 37 °C durante 68 horas. Posterior-
mente, fueron sembradas por estria en placas de agar tiosul-
fato citrato bilis esculina (Merck, Alemania), y se incubaron
a 37 °C durante 18 a 24 horas. El género Vibrio fue confir-
mado utilizando pruebas bioquimicas convencionales, y la
especie V. parahaemolyticus mediante PCR por la presencia
del gen toxR descrito por Kim et al. ©

La extraccién del ADN se realizé utilizando el kit
DNeasy Blood &Tissue (Qiagen, Alemania). La concentra-
cion y pureza del ADN se evaluaron mediante espectrofoto-
metria (Denovix, EE. UU). La elaboracién de bibliotecas de
secuenciamiento se realizé con el kit Nextera XT (Illumina,
EE. UU), y el secuenciamiento gendmico, con el secuencia-
dor de alto rendimiento MiSeq (Illumina, EE. UU) ?. La ca-
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Motivacion para realizar el estudio: Ante la eventual
emergencia mundial de patdgenos causantes de infecciones
gastrointestinales, reforzar la vigilancia epidemioldgica mo-
lecular de microorganismos como la V. parahaemolyticus
contribuira en la deteccién oportuna y control de brotes.

Principales hallazgos: Se detectaron 15 diferentes geno-
tipos de V. parahaemolyticus, de los cuales, tres de ellos ya
han causado importantes brotes en Pert, mientras que los
otros 12 tienen potencial para causar epidemias a futuro
debido a su caracter virulento.

Implicancias: Se actualiza la informacion sobre los geno-
tipos circulantes en el Perti hasta el 2017, su prevalencia y
distribucion a través del tiempo.

lidad de las secuencias obtenidas fue evaluada mediante el
programa FastQC v0.11.5. Las secuencias se ensamblaron de
novo empleando el pipeline A5-miseq ®. La identificacién
del género y la deteccion de contigs contaminados se realiz6
con el programa Kraken .

Los perfiles alélicos y los ST de los genomas obtenidos
se asignaron de acuerdo a la informacién de la base de da-
tos del MLST para V. parahaemolyticus (http://pubmlst.org/
vparahaemolyticus), utilizando el programa MLST v2.10,
sobre la base del esquema de siete locus descrito para la V.
parahaemolyticus ©. La asignacion de complejos clonales se
realizé utilizando el programa BioNumerics v7.5 (Applied
Maths). La inclusién en un complejo clonal (CC) se restrin-
gi6 alos ST que compartian al menos 6 de los 7 alelos, mien-
tras que los singletons se definieron como ST que difieren en
dos 0 mas alelos de los otros STs. Con el mismo programa se
generd un minimum spanning tree (MST) que muestra los ST
y los CC incluidos en este trabajo. Adicionalmente, se cons-
truy6 una grafica de barras apiladas de los aislados estudia-
dos empleando Infostat, para visualizar genotipos por afio
de aislamiento y por nimero de muestras.

Se utiliz6 la herramienta BLASTn para buscar factores
de virulencia de la V. parahaemolyticus: la isla de patogeni-
cidad de tipo 7 (Vpal-7) que contiene internamente la va-
riante mas comun de la TDH obtenida del cromosoma 2 del
genoma RIMD 2210633 (ntimero de acceso: NC_004605.1)
y la TRH obtenida del aislado AQ4299 (ntimero de acceso:
LC271586.1), identificando como homdlogos aquellos que
presenten <90% de identidad y una cobertura <60% de
alineamiento a la referencia. El cédigo empleado para la
anotacion se encuentra disponible en http://github.com/
OrsonMM/Blast-score-ratio-for-genomics. Los resultados
obtenidos fueron ordenados en formato de tabla en la que se
indica la presencia o la ausencia de genes. Todas las secuen-
cias obtenidas durante el estudio han sido depositadas en el
GenBank (nimero de acceso de Bioproject: PRINA556706).
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Tabla 1. Tabla de datos de Vibrio parahaemolyticus peruanos utilizados en este estudio.

A.no de.: Nombre de aislado Serotipo Origen Tipo d? Referencia
aislamiento secuencia
1995 324-95, 326-95, 267-95 04:K8 Clinico 88 11
288-95 O5:KUT Clinico 89 5
212-96 11
1996 04:K8 Clinico 265
090-96 5
875-97, 906-97 11
1997 03:K6 Clinico 3
763-97 5
780-98, 971-98 5
1998 03:K6 Clinico 3
3435-98, 784-98 5
275-99, 276-99, 278-99, 279-99 5
03:K6 Clinico 3
1999 698-99 11
357-99 03:KUT Clinico 19 5
330-00, 405-00 5
03:K6 Clinico 3
2000 461-00, 462-00, 512-00, 429-00, 430-00, 511-00 5
776-00 06:KUT Clinico 93 5
056-01, 565-01 5
Peru-288 03:K6 Clinico 3 3
2001 498-01, 568-01 11
463-01 01:K33 Clinico 94 5
2564-01 03:K59 Clinico 120 Este estudio
240-02 11
03:K6 Clinico 3
2002 004-02, 020-02, 169-02, 551-02, 552-02, 553-02 5
vp196-02 04:K8 Ambiental 265 5
038-03, 039-03, 131-03 5
2003 03:K6 Clinico 3
302-03 5
205-05 03:K6 Clinico 3 5
2005 155-05, 156-05 O1:KUT Clinico 65 5
691-05 04:K8 Clinico 265 5
2006 232-06 04:K8 Clinico 265 11
2007 301-07, 304-07, 369-07, 437-07, 438-07 03:K6 Clinico 3 11
245-07, 1257-07, 1262-07, 371-07 04:K8 Clinico 265 11
2008 514-08 03:K59 Clinico 120 Este estudio
P682, P729, P890 03:K6 Ambiental 3 17
283-09, C224-09, CO1409, C220-09, C226-09, C244-09, C235,
PIURA 17, C237, 239-09, 241-09, 245-09, 247-09, 250-09, . ;.
2009 CO1609, 285-09, 287-09, 379-09, P306, Guillen 151 Pery, P310, ~ Oo> Clinico 120 16
P17-09
281-09 03:K59 Ambiental 120
2011 1202-11 03:K6 Clinico 3 Este estudio
5013 613-13 uT Clinico 199 Este estudio
1168-13 UT Clinico 1737 Este estudio
014 Gl 03:K6 Clinico 3 Este estudio
1833-14 UT Clinico 64 Este estudio
249-15, 276-15 03:K6 Clinico 3 Este estudio
2015 147-15, 146-15 04:KUT Clinico 36 Este estudio
001-15 UT Clinico 417 Este estudio
2016 164-16 03:K6 Clinico 3 Este estudio
017 686-17,2214-17 03:K6 Clinico 3 Este estudio
710-17 UT Clinico 1169 Este estudio

UT: No se pudo tipificar.
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EL HALLAZGO

Las 16 cepas fueron confirmadas como V. parahaemolyticus
por la presencia del gen ToxR. En cuanto a la informacion
genodmica, se obtuvo, en promedio, un tamano gendémico de
5,18 pb, compuestas por 80 contigs y un porcentaje de GC
de 45,2%.

En total, se analizaron 102 genomas de cepas peruanas
de origen clinico (97) y ambiental (5), aisladas en el periodo
1995-2017 (Tabla 1). Los 102 genomas fueron clasificados
en 15 ST diferentes, que fueron agrupados por afio de aisla-
miento y origen del aislado (Figura 1). Se observa que no se
obtuvieron aislados en los afios 2004, 2010 y 2012.

La estructura poblacional de las cepas de la V. parahae-
molyticus peruanos (n=102) analizadas por MLST se puede
visualizar mediante un MST (Figura 2). Todas las cepas per-
tenecientes al complejo pandémico O3:K6 se agruparon en el
ST3 (n=53), correspondiente al 52% de las cepas analizadas.
Ademas, se identificé el complejo clonal 345 (CC345) com-
puesto por los ST88 (n=3) y ST265 (n=9), ambas del serotipo
04:K8 que difieren en un solo locus, con una frecuencia de
aislamiento de 11,8%. Las cepas restantes se incluyeron en
12 ST no relacionados, resaltando al ST120 23,5% (n=24) y
ST36 1,9% (n=2) por estar relacionados con brotes o epide-
mias a nivel local o global (Anexo 1).

De los 102 genomas analizados, 89 aislados posefan la
isla de patogenicidad Vpal-7 (87,3%). Las copias de los genes
que codifican la TDH se encontraron en 96 aislados (94,1%),
siendo los ST mas frecuentes: ST3, ST36, ST88, ST120 y
ST265, mientras que los genes de la TRH se encontraron
unicamente en los ST36, ST64, ST65 y ST417, dando un to-
tal de 6 aislados (5,9%). Los resultados agrupados por ST se

28+

221

Numero de aislados

pueden visualizar en la Tabla 2, mientras que los resultados
por aislado de los genes que componen la Vpal-7 se pueden
ver en el Anexo 2.

DISCUSION

V. parahaemolyticus es un patogeno transmitido por alimen-
tos de alto consumo, y, a pesar de ello, se tiene poca informa-
cion sobre las variantes patogénicas y la prevalencia tempo-
ral de sus genotipos en el Pert. Este reporte subestimado de
infecciones por V. parahaemolyticus en el ambito hospitala-
rio se debe a las deficiencias en el monitoreo y la investiga-
cién de enfermedades transmitidas por alimentos "°.

Analizando la prevalencia temporal de genotipos detec-
tados, los aislados con mayor antigiiedad corresponden a
los afos 1995-1996, en especial al serotipo O4:K8, pero de
genotipos distintos: ST88 y ST265. Estudios previos repor-
tan a este serotipo desde 1980 causando casos esporadicos y
pequefios brotes asociado al consumo de alimentos marinos
crudos, siendo en 1983 el mds prevalente V. Estudios de vi-
gilancia molecular revelaron a China como el origen de este
serotipo, compuesto por diversos genotipos que no tienen
relacion clonal con el serotipo O3:K6, sugiriéndolo como
un importante complejo clonal, CC345. Ademds, analisis de
gendmica comparativa revelaron que estos aislados presen-
taban las regiones del sistema de secrecion tipo 3 (T3SS) y la
Vpal-7 1, 1o cual es acorde a lo encontrado aqui.

Por otro lado, la presencia del ST3 resalta en la distri-
bucién por afno y en el MST, al ser el genotipo con mayor
nimero de aislados secuenciados, abarcando cepas aisladas
entre 1997-2017. Todas ellas presentaron la Vpal-7 comple-
ta. El primer brote peruano del ST3 se produjo en 1997; sin

1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017
Ao de aislamiento
W3 019 036 MHe4 We5 088 Mgy H93 W94 M120 W 199 M265 WM417 B 1169 O 1737

Figura 1. Distribucién de Vibrio parahaemolyticus por aiio de aislamiento, elaborado con el programa InfoStat. La leyenda inferior

indica el color segtn el tipo de secuencia.
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m3 @120 m 265 o 88 o036 |65 m 64 m199
=94 m19 =89 1737 = 1169 =93 =417

Figura 2. Minimum spanning tree (MST) de 102 perfiles alélicos de
MLST de V. parahaemolyticus incluidos en este estudio disenado con el
programa BioNumerics v7.5. La leyenda indica cada tipo de secuencia,
diferenciado por colores. Cada circulo representa un genotipo MLST
y el tamafio es proporcional al niimero de cepas que incluye cada uno.
Las ramas que conectan los circulos indican que pertenecen al mismo
complejo clonal.

embargo, se conoce que emergio6 en la India en 1996 expan-
diéndose hasta alcanzar el continente americano (¥, Este
genotipo pertenece al complejo clonal pandémico (CC3) de
amplia distribucién mundial, siendo el clon dominante hasta
hoy ©, ademds de ser el genotipo mas explorado por poseer
la mayoria de Vpal reportadas para V. parahaemolyticus,

Tabla 2. Deteccion in silico de factores de virulencia de V. parahae-
molyticus por tipo de secuencia

Tipo de

secuencia n Vpal-7 tdhA tdhS trh
ST3 53 53 53 53 0
ST19 1 0 0 0 0
ST36 2 0 2 2 5
ST64 1 0 1 1 )
ST65 2 0 0 0 )
ST88 3 3 2 ) 0
ST89 1 0 1 1 0
ST93 1 0 1 1 0
ST94 1 0 0 0 0
ST120 24 24 23 23 0
ST199 1 0 1 1 0
ST265 9 9 9 9 o
ST417 1 0 1 . )
ST1169 1 0 1 1 0
ST1737 1 0 ] ) 0
Total 102 89 96 9% 6

n: niimero de aislados, Vpal-7: isla de patogenicidad 7, tdhA: gen de la hemolisina
directa termoestable A, tdhS: gen de la hemolisina directa termoestable S, trh: gen
de la hemolisina relacionada a la TDH.
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siendo la Vpal-7 la mas importante, asociada a citotoxicidad
y enterotoxicidad por la presencia de la TDH y el T3SS 4.

El ST120 es el segundo grupo con mayor nimero de
aislados en este estudio, obtenidos mayormente durante el
2009 debido a un brote del serotipo 03:K59 en el norte del
pais 19, el cual luego de la aplicacién de vigilancia molecular
por MLST fue definido como ST120, cuyo origen es China,
representando la tercera introduccién de poblaciones patd-
genas de V. parahaemolyticus “®. En los resultados, llama la
atencion la presencia de este genotipo durante 2001, muchos
anos antes de su primer reporte, lo cual permitiria replantear
la introduccion de este genotipo al Peru. Estudios de gend-
mica comparativa serian necesarios para encontrar diferen-
cias entre estos aislados y los que causaron el brote del 2009,
los cuales comparten la presencia de la Vpal-7.

Adicionalmente, el ST36, un grupo pequeiio de impor-
tancia epidemioldgica dentro de los aislados peruanos ana-
lizados, tiene su origen en la region noroeste del pacifico
de Norteamérica causando brotes en los Estados Unidos y
Canada @, el cual se ha expandido desde el 2012 hasta alcan-
zar rapidamente otras dreas geograficas como el noroeste de
Espana 7. En base a nuestros resultados, las primeras cepas
pertenecientes a este ST aparecen en Pert en el 2011, siendo
parte de la expansion de este clon en el Pacifico 19, y aunque
no se ha reportado ningun brote de este genotipo, representa
un riesgo epidemioldgico latente debido a su potencial pato-
génico por la presencia de la TDH y la TRH. En este aspecto,
la vigilancia molecular por MLST puede ser aplicada para el
rastreo oportuno de estos aislados y frenar brotes.

En cuanto a los otros ST, no se encontrd informacién que
los sefiale como causantes de brote o de las epidemias alre-
dedor del mundo. Sin embargo, no se descarta su potencial
patogénico, debido a la presencia de genes que codifican la
TDH o la TRH, resultados que incluyen genotipos como los
ST1169y ST1737.

El andlisis de factores de virulencia detect6 la presencia
de los genes que codifican la TDH en gran parte de aislados
clinicos, particularmente en los genotipos con mayor niime-
ro de aislados analizados. Se conoce que los genes que co-
difican la TDH mayormente se ubican dentro de la Vpal-7,
por lo que la presencia de esta regién tendra un impacto en
el incremento de la virulencia de V. parahaemolyticus ; sin
embargo, la delecion genética de las copias del gen tdh o dela
Vpal-7 completa no es determinante para la ausencia de vi-
rulencia 1, lo que explica la deteccion de cepas clinicas con
ausencia de TDH. Por otro lado, se detectaron genomas con
TDH pero sin Vpal-7, lo cual ya fue descrito como varian-
tes TDH no asociadas a Vpal-7 9. Finalmente, el gen que
codifica la TRH, el cual causa un efecto similar a la TDH, se
encontr6 en un grupo muy reducido de aislados.

En conclusién, el ST3 predomina tanto temporal como
numéricamente en el Pert, por lo que hasta el dia de hoy es
un genotipo de riesgo en salud publica asociado al consumo
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de alimentos marinos crudos o semicrudos, destacando su po-
tencial patdgeno debido a la presencia de la Vpal-7 portadora
de hemolisinas. Esto, sumado a la data epidemioldgica subesti-
mada, asi como la circulacién de otras variantes patogenas de
esta bacteria en el pais, sugiere incrementar los esfuerzos en la
vigilancia molecular, la cual esta resultando ser una herramien-
ta poderosa para detectar y controlar brotes e infecciones.

Agradecimientos: A Gustavo Bellido Mendoza por su incalculable
apoyo técnico y a todo el equipo del Laboratorio de Referencia Nacional
de Enteropatégenos del Instituto Nacional de Salud por el apoyo
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