INVESTIG INNOV CLIN QUIR PEDIATR. 2024;2(1):14-9.

Ayzanoa et al.

Citar como:

Ayzanoa B, Cuicapuza D, Tsukayama
P. Resistencia a antibi6ticos generada
mediante mutaciones cromosdmicas
en aislados de Escherichia coli
provenientes de coprocultivos

de nifios de una comunidad de
Lima, Pert. Investig Innov Clin

Quir Pediatr. 2024;2(1):14-9.
doi:10.59594/iicqp.2024.v2n1.77

Autor corresponsal:
Pablo Tsukayama

Correo electrénico:
pablo.tsukayama@upch.pe

Brenda Ayzanoa
https://orcid.org/0000-0001-9059-9544

Diego Cuicapuza
https://orcid.org/0000-0002-5735-4614

Pablo Tsukayama
https://orcid.org/0000-0002-1669-2553

Recibido :02/04/2024
Aprobado : 02/04/2024
Publicado : 23/04/2024

Esta es una publicacion con licencia
de Creative Commons Atribucién
4.0 Internacional.

Copyright © 2024, Investigacion e
Innovacion Clinica y Quirurgica
Pediatrica.

ARTICULO ORIGINAL

Resistencia a antibidticos generada mediante
mutaciones cromosomicas en aislados de
Escherichia coli provenientes de coprocultivos
de nifos de una comunidad de Lima, Peru

Brenda Ayzanoa’, Diego Cuicapuza'?, Pablo Tsukayama'23#

! Laboratorio de Genémica Microbiana, Departamento de Ciencias Celulares y Moleculares, Facultad de Ciencias y
Filosofia, Universidad Peruana Cayetano Heredia, Lima, Pert

2 Emerge (Emerging Diseases and Climate Change Research Unit), Facultad de Salud Publica y Administracién,
Universidad Peruana Cayetano Heredia, Lima, Pert

* Instituto de Medicina Tropical Alexander von Humboldt, Universidad Peruana Cayetano Heredia, Lima, Pert

* Parasites and Microbes Program, Wellcome Sanger Institute, Hinxton, United Kingdom

RESUMEN

Escherichia coli es una enterobacteria que forma parte del microbioma intestinal de los mamiferos y es
capaz de causar diversas enfermedades, especialmente en poblaciones vulnerables. Adicionalmente, la
emergencia de variantes de E. coli resistentes a los antibiéticos supone una creciente amenaza global
para la salud publica. Esta resistencia, usualmente es codificada por multiples genes, que codifican para
la expresion de enzimas, proteinas de membrana, porinas, bombas de flujo o mutaciones de la molécula
diana. Investigaciones recientes han reportado mutaciones especificas asociadas a resistencia, como
gnr, pmrB, glpT, y la variante bla,, (C32T). El objetivo de este estudio fue identificar la frecuencia
de mutaciones cromosdmicas que otorgan resistencia antibiética en genomas de E. coli provenientes
de nifios en el distrito de Villa El Salvador en Lima, Pert. Un total de 19 genomas completos de E. coli
fueron descargados a partir del Bioproyecto PRJNA633873 ubicado en GenBank de NCBI. Después de
convertir y evaluar la calidad de las lecturas con FastQC, se realiz un ensamblaje mediante SPAdes
v3.15.2 y evaluacion de contigs a través de QUAST v5.0.2. Se identificaron perfiles gendmicos de tipo
de secuencia multilocus (MLST) con PubMLST y buscamos genes de resistencia con AMRFinderPlus.
Finalmente, analizamos los patrones de genes y la ausencia/presencia de estos mediante MCA, usando
Stata v17 y R studio. Un total de 11 genomas presentaron un total de siete mutaciones en genes asociados
a resistencia a cuatro familias de antibidticos, incluyendo glpT (E448) para fosfomicina, pmrB (Y358)
para colistina, gyrA (S83L) y parC_S57T para quinolonas, bla,, (C32T) para amoxicilina con acido
clavulanico y piperacilina-tazobactam, y cyaA (S352T) para fosmidomicina. Se evaluaron las relaciones
proximales para la presencia/ausencia de genes que incluy6 los genes bla,, , catAl, sull, gnrB19, tetA
y mphA. Nuestro estudio describe por primera vez las mutaciones en genes asociados a la resistencia
antimicrobiana en genomas de E. coli provenientes de poblacion pediatrica de una comunidad en Lima,
Peru.

Palabras clave: Resistencia a Antibidticos; Estructuras Cromosdmicas; Escherichia coli; Nifio (Fuente:
DeCS)

Chromosomal mutations in commensal
Escherichia coli genomes: drivers of antibiotic
resistance among children in a community in
Lima, Peru

ABSTRACT

Escherichia coli is an enterobacterium that is part of the intestinal microbiome of mammals and is
capable of causing various diseases, especially in vulnerable populations. Additionally, the emergence
of antibiotic-resistant variants of E. coli poses a growing global threat to public health. This resistance
is usually encoded by multiple genes, which code for the expression of enzymes, membrane proteins,
porins, efflux pumps, or target molecule mutations. Recent research has reported specific resistance-
associated mutations, such as gnr, pmrB, glpT, and the bla variant (C32T). The aim of this study was
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to identify the frequency of chromosomal mutations that confer
antibiotic resistance in E. coli genomes from children in the district
of Villa El Salvador in Lima, Peru. A total of 19 complete E. coli
genomes were downloaded from Bioproject PRINA633873 located
at NCBI GenBank. After converting and assessing the quality of the
reads with FastQC, assembly was performed using SPAdes v3.15.2
and contig evaluation through QUAST v5.0.2. Multilocus sequence
type (MLST) genomic profiles were identified with PubMLST, and
we searched for resistance genes using AMRFinderPlus. Finally, we
analyzed gene patterns and gene absence/presence by MCA using
Stata v17 and R studio. A total of 11 genomes had a total of seven
mutations in genes associated with resistance to four antibiotic
families, including glpT(E448) for fosfomycin, pmrB (Y358) for
colistin, gyrA(S83L) and parC_S57T for quinolones, bla,, (C32T)
for amoxicillin with clavulanic acid and piperacillin-tazobactam,
and cyaA(S352T) for fosmidomycin. Proximal relationships were
evaluated for the presence/absence of genes that included bla,,,,
catAl, sull, qgnrB19, tetA, and mphA genes. Our study is the first to
describe gene mutations associated with antimicrobial resistance in
E. coli genomes from a pediatric population in a community in Lima,
Peru.

Keywords: Antibiotic ~Resistance; Chromosome  Structures;

Escherichia coli; Child (Source: MeSH)

INTRODUCCION

La resistencia antimicrobiana representa una creciente
amenaza para la salud publica global en los ultimos afos.
La Organizaciéon Mundial de la Salud ha reportado a las
enterobacterias como Escherichia coli como un grupo
prioritario de alto riesgo para la salud publica (1), debido a
los numerosos reportes de genes que le confieren resistencia a
antibidticos (2). E. coli es una bacteria comensal que habita en
el intestino de practicamente todos los seres vivos. Aunque la
mayoria de las cepas son inofensivas y desempefian un papel
fundamental en la digestion, algunas variantes pueden causar
enfermedades intra y extraintestinales, como infecciones en
el tracto urinario (UTI por sus siglas en ingles), bacteriemia,
diarrea, neumonia, entre otros (3,4). Es muy frecuente
que la poblacién infantil se vea afectada por algunas de las
condiciones mencionadas, sobre todo diarrea, meningitis y
neumonia (5).

Se han reportado estudios indicando que E. coli presenta
diversas mutaciones en genes y regiones especificas las cuales
desempenan un papel crucial en la resistencia a diferentes
antibidticos (6,7). Entre estos, las mutaciones gnr, pmrB y
gIpT se han identificado como determinantes significativas
de resistencia (8-10). La mutacién puntual del gen gyrA, que
codifica la topoisomerasa II, ha sido asociado con resistencia
a quinolonas (11), mientras que pmrB, un regulador de
la resistencia a polimixinas, ha demostrado influir en la
capacidad de E. coli para resistir a este tipo de antibioticos.
Este dltimo recibe mucha mds atencién debido a que el
grupo de las polimixinas, conocido como “droga de ultimo
recurso’, es utilizado como ultima instancia para tratamientos
clinicos (12). Por otro lado, glpT, transportador de glicerol-3-
fosfato, ha sido implicado en la resistencia a fosfomicina (13).

Ademas, la variante bla,,, C32T del gen bla,, , responsable
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de la produccién de beta-lactamasas, se ha vinculado con
la resistencia a betalactdmicos debido a una variante en el
promotor 3 (14).

Considerando que los estudios gendmicos de E. coli en la
poblacién infantil peruana han sido escasos durante los
ultimos afios, el objetivo del estudio fue identificar la presencia
de mutaciones que otorgan resistencia antibidtica en genomas
de E. coli provenientes de nifios de una comunidad de Lima,
Perd. La importancia de este enfoque radica en la necesidad
de comprender la frecuencia y diversidad de las mutaciones
que contribuyen a la resistencia antibidtica en proveniente
de una poblacién especifica poco estudiada, de manera que
esta informacion pueda ser luego utilizada para la toma de
decisiones en el manejo de los pacientes.

METODOS

Se obtuvieron 19 archivos de lectura de secuencias (SRA)
que contenian datos de E. coli a partir de muestras fecales
recogidas de nifos clinicamente sanos menores de 24 meses
en una comunidad de Lima. Se accedid a estos archivos
utilizando el médulo SRA-Tools para su posterior andlisis. El
estudio, publicado por Murray et al. (15), tuvo por objetivo
monitorear los niveles de resistencia fenotipicos y genes de
resistencia presentes en el genoma de E. coli de diferentes
fuentes humanas y animales. Para este estudio, se utilizaron
los archivos SRA depositados en el Bioproyecto PRINA633873
del GenBank de NCBI (National Center for Biotechnology
Information).

Para el analisis, se convirtieron a formato FASTQ mediante
fasterq-dump y se evalu6 la calidad de las lecturas utilizando
FastQC v0.11.5. Luego, se recortaron los adaptadores y
se eliminaron las secuencias de baja calidad utilizando
Trimmomatic v.0.39. El ensamblaje de novo se realizé con
SPAdes v3.15.2 utilizando los pardmetros por defecto.
Finalmente, se evalud la calidad de los contigs utilizando
QUAST v5.0.2. Se identificaron los perfiles genomicos de
tipo de secuencia multilocus (MLST) utilizando PubMLST
(https://pubmlst.org/organisms/escherichia-spp) 'y  se
buscaron los genes de resistencia a los antimicrobianos
(ARG) y mutaciones utilizando AMRFinderPlus con una
longitud de cobertura > 90 %, identidad nucleotidica >
90 %. Se analizaron los patrones genotipicos de los genes
bla, . catAl, sull, gnrB19, tetA y mphA utilizando el analisis
de correspondencias multiples (MCA) para explicar las
relaciones de presencia/ausencia de genes de betalactamasas
de espectro extendido (BLEE) entre los aislados, mediante la
derivacion de dos dimensiones. El andlisis de MCA se llevd
a cabo utilizando el programa Stata v17 (StataCorp, College
Station, TX, EE. UU.) y R studio.

RESULTADOS

De las 19 secuencias de E. coli obtenidas en niflos sanos de
una comunidad, 11 presentaron un total de 7 mutaciones
cromosoémicas en genes asociados a la resistencia a cuatro
familias de antibidticos. Los 11 genomas tuvieron la mutacién
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glpT (E448),1a cual estd asociada a la resistencia a fosfomicina,
mientras que seis de ellos presentaron también la mutacién
pmrB (Y358), asociada a la resistencia a colistina. Dos aislados
tuvieron las tres mutaciones glpT (E448), pmrB (Y358) y
gyrA (S83L), esta ultima relacionada con la resistencia a
quinolonas. Se observaron otros patrones de resistencia por
mutaciones, destacando el patrén de mutaciones glpT (E448),

bla,,, (C32T), que confiere resistencia a amoxicilina-dcido
clavulénico y piperacilina-tazobactam, y cyaA (S352T), que
brinda resistencia a fosmidomicina. También se identifico
el patron de mutaciones gipT (E448), bla,,, (C32T), cyaA
(S352T), parC_S57T, que confiere resistencia a fosfomicina,
y uhpT_E350Q, responsable de la resistencia a quinolonas
(Figura 1).

Figura 1. Flujograma de la seleccién de publicaciones para

el analisis final.

El MCA realizado para evaluar las relaciones proximales
para la presencia/ausencia de genes, incluyé los genes bla,,, ,
catAl, sull, qnrB19, tetA y mphA, por ser los genes mas
representativos en nuestro estudio. El modelo bidimensional
explico el 84.2 % de la varianza total de las variables originales
(primera dimension = 58.6 %; segunda dimension = 24.6 %).

https://doi.org/10.59594/iicqp.2024.v2n1.77

La Figura 2 resalta la agrupacién de genomas en base a la
ausencia de los genes de resistencia, coincidiendo en su
mayoria. Los genes mds relacionados fueron catAl, sull y
mphA ya que estos estaban ausentes en un promedio de 80.7
%. El porcentaje de coincidencia de ausencia de genes para
bla,, v tetA fue del 57.9 %y 73.7 %, respectivamente.
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Figura 2. Gréfico de coordenadas MCA para la caracterizacion genotipica
de E. coli. A, ausencia; P, presencia.

DISCUSION

Nuestro estudio describe por primera vez las mutaciones en
genes asociados a la resistencia antimicrobiana en genomas de
E. coli provenientes de poblacion pediatrica de una comunidad
en Lima, Pert. E. coli es una bacteria causante de numerosas
infecciones durante la edad pediatrica, como gastroenteritis,
neumonia intrahospitalaria, infecciones del tracto urinario,
osteomielitis neonatal, meningitis, sepsis, entre muchas
otras (16). Debido a la presién selectiva ejercida por el uso
de antimicrobianos, se han reportado multiples patrones de
resistencia en estas bacterias, incluyendo a las betalactamasas
de espectro extendido (BLEE), las betalactamasas AmpC,
carbapenemasas, asi como la resistencia a fluoroquinolonas,
aminoglucésidos, sulfonamidas y polimixinas (17). La
distribucién de E. coli resistente es diversa en todo el mundo,
y varian también segin la poblacién estudiada (18-24). Los
estudios en poblacién pediatrica ain son limitados, y mas
aun cuando involucran individuos clinicamente sanos como
en nuestro estudio.

La resistencia a los antimicrobianos se ha convertido en
un problema de salud publica mundial en los dltimos afios

https://doi.org/10.59594/iicqp.2024.v2n1.77

y es un impedimento importante para el tratamiento de las
enfermedades infantiles en paises en desarrollo como Pert
(25). Las bacterias comensales pueden desempeiiar un papel
crucial en la propagacién de la resistencia dentro de una
comunidad, al actuar como un reservorio importante de genes
de resistencia (26,27). La exposicion de comensales como E.
coli a los antibidticos aumenta los niveles de transporte de
organismos resistentes y, si estd mediada por plasmidos, la
resistencia podria transmitirse a un organismo adquirido mas
virulento (28). La poca regulacién en el uso de antibidticos es
uno de los factores principales en la emergencia de bacterias
resistentes en poblaciones humanas (29,30). Esta situacion se
ve recrudecida particularmente en paises en desarrollo como
el Pert, debido al hacinamiento, pobre manejo de excretas y
agua disponible, falta de regulaciones y politicas, asi como la
falta de conocimientos sobre resistencia antimicrobiana (31).

En el Pert, sehareportadolos niveles de resistencia a diferentes
antibidticos de E. coli comensales en nifos, obteniéndose
altos niveles de resistencia a diferentes antibidticos como
ampicilina, sulfatrimetoprim, tetraciclina, estreptomicina

17



INVESTIG INNOV CLIN QUIR PEDIATR. 2024;2(1):14-9.

Ayzanoa et al.

y cloranfenicol, con hasta un 90 % (n=1,080) de aislados
multidrogo-resistentes (MDR). Adicionalmente, los genes de
resistencia mas frecuentemente encontrados fueron bla
tetA, dfrA8, sull, sul2 y catl (31). En otro estudio publicado
en Perd (15), se determinaron los perfiles de resistencia de
60 aislados de E. coli provenientes de poblacion pedidtrica
entre 0 a 2 afios. Los aislados también presentaron altos
niveles de resistencia, principalmente para tetraciclinas,
sulfatrimetoprim, amoxicilina, azitromicina, cloranfenicol,
cefalotina, cefotaxima y gentamicina, con un 48 % de aislados
MDR (32). Los resultados de resistencia encontrados fueron
alarmantes, reportando inclusive un aislado portador del gen
mcr-1 para resistencia a colistina (32).

La vigilancia gendmica de resistencia usualmente estd
enfocada en la deteccion de genes adquiridos por transferencia
horizontal de genes (33). En este estudio exploramos por
primera vez la presencia de mutaciones puntuales para la
deteccién de mecanismos de resistencia en E. coli comensales
provenientes de una poblacién pediatrica en el Peru. La alta
frecuencia de mutaciones asociadas a resistencia encontradas,
resalta la necesidad de implementar una vigilancia genémica
de resistencia antimicrobiana no solo en pacientes, sino
también en bacterias comensales.
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