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RESUMEN

Con el objetivo de describir las caracteristicas gendmicas relacionadas con la resistencia antimicrobia-
na y genoémica comparativa de Escherichia coli diarreogénica (DEC), se sometieron a secuenciamiento
genomico catorce aislamientos de DEC del banco de cepas del Instituto Nacional de Salud (INS). Las
secuencias obtenidas se analizaron mediante procedimientos bioinformaticos a fin de buscar genes de re-
sistencia microbiana y regiones genéticas relacionadas con patotipos y filogrupos. Se detectaron diversos
determinantes de resistencia antimicrobiana, se destaca la produccion de betalactamasas y mutaciones
asociadas a la resistencia a quinolonas. Ademas, se observaron aislamientos de un mismo patotipo agru-
pados en distintos filogrupos. El analisis de gendmica comparativa mostré un mayor nimero de genes
ortdlogos en aislamientos que pertenecian al mismo patotipo y filogrupo. Sobre la base de lo estudiado,
los aislamientos de DEC en Lima, Pert, presentan resistencia a multiples formacos, y se detectaron varios
patotipos y filogrupos con diversidad molecular y filogenética.

Palabras clave: Escherichia coli; Resistencia a Medicamentos; Filogenia; Gendmica (Fuente: DeCS BIREME).

RESISTOME AND COMPARATIVE GENOMICS OF
CLINICAL ISOLATES OF DIARRHEAGENIC

Escherichia coli FROM LIMA, PERU

ABSTRACT

In order to describe the genomic characteristics related to antimicrobial resistance and comparative
genomics of diarrheagenic Escherichia coli (DEC), 14 DEC isolates from the strain collection of
the Instituto Nacional de Salud (INS) were subjected to genome sequencing. We used bioinformatic
procedures to analyze the obtained sequences in order to look for microbial resistance genes and
genetic regions related to pathotypes and phylogroups. Several antimicrobial resistance determinants
were detected, but the production of beta-lactamases and mutations associated to quinolone resistance
were the most relevant. Additionally, we observed isolates of the same pathotype grouped in different
phylogroups. The comparative genomics analysis showed a greater number of orthologous genes in
isolates from the same pathotype and phylogroup. In conclusion, DEC isolates from Lima, Peru, showed
resistance to multiple drugs; likewise, molecular and phylogenetic diversity was observed in several
pathotypes and phylogroups.

Keywords: Escherichia coli; Drug resistance; Phylogeny; Genomics (Source: MeSH NLM).

INTRODUCCION

La resistencia bacteriana se constituye como un importante problema de salud mundial, asocia-
da a un incremento en la pérdida de productividad econémica y mortalidad humana. Se estima
el deceso anual de aproximadamente 23 000 personas en los Estados Unidos como resultado de
infecciones por bacterias resistentes a antibidticos V), destacando entre ellas Escherichia coli, una
bacteria intrinsecamente susceptible a casi todos los antibidticos relevantes, pero con alta capaci-
dad de adquirir genes de resistencia por transferencia genética horizontal @.

E. coli puede causar infecciones intestinales y extraintestinales, limitando su cardcter pa-
togeno a un grupo denominado Escherichia coli diarreogénica (DEC), que se clasifica de-
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pendiendo de su patogénesis en siete patotipos: E. coli
enteropatégena (EPEC), enterohemorragica (EHEC), ente-
rotoxigénica (ETEC), enteroinvasiva (EIEC), enteroagrega-
tiva (EAEC), adherente difusa (DAEC) y adherente invasiva
(AIEC), responsables del 40% de los casos de diarrea aguda
en paises en vias de desarrollo ©.

En el Pert, la vigilancia de la resistencia bacteriana se
realiza principalmente mediante métodos fenotipicos como el
de Kirby-Bauer o la concentracién minima inhibitoria (MIC)
recomendadas por el Instituto de Estandares Clinicos y de
Laboratorio (CLSI). La mayoria de los estudios se avocan a la
deteccién fenotipica de betalactamasas de espectro extendido
(BLEE) y resistencia a quinolonas, aunque en afos recientes
se viene implementando el estudio de genes de resistencia por
métodos moleculares, como el PCR y la secuenciacion Sanger .

En afos recientes, se viene apostando por el uso del se-
cuenciamiento del genoma completo para caracterizar genes
de virulencia de diversas DEC e identificar relaciones filoge-
néticas entre patotipos . Esta drea ha sido poco explorada
en el Pert, por lo que el objetivo del presente trabajo es des-
cribir las caracteristicas del resistoma y genémica compara-
tiva de diferentes DEC de la ciudad de Lima.

EL ESTUDIO

Se trabajo con 14 aislamientos de E. coli recuperados por el
Instituto Nacional de Salud (INS), con antecedente de haber
provocado enfermedad diarreica aguda en pacientes de la ciu-
dad de Lima entre 2017 y 2018, tomando como criterio de
seleccion el perfil de sensibilidad antimicrobiana por disco
difusion previamente evaluada por el laboratorio (Anexo 1).
Los aislamientos se reactivaron en caldo tripticasa soya
(Merck, Alemania) a 37 °C durante 68 horas. Posteriormente,
se sembraron en placas de agar MacConkey (Merck, Alemania)
y se incubaron a 37 °C durante 18 a 24 horas. Se confirmo E. coli
mediante pruebas bioquimicas convencionales. Los patotipos
fueron caracterizados en base a cebadores segtn el Anexo 2.
La extraccion del ADN de los aislamientos se realizé con el
kit DNeasy Blood & Tissue (Qiagen, Alemania). Se evaluaron la
concentracién y la calidad del ADN mediante espectrofotometria
(Denovix, EE. UU.) y con un fluorémetro Qubit 3.0 (Invitrogen,
Malasia). La elaboracion de bibliotecas de secuenciamiento se
realiz6 con el kit Nextera XT (Illumina, EE. UU.), y el secuen-
ciamiento genémico con el equipo MiSeq (Ilumina, EE. UU.).
Se evalud la calidad de las secuencias obtenidas con FastQC
v0.11.5. Se removieron los adaptadores y las bases nitrogenadas
de baja calidad con el programa Trimmomatic v0.38 ©. Las
secuencias se ensamblaron de novo empleando el pipeline A5-
miseq 7. La identificacion del género y remocién de contigs
contaminados se realizd con el programa Kraken ®. Los perfiles
alélicos ylos secuenciotipos (ST, por sus siglas en inglés, sequence
type) de los genomas obtenidos se asignaron de acuerdo con la
base de datos del esquema de tipificacion multilocus (MLST,
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Motivacién para realizar el estudio: Se ha observado un
incremento de infecciones gastrointestinales por Escherichia
coli diarreogénicas (DEC) resistentes a antibidticos en los
ultimos afos, cuya caracterizacién gendmica viene siendo
poco explorada en el Pert.

Principales hallazgos: Los patotipos de DEC de Lima, Pert, po-
seedores de determinantes de resistencia a betalactdmicos y quino-
lonas son diversos, tanto de manera molecular como filogenética.

Implicancias: El secuenciamiento gendmico permite una
comprension profunda de los continuos cambios y adaptaciones
que sufren patogenos como DEC, por lo que su implementacién
serfaimportante parala vigilancia dela resistencia antimicrobiana
en el Pert.

por sus siglas en inglés, multilocus sequence typing) para E. coli
segun Achtman (http://pubmlst.org/) utilizando el programa
MLST v2.10. La asignacion de complejos clonales y la creacion
de un arbol recubridor minimo (MST, por sus siglas en inglés,
minimum spanning tree) se realiz6 mediante el programa
BioNumerics v7.5 (Applied Maths).

Con la herramienta BLAST se buscaron los genes asocia-
dos a la virulencia de los patotipos de E. coli, segtin el Anexo
2. Se realiz6 la prediccion de secuencias codificantes usando
el programa Prodigal v2.6.3. Se identificaron los genes ho-
mologos de las secuencias a partir de una biblioteca de genes
construida utilizando todos los genomas completos disponi-
bles en el GenBank, utilizando el algoritmo BLAST seleccio-
nando los alineamientos mayores de 90% de identidad y co-
bertura mayor al 60% con la referencia. El cdigo empleado
para la anotacion se encuentra disponible en http://github.
com/OrsonMM/Blast-score-ratio-for-genomics.

Para la asignacion de los filogrupos, se empled el esque-
ma de tipificacion de Clermont ©, basado en una PCR in sili-
co utilizando cebadores disefiados para cada filogrupo con el
software disponible en https://github.com/A-BN/Clermon-
Typing. Para la deteccion de genes de resistencia antibidtica,
se utiliz6 la base de datos online CARD 1% que incluye genes
cromosomales y plasmidicos. Finalmente, todas las secuen-
cias obtenidas durante el estudio se depositaron en la base de
datos del GenBank (Bioproject: PRINA650130).

En cuanto a la genémica comparativa, se anotaron los
genomas ensamblados con Prokka v1.12 Y con un valor e de
10”. Los resultados de la anotacion se subieron al programa
BPGA v1.3 2 para calcular el nimero de genes del geno-
ma central, accesorio y genes unicos con un valor >0,95 de
identidad. Como dltimo paso, se utilizé la matriz resultante
de anotacion por patotipo para el andlisis comparativo entre
grupos utilizando VennPainter 1%,
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HALLAZGOS

Los 14 aislamientos fueron reconfirmados como E. coli me-
diante procedimientos microbiolégicos convencionales. La
confirmacién de patotipos por PCR dio como resultado dos
EHEC, dos EIEC, tres EPEC y siete ETEC (Tabla 1).

La tasa de error de secuenciamiento evaluado median-
te el uso de un control interno PhiX indicé una tasa del
0,35%. El Q30 empleado para seleccionar lecturas de buena
calidad fue >80% por cada 150 pb. Los catorce genomas se-
cuenciados tienen en promedio 184 contigs de alta calidad.
Cada genoma se identific6 como E. coli con mas del 85%
de identidad, obteniendo un contenido de GC del 50,4%. Se
detectaron 10 ST diferentes por MLST (Figura 2), teniendo
como principales hallazgos al ST11 asociado a EHEC, ST311
a EIEC y ST69 a EPEC.

El andlisis in silico de patotipos encontrd una relacién
directa con los resultados obtenidos por PCR (Figura 1). Los

aislamientos EHEC presentaron los genes de la toxina Shiga
(stx1 y stx2). Cuatro ETEC presentaron el gen de la ente-
rotoxina termolabil (elf), dos presentaron la enterotoxina
termoestable (st) y solo uno present6 ambos genes. La ano-
tacion reveld la presencia del gen eaeA dentro de las EPEC, y
finalmente las EIEC poseian el gen ipaH.

El esquema de tipificacion de Clermont asigné cuatro
genomas de E. coli al filogrupo A, cuatro a Bl, uno a B2,
tres a D y dos a E. Una revision adicional revel6 que los ais-
lamientos EHEC peruanos pertenecian al filogrupo E, las
EIECaBl,las ETECa Ay D, ylas EPEC a los filogrupos BI,
B2y C (Figura 1).

En el andlisis relacionado con el resistoma, se detecta-
ron genes que codifican betalactamasas; nueve genomas
presentaron el gen ampC; cuatro poseian bla TEM1, y solo
uno presentd bla CTX-M-15. Ademas, se detectaron genes
de resistencia a las quinolonas. El gen gyrA con la mutacién

S83L se detectd en dos ETEC. El gen gnrS1 se encontré en
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O157H7-1 E 11
EHEC
O157H7-2 E 11
1-756-17 Bl 311
EIEC
2-683-18 Bl 311
2-492-17 Bl 381
2-537-17 EPEC B2 ND
2-734-18 Cc? 2089
2-675-17 A? 10
2-858-17 A 165
2-442-18 A 6872
2-462-18 ETEC D 69
2-526-18 D 69
2-539-18 D 69
2-727-18 A 8287

* Esto se valid6 usando el gen adicional trpAgpC.

EHEC: E. coli enterohemorrégica, EIEC: E. coli enteroinvasiva, EPEC: E. coli enteropatégena, ETEC: E. coli enterotoxigénica, ND: No definido, no encontrado en la base

de datos del esquema de tipificacion multilocus.

Figura 1. Identificacién molecular de genes asociados a patotipos, filogrupos y genes de resistencia antimicrobiana de Escherichia coli diarreogénica.
Las casillas coloreadas indican la deteccion de los marcadores mientras que las incoloras indican su ausencia.
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Figura 2. Arbol recubridor minimo de 14 perfiles alélicos del esquema de tipificacién multilocus (MLST) de Escherichia coli diarreogénicas segin
Achtman incluidos en este estudio, disefiado con el programa BioNumerics v7.5. La leyenda indica cada secuenciotipo diferenciado por colores. Cada
circulo representa un genotipo del MLST y el tamafio es proporcional al nimero de cepas que incluye cada uno.

todas las EIEC y en una ETEC, mientras que el gen gnrBI0
se presento en una EPEC (Figura 1).

El promedio de secuencias codificantes para los cator-
ce genomas analizados fue de 5016. El niimero de genes del
genoma accesorio varié entre 938 y 2133, mientras que el
numero de genes nicos varid entre 0 y 581. Finalmente, el

namero de genes del genoma central fue 2950 (Tabla 1).

El analisis funcional pangendmico detect6 2,17% de ge-
nes centrales, 2,04% de genes accesorios y 1,63% de genes
unicos relacionados con la resistencia antimicrobiana usan-

do las categorias de la enciclopedia de genes y genomas de

Kyoto (KEGG) (Anexo 3). Ademas, la anotacién empleando
las categorias de clusteres de grupos ortologos de proteinas
(COG) detectaron que el 5,32% de los genes centrales, el

Tabla 1. Datos genémicos de los aislamientos de Escherichia coli diarreogénica en Lima, Peru.

Patotipo Aislamientos ST Numero de Numero de genes del geno- Numero de. genes Nume'ro. de genes
CDS ma central accesorios unicos
0157H7-1 11 5270 2950 2133 16
EHEC
O157H7-2 11 5215 2950 2104 9
1-756-17 311 5330 2950 1856 172
EIEC
2-683-18 311 5112 2950 1804 15
2-492-17 381 5248 2950 1588 471
EPEC 2-537-17 ND 4721 2950 938 581
2-734-18 2089 4922 2950 1503 336
2-675-17 10 4661 2950 1369 273
2-858-17 165 5003 2950 1552 386
2-442-18 6872 4991 2950 1473 449
ETEC 2-462-18 69 5053 2950 2015 0
2-526-18 69 5056 2950 2016 6
2-539-18 69 5055 2950 2011 7
2-727-18 8287 4593 2950 1199 294

EHEC: E. coli enterohemorragica, EIEC: E. coli enteroinvasiva, EPEC: E. coli enteropatégena, ETEC: E. coli enterotoxigénica, ST: Sequence type, ND: No definido, no en-
contrado en la base de datos del esquema de tipificacién multilocus (MLST).
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7,32% de los genes accesorios y el 10,22% de los genes unicos
estaban relacionados con la pared celular y las proteinas de
membrana (Anexo 4).

La gendmica comparativa entre patotipos revelé 2950
genes del genoma central. Datos adicionales de agrupacion
de dos o tres patotipos se detallan en la Figura 3. Finalmen-
te, detectamos una gran cantidad de genes ortologos entre
aislados EHEC y EIEC, asi como una pequefia cantidad de
genes compartidos dentro de EPEC y ETEC, para los cuales
no hay informacién adicional sobre su nombre o funcién,
siendo anotados como proteinas hipotéticas.

DISCUSION

La E. coli diarreogénica es la principal causa de infecciones
nosocomiales y adquiridas en la comunidad "%, y tiene una
alta capacidad para desarrollar resistencia a los antimicro-
bianos. Es importante reportar las caracteristicas gendmicas
de aislamientos patdgenos para comprender la resistencia y
patogénesis bacteriana que contribuirdn con el monitoreo y
la aplicacion de nuevas acciones relacionadas con la salud
publica local.

En el presente estudio, se detectaron nueve aislamientos
de E. coli poseedores de genes de resistencia antibidtica por se-
cuenciacién genémica, siendo la mas importante la presencia
de CTX-M-15, TEM1 y ampC relacionados con la resistencia
a betalactamicos. Los estudios indican la presencia de genes
bla en aislados peruanos de E. coli BLEE-positivo, con altas
tasas de frecuencia de CTX-M (54,7%) y TEM (13,2%) 9. Por
otro lado, la deteccion de la betalactamasa tipo ampC es poco
explorada en nuestra region, siendo principalmente una de-
teccion fenotipica con bajas frecuencias €.

La resistencia a quinolonas por la mutacion S83L en
gyrA se present6 en dos ETEC, mientras que la presencia

EIEC EPEC
1142 23

EHEC
1328

ETEC
34

EHEC: E. coli enterohemorragica, EIEC: E. coli enteroinvasiva, EPEC:
E. coli enteropatdgena, ETEC: E. coli enterotoxigénica

Figura 3. Gendmica comparativa de patotipos de Escherichia coli. La in-
terseccion central indica los genes compartidos por los cuatro patotipos
(genoma central).

https://doi.org/10.17843/rpmesp.2020.374.5240

de gnr se detect6 en dos EIEC, una EPEC y una ETEC. La
resistencia a las quinolonas ya se habia informado en el Perd,
incluyendo cepas comensales debido a la fuerte influencia
de la exposicion persistente a estos antimicrobianos 17
sin embargo, son pocos los estudios centrados en el uso de
marcadores moleculares para determinar la resistencia a las
quinolonas. Ademas, el secuenciamiento gendmico permiti6
encontrar genes adicionales relacionados con la resistencia
a otros antibidticos. Por ejemplo, se reporta dos EIEC y dos
EPEC con resistencia a STX y nueve aislamientos con resis-
tencia a tetraciclinas.

La exploracion de la relaciéon entre patotipos (no taxo-
ndémica) y filogrupos (taxonomica) de E. coli mostré que las
EPEC han sido reportadas mayormente dentro de los filo-
grupos B1 y B2 ¥, acorde con lo analizado aqui. Las EIEC se
agrupan en tres filogrupos: A, E y B1 @, siendo B1 donde se
ubicaron los aislamientos de este estudio. Por otro lado, las
ETEC se encuentra mayormente dentro de A y D ¥, donde
los siete aislamientos evaluadas aqui también encajaron. En
contraste, las EHEC resultaron ser el grupo mas uniforme,
estando asociadas al filogrupo E. Esto tiene una explicacién
evolutiva; el serotipo predominante de este grupo, O157: H7,
deriva de una adquisicion de genes de un aislamiento no pa-
togeno O55: H7, llamada preEHEC @°.

El andlisis pangendmico de E. coli diarreogénica usando
las categorias KEGG permitié detectar un 2,17% de genes
del genoma central involucrados en la resistencia antimicro-
biana. Aunque en el analisis anterior solo se mostré infor-
macion con respecto a 14 genes asociados con la resistencia,
logramos detectar genes adicionales asociados con la resis-
tencia, entre mutaciones y otros efectores; sin embargo, de-
bido a la poca informacién disponible de estas moléculas en
los aislamientos de E. coli, no profundizamos en el estudio
de esas moléculas.

El andlisis comparativo entre patotipos mostrd que
EHEC y EIEC comparten una gran cantidad de genes
(n = 246), mientras que EPEC y ETEC presentaron la menor
cantidad de genes compartidos (n = 2). Este ultimo resulta-
do es interesante, ya que contrasta con el trabajo realizado
por Hazen et al. *®, quienes encontraron aislamientos hibri-
dos de estos patotipos. Por otro lado, la mayoria de los estu-
dios de gendmica comparativa solo se basan en el estudio de
diferencias y similitudes dentro de los mismos patotipos, por
lo que este trabajo ofrece una primera mirada a la gendmi-
ca comparativa entre diferentes patotipos, siendo uno de los
primeros trabajos de esta temdtica en el Peru.

En conclusién, los aislados de E. coli diarreogénica de
Lima, Pert, poseen genes de resistencia a maltiples farma-
cos, se ha detectado patotipos, ST y filogrupos con diversi-
dad molecular y filogenética. Se sugiere continuar vigilando
la resistencia de estas bacterias a los antimicrobianos con el
secuenciamiento de nueva generacion, puesto que esta in-
formacion es de utilidad para la salud publica local.
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