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RESUMEN

El presente reporte es la descripcion original de bla, , .. Se caracterizaron los mecanismos de resistencia
a antimicrobianos de un aislamiento de Escherichia coli enterotoxigénica, determindndose la resistencia
a 22 antimicrobianos categorizados en 15 grupos diferentes mediante difusién en agar, estableciéndose
grupo filogenético, mecanismos de resistencia y presencia de integrones de Clase 1 y 2 mediante PCR.
Integrones y genes de resistencia a -lactimicos fueron secuenciados. El aislamiento del grupo filoge-
nético A, mostro resistencia o sensibilidad disminuida a ampicilina, amoxicilina més acido clavulanico,
acido nalidixico, ciprofloxacino, estreptomicina, kanamicina, tetraciclina, trimetoprim, sulfisoxazol, co-
trimoxazol, azitromicina y nitrofurantoina, detectandose la presencia de bla , , aadA1/2, aphAl, sul3,
tet(A) y un integron de Clase 2 conteniendo un gen dfrA1. La resistencia a quinolonas se relacioné con la
substitucién Ser83Ala. La secuencia de TEM mostro la substitucién AlamVal, la cual a la fecha no habia

sido descrita, reportindose como una nueva p-lactamasa, con el nombre de blaTEM—WG'

Palabras clave: Ampicilina; Amoxicilina-Acido Clavuldnico; beta-Lactamasas; Resistencia a Antibi6ti-
cos; Escherichia coli Enterotoxigénica; Epidemiologia Molecular; Integrones (fuente: DeCS BIREME).

CHARACTERIZATION OF Escherichia coli D7111
PRODUCING THE [S—LACTAMASE TEM-176

ABSTRACT

The present report is the original description of bla,, .- The mechanisms of resistance to antimicrobial
agents were determined in an enterotoxigenic Escherichia coli, determining the susceptibility to 22 an-
timicrobials classified in 15 different groups by agar diffusion and establishing the phylogenetic group,
mechanisms of resistance and presence of Class 1 and 2 integrons. Integrons and B-lactam resistance
genes were sequenced. The isolate, belonging to phylogenetic group A, showed the presence of resistance
or diminished susceptibility to a ampicillin, amoxicillin plus clavulanic acid, nalidixic acid, ciprofloxacin,
streptomycin, kanamycin, tetracycline, trimethoprim, sulfisoxazole, cotrimoxazole, azithromycin and
e @4dA1/2, aphAl, sul3, tet(A) and a Class 2 integron containing a dfrAl
gene. Quinolone resistance was related to the substitution Ser, Ala. The TEM sequencing showed the
presence of the new substitution Ala,,Val, which led to the description of the new B-lactamase bla

nitrofurantoin, carrying bla

TEM-176"

Keywords: Ampicillin; Amoxicillin-Clavulanic Acid; beta-Lactamases; Antibacterial Drug Resistance;
Enterotoxigenic Escherichia coli; Molecular Epidemiology; Integrons (source: MeSH NLM).

INTRODUCCION

La familia de los p-lactdmicos estd entre las familias de antibidticos mas ampliamente utiliza-
das a nivel mundial, tanto en salud humana como veterinaria. No obstante, el desarrollo de
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microorganismos resistentes a estos antibioticos compromete
su utilidad. Asi, en algunas zonas, incluyendo diferentes regio-
nes de Perd, los niveles de resistencia a los B-lactdmicos mas
antiguos, como ampicilina bordea o supera el 90% . Mien-
tras, los niveles de resistencia a B-lactimicos mas modernos,
como cefalosporinas de 3? y 4* generacion se sittian alrededor
del 50% ©.

En gramnegativos el fenomeno de la resistencia a
B-lactamicos se asocia principalmente a la produccién de
B-lactamasas. Entre estas, destacan por su elevada frecuencia
las B-lactamasas tipo TEM, las cuales han sido profusamente
reportadas en Peru ¥, aunque en la mayoria de las ocasio-
nes solo se ha determinado su presencia, sin desarrollar es-
tudios de secuenciaciéon que permitan determinar variantes.

En este contexto, en 2007, durante un estudio sobre
diarrea infantil y anélisis de resistencia a antimicrobianos
realizado en Lima, se aislo la cepa diarreogénica (entero-
toxigénica) de Escherichia coli D7111 ™, la cual se decidi6
caracterizar molecularmente, identificando la variante de
gen bla . que presentaba. Por lo tanto, este reporte tiene
el objetivo de caracterizar molecularmente la cepa de E. coli

D7111 incluyendo la descripcion original del gen bla ., ...

EL ESTUDIO

La cepadeE. coli D7111 fue aislada en el curso de un estudio
de cohorte prospectivo pasivo desarrollado en zonas periur-
banas del sur de Lima que incluy6 a 1034 nifios de entre 2 y
12 meses de edad .

Mediante difusion en agar ), se determind la sensibili-
dad a 22 antimicrobianos categorizados en 15 grupos. Asi,
se determind la resistencia a penicilinas (ampicilina), pe-
nicilinas + inhibidores de P-lactamasas (amoxicilina mas
acido clavulanico [AMC]), cefamicinas (cefoxitina), cefa-
losporinas de espectro extendido (cefotaxima, ceftazidi-
ma, cefepime), monobactams (aztreonam), carbapenemes
(imipenem), aminoglucdsidos (amikacina, gentamicina,
kanamicina), estreptomicinas (estreptomicina), anfenicoles
(cloranfenicol), quinolonas (acido nalidixico), fluoroquino-
lonas (ciprofloxacino, norfloxacino), inhibidores de folato
(trimetoprim, cotrimoxazol), macrdlidos (azitromicina) te-
traciclinas (tetraciclina), acidos fosfénicos (fosfomicina), ni-
trofuranos (nitrofurantoina) y sulfamidas (sulfisoxazol). Los
resultados se interpretaron de acuerdo con la guia de 2010
del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) @.

La presencia de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE)
se analizo mediante el test de sinergia de doble disco @, mien-
tras que la de AmpC plasmidicas (pAmpC) se determin6 me-
diante comparacion de los diametros de inhibicion del disco de
cefoxitina en presencia o ausencia de 200 pg de cloxacilina ©.

La presencia de p-lactamasas tipo CARB, OXA-1-like,
OXA-2-like, OXA-5-like, SHV y TEM, se determind por
PCR (de las siglas en inglés de Polymerase Chain Reaction)
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Motivacién para realizar el estudio: Si bien en diversos
estudios en Perti se establece la presencia de bla,
una escasez de datos sobre las variantes circulantes.

existe

Principales hallazgos: Un gen bla ,  de Escherichia coli
fue secuenciado, presentando una unica variacion, con-
ducente al cambio Ala,,Val, con respecto a TEM-1. En la
fecha de desarrollo del estudio (2010) la secuencia obteni-
da no habia sido descrita, adjudicandosele el nombre de
bla

TEM-176"

Implicancias: La deteccién de una nueva P-lactamasa,
manifiesta la presencia de genes de resistencia no descritos
en el drea, sugiriendo el potencial de secuenciar genes inte-
gros cuando fuere posible.

(Tabla 1). Los productos positivos fueron recuperados, puri-
ficados y enviados a Macrogen (Seul, Corea del Sur) para ser
secuenciados en ambos sentidos.

Los grupos filogenéticos se establecieron por PCR (ampli-
ficacion simultanea de chuA, yjaA y tspE4C2). Asimismo se
establecio la presencia de los genes aadA1/2, aphAl (aph(3)-
Ia) y aphA2 (aph(3’ )-1la) implicados en resistencia a estrep-
tomicinas y aminoglucdsidos; tet(A) y tet(B) implicados en
resistencia a tetraciclinas; dfrA1, dfrA5, dfrAe6, dfrA7, dfrAl2,
dfrA13, dfrA14, dfrA15, dfrA15b, dfrA16, dfrA16b, dfrA17 re-
lacionados con desarrollo de resistencia a trimetoprim y sull,
sul2 y sul3 causantes de resistencia a sulfamidas. Adicional-
mente se determind la presencia de integrones Clase 1 y Clase
2 por PCR, asi como se amplificé la regién determinante de
resistencia a quinolonas de los genes gyrA y parC (Tabla 1).
En el caso de los genes dfr, se identificé la variante presente
mediante RFLP (de las siglas en inglés de Restriction Lenght
Polymorphism) de los amplicones obtenidos segtin la meto-
dologia previamente descrita ¢”. Las mutaciones en gyrA y
parC asi como los productos positivos para integrones fueron
caracterizados mediante secuenciacion.

Informacion sobre las secuencias de referencia (DNA/
Aminoacidos) de los genes de resistencia considerados en
este estudio (asi como de otros) se puede encontrar en la pa-
gina https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/.

El estudio original fue aprobado por el Comité de Etica
del Instituto de Investigacion Nutricional con el codigo 246-
2006/CEI-IIN.

HALLAZGOS

La cepa E. coli D7111, identificada como perteneciente al
filogrupo A, present6 resistencia a ampicilina, AMC, azitro-
micina, cotrimoxazol, kanamicina, sulfisoxazol, tetraciclina,
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Tabla 1. Cebadores utilizados en este estudio.

Gen Cebador 1 Cebador 2 pb °C Ref
bla,,, ATTCTTGAAGACGAAAGGGC ACGCTCAGTGGAACGAAAAC 1150 60 3
blag,,, ATGCGTTATATTCGCCTGTG TTAGCGTTGCCAGTGCTCG 841 55 3
bla, .. AATGGCAATCAGCGCTTC GGGGCTTGATGCTCACT 586 56 3
[ ACCAGATTCAACTTTCAA TCTTGGCTTTTATGCTTG 58 55 3
blag, . e CGATAGTTGTGGCAGACGAA CCACTCAACCCATCCTACCC 550 55 3
blag, e TATATTCCAGCATCAACATT ATGATGCCCTCACTTGCCAT 605 55 3
grA AAATCTGCCCGTGTCGTTGGT GCCATACCTACGGCGATACC 343 55 3
parC AAACCTGTTCAGCGCCGCATT GTGGTGCCGTTAAGCAAA 395 59 3
aphAl ATGGGCTCGCGATAATGTC CTCACCGAGGCAGTTCCAT 600 50 6
aphA2 GAACAAGATGGATTGCACGC GCTCTTCAGCAATATCACGG 680 50 6
aadAl, aadA2 GCAGCGCAATGACATTCTTG ATCCTTCGGCGCGATTTTG 282 60 6
tet(A) GTAATTCTGAGCACTGTCGC CTGCCTGGACAACATTGCTT 937 62 6
tet(B) CTCAGTATTCCAAGCCTTTG CTAAGCACTTGTCTCCIGTT 416 57 6
dfrALdfr5, dfr15, dfr15b, dfr16, dfri6b ~ GTGAAACTATCACTAATGG TTAACCCTTTTGCCAGATTT 474 55 6
dfrA6,dfr14 GAGCAGCTICTITTIAAAGC TTAGCCCTTTIICCAATTTT 393 60 6
dfrA7, dfr17 TTGAAAATTTCATTGATT TTAGCCTTTTTTCCAAATCT 474 55 6
dfrA12, dfr13 GGTGSGCAGAAGATTTTTCGC TGGGAAGAAGGCGTCACCCTC 319 60 6
sull TGGTGACGGTGTTCGGCATTC GCGAGGGTTTCCGAGAAGGTG 789 63 6
sul2 CGGCATCGTCAACATAACC GTGTGCGGATGAAGTCAG 722 50 6
sul3 CATTCTAGAAAACAGTCGTAGTTCG CATCTGCAGCTAACCTAGGGCTTTGGA 990 51 6
RV1 GGCATCCAAGCAGCAAG AAGCAGACTTGACCTGA Var. 55 6
RV2 CGGGATCCCGGACGGCATGCACGATTTGTA  GATGCCATCGCAAGTACGAG Var. 60 6
chuA GACGAACCAACGGTCAGGAT TGCCGCCAGTACCAAAGACA 279 59 7
yjaA TGAAGTGTCAGGAGACGCTG ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC- 211 59 7
tspE4C2 GAGTAATGTCGGGGCATTCA CGCGCCAACAAAGTATTACG 152 59 7

pb: Tamario de los amplicones en pares de bases; °C: Temperatura de anillamiento; Ref: Referencia; RV: Region Variable (1 - de integrones de Clase 1; 2 - de integrones de Clase 2); Var: Variable

trimetoprim y dcido nalidixico, asi como sensibilidad inter-
media a estreptomicina, nitrofurantoina y ciprofloxacino
(Tabla 2). En el caso de azitromicina, el halo de inhibicién
fue de <6 mm, por lo que aun en ausencia de punto de corte
establecido en CLSI, se clasificé como resistente.

El estudio fenotipico de B-lactamasas fue negativo, tanto
para BLEE como para pAmpC, siendo bla,,,, el Gnico gen
codificante de P-lactamasas amplificado. El resultado de la
secuenciacion mostro la presencia de una diferencia a ni-
vel de nucleotido (A, T) respecto a la secuencia de bla,,
conducente al cambio aminoacidico Ala, ,Val. Confron-
tada la secuencia aminoacidica con las descritas a la fecha,
se comprobo su novedad, siendo sometida al repositorio
correspondiente (www.lahey.com, actualmente transferido
al National Center for Biotechnology Information - NCBI
- https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pathogens/submit-beta-lac-
tamase/), siendo confirmada como una nueva variante de
TEM, y recibi6 el nombre de TEM-176 (Figura 1). Conse-
cuentemente, la secuencia se report6 al GenBank, y es acce-
sible bajo los codigos: GU550123 - Secuencia DNA original;
NG_050215 - Secuencia DNA de referencia; Secuencia Pro-
teica de Referencia WP_038976851.

Adicionalmente, la cepa E. coli D7111 presentd los ge-
nes aadA1/2, aphAl (codificante para la enzima modificante
de aminoglucdsidos, APH(3’)-1a), tet(A), dfrAl y sul3 asi
como el cambio aminoacidico Ser,Ala en GyrA. El estudio
de integrones mostrd la presencia de un integrén de clase 2,

1321

de aproximadamente 800 pb, conteniendo el casete génico
dfrA1l (Tabla 2).

DISCUSION

El presente trabajo reporta la presencia de una variante de
TEM que, a la fecha de desarrollo del estudio, no habia sido
identificada por lo que, tras ser sometida a los responsables
de mantenimiento de nomenclatura, recibi6é el nombre de
TEM-176.

La familia de B-lactamasas tipo TEM fue descrita inicial-
mente en 1965 @, contando en la actualidad con 190 varian-
tes secuenciadas y presentes en https://www.ncbi.nlm.nih.
gov/pathogens/refgene/#gene_family:(blaTEM) que van de
TEM-1 a TEM-242 (nétese la ausencia en la base de datos de
NCBI de B-lactamasas tipo TEM con numeracion asignada).

TEM-176 sélo difiere en un aminodcido con respecto a
TEM-1. Aunque en apariencia insignificantes, diferencias de
un aminoacido pueden implicar diferencias en el espectro
de actividad (tanto sobre p-lactamicos existentes, como so-
bre B-lactamicos que se disefien en momentos ulteriores a su
descripcion). Asimismo, esas diferencias pueden tener im-
plicancias evolutivas, dado que la adquisicién de una muta-
cion puntual podria hacer evolucionar con mayor facilidad
TEM-176 a otras variantes de TEM, inclusive BLEE, como
seria el caso de TEM-147 (Secuencia Proteica de Referencia:

https://doi.org/10.17843/rpmesp.2021.381.6727
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Tabla 2. Perfil de resistencia y mecanismos subyacentes.

Antimicrobiano Sensibilidad Mecanismo
Ampicilina R TEM-176
AMC R TEM-176?
Cefoxitina N -
Cefotaxima S ---
Ceftazidima S -
Cefepime N ---
Aztreonam S ---
Imipenem S

Acido Nalidixico R Ser, Ala (GyrA)
Ciprofloxacino I Sery,Ala (GyrA)
Norfloxacino S Ser,,Ala (GyrA)
Amikacina S .-
Gentamicina S -
Kanamicina R APH(3)-Ia
Estreptomicina I ANT(3”)-1
Azitromicina R ND
Cloranfenicol N

Trimetoprim R DfrAl
Sulfisoxazol R Sul3
Cotrimoxazol R DfrA1 + Sul3
Tetraciclina R Tet(A)
Nitrofurantoina I ND
Fosfomicina S

AMC: Amoxicilina mas acido clavulénico; S: Sensible; I: Intermedio; R: Resistente; ND: No
determinado; ?: No establecido

WP_063864859), la cual presenta una sola diferencia ami-
noacidica con respecto a TEM-176, Arg, His, en adicién a
la presencia de Val,,,.

Posteriormente a su deteccién en la cepa D7111 y su
inclusion en la nomenclatura, TEM-176 ha sido descrita en
diversas ocasiones. Asi, en GenBank (https://www.ncbi.nlm.
nih.gov/ipg/WP_038976851.1) consta su presencia en E. coli
(29 cepas), Salmonella enterica (61 cepas, pertenecientes tan-
to a serotipos frecuentes como Typhimurium, Enteritidis o
Hadar, o infrecuentes como Brancaster o Schwarzengrund),
Klebsiella pneumoniae (2 cepas), Citrobacter amalonaticus (2
cepas), Citrobacter portucalensis (1 cepa) y Vibrio parahae-
molyticus (2 cepas), siendo en la mayoria de los casos de-
tectada en el curso de estudios de secuenciacion gendmica.

Probablemente la presencia de esta (u otras) variantes
de bla,,, haya pasado desapercibida en numerosos estudios,
dada la necesidad de secuenciar el amplicon de bla_, para
poder efectuar la identificacion correcta. A ello también pue-
de haber contribuido el hecho de no afectar a cefalosporinas
de 32 y 42 generacién. No obstante, desde su descripcion e
introduccion en GenBank el 31 de enero de 2010, bla..

TEM-176
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gtttcttagacgtcaggtggcacttttcggggaaatgtgegeggaaccectatttgttta
tttttctaaatacattcaaatatgtatccgctcatgagacaataaccctggtaaatgett

M S I 9 H F RV A L I P
caataatattgaaaaaggaagagtatgagtattcaacattttcgtgtcgececcttattece

F F A A F CL PV F A HU©PETTUL V K V K
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gccaacttacttctgacaacgatcggaggaccgaaggagctaaccgcttttttgecacaac

M G D HV T RUL D RWE?PETLNEA ATIP
atgggggatcatgtaactcgecttgatecgttgggaaccggagetgaatgaagecatacca

N D ERDTTMU®PAAMATTTULRK L L
aacgacgagcgtgacaccacgatgcctgcagcaatggcaacaacgttgegcaaactatta

T 6 EL L TL A SURQ QL I DWMMEATD
actggcgaactacttactctagcttcccggcaacaattaatagactggatggaggeggat

A(Tem-1)
K VA G P L LR S VL PAGWT F I A DK
aaagttgcaggaccacttctgcgcteggtecttecggetggetggtttattgetgataaa
C (tem-1)

S GA GERG S R G I I AATLGUZPD G K
tctggagecggtgagegtgggtetegeggtatcattgecagcactggggecagatggtaag

P S R I VvV IY T TTS G S QATMUDE R N
cccteccgtategtagttatctacacgacggggagtcaggcaactatggatgaacgaaat

R Q9 I A E I G A S L I K H W *
agacagatcgctgagataggtgcctcactgattaagcattggtaactgtcagaccaagtt

tactcatatatactttagattgatttaaaacttcatttttaatttaaaaggatctaggtg

aagatcc

En letras minuisculas se encuentra la secuencia de un fragmento de ADN de 1043 pb que contiene el gen
bla, . (GenBank: GU550123), sobre ella estd anotada en letras mayusculas la secuencia aminoacidi-
ca de TEM-176. En negrita y resaltado en amarillo se encuentran las diferencias con respecto a TEM-1
(GenBank: NG_050145), aminoacidicas en la parte superior, nucleotidicas en la inferior.

Figura 1. Secuencia del gen blaTEM-176

ha sido reportada en microorganismos aislados de muestras
de origenes variados (ej: humanas, animales o alimentarias),
y de localizaciones geograficas dispares, como por ejemplo
Austria, Australia, Ecuador, Singapur o Tanzania, mostran-
do asi una diseminacién a nivel mundial ©-'%.

Si bien, hay escasos datos sobre su localizacion genomica,
en algunos casos se ha comprobado su presencia en plasmi-
dos del grupo IncX 1!V, como pSGMCR103 (un plasmido del
grupo IncX1), el cual, entre otros determinantes de resisten-

cia, ademés de bla transporta el gen mcr-5.1 0.

TEM-176’

Adicionalmente, cabe resefiar que se ha detectado su pre-
sencia en estudios metagenomicos realizados en Peru 9. Este
hecho es interesante, ya que pareceria que pese a la escasez de
estudios encaminados a la secuenciacion de B-lactamasas tipo
TEM en Per, la presencia de TEM-176 ha sido descrita por
diferentes autores de manera independiente en el pais, lo que

sugiere que podria ser relativamente frecuente en el area.
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El hecho que la cepa D7111 sea resistente a AMC, jun-
to con la no deteccion de otras B-lactamasas, abre la puerta
a que este inhibidor de B-lactamasas no inhiba de manera
completa a TEM-176, lo que permitiria categorizar a esta
B-lactamasa como IRT (por las siglas en inglés de Inhibitor
Resistant TEM). No obstante, este aspecto deberia ser veri-
ficado de manera especifica e inequivoca, dado que podrian
coexistir B-lactamasas no identificadas, asi como se ha cons-
tatado que la sobreexpresion de PB-lactamasas tipo TEM,
como por ejemplo TEM-1, puede conllevar sensibilidad dis-
minuida o resistencia a AMC )

La cepa D7111, asimismo presento otros determinantes
de resistencia, como es el caso del gen aphAl, subyacente
tras la resistencia a kanamicina detectada 9. APH(3’)-Ia se
ha descrito previamente en numerosos microorganismos,
incluyendo todos los gramnegativos del grupo ESKAPE
(Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudo-
monas aeruginosa y Enterobacter spp.) asi como otros mi-
croorganismos causantes de diferentes patologias como Es-
cherichia coli o Salmonella spp. (https://card.mcmaster.ca/
ontology/39041). Sin embargo, hasta donde sabemos, esta es
la primera descripcion de esta enzima en Peru. La ubicuidad
de APH(3’)-Ia junto con los elevados niveles de resistencia a
kanamicina detectados en aislamientos clinicos en Pert hace
que este hallazgo no sea sorprendente. Asimismo, se detect6
la presencia de otro gen codificante de enzimas modifican-
te de aminoglucésidos, un gen tipo aadA. Los genes aadA
codifican nucleotidiltransferasas inactivantes de estrepto-
micina y espectinomicina !9, encontrdandose ampliamente
diseminados a nivel mundial, aunque a diferencia del pre-
sente caso, a menudo asociados a integrones, tanto de Clase
1 como de Clase 2 (http://integrall.bio.ua.pt/).

En consonancia con lo descrito en la literatura, la subs-
titucién Ala,, en GyrA fue considerada la causa de la resis-
tencia a acido nalidixico 7', Este cambio aminoacidico se
asocia a una menor alteracion de los patrones de hidrofo-
bicidad de GyrA que otros cambios aminoacidicos en esa
misma posicién como por ejemplo Ser,,Leu o Ser,,Val, y por
ende se suele asociar con menores niveles de resistencia %,

En adicidn a tetraciclina, Tet(A) se ha asociado a leves
incrementos de resistencia a tigeciclina, mds adn, se ha cons-
tatado el desarrollo durante tratamientos de nuevas variantes
alélicas (cambio aminoacidico Ser,,, Ala) capaces de conferir
niveles de concentracién minima inhibitoria de 32 mg/L .

Los integrones son estructuras genéticas movilizables,
aunque no moviles per se, que se caracterizan por poseer un
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