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RESUMEN

Escherichia coli es generalmente conocida como una bacteria comensal habitante
del tracto gastrointestinal; sin embargo, puede actuar como un patégeno causando
enfermedades intestinales y extraintestinales, como infeccion del tracto urinario
(ITU). Alrededor del mundo se registran de 130-175 millones de ITU cada afio,
donde el principal agente causal es E. coli uropatégena (UPEC) representado un
70-90% de los casos. Es aceptado que el origen de estas cepas es comensal y que
a través de la via fecal-perineal-uretral estas cepas pueden desencadenar una ITU.
Ademas, UPEC porta diversos factores de virulencia y resistencia antimicrobiana
para desarrollarse y permanecer en las diferentes etapas de la patogénesis.

Con la finalidad de conocer el potencial patogénico que poseen las cepas
comensales para adaptarse al nicho urinario y producir una ITU, se plante6 un
estudio enfocado a analizar las caracteristicas gendmicas que poseen cepas de E.
coli comensales para compararlas con cepas UPEC provenientes del mismo
hospedero (mujeres embarazadas). Debido a la contingencia sanitaria por COVID-
19, no fue posible realizar todos los objetivos experimentales por lo que se planted
realizar un analisis in silico (mediante el uso de herramientas bioinformaticas de libre
acceso), para estudiar el viruloma, resistoma y mobiloma de genomas completos de
cepas comensales y UPEC, depositados en la base de datos GenBank, reportados
hasta el 31 de diciembre de 2020, para asi describir las similitudes y/o diferencias
entre ellos.

A partir de 6 muestras pareadas (comensales y UPEC), el estudio fenotipico mostro
el mismo perfil de susceptibilidad a antibiéticos y fenotipo BLEE entre las cepas
comensales (aisladas de heces) y la cepa UPEC de una sola paciente.

Por otro lado, se analizaron 85 genomas comensales y 87 de UPEC depositados en
la base de datos del GenBank hasta el 31 de diciembre del 2020. Un total de 169
genes asociados a 79 factores de virulencia fueron detectados a través de
VirulenceFinder y Virulence Finder Data Base, encontrando similitud en el contenido
de genes de virulencia entre las cepas de ambas poblaciones, siendo los genes mas
frecuentemente detectados terC y gad, que confieren resistencia al telurio y al acido
estomacal, respectivamente y la hemolisina hlyE (>90% en ambos genomas). Los
genes de resistencia a antimicrobianos se encontraron con mayor prevalencia en
UPEC (708 genes), y aunque en los genomas comensales este niumero fue menor
(382 genes), estos se asociaron a la resistencia de las mismas familias de
antibioticos que UPEC, siendo mas pronunciada la presencia de genes asociados
a resistencia frente a los aminoglucésidos y betalactamicos en ambos tipos de
genomas, remarcando la diferencia numérica debido a la presencia de un mayor
namero de variantes alélicas de este tipo de genes dentro los genomas UPEC. Los
elementos genéticos moviles y movilizables (EGM) fueron los mismos en ambos
tipos de genomas, destacando la presencia de pladsmidos (comensales= 227 y
UPEC= 233), integrones (comensales= 18 y UPEC= 36), secuencias de insercion,
transposones compuestos Yy repeticiones invertidas miniatura, con ligeras
diferencias numeéricas atribuidas a la cantidad de copias codificadas en los
diferentes genomas; ademas, en algunos casos los genes asociados a resistencia
en comensales (32.2%) y UPEC (31.8%) se encontraron asociados a algun EGM.



Con los resultados obtenidos, se evidencié que las cepas comensales poseen el
potencial patogénico para poder desencadenar una ITU. El andlisis también mostré
la presencia de determinantes de resistencia y elementos genéticos de movilizacion
comunes entre las cepas de ambas poblaciones, 1o que en conjunto con la
convergencia de la triada ecologica, apoya el origen comensal de UPEC.

Palabras claves: E. coli uropatogénica, E. coli comensal, viruloma, resistoma,
mobiloma.



1. INTRODUCCION
1. 1 Infeccién de vias urinarias

La infeccién de vias urinarias (ITU) es una de las infecciones bacterianas mas
comunes en el mundo, se estima que cada afo afecta a mas de 150 millones de
personas (Garretto et al.,, 2020) y es definida como la presencia de numerosas
bacterias en la orina (= 10° CFU/mL); generalmente se presenta acompafiada de
sintomas clinicos con base a los cuales se pueden clasificar como cistitis, o ITU
baja, pielonefritis o ITU alta y en su forma méas severa conocida como urosepsis;
definida como la diseminacion de la bacteria, a torrente sanguineo (Nichols et al.,
2016).

Sin embargo, también puede presentarse sin sintomas clinicos, lo que se denomina
bacteriuria asintoméatica (ABU) (Kot, 2019). La ITU puede presentarse en grupos de
todas las edades, pero existen grupos que son mas vulnerables a padecerlas como
los neonatos, mujeres y personas de la tercera edad (Haghighatpanah & Mojtahedi,
2019).

El principal agente causal de ITU es la bacteria Escherichia coli uropatégena
(UPEC, por sus siglas en inglés) ocasionando mas del 80% de estas infecciones
(Hagos et al., 2019); entre el 5 y 20% es causado por otro tipo de microorganismos
como Sthapylococcus saprophyticus, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis y
Enterococci spp.

1.2 Generalidades de Escherichia coli

Escherichia coli es un bacilo Gram negativo, descrito por primera vez en 1885, por
Theodor Escherich como un microorganismo comensal habitante del tracto
gastrointestinal de nifios sanos (Torres, 2016); es el microorganismo mas
abundante presente en el intestino humano, coloniza el intestino a unas horas del
nacimiento adhiriéndose a la mucosa del intestino grueso del humano y otros
mamiferos; se recupera de muchas ubicaciones extraintestinales rebasando la
barrera intestinal, actuando como acarreador de factores de virulencia pudiendo
adoptar un caracter invasivo (Koli et al., 2011). Las diferentes cepas de E. coli
pueden participar en distintas interacciones con el hospedero que van desde un
simbiosis como en el caso de las cepas comensales hasta provocar enfermedad en
el mismo (Kittana et al., 2018). La plasticidad del genoma de E. coli ha permitido su
evolucion hacia cepas patogenas, las cuales se pueden dividir en E. coli
diarreogénica o E. coli intestinal y E. coli patogénica extraintestinal (Rojas-Lopez et
al., 2018).

Estas cepas a su vez han sido clasificadas filogenéticamente en 8 filogrupos de E.
coli sensu stricto: A, B1, B2, C, D, E, F, y G. Las cepas comensales se encuentran
distribuidas principalmente dentro de los filogrupos A y B1, mientras que a las cepas
virulentas extraintestinales las encontramos de manera mas prevalente en los
filogrupos B2 y en menor medida en los filogrupos D y F (Clermont et al., 2019).



1.2.1 E. coli intestinal y extraintestinal

Las E. coli causantes de enfermedad a nivel intestinal, se han denominado E. coli
diarreagénicas (DEC), estos se han agrupado de acuerdo a sus determinantes de
virulencia, el tropismo tisular por el tracto gastrointestinal (TGI), los sintomas y las
consecuencias clinicas resultantes estas se han agrupado de acuerdo a los sitios
de colonizaciéon, los sintomas, las consecuencias clinicas resultantes y sus
determinantes de virulencia, lo que se ha denominado como patotipo y asi se
determinan las siguientes categorias: E. coli enteropatogena (EPEC), E. coli
enterohemorragica (productora de toxina Shiga) (EHEC/STEC), E. coli
enteroagregativa (EAEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli difuso adherente
(DAEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC) (Gomes et al., 2016) y E. coli adherente
invasiva (AIEC) que se ha descrito recientemente (Tabla 1). Generalmente las
infecciones por los patotipos DEC estan asociadas con la transmision por ingesta
de alimentos contaminados con estos, lo que representa un problema de seguridad
alimentaria y de salud publica mundial.

La prevalencia de la enfermedad diarreica por E. coli diarrogénica se relaciona a las
condiciones geogréficas, temporales y climaticas que complican las iniciativas de
prevencion y control de la seguridad alimentaria y la salud publica, especialmente
en paises con recursos limitados (Aijuka et al., 2018).

Existe un grupo de cepas de E. coli que tienen la capacidad de producir enfermedad
fuera del tracto gastrointestinal, estas cepas son denominadas E. coli Extraintestinal
Patogénica (EXPEC) e incluye la variante aviar patogénica (APEC), E. coli
uropatogénica (UPEC, mencionada anteriormente), los aislados responsables de
septicemias (SEPEC) y E. coli causante de meningitis neonatal (NMEC) (Nielsen et
al., 2018).

Las cepas EXPEC generalmente codifican tres tipos de factores de virulencia: 1)
factores que les permiten unirse a las células humanas (por ejemplo, fimbria P,
fimbria S), 2) factores importantes para la supervivencia en el cuerpo humano (por
ejemplo, sideréforos), y 3) factores capaces de dafiar las células y tejidos humanos
(por ejemplo, hemolisina, factor necrotizante citotéxico) (Micenkova et al., 2016;
Etefia & Ben, 2020).

A diferencia de las cepas DEC cuya transmision es asociada con alimentos
contaminados, la ruta de transmision de E. coli extraintestinal al hospedero es
imprecisa; sin embargo, en mujeres se ha planteado que la ruta de transmision de
estas cepas hacia vias urinarias es la via fecal-perineal-uretral (Yamamoto et al.,
1997); tomando a E. coli comensal como reservorio de factores de virulencia o
resistencia de donde potencialmente emergera la UPEC.

Se han planteado dos hipoétesis que tratan de esclarecer el mecanismo de infeccion
de las cepas de origen fecal hacia el tracto urinario: la primera es la hipétesis de la
“prevalencia”, que sostiene que la bacteria se encuentra en el lugar correcto, en el
momento adecuado y en concentracion suficiente para que desencadene una
infeccion del tracto urinario ( Schlager et al., 2002; Moreno et al., 2006) y la segunda
es la hipdtesis de la “patogenicidad especial’”, que sostiene que existe un

2



subconjunto particular de microbiota intestinal que expresa marcadores de
virulencia especificos ( Schlager et al., 2002; Moreno et al., 2006) que le permiten
infectar el tracto urinario. Sin embargo, algunos estudios sugieren la necesidad de
identificar otras fuentes, fuera del intestino humano, incluidos los alimentos y el
medio ambiente, ya que en algunos casos los mecanismos de infeccién antes
mencionados no corresponden (Matsui et al., 2020).

Tabla 1. Patotipos de E. coli y marcadores genéticos de virulencia usados para su
clasificacion.

Patotipo Subgrupo Marcadores genéticos de Observaciones
virulencia (funcion o factor
de virulencia)
EAEC Tipico aggR (activador La aparicion del patron de adhesion
(tEAEC) transcripcional) agregante en células HelLa/Hep-2
es el método estandar para
caracterizar la EAEC
Atipico aatA y aaiG (plasmido y Cepas que no portan el reguldn
(aEAEC) sistema de secrecion = AggR
cromosémica,
respectivamente)
EPEC Tipico bfp (pilus formador de Caracterizado por la presencia de
(tEPEC) mechones), eae (intimina) y LEE
ausencia de stx (toxina Shiga)
Atipico eae (intimina) y la ausencia Carece del plasmido del factor bfp,
(aEPEC) de bfp y stx efectores no LEE como nleC y nleF
STEC - stx (toxina Shiga) La ausencia de LEE no excluye el
potencial de causa de enfermedad
severa en el humano, porta otros
genes de virulencia como Ipf que
favorecen la adhesién de esta
EHEC stx (toxina Shiga) La presencia de la isla de
y eae (intimina) patogenicidad LEE confiere a EHEC
la capacidad de causar lesion
attaching and effacing (A/E) en el
epitelio intestinal, como a EPEC
ETEC - elt (toxina  temolabil, LT) Es el organismo méas importante
ylo est (toxina termoestable, que causa la diarrea del viajero.
ST) ETEC también contribuye
significativamente a la
deshidratacion de las
enfermedades diarreicas en bebés
y nifios en entornos con recursos
limitados
EIEC - ipaH (familia de efectores La presentacion clinica y los

multicopia presentes en el
plasmido y cromosoma de
invasion)

mecanismos de virulencia de EIEC
son indistinguibles de los iniciados
por Shigella spp. y tanto EIEC como
Shigella llevan el plasmido pINV tipo
F que codifica los genes necesarios
para la patogénesis enteroinvasiva



DAEC

AIEC

ExPEC

APEC

dra o afa (adhesinas AFA-Dr)

Desconocido

Se ha propuesto la presencia
de al menos dos de los cinco
genes: pap (fimbrias P), sfa
(fimbrias S), afa/dra
(adhesinas AFA-Dr), iucfiut
(aerobactina) y kpsMT I
(grupo capsular I1)

Se ha asociado a hlyF

No se describié ningin factor de
virulencia confirmado como
determinante de la diarrea

Ningun factor de virulencia descrito
como marcador molecular,
involucrado como determinante de
enfermedad inflamatoria intestinal
Las cepas virulentas intrinsecas son
letales en un modelo animal de
sepsis; no todos los aislamientos
extraintestinales  albergan  este
conjunto de genes de virulencia

Aislado del tracto respiratorio de

(hemolisina F), ompT aves
(Proteina de  membrana
externa), iroN (receptor de
salmoquelina), iss (Proteina
de resistencia al suero) e iutA
(receptor de aerobactina)
ubicados en el plasmido de
virulencia ColV
UPEC Algunos autores sugieren la  No todos los aislados de ITU
presencia simultanea de los codifican estos cuatro genes.
siguientes genes: yfcV
(subunidad principal de
fimbria Yfc), vat (toxina
autotransportadora
vacuolante), chuA (receptor
de hierro hemo) y fyuA
(receptor yersiniabactina)
Tabla modificada de: (Newell & La Ragione, 2018; Jesser & Levy, 2020; Santos et al., 2020).

1.3 E. coli uropatogéna (UPEC)

UPEC, codifica varios factores de virulencia para poder permanecer en las
diferentes etapas de patogénesis de la enfermedad: en la adhesién y colonizacion,
invasion, persistencia, desarrollo de biopelicula, formacion de comunidades
intracelulares y formas quiescentes intracelulares, asi como en la colonizacion del
rinon y dafio epitelial (Zalewska-Piatek & Piatek, 2019).

La virulencia de la bacteria, el tamafio del inéculo y los mecanismos de defensa del
hospedero determinaran el éxito de la invasion del tracto urinario; sin embargo,
hospederos como las mujeres tienen una mayor predisposicién, debido a la
proximidad del ano y la uretra, el efecto de las hormonas y cambios en la microbiota
genital (Lopez et al., 2014).



1.3.1 Factores de virulencia en UPEC

Estas cepas se caracterizan por tener una gran variedad de factores de virulencia
tanto en su estructura externa como los secretados por la misma célula bacteriana;
de esta manera pueden ser divididos en dos categorias principales: 1) factores de
virulencia asociados a la superficie celular bacteriana y 2) factores de virulencia
secretados por la bacteria (Etefia & Ben, 2020).

1.3.1.1 Factores de virulencia asociados a la superficie celular bacteriana

Dentro de los factores asociados a la adherencia, que son expresados en la
superficie bacteriana, se encuentran las fimbrias o pilis. La adherencia a las células
del hospedero es el principal determinante para el establecimiento del
microorganismo; a través de la participacion de adhesinas fimbriales (FimH, PapG,
SfaS, FocH, CsgA y DrA) localizadas en la parte distal de las fimbrias (tipo 1, P, S,
F1C, curliy Dr, respectivamente) (Luna et al., 2018). Estas estructuras de superficie
celular bacteriana consisten en proteinas pilinas oligoméricas que se arreglan en
una estructura cilindrica helicoidal y son mas delgadas y cortas que el flagelo;
reconocen componentes especificos como receptores, usualmente carbohidratos,
sobre las células del hospedero (Alam Parvez & Rahman, 2019).

La fimbria tipo 1, es una de las principales determinantes de la patogénesis de estas
cepas, esta interactia con proteinas uroplaquina manosiladas en las células de la
vejiga, resultando en un proceso de invasion que permite a UPEC resistir el flujo de
la orina, anticuerpos, moléculas bactericidas y la actividad de antibioticos en el tracto
urinario. Esta fimbria esta codificada por genes del operon fim, que pertenecen al
core del genoma del microorganismo, dentro del operén destaca el gen fimH, el cual
codifica la adhesina del pili, esta adhesina es manosa sensible y puede causar
hemaglutinacion, ademas estimula la sefializacion de las vias involucradas en la
invasion bacteriana, la muerte celular programada y también puede mediar el
aumento de concentracion de calcio intracelular de las células uroteliales (Luna et
al., 2016; Alam Parvez & Rahman, 2019; Etefia & Ben, 2020).

La fimbria P contribuye a la patogenicidad facilitando la colonizacién, previniendo la
remocion por filtracion de la orina e incrementando la invasion y proliferacion en
rifones, por lo que se asocia a pielonefritis. Ademas, ayuda a E. coli a cruzar la
barrera epitelial urinaria y asi poder ingresar al torrente sanguineo pudiendo
ocasionar urosepsis y también hemaglutinacion. La fimbria P estd compuesta por
seis subunidades PapG, PapF, PapE, PapK, PapA, y PapH, que son codificadas
por genes pap que se localizan dentro de una isla de patogenicidad (PAl). Este tipo
de pili reconoce los glucoesfingolipidos que portan el determinante Gal-a (1-4) B-
Gal en el epitelio e interactian con este a través de la adhesina PapG la cual es
manosa resistente (Alam Parvaez & Rahman, 2019; Etefia & Ben, 2020). Existen 3
variantes de la adhesina PapG diferenciadas por la globotriacil ceramida a la que se
unen: PapGl y PapGll se unen principalmente a globotriaosilceramida (Gb3) y
globésido (Gb4, abundante en células uroepiteliales) respectivamente, y que a su
vez se relacionan con aislados clinicos de pielonefritis y bacteriemia; mientras que



PapGlIl se une al antigeno de Forssman o Gb5 y se ha relacionado con aislados
clinicos de cistitis (Flores et al., 2019).

La fimbria S esta asociada con la capacidad de E. coli para diseminarse y provocar
una sepsis; es codificada por genes sfa localizados en una PAI; media la interaccién
de la bacteria con los receptores que contienen acido sialico en el epitelio de la
vejiga y ductos uretrales; ademds, se une a otras moléculas en las superficies de
las células como fibronectina y laminina a través de la adhesina SfaS. Esta fimbria
es activadora del plasmindégeno y puede incrementar la activacion de este dentro
del cuerpo del hospedero lo cual puede resultar en actividades extracelulares
plasminoliticas bacterianas (City et al., 2019; Behzadi & Behzadi, 2017; Etefia &
Ben, 2020).

La fimbria F1C ha sido descrita como un factor de adherencia no hemaglutinante,
los receptores especificos para FC1 son las moléculas de Gal-Nac-B-1,4-Gal-8
localizadas en células uroteliales, los uréteres, los glomérulos, las membranas de la
mucosa urinaria, el endotelio de la vejiga y el rifién, los tabulos distales de las
nefronas y los conductos colectores de orina, y su presencia se correlaciona con
pielonefritis. Para su biogénesis es necesario un cluster (grupo) de siete genes foc
dentro del cromosoma bacteriano donde FocH funciona como adhesina
reconociendo determinantes galactosil-ceramida (Zamani & Salehzadeh, 2018;
Alam Parvez & Rahman, 2019; Behzadi & Behzadi, 2017).

La fimbria 9 (F9) no contribuye a la hemaglutinacion, pero tiene un papel importante
en la formacion de biopelicula, por lo que contribuye al establecimiento de infeccién
de vias urinarias asociadas al uso de catéter (CAUTI). F9 es codificada en un operén
de seis genes c1931-c1936, de donde C1931 es la adhesina; sin embargo, para que
la unién de esta fimbria se lleve a cabo requiere otra adhesina FmIH, la cual asemeja
a FimH. Las moléculas de glicano Gal-p-1,3- Glc-NAc son los receptores
superficiales de F9 (Behzadi, 2020).

La presencia de la fimbria Afa/Dr en las cepas de E. coli, tiene una correlacion con
una mayor colonizacion y capacidad invasiva, esta confiere hemaglutinacion
resistente a manosa y se unen al Factor Acelerante de Decaimiento (DAF). Estas
fimbrias son capaces de unirse a la membrana basal del epitelio tubular y a la
capsula de Bowman; también se unen a moléculas de adhesion celular relacionadas
con el antigeno carcinoembrionario (CEACAM). La union del patdgeno al receptor
DAF es seguida por una cascada de sefializacion asociada a CEACAM, que
desencadena una remodelacion de la superficie de la célula hospedera que ayuda
a la colonizacion bacteriana del tracto urinario (Subashchandrabose & Mobley,
2015; Werneburg & Thanassi, 2018).

La fimbria curli es una proteina fibrosa de superficie tipo amiloide la cual es
importante para el desarrollo de biopelicula, su presencia esta asociada con
infecciones humanas graves. Esta fimbria interactia especificamente con una
matriz de proteinas del hospedero como son fibronectina, laminina y plasminégeno
para iniciar la adherencia y colonizacién del hospedero, esta codificada por genes
csg, donde cgsA es la subunidad principal, la curlina (Cordeiro et al., 2016;
Zalewska-Piatek & Piatek, 2019).



Otras fimbrias relacionadas con la adhesion en las cepas UPEC son la Auf, Pix,
Yad, Yeh, Yfc e Ygi (Subashchandrabose y Mobley, 2015). De igual manera se han
descrito adhesinas denominadas afimbriales por no poseer las caracteristicas
estructurales mencionadas como es lha y FdeC (Terlizzi et al., 2017). Ademas,
existen otras proteinas asociadas a la adhesion como las proteinas
autotransportadoras (AT), que permiten el paso a través de la membrana biolégica
ademas de la adhesion, invasion y formacion de biopelicula durante la patogénesis;
entre estas encontramos a la toxina vacuolizante autotransportadora, Vat,
codificada por el gen vat, que al igual es encontrada en APEC (Shakhatreh et al.,
2019) y AIEC (Chervy & Barnich, 2020; Palmela et al., 2017).

Otra estructura de superficie de importancia es la capsula, esta cubre a la bacteria
y confiere proteccion frente a condiciones desfavorables como la respuesta inmune
del hospedero, protege de la fagocitosis y muerte del microorganismo por accion
del complemento, incluyendo resistencia al suero del hospedero y a los antibidticos.
Esta constituida principalmente de polisacaridos (antigeno K) (Alam Parvez &
Rahman, 2019), existen mas de 80 tipos diferentes de antigenos capsulares, estos
pueden ser clasificados en cuatro grupos principales segun la organizacion genética
del grupo de genes de la cdpsula, asi como por su mecanismo de biosintesis y
ensamblaje. Las capsulas del grupo 2 compuestas por diferentes antigenos K (por
ejemplo, K1, K2, K5 y K100) se expresan comunmente entre las cepas UPEC. Los
genes implicados en la biosintesis de capsulas del grupo 2 se organizan en tres
regiones distintas:

e Regiones | (kpsFEDUCS) y Il (kpsMT) se conservan en todo el grupo 2,
codifican un complejo transmembrana involucrado en la exportacion y
ensamblaje de los polisacaridos capsulares.

e Region Il es especifica de serotipo y codifica las enzimas responsables
de sintetizar el polisacarido capsular (Goh et al., 2017).

Un elemento importante que permite la sobrevivencia de E.coli frente al suero
humano, induce la sintesis de anticuerpos especificos y es un activador inmune que
induce la produccion de 6xido nitrico y citocinas es el lipopolisacéarido (LPS); (Alam
Parvez & Rahman, 2019). Este consiste en una region central de lipido A
conservada; una region central formada por acidé 2-ceto-3-deoxi-D-mano-
octulosénico (Kdo) y uno o mas residuos de L-glicerol-D-mano-heptosa y como
parte mas externa e hidrofilica una region de antigeno O variable. El antigeno O es
altamente variable entre cepas de E. coli, esta variacion es causada por cambios
en los residuos de azucar y patrones de enlace dentro de las subunidades de
repeticion del componente, con base a estos cambios surge la clasificacion del
microorganismo segun el tipo de antigeno O, hay mas de 180 diferentes serotipos,
entre los tipos mas comunes en los aislados UPEC en humanos se incluyen O1,
02, 04, 06, 07, 08, 016, 018, 025y O75 (Morales et al., 2016; Goh et al., 2017).

Otro apéndice de superficie en E. coli es el flagelo (s), esta puede tener de seis a 8
flagelos distribuidos en su superficie, estos se encuentran implicados en la motilidad
ya sea por nado o por swarming (Movimiento colectivo de células), ademas esta



motilidad puede favorecer la colonizacion hacia otros sitios del tracto urinario. La
motilidad de UPEC esta regulada por proteinas codificadas por operones fimbriales
a través de procesos como la unién del regulador PapX asociado a las fimbrias P,
al promotor flnDC, la inhibicién de la transcripcion y la sobreexpresion génica que
resulta en una produccion reducida de flagelina, una motilidad disminuida y una
respuesta quimiotactica alterada. El flagelo constituye el antigeno H y junto con el
antigeno O son usados para tipificar los aislados de E. coli (Khan et al., 2020).

Otros factores que pueden contribuir a la patogénesis de las cepas UPEC son las
proteinas de membrana como TraT e Iss que le facilitaran el escape de la muerte
por complemento y la resistencia al suero humano; la proteina de membrana
externa T (OmpT), es una serin proteasa de superficie que cataliza la activacion del
plasminégeno a plasmina, escinde la protamina y otros péptidos catiénicos con
actividad antibidtica lo que promueve la permanencia de E. coli en el tracto urinario
(Etefia & Ben, 2020).

1.3.1.2 Factores de virulencia no asociados a la superficie celular bacteriana

Las cepas UPEC también pueden producir otros factores de virulencia no asociados
a su superficie, estos son llamados factores de virulencia secretados, entre ellos se
puede mencionar a las toxinas. UPEC secreta toxinas como son la a-hemolisina y
el factor necrotizante citotoxico-1 (CNF-1). La a-hemolisina es codificada por el gen
hlyA y necesita ser activada por el gen hlyC que codifica una acil-transferasa,
finalmente es secretada por el sistema de secrecion tipo | (Subashchandrabose &
Mobley, 2015). Esta es una toxina formadora de poros la cual induce a la lisis celular
produciendo la salida de nutrientes y otros factores, como el hierro, que favoreceran
la permanencia del microorganismo en el nicho urinario, a altas concentraciones
puede lisar eritrocitos y las células del hospedero (Flores et al., 2019); también, se
ha demostrado que induce la muerte celular dependiente de caspasas en células
epiteliales de la vejiga, lo que resulta en la exfoliacién celular (Terlizzi et al., 2017).
El CNF-1 contribuye a la invasion de células uroteliales, en ensayos in vitro los
cambios celulares que ocasiona son la multi nucleacién, rearreglo del citoesqueleto
de actina, apoptosis de las células uroteliales, formacién de lamelipodios y
filopodios, decremento de la capacidad de fagocitosis por polimorfonucleares y
activacion de factor nuclear kB (Flores, et al., 2019).

Otras toxinas asociadas a UPEC son la toxina citoletal distendida (Cdt) la cual
bloquea el ciclo celular eucarionte, suprime la proliferacion celular y puede causar
muerte celular, tiene actividad DNasa-1 (Guneri et al., 2020), la proteina uropatégena
especifica (Usp), que es una genotoxina activa contra las células de mamiferos con
actividad endonucleasa; se ha asociado a las cepas que provocan pielonefritis,
prostatitis y bacteriemia, esta codificada dentro de una PAI (Alam Parvez & Rahman,
2019) y la toxina autotransportadora secretada (Sat), la cual, tiene accion contra las
células de vejiga y riiidn, y siendo una serin proteasa autotransportadora de
Enterobacteriaceae (SPATE) puede incrementar la propagacion de UPEC al
torrente sanguineo, resultando en un dafio especifico al glomérulo y tabulos



proximales (Alam Parvaez & Rahman, 2019). Dentro de las SPATES existen otras
toxinas como la Tsh (temperature sensitive hemagglutinin), Hbp (hemoglobin
binding protein or hemoglobin protease), Vat (vacuolating autotransporter toxin) y la
proteina Pic (involucrada en la colonizacion), las cuales se encuentran codificadas
en PAI's. La Tsh promueve la adhesion a los globulos rojos, la hemoglobina y a la
fibronectina y coldgeno IV (proteinas de la matriz extracelular). Hbp solo se
diferencia de Tsh por dos residuos de aminoacidos y probablemente comparte
similitudes funcionales con respecto a la descomposicion del factor V de
hemoglobina y la mucina. Vat y Pic tienen actividad mucinolitica y mejoran la
colonizacion del epitelio. Pic y Tsh/Hbp también se dirigen a las principales
moléculas de adhesion de leucocitos humanos CD43, CD44, CD45 y CD93,
desregulando asi la migracién de leucocitos y la inflamacién (Desvaux et al., 2020).

Uno de los elementos esenciales para el crecimiento de E. coli es el hierro,
principalmente usado para transporte y almacenamiento de oxigeno, sintesis de
DNA, transporte de electrones y metabolismo de peroxidos. UPEC posee
redundantes sistemas que median la captura de este nutriente, que son regulados
negativamente por el hierro ferroso y la captura del hierro férrico por el regulador
Fur.

Los sider6foros son moléculas de bajo peso molecular que tienen alta afinidad por
el hierro férrico (Fe®*) el cual se encuentra libre como catién, las bacterias recuperan
el nutriente como complejo sideréforo-Fe3*, a través de los receptores de membrana
gue facilitan el transporte de este complejo hacia el citosol donde se libera el hierro.
La capacidad de formar sideréforos dota a la bacteria para poder sobrevivir durante
el desarrollo de la ITU; UPEC puede sintetizar cuatro tipos de sideréforos:
enterobactina, salmoquelina, yersiniabactina y aerobactina; codificados en los
genes 1) ent-fes-fep, 2) iroA, 3) irp2, irpl, ybtSETUXPQA, contenidos en la isla de
alta patogenicidad (HPI) y 4) iucDBAC, respectivamente (Khasheii et al., 2016).
Otras proteinas asociadas a la captacion de hierro son ChuA y Hma, proteinas de
membrana que median la absorcién y el transporte del grupo hemo, captando el
hierro libre a diferencia de los sideréforos (Alam Parvez & Rahman, 2019;
Shakhatreh et al., 2019).

Otro de los determinantes de la patogenicidad de UPEC es la capacidad para formar
biopeliculas, las cuales son comunidades bacterianas envueltas en
exopolisacaridos segregados por ellas mismas y que le permiten persistir en las vias
urinarias, ademas de ser uno de los mecanismos que usa para la resistencia a
antimicrobianos y evasion de la respuesta inmune (Hagos et al., 2019). En la tabla
2 se muestran los principales factores de virulencia de UPEC.



Tabla 2. Principales factores de virulencia en UPEC.

Categoria funcional Factor de virulencia
Fimbria tipo 1 (fim)

Adhesinas Fimbria P (pap)
Adhesina afimbrial (afa)
Ag43 (flu)
Otros genes de fimbrias: auf, dr, f1C, f9, pix, d, yad, yeh, y ygi.
Enterobactina (fepA)
Aerobactina (iuC)

Adquisicion de Yersiniabactina (ybt) — receptor de yersiniabactina (fyuA)

hierro Salmochelina (iro)
Receptores del grupo Hemo de membrana externa Chua (chuA) y Hma
Sistema de transporte sit, iha
alfa-Hemolysina (hlyA)
Factor necrotizante citotoxico-1 (cnf-1)

Toxinas Toxina autotransportadora vacuolizante (vat)
Serin proteasa autotransportadora (sat)
Proteasa implicada en la colonizacién (pic)

Otros Proteinas autotransportadoras (AT): Urocinasa plasminégeno activador,
UpaB y UpaC

Tabla tomada de Subashchandrabose y Mobley, 2015.

1.3.2 Importancia de UPEC ST131

Una forma de tipificar a las E. coli extraintestinales es tomando en cuenta
secuencias tipo (ST) de acuerdo a la similitud y cercania evolutiva, utilizando la
secuenciacion de genes housekeeping (de mantenimiento constitutivos) y altamente
conservados que son: adk (adenilato quinasa), fumC (fumarato hidratasa), gyrB
(DNA girasa), icd (isocitrato/isopropilmalato deshidrogenasa), mdh (malato
deshidrogenasa), purA (adenilosuccinato deshidrogenasa) y recA (motivo de union
de ATP/GTP) bajo el esquema de Atchman (Pitout & Finn, 2020).

Las ST encontradas en las cepas aisladas de vias urinarias con mayor frecuencia
son ST69, ST73, ST95, ST127y ST131. ST69 suele mostrar un perfil de resistencia
a multiples farmacos; ST73, también es una cepa virulenta y se ha descrito con
genes CTX-M codificados en plasmidos; ST95 se asocia con meningitis neonatal
(de Souza da-Silva et al., 2017); las cepas ST127 son de reciente emergencia
responsables primariamente de ITU, pero también se les ha asociado con
bacteriemia y enterocolitis necrotizante en infantes pretérmino y muestran un
incremento de la letalidad en la ITU en comparacion con los linajes ST comunes de
UPEC (O’Hara et al., 2019). Finalmente, UPEC ST131 resalta epidemiol6gicamente
por estar diseminada mundialmente y representar el agente causal de hasta el 60%
de todas las infecciones por E. coli reportadas a nivel mundial; adquiriendo ain mas
relevancia por representar hasta el 78% de cepas resistentes a fluoroquinolonas y/o
productora de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) (Manges, 2016).

Existen ciertas caracteristicas que se han observado dentro de las cepas ST131: el
serogrupo (025:H4 o 0O16:H5), variante alélica de fimH, susceptibilidad a
fluoroquinolonasy presencia de BLEE; que ha permitido clasificar a las cepas con
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esta secuencia tipo en diferentes clados; el clado A, esta asociado principalmente
con fimH41, el clado B con fimH22 y el clado C con fimH30 (Pitout & DeVinney,
2017). Dentro del clado C se encuentran tres subclados: en el CO se encuentran a
los aislados sensibles a fluoroquinolonas; dentro de los subclados C1 y C2, se
encuentran los aislados resistentes a fluoroquinolonas debido a mutaciones en los
genes gyrA y parC; y ademds, portan alguna BLEE; en el subclado C1 o R1, se
ubican cepas que portan CTX-M-14 o CTX-M-27 y en C2 o0 Rx se caracterizan por
portar CTX-M-15 (Johnson et al., 2016; Pitout & Finn, 2020). Sin embargo también
se ha descrito que las cepas de E. coli ST131, pueden portar genes de
carbapenemasas como blanowm, blavim, blakpc, blaive y blaoxa-4s (Chang et al., 2019).

Las cepas ST131 también pueden ser clasificadas de acuerdo a los factores de
virulencia que poseen, lo que se denomina virotipo, inicialmente Blanco et al., en
2013, clasificaron estas cepas en 4 virotipos (A a D), con base a la presencia o
ausencia de cuatro genes: 1) afa FM955459, una adhesina afa/dr, 2) iroN, sider6foro
catecolato de receptor, 3) ibeA, una invasina del endotelio cerebral y 4) sat, toxina
secretada autotransportadora; en la actualidad se conocen 7 virotipos (A a G)
basados en la presencia o ausencia de 11 genes asociados a virulencia encontrados
en cepas ST131 (cuatro genes antes mencionados mas, alelo papGll, adhesina de
fimbria P; cnfl, factor citotoxico necrotizante; hlyA, alfa hemolisina; alelo papGilll,
adhesina de fimbria P; cdtB, toxina citoletal distendida y neuC-K1, variante de
capsula K1 del grupo 1) (Barrios et al., 2018).

1.4 Tratamiento y resistencia a los antibiéticos en ITU

El tratamiento de las ITU depende del fenotipo de susceptibilidad de cada cepay de
las caracteristicas propias del paciente, de manera general se ha recomendado para
el tratamiento de primera opcion a la nitrofurantoina, fosfomicina (FOS) y
trimetoprim-sulfametoxazol (TMP-SMZ) individualmente (Kot, 2019). El uso
inapropiado de antibidticos ha creado una presion selectiva en los microorganismos
y ha permitido a estos desarrollar mecanismos de resistencia a los farmacos
limitando las opciones terapéuticas para el tratamiento de las ITU; esto se ha visto
fortalecido con la diseminacién de genes de resistencia a través de elementos
genéticos moviles como son los plasmidos. Se ha documentado la difusion de genes
asociados a resistencia a antimicrobianos como BLEE, B-lactamasas AmpC y
metalo-B-lactamasas mediadas por plasmido (Jahandeh et al., 2015).

El uso inapropiado de antibiéticos ha creado una presion selectiva en los
microorganismos y ha permitido a estos desarrollar mecanismos de resistencia a
los farmacos limitando las opciones terapéuticas para el tratamiento de las ITU; esto
se ha visto fortalecido con la diseminacién de genes de resistencia a través de
elementos genéticos movilizables como son los plasmidos. Se ha documentado la
difusién de cepas UPEC productoras de BLEE, B-lactamasas AmpC y metalo-§-
lactamasas mediadas por plasmido (Jahandeh et al., 2015).

Las BLEE se caracterizan por conferir a las bacterias resistencia contra penicilinas,
cefalosporinas de primera, segunda y tercera generacion y a monobactamicos
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(aztreonam); sin embargo, son sensibles a cefamicinas y carbapenémicos y son
inhibidas por el acido clavulanico. Los genes bla encontrados mas frecuentemente
son los blatem, blasnv y blacTx-m; este Gltimo ha adquirido especial significancia en
su subtipo CTX-M-15, por ser la mas distribuida en el mundo (Galindo, 2018). La
cefotaximasa CTM-X-15 esta asociada a infecciones extraintestinales causadas por
E. coli ST131, y en la mayoria de los casos es transferida por plasmidos que portan
genes que confieren resistencia a fluoroquinolonas en infecciones de inicio
comunitario (Chang, et al, 2019); otras secuencias tipo relacionadas con resistencia
a antibidticos son la ST405 y ST648 (da Cruz Campos et al., 2020).

Las pB-lactamasas AmpC tienen un espectro mas amplio de resistencia que aquellas
que producen BLEE; estas enzimas como la CMY-2, son capaces de hidrolizar y
neutralizar casi todas las B-lactdmicos y no son inhibidas por el &cido clavulanico
(Hoepers et al.,, 2018). Su mecanismo de accion puede ser dividido en tres
categorias: 1) resistencia inducible a través de genes ampC codificados
cromosomicamente (p. Ej., Enterobacter cloacea, Serratia marcescens, Citrobacter
freundii, Pseudomonas aeruginosa, entre otras.), 2) resistencia cromosémica no
inducible debido a mutaciones del promotor y/o atenuador (p. Ej., E. coli, especies
de Shigella, Acinetobacter baumannii), 3) resistencia mediada por plasmidos (p. Ej.,
Klebsiella pneumoniae, E. coli, especies de Salmonella, etc.) (Tamma et al., 2019).

Otro determinante emergente de resistencia en Gram negativos es la presencia de
metalo-B-lactamasas, descritas por primera vez en Suecia en 2008, y que ha
llamado la atencién por hidrolizar a todos los antibioticos [B-lactamicos con
excepcion del aztreonam (Pruthvishree et al., 2017). De la Nueva Deli Metalo-B-
lactamasa (NDM-1), han surgido otras variantes NDM-2, NDM-3, NDM-4 y NDM-5
en Enterobacteriaceae, Vibrionaceae y otros microorganismos no fermentadores
(Khan & Zarrilli, 2017).

La resistencia a los antimicrobianos no solo se ha limitado a los p-lactamicos, sino
que también se han encontrado genes asociados a la resistencia contra
sulfonamidas (sull, sul2 y sul3) generalmente codificados en plasmidos; de manera
similar, la resistencia a los aminoglucoésidos también esta relacionada con genes
transportados por plasmidos, los genes aph(3')-la, aac(3)-1l, aac(3)-1V y aadB estan
relacionados con la resistencia a kanamicina, y los Ultimos tres a gentamicina. La
resistencia a las fluoroquinolonas también puede verse facilitada por los plasmidos
que portan genes que codifican la proteina Qnr (QnrA, QnrB, QnrS), que protege
las dianas antibidticas del tratamiento con quinolonas (Adamus-Biatek et al., 2018).
También se han descrito genes asociados a resistencia a nitrofurantoina nsfA y nsfB
(reductasas) y bombas de eflujo ogxAB codificadas en plasmidos; la resistencia a
fosfomicina se ha relacionado con la presencia de genes fosA, fosB y fosX; la
resistencia a tetraciclinas mediada por plasmidos esta dada por genes de la
oxidorreductasa codificada por el gen tetX y bombas de eflujo, tetA-E, G, J, L, Y
(Nolan et al., 2015).

En la tabla 3 se muestran los principales genes de resistencia a antimicrobianos
reportados en diferentes estudios de cepas UPEC.
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Tabla 3. Genes de resistencia a antimicrobianos mas frecuentes en UPEC

Antibidtico Genes de resistencia a antibiotico
B-lactamicos blactx-m, blarem, blaoxa-7, blapse.4, blasny, blacuy,
Cloranfenicol catl, cmlA

Fosfomicina fosA, fosB y fosX

Gentamicina aac(3)-11A, aac(3)-1V, aadB
Kanamicina aph(3’)-la

Quinolonas gnrA, B, S

Estreptomicina aadAl, ant(3")-lla

Sulfonamidas sull, sul2, sul3

Tetracicilinas tet(A), tet(B), tet(C), tet(D), tet(X)
Nitrofuranos nsfA, nsfB, ogxAB

Trimetoprim dhfrl, dhfrVvIl

Tabla tomada de Jahandeh et al., 2015; Nolan, 2015; Adamus-Bialek, 2018

La diseminacion de estos determinantes de resistencia se ha visto favorecida debido
a la presencia de elementos genéticos moviles/movilizables (EGM) los cuales
pueden fungir como facilitadores del intercambio de estos genes. Esta movilidad
puede ser a nivel intraceluar como intercelular; esta ultima se lleva a cabo mediante
mecanismo de conjugacion, transduccion o transformacion (Partridge, et al., 2018).

Los EGM mas predominantes detectados son las secuencias de insercion (IS, por
sus siglas en inglés, insertion sequence) aunque por si solas no acarrean genes de
resistencia a antimicrobianos participan en el movimiento de estos como parte de
los transposones compuestos (comTn, por sus siglas en inglés, composite
transposon); una de las IS frecuentemente encontrada y asociada a genes de
resistencia es 1S26 en Gram negativos (Partridge, et al., 2018). Los transposones
por si solos (transposon simple) pueden portar el gen asociado a resistencia, estos
pueden desplazarse de un plasmido a otros y a menudo se asocian a integrones,
aungue estos Ultimos pueden encontrarse de manera independiente dentro del
plasmidos (El-Najjar et al., 2010). Los integrones son otros elementos que participan
en la multidrogo resistencia (MDR) en E. coli, la estructura versatil de este le permite
adquirir nuevos genes e integrarlos a través de recombinacion. Se han descrito tres
clases de integrones, la clase 1 es la mas diversa y frecuentemente encontrada en
aislados clinicos, los de clase 2 tienen menor diversidad y prevalencia y estan
distribuidos en aislados ambientales, por ultimo, los de clase 3 son encontrados con
baja frecuencia y asociados a MDR en menor tasa (Khan, et al., 2018).

Los principales EGM asociados a la diseminacion de genes de resistencia a
antimicrobianos, son los plasmidos, estos han sido definidos como fragmentos
extracromosomales de acido desoxirribonucleico (ADN) que pueden replicarse
usando las proteinas replicativas del hospedero y que pueden transferirse entre
especies bacterianas (Douarre et al., 2020). Dentro de estos destacan los plasmidos
conjugativos, estos deben portar la maquinaria necesaria para la conjugacion: 1)
una secuencia que codifica para el origen de transferencia, oriT, 2) relaxasa, que
corta el DNA y lo une al oriT, 3) sistema de secrecién tipo 4, responsable del
apareamiento y la transferencia de ADN y 4) proteina acopladora de la maquinaria
intracelular con el sistema de secrecion (Dionisio et al., 2019) y pueden servir como
plataformas de otros EGM como secuencias de insercion, transposones
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compuestos e integrones (Int) que pueden portar algin gen de resistencia a
antimicrobianos.

Los plasmidos pueden ser clasificados usando esquemas tipicos basados en su
aparato de replicacion o movilizacion (replicon o MOB). El termino replicon se refiere
a una secuencia de ADN que puede replicarse como una unidad o bien puede ser
entendido como la region especifica 0 genes que codifican funciones que hacen
capaz la replicacion. Entre plasmidos si comparten uno o mas elementos de la
replicacion (mismo origen de replicacion o el mismo replicon) o sistemas de
particion, no pueden coexistir de manera estable en una célula y se definen como
incompatibles. Con base a esto se clasifican en grupos de incompatibilidad (Inc)
(Douarre et al., 2020). A la fecha se conocen 27 grupos de incompatibilidad
asociados a genes asociados a resistencia a antimicrobianos en
Enterobacteriaceae; dentro de los cuales el mas prevalente grupo de
incompatibilidad es el IncF el cual ha sido reportado en diferentes tipos fuentes de
aislamiento alrededor del mundo (Kopotsa et al., 2019). IncF e Incll han sido
reportados como promotores de diseminacion de 3-lactamasas, especificamente de
CTX-M-15 y CMY-2, y otros genes de resistencia a carbapenémicos,
aminoglucosidos y fluoroquinolonas, en aislados tanto clinicos como fecales
(Brown-jaque et al., 2020; Kalova et al., 2021), el plasmido F (IncF) ademas de ser
el mas comun encontrado, en aislados comensales, también ha sido asociado con
la evolucion de las cepas ST131 (Stephens, et al., 2020). Incl2, IncX4 e IncP han
sido relacionados como acarreadores con mcr-1, que confiere resistencia a colistina
(Kalova, et al., 2021). A demas los plasmidos pueden servir como plataformas de
otros EGM como secuencias de insercion, transposones compuestos e integrones
(Int) que pueden portar algin gen de resistencia a antimicrobianos.
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2. ANTECEDENTES

Alrededor del mundo se han realizado estudios usando la deteccion de factores de
virulencia para definir a UPEC, complementando esta caracterizacion con la
busqueda de las PAI's de las cepas prototipo UPEC y evaluando la sensibilidad de
los aislados. Dentro de estos estudios podemos destacar los siguientes:

2.1 Antecedentes generales

En Iran, en 2018, Najafi et al., estudiaron los factores de virulencia fimH (adhesina
de pili tipo 1), papG |, I, lll (variantes alélicas de adhesina de fimbria P), papC
(proteina Usher del pili P); afa/draBC (adhesina fimbrial Dr) , sfa/focDE (fimbrias
S/F1C), cnf-1 (factor necrotizante citotéxico 1), hlyA (hemolisina), iucC (sintasa del
sideréforo aerobactina), kpsMI (Proteina transportadora de acido polisialico de
capsulatipo 2), I, neuC (biosintesis de &cido sialico), traT (proteinas de la membrana
externa de resistencia a la respuesta del inmune del hospedero (complemento) e
ibeA (toxina de invasion del endotelio cerebral) y presencia de PAI's de 140 cepas
aisladas de pacientes con ITU ademas de la determinacién de filogrupo;
encontraron de manera predominante entre los aislados a fimH 85%, iucC 61.4%,
papC 38.6%. Las PAI's de mayor prevalencia fueron la PAI-IV 536 (77.1 %) y la
PAI-I CFT073 (40.7 %); el filogrupo con mayor prevalencia fue B2(39.3%). Al
encontrar a fimH y iucC como principales factores de virulencia en los aislados, se
destaca su participacion en el proceso de adhesion y captacién de nutrientes para
el establecimiento de UPEC en el tracto urinario, se relaciona la presencia de PAI’s,
factores de virulencia y el filogrupo B2. El grupo filogenético B2 tuvo la mayor
frecuencia con respecto tanto a los genes de virulencia como a los marcadores PAIl
en comparacién con otros grupos filogenéticos

En Jordania, en 2019, Shakhatreh et al., investigaron genes no buscados de
manera usual, definidos como no arquetipicos: sivH (proteina invasiva putativa),
shiA (homologo de supresor de respuesta inmune del hospedero de Shigella
flexneri), sisA (proteina moduladora del sistema de defensa del hospedero durante
una ITU en cepas extraintestinales), sisB (proteina moduladora del sistema de
defensa del hospedero en cepas intestinales), eco274 (asociado a ITU, pero su
papel en estas es desconocido) en 227 cepas provenientes de pacientes con ITU,
ademas de los perfiles de susceptibilidad de estas, los genes de mayor prevalencia
fueron shiA 92.1%, sisA 72.2% y eco274 43.6%; el 49.8 % de los aislados fueron
productores de BLEE (datos no mostrados). Ademas, los autores proponen
clasificar a un aislado como UPEC si porta tres 0 mas de los factores de virulencia
buscados: sivH, shiA, sisA, sisB, eco274, chuA (receptor de hierro tipo hemo), yfcV
(subunidad principal de fimbria Yfc), vat (toxina autotransportadora vacuolante) y
fyuA (receptor de yersiniabactina), encontrando que el 67.4 % de los aislados
cumplia con este requisito, con base a este resultado los autores atribuyen esta
ausencia en algunas cepas debido a la variabilidad de la respuesta inflamatoria en
los pacientes con ITU.
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En India, en 2019, Ghosh & Mukherjee, realizaron una comparacion del perfil de
virulencia: fimH (adhesina de pili tipo 1), papC (proteina Usher del pili P); papEF
(subunidades de pili P) papG I, Il, lll (variantes alélicas de adhesina de fimbria P),
sfa (fimbria S), afa (adhesina fimbria Dr), cnf-1 (factor necrotizante citotoxico 1), hlyA
(alfa hemolisina), cdtB (toxina citoletal distendida), iucD (sidero6foro aerobactina),
presencia de PAI's y perfil de susceptibilidad entre 20 cepas de orina de pacientes
asintomaticos y 20 cepas de orina de pacientes sintomaticos de ITU; se evidenci6
gue en ambos tipos de cepas el gen fimH estuvo en todas las cepas, seguido de
iucD (85 y 75%) como los factores de virulencia de mayor prevalencia; las PAI's
mas frecuentemente encontradas en ambos tipos de cepas fueron la PAI-1 536 y
PAI-Il 536. En el perfil de susceptibilidad a los antibiéticos se evidencié que el 95%
de las cepas provenientes de pacientes asintomaticos fue multidrogo-resistente
(MDR) y en las del segundo grupo el 100% fue MDR. Con base a los resultados
observaron que ambos tipos de aislados tuvieron un potencial de virulencia y perfil
de susceptibilidad a antibiéticos similar.

En Venezuela, en 2020, Millan et al., estudiaron en 17 cepas, los genes de los
factores de virulencia: fimH (adhesina de tipo 1), papAH (subunidades de pili P), usp
(proteina uropatégena especifica), fyuA (receptor de yersiniabactina) y kpsMill
(Proteina transportadora de &cido polisialico de capsula tipo 2), la presencia de la
region terminal codificante asociada a la PAI CFT073: malX (marcador de islas de
patogenicidad, codifica para un sistema de enzimas fosfotransferasas) y la
susceptibilidad a los antibidticos con busqueda de BLEE (B-lactamasas de espectro
extendido) y KPC (Carbapenemasas tipo KPC), ademas de la distribucién en los
diferentes filogrupos; encuentran con mayor frecuencia los genes fimH y fyuA 82 %,
seguido de usp 53%. El marcador de PAI-malX se encontré en 41% de los aislados,
todos los aislados fueron productores de BLEE y el 41% fue productor de KPC. El
41% de los aislados se encontré dentro del filogrupo B2. Los autores concluyen que
la diversidad de asociaciones entre genes de virulencia y perfiles de resistencia, en
las cepas UPEC se mantienen en constante cambio y que ademas la distribuciéon
de estos en los grupos filogenéticos depende en gran medida de las caracteristicas
epidemioldgicas de cada poblacion.

En Espafia, en 2020, Flament-Simon et al., estudiaron los factores de virulencia
usados para definir a un aislado como E. coli extraintestinal (EXPEC): papAH y/o
papC (subunidades de pili P), sfa/focDE (fimbrias S/F1C), afa/draBC (adhesina
fimbrial Dr), iutA (receptor de aerobactina), kpsMII (Proteina transportadora de acido
polisialico de capsula tipo 2) en 151 cepas de E. coli aislada de heces de perros
sanos y 46 aislados de E.coli de orina humana proveniente de pacientes con ITU,
ambos tipos de cepas ST372, ademas caracterizan a las cepas con la presencia de
chuA (receptor de hierro tipo hemo), yfcV (subunidad principal de fimbria Yfc), vat
(toxina autotransportadora vacuolante) y fyuA (receptor de yersiniabactina) (3 o 4
de estos factores) como UPEC. Con base a la presencia de los genes antes
mencionados clasifican al 75% de los aislados de perro y al 22% de cepas humanas
como ExXPEC; sin embargo, el 100% de ambas cepas se clasificaron como UPEC.
Este estudio relaciona aislados de E. coli canina y E. coli humana dentro una misma
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ST, se observl que el tracto gastrointestinal de los perros también puede fungir
como reservorio de cepas EXPEC y/o UPEC y podrian ser un reservorio potencial
de genes de resistencia a antimicrobianos.

En Brasil, en 2021, Nascimento et al., evaluaron el potencial “uropatogénico” de
9 cepas hibridas [7 UPEC-EAEC (aagR) y 2 UPEC-aEPEC (eae)] aisladas de
pacientes con ITU mediante los marcadores chuA (receptor de hierro tipo hemo),
yfcV (subunidad principal de fimbria Yfc), vat (toxina autotransportadora vacuolante)
y fyuA (receptor de yersiniabactina), encontrando que el 66% portaba fyuA, el 11.1%
porté chuA-fyuA y el 22.2% no portd ningun marcador, por lo que concluyen que
estos marcadores no deben considerarse universales.

En California, en 2019, Tarltona et al., estudiaron genotipicamente 273 cepas de
E. coli uropatogena, determinando su fenotipo de susceptibilidad, secuencia tipo,
genes de resistencia a antimicrobianos y tipos de plasmidos, encuentran el 31% (85
cepas) resistentes a ampicilina, estas se encontraron distribuidas en las ST69 y
ST404, los plasmidos con mayor frecuencia fueron IncFIB, IncFIA e IncB/O que se
encontraron asociados a resistencia a B-lactamicos. El 66% de los genes de
resistencia adquiridos se localizaron en los plasmidos con replicones F y el 10% en
plasmidos con replicones del complejo I, 19% de estos genes estaba codificada en
el cromosoma. Se denota el papel de los plasmidos F en la diseminacién de la
resistencia a antimicrobianos.

En California, en 2020, Stephens et al., describieron la prevalencia de plasmidos
F en 101 genomas de E. coli de heces de humanos sanos, asi como los genes
asociados a resistencia a los antimicrobianos que estos portan asi como su contexto
genético para evaluar el potencial de movilidad dentro del genoma, se detectaron
154 plasmidos, de 123 genes asociados a resistencia a antimicrobianos detectados,
103 (83.7%) estaban localizados en este tipo de plasmido (FIB y FIl), determinaron
el contexto genético de estos genes, blatem-1 se encontré siempre en Tn2, tetA
(bomba de eflujo de tetraciclina) en Tn1721, tetB (bomba de eflujo de tetraciclina,
doxiciclina y minociclina), en Tn10, entre otros. Con base a los resultados asociaron
este tipo de plasmido como acarreador de genes asociados a resistencia a
antimicrobianos entre los genomas comensales

2.2. Antecedentes directos

En México, en 2019, Paniagua et al., realizaron una busqueda in silico de factores
de virulencia y genes asociados a resistencia a antimicrobianos en 24 genomas
secuenciados, encontrando que los genes comunes entre los genomas son los
asociados a curli (csg), fimbria tipo 1 (fim), genes de motilidad y quimiotaxis (che,
fig, fli, mot), sideréforo enterobactina (ent) (100%), pili comun de E. coli (ecp) y ompA
(proteina de membrana externa) (96%). Los genes asociados a resistencia a
antimicrobianos mas frecuentes fueron strA (fosfoesterasa de aminoglucdsidos,
APH(3")-1b), strB (fosfoesterasa de aminoglucésidos, APH(6)-1d), blatemis
(betalactamasa tipo TEM) y sul2 (dihidropteroato sintasa). Este fue el primer andlisis
genomico de un conjunto de cepas UPEC provenientes de México, fue le primer
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estudio que permitio vislumbrar la distribucion epidemiolégica de los genes
asociados a virulencia y resistencia a antimicrobianos en las cepas UPEC.

En México, en 2020, Ballesteros et al., estudiaron la prevalencia de factores de
virulencia: fimH (adhesina de tipo 1), papA (subunidad de pili P) y/o papGll y GllI
(variantes alélicas de adhesina de pili P), iha (adhesina regulada por hierro), vatA,
vatP, ), cnf-1 (factor necrotizante citotoxico 1), hlyA (alfa hemolisina), iucD y fliC) y
el perfil de susceptibilidad de cepas provenientes de ITU’s en dos estados de la
republica mexicana (Puebla: 50 cepas y Sonora: 100 cepas), de pacientes
embarazadas y no embarazadas. Se evidencié que en ambas regiones el gen fimH
(100%) y iucD (>70%) son los de mayor prevalencia en ambas poblaciones; en el
perfil de susceptibilidad se encontré que 92.7% era MDR, 6.7% extensivamente
drogo-resistentes (XDR) y el 0.6% pandrogo-resistente (PDR) en el total de cepas
estudiadas. Se observo que una parte impprtnate de las cepas provenientes de
mujeres embarazadas tenian las caracteristicas de virulencia para trascender a una
ITU més severa.
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3. JUSTIFICACION

E. coli es considerado el patégeno primario de infeccion de vias urinarias, y se ha
propuesto que la cepa causante proveniente de la microflora fecal llega al tracto
urinario a través de la via fecal-perineal-uretral. Aunque se sugieren otros origenes
diferentes al nicho intestinal, el origen fecal de la cepa causante de ITU continta
siendo uno de los mas aceptados.

Caracterizar y comparar los marcadores moleculares de virulencia y resistencia que
portan las cepas tanto de origen urinario como de origen fecal, asi como indagar
sobre la existencia de los elementos genéticos méviles que pudieran contener,
proporcionara informacion sobre el potencial genémico que poseen este tipo de
cepas para poder adaptarse a diferentes nichos.

4. OBJETIVO GENERAL

Objetivo estudio experimental

Caracterizar y comparar los marcadores moleculares de virulencia y resistencia, asi
como la presencia de pladsmidos en cepas de E. coli aisladas de orina y heces de la
misma paciente embarazada.

Objetivo in silico

Comparar el viruloma, resistoma y mobiloma en genomas completos de E. coli
uropatogénica y E. coli comensal, depositados en la base de datos del GenBank.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Objetivos estudio experimental

1. Determinar el fenotipo de susceptibilidad antimicrobiana de cepas de E. coli
aisladas a partir de orina y heces de la misma paciente embarazada.

2. Determinar el fenotipo de produccion de B-lactamasas de espectro extendido
(BLEE) de las cepas de E. coli.

Debido a la contingencia sanitaria ocasionada por la pandemia de SARS-CoV2, no
se pudo alcanzar el cumplimiento de los objetivos experimentales planteados en el
protocolo original, por lo que el proyecto se redirigid6 hacia un estudio in silico
mediante el uso de herramientas bioinformaticas, replanteando otros objetivos, que
son los siguientes:
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Objetivos in silico

1.

Determinar el serotipo, filogrupo y secuencia tipo (ST) de los genomas
completos de cepas uropatogénicas y comensales de E. coli depositados en
la base de datos del GenBank.

Comparar el tamafio de los genomas y el contenido de genes de virulencia 'y
resistencia de ambas poblaciones.

Determinar los factores de virulencia e islas de patogenicidad, dentro de los
genomas de las cepas de E. coli uropatogénica y E. coli comensal.

Investigar genes asociados a resistencia a antibidticos presentes en los
genomas de las cepas de estudio.

Investigar los elementos genéticos moviles/movilizables presentes dentro de
las cepas uropatogénicas y comensales de E. coli.
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6.CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION
6.1 Genomas UPEC
Criterios de inclusion:

- Fuente de aislamiento, orina humana

- Con sintomas clinicos asociados a ITU o sin sintomatologia de ITU pero
asociada a bacteriuria asintomética, segun el bioproyecto.

- Genomas completos de E. coli

- Acceso disponible en GenBank

- Genomas en la base de datos hasta el 31/Diciembre/2020
Criterios de exclusion:

- Cepas de fuentes no humanas (animales) y otros origenes

- Cepas provenientes de Sindrome Urémico Hemolitico

- Genomas incompletos y no cerrados

- Genomas agregados después del 31/Diciembre/2020

6.2 Genomas Comensales

Criterios de inclusién:

- Fuente de aislamiento, heces humanas e hisopados rectales
- Individuos sanos, segun el bioproyecto

- Genomas completos de E. coli

- Acceso disponible en GenBank

- Genomas en la base de datos hasta el 31/Diciembre/2020
Criterios de exclusion:

- Cepas de fuentes no humanas (animales) y otros origenes

- Cepas de pacientes hospitalizados

- Genomas incompletos y no cerrados

- Genomas agregados después del 31/Diciembre/2020
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8. MATERIALES Y METODOS
8.1 Estudio experimental

8.1.1 Recoleccién de muestras bioldgicas y aislamiento de E. coli

A través de las unidades medico familiares 7, 20 y 28 del Instituto Mexicano del
Seguro Social, del Estado de Meéxico, se captdé un total de 95 pacientes
embarazadas de entre 16 a 40 afios de edad diagnosticadas con infeccion de vias
urinarias, a las que se les solicit6 una muestra de orina y un hisopado rectal,
recolectadas durante el periodo de mayo de 2015 a diciembre de 2017.

Se recolectaron 19 muestras de orina y 82 muestras de hisopado rectal; de estas
muestras (101) se aislaron un total de 126 cepas de E. coli: 20 cepas provenientes
de orina y 106 provenientes de heces (Figura 1). Se aislaron de 4 a 7 subclonas de
E. coli por muestra de heces proporcionada y de orina solamente se aislé una cepa
por paciente, con excepcion de una muestra de orina de la cual se aislaron dos
cepas de E. coli.

Pacientes en
control prenatal
(IMSS, UMF 7,
20 y 28)

[

Inclusion:
Acepta
participacion

Exclusion: No
acepta participar

Muestra
urocultivo +
hisopado rectal

Consentimiento

informado +
Cuestionario

95 pacientes
muestras de orina:

Pacientes con
ambos tipos de

126 cepas de
E. coli:

19 . -
| 20 cepas de orina muestra: 6
muestrasdze heces: y 10F6) gl 6 cepas de orina y

24 cepas de heces.

Figura 1. Desarrollo de seleccion de muestras bioldgicas. Se describe desde la captacion de
las pacientes embarazadas a través de las unidades de medicina familiar (UMF) hasta la
obtencién de las cepas de estudio.
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La identificacion original de E. coli se realizo en las Unidades Familiares del IMSS
mediante el sistema automatizado VITEK. Posteriormente, las clonas fueron
enviadas al Laboratorio de Microbiologia Hospitalaria y de la Comunidad donde
fueron re-identificadas mediante las pruebas bioguimicas convencionales tomando
en consideracion los criterios de Cohen y Steel (Mc faddin, 2003) para género y
especie. Para las cepas que tuvieron algunas variaciones en las bioquimicas
convencionales, se confirmo el género y especie mediante PCR por amplificacion
del gen uidA que codifica para la enzima glucoronidasa (Ben Sallem et al., 2014) y
el gen ybbw que codifica para un transportador de la enzima alantoina (Walker et
al., 2017).

De acuerdo con los objetivos se seleccionaron las cepas de orina y las clonas de
heces que cumplieron con el criterio de provenir de la misma persona ambos tipos
de muestra, quedando un total de 6 cepas provenientes de orina y 24 cepas de
origen fecal, pertenecientes a 6 pacientes. Cabe mencionar que fueron mas cepas
de heces debido a que por muestra, se seleccionaron de 4 a 7 colonias de E. coli
que presentaron diferente morfologia colonial en su desarrollo. La tabla 4 muestra
las cepas pareadas entre las cepas aisladas de orina y de heces por paciente.

Tabla 4. Cepas de E. coli aisladas de orinay heces de cada
una de 6 pacientes que se analizaron en el estudio

PACIENTE CEPA ORINA CEPA(S) HECES

1 1-0 1-H
2-0 2-H
3 3-0 3-H1
3-H2
3-H3
3-H4
3-H5
3-H6
4 4-0 4-H1
4-H2
4-H3
4-Ha
4-H5
4-H6
5 5-0 5-H1
5-H2
5-H3
5-H4
5-H5
5-H6
5-H7
5-H8
6 6-0 6-H1
6-H2

N
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8.1.2 Perfil de susceptibilidad a antimicrobianos

A partir de un cultivo puro de 24 horas en agar tripticaseina de soya (TSA, por sus
siglas en inglés) se tomaron unas colonias aisladas y se re-suspendieron en 3 mL
de solucion salina isoténica (SSI) estéril al 0.85% (masa/volumen) de NacCl,
ajustando a una turbidez de 0.5 de la escala de McFarland (1.5 x 108 UFC/mL). Con
un hisopo de algodon estéril impregnado de la suspension bacteriana, se inocularon
las placas de agar Mueller-Hinton empezando en la parte superior de la placa,
deslizando el hisopo sobre la superficie del agar tres veces, rotando la placa unos
45° cada vez y pasandolo por ultimo sobre la periferia de la placa para conseguir un
crecimiento uniforme. Se colocaron en el agar inoculado los discos con antibi6ticos.
Se probaron 17 antibidticos AMP: ampicilina, AMC: amoxicilina-acido clavulanico,
ATM: aztreonam, CAZ: ceftazidima, CTX: cefotaxima, FEP: cefepime, IMP:
imipenem, MEM: meropenem, AN: amikacina, GM: gentamicina, CIP:
ciprofloxacino, NA: acido nalidixico, FOS: fosfomicina, F/M: nitrofurantoina, STX:
trimetoprim-sulfametoxazol, C: cloranfenicol, TE: tetraciclina. Se incubaron las
placas de 18 h a 24 h a 37 °C. Finalmente, se midieron los halos de inhibicion y se
interpretaron los resultados de acuerdo con los lineamientos establecidos por el
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2019). E. coli ATCC 25922 se usé
como cepa control.

8.1.3 Produccion fenotipica de BLEE

Para las cepas resistentes a cefalosporinas de amplio espectro se les determind la
produccion fenotipica de BLEE mediante la técnica de difusién con doble disco,
usando discos de cefotaxima (30 pg), ceftazidima (30 pg), aztreonam (30 ug) y
cefepime (30 ug); que se colocaron en las proximidades de un disco central de
amoxicilina con acido clavulanico (20/10 pg) a una distancia de 25 mm (extremo-
extremo). La aparicién de un efecto sinérgico (prolongacion del halo de inhibicion)
entre los antibidticos B-lactdmicos y el disco central que contiene al inhibidor de B-
lactamasas (acido clavulanico) fue considerado como resultado positivo de
produccion de BLEE.

8.2 Analisis in silico

Debido a la contingencia sanitaria por la pandemia provocada por el SARS-CoV-2,
las instalaciones de la Universidad han permanecido cerradas desde marzo del
2019, por lo que el protocolo de investigacion se redirigio hacia un estudio in silico,
mediante ensayos bioinformaticos dirigidos a determinar el viruloma, resistoma y
mobiloma en genomas completos de E. coli uropatogénica y E. coli comensal,
depositados en la base de datos del GenBank.
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8.2.1 Busqueda de genomas completos en base de datos del GenBank

A través de la base de datos GenBank del National Institutes of Health (NIH) y
disponible en el sitio del National Center for Biotechnology Information (NCBI,
https://www.ncbi.nim.nih.gov/), se realiz6 la busqueda de genomas completos de E.
coli uropatogénica y E. coli comensal, aplicando los filtros de Assembly level:
Complete, Partial: Exclude Partial y Host: Human y con fecha de corte al
31/diciembre/2020.

8.2.2 Analisis de tamarfio y contenido de genes

Para el andlisis estadistico del tamafio y contenido de los genomas se us6 Microsoft
Excel 365, desde la opcion analisis de datos, a través de la prueba t para dos
muestras suponiendo varianzas desiguales, por la cual se obtuvo la diferencia
estadisticamente significativa (P <0.05).

8.2.3 Busqueda de Factores de virulencia

Se empled la base de datos Virulence Finder 2.0 (VF) del centro gendémico
epidemioldgico (https://cge.cbs.dtu.dk/services/VirulenceFinder/), eligiendo como
microorganismo de estudio dentro del menu a E. coli; se emple6 un porcentaje de
identidad de > 90% con una cobertura de > 60%.

De manera complementaria se realizo la identificacion de genes de virulencia con
la base de datos Virulence Factor Data Base (VFDB) (http://www.mgc.ac.cn/cqi-
bin/VFEs/v5/main.cgi?func=VFanalyzer), ingresando el genoma anotado en formato
FASTA para la sumisién del archivo a analizar, llenando los campos de: Género y
Nombre de la cepa.

8.2.4 Determinacion de variantes alélicas de papG

Las secuencias empleadas se obtuvieron mediante la deteccion del gen papG por
la herramienta VFDB. Para conocer las variantes alélicas del gen papG, se realiz6
el andlisis filogenético a través de la herramienta Phylogeny.fr
(http://www.phylogeny.fr/advanced.cqi), la cual realiza un arbol filogenético (100
bootstraps) con el alineamiento multiple (MUSCLE). Se us6 como control para la
variante papGl la secuencia del genoma J96 (ELL40467.1), papGll la secuencia del
genoma CFTO073 (AE014075.1: orf03326) y para papGlll la secuencia del genoma
UTI89 (CP000243.1: orf04563).

8.2.5 Busqueda de genes asociados a resistencia a antibioticos

Se us6 la herramienta bioinformatica ResFinder 4.1 del centro gendmico
epidemiologico (https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/). Se eligio la opcion de
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busqueda de mutaciones cromosomicas y genes asociados a resistencia a
antimicrobianos adquiridos; se emple6 un porcentaje de identidad de > 90% con una
cobertura de > 60% en ambos casos.

8.2.6 Busqueda de Islas de patogenicidad

Se realiz6 la busqueda de cada uno de los marcadores contenidos en las PAI's a
través de VF y VFDB; los marcadores que no estaban contenidos en estas
herramientas se buscaron de manera manual a través de xblast [prsG (adhesina de
fimbria Prs): CAA44089.1, f17 (adhesina tipo fimbria F17): WP_000695740, pfrX
(Regulador transcripcional de fimbria relacionada a pili P): CAD42022.1 y hmuR
(receptor de hierro tipo hemo): CAD66184.1). Se verificd6 que los genes se
encontraran en una misma region del cromosoma y que > 50% de los genes
estuvieran presentes para tomar como positiva la presencia de la correspondiente
PAIL. En la tabla 5 se detallan los marcadores buscados para cada isla de
patogenicidad.

Tabla 5. Islas de Patogenicidad de cepas prototipo UPEC, su contenido génico y el
gen usado para su busqueda en paréntesis.

Cepa PAI Factores codificados
prototipo
CFTO073 PAI I a-hemolisina (hlyA), fimbria P (papC) y aerobactina (iutA), Iha
(iha), Ag43 (ag43), capsula K2 (kpsMIl)
PAI Il Fimbria P (papC) y genes reguladores de hierro (ireA), Sat (sat)
J96 PAI | a-hemolisina (hlyA) y fimbria P (papC)
PAI I a-hemolisina (hlyA), fimbria Prs (prsG), factor necrotizante
citotoxico (cnfl)
536 PAI | a-hemolisina (hlyA), fimbria CS12 (cs12) y adhesina tipo fimbria
F17 (f17)
PAIL I a-hemolisina (hlyA), fimbria relacionada a fimbria P (pfrX),

adhesina tipo hemaglutinina (focH), adhesina Hek (tia/hek),
fimbria P (papC)

PAI 1l Fimbria S (sfaA), salmoquelina (iroN), receptor hemo tipo HmuR
(hmuR), proteasa de hemoglobina tipo Tsh (tsh), antigeno 43
(ag43)

PAI IV Sistema sidero6foro yersiniabactina (fyuA)

Tabla modificada de Ostblom et al., 2011; Najafi et al., 2017, Desvaux, et al., 2020
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Al igual para verificar la presencia de la PAI's en los genomas se compar¢ el
contenido de las PAI de las cepas prototipo recortadas del genoma completo versus
el genoma en estudio, pudiendo visualizar la sintenia de genes con la herramienta
Artemis Comparation Tool (ACT), ademas que a través de ella también se determind
el contenido de GC en la regidn de estudio. Las PAI putativas fueron recortadas de
los genomas en estudio de acuerdo con la busqueda de los factores individuales y
su localizacién sumando 10,000 pb rio arriba y rio abajo; localizando adicionalmente
de manera manual la presencia de un ARNt.

8.2.7 Busqueda de elementos genéticos moviles/movilizables

Se emplearon tres herramientas diferentes: Mobile Element Finder 1.0.3 que
permitio la deteccién de Secuencias de insercion (IS), Unidad Transposon (Tn);
Elementos conjugativos integrativos (ICE); Repeticiones invertidas miniatura
(MITE), Transposones compuestos (ComTn), Elementos movilizables cis (CIME) y
Elementos movilizables integrativos (IME). Plasmid Finder permitié la busqueda de
plasmidos a través de los replicones contenidos en estos y para la deteccion de
integrasa clase 1 (Intll) se realiz6 un alineamiento manual de los primers
(oligonucleétidos) Intl1-F: GGGTCAAGGATCTGGATTTCG y Intl1-R:
CGACGATGATTTACACGCATGT (Mazel et al., 2000).

8.2.8 Mapeo genético de integrones clase 1
A partir de la integrasa encontrada en los genomas, se corrobor6 que la estructura

del integrén clase 1 se encontrara dentro de los genomas, se graficd cada estructura
a través del programa Rstudio.

28



9. PARAMETROS BIOINFORMATICOS
9.1 Serotype Finder 2.0

Se usO un porcentaje de cobertura e identidad de 60/85 respectivamente, para
validar la comparacion realizada. Esta herramienta detecta 202 variantes del gen
wzx, 209 variantes de wzy, 14 de wzm y 14 wzt, genes implicados en la sintesis del
antigeno O, cubriendo los serotipos O1 al 0187, con excepcion de los serotipos O14
y O57. Para determinar el antigeno H, esta herramienta contiene 93 variantes de
fliC, 5 de flkA, 2 de fllA, 1 flmA y 1 flnA cubriendo los 53 serotipos de antigeno
flagelar conocidos (Joensen et al., 2015).

9.2 Clermont typing 1.4.0

Se realizé la deteccion mediante PCR in silico de los genes arpA (Proteina
reguladora similar a la anquirina), chuA (receptor de hierro tipo hemo), yjaA
(Proteina putativa), TspE4C (fragmento de DNA desconocido), cfaB (Antigeno | del
factor de colonizacion subunidad B) y ybgD (Proteina de tipo fimbrial no
caracterizada) para la determinacién del filogrupo, pudiendo detectar los filogrupos
A, B1, B2, C, D, F y G mediante esta herramienta. Adicionalmente, la plataforma
ofrece una comparacion a nivel genoma con una base de datos (Mashgroup)
contenida en la misma, que permite la determinacion méas exacta del filogrupo
adecuado (Beghain et al., 2018; Clermont et al., 2019).

9.3 MLST 2.0

Para la determinacién de la secuencia tipo, se usaron los dos esquemas existentes
de clasificacion, mediante la deteccion alélica de diferentes genes housekeeping.
Para el Esquema 1 (Atchman), se usaron 7 genes: adk (adenilato quinasa), fumC
(fumarato hidratasa), gyrB (DNA girasa), icd (isocitrato/isopropilmalato
deshidrogenasa), mdh (malato deshidrogenasa), purA (adenilosuccinato
deshidrogenasa) y recA (recombinasa A), con un promedio de 228 alelos por locus
de cada gen. Para el Esquema 2 (Pasteur), se emplearon 8 genes housekeeping:
dinB  (DNA polimerasa V), icdA (Isocitrato deshidrogenasa), pabB
(aminodeoxicorismato sintasa subunidad 1), polB (DNA polimerasa Il), putP
(Simporte Na+: Prolina), trpA (Subunidad a triptéfano sintasa), trpB (Subunidad
triptéfano sintasa) y uidA (B—D-glucoronidasa) con 143 alelos por locus de cada gen
(Larsen et al., 2013).

9.4 Virulence Finder 2.0 (VF)

Se usO un porcentaje de cobertura e identidad de 60/90 respectivamente, para
validar el alineamiento realizado. Esta herramienta permite la deteccion de 76
factores asociados a virulencia con 114 variantes de estos genes (Joensen et al.,
2014; Larsen et al., 2012) .
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9.5 Virulence Factor Data Base (VFDB)

Emplea los Modelos de Markov- HMMER3 package, con los que detecta 167
factores de virulencia asociados a 2691 genes para el género Escherichia.

9.6 xblast

Se empled el alineamiento a través de xblast (busqueda en base de datos de
proteinas, a partir de una secuencia de nucleétidos), usando un porcentaje de
cobertura e identidad de 60/90 respectivamente, para validar la comparacién
realizada con secuencias de genes asociados a virulencia no contenidos en las
plataformas antes mencionadas y para determinar la presencia de los marcadores
de las PAI’s (Stephen et al., 1997).

9.7 ResFinder 4.1

Se us6 un porcentaje de cobertura e identidad de 60/90 respectivamente, para
validar la comparacion realizada. La plataforma permite la deteccion de 2690 genes
asociados a resistencia a antimicrobianos, ademas de la deteccion de 266
mutaciones cromosoémicas puntuales (Bortolaia et al., 2020; Zankari et al., 2013).

9.8 Mobile Element Finder 1.0.3

Se us6 un porcentaje de cobertura e identidad de 95/90 para validar la comparacién
realizada. MEF permite la deteccién de Secuencias de insercién (IS), Transposon
unidad (Tn), Elementos conjugativos integrativos (ICE), Repeticiones invertidas
miniatura (MITE) y Transposones compuestos (ComTn). Para la deteccion de
integrones clase 1, se realiz6 alineamiento manual de los primers Intll-F:
GGGTCAAGGATCTGGATTTCG e Intl1-R: CGACGATGATTTACACGCATGT
(Mazel, et al., 2000; Johansson et al., 2021) .

9.9 PlasmidFinder 2.1:
Se us6 un porcentaje de cobertura e identidad de 60/95. La herramienta contiene

116 sondas que permiten la deteccidén de 58 tipos de replicones (Camacho et al.,
2009; Carattoli et al., 2014).
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10. RESULTADOS DE ESTUDIO EXPERIMENTAL
10.1 Perfil de susceptibilidad a antimicrobianos

De manera general dentro de estas cepas se encontré un porcentaje mayor al 50%
de resistencia frente a NA y CIP (50.8% y 58.7% respectivamente) y un 48.4% de
resistencia frente a ampicilina en ambos tipos de muestras. Al realizar la
clasificacion de las cepas de acuerdo con los criterios de Magiorakos, se encontrd
que el 49% de las cepas fue MDR. De manera especifica las 20 cepas aisladas de
orina tuvieron porcentajes mas altos de resistencia a los antibiéticos que las cepas
aisladas de heces, siendo AMP (70%) y AN (55%) los antibiéticos con mayor
resistencia entre las cepas, seguido de CIP y TE con un porcentaje del 50% cada
uno en las cepas de orina. Entre las cepas aisladas de heces se encontraron
porcentajes arriba del 50% frente a NA (59.4%) y CIP (50.9%); sin embargo, a
diferencia de las cepas de orina, dentro de las comensales existio una cepa
resistente a fosfomicina.

Dentro del grupo de cepas seleccionadas de acuerdo con los objetivos (cepa de
orina y heces provenientes de la misma paciente), se encontré que el 100% de las
cepas de orina fue resistente a la AMP, el 83.3% fue resistente a TE y 66.7% a las
quinolonas CIP y NA. Adicionalmente todas las cepas mostraron sensibilidad a
fosfomicina y al cloranfenicol. Las cepas provenientes de heces mostraron un
fenotipo de resistencia frente a AMP y NA (62.5% cada uno), seguido de STX con
54.2% y CIP con 50%. Al contrario que las cepas de orina, dentro de estas cepas
hubo unas que se mostraron resistencia a FOS y C. Al comparar las cepas de orina
y heces provenientes de la misma paciente, se encontré en la paciente 1 el 94% de
similitud en el fenotipo de susceptibilidad frente a los antibi6ticos evaluados; en la
paciente 2 hubo un 52.9% de similitud siendo la cepa de heces resistente solo a NA;
la paciente 3 tuvo un porcentaje de similitud de 41.2 a 88.2% entre sus cepas; la
paciente 4 el porcentaje de similitud fue de 52.9% a 82.3% entre cepas, las cepas
de la paciente 5 se observé el mas alto porcentaje de similitud del 94.1% al 100%
(5-0, 5-H2, 5-H3, 5-H4, 5-H7, 5-H8) (figura 2); por ultimo en las cepas de la paciente
6 se observo un porcentaje de similitud del 70.6%, siendo las dos cepas de heces
aisladas sensibles a todos los antibiéticos probados5-H7, 5-H8) (Tabla 6).
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Figura 2. Fenotipo de susceptibilidad de la cepa de orina (n=1) vs. cepas de heces (n=5) de la paciente 5. Se
observa el mismo fenotipo tanto en la cepa de orina como en las cinco de heces. AMP: ampicilina, AMC:
amoxicilina-acido clavulanico, ATM: aztreonam, CAZ: ceftazidima, CTX: cefotaxima, FEP: cefepime, IMP:
imipenem, MEM: meropenem, AN: amikacina, GM: gentamicina, CIP: ciprofloxacino, NA: acido nalidixico,
FOS: fosfomicina, F/M: nitrofurantoina, STX: trimetoprim-sulfametoxazol, C: cloranfenicol, TE: tetraciclina
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Tabla 6. Resultados del fenotipo de susceptibilidad de cepas pareadas de 6 pacientes
embarazadas.

1-0 X R|IR|S|S|S|S|S|[S|R|[R|R|R|[S|S|S|S|R MDR
1-H |x R|IR|S|S|(S|S|S|S|S|[R|R|R|S|S|S|S|R MDR
2-0 X/ R|S|S|[S|S|S|R|/R|R|R|R|S|S|S|S|S|R MDR
2-H | x S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|[S|R|S|S|S|S|S S

3-0 X R|R[S|S|S|S|S|[S|S|[S|S|S|[S|S|S|S|R MDR
3-H1 | x R|S|S|S|[S|S|R|S|R|[R|R|[R|S|S|S|S|S MDR
3-H2 | x R|S|S|S|[S|S|RIR|R|R|R|R|S|S|R|R|S MDR
3-H3 | x RIR|S|S|(S|S|R|{R|S[S|S|[S|S|S|S|S|S S

3-H4 | x R|S|S|S|S|S|IR|R|S|[S|S|S|S|S|R|S|R MDR
3-H5 | x R|S|S|S|[S|S|S|R|S|[S|S|S|S|S|S|S|R S

3-H6 | x R|S|S|S|[S|S|IR|R|S|[S|S|S|S|S|S|S|R MDR
4-0 X RIR|S|S|S|S|R|S|S|S|R|R|S|R|S|S|R MDR
4-H1 | x S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|R|S|S|[S|R|S5]|S

4-H2 | x R|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|R|S|S|S|S|R

4-H3 | x S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|[S|S|S|S|R|S|S

4-H4 | x R|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|R|S|S|S|S|R S

4-H5 | x S|S|R|{R|R|S|S|S|S|S|[S|S|S|S|R|S|S MDR
4-H6 | x SIR|S|S|S|S|S|S|R|S|R|R|R|[S|R|R|R MDR
5-0 X R|S|IR|{R|/R|IR|S[S|S|R|R|R|S|S|R|S|S MDR
5-H1 | x S|S|R|S|S|S|S|S|S|[S|S|R|S|R|S|S|S MDR
5-H2 | x RIS R|IR|R|R|S|S|S|R|R|[R|S|S|R|S|S MDR
5-H3 | x R{SIR|R|R|R(S|S|S|R|R[R|S|S|R|S|S MDR
5-H4 | x R|{SIR|R|R|R(S|S|S|R|R[R|S|S|R|S|S MDR
5-H5 | x S|S|S|S|[S|S|S|S|S|[S|R|R|S|S|R|S|S S

5-H6 | x R|IRIRIRIR|R|S|S|S|R|R|[R|S|S|R|S|S MDR
5-H7 | x R|S RIRIR|R|S|S|S|R|R|[R|S|S|R|S|S MDR
5-H8 | X RIS RIRIR|R|S|S|S|R|R|[R|S|S|R|S|S MDR
6-0 X/ R|S|S|S|S|S|R|/R|S|S|S|R|S|S|S|S|R MDR
6-H1 | x S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|[S|S|S5]|S]|NoMDR
6-H2 | x S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|[S|S|S5]|S]NoMDR

H: heces, O: orina, S: sensible R: Resistente, R: Intermedio en fenotipo, extrapolado a resistente,
AMP: ampicilina, AMC: amoxicilina-acido clavulanico, ATM: aztreonam, CAZ: ceftazidima, CTX:
cefotaxima, FEP: cefepime, IMP: imipenem, MEM: meropenem, AN: amikacina, GM: gentamicina,
CIP: ciprofloxacino, NA: acido nalidixico, FOS: fosfomicina, F/M: nitrofurantoina, STX: trimetoprim-
sulfametoxazol, C: cloranfenicol, TE: tetraciclina, C.M: clasificacion de Magiorakos, MDR: multidrogo
resistente.
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10.3 Produccion fenotipica de BLEE

De las 126 cepas analizadas el 12.7% (16/126) fueron cepas productoras de BLEE,
3 cepas eran de orina y 13 de heces. Dentro de las 13 cepas de heces productoras
de BLEE, 7 pertenecieron a la paciente 5 (una cepa de orina y seis cepas de heces),
las otras cepas BLEE (+) se encontraron en 8 pacientes diferentes de los no se
presentaron muestras pareadas de orina o heces (Tabla 7 recuadro). Ademas, la
mayoria de ellas compartieron el fenotipo de susceptibilidad (5-O, 5-H2, 5-H3, 5-H4,
5-H7, 5-H8) con excepcion de 5-H6 que presentd un fenotipo diferente. El
sinergismo observado, con excepcion de 5-H2, fue hacia ATM, CAZ, CTX y FEP; 5-
H2 solo presento sinergismo con CAZ.

Debido a la contingencia sanitaria por COVID-19 en 2020, las actividades del
Laboratorio de Microbiologia Hospitalaria y de la Comunidad fueron suspendidas,
por lo que el desarrollo experimental del estudio planteado en el protocolo original
se redirigié hacia una proyeccion in silico que se describira mas adelante.

Tabla 7. Fenotipo BLEE en 6 cepas de orinay 24 cepas de heces provenientes
de 6 pacientes embarazadas (pareadas) y otras 8 cepas no pareadas (en el
recuadro) BLEE (+)

Cepa Origen Fenotipo Cepa Origen Fenotipo
Heces Orina BLEE Heces Orina BLEE
1-0 X - 5-0 X +
1-H X - 5-H1 X -
2-0 X - 5-H2 X +
2-H X - 5-H3 X +
3-0 X - 5-H4 X +
3-H1 X - 5-H5 X +
3-H2 X - 5-H6 X +
3-H3 X - 5-H7 X +
3-H4 X - 5-H8 X +
3-H5 X - 6-0 X -
3-H6 X - 6-H1 X -
4-O X - 6-H2 X -
4-H1 X - 1-U X +
4-H2 X - 12-U X +
4-H3 X - 143-H X +
4-H4 X - 213-H X +
4-H5 X - 216-H X +
4-H6 X - 220-H X +
243-H X +
249-H X +
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11. RESULTADOS in silico
Genomas analizados

En la base de datos GenBank se localizaron 1794 genomas completos de E. coli
hasta el 31 de diciembre de 2020; esta plataforma no permite un filtro estrecho de
los genomas (como por fuente de aislamiento por ejemplo), por lo que se recurrio a
otras plataformas como Pathogen Finder, en la cual se aplicaron 6 filtros para
localizar las cepas provenientes de orina (urine, clinical sample: urine, UTI, urinary
tract, urine from healthy adult with cystitis, urine; urinary tract infection) y 12 filtros
para aislados comensales (stool, human stool, Human stool, rectal swab, Rectal
swab, Rectal Swab, rectal swab from healthy college student, feces, feces from
healthy individual, fecal sample, feces Human, Healthy human (stool). En esta
busqueda se detectd que no todos los genomas cuentan con los datos completos,
por lo que después de los filtros se realiz0 la revision manual de los bioproyectos y
biomuestra; con ayuda de la base de datos PATRIC 3.6.8 se corroboraron los
criterios de inclusion, faltantes en las bases de datos antes mencionadas. A través
de este proceso se seleccionaron las cepas aisladas de orina humana, con o sin
sintomas de ITU, sometidos hasta el 31 de diciembre del 2020, obteniendo un total
de 87 genomas denominados como UPEC y 85 genomas comensales de acuerdo
con el criterio de aislamiento en heces humanas de individuos sanos con la misma
fecha limite. Asi, los 172 genomas fueron incluidos en el estudio (Anexo A).

Méas de 1000 genomas fueron eliminados del estudio debido a la fuente de
aislamiento, tipo de hospedero o que pertenecian a algin patotipo diarreogénico.

11.1 Genotipificacién de los genomas

Se identificaron 9 serogrupos y 81 serotipos distintos entre los 172 genomas
analizados (UPEC= 87 y comensales= 85); 4 serotipos y 24 serogrupos se
encontraron de manera exclusiva en genomas UPEC y 2 serotipos y 45 serogrupos
fueron exclusivos de genomas comensales, mientras que 15 fueron compartidos
entre ambos tipos de genomas (Figura 3): 3 serogrupos (H21, H28, H9) y 12
serotipos (O1:H6, 0101:H10, O101:H17, O101:H21, O101:H9, O102:H6, O13:H4,
017:H18, O18ah:H14, 0O25:H4, 06:H1, O75:H5). Los serogrupos y serotipos
encontrados pueden observarse en la Figura 3 y la frecuencia de estos en la Figura
4.
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Figura 2. Diagrama de Venn de serogrupos (en negritas) y serotipos encontrados (Circulo azul:
UPEC= 87, circulo naranja: comensales= 85), se destaca con rojo el serotipo reportado con mayor
frecuencia en las cepas aisladas de ITU.
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Figura 4. Prevalencia de serogrupos y serotipos en genomas UPEC= 87 y comensales= 85. Se
observa al serotipo 025:H4 (rojo, 19.5%) con mayor frecuencia en los genomas UPEC (n=17) y
el O1:H7 (naranja, 7.1%) de mayor frecuencia en genomas comensales (n=6). Se observo una
gran frecuencia de serotipos Unicos en ambos tipos de genomas.
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Mediante la herramienta Clermontyping, se clasifico a los genomas dentro de los
ocho filogrupos conocidos (A, B1, B2, C, D, E, Fy G) de E. coli; a pesar de haber
detectado el filogrupo G (en un genoma UPEC) este no fue considerado dentro de
la clasificacion de los genomas de estudio, ya que de acuerdo al mashgroup que
realiza una comparacion a través de relaciones filogenéticas, este genoma se
consideré dentro del filogrupo F. Los genomas UPEC se distribuyeron de manera
mayoritaria dentro del filogrupo B2 (n= 42, 48.3%), seguido del filogrupo A (n= 14,
16.1%); mientras que los genomas comensales se encontraron principalmente
dentro del filogrupo A (n=33, 38.8%) y B2 (n=27, 31.8%). Solamente en los genomas
comensales se encontré al menos una cepa dentro cada uno de los ocho filogrupos
detectados (Figura 5).

Distribucién de filogrupos en genomas UPEC y Comensales

90.0 m UPEC Comensales

80.0
70.0
31.8
60.0
50.0

40.0

% Genomas

30.0

20.0
10.6

10.0 =4
0.0 3.4 4.6
A Bl B2 C D E F G
Filogrupos

Figura 5. Prevalencia de filogrupos detectados en cepas UPEC=87 y E. coli comensales= 85. Los
genomas UPEC se distribuyeron con mayor frecuencia dentro del filogrupo B2 (48.3%) y los
comensales en el filogrupo A (38.8%), solo dentro los genomas comensales se encontré uno dentro
el filogrupo G
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11.2 Determinacion de secuencia tipo

Entre los 172 genomas analizados bajo el esquema Atchman, se detectaron 75
secuencias tipo diferentes, dentro de estas, 13 ST (10, 38, 69, 73, 95, 131, 167, 394,
405, 410, 648, 1193, 1434) fueron compartidas entre ambos tipos de genomas
(Figura 6). Para un porcentaje de los genomas (3 de 172, 1.7%) no se pudo
determinar su ST mediante este esquema, sélo se pudo determinar a través del
esquema de Pasteur; resultando un genoma UPEC ST48 y dos genomas
comensales ST832 y ST999, ademas uno de los genomas UPEC y 6 (7.1 %)
genomas comensales no pudieron ser tipificados mediante su ST con ninguno de

los dos esquemas.

597
602
617
773
744
1011
1485
2279
2847
3902
5082
7505
10522
10754

Figura 6. Diagrama de Venn de secuencias tipo encontrados con el esquema de Atchman (Circulo
azul: UPEC=87, circulo naranja: comensales= 85). Se destacan con rojo las secuencia tipo (ST)
reportadas en la literatura internacional con mas frecuencia en aislados de infeccion de tracto

urinario.
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11.3 Comparacion de tamafos de los genomas y contenido de genes de virulencia
y genes asociados a resistencia a antimicrobianos (ARA)

Mediante la paqueteria Office365, a través de la prueba estadistica t de Student.,
para dos muestras (UPEC= 87 y comensales= 85) suponiendo varianzas diferentes,
se comparo tamafio en mega bases (Mb), contenido de genes asociados a factores
de virulencia y contenido de genes asociados a resistencia a antimicrobianos (ARA)
en ambos tipos de genomas (Tabla 8).

Tabla 8. Medias de tamafio del genoma en mega bases (Mb), contenido de genes
asociados a factores de virulencia y contenido de genes asociados a resistencia a
antimicrobianos (ARA), de ambos tipos de genoma

Tamafio Promedio Genes promedio Genes_asou_ados a
Genomas (Mb) asociados a factores resistencia a
de virulencia antimicrobianos
UPEC 5.22 87 10
Comensales 5.07 74 7
Diferencia 0.15 16 3
Valor de P 7.5639E-06 1.61E-04 0.00471184

En todas las comparaciones realizadas existi6 diferencia estadisticamente
significativa (P <0.05) con 95% de confianza.
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11.4 Busqueda de factores de virulencia

A través de VF y VFDB se detecto un total de 169 genes (109 genes organizados
en 19 operones y 60 genes individuales codificantes para un factor de virulencia
cada uno) asociados a 79 factores de virulencia. De los 79 diferentes factores de
virulencia encontrados, 68 de los 79 se encontraron en los genomas UPEC con
excepcion de KpsMlll, Cba, Espl y EspP (EHEC), K88 (ETEC), Dispersina, AggR y
AatA (EAEC), CelB (EPEC), VirF(Shigella) y HIyA (Aeromonas) y 74 de 79 en
genomas comensales con excepcion de fimbria P, Cdt, TibA (ETEC) y AIDA-I
(DAEC)]. Entre ambos tipos de genomas se detectaron 29 factores de virulencia
asociado a cinco de los seis patotipos de E. coli conocidos (EHEC, ETEC, EAEC,
DAEC y EPEC) y 3 factores de virulencia asociados a otras especies bacterianas:
VirF (Shigella) (en genoma comensal SCU-387), Fimbria T3 (Klebsiella)(detectada
en genoma UPEC: Combatl11l9 y genomas comensales 2017.15.01CC y G4.9) y
hlyA (Aeromonas) (en genoma comensal SCU-488) (Figura 7).

En el 100% de ambos tipos de genomas se encontrd al menos un gen asociado a
virulencia de otro patotipo; en un genoma UPEC (UPEC 201609) se encontr6 un
méaximo de 10 genes asociados a factores de virulencia de diferentes patotipos
DEC: EHEC (ecp, elf, hcp, IfpA, cah y ehaB), ETEC (eaeH) y EAEC (aatA, air/eaeX,
eillA) y en 2 genomas comensales (SCU-106 y SCU-152) se detectaron 12 genes
asociados a factores de virulencia de patotipos DEC; en SCU-106 se detectaron
genes asociados a los patotipos: EHEC (ecp, elf, hcp, IfpA, ehaA, ehaB, espl, espP),
ETEC (cfa, eaeH), EAEC (pet) y EPEC (celB); en SCU-152 también se observé la
predominancia de genes de virulencia asociados a EHEC (ecp, elf, hcp, IfpA, cah,
ehaA, ehaB) y a los patotipos ETEC (cfa, eaeH, astA) y EAEC (air/eaeX).

Los factores de mayor prevalencia que se encontraron entre los genomas fueron
terC y gad (UPEC 100% y comensales 100%) que confieren resistencia al telurio y
al &cido estomacal, respectivamente y la hemolisina hlyg (UPEC 96.6% vy
comensales 90.6%) los de menor frecuencia fueron las colicinas que se encontraron
en menos del 30% de los genomas. Los factores de virulencia detectados se
encuentraban codificados principalmente en el cromosoma en ambos tipos de
genomas estudiados. Los factores de virulencia que se encontraron en plasmidos
fueron autotransportadores (pic, sat, vat), sistemas de captacion de hierro (iuc, iro,
sit, ireA), toxinas (hlyA, senB, hlyF), factores de superficie y resistencia al suero
(ompT, iss, traT) y las colicinas (cea, cia, mcbA, cba, cma, cvaC, ccl, cib); aunque
estos factores también estuvieron presentes dentro del cromosoma en algunos
genomas de UPEC y de comensales. De manera exclusiva se encontraron en
plasmidos los genes senB, hlyF, cia, mcbA, cba, cma, cvaC, ccl, cib y traT. El gene
traT fue encontrado en un 67.8% en genomas UPEC y 41.2% en comensales; en
dos de estos genomas comensales se encontro que codificaban este gen traT en el
cromosoma.

Dentro de los factores de virulencia asociados a otros patotipos se encontraron con
una mayor frecuencia los asociados al patotipo EHEC (ECP: 95.4% y 88.2 %; EhaB:
93.1% y 87.1%, en UPEC y comensales respectivamente) y HCP en el 100% de los
genomas de ambos origenes y del patotipo ETEC (eaeH: 89.7% y 87.1% en UPEC
y comensales respectivamente).
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Cabe mencionar que no se detectd ninguno de los marcadores de virulencia usados
para la caracterizacién molecular de los patotipos diarreogénicos de E. coli (EHEC,
ETEC, EPEC, DAEC, EAEC y AIEC).
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Figura 7. Factores de virulencia determinados por Virulence Finder y Virulence Finder Data Base en
genomas UPEC= 87 (gréfica superior, cromosoma azul) y comensales= 85 (gréafica inferior, cromosoma
naranja). Se grafica la frecuencia de los factores de virulencia en ambos tipos de genomas, asi como su
localizacion dentro del genoma. La linea negra se sitla en el 50% de frecuencia de ambos lados del
gréfico de espejo.

El pili tipo P, esta estructurado por el operon papIBAHCDJKEFG; siendo la proteina
PapG codificada por el gen papG, un marcador de virulencia usualmente buscado
en los estudios experimentales; Unicamente tres genomas UPEC mostraron el
operén completo (CFT073, 536 y ATCC700415); sin embargo, 32 genomas UPEC
y 12 genomas comensales portaban el gen papG, se procedié a determinar la
variante alélica de este gen mediante el algoritmo de la herramienta Phylogeny.fr
qgue incluye: alineamiento (MUSCLE), Curacién (Gblocks), filogenia (méaxima
verosimilitud) y la representacion grafica (TreeDyn); ademas se usaron las
secuencias de aminoacidos de cada variante alélica reportada (papGl, papGll, como
secuencias control. Debido a que algunos genomas tuvieron mas de una copia del
gen papG, se representaron un total de 40 secuencias aminoacidicas codificantes
de papG de los genomas UPEC y 13 secuencias aminoacidicas de genomas
comensales (Figura 8). El 50% (16/32) de los genomas UPEC mostraron la variante
alélica papGll y el resto papGilll; resaltando la presencia de dos genomas con mas
de una copia del gen papG variante Il, y cinco genomas con tres copias de la
variante papGlil. Asi mismo, el 91.6% (11/12) de los genomas comensales, mostro
la variante papGll y sélo uno papGilll; se resalta un genoma comensal (SCU-125)
que tuvo dos copias de papGlI.
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No se detectd la variante alélica papGl en ambos tipos de genoma. Como se
menciona anteriormente
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Figura 8. Arbol filogenético, obtenido con el método de méxima verosimilitud, de secuencias de
aminoacidos de la adhesina papG en genomas UPEC (32 genomas con un total de 40 alelos de
papG) y comensales (12 genomas con un total de 13 alelos de papG); incluyendo las secuencias de
las adhesinas papGl, papGll y papGlll como secuencia control (recuadros amarillos). Destaca una
mayor presencia de la variante papGll en los genomas comensales. Realizado a través de

Phylogeny.fr.
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11.5 Busqueda de Islas de Patogenicidad

A partir de la busqueda de factores de virulencia realizada mediante las plataformas
VFy VFDB, se seleccionaron aquellos genes asociados a PAI’s [hlyA (a-hemolsina),
papC (subunidad principal pilina de pili tipo P), iutA (receptor de aerobactina), iha
(adhesina regulada por hierro), ag43 (Antigeno 43), kpsMII (Proteina transportadora
de acido polisialico de céapsula tipo 2), ireA (regulador de hierro), sat (toxina
autotransportadora secretada), cnfl (factor citotoxico necrotizante), focH (adhesina
fimbrial tipo hemaglutinina), hek/tia (adhesina de invasién), sfaA (subunidad
principal pilina de fimbria S), iroN (receptor de salmoquelina) , tsh (hemaglutinina
termosensible) y fyuA (receptor de yersiniabactina)] de las cepas prototipo UPEC
(CFTO073, 536 y J96) y aquellos factores no contenidos en las plataformas y que se
sabe son parte de las PAI’'s, se localizaron mediante Blast [cs12 (fimbria CS12) ,
prfX (regulador transcripcional de fimbria tipo pili P) f17 (fimbria F17), prsG
(adhesina de fimbria Prs), hmuR (receptor de hierro tipo hemo)].

Para tomar como presente la PAI se establecié como criterios: a) que se detectaran
>50% de los factores de virulencia contenidos segun la literatura, b) que su
localizacion se encontrara dentro la misma region del cromosoma y c) que el
contenido de Guanina-Citocina (%0GC) en esta regiéon fuera menor al contenido
promedio de %GC del genoma, determinado a través de Artemis Comparation Tool
(ACT). En la Figura 9 se muestra un ejemplo de la comparacion realizada entre la
secuencia de una PAI de las cepas prototipo (CFT073, 536) y una PAI putativa a
través de dicha herramienta. No se detect6 ninguna PAI en plasmidos.
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Figura 9. Comparacion mediante Artemis Comparation Tool (ACT) de la isla de patogenicidad
(PAI) 536-III (arriba) y PAI 536-I1l putativa en ABU83972 (a bajo) secuencia recortada del genoma
de acuerdo a la localizacién de la busqueda individual de marcadores de PAl's, las barras
paralelas (rojas) sefialan los genes homoélogos en ambos genomas. La barra amarilla denota el
gen seleccionado en el momento del analisis. En los extremos inferior y superior se visualiza el
contenido de Guanina-Citocina en la region seleccionada con respecto a la media de Guanina-
Citocina del genoma.

A partir de la busqueda individual de los genes de virulencia se detectd en 79
genomas UPEC y 64 genomas comensales al menos un factor de virulencia
asociado a las PAI's; a partir de este primer filtro se localizaron los genomas que
cumplian los criterios antes descritos, obteniendo un total de 64 genomas UPEC y
47 genomas comensales con al menos una PAI, encontrandose de manera
predominante en ambos tipos de genomas la PAI 536-IV (UPEC=60/79, 75.9% y
comensales=47/64, 73.4%). Ademds, también se encontraron regiones en el
genoma de las cepas que portaban factores de virulencia asociadas a mas de una
PAI; las combinaciones encontradas fueron de marcadores de CFT073-l y 536-I;
536-1 y 536-II; 536-1, 536-I y J96-II (cnfl); 536-I, 536-11 y J96-II (prsG, cnfl); 536-IlI
y 536-IV; CFT073-1, CFTO73-1l y J96-II (prsG, cnfl); CFTO73-1 y CFT073-Il.
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Existen marcadores de virulencia que no son especificos de una sola PAI en
particular, estos pueden estar presentes en varias PAI’s, tal como la a-hemolisina y
la fimbria P, por ello con base a la busqueda individual de estos marcadores no se
puede determinar si se encuentran en alguna PAI en especifico. Una de las ventajas
de realizar la busqueda in silico, es contar con herramientas que nos permitan la
visualizacion de la PAI completa. En este estudio se empled la herramienta ACT
para dicho objetivo, pudiendo identificar las PAI’s de la cepas prototipo CFT073 y
536; lamentablemente el genoma de la cepa J96 no se encuentra disponible en el
GenBank, por lo que esta comparacion no pudo ser realizada con los genomas de
estudio; sin embargo se encontré la presencia del marcadores de virulencia
codificados en la PAI J96-1l (prsG, cnfl), asociados a otras PAIs, es decir una
probable fusion de estos marcadores con otras PAls: 536-I- Il yla CFTO73-ly Il de
las cepas prototipo (Figura 10).

Presencia de PAl’s en genomas UPEC y Comensales

60
50
40
30

20

? a) o B B>

CFTO73-I CFTO73-1 5364 53641 53641l 5364V Fusionadas

Ndmero de genomas

m UPEC, n=79 Comensales, n=64

Figura 10. Presencia de PAI’s de las cepas prototipo en genomas UPEC=79/87 y comensales= 64/85
, determinada a través de Artemis Comparation Tool (ACT) con base a los marcadores hlyA (a-
hemolsina), papC (subunidad principal pilina de pili tipo P), iutA (receptor de aerobactina), iha
(adhesina regulada por hierro), ag43 (Antigeno 43), kpsMIl (Proteina transportadora de &cido
polisialico de capsula tipo 2), ireA (elemento regulador de hierro), sat (toxina autotransportadora
secretada), cnfl (factor citotoxico necrotizante), focH (adhesina tipo hemaglutinina), hek/tia (adhesina
de invasion), sfaA (subunidad principal pilina de fimbria S), iroN (receptor de salmoquelina) , tsh
(hemaglutinina termosensible), cs12 (fimbria CS12), prfX (regulador transcripcional de fimbria tipo pili
P), f17 (fimbria F17), prsG (adhesina de fimbria Prs), hmuR (receptor de hierro tipo hemo) y fyuA
(receptor de yersiniabactina).
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11.6 Analisis de marcadores chuA, fyuA, yfcV y vat

En estudios anteriores, se ha propuesto el uso de 4 marcadores: chuA (receptor de
hierro tipo hemo), fyuA (receptor de yersiniabactina), yfcV (subunidad principal de
fimbria Yfc) y vat (toxina autotransportadora vacuolizante), para poder clasificar una
cepa como UPEC, para lo cual, si esta posee minimo tres de ellos es clasificada
como E. coli uropatégena. Se determind la presencia de estos cuatro genes dentro
de los genomas de ambos origenes, observando que un 52.9% de cepas de UPEC
cumplian con este requisito; sin embargo, un porcentaje (17.2%) de estos genomas
no contaban con ninguno de los marcadores propuestos. Entre los genomas
comensales se encontré un porcentaje menor con dichos marcadores (35.3%)
(Figura 11).

UPEC

Comensales

37.6%

M con marcadores 2 3
®m marcadores £ 2

sin marcadores

Figura 11. Caracterizacién del potencial uropatogénico de cepas UPEC y comensales de acuerdo
con la presencia de los marcadores chuA (receptor de hierro tipo hemo), fyuA (receptor de
yersiniabactina), yfcV (subunidad principal de fimbria Yfc) y vat (toxina autotransportadora
vacuolizante). Se observé un porcentaje (17.2%) de cepas aisladas de infeccién del tracto urinario
que carecen de la presencia de estos y un 35.3% de genomas comensales que los posee.
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11.7 Busqueda de genes asociados a resistencia a antimicrobianos

En el 82.8% (n=72/87) de los genomas UPEC y en el 67.1% (n=57/85) de los
genomas comensales se detecté al menos un determinante de resistencia a
antimicrobianos; de manera predominante se encontraron genes adquiridos
asociados a resistencia a antimicrobianos dentro los genomas; el 79.3% y 61.2% de
los genomas UPEC y comensales respectivamente portdé algun gen de estos,
ademas de portar estos genes, el 59.8% y 37.6% de genomas UPEC y comensales
respectivamente tuvieron mutaciones cromosomicas asociadas a resistencia a
antimicrobianos; en un menor porcentaje se encontraron genomas que tuvieran
como determinante de resistencia solo genes ARA (19.5% de genomas UPEC y un
23.5% en comensales) y en un porcentaje alin mas bajo se encontraron genomas
con solo mutaciones cromosOmicas asociadas a resistencia a antimicrobianos
(3.4% en UPEC y 6.9% en comensales)

Un total de 708 genes asociados a resistencia a antimicrobianos fueron detectados
en los genomas UPEC (n=69) y 382 genes ARA en comensales (n=62); en ambos
tipos de genomas se encontraron con mayor prevalencia los genes asociados a
resistencia a aminoglucésidos (27.1% UPEC y 27.0% comensales) y a
betalactamicos (23.2% UPEC y 22.8% comensales), a diferencia de los genomas
UPEC (0.6%) en los genomas comensales no se detectaron genes asociados a
resistencia a rifampicina (Figura 12).

0a% UPEC Comensales

\ 0.6% 1.6% 0-5%
1.4% 7" 0.4% = Aminoglucésidos 16% 07 0.3%
|/

M Betalactdmicos
Sulfonamidas

W Tetraciclina

M Trimethoprim

W Macrélidos

M Fenicoles

M Quinolonas

M Fluoroquinolonas y
aminoglucésidos

W colistina

H Fosfomicina

B Rifampicina

M Lincosamidas
Figura 12. Prevalencia de genes de resistencia por familia de antibioticos en genomas UPEC=69 y
comensales= 62. En ambos tipos de genomas predominaron los genes asociados a resistencia a
aminoglucésidos y betalactdmicos y un porcentaje bastante similar frente a los deméas antimicrobianos.
Genes que codifican para resistencia a rifampicina solo fueron detectados en genomas UPEC (0.6%).
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Se detectaron 21 variantes de genes asociados a resistencia a aminoglucosidos,
siendo las mas predominantes: aph(3")-Ib (42%), aph(6)-1d (42%), aadAl (40.6%),
aadA>5 (33.3%), aac(3)-1ld (23.2%) y aadA2 (20.3%) en UPEC y aph(3")-Ib (46.2%),
aph(6)-1d (46.2%) y aadA5 (21.2%) en comensales. 51 variantes de betalactamasas
fueron detectadas entre ambos tipos de genomas, las mas frecuentes fueron blarew-
1B (63.8% UPEC y 48.1% comensales), blactxwm-1s (24.6% UPEC y 13.5%
comensales) y blaoxa-1 (18.8% UPEC y 13.5% comensales).

Se encontraron 17 mutaciones cromosomicas diferentes en los genes gyrA, parkE,
parC y prmB, las mas frecuentes fueron en gyrA S83L y D87N en ambos tipos de
genomas (62.1% y 49.4% en UPEC y 353% y 23.5% en comensales
respectivamente); seguida de las mutaciones en parC S801y E84V en UPEC (52.9%
y 17.2% respectivamente) y S80I en 23.5% en comensales. Las mutaciones en parkE
I529L y S458A fueron mas frecuentes en genomas UPEC 17.2% y 19.5%.
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11.8 Estructura poblacional de ST131

Con base a los resultados de genotipificacion y de genes de resistencia, se hizo el
analisis de la estructura poblacional de los genomas ST131 estudiados de acuerdo
a lo reportado en la literatura (Tabla 9), observando que 19 genomas pertenecieron
a la secuencia tipo 131, de los cuales 16 fueron UPEC y 3 fueron genomas
comensales.

De acuerdo con las caracteristicas visualizables en la tabla 10, se clasificaron en
los clados A, B, CO, C1y C2. Dentro de este grupo de genomas clasificados, sélo
un genoma, clasificado en C2, tuvo un fimH distinto (fimH1196); sin embargo,
coincidio con las demas caracteristicas del clado, como son el serotipo O25:H4 y la
presencia de BLEE (CTX-M-15). 6 genomas UPEC a pesar de ser ST131 no
pudieron ser clasificados dentro de estos clados, 5 de estos fueron fimH30, pero no
portaron las betalactamasas tipicas de los clados C1 y C2, portaron TEM-1B; un
genoma tuvo fimH30 y no porté ninguna BLEE; sin embargo, fue resistente a
fluoroquinolonas por mutaciones cromosomicas (Figura 13).

Tabla 9. Caracteristicas de la estructura poblacional de ST131

Clado Serotipo Alelo fimH Sinébnimo  Perfil de resistencia
predominante de clado

A 016:H5 41 - -

B 025:H4 22 - -

Co 025:H4 30 H30 -

C1 025:H4 30 R1 FQ, BLEE (CTX-M-14 o CTX-M-
27)

Cc2 025:H4 30 Rx FQ, BLEE (CTX-M-15)

-: no tiene, FQ: fluoroquinolonas, BLEE: B-lactamasas de espectro extendido

Tabla modificada de Pitout & Finn, 2020.
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Tabla 10. Caracteristicas poblacionales de genomas UPEC y comensales ST131 de este estudio

Cepa  Serotipo Fim  Sin6- Resistencia  Resistencia cromosoémica a FQ BLEE-
H nimo pladsmidica a CromosoOmicas
de FQ
clado
SE15 016:H5 41 NA parE 1529L
SA186  025:H4 22 NA gyrA S83L

81009 025:H4 30 R1 parE 1529L, parC S80I, E84V, gyrA
S83L, D87N

THO-  025H4 30 R1 parE 15291, parC S80I, E84V, gyrA

015 S83L, D87N
4.4 025:H4 30 R1 parE 1529L, parC S80I, E84V, gyrA
S83L, D87N
2/0 025:H4 30 Rx parE 1529L, parC S80I, E84V, gyrA CTX-M-15
S83L, D87N
4/0 025:H4 30 Rx aac(6")-Ib-cr  parE 1529L, parC S80I, E84V, gyrA
S83L, D87N
EC958  025:H4 30 Rx aac(6')-b-cr  parE 1529L, parC S80I, E84V, gyrA CMY-23
S83L, D87N
JJ1887  025:H4 30 Rx aac(6')-lb-cr,  parE I529L, parC S80I, E84V, gyrA CTX-M-15
gepAl S83L, D87N
025b:H  0O25:H4 1196 Rx aac(6’)-lb-cr  parE I529L, parC S80I, E84V, gyrA  CTX-M-15, OXA-
4 S83L, D87N 1
S65EC ~ 0O25:H4 30 Rx parE 1529L, parC S80I, E84V, gyrA CTX-M-15
S83L, D87N

uk P46  025:H4 30 Rx
212

parC S80I, E84V, gyrA S83L, D87N

BLEE-
plasmidicas

TEM-1B
CTX-M-27

CTX-M-27, CTX-
M-44
CTX-M-27,
TEM-1B
TEM-1B

CTX-M-15,
OXA-1
CTX-M-15,
TEM-1B, OXA-1
TEM-1B, OXA-1

TEM-1B

CTX-M-15,
TEM-1B, OXA-1

CLADO

C1

Cl

C1l

C2

C2

C2

C2

C2

C2

C2

En negritas: genomas comensales, NA: No aplica, FQ: fluoroquinolonas, BLEE: B-lactamasas de espectro extendido.

?: No clasificable por las caracteristicas citadas
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Tabla 10. Caracteristicas poblacionales de genomas UPEC y comensales ST131 de este estudio

Cepa  Serotipo Fim  Sin6- Resistencia  Resistencia cromosoémica a FQ BLEE-
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de FQ
clado
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SA186  025:H4 22 NA gyrA S83L

81009 025:H4 30 R1 parE 1529L, parC S80I, E84V, gyrA
S83L, D87N

THO-  025H4 30 R1 parE 15291, parC S80I, E84V, gyrA

015 S83L, D87N
4.4 025:H4 30 R1 parE 1529L, parC S80I, E84V, gyrA
S83L, D87N
2/0 025:H4 30 Rx parE 1529L, parC S80I, E84V, gyrA CTX-M-15
S83L, D87N
4/0 025:H4 30 Rx aac(6")-Ib-cr  parE 1529L, parC S80I, E84V, gyrA
S83L, D87N
EC958  025:H4 30 Rx aac(6')-b-cr  parE 1529L, parC S80I, E84V, gyrA CMY-23
S83L, D87N
JJ1887  025:H4 30 Rx aac(6')-lb-cr,  parE I529L, parC S80I, E84V, gyrA CTX-M-15
gepAl S83L, D87N
025b:H  0O25:H4 1196 Rx aac(6’)-lb-cr  parE I529L, parC S80I, E84V, gyrA  CTX-M-15, OXA-
4 S83L, D87N 1
S65EC ~ 0O25:H4 30 Rx parE 1529L, parC S80I, E84V, gyrA CTX-M-15
S83L, D87N

uk P46  025:H4 30 Rx
212

parC S80I, E84V, gyrA S83L, D87N

BLEE-
plasmidicas

TEM-1B
CTX-M-27

CTX-M-27, CTX-
M-44
CTX-M-27,
TEM-1B
TEM-1B

CTX-M-15,
OXA-1
CTX-M-15,
TEM-1B, OXA-1
TEM-1B, OXA-1

TEM-1B

CTX-M-15,
TEM-1B, OXA-1

CLADO

C1

Cl

C1l

C2

C2

C2

C2

C2

C2

C2

En negritas: genomas comensales, NA: No aplica, FQ: fluoroquinolonas, BLEE: B-lactamasas de espectro extendido.

?: No clasificable por las caracteristicas citadas
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Rx

Figura 13. Estructura poblacional de genomas UPEC= 16 y comensales= 3 ST131 encontrados en
este estudio, realizado manualmente. Dentro del clado A solamente se encontré6 un genoma
comensal (SE15); en el clado B se encontré un genoma UPEC (SA186), fimH22 y BLEE TEM-1B;
en el clado CO o H30 no se encontrd ninguna cepa,; en el clado C1 o R1 se encontraron dos genomas
UPEC (81009 y THO-015) y un comensal (4.4) todas portaron CTX-M-27; en el clado C2 o Rx, se
encontraron ocho genomas UPEC y un genoma comensal, 4 de los genomas UPEC portaron la CTX-
M-15 en el cromosoma, ademas el genoma UPEC O25b:H. Destaca el grupo de cepas encerrada
con linea discontinua, que porta otro tipo de BLEE (TEM-1B, con excepcién de U15A) y que poseen
otras caracteristicas de la cepas con ST131 como fimH-30 y serotipo O25:H4.
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11.9 Elementos genéticos moviles/movilizables presentes dentro de los genomas
UPEC y comensales de E. coli.

Mediante la plataforma Mobile Element Finder se detectaron entre los genomas
UPEC= 87 y comensales= 85, 5 tipos de elementos mdviles/movilizables
(Secuencias de insercion (IS), Transposones (Tn), Elementos Conjugativos
Integrativos (ICE), Repeticiones invertidas miniatura (MITE) y Tn compuestos
(ComTn). Adicionalmente, se detecto la integrasa tipo 1 (Intll) mediante PCR in
silico. La distribucion de estos fue muy similar entre ambos tipos de genomas
(Figura 14). Las secuencias de insercidon fueron predominantes en ambos tipos de
genomas (69.5% UPEC y 71.8% comensales) y los Elementos Conjugativos
Integrativos fueron los que menos se detectaron (0.6% UPEC y 0.4% comensales).

Los Tn e Intll fueron encontrados principalmente en plasmidos (ver mas adelante
los resultados), los demas elementos se encontraron de manera frecuente dentro
del cromosoma bacteriano.

Comensales

*¥% UPEC

0.4%
0.6% 0.4%
1.2%,1‘0?6’ r

10.1%

mIS

® ComTn
MITE

u Intll

ETn

mICE

Figura 14. Tipos de elementos genéticos moviles/Movilizables encontrados en genomas UPEC=
87 y comensales= 85, se detect6 con mayor frecuencia IS, se observa que el porcentaje de los
elementos genéticos méviles/movilizables es similar entre ambos tipos genomas.

IS: Secuencias de insercion; Tn: Unidad Transposaén; ICE: Elementos conjugativos integrativos;
Intl1l: integrasa clase 1; MITE: Repeticiones invertidas miniatura, ComTn: Tn compuestos.
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11.10 Busqueda de plasmidos

El nimero de plasmidos detectados entre los genomas fue muy similar: se
encontraron 233 plasmidos en 72 genomas UPEC y 227 en 67 genomas
comensales; los genomas UPEC portaron de 1 a 13 plasmidos, el nUmero maximo
de plasmidos fue encontrado en un solo genoma UPEC EC931, en los comensales
se encontro de 1 a 10 plasmidos por genoma, siendo el genoma comensal SCU-
106 el de mayor numero de plasmidos con 10 de ellos.

El 55.8% de los plasmidos presentes en los genomas UPEC y 51.5% de los
genomas comensales, pudieron ser tipificados de acuerdo a los replicones
contenidos en la herramienta usada. Se detectaron 27 replicones diferentes; sin
embargo, un porcentaje de ambos tipos de genomas no pudo ser tipificado a través
de la herramienta utilizada.

Cabe destacar que la mayoria de los genes ARA estuvieron codificados en
plasmidos (82.3% de 708 genes en genomas de orina y 84.5% de 382 en genomas
comensales), sin embargo, existio un porcentaje que se encontrd codificado en el
cromosoma (15.2% en genomas de orina y 13.2% en genomas comensales) al igual
gue un pequefio porcentaje de genes ARA de los cuales existia una copia tanto en
cromosoma como en plasmido (2.5% genomas de orina y 2.0% genomas
comensales). Contrariamente los genes asociados a factores de virulencia que se
encontraron predominantemente en el cromosoma tanto en genomas de orina como
comensales (93.1% y 92.3% respectivamente) y menos del 10% se encontrd
codificado en plasmido (6.3 y 7.4 % genomas de orina y comensales
respectivamente); al igual que los genes ARA sdlo un porcentaje pequefio de
factores de virulencia se encontré tanto en cromosoma como en plasmido (0.6%
genomas de orina y 0.3% genomas comensales).

Los replicones detectados con mayor frecuencia fueron para UPEC IncFll 14.2%
(33 plasmidos), IncFIB 10.7% (25 plasmidos), IncFIA 8.2% (19 plasmidos), e Incl1-
| 5.6% (13 plasmidos) y en los genomas comensales IncFIl 10.1% (23 plasmidos),
IncFIB 7.5% (17 plasmidos), Col 6.6% (15 plasmidos) e IncFIA 5.3% (12 plasmidos).
La presencia de estos plasmidos se relaciond con genes asociados a resistencia a
antimicrobianos en ambos tipos de genomas (IncFlI-NDM-5 en ambos tipos de
genomas e IncFll- CTX-M15 y OXA-1 en UPEC; asi como IncFIB-CTX-M15 y OXA-
1 e IncFIA- CTX-M27 en los plasmidos de genomas comensales) (Figura 15).
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Figura 15. Replicones detectados a través de PlasmidFinder en los plasmidos de UPEC y de
genomas comensales. En ambos tipos de genomas se observé con mayor frecuencia los

plasmidos del grupo de incompatibilidad IncF que ademas se relacionaron con ciertos genes
asociados a resistencia a antimicrobianos
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11.11 Analisis de integrones clase 1

En 28 genomas UPEC y 16 genomas comensales se detectd la presencia de intl1;
detectando un total de 36 integrones en genomas UPEC y 18 integrones en
genomas comensales. De acuerdo a la estructura prototipica descrita en la literatura
del integron tipo 1 (Figura 16) dentro de la region variable de todos los integrones,
se encontraron 23 genes ARA (Figura 17) en diferentes combinaciones, siendo mas

frecuentes aadA2 con el 35.1% y drfA12 en un 37.8% en genomas UPEC, y aadA5
y drfA17 en un 33.3% cada uno en genomas comensales.
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Figura 16. Estructura prototipica de integron clase 1, encontrado en genoma UPEC uk_P46212

codificado en un plasmido IncFll, se observa la secuencia 5 conservada (5°SC), la regién
variable y la secuencia 3" conservada (3"SC).
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Figura 17. Genes ARA identificados en integrones de genomas UPEC= 36 y comensales= 18 y
porcentaje de integrones con el extremo 3°SC. Los genes que portaron los integrones principalmente
fueron asociados acetilasas (aac), adenilasas (aad), dihidrofolato reductasas (dfrA), bombas de eflujo
de cloranfenicol (cmlA), ribosiltransferasas (arr) solo detectadas en integrones de genomas UPEC,
una betalactamasa (tem-1) encontrada en un solo genoma comensal, bombas de eflujo de tetraciclina
(tetA) y la secuencia conservada 3" (3"-SC) que contiene un gen de resistencia que confiere resistencia
a los antisépticos (gacE) y dihidropteroato sintasa (sull).
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En los 44 genomas (UPEC y comensales) que se les detecto intll se observaron 8
patrones de combinacién de genes asociados a resistencia a antimicrobianos
contenidos en la region variable del integron (A, B, C, D, E, F, G, H) (Anexo B), la
presencia de mayor diversidad de genes asociados a resistencia a antimicrobianos
(ARA) en los integrones detectados en los genomas UPEC, se relacion6 con el
mayor contenido de genes resistencia encontrados a través de ResFinder.

El nimero de genes asociados a resistencia en la region variable fue de 1 a 4 genes,
los integrones que portaban 2 genes ARA en la region variable fueron los mas
frecuentes dentro en ambos tipos de genomas en UPEC, 19 (35.2%) y 12 (22.2%)
en comensales, se encontraron 16 (29.6%) y 6 (11.1%) integrones que contenian
un solo gen ARA en UPEC y comensales respectivamente; un integron (1.8%) porto
cuatro genes ARA en dicha region (UPEC Y5, localizado en cromosoma).

Estos integrones se detectaron principalmente en plasmidos del tipo IncF (51.8%,
28 integrones); sin embargo, algunos de ellos se encontraron localizados en el
cromosoma bacteriano (13%) (Tabla 11) e incluso se encontraron genomas con mas
de un integron: el genoma UPEC 190 con dos integrones (localizados en plasmido
IncFll e IncA/C2 cada uno), BH100Lsubstr.MG2017 con dos integrones (localizados
en cromosoma ambos), Combat11l9 con dos integrones (localizados en plasmido
IncFIB e IncHI2A ambos), EC1515 con dos integrones (localizados en plasmido
IncFIB e Incll) y XH990 con dos integrones (localizados uno en cromosoma y uno
en plasmido IncHI2A) y UPEC EC974 con tres integrones (localizados uno en
IncFIB, Incl1 y en el cromosoma); en los genomas comensales incluso se
encontraron dentro del mismo plasmido; YJ1 que porté en un plasmido IncFIB con
dos integrones localizados en las regiones 73716-76949 y 84111-87319 pb), P225M
porto dos integrones en plasmidos distintos (IncFIC Y un no tipificado).

Tabla 11. Localizacion de patrones observados en los integrones de clase 1 en los
genomas UPEC y comensales

Patron Contenido de genes Localizacion en UPEC Localizacién en
de resistencia (n=36) Comensales (n= 18)
A dfrAl17, aadA5 IncFIA (3), IncFlIl (2) IncFIl (2), IncFIB (3),
Col156
B dfrAl2, aadA2 IncFIA (2), IncFIB (4), -
IncHI2A (2), NT,
Cromosoma
C aadAl Cromosoma (2) -
D dfrAl7 IncFIB, IncFIC -
E aadA22 Incll (2) -
F dfrAl4 IncFIB, IncHI2A -
G aadAl, dfrAl - Incl1, IncFIB (2)
H dfrA5 - IncFll, IncB/O/K/Z
Arreglos variable Cromosoma (4), IncFIl (2), IncFIB, IncFIC,
anicos InCA/C2 (3), IncFll (4), IncHI2A, Col156, NT

IncHI2A, ColRNAI

(n): Namero de integrones, -: Ausente
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12. DISCUSION

Es importante mencionar que debido a la pandemia por SARS-Cov2 las
instalaciones de la Universidad han permanecido cerradas desde marzo de 2020,
por lo que solo fue posible obtener resultados de los dos primeros objetivos del
protocolo original.

Debido a esto, se decidid plantear objetivos de trabajo in silico, mediante el estudio
bioinformético que aqui se describe, enfocado a obtener resultados del analisis de
secuencias de genomas completos de cepas de E. coli aisladas de orina, asi como
genomas de cepas comensales depositadas en el GenBank, sin perder el enfoque
del estudio original, el cual fue caracterizar y comparar el contenido de marcadores
moleculares de virulencia, resistencia y elementos genéticos méviles que portan las
cepas tanto de origen urinario como de origen fecal, y obtener informacién sobre el
potencial genémico que poseen este tipo de cepas para poder adaptarse a
diferentes microambientes, como son el intestinal y tracto urinario.

Por lo anterior, se describen resultados de ensayos experimentales solo de los
objetivos 1y 2, y los resultados in silico de los objetivos alcanzados mediante el
estudio bioinformético.

12.1 Analisis experimental

12.1 Estudios experimentales

En las cepas de E. coli aisladas de orina se observé un alto porcentaje de resistencia
a TE,83.3%, CIP, 66.7% y NA, 66.7%; mientras que el total de cepas analizadas
(n=6) fue resistente a AMP, esta alta tasa de resistencia ya ha sido reportada por
Ballesteros et al., en 2020, en dos Estados de la Republica Mexicana (Puebla, n=25
y Sonora, n=50) donde el 100% de las cepas analizadas mostrd este fenotipo en
este tipo de poblacién (mujeres embarazadas); en comparacion con los aislados de
E. coli obtenidos por Forson, et al., en 2019 que fueron altamente resistentes a AMP
(79.3%) sin llegar al mas alto porcentaje; sin embargo, para TE (70.7%) el
porcentaje de resistencia fue parecido al obtenido en este estudio. Con respecto al
acido nalidixico el porcentaje (48.8%), estuvo ligeramente mas elevado en nuestro
estudio comparado con el analisis de Forson et al.,. Como se evidenci6 en el perfil
de susceptibilidad, se observaron cepas con fenotipos de resistencia a 3 0 mas
familias de antibiéticos, por lo cual, con base a los criterios de Magiorakos, et al., el
100% de las cepas de E. coli aisladas de orina fueron MDR. Por otro lado, el 100%
de las cepas de orina ensayadas fueron sensibles parala FOSy C.

Las condiciones fisiolégicas de la poblacion de estudio limitan las opciones
terapéuticas a emplear para tratar la ITU, las cuales al no tratarse adecuadamente
podrian complicarse desarrollando desde una pielonefritis, un parto prematuro 6
tener un recién nacido con bajo peso (Tchente et al., 2019). Existen ciertos factores
de riesgo de infeccion por una cepa MDR, por lo que para no favorecer la aparicion
de estas es importante tenerlos en cuenta en el momento de indicar un tratamiento
empirico (Klein & Hultgren, 2020); en este estudio ninguna de las pacientes refirio
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ser hospitalizada con anterioridad; sin embargo, refirieron haber cursado por otro
tipo de infeccion, algunas de las cuales fueron tratadas con betalactdmicos (AMP,
AMC) (comunicacién personal, datos no mostrados).

En cuanto a las cepas de E. coli aisladas de heces el fenotipo de susceptibilidad se
observd de manera similar al obtenido de las cepas de orina, es decir, hubo alto
porcentaje de resistencia a AMP (62.5%), CIP (50%) y NA (62.5%), a diferencia de
las cepas aisladas de orina se observd un alto porcentaje de resistencia a STX,
54.2%; contrariamente en un meta-analisis realizado por N;ji et al., en 2021 (n=33),
gue abarca cepas desde 1989 a 2019, revelo mas altos porcentajes de resistencia
frente a STX (78%), AMP (72%), TE y trimetoprim 67%.

Es importante mencionar que, dentro de estas cepas, aisladas del tracto
gastrointestinal y siendo consideradas como comensales, se encontraron fenotipos
de susceptibilidad resistente a los carbapenémicos y FOS, que incluso en el meta-
analisis de 2021 (Niji, et al., 2021), no fue detectada ninguna cepa comensal con
estas resistencias. Dentro de estas cepas mas del 50% fue MDR de acuerdo con
los criterios de Magiorakos; bajo otros criterios Nkansa-Gyamfi et al., han clasificado
a través de un meta-andlisis de 14336 aislados con un 27% de cepas comensales
MDR, mucho menor a lo encontrado en este estudio.

Analizando la cepa aislada de orina y la (s) cepa (s) aislada de las heces de la
misma paciente, hubieron cepas pareadas que mostraron una gran similitud en el
fenotipo de susceptibilidad como la cepa 1-O de orina y la cepa 1-H de la paciente
1 que solo difirieron en el fenotipo de susceptibilidad versus amikacina (AN), de igual
manera la cepa 5-H6 sdlo difirié en el fenotipo versus ampicilina-acido clavulanico
(AMC) de la cepa aislada de orina; sin embargo, las cepas 5-H2, 5-H3, 5-H4, 5-H7
y 5-H8 247-H5, tuvieron el mismo fenotipo de susceptibilidad con su respectiva cepa
de orina. Esto nos indica que probablemente, la cepa recuperada de heces sea la
misma que ocasiond la infeccidbn en el tracto urinario o al menos comparten
caracteristicas de susceptibilidad. En el estudio realizado por Parikumsil et al., en
2017, en Tailandia, al determinar los fenotipos y genotipos de virulencia en cepas
obtenidas de hisopado rectal y aisladas de ITU del mismo paciente encontraron 8
de 90 aislados que tenian idéntico serogrupo, filogrupo y perfil de virulencia
asociado, por lo que si se continuara con el analisis de las cepas de este estudio
podria brindar mayor informacion para establecer si hay alguna relacion entre las
cepas comensales como potenciales desencadenadoras de ITU o si pudiera ser un
microorganismo transitorio colonizante.

Fenotipicamente, el 23% (7/23) de las cepas estudiadas fueron productoras de
BLEE, estas cepas se distribuyeron dentro de un grupo de cepas aisladas de una
misma paciente, la paciente 5; la 5-O, cepa aislada de orina y seis de ocho cepas
aisladas de sus heces (5-H2, 5-H3, 5-H4, 5-H6, 5-H7 y 5-H8) y que ademas como
se ha mencionado, compartieron algunas de ellas el fenotipo de susceptibilidad. La
aparicion de las BLEE es una preocupacion latente en salud publica en México, se
reportd en 2018 por Galindo en Oaxaca un 31.2% (90/288) de cepas productoras
de BLEE, sin embargo, para 2019 en un estudio realizado en Guadalajara por Sierra
etal., el 48.52% de los aislados de E. coli fue productor de BLEE (477/983); en este
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trabajo el porcentaje menor de cepas productoras de BLEE pudo deberse al nimero
de cepas incluidas en el estudio, no obstante, no se resta importancia al tratarse de
cepas provenientes de mujeres embarazadas, en este tipo de pacientes una de las
primeras opciones terapéuticas considerados seguros son los antibidticos
betalactamicos (Bookstaver et al., 2015), al haber presencia de BLEE, se excluye
este tipo de antibidtico para el tratamiento y se tiene que recurrir a otro tipo de
antibioticos con la evaluacion de riesgo beneficio para ambos individuos (madre-
hijo). Esto denota la importancia de realizar una prescripcion médica orientada por
un antibiograma, ya que, por la fisiologia de la paciente, las opciones terapéuticas
se limitan y al no contar con un antibiograma que oriente sobre la susceptibilidad
del agente causal, se podria retrasar el proceso de recuperacion de la paciente.

12.2 Analisis in silico

Es bien conocido que E. coli es un microorganismo de origen comensal que forma
parte de la microflora intestinal pero también se le ha dado importancia al papel de
este microorganismo como reservorio y participante en la diseminacion de la
resistencia a antibioticos (Nji et al., 2021; Nkansa-Gyamfi et al., 2019); sin embargo,
se han dejado de lado otras caracteristicas que podrian potenciar la probabilidad de
que este tipo de cepas puedan causar enfermedad en un individuo, como se ha
sugerido que en las ITU s provocadas por E. coli, participan cepas colonizantes de
intestino que se adquieren por la via fecal-perineal-uretral alcanzando tracto
urinario. Existen pocos estudios enfocados a demostrar este hecho y a determinar
el potencial genético de virulencia, resistencia y elementos genéticos de movilidad
de estos genes, entre cepas comensales y cepas aisladas de ITU, que apoyen este
hecho. Debido a esto, nuestro objetivo principal fue estudiar in silico, mediante
herramientas bioinforméticas, este bagaje de genes que portan los genomas
completos de cepas de E. coli depositados en el banco de datos estadounidense,
aislados de orina humana proveniente de ITU y de heces de personas
asintométicas, con la finalidad de hacer una comparacion entre ellos y documentar
informacion sobre la virulencia, resistencia y presencia de elementos genéticos
moviles, en cepas comensales de E. coli que le otorguen el genotipo necesario para
ascender, colonizar tracto urinario, adaptarse y provocar una infeccion.

En el transcurso de los afios, se ha documentado, que existen ciertas caracteristicas
de tipificacion de cepas aisladas de ITU, como son la presencia de los serogrupos
01, 02, 04, 06, 07, 08, 015, 016, 018, 021, 022, 025, O75 y 083, que se han
asociado con uropatogenicidad (Prakapaite et al., 2019), también se ha definido la
prevalencia de ciertos filogrupos entre los aislados uropatogénicos, asi como
secuencias tipo (ST).

En este estudio se encontraron varias semejanzas en cuanto a caracteristicas
tipificables de los genomas UPEC y los comensales. En los genomas comensales
se encontraron incluso serogrupos (0O2:H4, O2:H6) frecuentemente observados en
aislados que se han asociado a ITU, mientras que en los genomas UPEC no se
encontraron.

La distribucién de los genomas entre los filogrupos conocidos coincide con lo
descrito en la literatura, la cual reporta que se han encontrado cepas UPEC entre
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los filogrupos B2 y D principalmente y a las cepas comensales entre A y Bl
(Clermont, et al., 2020), en este estudio los genomas UPEC se encontraron
mayoritariamente entre los filogrupos B2 (48.3%), seguido del filogrupo A (14.9%) y
entre los genomas comensales el filogrupo predominante fue el A (38.8%);
sorprendentemente un porcentaje importante de estos genomas se encontro en el
filogrupo B2 (31.8%), Como se sabe el filogrupo B2 es caracterizado por ser uno de
los filogrupos catalogado como de alta virulencia por su fondo filogenético, siendo
que en este estudio, en ambos tipos de genomas se reflej6 esa relacion filogrupo
B2-contenido de virulencia, al encontrar que los genomas UPEC y comensales
pertenecientes a este filogrupo tuvieron un contenido promedio de 30.9 y 29.0
factores de virulencia respectivamente, en comparacion con los otros filogrupos que
tuvieron un contenido menor de genes de virulencia (UPEC 14.9-26.0, comensales
13.5-22.8).

Existe una asociacion entre las cepas ST131,filogrupo B2, serotipo O16:H5 u
025b:H4 y la presencia de BLEE (CTX-M-14 o CTX-M-27, CTX-M-15) (Pitout & Finn,
2020) que ha definido la estructura poblacional de esta ST distribuyéndola en clados
(A, B, C0O, C1y C2). En este estudio los genomas analizados de UPEC cumplieron
con estas caracteristicas en un 62.5% (10/16 UPEC ST131) y sorprendentemente,
los comensales en un 100% (3/3 comensales ST131); sin embargo, el 37.5% de los
genomas UPEC no pudieron ser clasificados en esta estructura debido a la variacion
de la BLEE que portaban (5 genomas) o a la ausencia de la BLEE (1 genoma), por
lo que se podria sugerir un clado nuevo dentro de esta estructura.

Ademas de compartir estas caracteristicas de tipificacion, al realizar la comparacion
de tamafios y contenidos de los genomas, se observd que existio entre ellos
diferencia estadisticamente significativa; sin embargo, con el analisis realizado se
muestra que, a pesar de esta diferencia, los genomas comensales comparten varias
semejanzas con los genomas UPEC respecto a factores de virulencia, elementos
genéticos maviles/movilizables e incluso los genes asociados a resistencia a
antibiéticos, lo cual llama la atencién, indicando que las cepas comensales poseen
el bagaje de genes que las capacitan para provocar una ITU.

Como se sabe las cepas UPEC se ubican dentro de la clasificacion de cepas
extraintestinales patégenas de E. coli (EXPEC) debido a como lo indica su nombre,
tienen el potencial de desencadenar una infeccién fuera del nicho intestinal. Se han
descrito ciertos marcadores moleculares asociados a factores de virulencia para
clasificar a una cepa de E. coli como EXPEC; con base a estos se encontro que
solamente el 37.9% de los genomas UPEC cumplian con caracteristicas de EXPEC
segun los criterios de Picard et al. y Johnson et al., basados en la presencia de al
menos 2 de 5 genes (iuc, kpsMll, afa/dr, pap, sfa) que determinan el potencial de
virulencia intrinseco de las cepas extraintestinales de E. coli, mientras que las
comensales el 20% también mostro la presencia de estos factores. Los genomas
estudiados con caracteristicas EXPEC, se encontraron con mayor frecuencia dentro
del filogrupo B2 en ambos tipos de cepas, que es el filogrupo dentro del cual se
encuentran mas frecuentemente las cepas aisladas de ITU.
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El proceso de adhesion es un paso determinante para la patogénesis de las ITU, la
cual se inicia con la adhesion de UPEC al tejido urinario, que se logra a través de
distintas adhesinas fimbriales y no fimbriales las cuales se expresan en la superficie
de la bacteria; se sabe que el pangenoma de E. coli codifica para 38 pilis tipo
chaperona-usher (CUP) y que un genoma individual puede portar hasta 12 operones
CUP (Klein & Hultgren, 2020).

En los genomas estudiados se encontré6 que todas las cepas codifican para al
menos dos factores asociados a adherencia, encontrandose un maximo de 9
factores de adherencia en el genoma UPEC CLSC36. El 100% de los genomas
tanto UPEC como comensales presentd el pili hemorrégico (hcp); el segundo factor
mas frecuente asociado a virulencia fue el pili comun de E. coli (Ecp) (95.4% UPEC
y 88.2% comensales); lo que llama la atencién, ya que ambos factores se han
asociado al patotipo enterohemorragico de E. colil (EHEC). En el estudio de Rendon
et al., en 2007, sugieren que la presencia del Ecp es una caracteristica comun de
cepas colonizantes del intestino y otros tejidos, ademas del patotipo EHEC. En
2020, Paniagua, et al., reportan la presencia del Ecp en el 100% de los genomas
UPEC analizados (24 genomas), siendo considerado uno de los genes conservados
dentro de los genomas de E. coli. El pili tipo 1 (fimAICDFGH) es considerado como
parte del core genoma de E. coli (Alam Parvez & Rahman, 2019), en este andlisis,
no se encontré el oper6n completo en todos los genomas, solo el 52.9% UPEC y
51.8% comensales tuvieron el operén completo; sin embargo, la presencia de la
adhesina FimH de este pili se detecté en mas del 90% de ambos tipos de genomas
(90.8% UPEC y 91.8% comensales). Se ha demostrado experimentalmente que la
presencia del pili tipo 1, es necesario para la trascendencia de una ITU (Poole, et
al. 2017), por lo que llama la atencion que la deteccién de los operones completos
no pudo alcanzarse, tal vez debido a las mutaciones que estos pudieran tener, lo
cual reduce el porcentaje de identidad y por lo tanto no entré en el rango de identidad
establecido en este estudio como criterio. Las cepas que no portaron el operén
completo del pili tipo 1, tuvieron la presencia de otras fimbrias (Ecp, EaeH) que
pudieron favorecer la progresion de la ITU, o al igual otro elemento de la triada
ecologica, como la condicién del hospedero, pudo haber sido el favorecedor para la
progresion de esta.

El pili P, es frecuentemente buscado para caracterizar a las cepas UPEC
provenientes de ITU de vias altas (invasiva o pielonefritis); en este estudio de los 8
genomas UPEC provenientes de pielonefritis, segin la base de datos, solo 2 de
ellos (CFTO73 y 536) portaron el operén completo del pili P (papIBAHCDJKEFG);
no obstante, la adhesina papG fue detectada en 32 genomas UPEC (incluyendo los
6 genomas restantes provenientes de pielonefritis segun la base de datos) y en 12
genomas comensales. De acuerdo a la literatura la variante alélica de papG puede
ser util para la caracterizacion de cepas al relacionar a la variante alélica papGl|
con aislados provenientes de pielonefritis y la variante papGlll con aislados
provenientes de cistitis (Wiles, et al., 2008); sin embargo, al comparar la informacion
clinica disponible, se encontré que en algunos casos esta asociacién no se cumple
y probablemente la evolucioén clinica de los pacientes portadores de esas cepas fue
influenciada por las caracteristicas propias de los pacientes, o por algun otro
componente de la triada ecolégica. En el estudio realizado por Biggel et al., en 2020,
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describen que de 385 genomas UPEC invasivos, 333 genomas portaron papGll; sin
embargo, sélo en 35 genomas pudieron resolver el contexto genético completo
debido a los datos de secuenciacion de lectura corta; de estos, seis genomas
tuvieron mas de un locus para este gen; en los genomas considerados como no
invasivos (n= 337) detectaron 52 genomas con esta variante e incluso entre los
genomas comensales usados como referencia fue detectada la misma variante (35
de 185 genomas). En nuestro estudio, la falta de datos clinicos no permiti6 clasificar
adecuadamente los genomas UPEC en invasivos (aislados de pielonefritis) y no
invasivos (aislados de cistitis), aunque se emplearon genomas cerrados y con ello
se redujo la posibilidad de falsos negativos, como se menciona anteriormente sélo
en dos genomas se detecto el operén completo papG.

De manera sorprendente los genomas comensales que portaron la adhesina papG
(n=12) presentaron la variante alélica Gll, lo que denota el potencial que poseen
este tipo de cepas para ser la fuente causal de ITU con una probable evolucion a
una forma clinica mas severa, en este caso una pielonefritis.

En 2020 Tseng et al., relacionan la presencia de papGll y fimH como una sinergia
para el establecimiento de la pielonefritis; es decir, la presencia de ambas adhesinas
en las cepas favorecera hacia esta evolucién clinica en modelos murinos. En
nuestro estudio se encontr6 que las cepas que portaban papGll (UPEC=16,
comensales=11) también contenian la adhesina FimH, y que en su mayoria
coincidian con el tipo de ITU a la que ha sido asociada (cistitis o pielonefritis); la
sinergia de la variante alélica papGlll con fimH in vitro, atn no ha sido estudiada;
con los datos obtenidos en nuestro estudio se observd que los genomas que
portaban papGlll (UPEC=16, comensales=1), con excepcion de un genoma (UPEC
EC931), también portaban la adhesina FimH.

La segunda clase de factores de virulencia encontrados con mayor frecuencia
fueron los asociados a la captacion de hierro, dentro de estos, destacé la presencia
del sistema de captacion de hierro y manganeso (sit) que se encontré6 con mayor
frecuencia en los genomas UPEC (72.4%) que en los genomas comensales
(52.9%). Se sabe que el manganeso ayuda a E. coli a tolerar el estrés oxidativo
activando Mn-SOD (Super 6xido dismutasa dependiente de manganeso) y
metalizando enzimas dafadas dependientes de hierro (Robinson et al., 2018), por
lo que la presencia de este sistema favorece la supervivencia de UPEC en el tracto
urinario y se encuentra con mayor prevalencia dentro de este tipo de genomas; otros
factores de virulencia con mayor frecuencia en ambos tipos de genomas fueron el
sistema de captacion de hierro en forma hemo (chu), al igual que la presencia de
los sideréforos Yersiniabactina (ybt ) y aerobactina (iuc).

Varios autores han estudiado el papel que desempefian los sideréforos en la
patogénesis de una ITU, en el estudio de Su et al., en 2016, mediante deleciones
de operones en E. coli 83972 (UPEC) asocian la biosintesis del sideroforo
salmoquelina como principal modulador de virulencia de UPEC; por otro lado, en el
estudio realizado por Khasheii et al., en el mismo afio destacan al sideroforo
yersiniabactina (68.2%, 118 de 170 de los genomas) como el principal sideréforo
presente en cepas UPEC tal como en el andlisis aqui presentado, donde el
sideroforo mas frecuente encontrado fue yersiniabactina en genomas UPEC
(70.1%) y en comensales (54.1%).
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Méas del 80% de los genomas UPEC (71/87) y mas del 60% (55/85) de los
comensales portaron al menos un sideréforo; esta diferencia de la presencia de los
sistemas de captacion de hierro puede deberse a la diferencia de nichos que
colonizan de origen las cepas, ya que el nicho intestinal es muy rico en nutrientes y
en el tracto urinario existe una limitacion de los mismos, provocando que E. coli al
encontrarse en estas condiciones llegue a expresar hasta los cuatro sideréforos
conocidos (Mann, et al. 2017). En este estudio se encontr6 que el 11.2% de
genomas UPEC portaron 3 sideréforos (Salmoquelina, Aerobactina vy
Yersiniabactina), incluso el 10.9% de comensales provenientes de un nicho
considerado rico en nutrientes portaron hasta 3 sideréforos (el operdn completo de
enterobactina no esta incluida en ninguna de las plataformas empleadas). Cabe
destacar que entre los genomas UPEC existié un porcentaje de ellos (11.5%) que
no porté ningun sideroéforo de los contenidos en las bases de datos empleadas, ni
algun otro sistema de adquisicion de hierro.

Entre los autotransportadores (AT) destaco la presencia de dos de ellos: EhaB y
UpaG, en ambos tipos de genomas. Los AT juegan un papel importante en la
patogénesis de UPEC, se asocian a la adherencia a células epiteliales y a las
proteinas de la matriz extracelular; ademas de que parecen participar en la
formacion de biofilm, invasion y conferir resistencia al suero (William O’Hara et al.,
2019). UpaG, identificada en E. coli CFT073, media la adhesion a las células
epiteliales de la vejiga humana, ademas de ser un probable antigeno protector en
EXPEC (Totsika, et al. 2012); en este estudio se encontrd con mayor frecuencia este
factor de adhesion incluso por encima del pili tipo 1. En cuanto a EhaB se han
detectado parédlogos en EPEC, EHEC y ExXPEC (Wiles, et al., 2008) y se ha
observado su participacion en la formacién de biopelicula en UPEC CFT073 (Vo, et
al. 2017); este gen se detectd en mas del 80% en ambos tipos de genoma (UPEC
93.1% y comensales 87.1%), sin embargo, pocas veces es tamizado en estudios in
vitro, estos a menudo se centran en la busqueda de genes csg codificante de fimbria
curli, las cuales se asocian también con la formacién de biofilm (Terlizzi, et al., 2017;
Etefia & Ben, 2020).

En la actualidad se ha evaluado la caracterizacion de los aislados UPEC mediante
los criterios de Spurbeck et al., con base a la presencia de 3 o0 mas de los 4 factores
de virulencia (chuA, fyuA, yfcV, vat) propuestos para definir a una cepa como UPEC.
Flament, et al., dentro de sus cepas de estudio encuentra que el 100% de ellas
cumplen este criterio (46 cepas, Espafia); sin embargo, Nascimento, et al., reporta
gue hay una gran variabilidad de la presencia de estos genes dentro de sus cepas
de estudio, encontrando que el 22.2% de ellas no portan ningun gen de los
propuestos. En nuestro estudio, se encontré que, aunque mas del 50% de los
genomas UPEC cumplio con la presencia de 3 0 mas de estos genes, no todas las
cepas provenientes de orina cumplen este criterio; el 29.9% de ellos port6 sélo dos
de estos e incluso el 17.2% no portd ningun gen de los mencionados. Dentro de los
genomas comensales, era esperado que existiera un porcentaje mas alto que no
cumpliera este criterio (64.7%); sin embargo, un porcentaje de los genomas
comensales portd estos genes, evidenciando el potencial uropatogénico bajo este
criterio.
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Otra manera de caracterizar a las cepas UPEC, ha sido mediante la presencia de
islas de patogenicidad (Pathogenicity Island, PAI) que portan las cepas
uropatogénicas prototipo (CFT073, 536 y J96), lo cual se ha realizado por afios in
vitro con la amplificacion de ciertos marcadores genéticos contenidos en estas PAI,
propuestos por Sabaté et al., sin embargo, en la basqueda in vitro de estas PAI, no
se determina la integridad de la PAI completa dentro de las cepas. Al paso de los
afios se han estudiado mas caracteristicas de las PAI’'s como son la composicion
de la secuencia que difiere en el contenido GC, presencia de 4cido ribonucleico de
transferencia (ARNt) cercano a los extremos de la region y rio arriba secuencias
directas repetidas (DR) (da Silva Filho et al., 2018); estas se han usado en
herramientas bioinformaticas para que a través de estas puedan detectarse las
PAI's cuando se cuenta con el genoma completo de la cepa en estudio.

Este estudio in silico, permitié la deteccidén de la PAlI de manera mas completa la
cual fue evidenciada identificando la presencia de los marcadores de virulencia, en
su totalidad en algunos casos, localizados en una misma region dentro del genoma,
asi como la diferencia del contenido de GC entre la regién donde se localizan los
factores de virulencia caracteristicos y el resto del genoma. Asi, este analisis
demostré que el 74% de los genomas UPEC contenian alguna PAI, mientras que
en los genomas comensales el 55% tuvo alguna PAI, contrariamente a varios
estudios in vitro donde determinan que mas del 90% de los genomas UPEC porta
al menos una PAI (Samei, et al., 2016; Ghosh & Mukherjee, 2019).

Existen estudios que asocian cierta prevalencia de las diferentes PAI’s dentro de
las cepas UPEC; en 2018, Najafi, et al., encontraron con mayor frecuencia la PAI
536-1V (77.14%, 108/140) que se caracteriza por portar los genes que codifican para
el sideréforo yersiniabactina y que se ha evidenciado en estudios in vitro a través
del gen irp2; en nuestro analisis este gen se encontré en mas del 70% (64/87) de
genomas UPEC, como en el estudio de Najafi, et al., y mas del 50% (47/85) en
genomas comensales; al realizar la revisién del contenido de GC en el contexto
genético se encontré el operén completo del sideroforo yersiniabactina y se observo
gue el contenido de GC en esa region estaba por encima del contenido promedio
del genoma; sin embargo se encontrd que mas del 80% de ambos tipos de genomas
gue portaban este operon estaban flanqueados por tARN por lo que se interpretd
como positiva la presencia de la PAI 536-1V. Es de hacerse notar también, que en
4 genomas UPEC se encontr6 de manera inesperada que los marcadores de esta
PAI se encontraban en la misma regién de marcadores de otra PAI, la PAI 536-IlI.
Esta “fusion” de PAIl's fue observada en 22 genomas UPEC y en 4 genomas
comensales y tuvieron un tamafio desde 37.6 a 152.6 Kb y contenian marcadores
de las PAI's CFT073-1, 536-1, 536-I1 y J96-II, en diferentes combinaciones.

Otra de las PAI con mayor frecuencia en ambos tipos de genomas fue la CFT073-I,
dentro de la cual se encuentran codificados la a-hemolisina, fimbria P, aerobactina,
lha, Ag43 y capsula K2 (Desvaux et al., 2020; Najafi et al., 2018; Ostblom et al.,
2011). Esta PAI es una de las mas frecuentes encontradas en cepas UPEC; en
2017, Samei et al., describen la presencia in vitro de esta, en mas del 40% de sus
cepas UPEC (60/150 cepas), ademas en un estudio realizado in silico en 2020 por
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Cruz, et al., describen a esta como la mas frecuente en un 73.1% de las cepas (67
cepas) de manera completa y parcialmente en 26.9%.

Dentro del analisis presentado, también se encontraron en ambos tipos de genomas
factores de virulencia asociados a otros patotipos de E. coli. Los factores de
virulencia mas frecuentes fueron los asociados al patotipo EHEC, y como se ha
mencionado destacé la presencia de los factores de adherencia como el pili comun
de E. coli (Ecp) y el pili hemorragico (Hcp), seguido de la fimbria elf (44.8% UPEC y
56.5% Comensales) y el autotransportador cah (>35% en ambos tipos); también se
detectaron en menos frecuencia otros factores asociados a virulencia de este
patotipo (datos no mostrados). Igualmente, la presencia de factores de virulencia de
patogenos intestinales de E. coli (IPEC) ha sido estudiada en cepas UPEC; en 2014
Toval, et al., reportan 28 de 265 aislados con la presencia de al menos un factor de
virulencia de las cepas IPEC. Actualmente a un aislado con presencia
fenotipica/genotipica de determinantes de diferentes patotipos de E. coli es
nombrada como, “E. coli heteropatogénica” (Lara, et al. 2017); cabe destacar que
dentro de los genomas analizados en este estudio, ninguno porté los marcadores
caracteristicos de los patotipos DEC, por lo que no se reportaron hibridos.

En los genomas analizados se encontraron con mayor frecuencia genes asociados
a resistencia a B-lactamicos, detectando 51 variantes de estos; igualmente, a pesar
de no ser empleados como tratamiento de eleccién en ITU no complicada, se
detect6 una alta prevalencia de genes de resistencia a los aminoglucésidos (31
variantes); esto podria complicar la prescripcion de un tratamiento efectivo, ya que
se acude a los aminoglucésidos junto con una cefalosporina de segunda generacion
0 en su caso gentamicina y amoxicilina en ITU complicada como tratamiento
empirico de este tipo de infeccién uropatogénica (Kot, 2019). El tercer grupo de
genes con mayor prevalencia dentro de los genomas fueron los asociados a
resistencia a sulfonamidas: 60 genomas UPEC y 32 comensales portaron genes
sull, sul2 y/o sul3, y en 22 (22/28) genomas UPEC y en 10 (10/16) genomas
comensales, sull estuvo asociado como componente de integrones de clase 1, al
igual en un genoma comensal (1/16) se encontrd sul3 en un integrén. Los integrones
juegan un papel importante en la diseminacién de la resistencia a antimicrobianos,
no solamente por que portan el gen sull, como parte de su estructura clasica, sino
también por la propiedad que tienen estos de poder integrar otros genes de
resistencia dentro de su estructura y asi contribuir a la MDR de las cepas.

Una diferencia observada en el contenido de genes ARA en los genomas fue la
presencia de genes que confieren resistencia a rifampicina (arr) estos solo fueron
detectadas dentro de los genomas UPEC (0.6% 4/708); la rifampicina es usada
como profilactico de infecciones estafilococales y meningococales; aunque de
manera mas comun, junto con otras drogas, para el tratamiento de la tuberculosis,
también tiene accion frente a E. coli y pseudomonas (Weinstein & Zaman, 2019), la
presencia de genes arr-2 ha sido asociada con la presencia de transposones e
integrones (Baysarowich et al., 2008), en nuestro estudio , se encontré6 en UPEC
190 dentro de un integrén clase 1 contenido en un plasmido IncA/C2. La variante
arr-3 se ha descrito también como un gen casete de integrones de clase 1 (Da
Fonseca et al., 2008), en nuestro estudio solo uno de estos genes estuvo asociado
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a un integron en el cromosoma de UPEC Y5, a demas dentro de este genoma se
detectd otra copia del gen arr-3 en el cromosoma; en el genoma UPEC EC25 este
gen esta contenido en un plasmido IncQ1. La prevalencia de genes arr en el género
Escherichia es minima en el estudio de Morgado et al., en 2021 describen que de
21,302 genomas analizados solo 442 (2%) portaban algun gen arr, tal como en este
estudio donde solo 3 genomas (3.4%) de los 87 analizados porto dicho gen.

Un porcentaje de estos genes de resistencia detectados a través de Resfinder
estuvieron asociados a elementos genéticos movilizables (EGM) (UPEC 31.8% de
genes ARA y comensales 32.2% de genes ARA) en ambos tipos de genomas,
principalmente a secuencias de insercion (IS) que de igual manera fueron los EGM
mas frecuentes entre ambos tipos de genomas. Ademas, algunos genes de
resistencia (orina 12.1% de genes ARA y comensales 10.2% de genes ARA)
encontrados estuvieron relacionados con la presencia de integrones de clase 1 que
han sido descritos como los integrones mas prevalentes dentro de aislados clinicos
(Partridge et al., 2018), estos fueron principalmente genes asociados a resistencia
a aminoglucésidos y trimetoprim; cabe destacar que si bien algunos de los
integrones mostraron la estructura clasica (extremo 3" y 5° conservado), existieron
otros que presentaban alguna variacion de esta. Al igual que en el estudio in vitro
realizado por Khan et al., 2018, mas del 50% de los integrones localizados contaban
con los tres elementos caracteristicos de estos (intl1, gacE y sull) y mas del 80%
de estos integrones se encontraron codificados en plasmidos tipo IncF (30/47).
Como se ha demostrado experimentalmente, estos plasmidos tienen capacidad
conjugativa lo que favorece la diseminacion de estos elementos (Poey et al., 2019).
Los genes casetes dentro de la region variable fueron diversos, observandose 8
arreglos (dfrAl17- aadAb, dfrAl2- aadA2, aadAl, dfrAl7, aadA22, dfrAl4, aadAl-
dfrAl, dfrA5) en 35 integrones y 19 casetes Unicos; 6 (dfrAl7- aadA5, dfrAl12-
aadA2, aadAl, dfrAl7, aadAl- dfrAl, dfrA5) de los 8 arreglos de casetes ya han
sido reportados en el estudio de Weiss et al., en 2018, en cepas de origen fecal e
incluso en cepas no humanas. De manera importante dentro de los genomas
comensales, el 32.2% (123/382) de los genes ARA estuvieron asociados a estos
EGM, lo que denota el potencial de las cepas comensales de poder desempefiar un
papel de suma importancia en la diseminacién de los genes de resistencia a
antibiéticos.

Los plasmidos han desempefiado un papel clave en la diseminacién de los genes
ARA, uno de los genes de resistencia mas comunes transportados por estos son
las B-lactamasas de espectro extendido (BLEE); estos elementos no solo permiten
el intercambio interespecie, sino también intraespecie y ha sido observado entre
Enterobacteriaceae, Pseudomonas y Acinetobacter (Lerminiaux & Cameron, 2019).
En este analisis, se encontré que mas del 80% de los genes ARA fueron portados
en plasmidos; con la herramienta usada se detectaron 27 replicones y en ambos
tipos de genomas el numero de plasmidos fue muy similar (UPEC= 233 y
comensales=227); sin embargo, un porcentaje de los replicones no pudo ser
clasificado segun la base de datos utilizada, por lo que se denominaron como no
tipificables (NT). El tipo de replicon plasmidico mas frecuente fue el IncFll, en
general los plasmidos tipo IncF han sido frecuentemente encontrados dentro de la
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familia Enterobacteriaceae, y se asocian con portar BLEE tipo CTX-M (Partridge et
al., 2018). En nuestro analisis se encontré variedad de genes ARA en los plasmidos
de este tipo, como es el caso del plasmido FIl detectado en ambos tipos de genomas
pero que en genomas comensales portaban NDM-5 y en genomas UPEC: CTX-M-
15 y OXA-1; esta misma combinacion de genes fue observada en los plasmidos FIB
en los genomas comensales; al igual se detectdé CTX-M-27 codificada en plasmidos
tipos FIA en ambos tipos de genomas. Se observo una diferencia en la prevalencia
de los plasmidos tipo Col, estos se encontraron dentro de los genomas comensales
con mayor frecuencia, este tipo de plasmidos son conocidos por portar factores
asociados a virulencia en cepas EXPEC (McKinnon, et al.,, 2020). Con estos
resultados se confirma el potencial de las cepas comensales de poder ser
desencadenantes de ITU y reservorios de genes de multidrogorresistencia.

Con base a la presencia de BLEE en ambos tipos de genomas y de acuerdo al tipo
de estas, se hizo una correlacion dentro de los genomas ST131 para determinar su
estructura poblacional que segun la literatura se clasifica de acuerdo a serogrupo
025:H4 u 016:H5, fimH30 o fim no H30 (H22, H35, H41) y la presencia de CTX-M-
14 o CTX-M-15 (Johnson et al., 2016; Pitout & DeVinney, 2017). Con este analisis
se determiné que no todos los genomas, a pesar de cumplir algunas de estas
caracteristicas, pueden clasificarse a través de unas cuantas semejanzas, si bien,
al paso de los afnos estas se han encontrado en este tipo de cepas, es importante
actualizar o ampliar los criterios para clasificarlas con fines epidemiologicos
geograficos a nivel mundial.

13. CONCLUSIONES
Analisis experimental

e El analisis experimental revel6 que el perfil fenotipo de resistencia es
compartido entre algunas cepas E. coli provenientes de un mismo hospedero
de dos fuentes diferentes (orina e intestino).

Analisis in silico
e No existe un marcador genotipico propio del patotipo UPEC que pueda
diferenciarlo de las cepas comensales,

e Con base a los resultados in silico, la denominacion de UPEC como patotipo
seguiria siendo principalmente por su origen urinario.

e Si bien existen ciertos factores de virulencia que se encuentran con mayor
frecuencia en los aislados de infecciones de vias urinarias, estos no se
encuentran en el 100% de cepas, por lo que tratar de caracterizar sélo
mediante factores de virulencia a este patotipo, resulta poco util.
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e La caracterizacién de los aislados uropatogénicos deberia darse por un
conjunto de caracteristicas dependientes tanto de la bacteria como de los
signos clinicos que causan en el hospedero.

e Tanto el estudio experimental como el estudio in silico, y de acuerdo con la
literatura, se continla aceptando que las cepas comensales actian como
reservorios de un arsenal de factores tanto de virulencia, resistencia a
antimicrobianos y elementos genéticos moviles, que la dotan de potencial
genético para poder transcender de una cepa comensal a una cepa que
provoca una ITU.

14. PERSPECTIVAS

Continuar el estudio in vitro de estas cepas (y en lo posible ampliar el nUmero de
éstas) para obtener mas informacion acerca de otras caracteristicas genotipicas
(secuencia tipo, perfil de virulencia, relacidon clonal, perfil plasmidico) que pueden
compartir entre ellas sirviendo de sustento para reafirmar la via de transmision fecal-
perineal-uretral de la ITU.

La informacién obtenida se puede usar como base para el disefio de una PCR
multiplex con el fin de ayudar a la caracterizacion de los genomas UPEC.

Disefiar un nuevo método (como el primer walking) para la deteccion de PAI's en
los estudios experimentales que permita asegurar que los marcadores buscados
forman parte de esta y no son solo un gen dentro del genoma.
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16. ANEXOS
16.1 Anexo A: Genomas incluidos en el estudio
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16.2 Anexo B: Integrones encontrados en genomas UPEC y comensales y su

localizacion en el genoma
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Patron B en genomas UPEC
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Continuacion patron B en genomas UPEC
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Patron F en genomas UPEC
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Patrén H en genomas comensales
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Continuacion de arreglos unicos en UPEC
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Arreglos Unicos en genomas comensales
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Continuacion de arreglos unicos en genomas comensales
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