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1. Resumen

La Enfermedad Inflamatoria Intestinal (EII) es una afeccion de interés clinico poco reportada
en México debido a un diagndstico incompleto y escasa confirmacion. Escherichia coli forma
parte de la microbiota intestinal y es una de las bacterias mayormente asociadas como agente
etioldgico de la EII, especificamente el patotipo Adherente/Invasivo (AIEC); sin embargo, la
presencia de cepas resistentes a rifaximina y betalactamicos hace dificil un tratamiento
efectivo. En este estudio se ensayaron 16 cepas de E. coli de un paciente con Colitis Ulcerosa
Cronica Indeterminada (CUCI), 19 cepas se obtuvieron de un paciente con Colitis Crénica 'y
Diverticulitis, y una cepa de un paciente con CUCI. Mediante Electroforesis en Gel de
Campos Pulsados (PFGE) con Xbal se determind la relaciéon clonal de las cepas y
posteriormente se llevo a cabo la secuenciacion genomica de 6 cepas, por medio de MinlON
Nanopore 100x. Posteriormente, se realiz6 la busqueda in silico de mutaciones en el gen rpoB
(asociadas a la resistencia a rifaximina), genes asociados a la produccion de serin-
betalactamasas y factores de virulencia de AIEC, comparandolos con genomas AIEC de
bases de datos publicas. Los resultados mostraron que las cepas del paciente uno y tres
pertenecieron al filogrupo A, mientras que las del paciente dos pertenecieron al filogrupo F.
De igual forma, las cepas del paciente uno productoras de BLEE se agruparon en 6 clados y
las del paciente dos y tres resistentes a rifaximina en 9. Ademas, las cepas del paciente uno
presentaron alta prevalencia de los genes blatem, blaoxa, blactxm y blactx-mis en
comparacion con las del paciente dos; mientras que las cepas aisladas del paciente dos
mostraron mutaciones en el gen rpoB asociadas a resistencia a rifaximina (S574Y y Q513L).
Por otra parte, las cepas del paciente dos portaron los genes chud y ratA, genes de virulencia
asociadas al patotipo AIEC mientras que las cepas del paciente uno solo presentaron ratA.
De manera interesante la cepa CUA69 proveniente del paciente tres no presentd ninguno de
estos genes. El andlisis filogenético reveld gran diversidad en los filogrupos, secuenciotipos,
variantes de FimH y presencia de genes asociados a la produccidn de serin-betalactamasas.
Asi mismo, se observo que las cepas en este estudio se agruparon coherentemente por su
origen. Finalmente, resulta interesante la presencia de cepas definidas como AIEC
recolectadas de las bases de datos que carecian de alguno de los tres genes de virulencia
analizados. En conclusion, la identificacion de cepas presuntamente pertenecientes al
patotipo AIEC MDR, resistentes a rifaximina y productoras de serin-betalactamasas en los
tres pacientes con EIl demuestra la importancia de establecer un sistema de monitoreo y
vigilancia epidemiologica en México que nos permita en primera instancia conocer la
diversidad genética de bacterias potencialmente vinculadas a EII, su informacion genética y
la capacidad para compartirla con otras bacterias de importancia clinica o ambientales.

Palabras clave: Enfermedad Inflamatoria Intestinal, AIEC, resistencia a antibidticos,
Escherichia coli, rifaximina, BLEE.



2. Introduccion

2.1 Enfermedad Inflamatoria Intestinal

La Enfermedad Inflamatoria Intestinal (EII) es un conjunto de enfermedades cronicas
caracterizadas por la inflamacion del tracto gastrointestinal. Se clasifican clinicamente en dos
tipos principales: la Enfermedad de Crohn (EC), que puede afectar cualquier parte del tracto
gastrointestinal desde la boca hasta el ano y se caracteriza por una inflamacién que abarca
todas las capas de la pared intestinal (transmural), y la Colitis Ulcerosa Croénica Idiopéatica
(CUCI), que afecta exclusivamente la mucosa del colon. En algunos casos el compromiso
colonico no puede clasificarse como EC o CUCI, por lo cual se denomina Colitis Intermedia
(CI) (Gompertz & Sedano, 2019). Los sintomas de la EII incluyen dolor abdominal, diarrea
con heces sanguinolentas, pérdida de peso y aumento de neutrdfilos y macréfagos que
producen citocinas, enzimas proteoliticas y radicales libres provocando inflamacioén y

ulceracion (Guan, 2019).

2.2 Diagnostico

Para diagnosticar la EII de forma correcta es necesario correlacionar aspectos clinicos, de
laboratorio, histoldgicos, imagenoldgicos y endoscopicos. Dentro de los primeros, es
importante contar con una historia clinica detallada que incluya informacion sobre el inicio
de los sintomas como la presencia de sangrado rectal, diarrea, dolor abdominal, pérdida de
peso, lesiones en la region perianal y sintomas fuera del intestino. Del mismo modo, es
fundamental considerar antecedentes familiares, viajes recientes, el uso de medicamentos

antiinflamatorios y posibles infecciones (Yamamoto-Furusho et al., 2017).

Para los examenes de laboratorio, las variaciones mas comunes incluyen anemia,
trombocitosis y aumento de marcadores inflamatorios como la Proteina C Reactiva (PCR) y
la velocidad de sedimentacion globular (VSG). En los pacientes que padecen una afectacion
extensa del intestino delgado se puede observar hipoalbuminemia y deficiencia de vitaminas

(Gompertz & Sedano, 2019). Adicionalmente, otro indicador de la presencia de la



enfermedad es la calprotectina fecal (CF), proteina presente en los leucocitos
polimorfonucleares; los niveles de calprotectina en las heces suelen estar elevados en
pacientes con diversas inflamaciones intestinales, por lo que sirve como una herramienta util
para identificar qué pacientes podrian necesitar un estudio endoscépico. El uso de la CF como
marcador diagnodstico en la enfermedad inflamatoria intestinal (EII) ha sido ampliamente
investigado, mostrando una alta sensibilidad y especificidad. El rango de referencia varia
entre 50 y 250 pg/g, con valores menores a 100 pg/g siendo altamente predictivos de la

ausencia de EII (Seyedian, Nokhostin & Malamir, 2019) (Gompertz & Sedano, 2019).

Desde el punto de vista imagenoldgico, la evaluacion de la EII del intestino ha incluido
técnicas de imagen para evaluar las partes del intestino delgado que no son accesibles a la
visualizacion endoscépica Optica. De forma tradicional, esto se realiza mediante técnicas de
imagen por cortes transversales como la tomografia computarizada (TC) y la resonancia
magnética (RM) para la evaluacion de la EIl, ya que pueden evaluar simultdneamente las
manifestaciones de la enfermedad tanto en la pared intestinal como fuera de ella. Los roles
actuales de la imagenologia en pacientes con EII incluyen: 1) Diagndstico inicial para
distinguir entre colitis ulcerosa (CU) y enfermedad de Crohn (CD); 2) evaluacion y
progresion de las manifestaciones extraintestinales de la EII; 3) visualizacion de
complicaciones penetrantes de la enfermedad que se extienden fuera de la pared intestinal; y
4) evaluacion de la actividad de la enfermedad durante una recurrencia sintomatica

(Kilcoyne, Kaplan & Gee, 2016).

En cuanto a los aspectos endoscopicos, la ileo-colonoscopia es el procedimiento de eleccion
para la deteccion y medicion de la EII; sin embargo, ésta resulta costosa, invasiva y dolorosa

para el paciente (Yamamoto-Furusho et al., 2017).

2.3 Tratamiento

Para tratar la EIl se utilizan principalmente un enfoque convencional y quirargico. El
tratamiento convencional consiste en la utilizacion de diferentes farmacos; los

aminosalicilatos topicos y orales son recomendados como primera eleccion para inducir



remision en pacientes que padecen la enfermedad leve a moderada (Yamamoto-Furusho et
al., 2017); sin embargo, se ha demostrado que la utilizacién de diferentes antibioticos como
ciprofloxacino (fluoroquinolonas), metronidazol (azoles) y rifaximina (rifamicinas) ya sea

de forma individual o combinada representa una terapia efectiva (Nitzan et al., 2016).

De igual forma, dentro del tratamiento quirtrgico, la colectomia suele ser el procedimiento
de eleccion, éste consiste en la remocion de una parte inflamada del colon; sin embargo, no
siempre es la opcidon mas recomendada debido a las posibles complicaciones para el paciente.
Ademas, dado que se trata de una enfermedad remitente, existe el riesgo de la reaparicion de

la inflamacién (Yamamoto-Furusho et al., 2017).

2.4 Epidemiologia

Desde el inicio del siglo XXI, la EII se ha convertido en un problema de salud a nivel mundial
que afecta a nifios, adolescentes y adultos sin distincion de sexo (Seyedian, Nokhostin &
Malamir, 2019). Entre los afios 2000 y 2015, en Norteamérica y Europa se reporta una
prevalencia estable entre 1.5 y 2 millones de personas que padecen esta enfermedad; en
contraste, en América Central, América del sur, Europa del Este, Asia y Africa la incidencia
de la EII se ha incrementado rapidamente en los ltimos 20 afios, por ejemplo, en el caso de
América Latina, la incidencia de EC y CUCI sufrié un incremento en un 140.6 % y 333%,

respectivamente (Yamamoto-Furusho et al., 2019).

Aunque la falta de datos represente un reto para comprender la incidencia de la EII en
México, Yamamoto-Furusho y colaboradores en el afio 2009 reportaron un aumento en el
numero promedio anual de casos nuevos de la enfermedad pasando de 28.8 a 76.1 en el
periodo de 1996 a 2006 (Yamamoto-Furusho et al., 2019). Nuevamente, en el afo 2019,
Yamamoto-Furusho y su equipo de trabajo reportaron que, en el afio 2015, fueron atendidos
9,953 casos de EC y 33,060 casos de CUCI en México, dentro de los cuales el grupo etario

mas afectado fue de 60 a 69 afios sin distincion de sexo (Yamamoto-Furusho et al., 2020).



2.5 Etiologia

Debido a que su etiologia aun no se encuentra totalmente esclarecida es clara, la EII se
considera una enfermedad multifactorial en la que intervienen componentes genéticos,
ambientales, inmunoldgicos y relacionados con diversidad y abundancia de la microbiota. A
partir de estas observaciones, la hipotesis mas aceptada sobre la patogénesis de la EII es que
existe una respuesta inmune aberrante contra la microbiota intestinal desencadenada por

factores ambientales en un hospedero genéticamente susceptible (Matsuoka & Kanai, 2015).

La microbiota intestinal estd compuesta por mas de 1,000 especies de microorganismos
diferentes, siendo los filos Firmicutes y Bacteroidetes los mdas predominantes. La
composicion de la poblacion bacteriana varia a lo largo del tiempo y est4 influenciada por
factores como la edad, la higiene, el clima, la ubicacion geografica, la etnia y la dieta Nitzan
et al., 2016). La microbiota desempefia un papel crucial en el mantenimiento de la salud
intestinal como (I) regular el sistema inmunologico, (II) producir enzimas que ayudan a
digerir compuestos que el cuerpo por si solo no puede procesar completamente, y (III)
competir con microorganismos patdogenos por el mismo nicho ecoldgico. Asi mismo, la
microbiota también contribuye al buen funcionamiento del tracto gastrointestinal,
desempefiando un papel crucial en la preservacion de la barrera intestinal manteniendo el
equilibrio inmunologico del hospedero al promover la activacion y funcion de las células T

(Baldelli et al., 2021).

De igual forma, mientras que el hospedero proporciona un ambiente rico en nutrientes y un
espacio de residencia para las bacterias intestinales, estas bacterias benefician al hospedero
produciendo acidos grasos de cadena corta como acetato, propionato y butirato, los cuales
son una fuente primaria de energia para las células epiteliales del colon (Baldelli ef al., 2021).
Ademas, esta interaccion mutua entre el hospedero y las bacterias intestinales produce un
equilibrio denominado eubiosis, término empleado para definir un estado saludable del
intestino en el cual existe una composicion equilibrada y diversa de la microbiota intestinal

que contribuye al bienestar general del hospedero y favorece funciones bioldgicas dptimas.
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En este sentido, un desequilibrio en la microbiota intestinal, conocido como disbiosis, se ha
relacionado con la EII, en la cual se observa la reduccion de la diversidad microbiana
principalmente Firmicutes y la inflamacion crénica del intestino, planteando que la pérdida
de bacterias que transforman fibra dietética no digerible en 4cidos grasos de cadena corta
puede contribuir directamente al desarrollo de la EII (Nitzat et al., 2016). Asi mismo, la
reducciéon de un tipo bacterias promueve el crecimiento de otras, particularmente, las
enterobacterias pertenecientes al filo Proteobacteria, pueden llegar a representar hasta el
100% de la microbiota anaerdbica de la mucosa ileal que se ve incrementada En este
contexto, se han identificado cepas de Escherichia coli que se adhieren en las mucosas ileal
y coldnica inflamadas de los pacientes. Estas cepas destacan por su capacidad para adherirse
e invadir las células epiteliales intestinales (CEI), ademéas de sobrevivir y replicarse dentro
de los macrofagos. Debido a estas caracteristicas, se ha definido un nuevo patotipo
denominado E. coli adherente-invasiva (AIEC) y evidencias de estudios preclinicos sobre la
EIl sugieren que esta bacteria desempefia un papel fundamental en la induccion y/o
permanencia de la inflamacion intestinal en los pacientes afectados (Chervy, Barnich &

Denizot).

2.6 Escherichia coli

Escherichia coli es una bacteria bacilar, gram-negativa, anaerobia facultativa, oxidasa
negativa e indol positivo perteneciente a la familia Enterobacteriaceae. Fue descrita por
primera vez en 1885 por el pediatra aleman Theodor Escherich, aislandola de heces de un
paciente pediatrico con diarrea, esta bacteria coloniza el intestino humano pocas horas
después del nacimiento y es considerada parte de microbiota intestinal; sin embargo, aunque
muchas cepas se comporten como miembros comensales de la microbiota de animales y
humanos, algunas cepas se clasifican como patdgenos ya que provocan una amplia variedad
de enfermedades, que van desde condiciones autolimitadas hasta enfermedades intestinales
y extraintestinales que pueden ser mortales (Mainl, 2013). Si bien, existe una amplia variedad
de cepas de E. coli con caracteristicas particulares, se han podido clasificar con varios

sistemas; el primero se denomina sistema de serotipificacion propuesto en el afio 1940 por el
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microbidlogo Danés Fritz Kauffman. Este sistema permite definir un grupo inicial con base
a la combinacion especifica de antigenos presentes en diversas estructuras; actualmente el
esquema incluye 176 antigenos somaticos (O), 112 antigenos flagelares (H) y 60 antigenos
capsulares (K). El antigeno "O" determina el serogrupo y la identificacién del antigeno
somatico y flagelar (O:H) indica el serotipo, que a veces se relacionan con un cuadro clinico

especifico (Rodriguez-Angeles, 2002).

También, para abordar de mejor manera la importancia epidemiologica de E. coli patogena,
Clermont y colaboradores en 2019 desarrollaron una estrategia para la clasificacion de
filogrupos basada en el ensayo PCR cuadruplex que utiliza los genes chud, yjaA, arpA 'y el
fragmento genético TspE4.C2, los cuales permiten la identificacion de ocho filogrupos
designados como A, B1, B2, C, D, E, F y G (Clermont et al., 2019). El uso de la clasificacion
por filogrupos se ha empleado en el estudio de nichos ecoldgicos y estilos de vida en
patdgenos bacterianos, mejorando nuestra comprension de la estructura de la poblacion

proporcionando informacion epidemioldgica importante (Aguirre-Sanchez et al., 2022).

Por su parte, las cepas de E. coli determinadas como patdégenos se agrupan de acuerdo con
sus caracteristicas de virulencia en nueve patotipos que afectan a los humanos, de los cuales
seis son patotipos intestinales o diarreogénicos (DEC) y tres son patotipos que provocan
infecciones extraintestinales (ExPEC). Los seis patotipos intestinales son E. coli
enteropatogena (EPEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli enterotoxigénica
(ETEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC) y E. coli difuso
adherente (DAEC); por otra parte, los patotipos EXPEC incluyen a E. coli uropatogénica
(UPEC), E. coli patogénica aviar (APEC) y E. coli asociada a meningitis neonatal (NMEC)
(Liu et al, 2020). Particularmente, en las ultimas décadas, se ha identificado un nuevo
patotipo denominado adherente-invasivo (AIEC), que se ha demostrado constituye uno de

los principales agentes causales de la EIl (Gomez et al., 2016).
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2.7 Escherichia coli adherente-invasiva (AIEC)

En 1998, en Francia, el equipo de Darfeuille y colaboradores fueron los primeros en describir
cepas de E. coli aisladas de biopsias de mucosa ileal de pacientes con enfermedad de Crohn
(EC), las cuales mostraron una mayor capacidad de adhesion a células Caco-2 y sintesis de
pili tipo 1, sugiriendo que dichas cepas estdn implicadas en las primeras etapas de la
patogenicidad de los procesos inflamatorios infecciosos del intestino. Ademas, ninguna de
estas cepas presento genes de virulencia especificos que permitieran su identificacion como

alguin patotipo diarreogénico (Darfeuille et al., 1998).

A pesar de que a la fecha no se cuenta con un marcador genético, por lo que el método para
identificar este patotipo se basa tinicamente en evaluar su fenotipo de adherencia, invasion,
supervivencia en macrofagos y formacion de biopelicula (Camprubi-Font & Martinez-
Medina, 2020), si se han identificado diversos factores de virulencia en AIEC que participan
en el proceso de patogenicidad, por ejemplo el pili tipo 1 y los flagelos, permiten la
adherencia a las células del hospedero, y le confieren movilidad lo que facilitan la
colonizacién intestinal. También, moléculas efectoras como la proteina OmpA permiten a
AIEC utilizar las vesiculas de la membrana externa (OMVs) para interactuar con las células
del hospedero, transportando adhesinas y toxinas esenciales para su virulencia. La porina
OmpC desempefia un papel clave en la adaptacion bacteriana al ambiente intestinal,
ajustando la permeabilidad de la membrana y facilitando la liberacion de OMVs; esta porina
también regula los factores de virulencia a través de la sefializacion sigma, en particular
mediante el factor sigma S (oS), el cual le permite a AIEC resistir el estrés, modular la

invasion y persistir en el intestino inflamado (Zheng et al., 2020).

Las cepas AIEC tienen la capacidad de adherirse a las células epiteliales intestinales (CEI)
debido a la interaccion entre la molécula de adhesion celular relacionada con el antigeno
carcinoembrionario 6 (CEACAMS6) y FimH, esta ultima es una adhesina ubicada en la punta
de los pili tipo 1, altamente expresada por las bacterias AIEC (Abdelhalim, Uzel & Unal,

2020). De manera interesante se ha observado que la mayoria de las cepas AIEC presentan
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mutaciones en el gen fimH, traducidas en la proteina FimH lo que parece modular un nivel

de adherencia mayor a a CEI (Camprubi-Font & Martinez-Medina, 2020).

Se ha propuesto que algunas proteinas de membrana externa (OMPs) actian en conjunto con
factores de adherencia y movilidad aumentando la patogenicidad de AIEC. Algunos estudios
han mostrado que OmpA esta presente en vesiculas de membrana externa y actiia mejorando
la invasion bacteriana al unirse a la proteina chaperona Gp96, la cual se expresa con mayor
frecuencia en la superficie apical del epitelio en pacientes que padecen EC. También, se ha
reportado que OmpC desempefia un papel indirecto en el fenotipo AIEC, ya que los niveles
de adhesion e invasion disminuyen cuando la expresion de OmpC se reduce mediante la via

reguladora oE (Camprubi-Font & Martinez-Medina, 2020).

De igual forma, se ha reportado que las cepas de AIEC carecen de la mayoria de los factores
de virulencia presentes en cepas patogenas intestinales; aunque si comparten factores de
virulencia similares con las cepas de E. coli EXPEC; sin embargo, En este sentido,
Abdelhalim y colaboradores en 2020 realizaron un estudio con el objetivo de identificar la
presencia de genes de virulencia en cepas AIEC; el estudio identificé al gen chuA, el cual
participa en la captacion de hierro y aumenta la capacidad de las cepas para sobrevivir y
persistir en el interior de los macrofagos (Abdelhalim, Uzel & Una, 2020). De igual forma,
el gen ratA se asoci6 de manera importante con cepas AIEC, el cual codifica a la toxina
asociada a ribosomas que afecta la asociacion del ribosoma 70S e inhibe la sintesis de
proteinas, aunque cabe sefalar que el mecanismo de accidn exacto de esta proteina entre las
cepas AIEC y su asociaciéon con la EIl alin no se encuentra totalmente esclarecido

(Abdelhalim, Uzel & Unal, 2020).

Finalmente, de manera global, se sugiere que estos factores participan en la patogénesis de
AIEC de la siguiente manera: inicialmente la bacteria emplea los pili tipo I para adherirse a
la superficie mucosa con el antigeno humano (CEACAMG6). Esta union permite a las
bacterias establecer un anclaje en el epitelio intestinal, una vez adheridas, las bacterias tienen
la capacidad de invadir el epitelio intestinal, lo que marca el inicio de un proceso patogénico

mas complejo (Baldelli e al., 2021). El dafio en el epitelio intestinal se ve intensificado por
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la lisis de las vesiculas endociticas, lo que a su vez compromete ain mas la integridad del
epitelio. A través de un mecanismo conocido como pinocitosis, las bacterias logran ingresar
a las células del epitelio, permitiéndoles evadir el sistema inmunologico y multiplicarse en
los macrofagos; los cudles una vez activados envian sefiales al sistema inmunitario,
provocando una respuesta inflamatoria cronica al generar la secrecion de grandes cantidades
de factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), una citocina proinflamatoria (Zheng et al., 2022).
Esta serie de eventos resalta la complejidad del mecanismo de patogenicidad de AIEC y su
asociacion con la EII, destacando asi la importancia de comprender estas interacciones para

desarrollar tratamientos mas eficaces.

2.8 Resistencia antimicrobiana

La resistencia antimicrobiana (RAM) se define como la capacidad heredada o adquirida de
los microorganismos para crecer en altas concentraciones de antibidticos y existen dos tipos
principales: la resistencia intrinseca o natural debido a la presencia o ausencia de ciertas
caracteristicas genéticas, provocando los antibidticos no sean efectivos; y la resistencia
adquirida, en la cual las bacterias obtienen resistencia a través de mutaciones en sus genes
cromosdmicos o mediante la transferencia horizontal de genes a través principalmente de

plasmidos, lo que provoca resistencia a los antibioticos (Brauner et al., 2016).

Generalmente la RAM se determina cuantificando la concentraciéon minima inhibitoria
(CMI) de un antibiodtico en particular, en la cual las bacterias resistentes son capaces de
multiplicarse y crecer en concentraciones de antibidticos que resultan fatales para otras cepas
de la misma especie (Huemer et al., 2020). La resistencia antimicrobiana ha dado lugar a la
aparicion de bacterias multirresistentes (MDR), que se definen como aquellos
microorganismos que presentan resistencia a tres o mas clases de antibidticos (Magiorakos
etal., 2012). Estas bacterias MDR representan un problema de salud ptiblica a nivel mundial,
ya que provocan un retraso en el tratamiento antibidtico adecuado, aumentando asi la

morbilidad y la mortalidad (Huemer et al., 2020).
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Los principales mecanismos que confieren resistencia se clasifican en tres grupos principales

de resistencia:

D Reduccion de las concentraciones de antibioticos intracelulares:
Las concentraciones intracelulares de antibioticos se reducen disminuyendo la permeabilidad
de la membrana celular bacteriana, por ejemplo, mutando porinas que permitirian la entrada
de antibidticos en la célula o utilizando bombas de eflujo que promueve su expulsion

(Brauner et al., 2016).

(I)  Modificacion del blanco del antibiotico:
Las mutaciones espontaneas o las modificaciones post-traduccionales de una molécula
blanco de antibidticos que puede producir resultando en una interaccion poco eficaz con el

blanco atenuando la actividad del antibidtico (Huemer et al., 2020).

(IIl)  Inactivacion del antibidtico
Existen enzimas las cuales poseen la capacidad de inactivar antibioticos mediante hidrolisis,
acetilaciones, adenilaciones o fosforilaciones; éstas son clinicamente importantes debido a
su capacidad de ser movilizadas a través de la transferencia horizontal de genes. Un ejemplo
de estas enzimas son las betalactamasas, las cuales son capaces de inactivar antibidticos

betalactamicos (Poirel et al., 2018).

2.9 Betalactamasas de espectro extendido (BLEE) y su importancia en la resistencia

antimicrobiana

Los antibidticos betalactdmicos son agentes que poseen accion bactericida interrumpiendo la
formacion de la pared celular bacteriana gracias a la union covalente a proteinas de unioén a
penicilina (PBPs). Estas enzimas estan involucradas en los pasos finales de la sintesis de
peptidoglucano en bacterias gram-negativas y gram-positivas. De hecho, se conoce que los
betalactdmicos son los antibioticos mas utilizados a nivel mundial debido a que son bien
tolerados, poco téxicos y eficaces al tratar infecciones severas (Bush & Bradford, 2016).

Tomando esto en cuenta, la aparicion de betalactamasas es crucial debido a que les permite
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a las bacterias inactivar antibioticos betalactamicos, lo que limita las opciones de tratamiento
y contribuye al aumento de infecciones dificiles de tratar, representando un importante

desafio para la salud publica.

Particularmente, las betalactamasas de espectro extendido (BLEE) son enzimas bacterianas
que confieren resistencia a antibidticos betalactimicos de amplio espectro, incluidas las
cefalosporinas de tercera y cuarta generacion. Ademas, la presencia de BLEE se asocia con
la resistencia a otros agentes antimicrobianos, como fluoroquinolonas y aminoglucosidos, ya
que los genes que codifican estas enzimas suelen encontrarse en plasmidos que también

portan genes de resistencia a dichos antibi6ticos.

Los genes que codifican para BLEE son muy diversos en la naturaleza y se pueden clasificar

en varias familias, tales como blatem, blasuv y blactx-m entre otros (Husna et al., 2023).

En la clasificacion de Ambler, las betalactamasas se dividen en cuatro clases: A, B, Cy D.
Este sistema estd basado en secuencias especificas de sus proteinas. Las clases A, Cy D
utilizan una serina en su centro activo, mientras que la clase B emplea zinc divalente. Otro
sistema de clasificacion fue el propuesto por Bush-Jacobi-Medeiros, en el que estas enzimas
se agrupan en tres categorias de acuerdo con su funcion: el grupo 1 incluye cefalosporinasas
clasificadas como clase C, cuyo gen es cromosomico; el grupo 2 abarca betalactamasas con
serina en el centro activo, que pertenecen a las clases A y D; y el grupo 3 est4d formado por
metalo-betalactamasas (MBL), correspondientes a la clase B (Sawa, Kooguchi & Moriyama,
2020).

Dado que la inhibicion de las betalactamasas depende de su mecanismo enzimatico, aquellas
pertenecientes a las clases A y D pueden ser inhibidas por compuestos como el 4cido
clavulanico, el sulbactam y el tazobactam, que se unen de manera irreversible a la serina de
su centro activo. Sin embargo, las betalactamasas de clase C, aunque también poseen serina
en su sitio activo, muestran una menor sensibilidad a estos inhibidores tradicionales, aunque
pueden ser bloqueadas por avibactam o vaborbactam. Por otro lado, las metalo-

betalactamasas de clase B no son inhibidas por estos compuestos debido a su dependencia de
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zinc en la catalisis, pero pueden ser afectadas por agentes quelantes como el acido

etilendiaminotetraacético (EDTA) (Sawa, Kooguchi & Moriyama, 2020).

Las BLEE generalmente se encuentran en microorganismos pertenecientes al grupo de las
Enterobacterias, especialmente en E. coli, la cual es un modelo de uno de los
microorganismos MDR mds comunes en el intestino. Las BLEE mas comunes incluyen las
de tipo CTX-M (principalmente CTX-M-15 y CTX-M-14),TEM (TEM-10, TEM-12) y SHV
(SHV-2, SHV-5), las cuales presentan una alta capacidad de hidrolisis de antibidticos
betalactdmicos. Ademas, esto resulta importante debido a que genes relacionados con la
produccion de BLEE pueden diseminarse a otras bacterias y permitir la propagacion de la

resistencia a cepas comensales susceptibles en el intestino (Kharaghani et al., 2023).

2.10 E. coliy l1a resistencia a rifaximina

La rifaximina es un antibidtico de amplio espectro perteneciente a la familia de las
rifamicinas que posee accion bactericida contra una amplia gama de patégenos entéricos,
incluyendo bacterias gram-positivas, gram-negativas, aerdbicas y anaerdbicas, ademas de
poseer actividad antiparasitaria intestinal. La rifaximina se une de manera irreversible a la
subunidad beta de la ARN polimerasa bacteriana dependiente de ADN, la cual se encuentra
codificada por el gen rpoB; esta union interfiere con la produccion de proteinas bacterianas

esenciales para su supervivencia y replicacion (Koo & Dupont, 2010).

La rifaximina se ha propuesto como una buena opcidn para tratar la EII debido a su espectro
de accidn, a su baja toxicidad determinada por una baja absorcion a nivel intestinal y a que
no presenta interacciones medicamentosas (Guslandi, 2011) De hecho, Dogan y
colaboradores en 2017, reportaron que la administracion de rifaximina en un periodo de 16
semanas puede inducir remision en pacientes con EII; adicionalmente, demostraron que la
rifaximina interfiere en multiples etapas implicadas en las interacciones hospedero-AIEC
relacionadas con la EII, incluyendo la expresion de genes de virulencia, la motilidad, la
adhesion e invasion de células epiteliales, la persistencia en macrofagos y la secrecion de
citocinas proinflamatorias (Dogan et al., 2018); sin embargo, la aparicion de cepas resistentes

limita su potencial terapéutico. En la actualidad se han descrito mutaciones puntuales en el
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gen rpoB en cuatro regiones: en el cluster N-terminal (codones 143 a 148) y los clusteres I
(codones 505 a 537), II (codones 563 a 575) y III (codones 684 a 690) (Campbell ef al.,
2001).

Por otra parte , se ha descrito un mecanismo adicional implicado en la resistencia a la
rifaximina; la actividad de los sistemas de bombas de eflujo AcrAB-TolC en bacterias gram-
negativas, los cuales tienen la capacidad de expulsar compuestos quimicamente no
relacionados, reduciendo asi la concentracion intracelular del farmaco. Tanto las mutaciones
en el gen rpoB como la actividad de las bombas de eflujo AcrAB-TolC, ya sea que esten
presentes juntas o de manera independiente, contribuyen al desarrollo de resistencia a la

rifaximina (Kothray et al., 2013).
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3. Antecedentes

3.1 Antecedentes generales

La Enfermedad Inflamatoria Intestinal (EII) ha ganado importancia en los Gltimos afios y se
ha posicionado como un problema de salud alrededor del mundo, Unicamente en
Norteamérica y Europa alrededor de 1.5 y 2 millones respectivamente padecen la
enfermedad. En México, Yamamoto-Furusho y colaboradores reportaron que el nimero
promedio anual de casos nuevos increment6 de 28.1 (1987-1996) a 76.1 (1997-2006) y se

espera que aumente su incidencia en los proximos 15 afios (Yamamoto-Furusho et al., 2020).

Aunque la etiologia de la EIl permanezca poco clara, la aparicion y desarrollo de esta
enfermedad se ha asociado a la presencia de Escherichia coli adherente-invasiva (AIEC), un
patotipo de reciente denominacion (Zheng et al., 2022). En Francia en 1998 Darfeuille y
colaboradores describieron por primera vez cepas de Escherichia coli aisladas de biopsias de
mucosa ileal de pacientes con Enfermedad de Crohn (EC) que portaban pili tipo 1 y contaban
con una mayor capacidad de adhesién a células Caco-2, sugiriendo que estas cepas se
encontraban involucradas en procesos inflamatorios e infecciosos del intestino del
hospedero. Adicionalmente, ninguna de estas cepas presentd algin gen de virulencia
especifico que les permitiera identificarse como cierto patotipo diarreogénico de E. coli

(Darfeuille et al., 1998).

Un ailo después, también en Francia en 1999, Boudeau y colaboradores realizaron un estudio
en el cual se comparé la capacidad de invasion de una cepa de E. coli denominada como
LF82 aislada de una biopsia de mucosa ileal de un paciente con Enfermedad de Crohn (EC),
con respecto a las cepas pertenecientes a los patotipos: E. coli enteropatogena (EPEC), E.
coli enterohemorragica (EHEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli enterotoxigénica
(ETEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) y E. coli difuso-adherente (DAEC), demostrando
asi una mayor capacidad de invasion por parte de la cepa LF82, por lo que no se pudo

clasificar dentro de uno de los patotipos diarreogénicos, permitiendo proponer un nuevo
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patotipo denominado como Escherichia coli adherente-invasiva (AIEC) (Boudeau et al.,

1999).

En el mismo pais en el afio 2007 Rolhion y colaboradores describen que las cepas
pertenecientes al patotipo AIEC estan estrechamente relacionadas con la etiologia y
patogénesis de la EII; nuevamente reportaron que AIEC no conté con algin marcador
genético de virulencia que pudiera diferenciarlo de otros patotipos; sin embargo, propusieron
tres criterios fenotipicos de inclusion para designar a AIEC: 1) Capacidad de adhesion e
invasion a las células epiteliales intestinales dependiente del reclutamiento de
microfilamentos de actina y microtubulos; 2) Capacidad de supervivencia y replicacion en
vacuolas dentro de los macrofagos sin desencadenar la muerte de la célula hospedera; 3)
Capacidad de inducir la liberacion de grandes cantidades de TNF- o por los macréfagos

infectados y la capacidad de formar biopeliculas (Rolhion & Darfeuille, 2007).

Un afo después, en 2008 en Estados Unidos, Eaves y colaboradores describen una cepa de
E. coli aislada de una biopsia de una paciente con EC con caracteristicas similares a la cepa
prototipo AIEC LF82; la cepa fue caracterizada como serotipo O83:HI1 y nombrada de la
misma forma. Adicionalmente, se demostrd por primera vez que las cepas O83:H1 y LF82
desempefian un papel importante en la activacion de la respuesta inflamatoria intestinal
induciendo la activacion de citocinas, asi como la induccion de la migracion de células

inmunitarias en células epiteliales intestinales (Eaves et al., 2008).

Por otra parte, se ha mencionado que el tratamiento farmacoldgico empleado usualmente para
tratar la EII consiste en una combinacion de farmacos dentro de los cuales destaca el uso de
aminosalicilatos y la rifaximina adicionados con antibidticos betalactdmicos, metronidazol o
ciprofloxacino. En ese sentido, Dogan y colaboradores reportan que la rifaximina interfiere
en las interacciones entre AIEC y el hospedero al inhibir la transcripcion de genes de
virulencia, lo que reduce su expresion. Como consecuencia, se observa una disminucion en
la motilidad, la adhesion e invasion de células epiteliales, la persistencia en macrofagos y la
secrecion de citocinas proinflamatorias (Dogan et al., 2018); sin embargo la aparicion de

cepas resistentes a este antibiotico suponen una clara limitacion en su uso; la rifaximina, al
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igual que otras rifamicinas, ejerce su efecto al unirse a la subunidad 3 de la ARN polimerasa
bacteriana dependiente de ADN, bloqueando asi la elongacion del ARN, resultando en la
inhibicion de la transcripcion; Kothary y colaboradores han identificado cepas de E. coli
resistentes a la rifaximina en pacientes con EIl, donde la resistencia se asocia a mutaciones
puntuales en el gen rpoB, que codifica para la subunidad  de la ARN polimerasa. Estas
mutaciones se concentran en cuatro regiones del gen rpoB y alteran el sitio de accion de la

rifaximina, reduciendo su eficacia antimicrobiana (Kothray et al., 2013).

En cuanto a la resistencia a betalactamicos, Martinez y colaboradores en 2020 en Espafia
realizaron un estudio en el que se evaluaron los perfiles de susceptibilidad de cepas de AIEC
aisladas de pacientes con enfermedad de Crohn y cepas no AIEC frente a 30 antimicrobianos
pertenecientes a las familias de betalactdmicos, tetraciclinas, aminoglucosidos, quinolonas,
inhibidores de la via del folato y anfenicoles, encontrando que las cepas AIEC presentaron
mayor resistencia a los betalactamicos, otorgada principalmente por la presencia de

betalactamasas de espectro extendido (BLEE) (Martinez-Medina et al., 2020).

Por otra parte, en el aflo 2023 en Irdn, Kharaghani y colaboradores reportaron que la presencia
de cepas de Escherichia coli productoras de BLEE en pacientes con EII puede propiciar la
aparicion de una inflamacion intestinal subaguda, resultando en una disbiosis intestinal y en
una evolucion mas grave de la enfermedad (Kharaghani et al., 2023). Adicionalmente, el
estudio resalta que la alta prevalencia de E. coli productora de BLEE deberia ser considerada
para la correcta seleccion y aplicacion de agentes antimicrobianos como parte fundamental
del tratamiento, asi como la presencia de cepas de AIEC resistentes a rifaximina, que forma

parte del tratamiento de eleccion.
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3.2 Antecedentes especificos

En México en el ano 2018 en la ciudad de Puebla, Barrios-Villa y colaboradores aislaron
cuatro cepas de E. coli de muestras de heces de personas clinicamente sanas pertenecientes
al secuenciotipo ST131. Las cepas se describieron como AIEC ya que presentaron la
capacidad de adhesion, invasion y supervivencia en macrofagos (Barrios-Villa ef al., 2018).
Nuevamente, Barrios-Villa y colaboradores en 2020 realizaron la secuenciacién y analisis
bioinformatico de cinco genomas de cepas clasificadas como AIEC; estos genomas fueron
comparados con las cepas prototipo de AIEC, LF82 y NRG857¢ (O83:H1) y con la cepa
uropatogena CFT073. Los cinco genomas analizados presentaron mayor similitud cepas
AIEC y UPEC y adicionalmente se confirmo la presencia de genes de virulencia relacionados

frecuentemente con cepas AIEC (fimA, fliC, chuA, irp2, cvaC2) (Barrios-Villa et al., 2020).

Posteriormente, Lara-Flores en 2018 (datos no publicados) aislo 66 cepas de E. coli a partir
de biopsias intestinales de tres pacientes con EII. El diagnéstico de los pacientes fue el

siguiente:

-Paciente 1: Masculino de 23 afios diagnosticado con Colitis Ulcerosa Cronica
Indeterminada (CUCI) con un tratamiento previo de trimetoprim/sulfametoxazol, la biopsia

se obtuvo del colon descendente y transverso, aislando 37 cepas de E. coli.

-Paciente 2: Femenino de 61 afios diagnosticado con Colitis Cronica y Diverticulitis.
Presento un tratamiento previo de ciprofloxacino y rifaximina, la biopsia se obtuvo del colon

sigmoide, aislando de esta manera 22 cepas.
-Paciente 3: Masculino de 34 afos diagnosticado con CUCI con un tratamiento previo

de metronidazol, ciprofloxacino y ceftriaxona. En este paciente la biopsia fue obtenida del

colon descendente y ano, aislando unicamente 7 cepas de E. coli.
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Las cepas se conservaron en criopreservacion en el cepario del Laboratorio de Microbiologia
Hospitalaria y de la Comunidad (LMHyC) del Centro de Investigaciones de Ciencias

Microbioldgicas del Instituto de Ciencias de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla.

Posteriormente, en el afio 2023 en el LMHyC, De la Torre-Perdomo someti6 a las 66 cepas
recuperadas a un ensayo de susceptibilidad frente a rifaximina mediante la técnica de
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI), observando que 20 cepas mostraron una CMI de
32 pg/ml de rifaximina, caracterizandolas de esta forma como resistentes a este antibidtico
segiin Dogan y colaboradores (Dogan ef al., 2018), 19 cepas fueron aisladas del paciente 2 y
una cepa del paciente 3. Asi mismo, en ese mismo estudio se realiz6 la busqueda de genomas
AIEC en la base de datos publica GenBank, identificando 29 genomas, los cuales fueron
sometidos al andlisis bioinformdtico para identificar mutaciones en el gen rpoB asociadas
con la resistencia a rifaximina, encontrando dos polimorfismos no reportadas anteriormente
(G329D y AI1263E) en las cepas prototipo HM605 y LF82, respectivamente; no se ha

demostrado su papel en la resistencia a rifaximina (De la Torre, 2023).

Finalmente, siguiendo el trabajo anterior en el afio 2024 Maldonado-Galvez realizo la
determinacion del perfil de susceptibilidad de las 66 cepas anteriores frente a 17 antibidticos
pertenecientes a 11 grupos utilizando el método de Kirby-Bauer de acuerdo con las
especificaciones del manual CLSI 2023 (CLSI, 2023). Todas las cepas se clasificaron como
multidrogorresistentes (MDR) segun la clasificacion de Magiorakos. Ademads, mediante la
técnica de difusion con doble disco se identificaron 16 cepas del paciente 1 como productoras

de BLEE (Maldonado-Galvez, 2024).

Por lo anterior, el presente estudio planted como objetivo identificar la relacion clonal de 36
cepas aisladas de biopsias de pacientes con EII, asi como identificar las mutaciones presentes
en el gen rpoB de 20 cepas resistentes a rifaximina y los genes asociados a la produccion de

BLEE en cepas secuenciadas a través de un analisis bioinformatico.
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4. Justificacion

La EII es escasamente reportada en México, aunque la tltima revision de casos en el afio
2015 menciona que existieron 43,013 casos de EC y CUCI en hombres y mujeres. Una de
las causas principales es el uso de la colonoscopia considerado el estandar de oro como
diagnostico de EII; sin embargo, este procedimiento resulta limitado ya que puede ser

costoso, invasivo y doloroso para el paciente.

Por otra parte, a pesar de que la etiologia de la EII es multifactorial, el cambio en el contenido
de la microbiota intestinal es considerado un factor determinante; principalmente reflejado
en el incremento de enterobacterias, dentro las cuales resalta el patotipo de E. coli

denominado como AIEC.

Ademas del tratamiento clasico sugerido por el médico tratante, se integra el uso de la
rifaximina, un antibiético no absorbible de amplio espectro; que en la mayoria de los casos
se adiciona en conjunto con otros antibidticos como betalactdmicos, ciprofloxacino o
metronidazol. Lo anterior puede condicionar a la aparicion de cepas AIEC
multidrogorresistentes (MDR), y/o productoras de BLEE, lo cual dificulta la aplicacion de
un tratamiento efectivo. Adicionalmente, puede darse una potencial diseminacioén de genes

de resistencia a otras cepas de interés clinico e incluso medioambientales.

Por lo que el presente trabajo se centrdé en conocer la relacion clonal de cepas MDR y
productoras de BLEE recuperadas de biopsias de pacientes con EII, que potencialmente
podrian considerarse pertenecientes al patotipo AIEC. Ademas, mediante un andlisis
bioinformatico, se identificaron mutaciones en el gen rpoB y se evalud la presencia de los

genes asociados con la resistencia a betalactdmicos y rifaximina.
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5. Planteamiento del problema

La Enfermedad Inflamatoria Intestinal (EII) es un trastorno crénico del tracto gastrointestinal
que afecta significativamente la calidad de vida de los pacientes que la padecen. Su etiologia
es multifactorial, aunque estd mayormente asociada al cambio de la microbiota intestinal,
resultando en un incremento de bacterias potencialmente patogenas, principalmente
enterobacterias. Particularmente, el patotipo Escherichia coli adherente invasiva (AIEC) se
ha asociado con la aparicion de la EII, el cual es caracterizado por su capacidad de adherirse,
invadir y sobrevivir dentro de los macrofagos, promoviendo asi una respuesta inflamatoria

cronica.

La rifaximina, ha sido utilizada en el tratamiento de la EII promoviendo la disminucion de
este tipo de bacterias; sin embargo, la aparicion de cepas AIEC resistentes a rifaximina
resultan de importancia clinica ya que limita las opciones terapéuticas y puede contribuir al
fracaso del tratamiento. Asi mismo, la presencia de betalactamasas de espectro extendido
(BLEE) en estas cepas agrava aun mas la situacion del tratamiento, ya que confieren
resistencia a una amplia gama de antibidticos betalactamicos, impidiendo el desarrollo de
estrategias efectivas para el manejo de la enfermedad y la prevencién de la resistencia

antimicrobiana.

Finalmente, la carencia de informacion genética de bacterias como E. coli recuperadas de
pacientes con EII, representa un problema para tratar de manera eficaz el padecimiento. Por
lo que en este trabajo se caracterizd genéticamente la virulencia y resistencia a antibidticos
de cepas de E. coli asociadas a la EII; lo que permitird proponer tratamientos efectivos y

medidas de control eficaces.
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6. Hipotesis cientifica

Las cepas de Escherichia coli aisladas de pacientes con EII, ya sean resistentes a rifaximina
con mutaciones en el gen rpoB o productoras de serin-betalactamasas, pertenecen a linajes

clonales diferentes; esto de acuerdo con la fuente y sitio anatémico de aislamiento.
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7. Objetivos

71

Objetivo general

Determinar la clonalidad e identificar genes asociados a la resistencia a rifaximina y

produccion de BLEE, en cepas de E. coli aisladas de biopsias de pacientes con Enfermedad

Inflamatoria Intestinal.

7.2

Objetivos especificos

Determinar la relacion clonal de 36 cepas de Escherichia coli reportadas como
resistentes a rifaximina o productoras de serin-betalactamasas (TEM, OXA, CTX-M,
SHV).

Realizar secuenciacion del genoma completo de seis cepas de E. coli seleccionadas
de acuerdo con su relacion clonal y resistencia a rifaximina o produccion de serin-
betalactamasas.

Identificar mediante andlisis bioinformatico las mutaciones en el gen rpoB asociados
a la resistencia a rifaximina y los genes asociados a la produccién de serin-
betalactamasas.

Identificar mediante andlisis bioinformatico el secuenciotipo y serotipo de las cepas
secuenciadas de AIEC.

Determinar la similitud de los genomas secuenciados con genomas de AIEC de bases

de datos publicas.
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7.3 Estrategia de trabajo

66 cepas de E. coli aisladas
de biopsias de tres pacientes
con EII

16 cepas de E. coli
MDR productoras
de serin
betalactamasas

20 cepas de E. coli
MDR resistentes a
rifaximina

Dendogramas dis/similitud
Gel) v2.3 -iTOL v6.0

Seleccién de cepas para
secuenciacion del genoma

Extraccion ADN gendémico
Secuenciacion total

MinlON Nanopore 100x Wizard Genomic DNA
purification Kit

F.nsamh'lc gl A e Anélisis bioinformético
Unicycler v0.5.0

v

Filogenia

Resistencia a
Genes produccién BLEE:
Resfinder v4.6.0

rifaximina en gen

-MLST: MLST v2.0.9

Genes de virulencia AIEC:
VirulenceFinder v2.0.5
FimTyper v1.0

-Serotipo: SerotypeFinder v2.0.1
-Filogrupo: ClermonTyping v23.06
-Arbol Filogenético: CSI Phylogeny 1.4




8. Material y métodos

8.1 Diseiio del estudio

Observacional, transversal.

8.2 Ubicacion espacio-temporal

El estudio fue realizado en la ciudad de Puebla, Puebla durante el periodo de agosto de 2023
hasta agosto de 2024, en el Laboratorio de Microbiologia Hospitalaria y de la Comunidad
(LMHyC) perteneciente al Centro de Investigaciones en Ciencias Microbiologicas del Instituto

de Ciencias (ICUAP) de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla (BUAP).

8.3 Muestreo

El Laboratorio de Microbiologia Hospitalaria y de la Comunidad cuenta con 66 cepas de E. coli
aisladas de biopsias de tres pacientes con Enfermedad Inflamatoria Intestinal. Las biopsias
fueron obtenidas en centros de salud por personal capacitado y posteriormente en el LMHyC
fueron procesadas por la médica Norarizbeth Lara Flores para aislar, identificar y conservar las
cepas de E. coli. Posteriormente, todas las cepas que fueron identificadas fenotipica y
molecularmente como E. coli se sometieron a estudios de susceptibilidad antimicrobiana por
Maldonado-Gélvez y de la Torre-Perdomo, recuperando 36 cepas que fueron resistentes a

rifaximina o productoras de serin-betalactamasas.

8.3.1 Definicion de la unidad de la poblacion

Se trabaj6é con 36 cepas de E. coli aisladas de biopsias de tres pacientes con Enfermedad
Inflamatoria Intestinal; 16 cepas del paciente uno, 19 cepas del paciente dos y una cepa del

paciente tres.
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8.3.2 Seleccion de 1a muestra

Se seleccionaron todas las cepas identificadas fenotipica y molecularmente como E. coli

resistentes a rifaximina o productoras de serin-betalactamasas.

8.3.3 Criterios de seleccion de las unidades de muestreo

8.3.3.1 Criterios de inclusion

1. Cepas de E. coli productoras de BLEE de acuerdo con la técnica de difusion de doble
disco.

2. Cepas de E. coli resistentes a rifaximina.

8.3.3.2 Criterios de exclusion

Todas las cepas de E. coli aisladas de biopsias de pacientes con Enfermedad Inflamatoria

Intestinal caracterizadas como sensibles a rifaximina y no productoras de serin-betalactamasas.

8.3.3.3 Criterios de eliminacion
Cepas contaminadas o no viables/cultivables.
8.3.4 Diseiio y tipo de muestreo

Muestreo no probabilistico a conveniencia del estudio.

8.3.5 Tamaiio de la muestra

Se incluyeron 36 cepas de E. coli aisladas de biopsias de tres pacientes con Enfermedad
Inflamatoria Intestinal resistentes a rifaximina o productoras de betalactamasas de espectro

extendido.
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8.4 Definicion de las variables y escalas de medicion

Se utilizo6 el coeficiente de DICE para la construccién de dendogramas (Sahni et al., 2018). La
ausencia o presencia de genes que codifican serin-betalactamasas, asi como las mutaciones en

el gen rpoB también fueron consideradas como variables.

8.5 Meétodo de recoleccion de datos

Se contd con una base de datos previa que contuvo los datos fenotipicos de la resistencia a
antibidticos; los datos obtenidos para la generacion de dendogramas y la ausencia y presencia

de genes fueron anadidos a la base de datos, para lo cual se utilizo una tabla de Excel.

8.6 Técnicas y procedimientos

8.6.1 Material bioldgico

Se trabajoé con 36 cepas de E. coli aisladas de biopsias de tres pacientes diagnosticados con EII;
16 de estas cepas pertenecen al paciente uno, masculino, diagnosticado con CUCI; 19 cepas
pertenecen al paciente dos, femenino, diagnosticado con colitis cronica y diverticulitis; y una
cepa perteneciente al paciente tres, masculino, diagnosticado con CUCI. Las cepas fueron
aisladas del colon descendente y transverso (paciente uno), colon sigmoide (paciente dos) y

colon descendente y ano (paciente tres).

8.6.2 Determinacion de clonalidad

Para determinar la clonalidad en las cepas a estudiar se realizé la técnica de Electroforesis en

Gel de Campos Pulsados (PFGE) con la enzima de restriccion Xbal.

8.6.2.1 Preparacion de insertos
A partir de un cultivo puro crecido en BHI (BD Dioxon) durante 24 horas a 37°C, se realiz6 una
suspension en 3 ml de buffer TE (10mM Tris y ImM EDTA) hasta conseguir una turbidez de
3.0 en escala McFarland (equivalente a 9.0 x108 UFC/ml). Se preparo agarosa de bajo punto de
fusion (agarose D-5, Pronadisa, Conda) al 1.5% en buffer TE y se mantuvo a 54°C en bafio

maria; posteriormente se mezcld 0.5 ml de la suspension bacteriana con 0.5 ml de agarosa y se
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distribuy6 en moldes para obtener los insertos. Se dejo solidificar 20 minutos en refrigeracion

(7°C) (Anexo 1).

8.6.2.2 Lisis bacteriana
Para la lisis bacteriana se utilizaron dos insertos por cepa a los cuales se les afiadié 1 ml de
buffer de lisis [SO mM Tris; 50 mM EDTA pH 8; 1% sarcosil; 0.3 mg/ml proteinasa K (Thermo

Fisher Scientific®)] y se incub6 24 horas a 54°C en bafio maria.

Posteriormente se procedid a lavar los insertos, iniciando con la eliminacion del buffer de lisis,

se realizaron los siguientes lavados, agregando:

a) Se inici6 con 10 ml de agua destilada estéril cada 10 min y se incub6 a 54°C, tres veces.
b) 7 ml de Buffer TE cada 10 min y se incub6 a 54°C, dos veces.

c) 7 ml de buffer TE a temperatura ambiente, una vez.

Finalmente, los insertos se conservaron en 1 ml de Buffer TE a 4°C hasta su utilizacion.

8.6.2.3 Digestion enzimatica
Se realiz6 la digestion de medio inserto de cada cepa con la enzima de restriccion Xbal. El
volumen final del buffer de digestion fue de 100 pl por tubo, a los que se les afiadi6 2 pl de
enzima Xbal (New England, Biolabs), 10 pl de Buffer 10X de la enzima y agua miliQ estéril.

La mezcla y el inserto se incub6 durante 6 h a 37°C.

Reaccion:
Enzima Xbal: 2 pl
Buffer 10X: 10 pl
Agua: 88 pul

Vol. Final: 100 pl

Una vez finalizado el tiempo, la digestion se detuvo colocando el inserto en un tubo con 150 pl

de EDTA a 0.5M/1% de sarcosil (N-Lauroylsarcosine sodium salt, Merck®) y se incubo en hielo
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durante 10 min. El exceso de sarcosil se elimin6 usando papel absorbente momentos antes de
cargar el inserto en el gel de agarosa.

Los sitios de corte de la enzima de restriccion Xbal se presentan en el Anexo 2.

8.6.24 Preparacion del gel de agarosa
Se prepar6 un gel de agarosa (Pulsed Field Certified Agarose. Biorad®) al 1.2% disuelta en
buffer TBE 0.5X. Los pozos en el gel se llenaron con los insertos, cargando en tres pozos el
marcador de peso molecular (MidRange PFGE Marker de New England, BioLabs); finalmente,

los pozos se sellaron con agarosa.

8.6.2.5 Electroforesis
La electroforesis se realizé en la cdmara CHEF-DR II (BioRad) con 2,850 ml de buffer TBE
0.5X suplementado con tiourea 75uM (0.5g/L, Merck®). El gradiente de voltaje fue 6 V/cm y

se empled una rampa lineal pulsada de 1 a 30 segundos durante 23 h a 14°C.

8.6.2.6 Tincion y visualizacion del gel
El gel se tifio durante 5 min en una solucidon acuosa de 200 ml de bromuro de etidio (BET) [10
ul de BET (Sigma-Aldrich) / 200 ml de agua tridestilada]. El gel se destifi6 en agua destilada,
se fotografié periodicamente hasta una correcta visualizacion en el fotodocumentador (Bio-

Imaging Systems MiniBIS Pro).

8.6.3 Realizacion de dendrogramas de dis/similitud

Una vez realizada la técnica de Electroforesis en Gel de Campos Pulsados se realizaron
dendrogramas de dis/similitud utilizando el software GelJ v2.3 con el coeficiente de similitud
DICE (https://sourceforge.net/projects/gelj/files/geljv2.zip/download) (Heras et al., 2015) y el
dendrograma generado se visualizo con el software iTOL v6.0 (https://itol.embl.de/) (Letunic &

Bork, 2024).
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8.6.4 Seleccion de cepas y secuenciacion

Con base a los datos obtenidos en los dendrogramas, se seleccionaron 6 cepas para secuenciar

su genoma completo.

Las caracteristicas consideradas fueron:
-Todas las cepas debieron ser resistentes a rifaximina o determinarse como productoras de serin-
betalactamasas.

-Con base a la tipificacion clonal, que pertenecieran a clados y a origenes distintos.

Se extrajo el ADN genomico total utilizando el Wizard Genomic DNA Purification Kit
siguiendo las indicaciones del fabricante. La secuenciacion se realizd mediante MinlON
Nanopore (Oxford) de lecturas largas y con una profundidad de 100x en la Unidad de
Secuenciacion Masiva y Bioinformatica (UUSMB) del Instituto de Biotecnologia de la

Universidad Nacional Auténoma de México.

8.6.5 Analisis bioinformatico de filogenia, genes de virulencia y genes asociados a la

produccion de serin-betalactamasas

Se realiz6 el ensamble de las secuencias utilizando la herramienta Unicycler v0.5.0.
Posteriormente se realizo el analisis de filogenia utilizando el Unweighted Pair Group Method
using Arithmetic averages (UPGMA) con base a los SNP, utilizando el grafico de Newick
obtenido con CSI Phylogeny v1.4 (https://cge.food.dtu.dk/services/CSIPhylogeny/),
(consultado en septiembre de 2024) (Bortolaia et al, 2020), el MLST se determind con la
herramienta MLST v2.0.9 (https://cge.food.dtu.dk/services/MLST/), (consultado en julio de
2024) (Madeira et al., 2024) , el serotipo se determind utilizando SerotypeFinder v2.0.1
(https://cge.food.dtu.dk/services/SerotypeFinder/), (consultado en julio de 2024) (Joensen et al.,
2015) y el filogrupo se confirmé utilizando ClermonTyping v23.06 (http://clermontyping.iame-
research.center/), (consultado en julio de 2024) (Beghain et al., 2018).

Posteriormente se identificaron genes de resistencia asociados a la produccion de serin-

betalactamasas (blares, blaoxs, blacrx.m, y blasny) en los genomas de las cepas secuenciadas
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utilizando el servicio ResFinder v4.0 (http://genepi.food.dtu.dk/resfinder), (consultado en julio
de 2024) (Bortolaia et al., 2020). Adicionalmente, los genes asociados a la virulencia de AIEC
fueron identificados utilizando las herramientas VirulenceFinder v2.0.5
(https://cge.food.dtu.dk/services/VirulenceFinder/), (consultado en julio de 2024) (Malberg et
al., 2020) y FimTyper v1.0 (https://cge.food.dtu.dk/services/FimTyper/), (consultado en julio de
2024) (Roer et al., 2017).

8.6.6 Identificacion de mutaciones in silico en el gen rpoB asociado a la resistencia a
rifaximina

Se identificaron las mutaciones presentes en la secuencia del gen rpoB en los genomas de las
cepas secuenciadas realizando alineamientos con la secuencia del genoma Escherichia coli K12
(NC_000913.3) como control, mediante la herramienta Clustal Omega Multiple Sequence
Alignment (MSA) del EMBL's European Bioinformatics Institute
(https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/msa/clustalo) (Madeira et al., 2024). Adicionalmente se
identificaron las mutaciones en la estructura de la proteina RpoB mediante el analisis

bioinformatico. (Anexo 3).

8.7 Analisis de datos

Posteriormente a la realizacion de la Electroforesis en Gel de Campos Pulsados (PFGE) y la
generacion de dendrogramas de dis/similitud, se realizé un analisis para identificar una posible
relacion clonal utilizando el coeficiente de similitud de DICE. Este coeficiente se utiliza para
evaluar la relacion entre aislados, considerando que una cepa esta estrechamente relacionada
con la cepa del brote si su patron de PFGE presenta diferencias minimas en comparacion con el
patron del brote. Tales diferencias suelen estar asociadas con cambios genéticos consistentes,
como mutaciones puntuales o inserciones/deleciones de ADN, se observar en PFGE por un

patron en la aparicion de bandas diferente (Tenover ef al., 1995).
Los genomas de las cepas secuenciadas se analizaran utilizando los servicios en linea del Center

for Genomic Epidemiology y el servicio de alineamiento de secuencias en linea Clustal Omega

para verificar la presencia de serin-betalactamasas y mutaciones en el gen rpoB respectivamente.
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Finalmente, se expresaron los resultados en frecuencia (genomas con presencia de

genes/genomas analizados) de acuerdo con la presencia o ausencia en cada uno de los genomas.
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9. Resultados

9.1 Determinacion de relacion clonal a través de Electroforesis en Gel de Campos
Pulsados (PFGE) con la enzima Xbal

Una vez realizada la técnica de PFGE se generaron los dendrogramas correspondientes. En el
primer dendrograma se agruparon las 16 cepas productoras de serin-betalactamasas aisladas del

paciente uno en 9 diferentes pulsotipos (Figura 1), a la vez que se identificaron 6 clados. (Tabla

1).

Los pulsotipos se definen como un patrén distintivo de huella genética generado por PFGE,
donde los aislamientos con una similitud >80% se consideran parte del mismo pulsotipo, de
acuerdo con los criterios de Tenover. Estos criterios establecen cuatro categorias para la

clasificacion de los aislamientos seglin el nimero y tamafio de las bandas observadas:

Indistinguibles: Mismo niimero y tamafio de bandas. Probablemente la misma cepa.

Estrechamente relacionadas (1-3 bandas de diferencia): Variacién genética menor (ej.

mutacion puntual, pérdida de plasmido).

Posiblemente relacionadas (4—6 bandas): Antecesor comun pero con divergencia.

No relacionadas (>7 bandas): Cepas diferentes.

Del mismo modo, segun los criterios de Tenover se define un clado como un grupo de
aislamientos bacterianos con patrones de bandas altamente similares (>85-90%), lo que

sugiere un ancestro comun reciente y posible vinculacion epidemioldgica.

Para la posterior secuenciacion del genoma completo se seleccionaron las cepas CUA13
perteneciente al pulsotipo 8 y al clado “E” y la cepa CUA16 perteneciente perteneciente al
pulsotipo 6 y al clado “D” con base al dendrograma, asi mismo se consider6 la informacion del

perfil de susceptibilidad de cada cepa de acuerdo con Maldonado-Galvez, 2024, quien
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previamente las caracterizo como MDR al presentar resistencia a 12 antibidticos pertenecientes
a 6 clases de antibidticos : betalactdmicos (ampicilina y amoxicilina con &cido clavulanico),
cefalosporinas (cefoxitina, ceftazidima, cefotaxima y cefepime), monobactamas (aztreonam),
quinolonas (&cido nalidixico y ciprofloxacino), aminoglucosidos (gentamicina, tobramicina y

amikacina) tetraciclinas (tetraciclina) y sulfonamidas (trimetoprim con sulfametoxazol).

Los resultados muestran que el 100% de las cepas (16/16) presentaron los genes blaoxa y blactx-
M, mientras que ninguna cepa presentd el gen blasnv (Figura 1). Por su parte, El 93% de las
cepas (15/16) presentaron los genes blatem y blactx-mis, excepto las cepas CUA29 y CUA33

respectivamente.
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CUA23 PTS
Paciente 1

CUAt1 PT5

CUA18 PT6

CUA17 PT6
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Figura 1. Dendrograma de dis/similitud de cepas productoras de serin-betalactamasas aisladas del pacinente

CUA13 * PT8

EEEEEEEEEE EEEEN -
EEEEEEEEEEEEEEEN

CUA10 PT9

uno. Valores superiores a 0.9 del coeficiente de DICE se determiné para establecer miembros del mismo linaje
clonal. Datos no publicados. Los genes asociados a la produccion de serin-betalactamasas fueron determinados por
PCR y proporcionados por Maldonado-Galvez, 2024. *Cepas secuenciadas. Cuadro relleno: Presencia; cuadro

vacio: Ausencia. Realizado con iTOL v6.0.
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Tabla 1. Agrupacion de 16 cepas productoras de serin-betalactamasas en clados.

Grupo Cepas
A CUA9, CUA4, CUA39, CUA33
CUA31
CUA29, CUA24, CUA23, CUAL11
CUA1S, CUA17, CUAL6
CUAL1S, CUA14, CUA13
CUA10

= E| S A W

En el segundo dendrograma se agruparon las 20 cepas resistentes a rifaximina aisladas de los
pacientes dos (n=19) y tres (n=1) en 19 diferentes pulsotipos (Figura 2) y en 13 clados (Tabla
2).

De forma complementaria, se seleccionaron las cepas CCB4 perteneciente al pulsotipo 14 y al
clado “I” y la cepa CCBI11 perteneciente al pulsotipo 8 y al clado “D” con base al dendrograma
y su perfil de susceptibilidad reportado por Maldonado-Galvez, 2024. Las cepas fueron
reportadas como resistentes a 9 y 10 antibidticos respectivamente, pertenecientes a 9 clases de
antibidticos: betalactamicos (ampicilina y amoxicilina con 4cido clavulanico), cefalosporinas
(cefoxitina, ceftazidima, cefotaxima y cefepime), monobactamas (aztreonam), quinolonas
(acido nalidixico y ciprofloxacino), aminoglucésidos (gentamicina, tobramicina y amikacina),
tetraciclinas (tetraciclina), sulfonamidas (trimetoprim con sulfametoxazol), anfenicoles

(cloranfenicol) y rifamicinas (rifaximina).

Adicionalmente para la secuenciacion se selecciond la cepa CCHS debido a que mostrd las
mismas caracteristicas de resistencia fenotipica que las cepas CCB4 y CCBI11; sin embargo, esta
cepa fue aislada de heces, mientras que las cepas CCB4 y CCBI11 fueron aisladas de biopsias.
Por ultimo, se selecciond la cepa CUA69 perteneciente al pulsotipo 15 y al clado “J” resaltando

que fue la tnica cepa resistente a rifaximina aislada de la biopsia del paciente tres.
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Previamente de la Torre- Perdomo, 2023 reportd que el 100% de las cepas (20/20) presentd
resistencia a rifaximina, ademas 19 cepas presentaron resistencia a quinolonas, tetraciclinas y
sulfonamidas, mientras que el 90% de las cepas (18/20) presento resistencia a betalactamicos,
en tanto que el 60% de las cepas (12/20) presentd resistencia a anfenicoles, asi mismo, el 45%
de las cepas (9/20) presento resistencia a cefalosporinas, inicamente la cepa CCB18 presentd
resistencia a meropenem (carbapenémico) y ninguna cepa presento resistencia a monobactamas,

esta informacion se compila en la Figura 2..
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Figura 2. Dendrograma de dis/similitud de cepas resistentes a rifaximina aisladas de los pacientes dos y tres.
Cocficiente de DICE. Valores superiores a 0.9 del coeficiente de DICE se determiné para establecer miembros del
mismo linaje clonal. El perfil de resistencia fue determinado por el método de Kirby-Bauer y proporcionado por
Maldonado-Galvez, 2024.*Cepas secuenciadas. Cuadro relleno: Resistente; cuadro vacio: Sensible. Realizado con

iTOL v6.0.
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Tabla 2: Agrupacion de 20 cepas resistentes a rifaximina en clados.

Grupo Cepas
A CCB18
CCB17, CCB16
CCBI15, CCB14, CCB13
CCB12, CBB11
CCB9Y, CBBS
CCB7
CCBS
CCB6
CCB4, CCB2
CUA69
CCHS, CCH4
CCH1
CCB1

SR = T Q DO W

9.2 Analisis bioinformatico de filogenia, genes de virulencia y genes asociados a la

produccion de serin-betalactamasas

El anélisis incluy¢ las seis secuencias de las cepas analizadas (CCB4, CCB11, CCHS5, CUAG69,
CUA13 y CUA16), ademas se utilizaron 45 genomas adicionales provenientes de bases de datos
publicas para establecer la filogénia de las cepas en este estudio. Dentro de estos genomas se
incluyeron 30 genomas identificados como AIEC que fueron recolectados por Aguirre-Lara,
2023, adicionalmente se emplearon 9 genomas establecidos como genomas prototipo de DEC

(EPEC, EAEC, STEC, EHEC, DAEC, EIEC, ETEC) y ExPEC (UPEC, NMEC)) (Anexo 4).

Los resultados muestran que las cepas del paciente uno (CUA13 y CUA16) presentaron el
secuenciotipo 450 y pertenecieron al filogrupo A, por otra parte, las cepas del paciente dos
(CCB4, CCBI11 y CCHS) presentaron el secuenciotipo 648 y se asociaron al filogrupo F y la
cepa del paciente tres (CUA69) present6 el secuenciotipo 206 y el filogrupo A.
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Ademas de eso, pudimos identificar cuatro de los genes asociados a BLEE blarem, blaoxa,

blactx-my blactx-mis inicamente en las cepas CUA13 y CUA16 provenientes del paciente uno.

Ademas al analizar los genes de virulencia se encoentr6 que las cepas del paciente dos CCB4,
CCBI11 y CCHS presentaron dos de los tres genes de virulencia chuAd y rat4, mientras que las
cepas del paciente uno CUA13 y CUA16 solo presentaron el gen rat4 y la cepa CUA69 del

paciente tres no presentd ninguno de los genes.

Por otra parte, también se caracterizaron los genomas de 45 cepas adicionales provenientes de
bases de datos publicas, a través del filogrupo, el MLST, genes asociados a la produccion de
betalactamasas de espectro extendido (BLEE), genes asociados a la virulencia del patotipo
AIEC, el origen, el afio y la localizacion (Figura 3). En los 45 genomas se identificaron seis
filogrupos, el 57% (26/45) pertenecieron al filogrupo B2, siendo el més predominante

contrastando con los resultados de las 6 cepas analizadas en este estudio (Figura 3).

Asi mismo, dentro del analisis de seis genes asociados a la produccion de BLEE (blatewm, blaoxa,
blactx-m, blactx-mis, blasuv y blacwmy?), el gen blatem estuvo presente en el 31% (14/45) de los
genomas, el gen blactx-m estuvo presente en el 15% (7/45), en tanto que los genes blaoxay
blactx-m1s estuvieron presentes en el 9% (4/45), mientras que los genes blasnv y blacmy2 no se
encontraron en ningiin genoma. En contraste, solamente las cepas CUA13 y CUA16 aisladas
del paciente uno portaban cuatro de los seis genes asociados a la produccion de BLEE (blatewm,

blaoxa, blactx-m 'y blactx-mis). (Figura 3).

Se observo en este estudio que CUA13 y CUA 16 unicamente portaron el gen rat4, mientras que
las cepas CCB4, CCBI11 y CCHS aisladas del paciente dos portaban los genes chud y ratA
asociados a la virulencia de AIEC. Por su parte, al analizar los tres genes asociados a la
virulencia de AIEC (chuA, ratA y vat) observamos que el 44% de los genomas (20/45) present6
los tres genes, el 33% (15/45) Gtinicamente presento los genes chud y ratA, el 15% (7/45) presentd
el gen ratd y el 7% (3/45) careci6 de los tres genes (Figura 3). .
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Figura 3. Analisis de filogenia de 45 genomas de Escherichia coli. MLST: NT: No tipificable. Origen: BC:
Biopsia de colon, DS: Donador sano, S: Sangre, LCP: Liquido cerebroespinal pediatrico, BI: Biopsia de ileo, LP:
Liquido peritoneal, HP: Heces pediatricas, H: Heces, HD: Heces diftéricas, HC: Heces coléricas, D: Desconocido.
Localizacion: EUA: Estados Unidos de América, FRA: Francia, ESP: Espafia, CAN: Canada, ING: InglaterraMEX:
Meéxico, RU: Reino Unido, PER: Peru, PB: Paises bajos, JAP: Japon, BAN: Bangladesh. Realizado con iTOL v6.0.

De manera interesante, se observo que todos los genomas de las cepas AIEC proporcionados
por Barrios-Villa, 2018 (Barrios-Villa et al., 2018) ubicados geograficamente en Puebla
contaron con la variante fimH3o la cual fue la méas predominante, mientras que los genomas de
las cepas secuenciadas en este estudio presentaron las variantes fimH> (CCB4, CCBII1 y

CCHS), fimHai (CUAG69) y fimHss (CUA13 y CUAI6).

9.3 Alineamiento de las variantes de FimH en cepas secuenciadas

Al observar la presencia de diferentes variantes de la proteina FimH en las cepas analizadas, se
realizaron alineamientos de cada variante de FimH identificada, encontrando que la variante
FimH29 (identificada en las cepas CCB4, CCB11 y CCHSY) presenta un cambio en el dominio
de la lectina (Figura 4A); a su vez las variantes FimH30 (identificada en los genomas de cepas
AIEC de Barrios-Villa) (Figura 4B), FimH41 (identificada en la cepa CUA69) (Figura 5A) y
FimH54 (identificada en las cepas CUA13 y CUA16) (Figura 5B) presentan cambios tanto en

el dominio de la lectina como en el dominio de la pilina.
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A)

—
FimH1 MKRVITLFAVLLMGWSVNAWSFACKTANGTAIPIGGGSANVYVNLAPVVNVGQNLVVDLS 60
FimH29 MKRVITLFAVLLMGWSVNAWSFACKTANGTAIPIGGGSANVYVNLAPVVNVGQNLVVDLS 60

*kkhkhkkhkkkkkkkkhkkkhkkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkhkkhkhkkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkhkkkkkkhkkhkkkhkkx

FimH]1 TQIFCHNDYPETITDYVTLQRGSAYGGVLSNFSGTVKYSGSSYPFPTTSETPRVVYNSRT 120
TQIFCHNDYPETITDYVTLQRGSAYGGVLSNFSGTVKYSGSSYPFPTTSETPRVVYNSRT 120
ek e e e e ek ke ok kok ok ok ok ok ok ok ok ok e e ke ek ke ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok e ke ke ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ke ok

FimH29

\

FimH]1 DKPWPVALYLTPVSSAGGVAIKAGSLIAVLILRQTNNYNSDDFQFVWNIYANNDVVVPTG 180
FimH29 DKSWPVALYLTPVSSAGGVAIKAGSLIAVLILRQTNNYNSDDFQFVWNIYANNDVVVPTG 180
*f Rk kkkkokk ok ok ok ok kk ok ko k ok kk ok kkk ok ok ko ke ko k ko ko kA k ok kkk ok ok ok kK k koK

Sl GCDVSARDVTVTLPDYPGSVPIPLTVYCAKSQNLGYYLSGTTADAGNSIFTNTASFSPAQ 240
FimH29 GCDVSARDVTVTLPDYPGSVPIPLTVYCAKSQNLGYYLSGTTADAGNSIFTNTASFSPAQ 240
ek e ke ke T ke ke e e vk ke vk vk vk vk vk ok e ke e vk ok vk ok vk ok ok ok ke ke ke ok ok ok ok ok ke ke ke ke ke ok ke ke ke ok ok ok ok ke ko k ok ok ok ok
Emmbil GVGVQLTRNGTIIPANNTVSLGAVGTSAVSLGLTANYARTGGQVTAGNVQSIIGVTFVYQ 300
FimH29 GVGVQLTRNGTIIPANNTVSLGAVGTSAVSLGLTANYARTGGQVTAGNVQSIIGVTFVYQ 300
ek ke vk Tk Tk Tk ke e e v vk vk vk vk vk vk ok vk ke v vk vk vk vk vk vk vk vk ok ke ke vk vk vk vk vk vk vk ok vk ke vk ke vk vk ok ok vk ok ok ok ok ok ke ke ok ok ke ok

B)

FimH1 MKRVITLFAVLLMGWSVNAWSFACKTANGTAIPIGGGSANVYVNLARVNVGQONLVVDLS 60
FimH30 MKRVITLFAVLLMGWSVNAWSFACKTANGTAIPIGGGSANVYVNLARAUNVGQNLVVDLS 60
KA A A A AAAAAAAAA Ak Ak hkhkhkhkhkhkhkhkkhkkhkkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkkkhkkkg . Ahkhkhkhkhkkhkkhkkkk
S TQIFCHNDYPETITDYVTLQRGSAYGGVLSNFSGTVKYSGSSYPFPTTSETPRVVYNSRT 120
FimH30 TQIFCHNDYPETITDYVTLQRGSAYGGVLSNFSGTVKYSGSSYPFPTTSETPRVVYNSRT 120
*kkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkkkhkhkhkhkhkhkhkkhkkkhkkhkkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkkhkhkhkhkhkkhkkkkkkk

) '-----------------‘
FimH1
DKPWPVALYLTPVSSAGGVAIKAGSLIAVLILRQTNNYNSDDFQFVWNIYANNDVVVPTG 180
FimH30 DKPWPVALYLTPVSSAGGVAIKAGSLIAVLILRQTNNYNSDDFQFVWNIYANNDVVVPTG 180
ke e vk T vk T e vk ok vk ok ke v vk vk vk ke e ok ke ok ok e ok ke ok ok e ok ok ok ok ke vk ok vk ok ke ok ok vk ok ok vk ok ke ok ok ke ok ok ok ke ke ok ke ke ok ok
FimH1
GCDVSRRPVTVTLPDYPGSVPIPLTVYCAKSQNLGYYLSGTTADAGNSIFTNTASFSPAQ 240
FimH30 GCDVSRHPVTVTLPDYPGSVPIPLTVYCAKSQNLGYYLSGTTADAGNSIFTNTASFSPAQ 240
* %k k% A A A AAAAAA A ARk A Ak khkhkhkhkhkkhkkkhkkhkkhkkkkhkhkhkkhkkkhkkkhkkhkkhkkhkkhkkkkkkk
unlll GVGVQLTRNGTIIPANNTVSLGAVGTSAVSLGLTANYARTGGQVTAGNVQSIIGVTFVYQ 300
FimH30 GVGVQLTRNGTIIPANNTVSLGAVGTSAVSLGLTANYARTGGQVTAGNVQSIIGVTFVYQ 300

vk e ke e ke ke ke e ke ok ok ok sk vk ok vk ke ke ke ke ok ke ke ke ok ok ok sk ke ke ok ke ke ke ke e ke ke ke ke ok ke bk ke ok ke ke e ke ke ke ke ke ko okok
Figura 4. A) Alineamiento de la proteina FimH de Escherichia coli K12 con la variante FimH29. B)
Alineamiento de la proteina FimH30 Los recuadros rojos indica un cambio aminoacidicos. Azul: Region del

péptido senal, Morado: Region de la lectina, Amarillo: Region de la pilina. Realizado con Clustal Omega.
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A)

FimH1 MKRVf ; LFABLLMGWSVNAWSFACKTANGTAIPIGGGSANVYVNLA PVYNVGQNLVVDLS 60
Faaa) MKRVITLFAVLLMGWSVNAWSFACKTANGTAIPIGGGSANVYVNLARPAYNVGQNLVVDLS 60

*hkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkhkkkkkhkhkhkkkhkhkkkkkhkhkhkhkhkkg, ghhkhhhhhkkkkk

FimH1
TQIFCHNDYPETITDYVTLQRGSAYGGVLSNFSGTVKYSGSSYPFPTTSETPRVVYNSRT 120
FimH41 TQIFCHNDYPETITDYVTLQRGSAYGGVLSNFSGTVKYSGSSYPFPTTSETPRVVYNSRT 120
*hkhkhkhkhkkkhkkhkkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkkk
. 'IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII‘

FimH] DKPWPVALYLTPVSSAGGVAIKAGSLIAVLILRQTNNYNSDDFQFVWNIYANNDVVVPTG 180
FimH41 DKPWPVALYLTPVSSAGGVAIKAGSLIAVLILRQTNNYNSDDFQFVWNIYANNDVVVPTG 180
FAAAAIAAA A A A A A A A ARk Ak Ak hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkkkkkk
s GCDVSARDVTVTLPDYPGSVPIPLTVYCAKSQNLGYYLSGTTADAGNSIFTNTASFSPAQ 240
FimH41 GCDVSARDVTVTLPDYPGSVPIPLTVYCAKSQNLGYYLSGTTADAGNSIFTNTASFSPAQ 240
ek ek Tk Tk ke Tk ok ek ke ok ok ke ok ke ke ke e ke ok ok ke ok ok ok ok ke ke ke ke ke ke ke ke ko ke ke ke ke k ke ke k ke k ok ko ok ok ok k ok
il GVGVQLTRNGTIIPANNTVSLGAVGTSAVSLGLTANYARTGGQVTAGNYQ$IIGVTFVYQ 300
FimH41 GVGVQLTRNGTIIPANNTVSLGAVGTSAVSLGLTANYARTGGQVTAGNYK$IIGVTFVYQ 300
*hkhkhkhkhkhkhkhkkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkhkhkhkhkhkhkkk: Fhhkhkhkhkkhkkkx

13) lIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII‘
FimH1 I l |
MKRVITLFAVLLMGWSVNAWSFACKTANGTAIPIGGGSANVYVNLAPVYNVGQNLVVDLS 60
e MKRVINLFAVLLMGWSVNAWSFACKTANGTAIPIGGGSANVYVNLAPAYNVGQNLVVDLS 60
*hkhkhkk , AhAAAhkAk Ak hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkhkhkhkhkkhkhkkhkkhkhkkkhkhkkkhkhkhkE . Fhhkkkhkkkhkkhkkhk
. .IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII‘
FimH1
TQIFCHNDYPETITDYVTLQRGSAYGGVLSNFSGTVKYSGSSYPFPTTSETPRVVYNSRT 120
FimH54 TQIFCHNDYPETITDYVTLQRGSAYGGVLSNFSGTVKYSGSSYPFPTTSETPRVVYNSRT 120
ek e Tk ek ke Tk ke ke ke ke ke ke ke ke ke ke ke sk ke vk ke sk e vk ok vk ke e o ok ok ke sk vk ok ke ok ke ok ok ok ke vk ok ok ke ke ke ok ok ok ok ke ke ok ok ke ok
FimH1 DKPWPVALYLTPVSSAGGNVAEKAGSLIAVLILRQTNNYNSDDFQFVWNIYANNDVVVPTG 180
FimHS4 DKPWPVALYLTPVSSAGGNVEKAGSLIAVLILRQTNNYNSDDFQFVWNIYANNDVVVPTG 180
ek %k ke ke ok ok ke ke ke ok ke ke ke ke ok o 7k e e ke ok Tk ke ke ke ok Tk ok e ok ok ok ke vk ok ok ok ke ok ke ok ke ok ke ok ke ok ek ke ok ke ke ok
FimH1
GCDVSARDVTVTLPDYPGSVPIPLTVYCAKSQNLGYYLSGTTADAGNSIFTNTASFSPAQ 240
FimH54 GCDVSARDVTVTLPDYPGSVPIPLTVYCAKSQNLGYYLSGTTADAGNSIFTNTASFSPAQ 240
vk e e e o ke e e vk vk sk T e vk vk ok gk ke vk vk ok gk ke o vk ok ok gk e ok ok ok ke ke ok ok ok ok ke ok vk ok ok ke vk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ke ok
FimH1 GVGVQLTRNGTIIPANNTVSLGAVGTSAVSLGLTANYARTGGQVTAGNVQSIIGVTFVYQ 300
FimHS4 GVGVQLTRNGTIIPANNTVSLGAVGTSAVSLGLTANYARTGGQVTAGNVQSIIGVTFVYQ 300

*hkkkkkhkhkkkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkx
Figura 5. A) Alineamiento de la proteina FimH de Escherichia coli K12 con la variante FimH41. B)
Alineamiento de la proteina FimH54. Los recuadros rojos indican cambios aminoacidicos. Azul: Region del

péptido senal, Morado: Region de la lectina, Amarillo: Region de la pilina. Realizado con Clustal Omega.
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9.4 Identificacion de mutaciones en el gen rpoB asociadas a la resistencia a la

rifaximina

La identificacién de mutaciones se realizé mediante alineamientos de la secuencia proteica del
gen rpoB de las cepas secuenciadas en este estudio con la secuencia proteina del mismo gen de

Escherichia coli K12 (NP_418414.1).

En las cepas CCB4 y CCBI1 resistentes a rifaximina aisladas del paciente dos, se encontré un
cambio aminoacidico S574Y (Figura 6A) (Figura 6B). En la cepa CCHS5 resistente a rifaximina

aislada del paciente dos se encontré un cambio aminoacidico Q513L (Figura 6C).
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1‘) K12 SALVEIYRMMRPGEPPTREAAESLFENLFFSEDRYDLSAVGRMKFNRSLLREEIEGSGIL 420
ccs4 SALVEIYRMMRPGEPPTREAAESLFENLFFSEDRYDLSAVGRMKFNRSLLREEIEGSGIL 420
SRR KRRk KRR R KRR KRR Rk K Rk KRRk

K12 SKDDIIDVMKKLIDIRNGKGEVDDIDHLGNRRIRSVGEMAENQFRVGLVRVERAVKERLS 480
CcCB4 SKDDIIDVMKKLIDIRNGKGEVDDIDHLGNRRIRSVGEMAENQFRVGLVRVERAVKERLS 480
FRE IR I IIIIRK KK IIRKKIFIKIIIERRFFIIIRIIRFFIIIIIRKFFITIRKIIHHK

K12 LGDLDTLMPQDMINAKPISAAVKEFFGSSQLSQFMDQNNPLSEITHKRRISALGPGGLTR 540
cce4 LGDLDTLMPQDMINAKPISAAVKEFFGSSQLSQFMDQNNPLSEITHKRRISALGPGGLTR 540
Fkkdkk kKRR Rk kR Rk Rk Rk Kk kR Rk KRRk kR kR K Kkkkok

K12 ERAGFEVRDVHPTHYGRVCPIETPEGPNIGL SVYAQTNEYGFLETPYRKVTDGVVT 660

ccea ERAGFEVRDVHPTHYGRVCPIETPEGPNIGL [SVYAQTNEYGFLETPYRKVTDGVVT 600
Fkkdkk ok kR Rk kR Rk KRk ok dk kR Rk B e

K12 DEIHYLSAIEEGNYVIAQANSNLDEEGHFVEDLVTCRSKGESSLFSRDQVDYMDVSTQQV 660

CcCB4 DEIHYLSAIEEGNYVIAQANSNLDEEGHFVEDLVTCRSKGESSLFSRDQVDYMDVSTQQV 660
B i ]

l;) K12 SALVEIYRMMRPGEPPTREAAESLFENLFFSEDRYDLSAVGRMKFNRSLLREEIEGSGIL 420

cce1l SALVEIYRMMRPGEPPTREAAESLFENLFFSEDRYDLSAVGRMKFNRSLLREEIEGSGIL 420
B T e T

K12 SKDDIIDVMKKLIDIRNGKGEVDDIDHLGNRRIRSVGEMAENQFRVGLVRVERAVKERLS 480

Ccce11 SKDDITDVMKKLIDIRNGKGEVDDIDHLGNRRIRSVGEMAENQFRVGLVRVERAVKERLS 480

s ke s st e sk st st ok o e skt ok skt e stk st st sk e e e e ek e e el ok e ek ok

K12 LGDLDTLMPQDMINAKPISAAVKEFFGSSQLSQFMDQNNPLSEITHKRRISALGPGGLTR 540
ccB11 LGDLDTLMPQDMINAKPISAAVKEFFGSSQLSQFMDQNNPLSEITHKRRISALGPGGLTR 540
ek ek ke ke ko ek ke ok

K12 ERAGFEVRDVHPTHYGRVCPIETPEGPNIGLINSISVYAQTNEYGFLETPYRKVTDGVVT 660
cce11 ERAGFEVRDVHPTHYGRVCPIETPEGPNIGLINYISVYAQTNEYGFLETPYRKVTDGVVT 660

e e e s e e e e e ke e e e e e ok e ke e e ok e ke ke e ok e e e e e de e de g de ke e dede dede ok e e ek ok
K12 DEIHYLSAIEEGNYVIAQANSNLDEEGHFVEDLVTCRSKGESSLFSRDQVDYMDVSTQQV 660
ccB11 DEIHYLSATEEGNYVIAQANSNLDEEGHFVEDLVTCRSKGESSLFSRDQVDYMDVSTQQV 660

C e e e s e e e e o e e ok e s e e e sk e ke e e ek ke ek ok ek ek ok
) K12 SALVEIYRMMRPGEPPTREAAESLFENLFFSEDRYDLSAVGRMKFNRSLLREEIEGSGIL 420
CCHS SALVEIYRMMRPGEPPTREAAESLFENLFFSEDRYDLSAVGRMKFNRSLLREEIEGSGIL 420

e s e e e s s e e s e e e ok sk s sk e e e sl s sk e e st i s e ke sk e e e sl e sk ke e s ol ok e e e ok ke ek e e ke

K12 SKDDIIDVMKKLIDIRNGKGEVDDIDHLGNRRIRSVGEMAENQFRVGLVRVERAVKERLS 480

CCHS SKDDIIDVMKKLIDIRNGKGEVDDIDHLGNRRIRSVGEMAENQFRVGLVRVERAVKERLS 480
B

K12 LGDLDTLMPQDMINAKPISAAVKEFFGSSQ DQNNPLSEITHKRRISALGPGGLTR 540

CCH5 LGDLDTLMPQDMINAKPISAAVKEFFGSSQ DQNNPLSEITHKRRISALGPGGLTR 540
B B Y

K12 ERAGFEVRDVHPTHYGRVCPIETPEGPNIGLINSLSVYAQTNEYGFLETPYRKVTDGVVT 600

CCHS ERAGFEVRDVHPTHYGRVCPIETPEGPNIGLINSLSVYAQTNEYGFLETPYRKVTDGVVT 660

e e st s e skt st ok sk e sk e sttt e ot ke e ke st e e e etk ok ootk ok

K12 DEIHYLSAIEEGNYVIAQANSNLDEEGHFVEDLVTCRSKGESSLFSRDQVDYMDVSTQQV 660
CCHS DEIHYLSAIEEGNYVIAQANSNLDEEGHFVEDLVTCRSKGESSLFSRDQVDYMDVSTQQV 660
B

Figura 6. A) Alineamiento de la secuencia proteica del gen rpoB de la cepa CCB4 con rpoB control de
Escherichia coli K12. B) Alineamiento de la cepa CCB11. C) Alineamiento de la cepa CCHS. El recuadro rojo
indica las posiciones S574Y y Q513L en las cuales existen sustituciones aminoacidicas. Realizado con Clustal

Omega.
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El andlisis se realizé en todas las cepas secuencias incluidas CUA13 y CUALI6, esto con la
intencion de observar si los resultados fenotipicos conrrespondian de manera adecuada con los
analisis genotipicos, mostrando que efectivamente la CUA13 y CUA16 productoras de serin-
betalactamasas y sensibles a rifaximina, no presentaron sustituciones, deleciones o adiciones.
(Figura 7). Al igual que las cepas anteriores, el aislado CUAG69 resistente a rifaximina aislada
del paciente tres no mostro sustituciones (Figura 8).

K12 SALVEIYRMMRPGEPPTREAAESLFENLFFSEDRYDLSAVGRMKFNRSLLREEIEGSGIL 420

CUA13 SALVETIYRMMRPGEPPTREAAESLFENLFFSEDRYDLSAVGRMKFNRSLLREEIEGSGIL 420
ook ok e e e e ok ook ok ok ok ke ke e e ok ko ok ok ok ke ke e e ok ok ok ok ok ok ok ke e s sk okok ok ok ok ke ke ek sk okokok ok ok ok ke ek ok

K12 SKDDITIDVMKKLIDIRNGKGEVDDIDHLGNRRIRSVGEMAENQFRVGLVRVERAVKERLS 480
CUA13 SKDDITDVMKKLIDIRNGKGEVDDIDHLGNRRIRSVGEMAENQFRVGLVRVERAVKERLS 480

*kkkkkkkkkhkkkkkhkhkkkkhkhkkkhkkhkhkkkkhkhkhkhkkhkkhkhkhkhkkkhkhkhkhkkkhkhkhkhkkkhkhkhkhkkkkkkkk

K12 LGDLDTLMPQDMINAKPISAAVKEFFGSSQLSQFMDQNNPLSEITHKRRISALGPGGLTR 540
CUA13 LGDLDTLMPQDMINAKPISAAVKEFFGSSQLSQFMDQNNPLSEITHKRRISALGPGGLTR 540
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K12 ERAGFEVRDVHPTHYGRVCPIETPEGPNIGLINSLSVYAQTNEYGFLETPYRKVTDGVVT 600
CUA13 ERAGFEVRDVHPTHYGRVCPIETPEGPNIGLINSLSVYAQTNEYGFLETPYRKVTDGVVT 600
B R S e

K12 DEIHYLSAIEEGNYVIAQANSNLDEEGHFVEDLVTCRSKGESSLFSRDQVDYMDVSTQQV 660
CUA13 DEIHYLSAIEEGNYVIAQANSNLDEEGHFVEDLVTCRSKGESSLFSRDQVDYMDVSTQQV 660
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Figura 7. Alineamiento de la secuencia proteica del gen rpoB de la cepa CUA13 con rpoB control de

Escherichia coli K12. No se identificé ningun cambio. Realizado con Clustal Omega.
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K12 SALVEIYRMMRPGEPPTREAAESLFENLFFSEDRYDLSAVGRMKFNRSLLREEIEGSGIL 420
CUA69 SALVEIYRMMRPGEPPTREAAESLFENLFFSEDRYDLSAVGRMKFNRSLLREEIEGSGIL 420
B S S S S e T e

K12 SKDDITIDVMKKLIDIRNGKGEVDDIDHLGNRRIRSVGEMAENQFRVGLVRVERAVKERLS 480
CUA69 SKDDITIDVMKKLIDIRNGKGEVDDIDHLGNRRIRSVGEMAENQFRVGLVRVERAVKERLS 480
FhkhkRkkkkkkkkkhhhhkhk kA kkkkkkkkkhhhkhkhkkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkkkk*

K12 LGDLDTLMPQDMINAKPISAAVKEFFGSSQLSQFMDQNNPLSEITHKRRISALGPGGLTR 540
CUA69 LGDLDTLMPQDMINAKPISAAVKEFFGSSQLSQFMDQNNPLSEITHKRRISALGPGGLTR 540
B S e S T S T S S S e

K12 ERAGFEVRDVHPTHYGRVCPIETPEGPNIGLINSLSVYAQTNEYGFLETPYRKVTDGVVT 600
CUA69 ERAGFEVRDVHPTHYGRVCPIETPEGPNIGLINSLSVYAQTNEYGFLETPYRKVTDGVVT 600
B S T e e S S S e

K12 DEIHYLSAIEEGNYVIAQANSNLDEEGHFVEDLVTCRSKGESSLFSRDQVDYMDVSTQQV 660
CUA69 DEIHYLSAIEEGNYVIAQANSNLDEEGHFVEDLVTCRSKGESSLFSRDQVDYMDVSTQQV 660
B S S S T

Figura 8. Alineamiento de la secuencia proteica del gen rpoB de la cepa CUA69 con rpoB control de

Escherichia coli K12. No se identific6 ningin cambio. Realizado con Clustal Omega.
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10. Discusion

La EII comprende enfermedades cronicas del intestino de causa no definida las cuales afectan
aproximadamente a 6.8 millones de personas alrededor del mundo, aumentando su incidencia
las ultimas dos décadas en otras regiones como Africa, Asia y Latinoamérica, lo que ha llevado
a los expertos a considerarla un problema de salud mundial en expansion, particularmente en
las sociedades industrializadas y urbanizadas (Steinwurz et al., 2023) (Yamamoto-Furusho et

al., 2019).

Yamamoto-Furusho y colaboradores en 2019 (Yamamoto-Furusho et al., 2019) realizaron el
primer y unico estudio epidemiologico multicéntrico en México demostrando un amplio
incremento en la prevalencia de EII en los Gltimos afios, pasando de 0.30 casos en el afio 2000
a 1.83 casos por cada 100,000 habitantes en el afio 2015. Ademas, la creciente incidencia de la
EIl se considera de origen multifactorial, influenciada por factores como el estilo de vida
occidentalizado, los habitos dietéticos alimentarios, el uso inadecuado o excesivo de
antibidticos, y el papel de microorganismos MDR como E. coli en el desarrollo de la enfermedad

se encuentra poco esclarecido por lo que adquiere mayor relevancia.

Debido a esta problemadtica, el presente estudio se enfoco en investigar la relacion clonal entre
cepas de E. coli MDR y productoras de serin-betalactamasas obtenidas de biopsias de pacientes
con EII que potencialmente podrian clasificarse como miembros del patotipo AIEC, mediante
un analisis bioinformético se identificaron mutaciones asociadas a la resistencia a rifaximina en
el gen rpoB, asi como la determinacion de la presencia de genes asociados con la resistencia a

betalactdmicos y virulencia de AIEC.

Usualmente se considera que las cepas de una misma especie bacteriana que son indistinguibles
genotipicamente pueden pertenecer a la misma clona (Woodford, Johnson & Spratt, 2004), los
resultados obtenidos de la tipificacion bacteriana coinciden con lo mencionado anteriormente
ya que las cepas analizadas en cada uno de los pacientes mostraron para cada pulsotipo definido
una relacion indistinguible a partir del analisis de PFGE. Esto sugiere una co-ocurrencia de

cepas bacterianas en un mismo paciente que pueden o no estar estrechamente relacionadas entre
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si, esto pudiera proveer de ventajas para mantenerse, sobrevivir o colonizar en conjunto el

intestino del hospedero.

También, los resultados de este estudio evidenciaron la presencia de los filogrupos A (CUA13,
CUA16, CUA69)y F (CCB4, CCBI11, CCHS5) en cepas aisladas de diferentes pacientes con EII.
Esto coincide con lo establecido por el grupo de Nadalian en 2022 el cual realizé un estudio en
el que se identificaron filogrupos de 132 aislados de AIEC pertenecientes a biopsias y heces de
pacientes con EII ; aunque sus resultados mostraron que los filogrupos mas prevalentes fueron
el B2 con un 24.2% y el D con un 22.7%; los filogrupos A, BI1, F, E y C también fueron
identificados con 15.2%, 12.9%, 9.1%, 8.3% y 7.6% respectivamente (Nadalian et al., 2022),
contrastando con los resultados en este trabajo que muestran que las cepas de Escherichia coli
asociadas a EII no se encuentran limitadas a estos filogrupos, resaltando que en este estudio las
cepas aisladas de las biopsias pertenecieron a los filogrupos A o C y F, estos resultan importantes
debido a que aunque tradicionalmente no se han asociado con una alta virulencia, algunas cepas
pueden adquirir genes de virulencia y adaptarse a diferentes nichos. En reportes anteriores se ha
observado que el filogrupo A es comin en cepas comensales pero que ocasionalmente incluye
a cepas patogenas, el filogrupo C se considera como intermedio con cierto potencial patogénico
y el filogrupo F comparte similitudes gendémicas con B2, lo que sugiere que podria albergar
cepas con mayor virulencia. La presencia de AIEC en estos filogrupos sugiere que su
patogenicidad no estd restringida a linajes especificos, lo que podria influir en su epidemiologia

y mecanismos de persistencia en la EII (Aguirre-Sanches et al., 2022).

Por otra parte, E. coli es uno de los prinicpales microorganismos MDR y productores de BLEE
mas comunes en el intestino que estd relacionado a disbiosis, inflamacién intestinal y un
desarrollo severo de la EIl (Kharaghani et al, 2023). Las cepas aisladas del paciente uno
presentaron una alta prevalencia (93%-100%) de los genes blatem, blaoxa, blactx-my blactx-
Mis, asi como la ausencia del gen blasyy. Esto coincide con los resultados de Barrios-Villa, 2018
(Barrios-Villa et al., 2018) quién identifico la presencia de betalactamasas pertenecientes a las
familias OXA y CTX-M en cepas AIEC aisladas de pacientes sanos. Igualmente, el grupo de
Kharagani y colaboradores en 2023 (Kharaghani ef al., 2023) analiz6 cepas de E. coli aisladas
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de pacientes con EII, identificando la presencia de betalactamasas de espectro extendido, con

una mayor prevalencia de las familias TEM y CTX-M.

Se conoce que una opcion terapéutica farmacoldgica para tratar la EII, es la rifaximina debido
a que no provoca efectos adversos sistémicos ni interacciones significativas con otros farmacos,
ademas de actuar contra una amplia variedad de bacterias aerdbicas y anaerdbicas tanto gram-
positivas como gram-negativas. También reduce la expresion de los factores de virulencia y
favorece el crecimiento de bacterias benéficas pertenecientes a los géneros Bifidobacteria y
Lactobacilli debido a la modulacion y reduccion de la disbiosis intestinal (Valdovinos, 2020).
En este estudio, las cepas aisladas del paciente dos, presentaron resistencia frente a rifaximina,
asi como a otras clases de antibidticos como las quinolonas, tetraciclinas, sulfonamidas,
betalactdmicos y anfenicoles; mientras que la cepa CUAG69 aislada del paciente tres fue sensible
a todos los antibidticos probados excepto a rifaximina. Esto es de suma importancia ya que la
aparicion de bacterias resistentes a rifaximina constituyen un desafio para la salud publica a
nivel global, porque retrasan la administracion de un tratamiento antibidtico adecuado asi como

una posible diseminacion al ambiente (Kothray et al, 2013).

Los resultados indicaron que tanto las cepas CCB4 y CCBI11 contaron con la mutaciéon S574Y
mientras que la cepa CCHS5 present6 la mutacion Q513L en la secuencia proteica de la subunidad
B de la ARN polimerasa codificada por el gen rpoB. La primer mutacion habia sido descrita por
Kothary y colaboradores en 2013 (Kothary ef al., 2013) en una cepa de E. coli aislada de un
paciente con EIl, mostrando que la mutacion S574Y participa inequivocamente en el desarrollo
directo de la resistencia a rifaximina; de igual manera, en el afio 2001 el grupo de Campbell
(Campbell et al., 2001) identifico la mutacion Q513L y documentd que esta interactua
directamente con la rifaximina, alterando la conformacion del sitio de union. Este cambio
estructural reduce o impide la unién del antibiotico, lo que favorece la resistencia bacteriana a
este farmaco. Cabe mencionar que la cepa CUA69 aislada del paciente tres no presentd ninguna
mutacion relacionada a la resistencia a rifaximina en la regioén del gen rpoB; esto sugiere la
presencia de otro mecanismo que confiere la resistencia a rifaximina, pudiéndose tratar de la
actividad de bombas de eflujo AcrAB-TolC (Kothary et al., 2013). En México, este es el primer

estudio en notificar la presencia de mutaciones en el gen rpoB que confieren resistencia en cepas
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de Escherichia coli presuntamente pertenecientes al patotipo adherente-invasivo aisladas de

biopsias de pacientes con Enfermedad Inflamatoria Intestinal.

Al analizar los factores de virulencia seleccionados, entre los cuales destaca la adhesina FimH
presente en el pili tipo 1 cuyo papel es crucial en la adhesion al receptor CEACAMG6 de las CEI
para iniciar el proceso de patogénesis (Chervy, Barnich & Denizot, 2020) (Camprbi-Font &
Martinez-Medina, 2020), se observ¢ la presencia de la variante FimH54 en las cepas CUA13 y
CUAI16 aisladas del paciente uno; la variante FimH29 en las cepas CCB4, CCB11 y CCHS5
aisladas del paciente dos; y la variante FimH41 en la cepa CUA69 aislada del paciente tres. En
este sentido Dreux y colaboradores en 2013 realizaron un anélisis de 92 genomas de E. coli, 45
genomas AIEC y 47 genomas no AIEC, identificando 59 variantes FimH con base a cambios
aminoacidicos en tres dominios, el péptido lider (aminoacidos 6-10), el dominio de la lectina
(aminoécidos 11-158) y el dominio de la pilina (aminoacidos 163-273) (Dreux et al., 2013);
sus hallazgos mostraron al igual que el del presente estudio que no existe una correlacion directa
entre variantes especificas relacionadas con el patotipo AIEC, o bien, que estas variaciones
contribuyan a la virulencia de manera diferencial; sin embargo, parece prudente no limitar su
investigacion, sino por el contrario evaluar si esta diferenciacion pudiera ser un indicio de la
adaptacion especifica de E. coli al estado inflamatorio, lo que representaria una estrategia

prometedora para la caracterizacion molecular de AIEC.

Siguiendo con el andlisis de los genes de virulencia, las cepas analizadas CCB4, CCB11 y CCH5
presentaron los genes chuAd y ratAd; por otra parte, las cepas CUA13 y CUA16 unicamente
presentaron el gen ratA, la cepa CUAG69 carecid de los tres genes y ninguna de las cepas presento
el gen vat. Estos hallazgos coindicen con lo reportado por el grupo de Abdelhalim en 2020
quienes realizaron un estudio con el objetivo de identificar la presencia de genes de virulencia
de importancia clinica en cepas AIEC; el estudio identificé al gen chuA, el cual participa en la
captacion de hierro y aumenta la capacidad de las cepas para sobrevivir y persistir en el interior
de los macrofagos. Ademas, se encontrd que el gen ratA, el cual codifica para la proteina RatA
que afecta la asociacion del ribosoma 70S e inhibe la sintesis de proteinas, también esta
significativamente asociado con cepas AIEC aunque, el mecanismo de accidon exacto de esta

proteina entre las cepas AIEC y su asociacion con la EII atn no se ha esclarecido (Abdelhalim,
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Uzel & Unal, 2020). Igualmente, el grupo de Gibold en 2016 identificé en cepas AIEC el gen
vat, el cual codifica para la proteasa VAT-AIEC y desempefia un papel importante en el primer

paso de la infeccion, ya que favorece la penetracion a través de la capa mucosa y su adhesion a

las CEI (Gibold et al., 2016).

Particulamente, la varibilidad de la presencia de estos tres genes de virulencia en cepas inclusive
previamente caracterizadas como AIEC, recalca la dificultad para establecer un marcador
genético, de hecho, actualmente la inica forma de identificar cepas AIEC es a través de su
fenotipo (adherencia, invasidon, supervivencia en macrofagos, formacion de biopelicula)
(Camprubi-Font & Martinez-Medina, 2020), por lo que existe la posibilidad de proponer un
esquema compuesto por una combinacioén de genes para su identificacion molecular con otros

candidatos genéticos.

Finalmente, el analisis filogenético realizado que incluy6 45 genomas de Escherichia coli dentro
de los cuales 9 pertenecieron a patotipos diarreogénicos y extraintestinales y 30 al patotipo AIEC
de diferentes especimenes y localizaciones geograficas de aislamiento, mostr6 una amplia
variedad en datos como el filogrupo, el secuenciotipo, variantes de FimH y la presencia de genes
de virulencia y produccion de serin-betalactamasas. Esto concuerda a lo reportado por el grupo
de Camprubi en 2017 que realiz6 un estudio en el que se concluyd que las diferencias en las
secuencias de estos genes podrian no determinar el patotipo de las cepas; aunque, la expresion
génica si deberia evaluarse a profundidad porque también podria estar implicada en la
determinacion del fenotipo (Camprbi-Font et al., 2018). De igual forma, coincide con lo
obtenido por el grupo de Barrios-Villa en 2018 el cual sugiere que la combinacion de diferentes
genes puede desencadenar un proceso inflamatorio complejo que se ve mediado por los
pardmetros del hospedero y las sefiales ambientales (Barrios-Villa ef al., 2020). Ademas de que
la existencia e interaccion de cepas E. coli pertenecientes a patotipos diferentes en un proceso

de disbiosis podrian tener el potencial patdgeno para colonizar y complicar la EIIL.
En conclusion, este estudio resalta la necesidad de consolidar un diagndstico para evaluar casos

de EIl en México de manera adecuada, ademds de que la asociacion de cepas bacterianas de

Escherichia coli adherente-invasiva como principal agente etiologico debe tomarse a
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consideracion para profundizar mas en el diagnodstico de la enfermedad. También, se muestra
que la presencia de cepas MDR productoras de serin-betalactamasas y resistentes a rifaximina
acentia la urgencia de mejorar las terapias antibidticas cldsicas para tratar esta enfermedad,
resaltando que este es el primer estudio en México y Latinoamérica en notificar la presencia de
mutaciones que confieren resistencia a rifaximina en cepas aisladas de un paciente con EIl y
que en definitiva es necesario establecer un sistema que permita la vigilancia epidemiologica de
estas cepas y su contenido genético. Finalmente, la carencia de un marcador genético de
virulencia definitivo para este patotipo, pone en evidencia la posibilidad de ampliar un posible

esquema para la identificacion molecular de cepas AIEC.

57



11. Conclusiones

Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran una notable diversidad genética entre
las cepas de Escherichia coli aisladas de pacientes con Enfermedad Inflamatoria Intestinal (EII),
incluso dentro de un mismo individuo. Esta evidencia sugiere que no existe un Unico linaje
clonal asociado a la enfermedad. Otro hallazgo notable de este trabajo es que, a diferencia de lo
reportado en otros estudios, las cepas analizadas no pertenecieron a los filogrupos B2 o D,

comunmente vinculados al patotipo AIEC, sino a filogrupos como A, Cy F.

Adicionalmente, por medio del andlisis realizado se detectaron genes de resistencia a
betalactdmicos asi como mutaciones puntuales asociadas a la resistencia a rifaximina,
destacando por primera vez la identificacion en México de las mutaciones S574Y y Q513L en

el gen rpoB en cepas aisladas de pacientes con EII.

Por otro lado, se observaron diferencias de las variantes de la adhesina FimH entre cepas, por
lo que no parecen ser determinantes para definir la pertenencia al patotipo AIEC. Ademas, se
identificaron genomas provenientes de bases de datos de cepas AIEC que no presentaban los
tres genes de virulencia asociados al patotipo, lo que refuerza la idea de que la caracterizacion
de AIEC debe abordarse considerando multiples factores, en lugar de depender exclusivamente

de marcadores genéticos especificos.

En conjunto, este trabajo aporta informacion novedosa sobre el perfil genético, los patrones de
resistencia antimicrobiana y los factores de virulencia de E. coli en pacientes mexicanos con
EIl; sugiriendo la complejidad de la relacion entre E. coli y esta patologia, abriendo nuevas e
importantes lineas de investigacion orientadas a determinar como interactiian los factores
bacterianos y los del hospedero en el desarrollo del fenotipo AIEC y cémo esta interaccion

influye en la respuesta a los tratamientos actualmente disponibles.
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12. Perspectivas

e Evaluar la presencia de bombas de eflujo inhibidas por Phe-Arg-f—naftilamida (PABN)

en cepas resistentes a rifaximina aisladas de los pacientes dos y tres.

e Realizar estudios fenotipicos y correlacionar la presencia de genes de virulencia para

identificar si las cepas pertenecen al patotipo AIEC.

e Realizar un andlisis pangendmico de los 45 genomas utilizados en este estudio.

e Realizar la gendémica comparativa (genes de virulencia, genes de resistencia a
antimicrobianos y plasmidoma) de las cepas secuenciadas con otros genomas AIEC.

e Determinar el entorno genético de los genes asociados a la produccion de serin-
betalactamasas en cepas aisladas del paciente uno.

e Realizar ensayos de interaccion entre las variantes de FimH con su receptor.
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14. Anexos

14.1 Soluciones PFGE (Anexo 1)

e Buffer TE
10mM Tris y ImM EDTA

Stock 100 ml de Tris 1M: Pesar 3.028 g de Tris, disolver en agitacion y aforar a 100 ml con
H20 destilada.

Stock 100 ml de EDTA 0.5M pH= 8: Pesar 18.612 g de EDTA, disolver en agitacion, ajustar a
pH 8 con lentejas de NaOH y aforar a 100 ml con agua destilada.

Preparacion para 1L: Mezclar 10 ml de Tris 1M + 2 ml de EDTA 0.5M pH= 8, aforar a IL y
esterilizar a 15 libras por 15 min

e Buffer de lisis
50 mM Tris; 50 mM EDTA, pH 8; 1% sarcosil; 0.3 mg/ml proteinasa K.
Preparacion para 100 ml:

1. Mezclar 5 ml de Tris IM + 10 ml de EDTA 0.5M pH= 8 + 80 ml de H2O vy esterilizar a
15 libras por 15 min.

2. Dejar enfriar y agregar 5 ml de sarcosil al 20%.

3. Al momento de utilizar, agregar 495 ul de proteinasa K (Thermo Fisher Scientific®) y
mezclar por inversion.

e Buffer TBE 10X (PFGE)
0.89 M Tris, 0.89 M 4cido boérico, 0.02 M EDTA pH= 8
Buffer TBE 10X, para 1L:

1. Pesar 10.78 g de Tris y 5.5 gr de 4cido bdrico

2. Disolverlos en 500 ml de agua destilada, en agitacion usando el agitador magnético hasta
disolver

3. Posteriormente, se agrega 0.7 g de EDTA (para que este se disuelva se le agrega poco a
poco hojuelas de NaOH), en agitacion hasta disolver.

4. Ajustar las solucion a un pH=8.
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5. Aforar con agua destilada a 1L y esterilizar a 1° libras por 10 min.

6. Finalmente conservar a temperatura ambiente.

14.2 Sitios de corte de la enzima de restriccion Xbal (Anexo 2)

5 TICTAG A 3
3 A GATCTT °5

Figura 9. Sitios de corte de la enzima Xbal. (https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/ER0682)
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14.3 Modelado de mutaciones asociadas a la resistencia a rifaximina (Anexo 3)

Figura 10. Complejo del gen rpoB con rifaximina. Molécula azul: Subunidad directa de la RNA polimerasa.
Obtenida de AlphaFold. Molécula magenta: Rifaximina. Obtenida de Pubchem. Realizado con UCSF Chimera
v1.18.
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Figura 11. Mutacion S574Y en el gen rpoB. Molécula roja resaltada con verde: Mutacion S574Y relacionada con
la resistencia a rifaximina. Molécula azul: Subunidad directa de la RNA polimerasa. Obtenida de AlphaFold.
Molécula magenta: Rifaximina. Obtenida de Pubchem. Realizado con UCSF Chimera v1.18.
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Figura 12. Mutacion Q513L en el gen rpoB. Molécula amarilla resaltada con verde: Mutacion Q513L relacionada
con la resistencia a rifaximina. Molécula azul: Subunidad directa de la RNA polimerasa. Obtenida de AlphaFold.
Molécula magenta: Rifaximina. Obtenida de Pubchem. Realizado con UCSF Chimera v1.18.
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14.4 Genomas utilizados en este estudio (Anexo 4)

1)) MLST
No. Acceso Filogrupo Origen i Localizacién
Genoma (Atchman)
Estados
131 GCF_008553725.1 141 B2 Biopsia de colon 2019
Unidos
AIECO01 GCF_900130205.1 4 B2 Donador sano 2009 Espaiia
AIECO07 GCF_900130225.1 3232 B1 Donador sano 2009 Espaiia
AIEC17 GCF_900130175.1 131 B2 Donador sano 2009 Espaiia
Liquido
C4435 NZ_CP027851.1 131 B2 2012 México
peritoneal
C7223 GCF_004121025.1 131 B2 Donador sano 2012 México
C7225 GCF_004121005.1 131 B2 Donador sano 2012 México
C7226 GCF_004120975.1 131 B2 Donador sano 2012 México
C7230 GCF_004120965.1 131 B2 Donador sano 2012 México
Biopsia de colon
CCB11 Este estudio 648 F 2018 México
(CCD)
Biopsia de colon
(0(0):7 Este estudio 648 F 2018 México
(CCD)
Biopsia de colon
CCHS Este estudio 648 F 2018 México
(cuqy
Biopsia de colon
CD121 GCF_001571595.1 59 F 2006 Canada
(EC)
Biopsia de colon
CD26 GCF_001571685.1 399 A 2006 Canada
(EC)
Biopsia de colon
CD3 GCF_001571665.1 58 B1 2006 Canada
(EC)
Biopsia de colon
CD44 GCF_001571645.1 144 B2 2006 Canada
(EC)
Biopsia de colon
CUA13 Este estudio 450 A 2018 México
(cucy
Biopsia de colon
CUA16 Este estudio 450 A 2018 México
(cucy
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Biopsia de colon

Este estudio 206 A 2018 México
(cucin
Estados
GCA_000249295.2 11 E Desconocido 2012
Unidos
Heces
GCA _000027125.1 414 D 2009 Peru
pediatricas
GCF_900130215.1 3232 B1 Donador sano 2018 Espaiia
GCF_900130195.1 73 B2 Donador sano 2018 Espaiia
GCF_900130185.1 569 B2 Donador sano 2018 Espaiia
Heces
GCA_000008865.1 11 E 1996 Japon
pediatricas
Estados
GCA_000005845.2 10 A Heces diftéricas 1922 Unidos
Heces
GCA_000026545.1 15 B2 1969 Reino Unido
pediatricas
GCA_000210475.1 48 A Heces coléricas 1973 Bangladesh
Estados
GCF_008553755.1 73 B2 Biopsia de colon 2019
Unidos
No Biopsia de colon
GCF_000285375.1 B2 2011 Inglaterra
tipificable (EC)
Biopsia de colon
CU651637.1 135 B2 1998 Francia
(EC)
Liquido
cerebroespinal Estados
CP007275.1 416 B2 pediatrico 1974 Unidos
Biopsia de colon Estados
GCF_000183345.1 135 B2 2007
(EC) Unidos
GCA_001281815.1 11 B2 Heces 2013 Paises bajos
Estados
GCF_008553705.1 10 A Biopsia de colon 2019
Unidos
Biopsia de colon
GCF_001571745.1 404 B2 2006 Canada

(U0
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Biopsia de colon

GCF_001571675.1 720 D 2006 Canada
(uo)
Estados
GCF_008553695.1 643 B2 Biopsia de colon 2019
Unidos
Biopsia de colon
GCF_001571725.1 636 B2 2006 Canada
()
Biopsia de colon
GCF_001571575.1 73 B2 2006 Canada
(uo)
Biopsia de colon
GCF_001571565.1 95 B2 2006 Canada
(uo)
Biopsia de ileon
GCF_000148605.1 643 B2 2010 Canada
(EC)
Biopsia de colon
GCF_001571755.1 647 B2 2006 Canada
(uo)
Biopsia de colon
GCF_001571585.1 646 B2 2006 Canada
(EC)
Estados
GCA_000007445.1 73 E Sangre 2002 Unidos
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