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RESUMEN

La migracion a una dieta mas saludable ha incrementado el consumo de productos
frescos; sin embargo, en muchas ocasiones, no tienen un proceso de lavado y
desinfeccién adecuado pudiendo albergar bacterias portadoras de genes de virulencia y
resistencia a antibioticos. Escherichia coli es una de las bacterias mayormente asociadas
a brotes de origen alimentario; ademas de ser un organismo de importancia clinica
debido a sus altas tasas de multidrogoresistencia (MDR), donde su diseminacién esta
atribuida principalmente a su plasticidad genética a través de elementos moviles como
los plasmidos. Este estudio se centra en primera instancia en un analisis bioinformatico
de mas de 1700 genomas de E. coli disponibles en las bases de datos, de los cuales 649
genomas fueron de origen clinico y 77 de origen alimentario; en los cuales se identificaron
1624 y 161 plasmidos provenientes de muestras clinicas y alimentarias,
respectivamente. Mostrando una clara divergencia entre las cepas provenientes de
alimentos y clinicos; no asi en el caso de los plasmidos de ambos grupos, los que
mostraron un tamano promedio de 90-120 Kb, compartian caracteristicas como el tipo
de relaxasa, replicon y PTU. Ademas, el analisis del contenido de genes de virulencia y
resistencia permiti6 corroborar una frecuencia de genes compartido mayor a los
esperado si esto ocurriera al azar. Ademas, el indice de Jaccard permitié identificar
plasmidos especializados en el movimiento de genes de resistencia y virulencia, en
algunos casos, mostrando una preferencia por uno u otro grupo. Posteriormente, a partir
de la recoleccion de 140 muestras de vegetales, se aislaron doce cepas de E. coli
provenientes de distintos vegetales. Mediante PFGE se determind que todas mostraron
la presencia de al menos un plasmido, lo que se confirm¢ utilizando la secuenciacion del
genoma completo. Particularmente, la cepa A23EC fue caracterizada como miembro del
linaje pandémico ST131 subclado C2b caracterizado por la presencia de un transposén
compuesto TnMB1860 que portaba los genes de resistencia aac(3)-lle, tmrB, aac(6')-Ib-
cr, blaOXA-1, AcatB3, blaCXT-M-15. Ademas, mostré la presencia de tres islas de
patogenicidad que la pudieron caracterizar como ExXPEC y potencialmente UPEC.
Adicionalmente, se demostré la capacidad de conjugacion del plasmido pA23EC portador
del gen tetAy los genes nemRA relacionados a la resistencia al efecto del cloro. Por otra
parte, se analizaron la cepa A65EC y A134_1EC que portaron el gen blacmy-2 mostrando
su sintenia en ambos casos como ISEcp1-tnpA-blaCMY-2-blc-sugE y se confirmé la
produccion de betalactamasas tipo AmpC mediante pruebas fenotipicas. Asi mismo, la
cepa A134_1EC junto con las cepas A38EC, A101EC y AGEC mostraron la presencia
plasmidica del gen fosA vinculado a la resistencia a fosfomicina. Finalmente, las cepas
se sometieron al analisis de la produccién de biopelicula, mostrando una variabilidad
entre las cepas; sin embargo, las cepas positivas no solo presentaron esta capacidad a
37°C, sino también a 20°C una temperatura de almacenamiento convencional en
comercios al por menor. En conclusién, este estudio muestra la presencia de E. coli
potencialmente patdgenas con una carga importante de genes de virulencia y resistencia
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a antibidticos y la capacidad potencial de transferirla, en productos frescos; lo que
representa un riesgo importante para la salud humana, lo que resalta la necesidad de un
sistema de vigilancia mas completo para las cepas extraintestinales de entornos no
clinicos.

ABREVIATURAS
%GC Porcentaje de guanina-citosina
ARG Genes de resistencia a antimicrobianos
BLEE Betalactamasas de espectro extendido
CMI Concentraciéon minima inhibitoria
CO2 Dioxido de carbono

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (Medio Eagle modificado por Dulbecco)
DO Densidad 6ptica

ETA Enfermedad transmitida por alimentos
EXPEC Escherichia coli extrainstestinal

EGM Elemento genético movil

g gramos

Kb Kilobases

MDR Multidrogo resistente

mg miligramos

ug microgramos

NMP NUmero mas probable

ORF Open reading frame

pb Pares de bases

PBS Buffer de sales de fosfato

PCR Reaccion de la polimerasa en cadena
PFGE Electroforesis en gel de campo pulsado
PTU Unidades Taxonémicas Plasmidicas
rpm Revoluciones por minuto

ST Secuenciotipo

TAE Tris-Acetato-EDTA

UFC Unidad formadora de colonias

UPEC Escherichia coli utopatégena

UPGMA Unweighted Pair Group Method using Arithmetic averages
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1. INTRODUCCION

1. 1 Alimentos frescos como reservorios de microorganismos.

El consumo de alimentos frescos se ha incrementado en los ultimos 20 afios ya que los
consumidores han migrado a un estilo de vida saludable y equilibrada. Ademas, su
consumo se encuentra asociado con la prevencién contra enfermedades no
transmisibles como diabetes, hipertensién, enfermedades cardiovasculares, obesidad y
varios tipos de cancer; de hecho, la FAO recomienda una ingesta diaria de 400 g de
frutas y verduras (FAO, 2021). En este sentido México reporta un consumo per capita
diario de 200-350 g de frutas y verduras, asi mismo, se encuentra en el octavo lugar de
paises con mayor produccion de hortalizas y el sexto en produccion de frutas (FAO,
2021).

Principalmente este tipo de productos se consumen crudos o minimamente procesados,
considerando unicamente actividades como la cosecha, el transporte, lavado, pelado,
corte, desinfeccion y enjuague (Mendoza et al., 2022) lo que los vuelve vulnerables a
contaminacidn por microorganismos patégenos provenientes del estiércol, suelo, aguas
residuales y fauna silvestre durante el crecimiento en los campos. Aunque, la
contaminacion también puede ocurrir durante la comercializacion, el almacenamiento o
en la manipulacion y preparacién de alimentos (Balali et al., 2020; Hussain, 2016), lo que
algunas veces hace que frecuentemente los productos frescos se vinculen con
enfermedades transmitidas por alimentos (ETAs) ocasionando brotes alimentarios,
definidos como la aparicion de casos de una enfermedad relacionados con el consumo

de un mismo alimentos contaminado.

Esto ha llevado a la aparicion de brotes relacionados a productos frescos
mayoritariamente documentados en América del Norte y Europa; tan sélo en el 2019, se
reportd que las verduras fueron los productos agricolas frescos con mayor implicacion
en brotes de enfermedades infecciosas con el 34.1% en Europa y del 47.4% en América
del Norte (Aiyedun et al., 2020); en los cuales los agentes etiolégicos mas comunes
fueron norovirus con 120 millones de casos (Callején et al., 2015) siendo las bacterias

Salmonella enterica, Escherichia coli y Listeria monocytogenes, las responsables del
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82% de las hospitalizaciones asociadas a ETAS (Balali et al., 2020; CDC, 2018). En EE.
UU. entre 2006 y 2023, S. enterica provocod 7,256 casos principalmente debido al
consumo de pepinos, ensaladas y germinados; E. coli se posiciono6 en el segundo lugar
con 998 casos debido al consumo de lechuga, espinaca y ensaladas y L. monocytogenes
con 330 casos asociados al consumo de melon y ensaladas ocupo el tercer lugar (CDC,
2023; Thomas et al., 2024); sin embargo, a diferencia de S. entericay L. monocytogenes,
E. coli no es considera un patdégeno en primera instancia; lo que en ocasiones conlleva

una subestimacion del riesgo que representa su presencia en alimentos.

1.2 La dualidad de Escherichia coli, importancia de las cepas patdégenas en la
salud humana.

E. coli es uno de los microorganismos modelo mas estudiados en la investigacion de
microbiologia y biologia molecular (Blount, 2015). Esta bacteria esta definida como
Gramnegativa con forma bacilar y también es conocida por ser miembro de la microbiota
de los mamiferos contribuyendo a la digestion, a la proteccion de la mucosa y a la
produccion de vitamina K, la cual es importante para la coagulacion sanguinea (Yan et
al., 2022); sin embargo, a través de la adquisicion de genes de virulencia, un grupo de
cepas evolucion6 para causar enfermedades diarreicas, del tracto urinario, del torrente
sanguineo e inclusive causar sepsis 0 meningitis (Pakbin et al., 2021). Las E. coli
patdgenas se dividen ampliamente en dos grupos, E. coli patégena intestinal (InPEC) y
E. coli patogena extraintestinal (EXPEC). En el primer grupo se encuentran siete
patotipos: enteropatogénica (EPEC), enterotoxigénica (ETEC), enteroinvasiva (EIEC),
enteroagregativa (EAEC), productora de toxina Shiga (STEC/EHEC), de adherencia
difusa (DAEC) y entero-invasiva (AIEC). Por otra parte, en el segundo grupo destacan la
uropatogénica (UPEC) causante de enfermedades infecciosas del tracto urinario, E. coli
relacionada a sepsis (SEPEC), E. coli patogénica aviar (APEC) y E. coli causante de
meningitis (MNEC) (Pokharel et al., 2023).

Algunos de estos patotipos constituyen preocupaciones de salud publica como
patégenos transmitidos por alimentos, ya que han causado varios brotes fatales en todo

el mundo. Aunque de manera interesante la incidencia de ETAS causadas por
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microorganismos en productos frescos, particularmente ocasionadas por E. coli es
superior en EE. UU. con el 12.2%, en contraste con Europa el cual solo es del del 3.8%
(Callejon et al., 2015); en 2011 se report6é uno de los mayores brotes alimentarios a nivel
mundial que inicié en Alemania y que afecté a 15 paises europeos adicionalmente, con
mas de 3,816 personas afectadas de las cuales 54 fallecieron debido al consumo de
germinado de alfalfa contaminados con la cepa EAEC ST678 serotipo O104 (Mora et
al., 2011). Otro brote significativo sucedié en Japén en 1996, este implico 9,441 casos y
12 muertes asociadas al consumo de brotes de rabano blanco contaminados con E. coli
0157:H7 (Michino et al., 2019). Por su parte, en EE. UU., en 2018, se documento6 un
brote por el consumo de lechuga romana por E. coli O157:H7, en el cual 210 personas
fueron afectadas y 5 fallecieron (Luna-Guevara et al., 2019). Como se observa en estos
casos las ETAS se limitaban a enfermedades del tracto gastrointestinal; sin embargo,
ha habido un incremento de reportes que asocian las infecciones extraintestinales
(mayoritariamente infecciones de vias urinarias) con el consumo de alimentos
contaminados con cepas de E. coli (Meena et al.,, 2021), aunque ciertamente los
aislamientos han estado restringidos a los de origen animal, podria deberse a que la
participacion de alimentos de origen agricola (frutas y/o vegetales) se encuentra

débilmente abordado.

La plasticidad genética de E. coli la provee de una alta capacidad para evolucionar al
ganar, perder, intercambiar y expresar genes, permitiendo la adquisicion de
determinantes de virulencia que per se implican un riesgo al consumidor. Esta plasticidad
también ha involucrado la adquisicion de genes que le han permitido aumentar su tasa
de resistencia frente a los antimicrobianos en los ultimos 20 afos. El aumento de la
capacidad de resistir un mayor numero de antibidéticos 0 mayores concentraciones de
estos se considera multifactorial, pero se propone que en gran medida es debido a la
actividad humana y al uso terapéutico con antimicrobianos en la practica meédica
inadecuada humana y animal, asi como en la produccion de alimentos (Smit et al., 2023).
En general, las cepas de E. coli han evolucionado para resistir la acciéon de las principales
clases de antibidticos, como [-lactdmicos, carbapenémicos, quinolonas,
aminoglucodsidos, sulfonamidas, polimixina y fosfomicina mediante distintos mecanismos
(Nasrollahian et al., 2024).
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1.3 Resistencia a los antibiéticos.

En 2022, uno de los mayores estudios sobre la resistencia a antibioticos estimé que en
afno 2019, 1.27 millones de muertes fueron atribuidas a infecciones por bacterias
resistentes a antibioticos, dentro de las cuales resaltaron seis patogenos: E. coli E. coli,
seguida de Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus pneumoniae,
Acinetobacter baumannii y Pseudomonas aeruginosa (Wagenlehner & Dittmar, 2022).
Particulamente, E. coli resistente a los antimicrobianos se ha propuesto como indicador
para monitorear la aparicion y los niveles de resistencia a antibidticos clinicamente
importantes como betalactamicos de espectro extendido, carbapenémicos y colistina
debido a que intrinsecamente es una bacteria sensible a ellos y a su vez posee una gran
capacidad para acumular genes de resistencia, principalmente a través de la

transferencia horizontal (Anjum et al., 2021; Poirel et al., 2018).

Ahora bien, los mecanismos mediante los cuales E. coli puede manifestar resistencia
frente a los antibidticos caen en una o mas de estas cuatro categorias:: (1) inactivacion
y alteracién del antimicrobiano, (2) limitacién en la absorcion del antimicrobiano, (3) eflujo

activo del farmaco y (4) modificacion del sitio blanco (Reygaert, 2018) (Figure 1.1).

La inactivacién del antibiético es la modificacién quimica por ruptura de la estructura
quimica o por modificacion de la estructura original por adiciones de grupos R en grupos
funcionales amino o hidroxilo de las B-lactamasas en el anillo B-lactamico de dichos
antibidticos; asi como la alteracion del farmaco puede observarse también en el cambio
de los grupos hidroxilo/amino en los antibidticos por enzimas modificadoras de
aminoglucosidos (AME) (De Oliveira et al., 2020).

El mecanismo que limita la entrada de antibioticos puede afectar a varios farmacos, ya
que al regular la permeabilidad de la membrana externa (ME) y por otra parte aumentar
la tasa de eflujo disminuye la concentracion en el interior de la célula y por lo tanto su
actividad, algunos ejemplos de antibioticos susceptibles a este mecanismo son las
moléculas hidréfilas como los B-lactamicos, las fluoroquinolonas y las tetraciclinas

(Munita & Arias, 2016) y los aminoglucosidos (Jo, Brinkman & Hancock,2003).
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Finalmente, un ejemplo de la modificacion de sitio objetivo son los cambios que pueden
ocurrir causados por las enzimas modificadoras del lipido A (N-Ara4N y fosfoetanolamina
(PETtN)), estas agregan grupos glucosa positivamente lo que disminuye su capacidad
para unirse a los péptidos antimicrobianos cationicos (CAMP) reduciendo las
interacciones electrostaticas, como en el caso de la resistencia a la colistina, ya que al
depender de sus interacciones electrostaticas con la ME estas se reduce su efecto al

cambiar la carga externa (Anandan & Vrielink, 2020).
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Figura 1.1 Esquemas principales mecanismos de resistencia a los antibiéticos en E. coli (Modificada
de Gauba & Rahman, 2023)

1.3.1 Antibiéticos p-lactamicos.

Los antibiéticos B-lactamicos son los agentes antibacterianos mas relevantes en todo el
mundo y especificamente son los que con mayor frecuencia se emplean para tratar
infecciones causadas por E. coli patégena (Bajaj et al., 2016). Su mecanismo de accion
se centra en la inhibicién de la pared celular compuesta por acido diaminopimélico, acido
muramico, aminodacidos, carbohidratos y lipidos que dan origen a la macromolécula
compleja denominada peptidoglicano (PGN), esta estructura celular es esencial para el
crecimiento y desarrollo adecuado de las bacterias (Lima-Moreira et al., 2020).
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Concretamente, los antibidticos B-lactamicos inhiben eficazmente la actividad catalitica
de las transpeptidasas bacterianas, por lo que estas enzimas también se denominan
proteinas de unién a penicilina (PBP), las cuales al unirse al anillo B-lactamico de los
antibiéticos forman un complejo peniciloil-enzima(3) que mediante impedimento estérico
evita que se adicione el grupo amino-terminal en la unidad de pentaglicina lo que lleva a
que la desacetilacion catalizada por la transpeptidasa no se lleve a cabo, los que
consecuentemente debilita los enlaces de Peptidoglicano provocando que la bacteria sea

susceptible a la lisis y muerte celular (Bertonha et al., 2023; Wilke et al., 2005).

Ahora bien, los B-lactamicos se clasifican dependiendo de la estructura quimica unida al
anillo B-lactamico en penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos, tiopenémicos y
monobactamicos (Figura 1.2) y cada estructura condiciona su actividad a través de

factores fisicoquimicos (Lima-Moreira et al., 2020).
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Figura 1.2 Estructuras generales de los andamiajes de los 5 tipos de B-lactamicos
(Modificada de Lima-Moreira et al., 2020).

Dentro de las penicilinas las mas frecuentemente usadas son ampicilina, amoxicilina,
penicilina G, meticilina (usualmente empleados en Grampositivos) y dicloxacilina. Por su
parte, las cefalosporinas mas habituales son la cefalexina, cefalotina, cefuroxima,
cefotaxima y ceftriaxona. Mientras que el monobactamico mas sobresaliente ha sido el
aztreonam y en el caso de los carbapenémicos son imipenem, meropenem, doripenem
y ertapenem. Finalmente, dentro de los tiopenémicos se encuentran el feropenem vy

sulopenem, que se consideran relativamente nuevos (Bush & Bradford, 2016).
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1.3.1 B-lactamasas.

Existen varios genes en E. coli de origen humano y animal que codifican enzimas que
hidrolizan el anillo p-lactamico para formar un metabolito incapaz de unirse a las PBP
dando resistencia frente a los B-lactdmicos, siendo el mecanismo mas comun de
resistencia en el grupo de las enterobacterias (Kaderabkova et al., 2022). Algunas -
lactamasas tienen un espectro reducido y unicamente inactivan penicilinas y
aminopenicilinas; en contraste, algunas denominadas de espectro extendido (BLEE) y
tipo AmpC son capaces de hidrolizar cefalosporinas de 32 generacion e inclusive
carbapenémicos, lo que representa un riesgo importante para la salud publica (De
Angelis et al., 2020).

En la actualidad, dos esquemas son los utilizados para clasificar a las B-lactamasas. La
clasificacion mas simple se basa en la secuencia de aminoacidos y divide a estas
enzimas en clase A, C y D que utilizan la serina para llevar a cabo la hidrdlisis y en la
clase B donde se ubican las metaloenzimas que requieren iones de zinc divalente para
realizar el mismo proceso; las BLEE pertenecen principalmente a la clase A (Ambiler,
1980). La segunda clasificacion se basa en su funcionalidad propuesta inicialmente por
Bush y ampliada por Jacoby posteriormente; esta clasificacion divide a las enzimas en
tres grupos (1-3) de acuerdo con los efectos de los inhibidores y la degradacién de los
sustratos (Bush & Jacoby, 2010). El primer grupo esta asociado al grupo C y se define
como cefaminasas y cefalosporinasas (ampC) resistentes al acido clavulanico y activas
contra la cefoxitina (Jacoby, 2009). El grupo 2 esta integrado por las serin B-lactamasas
y se agrupan dentro de la clase A y D de Ambler; también se les conoce como
penicilinasas y/o cefalosporinasas ya que actuan sobre la cefotaxima, ceftazidima,
aztreonam, penicilinas y cefalosporinas, aunque son inhibidas fuertemente por el acido
clavulanico y tazobactam (Philippon et al., 2019; Yoon & Jeong, 2021). Finalmente, el
grupo 3 esta integrado por las metalo-betalactamasas (MBL) correspondientes a la clase
B, estas enzimas requieren un cation metalico divalente de Zinc para catalizar la hidrolisis
de penicilinas, cefalosporinas y carbapenémicos y ademas no son inhibidas por el acido

clavulanico, pero si por EDTA (Tooke et al., 2019) (Figura 1.3).
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p-lactamasas

I

Sitio activo Serina Metalo (Zn)
J
Clase estructural C A D B
Grupo Funcional 1 2 2d 3
l
Sustrato distintivo CEE CEE CEE CBP CBP CBP
Inhibidor efectivo Ninguno AC AC AC AC EDTA
Enzimas | TEM, SHV IMP, NDM,
representativas AmPC  TET)M T CTXM KPCLIMIE OXA-48 VIM

Figura 1.3 Relaciones moleculares y funcionales entre las B-lactamasas que confieren resistencia
a B-lactamicos. Betalactamasas se agrupan de acuerdo con su sitio activo (serin o Zn*?), también pueden
agruparse de acuerdo con el antibiético que pueden hidrolizar y el inhibidor que afecta su funcién. CEE,
cefalosporinas de espectro extendido; CBP, carbapenémicos; AC, acido clavulanico; EDTA, acido
etilendiaminotetraacético (Modificado de De Angelis et al., 2020).

1.3.2 Resistencia a fosfomicina.

La fosfomicina es un antibiético derivado del acido fosfénico adicionado con un grupo
epoxico activo, descubierto en 1969 como producto de varias especies de Streptomyces.
A pesar de haberse reducido su uso en la década de 1990, la fosfomicina sigue siendo
un farmaco de primera linea y se emplea como tratamiento de infecciones agudas del
tracto urinario (ITU) causadas principalmente por E. coli multidrogoresistente (MDR)
productora de BLEE (Pontikis et al., 2014). Hacia 2015 retorna su popularidad y para
2016 la OMS la clasifica como un antibidético de importancia critica en la medicina
humana por lo que se incrementd su investigacion como tratamiento para otras
infecciones extraintestinales causadas por diversas bacterias MDR (Michalopoulos et al.,
2010; Vardakas et al., 2016). Esto generd un gran interés en mejorar el entendimiento de
los mecanismos de resistencia, la frecuencia de aislamientos resistentes y la

transferencia de las determinantes genéticas frente a fosfomicina.
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La fosfomicina ingresa a la bacteria a través del sistema GIpT (tranportador de L-alfa
glicerol-3-fosfato) y del sistema UhpT (antitransportador de glucosa-6-fosfato, G6P), ya
que su estructura quimica imita al Glicerol-3-fosfato y G6P e inhibe la enzima UDP-N-
acetilglucosamina enolpiruvil transferasa (MurA) al actuar como un analogo del
fosfoenolpiruvato (PEP) en las primeras etapas de la produccion del peptidoglicano, lo
que da como resultado una actividad bactericida (Aghamali et al., 2019; Candel et al.,
2019). Asi mismo, el adenilato ciclasa CyaA es responsable de la transcripcion de los
genes glpT y uhpT, de la misma forma que cataliza la formacion de cAMP (adenosina
monofosfato ciclico) a partir de ATP (Castaneda-Garcia et al., 2013). CyaA es a su vez
regulada por el sistema de fosforilacion PTS, integrado por tres elementos: la enzima |
(Ptsl), la proteina termoestable y fosforilable con histidina HPr (PtsH) y la enzima I

(compuesta por los dominios EIIA Gic) (Mazé et al., 2014) (Figura 1.4).
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Figura 1.4 Diagrama del transporte en la célula bacteriana a través del GlpT y UhpT. Se muestran el
transportado de G6P, GIpT (amarillo) y el trasportador de G3P, UhpT (azul), la fosfomicina actua como un
inhibidor competitivo de MurA, que participa en la sintesis del peptidoglicano (Modificado de Mattioni
Marchetti et al., 2023).

Histéricamente, las mutaciones en los genes glpT, uhpT, cyaA y ptsl de los

transportadores de nutrientes fueron los mecanismos de resistencia observados con
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mayor frecuencia in vitro (Falagas et al., 2019); sin embargo, se ha reportado un
incremento de la presencia de las metaloenzimas fosA, dependientes de manganeso (Il)
capaces de alterar el anillo epoxico de la fosfomicina. Actualmente se han descrito 11
variantes diferentes y genéticamente relacionadas (Zurfluh et al., 2020). En el caso de
FosA y FosA2 han sido identificadas unicamente en el cromosoma de Enterobacter
cloacae y E. coli (Xu et al., 2011). FosA3 por su parte se considera el subtipo adquirido
por plasmido (Vazquez et al., 2022; Xiang et al., 2016; Zhang et al., 2020), mas difundido
que ha sido reportado en entornos clinicos y veterinarios incluidos perros, gatos, cerdos
y bovinos, y animales silvestres, como palomas (Ho et al., 2013; Lei et al., 2020; Wachino
et al., 2010).

Asi mismo, las variantes FosA4, FosAS5 (Guo et al., 2016; Ma et al., 2015), FosA6, FosA8S,
FosA9 (Ten Doesschate et al., 2019), FosA10 (Huang et al., 2021; Mattioni Marchetti et
al., 2023), FosL (Kieffer et al., 2020) y FosC2 (De la Rosa et al., 2022), se han identificado
en plasmidos de E. coli aisladas tanto de muestras clinicas como de muestras
ambientales. En el caso de FosA8 se ha identificado ademas en Leclercia adecarboxylata
(Poirel et al., 2019). Cabe resaltar que la variante FosA4 se ha asociado frecuentemente
con la presencia de plasmidos que portan el gen mcr relacionado con la resistencia a
colistina (Guneri et al., 2022; Loras et al., 2021; Ramadan et al., 2021).

Finalmente, la variante FosA7 al igual que FosA2 sélo se ha reportado unicamente en el
cromosoma Yy para los subtipos FosA7.5 y FosA7.9 estan estrictamente ligados al
cromosoma de E. coli y C. freundii, respectivamente. (Mattioni-Marchetti et al., 2023).
Particularmente, en regiones de Canaday EE. UU. se ha informado la mayor difusion de
fosA7, seguidas de China (Pan et al., 2021).

1.4 Plasmidos.

Otro factor agravante de la presencia de estas bacterias en la cadena alimentaria es la
transmisibilidad de genes de resistencia en humanos a través de elementos genéticos
moviles como los plasmidos. En 1952 Joshua Lederberg propuso el término “plasmido”
para definir estructuras extracromosomales capaces de autoreplicarse de manera

independiente. En la misma década se plantea que los agentes genéticos que le permiten
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a las bacterias resistir los efectos de los antibidéticos pueden encontrarse fuera de
cromosoma Yy transferirse a multiples bacterias (Watanabe, 1963), esta informacion
permitia sugerir que ambos elementos estaban vinculados al promover el flujo genético
entre especies bacterianas y que su estudio, asi como su caracterizacion eran
necesarios. Una década después se describen cuatro moédulos principales en la
estructura de los plasmidos: modulo de replicacion, modulo de propagacién, modulo de
mantenimiento o permanencia y modulo de adquisicion o accesorio; los tres primeros se
consideran parte de la estructura intrinseca del plasmido con poca variacion en sus

elementos (Brovedan et al., 2020) (Figura 1.5).
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Figura 1.5 Representaciéon esquematica de la organizacién de los plasmidos en médulos. Los genes
de virulencia y resistencia a antimicrobianos y componentes toxicos se encuentran en el médulo accesorio
y estos pueden variar de una cepa a otra (Modificada de Brovedan et al., 2020).

1.4.1 Médulo de replicacion.

La replicacion de los plasmidos puede llevarse a cabo por uno de tres mecanismos
generales: circulo rodante (RC), desplazamiento de la hebra y mecanismos de tipo theta.
Este ultimo es por mucho el tipo predominante en Enterobacteriaceae (Kim et al., 2020).
El primer mecanismo es frecuente en bacterias grampositivas y comunmente tienen un
tamano por debajo de 10kb (Khan, 2005), en este proceso participan las proteinas
iniciadoras Rep que se unen y escinden al origen de la replicacion de doble cadena (dso)
(que incluye las regiones nic y bind) en la hebra principal, permitiendo la generacion de
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un extremo 3'OH donde se une la ADN polimerasa Ill e inicia la replicacion;
posteriormente se recirculariza con ayuda de la ADN ligasa formando el primer ADN
circular siendo liberada por la misma proteina Rep. La sintesis de la cadena
complementaria se inicia a partir de una regién denominada origen monocatenario (sso)
y se repite el proceso. Finalmente, la ADN ligasa y girasa de la célula huésped convierte
las moléculas de ADN hijas en formas superenrolladas indistinguibles (Ruiz-Maso et al.,
2024).

En el caso del mecanismo theta se caracteriza por una replicacion coordinada de la hebra
lider y la hebra rezagada, donde la hebra rezagada se sintetiza de forma discontinua,
conduciendo a la generacion de burbujas en las primeras etapas de la replicacion que
se asemejan a la letra griega 6 (theta) y de ahi el nombre de este tipo de replicacion.
También este proceso puede similar a oriC (clase A) o dependiente de PriA (Clase B, C
y D) (Lilly & Camps, 2015). En los plasmidos tipo A se forma una union no dependiente
de ATP entre la proteina Rep codificada por el plasmido con los iterones. Los plasmidos
tipo B se caracterizan por carecer de un gen rep, en su lugar, la separacion de las hebras
de ADN vy la sintesis del pre-cebador de ARN son realizadas por la ARN polimerasa
bacteriana, dentro de este grupo encontramos a los plasmidos ColE1 y similares a ColE1.
Mientras tanto los plasmidos de clase C tienen pequefios origenes de replicacion,
ademas de que codifican una proteina Rep (RepA) que funciona como factor de iniciacién
y también participa como una primasa en el desenrollamiento de ADN. Finalmente, en
los plasmidos D la replicacion se inicia mediante el procesamiento de una transcripcion
larga, que al mismo tiempo codifica RepE que tiene un papel activo tanto en la separacién

del ADN como en la generacién de cebadores (Kim et al., 2020; Lilly & Camps, 2015).

Por ultimo, la replicacién por desplazamiento de cadena se caracteriza por la sintesis
simultanea de ambas hebras del ADN en direcciones opuestas y a diferencia del
mecanismo theta, el plasmido debe codificar tres proteinas clave: la primasa RepB, la
proteina RepC que inicia la replicacion y la helicasa RepA (Chen et al., 2015). RepC se
une a los iterones mientras que RepA desenrrolla el ADN en ambas direcciones, de esta
forma RepB reconoce a los sitios ssi que quedaron expuestos en las hebras de ADN vy

sintetiza los cebadores necesarios. El resultado es la produccion de circulos de ADN de
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hebra simple desplazada y circulos superenrollados de doble hebra (Giannattasio &
Branzei, 2019).

1.4.2 Médulo de propagacion.

Una de las principales virtudes que tienen los plasmidos y es la razon por la que su
estudio es tan amplio, es la naturaleza de ser transferibles de manera horizontal lo que
tiene importantes implicaciones evolutivas, ya que permite la recombinacion homodloga
entre dos cepas, asi como la adecuacion de la cepa a entornos distintos a través de la
adquisicién de informacion genética en corto tiempo (Lawrence, 1999; Smillie et al.,
2010a). En bacterias existen tres mecanismos clasicos de transferencia: transformacién
(captacion de ADN libre del medio ambiente), transduccion (transferencia por particulas
fagicas de bacteria a bacteria), vesiculizacion (nanoparticulas redondeadas que
funcionan como transportadores moleculares de moléculas de ADN) y conjugacion, este
ultimo se considera el mas comun e involucra un rango mas amplio de hospederos
(Getino & De La Cruz, 2019; Grull et al., 2018), por lo que en general su capacidad de

movilizacion esta determinada por su habilidad para conjugarse.

Un plasmido puede ser clasificado en tres categorias de acuerdo con su capacidad de
movilizacion: conjugativo, movilizable y no movilizable. Esta capacidad esta directamente
relacionada con la presencia de los componentes de la maquinaria de conjugacion
presentes en el plasmido (Virolle et al., 2020). Los plasmidos conjugativos contienen los
cuatro elementos: 1) la relaxasa, una proteina que reconoce y escinde la region
denominada origen de transferencia (oriT), 2) el oriT, es una regidon con una secuencia
corta de ADN en cis en una de las hebras a la cual la relaxasa permanece unida
covalentemente, formando el relaxosoma 3) la proteina de acoplamiento tipo IV (T4CP)
involucrada en la conexién entre el relaxosoma (MOB) y el canal de transporte y 4) los
componentes del canal de apareamiento (MPF) que ensamblan un sistema de secrecion
tipo IV (SST4) (Smillie et al., 2010a). Los plasmidos movilizables unicamente contienen
a larelaxasa y al oriT, esto les permite transferirse utilizando los componentes faltantes

que provengan de otro plasmido. Finalmente, los plasmidos no movilizables carecen de
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alguno de los elementos restantes, aunque pueden transferirse por otro mecanismo

diferente a la conjugacion (Coluzzi et al., 2022) (Figura 1.6).

Bacteria donadora Bacteria receptora
I - « N
Movilizable .
I = Plasmido Y
| = s | Conjugative GonpIg v T4CP
o\’\\@f S E /
MOB T MPF @‘
Plasmido
movilizable \ y

Figura 1.6 Vista esquematica de la constituciéon genética de los plasmidos transmisibles. Se muestra
la bacteria donadora con los cuatro elementos de la maquinaria de conjugacion (oriT, relaxasa, sistema de
secrecion tipo IV (SST4), proteina de acoplamiento IV (T4CP)) (circunferencia negra), la bacteria receptora
se ubica a la derecha sin elementos de conjugacion) (circunferencia verde) (Modificada de (Smillie et al.,
2010a)

1.4.3 Médulo de mantenimiento o permanencia.

La permanencia de los plasmidos en las bacterias en gran medida es dependiente del
beneficio que aporte a la sobrevivencia y/o desarrollo de la célula y por lo tanto esta
vinculada a las condiciones ambientales donde antibidticos o metales pesados estén
presentes (Galetti et al., 2019); no obstante los plasmidos pueden codificar elementos
que les permiten permanecer en la bacteria a pesar de no ser necesarios, incluyendo el
mecanismo de particion activa y los mecanismos de supervivencia denominados
sistemas de adicidon que promueven la muerte de células hijas libres de plasmidos (Wein
& Dagan, 2020).

Los sistemas de particién activos garantizan una segregacién precisa de cromosomas y
de plasmidos con bajo numero de copias, es decir, se aseguran de que cada célula hija
posea una copia de estas moléculas (Baxter & Funnell, 2015). Estos sistemas
usualmente estan integrados por ParA (ATPasa de particion), ParB (la proteina de sitio

especifico hélice-giro-hélice (HTH) que se une al centrdmero) que forman un complejo
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alrededor de parS (el centromero o sitio de particiéon) durante la replicacién, las dos
copias son separadas, los posiciona en lugares especificos dentro de la célula e
impulsa cada uno hacia cada célula, esto permite que cada célula hija reciba al menos

una copia después de la division celular (Funnell, 2016; Patricia Siguier et al., 2023).

® Toxina
@ Antitoxina

Se pierde el plasmido

Antitoxina
se degrada

Muerte celular o
detencion del desarrollo

Figura 1.7 Mecanismo de mantenimiento de plasmidos de sistemas Toxina-Antitoxina a través de la
muerte post-segregacional o el arresto del crecimiento bacteriano. La toxina se muestra en rojo y la
antitoxina se muestra en azul, mientras, que la célula que conserva el plasmido se mantiene viable; la
célula carente del plasmido comienza el proceso de muerte celular (Modificado de Kamruzzaman et al.,
2021).

Mientras, los sistemas de adicion (SAP) se les conoce de esta forma porque su unico
proposito en el plasmido es replicarlo sin importar el costo para el hospedero, provocando
la muerte post-segregacional (Fedorec et al., 2019); este tipo de sistema es
especialmente util cuando se trata de plasmidos grandes con un numero bajo de copias
y se caracteriza por codificar una toxina estable que se mantiene durante y después de
la division celular y una antitoxina inestable que requiere se sintetice continuamente, en
ausencia del plasmido hay un exceso de toxina que no es neutralizada por la antitoxina
y la bacteria muere (Kamruzzaman et al., 2021). En la actualidad, se han reportado siete
tipos de sistemas toxina-antitoxina (TA) en plasmidos y cromosomas; sin embargo, los
mas estudiados son los sistemas de tipo Il, los cuales principalmente se dividen en tres
categorias de acuerdo con la naturaleza de la antitoxina: (1) sistemas regulados por
proteinas (ccdAB, pemKI, relEB, parDE, vagCD), (2) sistemas regulados por ARN
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antisentido (hok-sok, pndAC y srnBC) y (3) sistemas de modificacion por restriccion
(EcoK McrBC) (Kamruzzaman et al., 2021; Tsang, 2017).

1.4.4 Médulo de adquisicion o adaptabilidad.

Esta seccién también se conoce como “mddulo accesorio” y esta caracterizado por
albergar genes de virulencia, de resistencia a antibiéticos y/o genes que participan en las
vias para el metabolismo o degradacion de compuestos xenobidticos (Brovedan et al.,
2020). Usualmente los genes del médulo de adaptabilidad se encuentran flaqueados por
otros EGM, como secuencias de insercion (IS), tranposones (Tn), integrones (In) e
inclusive islas genomicas (IG) que promueven el intercambio genético extracelular e
intracelular, facilitando el reordenamiento y contribuyendo a la propia evolucion y

sobrevivencia de la célula bacteriana que lo hospeda (Partridge et al., 2018).

1.4.5 Sistemas de clasificacion de plasmidos.

La clasificacidon es una tarea inherente al analisis de la biologia; en este caso la
identificacion y caracterizacion de los plasmidos en detalle proporciona informacion
relevante sobre la influencia que tienen en el funcionamiento de la célula hospedera y
las estrategias que usa para llevar a cabo su transmision (Garcillan-Barcia et al., 2011).
Por otro lado, la clasificacion resulta benéfica porque facilita el seguimiento de la
evolucion del plasmido en la comunidad (Garcillan-Barcia et al., 2023). En conjunto,
todas las clasificaciones son efectivas para comprender y predecir las caracteristicas de
plasmidos establecidos o desconocidos. A lo largo de la historia diversas formas de
categorizarlos han surgido, de manera inicial se propuso la clasificacién en tres grupos:
(1) factor F (plasmidos de fertilidad F y sus derivados), (2) factores Col (plasmidos que
codifican toxinas de colicina) y (3) factores R (determinantes de resistencia); sin

embargo, de manera gradual comenzaron a ser abandonados (Chen et al., 2024).

El sistema de grupos de incompatibilidad (Inc) se establecié mediante pruebas de
incompatibilidad en las cuales se introdujeron dos plasmidos por conjugacion en un
plasmido y se midi6 la estabilidad y permanencia de cada uno dentro de la célula
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hospedera (Data & Hedges, 1971); con base a los resultados se observdé que
determinado grupo de plasmidos que compartieron uno o mas elementos del sistema de
replicacion, no podrian permanecer de forma estable en la misma célula (Novick, 1987).
En general en la familia de Enterobacterales se han determinado mas de 30 Inc, aunque
hay varios plasmidos que no ha sido relacionados con alguno (Chen et al., 2024); no
obstante, un numero importante de los elementos identificados en E. coli pertenecen al
grupo IncF que puede subclasificarse con base en su variacion alélica como Fll, FIA'y
FIB (FAB), este grupo es heterogéneo en cuanto a tamafo y caracteristicas, ademas, se
encuentran vinculados frecuentemente con el acarreo de genes de virulencia y

resistencia a antibiéticos (Yang et al., 2015).

Si embargo, establecer los ensayos de incompatibilidad representd una limitante ya que
existian una gran cantidad de factores que pudiera condicionar la transferencia de estos
elementos y no necesariamente porque fueran incompatibles, por lo que este esquema
fenotipico no parecia funcionar de manera ideal para el analisis de su epidemiologia.
Esta limitante, generé el desarrollo de la tipificacion de replicones mediante PCR (PBRT)
basado en que se considera que todos los plasmidos tienen al menos un origen de
replicacion. Actualmente se conocen 142 secuencias de replicones asociadas a la familia
Enterobacteriaceae de los cuales 32 (HI1, HI2, HIB-M, 11-q, 12, X1, X2, X3, X4, M, N, FIA,
FIB, FIC, FIIS, FlI, Fllk, FIIY, FIBS, FIBK, FIB-M, W, Y, P1-a, A/C, T, L, K1, K2, B/O, R, U
y Z) frecuentemente se encuentran E. coli. Por otra parte, aunque este sistema es
funcional, la asignacion se vuelve compleja ante la presencia de plasmidos con varios

replicones (Carattoli et al., 2005).

Mas adelante, los plasmidos transferibles se clasificaron de acuerdo con la relaxasa, la
proteina que participa en la escision del oriT durante el proceso de conjugacion (Garcilan-
Barcia et al.,2009). Esta proteina se encuentra en todos los plasmidos movilizables y rara
vez se encuentran dos relaxasas en un mismo plasmido (Garcillan-Barcia et al., 2019).
Actualmente se han reportado nueve clases de MOB ((MOBr, MOBp, MOBH, MOBaq,
MOBc, MOBv, MOBT, MOBB y MOBw), pero soélo seis se han sido halladas en la clase
Proteobacteria (Villa et al., 2010). Se ha disefiado tres sistemas de clasificacion basados
en relaxasas: (1) “Degenerate Primer MOB Typing” (DPMT), (2) MOBSCAN: basado en
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la homologia de las relaxasas, generando una base de datos HMM de perfiles de
relaxasas seleccionadas utilizando unicamente el domino de relaxasas (300
aminoanidos N-terminales) y (3) MOBSuite: basado en secuencias completas de relaxas,
reconstruccion vy tipificacion a partir de ensamblaje preliminares (Garcillan-Barcia et al.,
2009; Garcillan-Barcia et al., 2020; Robertson & Nash, 2018). Este sistema proporciona
un marcador evolutivo para plasmidos conjugativos y movilizables; sin embargo. los

plasmidos no movilizables son excluidos por carecer relaxasa.

Recientemente, se ha propuesto un sistema mediante las unidades taxondémicas de
plasmidos (PTU) el cual utiliza las métricas de identidad de nucleétidos promedio (ANI);
esto quiere decir que las PTU son grupos que comparten estructuras genéticas y por lo
tanto representan una relacion filogenética cercana (Redondo-Salvo et al., 2021b); sin
embargo, al igual que esquemas anteriores presentan un porcentaje entre el 10-15% de
plasmidos no asignados a ninguna categoria (Lipworth et al., 2024). Asi mismo, es
interesante observar algunas discrepancias de la clasificacion previa, por ejemplo,
pWWO y NAH7, plasmidos representativos de IncP-9 que contienen genes degradativos
de tolueno (pWWO0) o genes degradativos de naftaleno (NAH7), no han sido clasificados
en la misma PTU (Tokuda & Shintani, 2024).

Finalmente, los plasmidos también pueden clasificarse con base a su rango de
hospedero; los plasmidos de rango de hospedero estrecho (RHE) son aquéllos que
pueden replicarse y mantenerse en un hospedero unico o bien en un grupo
estrechamente relacionado a su hospedero inicial. Mientras que un plasmido de amplio
rango de hospedero (RHA) puede mantenerse y replicarse en una vasta variedad de
hospederos bacterianos (Klumper et al., 2015). Particularmente la importancia de los
plasmidos RHA radica en que juegan un papel importante en la transferencia horizontal
de genes, esto los convierte en candidatos excelentes como vectores en la ingenieria
biotecnoldgica (Yang et al., 2023); por ejemplo, los plasmidos pCU1 (IncN) y pRK2 (IncP)
son capaces de replicarse entre casi todas las especies de proteobacterias Alfa, Beta y
Gamma (Pohlman & Figurski, 1983). Algunos factores que determinan el rango de
hospedero de un plasmido son: (1) La presencia de multiples origenes de replicacion, (2)
inicio de la replicacion independiente de los factores de inicio del huésped y (3) escasa
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presencia de enzimas de restriccidon, esto permite que los plasmidos eviten las barreras

de restriccion de la célula hospedera (Jain & Srivastava, 2013).

1.5 Otros elementos genéticos moviles

1.5.1 Secuencias de insercién y transposones.

Los elementos transponibles (ET) se definen como secuencias de ADN que pueden
moverse de una ubicacion a otra en el genoma. Particularmente los transposones son
elementos genéticos moviles que pueden moverse de un plasmido a otros plasmidos o
de un cromosoma a plasmido y viceversa, por lo que han desempefiado un papel
importante en la evolucion de muchos genomas (Blot, 1994). Los transposones se
dividen en dos grupos principales: retrotransposones (clase |) que se encuentran
particularmente en células eucariotas y los transposones de ADN (clase Il) estos son los
que se encuentran en células bacterianas y pertenecen a la familia Tn, vinculados
frecuentemente con el acarreo de genes adicionales para la resistencia a los antibiéticos.
(Babakhani & Oloomi, 2018). Dentro de este ultimo grupo se definen cuatro categorias
(1) Secuencias de insercién (Sl), este grupo esta compuesto por cinco familias (1S1, 1S3,
IS4, IS5y IS6) y se conoce que E. coli alberga multiples copias de Sl (Ooka et al., 2009),
(2) transposon compuesto, que a diferencia de la S, adicionalmente portan al menos un
gen asociado a la resistencia a antibioticos, (3) familia TnA, este grupo no termina con
una Sl y lleva un TIR (repeticion terminal invertida) de 38pb y (4) Muphage, este es unico
ya que es capaz de insertarse en el genoma de E. coli al azar en la etapa lisogénica (Wu
et al., 2022)(Figura 1.8).

IR Transposasa IR
Secuencia de insercion (1) C —

ISk Marcador de resistencia ISr
Transposon compuesto (Tn)
Familia TnA 88 bp IF]{ RM, tranposasa y DE ?8 bp IFS
Mu. genes de cabeza y cuerpo  38bp IR
ADN ADN
MUfago Hospedero [ Hospedero
Transposasa

Figura 1.8 Clasificacion y mecanismos de transposicion de transposones. Clasificacion y estructuras
de transposones bacterianos (Modificado de Wu et al., 2022).
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1.5.2 Integrones

Los integrones contienen un sistema de recombinacién de sitio especifico capaz de
integrar e intercambiar fragmentos especificos de ADN, llamados casetes genéticos que
codifican multiples genes, incluidos los genes de resistencia a los antibidticos (Sabbagh
et al., 2021). Propiamente estos elementos no son moviles de manera autonoma, lo que
lleva a necesitar de elementos como transposones, secuencias de insercion o plasmidos
para llevar a cabo esta funcién (Hall & Collis, 1995). Los integrones estas compuestos
por cuatro elementos: (1) el gen que codifica una tirosin recombinasa (integrasa,
codificada por el gen intl), (2) el sitio recombinante adyacente (attl) que es reconocido
por la integrasa y se encuentra corriente arriba de intl, (3) el promotor (Pc) sirve para la
transcripcion y expresion eficiente de todo el integron y (4) el casete genético que se
encuentran entre la zona 3' y 5' entre dos sitios de recombinacién (attl y attC) ((Hall,
2012; Xu et al., 2011).

La clasificacion de los integrones esta basada en la relacion filogenética de su integrasa,
los miembros que poseen la misma pertenecen a la misma clase, pero pueden llevar
casetes diferentes. Hasta ahora se han identificado nueve clases de integrones en
bacterias gramnegativas pero sélo 4 se han asociado con aislados clinicos, aunque el
cuarto solo se ha reportado en Vibrio cholerae (Bhat et al., 2023; Sabbagh et al., 2021).
Los integrones de clase | y clase |l son las clases mas comunes entre los aislados clinicos
(Sabbagh et al., 2021), principalmente los integrones clase | se asocian frecuentemente
con plasmidos movilizables y su prevalencia en Gramnegativas es del 22 al 55% (Deng
et al., 2015). En la estructura del Int/1 el segmento 3'-conservado esta constituido por los
siguientes componentes: el gen gacEA 1 relacionado con la resistencia a sales de amonio
cuaternario, el gen sul1 que codifica a la resistencia a las sulfonamidas y el orf5 asociado
con una funcién de acetiltransferasa (Bissonnette & Roy, 1992). Por otra parte, la
estructura del integrén clase Il incluye los genes dfrA1 (dihidrofolato reductasa), sat1
(estreptotricina-acetil transferasa) y aadA71 (aminoglucdsido adeniltransferasa) que
codifican la resistencia a trimetoprima, estreptomicina y estreptomicina/espectinomicina,

respectivamente (Bhat et al., 2023) (Figura 1.9).
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Figura 1.9 Estructura general de los elementos de los integrones clase | y clase Il. Las integrasas se
muestras en color morado, la regién 3’conservada se caracteriza por poseer diferentes genes de
resistencia a antimicrobianos y desinfectantes (qacEA) (Modificada de Sabbagh et al., 2021y Lu et al.,
2022).

1.6 Formacion de biopelicula.

La biopelicula es una estructura de colonias microbianas embebidas en una matriz
polimérica extracelular (EPS) autosecretada que se encuentra altamente hidratada, lo
que propicia un entorno idoneo para que las células se adhieran entre si y sobre
superficies bidticas y abidticas de manera irreversible (Zhou et al., 2022). Ademas,
provee a las colonias bacterianas de resistencia frente los antibidticos, la luz UV, los
biocidas quimicos, la respuesta inmune del huésped y otras tensiones adversas, como
temperatura y pH extremos, alta salinidad, presion y nutrientes pobres, actuando como
una barrera (Yin et al., 2019). Asi mismo, la formacion de biopeliculas se ha asociado
con distintas superficies en ambientes alimentarios, sanitarios y hospitalarios
relacionandose frecuentemente con microorganismos patdégenos y bacterias MDR
(Assefa, 2022).

En la produccion alimentaria las practicas de limpieza insuficientes o ineficientes
permiten que residuos organicos permanezcan en los equipos e instrumentos facilitando
la adhesion bacteriana y por consiguiente la formacion de biopeliculas y su persistencia
los que puede provocar ETAs o promover la descomposicion de los alimentos al reducir
su vida de anaquel (Flemming et al., 2016). Mientras que en los entornos clinicos las

bacterias pueden desarrollar biopeliculas en superficies del material o equipo médico, de
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hecho, muchas de las infecciones intrahospitalarias del tracto urinario y del torrente
sanguineo se asocian con este tipo de material (Bhatta et al., 2018). Asi mismo, se ha
reportado que las biopeliculas les permiten a las bacterias evadir las defensas inmunes
innatas y adaptativas provocando infecciones cronicas causantes de inflamacion
permanente y dafo en el tejido (Gonzalez et al., 2018). Ademas, las enfermedades
asociadas con cepas formadoras de biopeliculas presentan un aumento en sus tasas de
morbilidad y mortalidad de los pacientes y un aumento en las estadias hospitalarias (Del
Pozo, 2018; Donlan, 2001). Tan so6lo en 2019 se estimdé que los microorganismos
formadores de biopeliculas fueron responsables de mas de 65% de las infecciones

intrahospitalarias y 80% de las infecciones crénicas (Preda & Sandulescu, 2019).

De igual forma, diversos estudios han sefialado que las biopeliculas desempefian un
papel importante al facilitar la aparicion de resistencia a los antimicrobianos hasta 10-
1000 veces en comparacion con sus contrapartes planctonicas (Hoiby et al., 2010). Su
constante aparicion en conjunto ha sugerido una posible correlacion entre la resistencia
antimicrobiana y la capacidad de formacién de biopeliculas (Cwiek et al., 2020). Ademas,
se consideran actualmente como puntos calientes para la transferencia de genes (THG)
y por lo tanto un nicho ideal para la diseminacion de genes de virulencia y resistencia a
antibiéticos (Michaelis & Grohmann, 2023; Vyas et al., 2022).

1.6.1 Formacion de biopelicula en E. coli.

La formacion de biopeliculas es un proceso que ocurre en cuatro diferentes etapas: (1)
unién reversible, (2) adhesion irreversible, (3) maduracién y (4) dispersién. Este proceso
es dependiente de cambios en los nutrientes, la temperatura, la presion osmética, el pH

y otros factores del medio ambiente (Watnick, 2000)(Figura 1.10)
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Figura 1.10 Etapas de la adhesion de la biopelicula microbiana. Las células plantonicas se muestras
dispersas antes de comenzar la formacién de la matriz polimerica extracelular. El ultimo estadio es la
dispersion, puede suceder de manera pasiva o activa mediante abrasion en la superficie (Modificada de
de Brito et al., 2022).

En la union reversible, E. coli recibe sefales ambientales y utiliza a los flagelos para
acercarse a la superficie superando las fuerzas repulsivas entre la bacteria y la superficie
lo que le permite fijarse (Belas, 2014). Ademas, otros organulos clave involucrados en la

adhesion inicial son las fimbrias y los curli (Zhou et al., 2022).

En la segunda fase, E. coli cuenta con la capacidad de analizar su entorno adyacente y
realizar la transicidon de la adhesion reversible a la irreversible. Esta etapa se caracteriza
por la secrecion de la matriz polimérica extracelular (EPS) compuesta por proteinas,
lipidos, lipopolisacaridos y acidos nucleicos que le permite funcionar como una barrera
protectora (Shrestha et al., 2016). Para llevar a cabo esta union irreversible, E. coli utiliza
elementos como las fimbrias tipo curli, definidas como estructuras amiloides que facilitan
la adhesion celular y que son codificadas por los operones csgABC y csgDEFG (Bohning
et al., 2024). También encontramos a los pili conjugativos y a las fimbrias tipo 1, estas
ultimas codificadas por el operén fimAICDFGH. Particularmente la proteina FimH puede
unirse a la manosa debido a su dominio de lectina, lo que le permite a E. coli unirse a la

manosa de células eucariotas, EPS y superficies abidticas (Capitani et al., 2006).

La tercera etapa inicia cuando aumenta la densidad de la biopelicula ya que E. coli crece
y se multiplica para formar colonias, aumenta significativamente el EPS formando un gel

en la superficie y se habilita la activacion de la sefalizacion para detectar el quorum
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(Qorum-sensing, un mecanismo de comunicacion celular en las bacterias) (Laganenka
et al., 2016). Este crecimiento celular permite que la biopelicula crezca de manera
tridimensional ya que los polisacaridos (poli-p-1,6-N-acetil-D-glucosamina (PGA) y la
celulosa esta constituida por un homopolisacarido lineal de p-1—4 unido a D-glucosa)

proporcionan estabilidad a través de enlaces covalentes (ltoh et al., 2008).

Finalmente, la fase de dispersion promueve el desprendimiento de bacterias lo que
permite su esparcimiento en el medio ambiente y su consecuente colonizacion de nuevas
superficies. En la dispersion activa las bacterias escapan a través de la degradacion
enzimatica, dejando biopeliculas erosionadas. Por su parte el desprendimiento pasivo se

debe a fuerzas externa como perturbacion humana o abrasion (Kaplan, 2010).
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2. ANTECEDENTES INTERNACIONALES
A nivel global, los productos frescos como vegetales y frutas han ganado popularidad

debido al incremento de su consumo en dietas mas saludables que combinan una baja
densidad energética; no obstante, estos productos al consumirse crudos también
representan un reservorio para microorganismos principalmente bacterias
gramnegativas asociadas a ETAs. En los ultimos afios han aparecido cada vez con mayor
frecuencia reportes en todo el mundo de bacterias resistentes a varios antibioticos
incluidos los de ultima eleccién que se han vinculado al consumo de productos frescos;
por ejemplo, en 2018, Freitag y colaboradores en Alemania tomaron 245 muestras de
vegetales en un periodo entre 2011-2013, de las cuales se aislaron siete cepas de E. coli
productoras de BLEE. Los aislamientos pertenecen al ST973 y ST527, poseen plasmidos
conjugativos IncK e IncHI portadores de genes blacTtx-v-14, IncFIB acarreaba blactx-m-1s,
IncN con blactx-w-65 € InclH2 con blactx-m-125. Varios de estos plasmidos portaban otros
genes asociados a la resistencia a sulfonamidas (sul2), aminoglucésidos (strA y strB),

quinolonas (qnrS1) y fosfomicina (fosA3) (Freitag et al., 2018).

Posteriormente, en 2019 en Nepal, Sapkota y su equipo analizaron 216 muestras de
ensaladas comercializadas en hoteles y restaurantes. Se detectaron 4 aislamientos de
E. coli MDR y productoras de BLEE, de las cuales tres fueron identificados como E. coli
O157:H7. (Sapkota et al., 2019). Por su parte, Lui y colaboradores en este mismo afio
en China, reportaron dos aislamientos de E. coli MDR procedentes de colza (una planta
parecida a la canola) y espinaca que albergaron simultaneamente los genes mcr-1 'y
blanom-si9, respectivamente. El gen de resistencia a la colistina se encontré en los
plasmidos IncX4 y Incl2, mientras que el gen blanom-s lo reportaron en el plasmido IncX3

y el gen blanom-9 en un plasmido no tipificable (Liu & Song, 2019).

En 2020, Oh y colaboradores en Corea del Sur detectaron un aislamiento de E. coli ST10
MDR portadora de los genes mcr-1 y blactx-m-15 proveniente de lechuga. Ellos sugieren
que este hallazgo es debido al contacto con animales destinados a la alimentacion lo que
podrian representar un peligro importante en la transmision directa a los humanos a
través de la cadena alimentaria (Oh et al., 2020). Mas adelante, en ese mismo afio Song

y su equipo recolectaron 1324 muestras de vegetales en mercados minoristas.
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Identificaron 11 cepas de E. coli que eran resistentes a ampicilina, piperacilina,
cefazolina, cefotaxima, acido nalidixico y se reportaron como productoras de BLEE.
Ademas, mediante PCR se identificaron las variantes CTX-M-14, CTX-M-15, CTX-M-55,
CTX-M-27 y CTX-M-65 (Song, Oh, Kim, & Shin, 2020). De igual forma, este mismo afio,
se reportd un aislamiento de E. coli ST1716 proveniente de lechuga producida vy
comercializada en Portugal, que albergd un plasmido IncHI2 que acarre6 el gen mcr-1
relacionado a la resistencia a la colistina flaqueado por IS26; adicionalmente la cepa
portd genes asociados a la resistencia de aminoglucésidos (aadA1, aph(4)-la, aph(6)-I1d,
aac(3)-1V), macrolidos (mdfA), fenicoles (floR), tetraciclinas (tetA) y sulfonamidas (sul2)
(Manageiro et al., 2020).

En 2021, Priyanka y colaboradores, recolectaron 830 muestras de verduras de hoja
verde, de las cuales se recuperaron 117 cepas MDR de E. coli, 40 identificadas como
diarrogénicas y 77 como no diarrogenicas. Asi mismo, reportaron una resistencia de
moderada a alta (30-90%) para amoxicilina/acido clavulanico, ampicilina, gentamicina y
colistina 'y wuna resistencia relativamente baja (>30%) para ciprofloxacino,
trimetoprima/sulfametoxazol y fosfomicina (Priyanka et al., 2021). En ese mismo afo,
Kurritu y su equipo en Finlandia, analizaron 60 muestras de verduras provenientes de 16
paises diferentes de Europa y Asia, en estas se identificaron dos cepas de E. coli (ST155
y ST479) MDR productoras de BLEE aisladas de cilantro producido en Malasia. Mediante
secuenciacion del genoma completo se identificaron los genes aph(3’)-la, aph(3’)-Ib,
aph(4)-la, aph(6)-lb, aac(3)-IV y aadAS5, asociados a la resistencia contra los
aminoglucdésidos, blactx-m-55, blatem-18 Yy blactx-m-65, relacionados con la resistencia a
betalactamicos, 0gxA y ogxB asociados a las quinolonas, sul1, sul2 y sul3 relacionados
con las sulfonaminas, dfrA14 y dfrA17 asociado a la resistencia a trimetroprim y tetA con
las tetraciclinas. Aunado a esto se identificaron los replicones IncFIB, IncFll y p0111 que
habian sido descritos en otros trabajos como conjugativos (Kurittu et al., 2021). Un ano
después, Chelaghma y colaboradores en Argelia identificaron cepas 16 cepas de E. coli
blatem positivas y 11 cepas blacTx-m-15 positivas, pertenecientes a ST101, ST216 y
ST2298. Ademas, cinco aislamientos portaron genes de carbapenemasas (blaoxa-4s y/o
blaviv-4) y dos mas poseian mcr-1. Posteriormente, mediante ensayos de conjugacion se
confirmd la capacidad de transferencia de los genes blaoxa-4sy mcr-1. (Chelaghma et al.,
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2022). Mientras tanto en Estados Unidos, Moon y colaboradores recolectaron 88
muestras de verduras que incluyeron brotes de verduras, lechuga, hierbas, espinaca,
hongo, col, col rizada, perejil y ensalada mixtas. Dos de las muestras fueron positivas
para la presencia de Enterobacterales productores de AmpC y ocho cepas
pertenecientes a los géneros Escherichia (3), Enterobacter (2), Serratia (2) y
Pseudomonas (1) fueron productoras de BLEE y mediante secuenciacion del genoma
completo se identificaron los genes blashv-s6 y blarona-s en Escherichia y Enterobacter,
(Moon et al., 2022).

Por otra parte, el grupo de Habib, en el 2023 reportd un estudio en el cual tomaron 400
muestras de productos frescos (rucula, repollo, cilantro, eneldo, nueve variedades de
lechuga, hojas de cebolla, perejil, espinaca y paquetes mixtos) utilizados en ensaladas
comercializadas por minoristas en los Emiratos Arabes. Se aislaron 145 cepas de E.coli
que exhibieron resistencia fenotipica a la ampicilina (20,68%), tetraciclina (20%) y
trimetoprima-sulfametoxazol (10,35%). En total 20 cepas fueron MDR, de las cuales se
seleccionaron 18 cepas y se sometieron al analisis del genoma completo, mediante el
cual se observd que el 50% (9/18) de las cepas albergaron al gen blactx-v-15y ademas
en general albergaron de 8 a 25 genes de virulencia por genoma, siendo los genes mas
prevalentes csgA, hlyE, fimH, iss, afa, iuc y esp vinculados tanto a patotipos intestinales
como a extraintestinales (Habib et al., 2023). Por su parte en China, en ese mismo afio
se reportd por el equipo de Cao, que al muestrear 575 vegetales (tomates, espinacas,
lechugas y coles) se identificaron cinco cepas de E. coli MDR (O101:H4, O8:H18 y
0O11:H25). Un aislamiento que fue recolectado de espinacas presentaba resistencia a
cefalosporinas de tercera generacion, asi como la produccion de BLEE (Cao et al., 2023).
De manera similar, en India se recuperaron 77 EXPEC, después de analizar 1780
muestras de vegetales (pepino, zanahoria, tomate, rabano, chile, cilantro, menta, cebolla,
repollo y espinaca), el 23.3% de las cepas se identificaron como UPEC y el 24.6% como
SEPEC, de manera interesante el 29.8% fue clasificado como hibrido UPEC-SEPEC y
finalmente el 22% se mostrd indefinido debido a fallas en los criterios utilizados para
definir un patotipo EXPEC determinado; la mayoria se clasificé dentro los linajes
filogenéticos A, D/E, B1 y clado 1. Asi mismo, el 100% de las cepas fueron resistentes a

multiples antibidticos enlistando a los de primera linea como nitrofurantoina,

42



sulfametoxazol, ampicilina y gentamicina seguidos de la colistina utilizada en infecciones
ocasionadas por bacterias Gramnegativas resistentes a multiples antibidticos (Priyanka
et al., 2023).

En 2024, en China, Sun y su equipo, identifican 48 aislamientos de E. coli resistentes a
fluoroquinolonas (levofloxacino y acido nalidixico) provenientes 157 muestras de
vegetales (repollo, tomate, tomate cherry, pepino, espinaca, lechuga, lechuga romana,
apio y cilantro). Veintiocho aislamientos fueron productores de BLEE en los cuales se
identificaron los genes blacTx-m-s5, blactx-m-15, blactx-m-27, blactx-v-14, blactx-u-123, blacTtx-u-
24, blacmy-2, blaLap-2 y blaoxa-1 y blatem-1b. Resaltando que 17 de estos aislamientos
contenian simultaneamente blatem-1b y blactx-m frecuentemente acarreados en plasmidos
IncF (IncFIA, IncFIB e IncFll), Incl-1 y p0111 de manera decreciente. Ademas, se
identifico que el 75% de los aislamientos contenian >10 secuencias de insercién por
genoma. Asi mismo reportan que el 2.6% de los aislamientos provenientes de vegetales
fueron resistentes a fosfomicina, mientras que frutas fue del 16.5% (Sun et al., 2024).
También, en China Lu-Chao y colaboradores recuperaron siete aislamientos de E. coli
(ST10, ST93, ST206, ST746, ST6736, ST7058 y ST7458) provenientes de col,
zanahoria, pepino, espinaca y brocoli. Todas las cepas fueron descritas como MDR y
portaban el gen blanom-s. De los siete aislamientos de E. coli, s6lo uno no mostro la
capacidad de transferir el plasmido en el que se albergaba el gen blanowm-s, entre los seis
restantes, cuatro portaron plasmidos tipo IncX3 y dos portaban plasmidos tipo IncHI2 (Lv
et al., 2024). Finalmente, Rueda-Furlan y colaboradores en 2024 en Brasil reporta un
aislado de espinaca de E. coli ST155 MDR portadora de blanow-1 ademas de blarer-2,
blaoxa-1, blatem-18, qnrVC1, aac(6')-lb-cr, aac(3)-lla, aac(6')-lan, aph(3")-Ib, aph(6)-Id,
aadA1, aadA2b , tetA, sull, sul2, sul3, dfrA6, cmlA1, catA2, catB3 y arr-3. También
identificaron los replicones IncC, IncFIB, ColpVC, ColRNAI, Col440l, Col440Il, Col
(MG828) y Col(pHAD28) en las cepas aisladas (Furlan et al., 2024).
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3. ANTECEDENTES NACIONALES.

En México, los analisis de cepas de E. coli MDR en alimentos son escasos, ya que la
bacteria es considerada en primera instancia unicamente como indicador de la calidad
sanitaria y solamente toma relevancia cuando se relaciona a un patotipo diarreagénico

especifico asociado a ETAs.

En 2010, se realizé un estudio en Hidalgo donde se determinaron 33 muestras positivas
para E. coli en vegetales (11 muestras de lechuga, 11 de espinacas y 11 de acelgas) en
tiendas de conveniencia y supermercados, de las cuales el 78% mostro resistencia al
menos a cuatro antibidticos de los 10 analizados, principalmente a ciprofloxacino un
antibiotico de amplio espectro; los autores consideran que E. coli resistente podria llegar
a los alimentos vegetales a través de aguas residuales o cloacales de origen humano o
avicola (Miranda et al., 2010).

Mas adelante en 2012, igualmente en el estado de Hidalgo, Cerna-Cortés y
colaboradores recolectaron 100 muestras de brotes de alfalfa en mercados minoristas.
En el 84% se identifico E. coli y el analisis molecular permitié determinarlas como ETEC
(2%), EPEC (3%) y STEC (5%), mientras que el resto de las cepas (74%) no mostro la
presencia de genes asociados a algun patotipo intestinal. Adicionalmente para las
muestras positivas se cuantifico la carga bacteriana, encontrando concentraciones que
oscilaron entre 210-240 NMP/g para ETEC, 28-1100 NMP/g para EPEC y 3.6-460 NMP/g
para STEC (Cerna-Cortes et al., 2013). En ese mismo ano Castro-Rosas y colaboradores
analizaron 130 muestras de ensaladas listas para el consumo y detectaron que el 6.2%
de las muestras estaban contaminadas con cepas diarrogénicas (DEC), con mayor
frecuencia EIEC, ETEC y STEC no 0157 (Castro-Rosas et al., 2012).

Nuevamente en Hidalgo, Gomez-Aldapa y colaboradores analizaron 100 muestras de
jugo de betabel comercializado en cuatro diferentes mercados. En este caso, el 9% de
las muestras albergaron E. coliy de estas 4% fue identificado como EPEC, ETECy STEC
no O157 (Castro-Rosas et al., 2012). Un afio después en Guadalajara, Torres-Vitela y
colaboradores analizaron 280 muestras de jugo de zanahoria. EI 100% mostré una
calidad sanitaria deficiente al detectar en todas coliformes totales y fecales ademas de

la presencia de E. coli identificadas en el 5% de los casos como DEC (Torres-Vitela et
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al., 2013). Estos resultaron sugieren que el lavado, desinfeccion y/o la manipulacion de

estos productos vegetales antes de procesarse, son ineficientes o nulos.

Posteriormente, en 2016 también en Hidalgo, Gomez-Aldapa y colaboradores
recolectaron 300 muestras de nopales en mercados publicos, 100 fueron nopales crudos
enteros y sin espinas, 100 crudos y procesados en cuadrados pequefios y 100 ensaladas
de nopales cocidos. En todas las muestras se determind la presencia de E. coli y
mediante PCR se identificaron tres patotipos principalmente: STEC, EPEC y ETEC.
Ademas, todas las cepas de E. coli fueron resistentes al menos a 6 antibidticos
(amoxicilina con acido clavulanico, eritromocina, gentamicina, kanamicina, colistina y
amikacina) de los 16 que se emplearon para el ensayo (Gémez-Aldapa et al., 2016a). El
mismo grupo de trabajo analizé posteriormente 100 muestras de cilantro comercializado
en mercados publicos y se identificaron nueve cepas de E. coli MDR, de las cuales 3
fueron identificadas como STEC, dos cepas como ETEC y una correspondio al patotipo
EPEC. El 100% de las cepas fueron resistentes a amoxicilina con acido clavulanico,
amikacina, colistina, gentamicina y estreptomicina; en el caso del ciprofloxacino fue el

50% y para la tetraciclina el 33% de las cepas (Gomez-Aldapa et al., 2016b).

Finalmente, en la ciudad de Puebla Carredn-Ledn en el 2019, recuperd 12 cepas de E.
coli a partir de 143 muestras de diferentes vegetales obtenidos de establecimientos fijos
y ambulantes de la ciudad de Puebla, siendo lechuga (21%), tomate (17%), cebolla con
cilantro (13%), pepino (12%), cebolla (9%), zanahoria (6%), rabano (6%), cilantro (5%),
coles de Bruselas (3%), cebolla roja (3%), apio (1%), espinaca (1%), una mezcla de
tomate, cebolla y cilantro (1%), calabaza (1%) y pimiento verde (1%). Todas se
clasificaron como MDR, diez fueron productoras de BLEE, las dos restantes portaron el
gen blacuy2. También se identificaron genes relacionados con la resistencia a
aminoglucosidos (aac(3)-Il y aadA), trimetroprima (dfrA1/5/14, dffA12 y dfrA7/17),
sulfonamidas (sul1 y sul3), tetraciclinas (tetA) y fenicoles (catA). Todas las cepas portaron
al menos un plasmido, el replicon mas frecuente fue IncF; asi como la relaxasa mas
identificada fue MOBF y se identificaron una gran cantidad de sistemas de adiccién de
los plasmidos (3-4 en promedio por cepa) siendo los mas comunes relBE, srnBCy pemKI
(Carredn-Ledn, 2019).
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4. JUSTIFICACION.

En México el consumo de productos frescos ha ido en incremento, esto debido a que se
encuentra asociado con la prevencion de enfermedades no trasmisibles. En ese sentido
la OMS recomienda que el consumo diario de productos frescos sea al menos 400 g; de
hecho, en México de acuerdo con datos de la FAO el consumo per capita de estos
productos es de 220 a 350 gramos diarios. Esto aunado a que nuestro pais se encuentra
entre los diez mayores productores de frutas y vegetales con 38 millones de toneladas
anuales y se considera que estas cifras se incrementaran conforme se migre a un estilo

de consumo de alimentos mas nutritivos.

Sin embargo, los productos frescos, a pesar de sus beneficios, son susceptibles a la
contaminacioén por bacterias patdgenas como E. coli, especialmente cuando los procesos
de cultivo, manipulacion, lavado y desinfeccion son deficientes o nulos, lo que ha
generado que se asocien cada vez con mayor frecuencia a ETAs que pueden derivar en
brotes alimentarios. Asi mismo, la presencia de E. coli en la cadena alimentaria no sélo
se limita a la mera presencia de cepas patdogenas sino también implica un riesgo de
transmision de genes de resistencia a antimicrobianos, o que agrava aun mas el
problema. Se ha documentado que este intercambio genético puede ocurrir en el
intestino después del consumo de alimentos contaminados; no obstante, también se
discute la probabilidad de que esto suceda en la superficie de los alimentos y/o en las
superficies inertes durante el procesamiento de los alimentos bajo condiciones
favorables para el intercambio de material genético como la formacion de biopelicula,

aunque este proceso aun se encuentra poco claro.

La importancia de este estudio radica en esclarecer el papel de los alimentos frescos
como reservorios de E. coli con genes de virulencia y resistencia, y su capacidad para
transferir estos determinantes a otras bacterias mediante elementos genéticos méviles
(EGM). Através de un analisis bioinformatico de genomas de E. coli disponibles en bases
de datos y un estudio de cepas de E. coli recuperadas de vegetales en comercios locales
en Puebla, este trabajo contribuye al conocimiento epidemiolégico sobre cepas

resistentes a antibidticos en ambientes no hospitalarios. Ademas, ayuda a determinar
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cdmo estas cepas pueden influir en la propagacion de genes de resistencia y virulencia,

adoptando un enfoque One Health, que integra la salud humana, animal y ambiental.
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5. OBJETIVOS.

5.1 OBJETIVO GENERAL.
Identificar los elementos genéticos responsables de la movilizacion de genes de

virulencia y resistencia a antibidticos en cepas de Escherichia coli aisladas de productos

frescos, y evaluar su capacidad para formar biopeliculas, adherirse e invadir células

humanas. Comparar estos elementos genéticos con los presentes en genomas de

Escherichia coli de origen alimentario y clinico depositados en bases de datos publicas.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1.

Elaborar una base de datos de todos los genomas de Escherichia coli
provenientes de muestras clinicas humanas o alimentarias depositados en bases

de datos publicas hasta el 31 de diciembre de 2020.

. Realizar la caracterizacion de los plasmidos identificados en los genomas de

Escherichia coli provenientes de muestras clinicas humanas o alimentarias

depositados en bases de datos publicas.

2.1 Establecer el tamafo y numero de plasmidos en cada genoma.

2.2 Identificar el grupo de incompatibilidad de los plasmidos.

2.3 Clasificar los plasmidos de acuerdo con las unidades taxondomicas
plasmidicas (PTU).

2.4 Evaluar el potencial de movilizacion de los plasmidos de acuerdo con la
presencia de los elementos de la maquinaria de conjugacion: origen de
transferencia (oriT), relaxasa, sistema de secrecion tipo IV y proteina de
acoplamiento IV.

2.5 Investigar los genes de virulencia y resistencia a antibiéticos en plasmidos

conjugativos y no conjugativos.

Determinar el numero y tamafio de plasmidos de las cepas de E. coli aisladas de

productos frescos.

Realizar la secuenciacion y el analisis bioinformatico del genoma completo de las

12 cepas de E. coli aisladas de productos frescos.

4.1 Identificar el grupo de incompatibilidad de los plasmidos en cada genoma.
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4.2 Clasificar los plasmidos de acuerdo con las unidades taxondmicas
plasmidicas (PTU).

4.3 Evaluar el potencial de movilizacion de los plasmidos de acuerdo con la
presencia de los elementos de la maquinaria de conjugacion: origen de
transferencia (oriT), relaxasa, sistema de secrecion tipo IV y proteina de
acoplamiento IV.

4.4 Investigar los genes de virulencia y resistencia a antibioticos en los plasmidos

encontrados.

. Evaluar el fenotipo de susceptibilidad a fosfomicina de las cepas de E. coli

aisladas de productos frescos.

. Determinar la capacidad de transferencia del plasmido de la cepa A23EC, aislada

de espinacas.

. Determinar la produccion de betalactamasas tipo AmpC de las cepas AG5EC y

A134_1EC, aisladas de cilantro listo para el consumo.

. Evaluar la produccion de biopelicula de las 12 cepas de E. coli provenientes de

productos frescos.

. Realizar ensayos de adherencia e invasion en células HelLa de las 12 cepas de E.

coli provenientes de productos frescos.
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6. MATERIALES Y METODOS

Esquema general de trabajo

Cepas aisladas de
vegetales

Elaborar una base de datos de todos los genomas de Escherichia coli
provenientes de muestras clinicas humanas o alimentarias
depositados en bases de datos publicas

l

Realizar la caracterizacion de los plasmidos identificados en los genomas
de Escherichia coli provenientes de muestras clinicas humanas o
alimentarias depositados en bases de datos publicas

Determinar mediante PFGE + S1 el nimero de tamafio de plasmidos
albergados en las cepas de E. coli aisladas de productos frescos

!

Evaluar el fenotipo de susceptibilidad a fosfomicina de
las cepas de E. coli aisladas de productos frescos.

Realizar la secuenciacion del genoma completo
de las 12 cepas de E. coli aisladas de productos frescos

y

Realizar el analisis bioinformatico: del resistoma, viruloma y
plasmidoma de las cepas de E. coli

PRIMERA
ETAPA

SEGUNDA
ETAPA

l

Cepa A23EC

Cepas AGSEC y A134_1EC

|

Determinar la capacidad de
transferencia del plasmido
pA23EC

Determinar la produccion de
betalacatamasas tipo AmpC

A

y

A101EC Yy

Cepas ABEC, A38EC,

A134_1EC

Evaluar la C
minima i
(CMI) de fi

oncentracion
nhibitoria -
‘osfomicina

+

Evaluar la produccion de biopelicula
de las 12 cepas de E. coli

y

Realizar ensayos de adherencia en células Hela
de las 12 cepas de E. coli provenientes de productos frescos

l

Realizar ensayos de invasion en células Hela de
las 12 cepas de E. coli provenientes de productos frescos
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6.1 Seleccion de genomas de E. coli de bases de datos publicas.

Se seleccionaron genomas de E. coli completamente ensamblados depositados hasta el
31 de diciembre de 2020 en la base de datos GenBank y se verificd la presencia de
secuencias quimeéricas, contaminadas, duplicadas o mal ensambladas, para eliminarlas
del estudio. La base de datos final contiene genomas que pasaron estos controles de
calidad. Se excluyeron 93 secuencias porque se definieron como andmalas, que
correspondian a secuencias parciales de ADN cromosémico o plasmidico, no disponibles
o duplicadas por actualizacion de su numero de ensamblaje o eran secuencias de control
interno de plataformas de secuenciacion. Se realizé el curado manual con la base de
datos del Pathosystems Resource Integration Center (PATRIC) (Snyder et al., 2007).
Ademas, se colecté la informacion depositada en cada Bioproject, Biosample o articulos
asociados para confirmar el tipo de muestra y la fuente de aislamiento y se seleccionaron
aquellas provenientes de alimentos y muestras clinicas humanas. Cada una de las cepas
asociadas a los genomas se consideré unicamente de la fuente reportada por los
autores. Los archivos descargados de cada genoma fueron fna (acidos nucleicos fasta),
faa (secuencia de proteinas fasta) y gbk (formato GenBank); estos archivos se utilizaron
dependiendo de lo solicitado en cada herramienta bioinformatica. Ademas, todos los
plasmidos se obtuvieron de la base de datos de nucleétidos NCBI, International
Nucleotide Sequence Database Collaboration (INSDC), que incluye DDBJ, EMBL-EBI y
GenBank) y RefSeq; prefiriendo los registros RefSeq a los registros INSDC. Se requeria
que el registro tuviera la etiqueta de ensamblaje “genoma completo”. Cuando el registro
de plasmido se vinculé a multiples ID de ensamblaje, solo se asignd a este registro el
ensamblaje con la etiqueta "mas reciente". La descripcidon de cada genoma clinico y
alimentario se pueden descargar en
https://pmc.ncbi.nim.nih.gov/articles/instance/10896638/bin/NIHMS1964253-
supplement-Table S1A.docx
https://pmc.ncbi.nim.nih.gov/articles/instance/10896638/bin/NIHMS1964253-
supplement-Table S1B.docx
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6.2 Cepas de E. coli aisladas de vegetales recolectados en la ciudad de Puebla.

Se seleccionaron 12 cepas de E. coli multidrogoresistentes, aisladas de diferentes
vegetales crudos listos para el consumo, recolectados en la ciudad de Puebla por
Carredn-Leon,2019 en el periodo de noviembre de 2017 a abril de 2018 a partir de
establecimientos fijjos y ambulantes. Carredn-Le6n,2019 identific6 a estas cepas
mediante pruebas bioquimicas (bioMérieux, Francia) siguiendo los esquemas del manual
de pruebas bioquimicas para la identificacion de bacterias clinicamente importantes de
MacFaddin (MacFaddinJ.F., 2003). Ademas, se utilizaron los genes ybbW y uidA
especificos de E. coli para confirmar su identidad mediante PCR (Silkie et al., 2008;
Walker et al., 2017) y caracterizé parcialmente estas cepas (Tabla 6.1). Las cepas se
encontraron almacenadas en crioviales con 1 ml de caldo infusién cerebro corazén (BHI)
y glicerol al 15% a -70°C e identificadas mediante un numero designado por el

Laboratorio de Microbiologia Hospitalaria y de la Comunidad (LMHyC).

Tabla 6.1 Caracteristicas de 12 cepas de E. coli aisladas de vegetales (Carre6n-Le6n,2019).

ID Cepa Vegetal esta-tl)-:gcc:)i%?ento Filogrupo | BLEE | blacrx-v | blatem | blaoxa | blasny | blacmy
AGEC Tomate Fijo Bl + + - - - -
A7TEC Pepino Fijo Bl + + - - -
A23EC Espinaca Fijo B2 + + - + - .
A38EC Tomate Fijo A + + + - - -
A44EC Lechuga Ambulante A + + + - - -
AG5EC Cilantro Ambulante A - - + - - +
AegEC | Cebollacon | s pilante | Clado 172 |+ + i ] ] ]
cilantro
Al101EC Cecki)l(;l 'I;'::rgon Ambulante B1 + + - - - -
Al122EC Rabanos Ambulante A + + + - - -
Al134_1EC| Cilantro Fijo A - - - - - +
Al34_2EC| Cilantro Fijo Bl + + - - - -
Al143EC Cepolla con Ambulante A + + + - - -
cilantro
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6.3 Extraccion de ADN y secuenciaciéon masiva de las 12 cepas de E. coli.

El ADN total se extrajo con el Kit de purificacion Wizard Genomic ADN Purification,
Promega Corporation. Ma, USA siguiendo las indicaciones del proveedor. La
concentracion del ADN se midié en el NanoDrop 2000® (Thermo Scientific) y la calidad
se evalud realizando un corrimiento electroforético en un gel de agarosa al 0.5% con 0.5-
1ul de ADN. ElI ADN de las cepas fue secuenciado mediante lllumina Nextseq, 2x75 pb,
con 5 millones de lecturas “paired-end” y con Oxford Nanopore con 100x de profundidad
en el Instituto de Biotecnologia de la UNAM (IBT).

6.4 Analisis bioinformatico de genomas de E. coli de la base de datos y las 12 cepas
secuenciadas.

Los genomas provenientes de la base de datos y de las 12 cepas se asignaron a un
filogrupo de E. coli utilizando ClermonTyping 1.4 (Beghain et al, 2018)
(http://clermontyping.iame-research.center). Ademas, los perfiles MLST se predijeron
utilizando el esquema MLST de siete genes de Achtman en PubMLST para E. coli
(https://pubmilst.org/organisms/escherichia-spp (consultado el 26 de febrero de 2021), los
serotipos (O:H) se determinaron mediante la herramienta con Serotype Finder 2.0
(Joensen et al., 2015) (https://cge.cbs.dtu.dk/services/SerotypeFinder/), y los patotipos
diarragénicos EPEC, ETEC, STEC, EIEC, DAEC, EAEC se asignaron segun la
presencia de genes marcadores de virulencia especificos para cada patotipo descritos
por Robins-Browne et al., 2016 utilizando la herramienta BLASTn (85% de identidad y
60% de longitud minima, y valor E <0.000001) aquellos que contenian marcadores
pertenecientes a diversos patotipos se describieron como hibridos y se nombraron de
acuerdo con la literatura. Para los genomas contenidos en las bases de datos se incluy6
la fuente de aislamiento para la designacion del patotipo UPEC, cuando estuvo

disponible la descripcion del patotipo se describié como la publicacién original.

6.4.1 Analisis bioinformatico de plasmidos de genomas E. coli de la base de datos
y 12 genomas de cepas secuenciadas aisladas de productos frescos.

Para identificar los plasmidos en cada secuencia se realizé una revision manual y

mediante la herramienta PlasmidFinder 2.1
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(https://cge.cbs.dtu.dk/services/PlasmidFinder/) (Carattoli et al., 2014) (85 % de identidad
y 60 % de longitud minima) se identifico el replicon para cada plasmido (Carloni et al.,
2017). Ademas, para los plasmidos asignados al grupo IncF se usdé pMLST
(http://pubmist.org/plasmid/) para determinar los subtipos (Villa et al., 2010). Las
Unidades Taxondmicas Plasmidicas (PTU) fueron identificadas por COPLA utilizando los
parametros predeterminados (Redondo-Salvo et al., 2021)

(https://castillo.dicom.unican.es/copla/).

La presencia de elementos de conjugacion en plasmidos se determind utilizando la
herramienta OriTfinder 1.1 (Li et al., 2018) (https://bioinfo-mml.sjtu.edu.cn/oriTfinder/)
con el parametro de E-value 0.000001 y 90% de identidad. La identidad de las relaxasas
se confirmo con MOBScan (Garcillan-Barcia et al., 2020)
(https://castillo.dicom.unican.es/mobscan) con la configuracién predeterminada.
Mientras que la clasificacion de los plasmidos se establecié segun su contenido de MOB
y MPF: Conjugativos (presencia de oriT, relaxasa, TC4P y TSS4); no movilizables
(ausencia de oriT o relaxasa) y movilizables (presencia de oriT y relaxasa, con TC4P
variable) (Smillie et al., 2010) y la busqueda de sistemas de adiccion de tipo | (pndAD,
smBC y hok-sok) y tipo Il (ccdAB, relEB, parDE, pemKI y vagCD) se realiz6 mediante
alineamiento BLASTn con los parametros 90% de cobertura, 80% de identidad y valor E
< 0,000001; el sistema se considero presente si las secuencias Antitoxina-Toxina (AT) se

encontraban adyacentes.

6.4.2 Analisis bioinformatico de genes de virulencia y resistencia a antibiéticos
de los genomas de las bases de datos y los 12 genomas de las cepas
secuenciadas.

Todos los genomas se anotaron inicialmente con Prokka 1.14.6 (Seemann, 2014).
Posteriormente, los genes de resistencia a los antimicrobianos se detectaron utilizando
ResFinder v4.1 (https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/) (Bortolaia et al., 2020) (con
parametros 80% de cobertura, 90% de identidad e E-value de 0.0001) y Comprehensive
Antibiotic Resistance Database (CARD) v3.2.5 (https://card.mcmaster.ca/analyze)
(McArthur et al., 2013) por el Identificador de Genes de Resistencia (RGI) con el algoritmo
“estricto”. El perfil genético de virulencia se establecié en funcién de la deteccion de
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genes en VirulenceFinder v2.0 (con identidad del 90% y la cobertura del 70%)
(https://cge.cbs.dtu  .dk/services/VirulenceFinder/) (Tetzschner et al.,, 2020),
VirulenceFinder database (VFDB) y VFanalyzer con parametros predeterminados
(http://www.mgc.ac.cn/cgi-bin/VFs/v5/main.cgi, consultado el 20 de octubre de 2021) (Liu
et al., 2019). Por su parte, el virotipo se asignd segun la presencia de genes de virulencia
siguiendo los esquemas descritos anteriormente (Barrios-Villa et al., 2018a; Nicolas-
Chanoine et al., 2014). Las islas de patogenicidad se predijeron utilizando IslandViewer
4, que utiliza tres métodos independientes para la prediccion de islas: IslandPick,
IslandPath-DIMOB y SIGI-HMM  (https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer)
(Bertelli et al., 2017), la comparacién de las islas de patogenicidad se realiz6 utilizando
Blastn v2.13 e Easyfig v2.2.5 (Sullivan et al., 2011) utilizando las secuencias de las cepas
prototipo reportadas por Desvaux et al.,, 2020. También, se realizé un analisis de
enriquecimiento con 10,000 bootstrap aleatorios para evaluar la prevalencia relativa de
los genes (virulencia o resistencia) compartidos en ambas poblaciones. Finalmente, el
indice de Jaccard (IJ) se empled para medir la coocurrencia de dos caracteristicas
binarias (presencia de genes de virulencia y/o resistencia y la asignacion del plasmido a
Inc/PTU especifica), este valor varia de 0 (exclusion mutua) a 1 (coocurrencia total) de

acuerdo con la siguiente férmula:

1 #plasmidos con m, y my,

mm;) = — = S
J(my J ) |M| 4 #plasmidos con con m, 0 my,
me

Donde M es el conjunto de plasmidos que pertenecen a un Inc o PTU determinado, ma
es el numero de plasmidos que tienen resistencia (JI para resistencia) o virulencia (JI
para virulencia) en plasmidos alimentarios y mp el numero que tiene resistencia (JI para

resistencia) o virulencia (JI para virulencia) en plasmidos clinicos.
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6.4.3 Analisis bioinformatico de elementos genéticos méviles de genomas E. coli
de la base de datos y 12 genomas de las cepas secuenciadas aisladas de
productos frescos.

Las secuencias de insercion y los transposones se identificaron con Mobile Element
Finder v1.0.3 (https://cge.food.dtu.dk/services/MobileElementFinder/) (Johansson et al.,
2021) y la identidad de las secuencias de insercion se confirmé utilizando ISfinder.
(Siguier et al., 2006); mientras que VRprofile2 (https://tool2-mml.sjtu.edu.cn/VRprofile/)
(Wang et al., 2022a) se utilizd para identificar el entorno genético de los genes de
resistencia. Asi mismo, se utilizo6 CD-HIT-EST (Li & Godzik, 2006) para agrupar
estructuras similares con mas del 99% de cobertura y similitud, y se representé una

comparacion estructural genética multiple utilizando Easyfig v2.2.5 (Sullivan et al., 2011).

6.4.4 Relacion filogenética.

6.4.4.1 Relacion filogenética del analisis de los genomas de E. coli recolectados
de las bases de datos publicas.

Para analizar la relacion filogenética, se utilizé CSI Phylogeny 1.4
(https://cge.cbs.dtu.dk/services/CSIPhylogeny) empleando los genomas de E. coli
alimentaria y clinica utilizando los parametros predeterminados con la cepa E. coli K-12
(NC_000913.3) como referencia (Kaas et al., 2014). Posteriormente, el dendrograma se
construyo utilizando el método de maxima verosimilitud con 1000 réplicas de arranque
utilizando Fastree 2.1 (Price et al., 2013). Finalmente, se visualizé utilizando iTOL 6.0
(https://itol.embl.de/) (Letunic & Bork, 2021).

6.4.4.2 Relacion filogenética de la cepa A23EC

La cepa A23EC aislada de espinaca fue seleccionada ya que sobresalié por ser una cepa
perteneciente al linaje pandémico ST131-B2-025:H4-H30-Rx. El analisis inicial fue la
comparaciéon de A23EC con otros 86 genomas ST131 de E. coli completamente
ensamblados depositados en GenBank, pertenecientes a los clados A, B y C. Los
metadatos recopilados fueron la fuente de aislamiento, el afio de muestreo y el pais de

origen (Anexo S1). Todos los genomas de E. coli denominados “clinicos” (66 genomas)
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se asociaron con infecciones humanas de cepas recuperadas de orina (27.2%), sangre
(19.6%), esputo (3.0%) y heces (3.0%). La categoria “animal” (4 genomas) represento
muestras de perro, gato y cerdo. La categoria “ambiental” (3 genomas) incluye cepas
aisladas de aguas residuales. Trece genomas no fueron clasificadas segun su tipo de
muestra y fueron etiquetados como “sin datos disponibles”. Se uso el Método de grupos
de pares no ponderados usando promedios aritméticos (UPGMA) y se realiz6é con base
en SNP, utilizando el grafico de Newick obtenido con CSI Phylogeny
(https://cge.cbs.dtu.dk/services/CSIPhylogeny-1.2, consultado el 27 de junio, 2022)
(Kaas et al., 2014) con la cepa EC598 O25b:H4-ST131 de E. coli MDR como genoma de
referencia (NZ_HG941718.1), caracterizada como productora de la B-lactamasa de
espectro extendido CTX-M-15, resistente a fluoroquinolonas y porta la adhesina fimbrial
tipo 1 fimH30. (Forde et al., 2014). El arbol filogenético también se visualizé utilizando el
software iTOL (https://itol.embl.de) (Letunic & Bork, 2021).

6.5 Analisis del tamafio y numero de plasmidos de las 12 cepas aisladas de
vegetales.

Se realizé la determinacion del numero y peso molecular de los plasmidos con
electroforesis en gel de campos pulsados con nucleasa S1 (PFGE-S1). Esta técnica
permite la visualizacion y determinacion de peso molecular de los plasmidos, ya que se
utiliza la enzima S1 para linealizar plasmidos. La cepa E. coli NCTC 50192 que posee
cuatro plasmidos de tamafnos conocidos (155.8, 61.3, 40.1 y 6.8 Kb) se emple6 como
cepa control y se utilizo el programa Gel Quant Express ® para calcular el peso molecular

de los plasmidos.

6.5.1 Preparacion de insertos

A partir de un cultivo puro crecido durante 18 horas en agar infusion cerebro corazén
(BHI), se realizé una suspension en 3 ml de Buffer TE 1X (10mM Tris y 1mM EDTA, con
pH 8) hasta conseguir una turbidez de 3 de McFarland en el densitometro. Se prepard
agarosa de bajo punto de fusion (Pulsed Field Certified Agarose, Biorad) al 1.5% en TE
(10 mM Tris-HCI pH=8, 0.1 mM EDTA pH=8,0) y se mezclé con 0.5 ml de la suspensién
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bacteriana, para finalmente distribuirse en moldes y generar los insertos que se dejaron

resguardados en refrigeracion (7°C) hasta su uso.

6.5.2 Lisis bacteriana
En un microtubo se afadié 1 ml de buffer de lisis (Tris 50mM pH=8, EDTA 50mM pH=8,
Sarcosil 1%, 0.1 mg/L proteinasa K) y se colocé un inserto para llevarlo a bafio maria a
54°C durante 24 horas.

6.5.3. Lavado de insertos
Una vez concluido el tiempo de incubacion se retird del bafio maria, se elimind el buffer
de lisis, se recupero el inserto y se colocd en un tubo Falcon de 15 ml y se realizaron

lavados de la siguiente forma:

a) Se anadieron 7 ml de agua destilada estéril y se incub6 durante 10 min en
bafo maria a 54°C. Se repitid 3 veces.

b) Se elimind el agua destilada, se afiadieron 7 ml de buffer TE y se incubo
durante 10 min en bafio maria a 54°C. Se repitio 2 veces.

c) Por ultimo, se anadieron 7 ml de buffer TE y se incubd durante 10 min a

temperatura ambiente.

Finalmente, los insertos se colocaron en microtubos y se afiadieron 500 ul de TE y se

guardaron a 4°C.

6.5.4 Digestion enzimatica con nucleasa S1.

Medio (1/2) inserto de cada cepa se digirié con la enzima S1. El volumen final del tampon
de digestiéon fue de 100 pl por tubo, a los que se afiadieron 160 U/ul de enzima S1
(Fermentans Thermo Scientific®), 20 yl de Buffer 5X de la enzima y agua estéril. Se

incubo por 40 min a 36°C.
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L Concentracién
Reaccion Volumen

final
Enzima S1 | 1.6 ul 0.08 U/mL
Buffer 5X | 20 pl Buffer 1X

Agua 78.4 pul -
Vol. Final 100 pl -

Posteriormente la digestion se detuvo colocando 150 ul de EDTA 0.5 M y sarcosil (N-

Lauroylsarcosine sodium salt, Merck®) al 1% y se colocé en hielo durante 10 min.

6.5.5 Preparacion del gel de agarosa.

Posteriormente los insertos se cargaron en el gel de agarosa (BIORAD®) al 1.2% con
130 ml de TBE 0.5X, el exceso de liquido en el inserto se elimina con papel absorbente.
Se coloco la cepa E. coli NCTC 50192 en el primer y ultimo pozo. Finalmente, los pozos

se sellaron con agarosa a 35-37°C.

6.5.6 Electroforesis.

El corrimiento electroforético se realizé en gel de campos pulsados CHEF-DR |l (Bio-Rad
Laboratories Inc, Hercules, CA, EE. UU.) que se llené con 2,850 mL de TBE 0.5X
suplementado con tiourea 75 uM (0.0162 g). Las condiciones de corrimiento se describen
en la Tabla 6.2.

Tabla 6.2. Condiciones del corrimiento electroforético de la PFGE-S1

Gradiente 6 Vicm
Rampa lineal pulsada 1-30 s
Tiempo de corrimiento 22 h
Temperatura 14 °C

6.5.7 Visualizacién.

Al finalizar la electroforesis, el gel se tiid en una solucion acuosa de bromuro de etidio
(20 pl/ 400 ml) durante 5 minutos, posteriormente se destifidé en agua destilada durante
una hora y se visualizé en el transiluminador ultravioleta MiniBIS Pro-DNR Bio-Imaging

Systems cada hora durante 4 horas.
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6.6 Evaluacion fenotipica de la susceptibilidad a fosfomicina.

6.6.1 Técnica de difusion en disco.

La sensibilidad de fosfomicina se evalué mediante la técnica de Kirby-Bauer, en la cual
se realizo la estandarizacion del indculo bacteriano de E. coli, en solucion salina esteéril
(0.85% de NaCl); ajustandose a una turbidez del tubo 0.5 McFarland (1.5x108 UFC/ml).
Posteriormente se inocularon las placas de Mueller-Hinton y se emplearon discos que
contenian 200 ug de fosfomicina y 50 ug de glucosa-6-fosfato (G6P) recomendado en
las guias del Clinical and Laboratory Standards Institute. Se utilizé la cepa ATCC 25922
como cepa control (CLSI, 2022).

6.6.2 Técnica de dilucién en agar.

La concentracion minima inhibitoria (CMI) se determind en agar Madller-Hinton
suplementado con glucosa-6-fosfato (Sigma-Aldrich®) y fosfomicina disédica (Sigma-
Aldrich®), en seis concentraciones: 32 ug/ml, 64 yg/ml, 128 ug/ml, 256 ug/ml, 512 pg/ml
y 1024 ug/ml. Como cepa control se utilizé la cepa ATCC 25922 (CLSI, 2022).

6.7 Evaluacion de la produccion de betalactamasas tipo AmpC mediante la
prueba tridimensional.

En una placa de Mueller-Hinton se inoculé un césped de E. coli ATCC 25922, una vez
seca la superficie se colocé un disco de cefoxitina de 30 ug en el centro y se dispensaron
20 ul de una suspension bacteriana al 0.5 McFarland (1.5x108 UFC/ml) de las cepas
AG5EC y A134_1EC en una hendidura radial realizada en la placa y se incubaron a 37°C
por 18 horas. La prueba se interpreté como evidencia de la presencia de B-lactamasa
AmpC cuando se observo un crecimiento de las cepas probadas (A65EC y A134_1EC)

en la zona de inhibicidn.
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6.8 Ensayos de conjugacion

La cepa A23EC perteneciente al linaje pandémico ST131-B2-025:H4-H30-Rx que
ademas fue portadora de un plasmido pA23EC®#*, fue seleccionada. Se emplearon la
cepa donadora A23EC vy la cepa receptora C600 resistente a rifampicina (Rif*) se
cultivaron por separado en 5 ml de caldo Luria Bertani (LB) y se incubaron a 37 °C
durante la noche. Posteriormente, se mezclé 1 mL del cultivo de la cepa receptora y 250
ML de la donante y se inocularon en 20 mL de LB. Se incubaron durante 24 horas a 37°C
y 20°C con agitacion de 130 rpm. Posteriormente, se realizaron diluciones en serie de 10
a 10% y se sembraron en placas agar MacConkey (BD Bioxon) suplementado con
rifampicina (100 ug/ml) y tetraciclina (10 pg/ml) para seleccionar las transconjugantes
(Cortés-Cortés et al., 2016). Para confirmar la identidad de los transconjugantes, se
realizaron amplificaciones por PCR de los genes tetA (ubicacion del plasmido) y blactx-
m-15 (ubicacién cromosomica) (Tabla 6.3). Cada experimento se realizd por triplicado.
Mediante el analisis de t-student se compard la frecuencia de conjugacion del plasmido

en el software estadistico Rstudio 1.4.1103.

La frecuencia de conjugacién (FC) se describe en este estudio como la relacion entre el
numero de transconjugantes dividido por el numero de receptores (Huisman et al., 2022;

Mota-Bravo et al., 2023), expresada por la siguiente ecuacion:

Transconjugantes (%)

Frecuencia de conjugaciéon = UFC
Receptoras (W)

Tabla 6.3. Secuencias de los iniciadores y condiciones de las PCR, usados para la
busqueda de genes de resistencia

Gen Iniciadores (5°—3’) Condiciones de Tamafio del | Referencia
reaccion amplificado
(pb)
CTXM3G-F: 94°C 7 min. 1 ciclo
blaCTX- | GTTACAATGTGTGAGAAGCAG 94°C 50 seg. _
57°C 40 seqg. Pagani et
M R . 1018
3/15/22 CTXM3G-R: 72 C 1 min. aI., 2003
CCGTTTCCGCTATTACAAAC 35 ciclos _
72°C 5 min. 1 ciclo
95°C 5 min. 1 ciclo Saenz et
tetA TETA-L:GTAATTCTGAGCACTGTCGC | g5°C 30 seg. 937 al., 2004
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62°C 30 seqg.

72°C 45 seq.

23 ciclos

72°C 7 min. 1 ciclo

TETA-2:CTGCCTGGACAACATTGCTT

F:CCATGCTGGTTCTAGAGAAGGTG

INCFIA o - - 462

R:GTATATCCTTACTGGCTTCCGCAG | 94°C 5 min. 1 ciclo
94°C 60 seg. Carattolli et

F: TCTGTTTATTCTTTTACTGTCCAC | 60°C 30 seg. 72°C

IncFIB 702 al.. 2005
R: CTCCCGTCGCTTCAGGGCATT 45 seg. '
F: CTAAAGAATTTTGATGGCTGGC 30 ciclos _

IncFIC 72°C 5 min. 1 ciclo 270

R: CAGTCACTTCTGCCTGCAC

Los productos de PCR se corrieron en geles de agarosa al 1.5%, durante 35-45 min a
100 V. Se utilizé el marcador de peso molecular Gene Ruler 100 bp Plus ADN ladder
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Los geles se tifieron en una disolucion
de bromuro de etidio (Ethidium Bromide 10 mg/ml, Sigma, Aldrich, St. Louis, MO, USA)),
0.5 g/L durante 10 segundos y se dejaron destefiir en agua destilada por 40 minutos. Se
utilizé un digitalizador de imagenes MiniBIS Pro-DNR Bio-Imaging Systems para la

visualizacion de las bandas.

6.9 Ensayos de formacién de biopelicula.

6.9.1 Formacién de biopelicula en placa de 96 pozos.

Las cepas se cultivaron en agar BHI a 37°C durante toda la noche. Posteriormente se
tomaron de 2 a 4 colonias y se colocaron en tubos con solucion salina hasta ajustar 0.5
McFarland (equivalente a 1.5x108 UFC/mI) con ayuda del densitémetro (Grantbio®), a
continuacion, se realizaron diluciones décuples (diluciones seriadas con factor 10) de la
suspension bacteriana hasta obtener 1x104 UFC/ml. Inmediatamente se colocaron por
triplicado 20 uL de suspension bacteriana en una placa de 96 pozos de poliestireno sin
carga y sin tratar. Se le adicioné 180 ul de caldo BHI a cada uno. La cepa CFT073 se
utilizé como control positivo. Se colocé BHI sin indculo como control negativo y la placa
se incubo a 37°C por 24 horas. Posteriormente, se determind la DO de cada pozo a 530
nm con un lector de microplacas BioTek ® y el software KC Junior ® de Biotek Systems.

A continuacion, se retir6 el cultivo de cada pozo, y se lavé con 200 ul PBS 1x (1.37M, 27

mM, 100 mM y 18 mM) estéril. Después se agregaron 200 ul de metanol y se incubo a
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temperatura ambiente por 10 minutos para posteriormente descartarlo. Se agregaron 150
ul de cristal violeta al 0.1% y se incubd por 20 minutos nuevamente a temperatura
ambiente. El cristal violeta se elimino y se lavo dos veces con 250 ul de agua tridestilada
estéril. Finalmente se agregaron 200 ul de acido acético al 30% por 30 minutos y se leyo
a 620nm.

Adicionalmente para cuantificar la concentracion de proteinas, se incubd una placa de
96 pozos bajo las mismas condiciones, se recupero el contenido de cada pocillo en un
microtubo, se agregaron 200 ul de MgSO4 y se colocaron en el mismo tubo. Se
centrifugaron por 5 minutos a 13,000 rpm, se repitid el proceso una vez mas. Finalmente,
se retird el sobrenadante y se le adicionaron 100 de PBS 1x para resuspender el
contenido de proteinas. Se cuantificd la concentracién de proteinas usando el equipo
Qubit (Invitrogen) con el kit Qubit Protein BR Assay kit (Invitrogen) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Ambas determinaciones se realizaron por triplicado con tres

repeticiones.

6.9.2 Formacién de biopelicula en superficie de espinaca.

Se cortaron hojas de espinaca sin defectos visuales (rotura, coloracion oscura, superficie
convexa o concava) en forma circular (d=15mm) y se pesaron, cada disco constituyd una
unidad experimental. Los discos se sumergieron en una solucion de hipoclorito de sodio
(200 ppm) con relacion peso volumen (p:v) de solucién 1:40 y se agitaron suavemente
por 2.5 minutos. Posteriormente se secaron al aire y se colocaron sobre una caja Petri.
Se procedidé a la inoculacion de 20 ul de una concentracién de 1x10” UFC/ml de la
suspension bacteriana mas 180 ul de BHI. La totalidad del volumen (200 pl) se distribuyd

en la superficie axial de la hoja, finalmente se incubaron a 20°C por 24 horas.

Transcurrido el tiempo de incubacion las hojas se lavaron con 200 ul PBS 1x estéril.
Después se agregaron 100 ul de cristal violeta al 0.1% y se incubd por 15 minutos a
temperatura ambiente. El colorante se eliminé con lavados de 250 ul de agua tridestilada,
finalmente se agregaron 100 ul de acido acético de manera inclinada, se recolect6 el

lavado y se colocd en un microtubo. Se agregaron nuevamente 100 ul de acido acético
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sobre la hoja y se dejo incubar por 15 minutos, luego se recolecto el liquido al término de
la incubacion y se agrego en el microtubo anterior. Finalmente se tomaron 200 pul de lo

recolectado y se colocaron en una placa de 96 pozos para leerse a 620nm.

En ambas determinaciones la significancia estadistica se determind mediante la prueba
de Tukey para la comparacion de las medias entre todas las cepas de cada condicion y
la prueba t-student para comparar por pares cuando se presentaron dos condiciones

(tiempo y temperatura) en el software R studio (v4.3.2.1).

6.10 Ensayos de adherencia bacteriana a células HelLa.

Las células HeLa se sembraron en botellas de cultivo celular con Medio Minimo Esencial
(DMEM) (Anexo S2) suplementado con el 5% de suero fetal bovino (SFB) (Thermo
Fisher Scientific ®) y se incubaron a 37°C con una tension de CO2 del 5%. Una vez
alcanzada la confluencia del 80-90% el medio se retird y se agregaron 4 ml de PBS y se
descarté nuevamente. Se agregaron 2 ml de tripsina (0.25%) y se incubo por 2 minutos
a 37°C y 5% de COz. Posteriormente, se agregaron 5 ml de DMEM. Una vez que se
realizd esto se tomé todo el contenido, se colocdé en un tubo Falcon de 50ml y se
centrifugd a 500 g a 4°C por 7 minutos, para decantar el sobrenadante. Finalmente se

agregaron 4 ml de DMEM y se resuspendieron cuidadosamente las células.

Para determinar la cantidad de células se utilizé la camara de Neubauer, mezclando 12
ul de la suspension celular (1:1) con la solucion de azul de tripano, la concentracion final
se ajusto hasta obtener 5x104 células/ml. Se colocaron 425 ul de esta suspension por
triplicado en una placa Millicel ® EZ slide (Merck Millipore ®) y se incubd a 37°C con una
tension del 5% de CO:2 hasta alcanzar una confluencia del 80-90%. El medio se retird y
se lavo la monocapa celular con PBS estéril. Posteriormente, se agregaron 250 ml de
una suspensién bacteriana a una concentracion de 1x108 UFC (1:20) en medio DMEM y

las placas se incubaron por dos horas a 37°C con COzal 5%.

Finalmente se retiré el medio, se lavaron los pozos dos veces con PBS, las células se
fijaron agregando 200 ml metanol por 10 minutos y posteriormente se tifieron con Giemsa

(HYCEL®). El numero de bacterias adheridas se conté directamente al microscopio en
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14 campos por cada replica; los resultados se expresaron como el promedio de bacterias

por célula.

6.11 Ensayos de invasion bacteriana a células Hela.

Se realizé el mismo protocolo de mantenimiento de las células HelLa utilizado en el
ensayo de adherencia hasta alcanzar el 80-90% de confluencia en los pozos de las
placas Millicel ® EZ slide (Merck Millipore ®). De igual forma se agregaron 250 ml de una
suspension bacteriana a una concentracion de 1x108 UFC (1:20) en medio DMEM vy las

placas se incubaron por tres horas a 37°C con CO2zal 5%.

Transcurrido el tiempo de incubacién el medio se decanto y se lavaron los pozos en dos
ocasiones con PBS 1x. Posteriormente, se agregaron 250 pul de Tritdn X-100 1% durante

10 minutos para liberar las bacterias intracelulares.

A partir del lisado se realizaron diluciones de 10" a 10* en solucion salina isotdnica y se
sembraron en placas de agar LB que se incubaron a 37°C toda la noche. Posteriormente
se realizd el conteo de cada placa considerando la dilucién correspondiente. Conteos
superiores a 100 UFC indicaron replicacion. Los ensayos se realizaron por triplicado de

manera independiente.
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RESULTADOS: Analisis bioinformatico de bases de datos publicas.

7. RESULTADOS Y DISCUSION

Debido a que los resultados muestras inicialmente un analisis bioinformatico de genomas
de bases de datos publicos; seguido de la segunda etapa del analisis experimental y
gendmico individual de cepas recolectadas de vegetales comercializados en la ciudad
de Puebla; se presentaran los resultados obtenidos, asi como su respectiva discusion de

forma individual para cada apartado descrito previamente en el diagrama de trabajo.

PRIMERA ETAPA

7.1 Analisis bioinformatico de genomas de E. coli depositados en las Bases de
datos publicos.

7.1.1 Filogenia de genomas de E. coli.

Se determiné el origen de cada genoma para seleccionar aquellas provenientes de
muestras clinicas y alimentarias. La identificaciéon de los 1794 genomas de E. coli,
permitid6 establecer que procedian de seis diferentes fuentes (clinica, veterinaria,
ambiental, alimentos, otros, no determinado) (Figura 7.1). Las mas abundantes fueron
las procedentes de muestras clinicas (649) de las cuales el 45% (292/649) se reportaron
de heces, orina y sangre; el resto provino de otros fluidos corporales, secreciones
respiratorias y provenientes de heridas, expectoraciones, hisopados vaginales, anales y
rectales, finalmente las muestras descritas genéricamente como especimenes clinicos
humanos. Las cepas obtenidas de fuentes alimentarias, por el contrario, representaron
el 4% (77) de los genomas. La mayoria de estas muestras asociadas a alimentos, fueron
identificadas como provenientes de carne (ganado, aves y cerdos) o productos lacteos
(queso y leche) y estuvieron vinculadas a animales productores de alimentos; en menor
proporcion algunas muestras provenian de productos frescos (germinados de alfalfa,

lechuga, pepino, ensalada mixta y espinaca), cereales (harina) y bebidas fermentadas.
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RESULTADOS: Analisis bioinformatico de bases de datos publicas.
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Figura 7.1 A. Fuentes de las secuencias gendémicas de E. coli recolectadas hasta el 31 de diciembre del
2020 de las bases de datos GenBank, ENAy DDBJ center. Las muestras procedentes de ganado vivo se
catalogaron como muestras veterinarias. B. Tipos de alimentos de los cuales se recolectaron los genomas
de E. coli de origen alimentario. * indica el numero de genomas (1%) provenientes de muestras de comidas
preparadas y bebidas fermentadas, ** muestra el porcentaje de genomas de cepas de E. coli aisladas de
cereales (2%).

Siete filogrupos (A, B1, B2, C, D, E y F) exceptuando G fueron descritos en ambas
poblaciones de genomas (clinicos y alimentarios); la abundancia relativa de estos
filogrupos fue similar en ambos origenes (Figura 7.2) excepto el filogrupo B2 que fue
mucho mas abundante en los aislados clinicos (21%), en comparacién con los

alimentarios (1%).
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Figura 7.2 Clasificacion de filogrupos, serotipos y patotipos. A. Cepas alimentarias. B Cepas clinicas.
En B solo se muestran ST que cuentan con mas de tres genomas (649*). Los asteriscos indican los ST en
los que se encuentran mas de tres serotipos diferentes. El porcentaje de genomas (% Genomas) muestras
el numero de genomas correspondiente al filogrupo y ST indicados en la parte inferior; mientras que en la
parte superior se indican los serotipos asociados a ese grupo. . a* 010:H32, 0159:H4, 026:H2, 081:H27,
0O113:H4, 0O16:H48; b* 016:H48, 045:H6, O73:H31, O1:H42, O1280:H12, O101:H10, O101:H4,
0101:H17, 0O45:H45, 08:H17, O10:H32, 089:H10, 0O29:H4, O157:H16, O49:H12 y O12:H4; c* 0O88:H6,
?:H37, ?:H20, 06:H16, O113:H16, O78:H11, O145:H11, O24:H4; d* ?:H5, ?:H6 y O1410:H5; e* O180:H2,
080:H2 y O70:H2; f* 0188:H31, O131:H31, ?:H31, O86:H21, 039: H21, O154:H21, 0131:H31 y O55:H12;
g* 035:H28, 7:H25, ?:H28, ?:H9 y 054:H28; h* ?:H37, ?:H8, ?:H32 y 029:H8; i* O1:H7, O18:H7, O45:H7,
02:H7, 025:H4, O1:H7, O50:H4, O50:H4, O18:H7 y O45:H7; j* 017/044:H18, O15:H18, 025:H18,
015:H18, O17:H18, O153:H2 y O17:H18; k* O153:H9, O102:H6, O51:H30, O153:H18 y ?:H9; I* O86:H51,
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0124:H45, 0124:H46 y O130:H10; m* O51:H4, O1:H6, O154:H51, O1:H6, O102:H6, O1:H42, O45:H6 y
O1:H6; n* O8:H9, 7:H9, O8:H21, ?:H21 y O179:H9. Los diferentes patotipos se destacan utilizando el
siguiente cédigo de colores: amarillo (EAEC), naranja (EAED/EHEC), azul (UPEC), rosa (DAEC), violeta
(EPEC), cian (STEC), rojo (EHEC) y gris (NPA, no asociado a patotipo).

Ademas, al analizar los secuenciotipos (ST) solo 16 de los 218 ST presentes en el
conjunto de datos combinados, se superpusieron; siendo particularmente el ST11, el mas
prevalente (23% en alimentos y 11% en la clinica), lo que sugiere que las cepas ST11
pueden exhibir un alto nivel de adaptacion en ambos nichos ecoldgicos vy, por lo tanto,

cuenta con un elevado potencial de transmisibilidad a través de los alimentos.

Por otra parte, se identificaron cuatro patotipos en genomas alimentarios (EHEC, EPEC,
STEC, DAEC) y los mismos mas tres adicionales en genomas clinicos (UPEC, EIEC y
EAEC). EHEC fue el patotipo mas frecuente en ambas poblaciones representado en su
mayoria por genomas pertenecientes al ST11 (Figura 7.2). Sorpresivamente no se

identificaron cepas EAEC o patotipos hibridos EAEC/EHEC en cepas alimentarias.

Asi mismo, al establecer la representacién de los ST, los genes de virulencia y genes de
resistencia mediante un analisis de enriquecimiento por medio de Monte Carlo, se
observo que todos ellos superaban el valor de lo que sucederia si esto fuera al azar, es
decir, el numero de ST, ARG y GV compartidos superaban los esperado ocasionado por

el azar (Anexo S3).

7.1.2. Caracterizacion de plasmidos de genomas de E. coli alimentarios y clinicos.
Se identificaron 161 plasmidos en genomas de cepas alimentarias (n=77) y 1624
plasmidos en los genomas de cepas clinicas (n=649). Los genomas alimentarios y
clinicos tuvieron como un numero promedio de plasmidos por cepa 2,0 y 2,5 plasmidos

por genoma, respectivamente (Figura 7.3).
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Figura 7.3. Distribucion del nimero de plasmidos. Grafico lineal que muestra el numero de plasmidos
por genoma, indicado como % del numero total de genomas de cada poblacion.

El rango de tamanos de los plasmidos que presentan ambas poblaciones fue de 1.1 kb
— 404 kb. Ademas, se clasificaron en tres categorias correspondientes a su capacidad
de transferencia prevista: conjugativos, movilizables y no movilizables. Para la poblacién
de plasmidos alimentarios (161), el 27,3% de los plasmidos se clasificaron como
conjugativos y el 9,3% como movilizables, en comparaciéon con el 30,3% y el 6,3%,
respectivamente, para los plasmidos clinicos (1624) (Figura 7.4); indicando un
porcentaje del 63.4% plasmidos no moviles en ambos grupos. Casi todos los plasmidos
conjugativos tenian un tamano superior a 25 kb, mientras que los plasmidos movilizables
eran en su mayoria pequefios (<25 kb), lo que sugiere que los plasmidos pequefos se
movilizan con la ayuda de plasmidos conjugativos grandes o bien podria ser inherente
su diseminacion debido al numero de plasmidos en cada genoma. En general, en ambos
casos el 36.6% que equivale a mas de un tercio de los plasmidos tienen el potencial para

transferirse horizontalmente.
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Figura 7.4 Distribucién del tamaio del plasmido y perfil de movilizaciéon. A. Plasmidos alimentarios
(verde). El tamafo del plasmido muestra una distribucién trimodal en la grafica de barras en color verde
con los siguientes tamafios de pico medianos: 3.2, 7.3 y 93.2 kb. B. Plasmidos clinicos (morado). El tamafio
del plasmido muestra una distribucién trimodal en la grafica de barras en color morada con los siguientes
tamarios de pico medianos: 1.5, 6.6 y 109.5 kb.

Con PlasmidFinder se identificaron en los plasmidos los grupos de incompatibilidad (Inc)
presentes. En plasmidos de E. coli aislados de alimentos (161) se identificaron 26 Inc,
en comparacion con 40 Inc para cepas clinicas (1624). La distribucion de frecuencia de
23 Inc de los plasmidos de los dos grupos fueron iguales (Figura 7.5). El 31.4% vy el

24.8%, respectivamente pertenecieron al IncFIB en ambos origenes. De manera
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interesante, un numero importante en plasmidos alimentarios y clinicos no pudo ser

asociado a ningun Inc y por lo tanto fueron clasificados como No Tipificables.
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ColE10 ColE10
ColpVC ColpVC
ColRNAI ColRNAI
IncA IncA
IncB/O/K/Z IncB/O/K/Z
IncC IncC
IncFIA IncFIA
IncFIB [ IncFIB
IncFIC IncFIC
IncFll IncFll
IncHI1 IncHI1
IncHI1A IncHI1A
IncHI1B IncHI1B
IncHI2 IncHI2
IncHI2A IncHI2A
IncHIA IncHIA
Incl Incl
Incll Incll
Incl1-1 Incl1-|
Incl2 Incl2
IncL IncL
IncM1 IncM1
IncM2 IncM2
IncN IncN
IncN2 IncN2
IncN3 IncN3
IncP1 IncP1
IncP6 IncP6
IncQ1 IncQ1
IncR IncR
IncX1 IncX1
IncX3 IncX3
IncX4 IncX4
IncY IncY
NT NT
p0111 p0111
pEC4115 pEC4115
pKPC-CAV1193 pKPC-CAV1193

Figura 7.5. Representacién de grupos de incompatibilidad en funcién de la fuente de aislamiento
de los plasmidos. Los replicones se enumeran como en PlasmidFinder; cuando el programa no asigné
ningun replicon conocido, se definid el plasmido como no tipificable (NT).

Mediante el clasificador taxondmico de plasmidos, COPLA se asignaron las Unidades
Taxondmicas Plasmidicas (PTU) basadas en fracciones de alineamiento de identidad de
nucledtidos a cada grupo de plasmidos; el analisis asigné 124 de los 161 plasmidos
alimentarios a 39 PTU diferentes; en el caso de los plasmidos clinicos, de un total de
1624 plasmidos 1236 fueron asignados a 60 PTU diferentes. Unicamente, tres de las 39
PTU alimentarias (PTU-E46, PTU-E54 y PTU-E79) estaban ausentes en los plasmidos
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clinicos; esto es notable dada la diferencia de casi 10 veces en el tamafio de los
plasmidos clinicos con respecto a los plasmidos alimentarios. Las 24 PTU presentes en
plasmidos clinicos y ausentes en plasmidos alimentarios fueron: PTU-58, PTU-9, PTU-
E12, PTU-E16, PTU-E19, PTU-E20, PTU-E29, PTU-E38, PTU-E4, PTU-E45, PTU-E47,
PTU-E48, PTU-E51, PTU-E65, PTU-EG8, PTU-E71, PTU-E73, PTU-E78, PTU-E8, PTU-
FK, PTU-FSh, PTU-HI1B, PTU-L/M y PTU-N.

De los 124 plasmidos en genomas alimentarios, mediante COPLA el 63% se predijo su
promiscuidad hasta el nivel de familia, el 3.2% hasta el nivel de orden y < 1% hasta el
nivel de clase. Por otro lado, se indag6 si estas PTU se encontraban en otras especies
bacterianas encontrando que las PTU identificadas habian sido reportadas previamente
en otros géneros bacterianos, siendo Salmonella y Klebsiella los mayormente
representados, 13y 10 PTU, respectivamente (Redondo-Salvo et al., 2020) (Figura 7.6,
panel B).
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A Tipode PTU Replicon ~ Rango de B
relaxasa hospedero
PTU -N3 i NT [T T
PTU -FE {18 IncFIA IncFIl IncF18 [T [N
PTU-E79 [@ IncFIB ]
MOBF _|PTU-E77 & IncFIB |
PTU -E46 [ IncFIB N 1011
PTU -E41 1 IncFiB m
PTU -ES ] D Em— T robacter Yersinia
Non PTU |6 IncFIA IncFll|IncFIB a $338 : A
PTU -X4 |2 incXé [T m AL
PTU -X3 1 IneX3 T a{
PTU -X1 l2 7 ieeXt TN
PTU -12 [2 7 incit [ inet TN
PTU -1 & Inci1-1 J 101
MOBp — PTU -E80 A IncX1 i iV
PTU-69 2 IncBIO/K/Z m
PTU-E3 2 Cold4l NT 1 s
PTU-22 [3 7 ColRNAI i
PTU-E14 i ColRNAI (1w
PTU-E1 [3 _CoRNAL _ NT (I NN
PTU-B/O/K/Z |4 [ PTU-BIOKZ  [THENN
Non PTU [4 cornal” NT |IncX1
PTU -HI2 7 _incHI2A | IncHIA T TN
PTU -HI1A 3 IncHIB N
MOBH PTU -E49 1 L1
Non PTU 2 IncC IncHI1A
PTU-E7 4|7 Coliss LN
MOBq ~{ PTU -E10 A Colg182 01w
PTU -Q1 1 IncQ1
MOBg —IPTU-ES0 B TncFIB (0 v 7 :
MOBY —{NonPTU 3 NT P b,
PTU-C 1 Ince T e == 27
PTU -E1 4 NT  ColRNAI[T THIEN Klebstel
PTU -E11 2 T NT |l Colpvc [T THEN 2
PTU-E16 1 IncFIB m
PTU -25 1 NT [THEN
PTU -28 2 pECA115 [ [NEIE
PTU -41 i IncFIB (1]
PTU -5 3 IncFiB I
PTU -E50 i | IncFIB (1
PTU -E52 3 Col ]
NT PTU-E54 1L IncR m
PTU -E56 2 IncR | Inext  TJHEIN Estrecho g
PTU -E58 20 NT Wﬁwj_]f- Grado L L V|V
PTU -E63 1 NT 1 2 O 2 O 20
PTU -E69 2 IncFIB [ Qz"\u& ,,&%@Q'o\"? <
PTU -E9 3 Col i KO«
g 1 I T n P
giﬂ A\F(E 7 IReY. MF'Bpom T Categoria taxonémica
PTU -E76 1 Col  |[THEER
Non PTU 21 _NT_|IncFIB Col -

Figura 7.6 Clasificacion PTU de plasmidos alimentarios. A. Clasificacion de PTU y su
correspondencia con las familias de relaxasas (MOB). El nUmero de plasmidos atribuidos a cada una
de las PTU se enumera a la derecha, dentro del cuadrado naranja. Inmediatamente se indica el Inc y el
rango de hospedero con nimeros romanos. B. Diagrama de cuerdas que muestran la presencia de
estas PTU en distintos géneros bacterianos. Los géneros que comparten una PTU determinada se
muestran unidos por un borde curvo, cuyo grosor es proporcional al numero de plasmidos compartidos.
Los géneros bacterianos fueron Salmonella (13), Klebsiella (10), Shigella (9), Enterobacter (6), Citrobacter
(6), Serratia (2), Yersinia (1) y Proteus (1).

7.1.3 Contenido de genes de resistencia a antimicrobianos (ARG) en plasmidos

Se encontraron 175 genes asociados a la resistencia de al menos 14 familias diferentes
de antibiéticos (Tabla 7.1). Las familias estuvieron representadas de manera similar en
ambas poblaciones de plasmidos, con genes que codifican para [B-lactamasas, y

resistencia hacia aminoglucésidos, fluoroquinolonas y trimetoprim con mayor frecuencia.
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Los genes asociados a la resistencia a fosfomicina unicamente se encontraron en

plasmidos de origen clinico.

Tabla 7.1 Contenido de ARG, agrupados por familias y superposicion entre conjuntos de
datos de plasmidos alimentarios y clinicos.

Familia de
antibioticos

Genes de resistencia asociados

Alimentos

Clinica

Aminoglucésidos
(17,33,12%)

acc(3)- lla, aph(3")-lb, aadA1,
aadA2, aph(6)-ld, aac(3)-lid,
aph(3')-la, aadA22, aadA5, aph(3")-
lla, aac(3)-1lg, aac(3)-1V, aac(6")-llc,
aadAl7, aadA24, aph(4)-la, aph(6)-
Ic

aph(6)-1d, aph(3")-Ib,aadA5, aadAl, aadA2,
aac(3)-1ld, aph(3')-la, aac(3)-lle, rmtB, aac(6')-
Ib10, aac(3)-1V, aadA16, aph(3')-lla, ant(3")-lla,
aph(4)-la, rmtC, aadA22, aac(6')-1b9, aadA3,
aac(3)-lic, aac(3)-Vla, ant(2")-la,aph(6)-Ic,
aac(6"-1l, aph(3")-VI, aph(3)-Vla, aphl5, armA,
aac(6)-33, aac(6")-lan, aac(6')-1Ib aadA6, aph(3')-
llla, aph(3)-Vib

betalactamasas
(14,58,11*%)

blatem-1b, blactx-m-15, blacTx-m-s5,
blatem-1a, blacmy-2, blasuv-12, blactx-m-
65, blanera-3, blaLap-2, blanowm-s,
blaoxa-10, blatem-135, blatem-214,
blatem-215

blaTEM-1b, blaCTX-M-15, blaTEM-1a, blaCTX-M-
55, blaNDM-5,blaCTX-M-14,blaCTX-M-1,blaOXA-
1, blaKPC-2, blaCMY-2,blaCMY-42,blaCTX-M-27,
blaKPC-3, blaCMY-6,blaOXA-181, blaOXA-
9,SHV-134, blaTEM-135, blaCARB-3, blaCTX-M-
3, blaOXA-48, blaCMY-4, blaCTX-M-65, blaNDM-
4, blaTEM-57, blaVIM-1, blaCMY-136, blaCTX-M-
64, blaNDM-7, blaOXA-10, blaSHV-1, blaTEM-
214, blaTEM-30, blaCMY-111, blaCTX-M-2,
blaCTX-M-125, blaCTX-M-44, blaIMP-14, blaIMP-
4, blakPC-4, blaNDM-6, blaNDM-9, blaOXA-163,
blaOXA-204, blaOXA-4, blaOXA-484, blaPBP3,
blaSCO-1, blaTEM-10, blaTEM-156, blaTEM-169,
blaTEM-190, blaTEM-20, blaTEM-201, blaTEM-
215, blaTEM-26, blaVEB-5

fluoroquinolas
(6,6,4)

gnrS1, gnrB19, qnrAl, gnrB1,
aac(6")-Ib-cr, qnrsS11

aac(6')-1b-cr, gnrS1, ogxA, ogxB, aac(6')-Ib-cr6,
gepA4, qnrAl, gepA2, gnrB1, gnrB10, gnrB2,
qgnrB4, gnrB6, qnrE2, gnrS2

trimethoprim
(5,14,5)

dfrAl12, dfrAl14, dfrAl, dfrAl17, dfrA5

dfrAl7, dfrA12, dfrAl4, dfrA27, dfrAl, dfrA5,
dfrAl16, dfrA7, dfrA7, dfrA8, dfrA21, dfrA25, dfrB4

fenicoles (3,9,3)

floR, cmlAl1, cmlA5

cmlAl, catl, floR, catB3, catll, cmIA5, catB2,
cmlA6,catlll

tetraciclinas (4,8,4)

tet(A), tet(M), tet(B), tet(X4)

tet(A), tet(B), tetR, tet(X4), tet(D), tet(C),
tet(W/N/W), tet(M)

macrolidos (1,5,1)

mphA

mphA, mef(B), mphB, mphE, EreA2

colistina (2,3,1)

mcr-1.1, mcr-9.1

mcr-1.1, ICR-Mo, mcr-1.2

sulfonamidas
(3,3,3)

sull, sul2, sul3

sull, sul2, sul3

lincosamida (3,3,3)

linG, Inu(F), Inu(G)

linG, Inu(F), Inu(G)
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rifamicyna (1,2,1) arr-2 arr-2, arr-3
glycopeptidos

(1.1.1) bimA bimA
nucleosidos (1,1,1) sat-2 sat-2
fosfomicina (0,3,0) - fosA2, fosA3, fosA4
rRNA methylasas

(1,2,1) ermB ermB, msrE

Genes contenidos en plasmidos alimentarios, en plasmidos clinicos, genes compartidos entre plasmidos
alimentarios y clinicos. Los genes estan coloreados segun su presencia solo en alimentos o clinica o
compartida: negro para genes no compartidos y negrita para genes exclusivos de plasmidos alimentarios
y rojo para genes compartidos en ambos nichos. Los numeros colocados entre paréntesis en la columna
de “familia de antibidticos” indica (NUumero de genes en plasmidos alimentarios, numero de genes en
plasmidos clinicos y numero de genes compartidos). Los asteriscos indican para los aminoglucésidos y los
betalactamicos que el solapamiento supera el nUmero esperado de solapamientos al azar, *5y **6 genes,
respectivamente.

El numero promedio de ARG por plasmido fue mayor en los plasmidos clinicos que en
los alimentarios, esto se debié en gran medida porque existid un numero mayor de
plasmidos con presencia de ARG en genomas de origen clinico (53.8%) en comparacion
con los genomas provenientes de alimentos (34.1%) (Figura 7.7). De los 175 ARG
identificados, solo 51 genes se superpusieron entre las dos poblaciones de plasmidos.
Once genes ARG fueron exclusivos de los plasmidos alimentarios (Tabla 7.1) y 113 eran

exclusivos de plasmidos clinicos.
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Figura 7.7. Distribucion de genes ARG en plasmidos, desglosada por clase de antibiético, considerando
el grupo de incompatibilidad (Inc). La intensidad del color es proporcional a la prevalencia de la asociacion
tipo gen-Inc. Plasmidos alimentarios (n=55) y plasmidos clinicos (n=558) que albergaron al menos un gen
de resistencia. FQ, fluoroquinolonas; TMP, trimetroprim; FEN, fenicoles; TET, tetraciclina; MAC,
macrélidos; COL, colistina; BE, bombas de eflujo; FS, fosfomicina, SL, sulfonamidas, LS, lincosamidas,
RF, rifampicina.

Uno de los hallazgos mas sobresalientes fue el reporte del gen blanom-5 en un plasmido
IncFIl (subtipo F1:A - :B - ) (pF070, AP023237.1) aislado de una muestra de carne de
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cerdo. La Figura 7.8 compara el entorno genético de los 26 plasmidos (alimenticios y
clinicos) que transportan blanom-s. Esto incluye seis plasmidos IncX3 de origen clinico y
una variedad de subtipos IncF asociados con el mismo PTU (PTU-FE). En términos de
su entorno genético, todos los plasmidos portadores de blanowm-5 los podemos clasificar
en cuatro grupos diferentes (a, b, c y d) segun el analisis de las estructuras genéticas;
en la figura resalta la presencia de IS especificas en la vecindad, pero también la
presencia o ausencia de los siguientes genes: blevsL (gen de resistencia a la bleomicina),
trpF (fosforibosilantranilato isomerasa), dsbD (proteina de intercambio de disulfuro) y de

proteinas hipotéticas de diferentes longitudes.

Plasmido ST PTU Replicon Tipo
pNDM5-GZ04_A 44 X3 IncX3 Conjugativo
153000 15Aba125 1S5 blewg, trof  dsbD p165 unnamed3 101 X3 IncX3 ‘Conjugativo
[ [ ] m [ — pEC129_5 167 X3 IncX3 No movilizable
i pNDM5_020026 410 X3 IncX3 Conjugativo
1000pb pMTY18780-5 1011 X3 IncX3 Conjugativo
pNDM5-L725 2161 X3 IncX3 Conjugativo
pAMA1167-NDM-5 410 No PTU  IncF (F1:A-B-) No movilizable
pF070-NDM5 410 No PTU IncF (F1:A-:B-) No movilizable
pNDM5_020007 167 FE IncF (F36:A-:B-) Conjugativo
p52148_NDM_5 167 FE IncF (F36:A-:B-) Conjugativo
pECW601 167 FE IncF (—:A-:B1) Conjugativo
35100, LsAbedZs blewaL dsbD sull 00dA2 pEc-050-NDM-5 167 No PTU  IncF (F-:A-B1) No movilizable
b —= =D < -<mmm-eme-a-m pMPNDM-5 167 No PTU  IncF (F-A-B1) No movilizable
wops & e p219 unnamed 167 FE IncF (F-A-B20)  Conjugativo
1000pb HKBN10P04869A 410 No PTU  IncF (F1:A<B49)  No movilizable
pAR_452 unnamed1 156 No PTU  IncF (F36:A-B32)  Conjugativo
p448 unnamed1 405 FE IncF (F36:A-:B32)  Conjugativo
pYJ1-NDM5 410 FE IncF (F1:A-:B49) No movilizable
pYJ6-NDM5 48 FE IncF (F2:A-:B-) Conjugativo
pM217_FIl 167 ? IncF (F2:A-B-) Conjugativo
p222 unnamed3 405 FE IncF (F2:A-B-) Conjugativo
C B B e s, S A3 umnamed2 410 FE  InoF(F2AB)  Conjugativo
™3 wpr blonoms pNDM-d2e9 617 No PTU  IncF (F2:A-B-) Conjugativo
“looobe  pNDM5-GZ04_B 44 FE IncF (F2:A-B-) Conjugativo
1526 bloyows trpF  dsbD sull - oadA2 xerD 1526 pM505-NDM5 8453 FE IncF (F2:A-B-) Conjugativo
d <j§1 .DEA?G — .Aq‘arE. dm;I:> - pYJ4-NDM5 8453 FE IncF (F2:A-:B-) Conjugativo

1000 bp

Figura 7.8. Contexto genético del gen blanpm-s plasmidico. Se muestran los genes, transposasas y
secuencias de insercion que rodean al gen blanom-s. El tamafio de la flecha es proporcional a la longitud
prevista de los genes identificados. El color significa: amarillo, genes transposasa y secuencias de
insercion; rojo, genes de resistencia a antibidticos; blanco, otros; gris, proteinas hipotéticas. Los plasmidos
se clasificaron en cuatro grupos (a-d) con base en el contexto genético del gen blanom-s. Las etiquetas
para PTU: “?”, “PTU putativa” o “No PTU” se mantuvieron de acuerdo con COPLA ya que representan una
asignacion verdadera, esto indica que la base de datos de COPLA no contaba en el momento del andlisis
con al menos 3 plasmidos pertenecientes al mismo grupo del plasmido analizado. El Unico plasmido de
origen alimentario se resalta en negrita.
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Asi mismo, en este estudio se reporta en plasmidos alimentarios portadores de genes de

resistencia a la colistina: mcr-1.1 y mcr-9.1 transportados mayormente en plasmidos

IncHIA (79%) e Incl (solo mcr-1.1) comparandolos con plasmidos clinicos (Figura 7.9).

Se establecieron 6 entornos genéticos de acuerdo con la presencia secuencias de

insercion: a) ISApl1-mcr, b) ISKpn26-mcr, c) IS903-mcr, d) mcr flanqueado por proteinas
hipotéticas, e) ISAp/7-mcr-DUF156-ISAp/1, f) ISApl1-DUF 186-ISKpn26-ISApl1

Plasmido

pN18EC0432-1
pAR349
PMCR1-PA
pXHO90_1
pHS13-1
PCFSAN061772_02
pRS571-MCR-1.1
pLD39-1-MCR1
pLD26-1-MCR1
pLD22-1-MCR1
pLD91-1-MCR1
pSA186_MCR1
pMS8345A
pM160133_p1
pTBMCR401
PEGY1-MCR-1
p2474-MCR1
pCFSANO061771_02
pEC129_1
pHS30-1
p14EC029a
PMRSN346355_65.5
p1540-1
pFORC82_3
p14EC020a
p14EC033a
pCRE10.3
pZJ3920-3
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p14EC001a
p2018_02_02CC
p14EC033b

Longitud del plasmido y posicién del gen mer

Fuente

Alimento

24s 4o 00kbp Ok

Ci00kn 120ken

WOk 10k A0k 204ts

25 kbp 240 koo

oke 2y

o 100kbD

MokbD  16CKbo  f8UKeD 200 ts

2250 240 kbo

260 4t

190 4bo

W0kt 80k 163kbo 200 KbD

20k 240ken

260 k0

Sko  200k0

“anjen 20k

w0k0

b 200k

2ok 20k

260k

200 koo

“Dokon 240k

200 ki

200k0

20K 20k

100 koD

140 k00 200 4t

22 kb0 243 ko,

128 e

06 20000

20K 20k

190 4bo

s 60k 200k00

20k 20k

10 k0 200100

20K

b MOk a0kin

p 200k

20k

ks kbo 200 ko0

“20ko

Ry

Sk 200 ke

20k

140

2k

40 kb i 200 ki

20k d0kem S0k

onkin ek Sk

wiep  iep  Eoiee

20k ke G0kbe
Whp  kep  S0kes

20k Dkp Rk

Wio AUk Ekee

ko “Ukop

== )
whop kep
20kt

PMCR-1_2017C-4173 imeisisinutiia
2iap

M0k tE0kzo

TProteina hipotética

- ISApH mer

1  ——— = >

| I1SKpn26 _ mer i

- 15903 mcr
- —t——

T ——- -
- ISApH mer ISApi

-

_ISKpn26__ISApH__

- I1SApH mer
-

1000 bp

Clinico
Clinico
Clinico
Clinico
Alimento
Clinico
Clinico
Clinico
Clinico
Clinico
Clinico
Clinico
Clinico
Clinico
Alimento
Clinico
Alimento
Clinico
Clinico
Clinico
Clinico
Clinico
Alimento
Clinico
Clinico
Clinico
Clinico
Clinico
Clinico
Clinico
Clinico
Clinico
Clinico

ST

453
457
457
1011

131
1485
167
3288
88
617
156
93
17
2064
448
156
95
8739
793
10
2064
69

PTU

HI2

12

Replicén Movilidad

IncHI
NT
IncFIB
IncHI2
IncHI2
IncHI2
IncHI2
IncHI2
IncHI2
IncHI2
IncHI2
IncHI2
IncHI2
IncHI2
IncHI2
IncHI
IncHI2
IncHI2
IncHI2
po111
Incl2
Incl2
Incl2
Incl2
Incl2
Incl2
Incl2
Incl2
Incl2
Incl2
IncP1
IncP1
IncX4
Incl2

Conjugativo
Conjugativo
Conjugativo
Conjugativo
Conjugativo
Conjugativo
Conjugativo
Conjugativo
Conjugativo
Conjugativo
Conjugativo
Conjugativo
Conjugativo
Conjugativo
Conjugativo
Conjugativo
Conjugativo
Conjugativo
Conjugativo
Movilizable
Conjugativo
Conjugativo
Conjugativo
Conjugativo
Movilizable
Conjugativo
Conjugativo
Conjugativo
Conjugativo
Conjugativo
Conjugativo
Conjugativo
Movilizable
Movilizable

Perfil de
de sintenia

Figura 7.9 Contexto genético del gen mcr, comparando plasmidos alimentarios y clinicos. Se
muestra un esquema de los plasmidos que contienen el gen mcr (5 alimentarios y 29 clinicos), ordenados
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por tamafio descendente. La localizacidon del gen mcr se muestra con un rombo rojo. En la parte inferior
se muestra la sinténia del gen mcr pueden clasificarse en seis perfiles definidos (azul, amarillo, verde, rosa,
morado y rojo), en la figura se muestra un representante de cada una de estas categorias establecidas de
acuerdo con la presencia e identidad de secuencias de insercion que flanquean al gen mcr. Las flechas
blancas, amarillas y rosa claro denotan las secuencias de insercion ISApl1, ISKpn26 e 1S903. Las flechas
rojas denotan el gen de resistencia a la colistina mcr. Las flechas sin etiqueta y de color gris representan
proteinas hipotéticas (de tamario variable).

7.1.4 Contenido de genes de virulencia en plasmidos

Se identificaron 72 genes de virulencia conocidos en el conjunto completo de datos de
plasmidos. El numero promedio de genes de virulencia por plasmido fue mayor en
plasmidos clinicos (4 factores de virulencia en promedio, en comparacion con 3 para
plasmidos alimentarios), pero la distribucion general del numero de genes de
virulencia/plasmido fue similar (sin diferencia estadistica, p>0.5). Unicamente 33 genes
se compartieron entre los dos grupos de plasmidos (Anexo S4) y solo cinco de ellos
fueron exclusivos de los plasmidos alimentarios: afaA, afaB, afaC, afaE8 y fim41a, los
primeros cuatro codifican para adhesinas afimbriables, mientras que el quinto codifica la
subunidad de la fimbria F41 asociada a patotipo ETEC (Duan et al., 2020b).

Por otra parte, los genes de virulencia mas frecuentes compartidos entre las dos
poblaciones son traT, sitA, iucC, ompT y hlyF. Se ha informado que sitA y iucC
desempenan un papel en el secuestro del hierro y la regulaciéon del metabolismo en
cepas ExPEC (Sarowska et al., 2019). El gen ompT codifica una endopeptidasa de
membrana integral bien caracterizada que se describe como participante en la adhesion
a las células epiteliales del hospedero en las cepas ExXPEC, APEC y DAEC (Kukkonen &
Korhonen, 2004; Torres et al., 2020; Wolfgang et al., 2017); hlyF es una hemolisina que
contribuye a la virulencia de EXPEC al regular la liberacién de toxinas durante el
establecimiento de la infeccion (Gigliucci et al, 2019; Murase et al., 2016). Finalmente,
traT es un gen que codifica una lipoproteina de membrana externa cuya expresion se ha
relacionado con una mayor resistencia sérica, aunque el mecanismo no se ha descrito
claramente y también se ha demostrado su participacién en la modulacién del proceso
de conjugacion (Sukupolvi & O’Connor, 1990; Li et al., 2022) (Figura 7.10).
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Figura 7.10 Presencia de genes de virulencia en plasmidos pertenecientes a cada tipo de
incompatibilidad (Inc). A. Plasmidos alimentarios. B. Plasmidos clinicos. La intensidad del color rosa
es proporcional a la prevalencia de la asociacién gen-tipo Inc. A. Plasmidos alimentarios (n=76). B.
Plasmidos clinicos (n=724).
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7.1.5 Coocurrencia de ARG y genes de virulencia con plasmidos (Inc/PTU).

El indice de Jaccard (JI) mide la coocurrencia de dos caracteristicas binarias y varia de
0 (exclusion mutua) a 1 (coocurrencia total), valores de Jaccard de 0.3-0.5 generalmente
nos indica que las caracteristicas suceden ambas de manera frecuente, mientras que
valores superiores a 0.5 indicarian que hay una coocurrencia alta, es decir, mas de la
mitad de los elementos (genes de virulencia o resistencia) se encuentran en el otro
conjunto de datos (Incy PTU). En este caso, se empled con la finalidad de cuantificar la
ocurrencia de que un plasmido perteneciente a un grupo de incompatibilidad o PTU

definido, y la presencia de genes de virulencia o resistencia a antimicrobianos.

Los resultados de los valores de indice de Jaccard (JI) mostrados en la Tabla 7.2 varian
entre 0 y 0.29, con un promedio de 0.11. Los valores mas altos correspondieron para
genes de resistencia a los antimicrobianos a IncR, IncF (F-:A -:B1) y p0111 (1J=0.18),
IncX1 (1J=0.18) e Incl1-1 (IJ=0.14). Por otra parte cuando analizamos para los genes de
virulencia se observa que los mas representativos fueron IncF(F23:A-:B3) (IJ = 0.45),
IncB/O/K/Z (1J=0.33) y IncHIB (1J=0.25) (Tabla 7.2 primeras 4 columnas). Estos valores
sugieren moderadamente que hay una predileccion de grupos especificos de Inc para
albergan genes de resistencia, de virulencia o de ambos, como en el caso de IncF.
Ademas, Es de notar que, en comparacion con los ARG, los factores de virulencia
producen valores de JI mucho mas altos; esto se debe, al menos en parte, al numero
menor de genes de virulencia involucrados (72 genes de virulencia, en comparacion con
175 genes de resistencia).

Tabla 7.2 Representacion del indice de Jaccard (lJ) para cada categoria (resistencia y

virulencia) en plasmidos representados por al menos tres unidades en genomas
alimentarios y clinicos.

Inc Group o 0 1J Grupo o 0 1J
resistencia | virulencia | total PTU resistencia | virulencia | total
Col 0 0 0 Non-PTU 0.07 0 0.05
Col156 0 0.2 0.2 Non-PTU 0 0.03 0.02
ColRNAI 0 0 0 Non-PTU 0 0.33 0.25
IncB/O/K/Z 0.09 0.33 0.21 PTU-? 0 0 0
IncC 0.1 0.11 0.1 B/P(;r/LIi/Z 0.09 0.36 0.22
IncF (F-:A-:B-) 0.02 0.11 0.06 PTU-E22 0 0 0
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IncF (F-:A-:B1) 0.18 0.4 0.25 PTU-E5 0 0.45 0.31
IncF (F2:A-:B-) 0.02 0.06 0.02 PTU-E50 0.38 0 0.38
IncF (F23:A-:B3) 0 0.45 0.29 PTU-E69 0 0.44 0.44
IncHI1B 0.03 0.25 0.05 PTU-E7 0 0.2 0.2
Incl1-1 0.14 0.11 0.13 PTU-E9 0 0 0
IncR 0.18 0.08 0.15 PTU-FE 0.23 0.41 0.28
IncX1 0.17 0 0.15 | PTU-HI1A 0.12 0.25 0.14
IncY 0.03 0 0.03 PTU-HI2 0.24 0.5 0.25
NT 0.03 0 0.02 PTU-11 0.11 0.13 0.11
p0111 0.18 0 0.18 PTU-Y 0 0 0
Promedio 0.07 0.13 0.12 Promedio 0.07 0.17 0.15

Grupo Inc (primera columna) y Grupo PTU (quinta columna) enumera las réplicas con al menos tres
plasmidos representados en los conjuntos de datos de plasmidos clinicos y alimentarios. JI resistencia
indica el valor del indice de Jaccard para la presencia de genes de resistencia, JI virulencia indica el valor
del indice de Jaccard para la presencia de genes de virulencia, y JI total indica el valor del indice de Jaccard
para la presencia de la suma de genes de virulencia y resistencia.

Las PTU representan una clasificacion filogenética a diferencia de la clasificacion por
grupo de incompatibilidad, con este argumento se realizado nuevamente la cuantificacion
de coocurrencia mediante el indice de Jaccard para cada PTU, estos resultados se
muestran en la Tabla 7.2. En este caso, mientras que el indice promedio se mantuvo
igual, los valores mas altos aumentaron considerablemente (hasta 0.38). Los tres PTU
con los valores mas altos fueron PTU-E50 (1J=0.38), PTU-HI2 (I1J=0.24) y PTU-FE
(1J=0.23). El aumento en los valores maximos de JI para la resistencia en los PTU, una
clasificacion que indica plasmidos relacionados filogenéticamente; este hallazgo aunado
a que los 1/3 partes de los plasmidos que contenia genes de virulencia o resistencia a
los antibidticos se encontraban vinculados con la capacidad potencial de transferencia
ya que fueron descritos como moéviles (68.3%, 62.2%, respectivamente), refuerza la
teoria de que el intercambio de ARG entre los alimentos y las cepas clinicas podria estar

dominado por un grupo especifico de plasmidos filogenéticamente relacionados.

Ya que algunas PTU involucran multiples grupos Inc, el siguiente paso fue observar todas
las combinaciones de PTU-grupo Inc para plasmidos que estan representados en ambos
grupos, los resultados se muestran en la Figura 7.11. Debido a la gran cantidad de
combinaciones de PTU vy replicon, el tamafo promedio de la muestra se redujo

sustancialmente; por lo que se realizé una representacion de los plasmidos de cada
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Figura 7.11 Superposicién de factores de resistencia y virulencia, desglosados por combinaciones
especificas de grupos PTU-Inc. La primera seccion presenta las combinaciones PTU-Inc, y la segunda
seccién muestra las combinaciones PTU-subtipo IncF. Cada una de las figuras se divide en Panel A. indice
de Jaccard (JI) de resistencia y de virulencia como indicador de superposicion genética entre plasmidos
alimentarios y clinicos. Los valores varian entre 0 (sin superposicién) y 1 (superposicion completa). Panel
B. Muestra el tamaifo promedio (pb) de los plasmidos asignados a cada una de las combinaciones de
grupos PTU-Inc. Panel C. El numero de plasmidos identificados para cada combinacion de grupos PTU-
Inc desglosado por fuente, alimento (circulo verde) y clinica (circulo morado). Los recuadros rojos indica el
grupo que tienen 3 plasmidos o mas de cada origen (clinico y alimentario) que cuentan con una
coocurrencia con el contenido de ARG y genes de virulencia. Los recuadros verdes indica el grupo que
tienen 3 plasmidos o mas de cada origen (clinico y alimentario) que cuentan con una coocurrencia
unicamente con el contenido de genes de virulencia. Los recuadros rosas indica el grupo que tienen 3
plasmidos o mas de cada origen (clinico y alimentario) que cuentan con una coocurrencia Unicamente con
el contenido de genes de resistencia a antibiéticos.

Con la consideracién anterior, Figura 7.11, de describe en la primera seccion todas las
combinaciones PTU-Inc, teniendo tres paneles, en el panel A se muestran los valores del
IJ que siguen las mismas pautas anteriores para interpretar de manera correcta su
importancia, la siguiente seccion muestra el tamafo promedio de los plasmidos
correspondientes a esa combinacion PTU-Inc y en el ultimo panel la representaciéon de
los plasmidos clinicos y alimentarios, es decir, el numero de plasmidos con la
combinacion PTU-Inc para evitar una sobreestimacion inadecuada y concluir de manera
correcta en aquellos que tuvieran un IJ superior >0.18. Con lo anterior, podemos
constatar que las combinaciones de PTU-replicon que parecen tener genuina presencia
simultanea en el contenido de ARG y genes de virulencia son PTU-B/O/K/Z-IncB/O/K/Z
(J1=0.09, con 43 plasmidos clinicos y 4 plasmidos de alimentos), PTU-HIA/IncHI1B
(J1=0.12, con tres plasmidos en cada grupo) y PTU-HI2/IncHIA (JI=0.2, con 21 plasmidos
clinicos y 4 plasmidos alimentarios) (Figura 7.11 y Tabla 2). También se mostro la
combinacion PTU-E7/Col156 (JI=0.2, con 28 plasmidos clinicos y 4 plasmidos
alimentarios) y Non-PTU/ColRNAI (1J=0.32, con 12 plasmidos clinicos y 6 plasmidos

alimentarios) especificamente para genes de virulencia.

Asi mismo, dentro de los plasmidos IncF para mostrar la presencia preferente de genes
de virulencia y resistencia se destaca la combinacion PTU-FE/IncF(F-: A-:B1) (1J=0.21,

con 11 plasmidos clinicos y 7 plasmidos de alimentos). De igual forma nuevamente se
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muestran combinacion especificas para genes de virulencia PTU-E41/IncF(F-:A-:B15)
(IJ=0.5, con 9 plasmidos clinicos y 2 plasmidos de origen alimentario), PTU-E5/
IncF(F23:A-:B3) (1J=0.42, 56 plasmidos de origen clinico y 15 de origen alimentario) y
PTU-FE/IncF(F-:A-:B-) (I1J=0.69, con 32 plasmidos de origen clinico y 6 de origen

alimentario) (Figura 7.11 en la segunda seccion).

Los genes aph(6)-Id, aac(3)-lld, aadA2, blactx-w-s5, blatem-1, sul1, sul2, sul3 vy tet(A)
fueron albergados en los plasmidos localizados en los grupos sefialados con los puntajes
mas altos de IJ (Tabla 7.3). De igual formar en el caso de los genes que codifican factores
de virulencia, resalta el gen de enterohemolisina, ehxA, que se encuentra en cinco de las
ocho categorias y es uno de los genes que esta sobrerrepresentado en los plasmidos
alimentarios, es decir, se encontraron con mayor frecuencia de lo que se esperaba
encontrar si este evento sucediera al azar. Esta observacién sugiere que la presencia
elevada de este factor de virulencia en los alimentos probablemente se ve facilitado por

la transferencia horizontal a través de plasmidos.

Tabla 7.3. Contenido génico de las combinaciones PTU-Inc con alto indice de Jaccard.

Combinaciones PTU-Inc Resistencia Virulencia

cia, cib, ehxA, epeA, espP,

PTU-B/O/K/Z IncB/O/K/Z aph(6)-1d, aph(3")-Ib iha, SUbA. trat

aac(3)-lld, aadA2, aadA22, mcr-1.1,
PTU-HI2 IncHIA blarem-1, arr-2, blacrx-w-ss, dfrl4,linG, terC
gnrsl, mphA, sull, sul2, sul3

Non-PTU ColRNAI cea
PTU-E69 IncB/O/K/Z ehxA, espP, toxB, katP
PTU-HI2 IncHI2A aadAl, aadA2, aph(3)-la, mcr-1.1, i
sul3, tet(A)
aac(3)-lld, aph(3Y)-lla, aph(6)-Id, cvaC, ehxA, etsC, hlyF, iroN,
PTU-FE F:-:A-:B1 blacrtx-m-s5, sull, sul2, blargm-1, iss, iucC, iutA, mchF, ompT,
tet(A) SitA, traT, tsh

ehxA, etpD, traT, etpP, nleA,

PTU-E41 F-:A-:B15 - .
cla

PTU-E5 F23:A-:B3 - ehxA, espP, etpD, toxB, katP

En negrita, se muestran los genes que se encuentran en mas de una categoria de las ocho
enlistadas con el IJ mas alto.
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7.1.8 Discusién

A pesar de la limitante del analisis respecto a la fecha de coleccion de las cepas de E.
coli a las cuales pertenecian los genomas, el numero de la muestra (aproximadamente
10 veces menos genomas de origen alimentario que clinico) y del sesgo inherente de la
distribucion geografica de paises sobrerepresentados debido a programas de vigilancia
epidemiologica, los resultados obtenidos mediante este analisis cuantitativo y de estricto
enfoque gendmico, muestran superposiciones de importancia, al igual que la relacién
entre los genes y los grupos Inc y/o PTU, debido a que estos representan propiedades
filogenéticas entre ambos grupos y ademas la mayoria de nuestras observaciones
concuerdan con reportes previos en la literatura y también los amplian con el aporte de

nuevos datos .

El analisis filogenético (Anexo S5), asi como la comparacion de los filogrupos, y
secuenciotipos de ambos conjuntos de genomas, muestra un numero menor de cepas
en ambos origenes, lo que sugiere que las cepas se intercambian entre ambos
ambientes como poca frecuencia, excepto por aquéllas cepas de E. coli que pertenecen
al ST11, ya que su alta transmisibilidad a través de los alimentos es congruente con los
estudios que informan que el clon EHEC O157:H7 que pertenece al ST11 esta vinculado
con brotes de infeccidon humana causada por el consumo de carne contaminada (Omer
et al., 2018). Asi mismos estudios respaldan que EHEC O157:H7 (asi como STEC) es
un patotipo adaptado al ganado bovino y diseminado a los humanos a través del contacto
directo con animales, sus heces o a través del ambiente o los alimentos contaminados
(dos Santos et al., 2023; Grispoldi et al., 2020; Pianciola & Rivas, 2018).

Al observar el plasmidoma en ambas poblaciones, se presenta un numero de plasmidos
superior en los genomas clinicos respecto a los alimentarios; sin embargo, el estudio
mostroé caracteristicas de tamafio y movilizacion similares en los dos conjuntos, por
ejemplo; la mayoria de los plasmidos conjugativos eran grandes (25-200 kb), el limite de
tamafno superior podria estar relacionado con los costos de adaptacion de la
transferencia de megaplasmidos (Romanchuk et al., 2014; San Millan & Maclean, 2019).

En contraste, el 26.6% de los plasmidos movilizables eran muy pequefios (<20 kb), y que
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plasmidos pequefios tienden a tener un alto numero de copias (Millan et al., 2016); esto
implicaria una posible compensacion entre los diferentes tamafos de plasmidos para el
acceso a la diversidad genética: la mutagénesis en plasmidos multicopia, que permiten
la deriva genética al retener copias (Rodriguez-beltran et al., 2018) o bien el acceso un
acervo genético mayor proporcionado por cepas bacterianas donadoras durante el
proceso de conjugacion, lo que produce en la cepa receptora depdsitos de genes

capturados de diversas fuentes clinicas y ambientales.

Uno de los principales hallazgos de este estudio es el gran numero de genes de
resistencia en plasmidos alimentarios, esto podria estar vinculado con el uso de
antibidticos como profilacticos, metafilacticos, promotores de crecimiento en animales
dedicados a la alimentacién y el posterior uso del estiércol para cultivos (Lima &
Domingues, 2020; Zalewska et al., 2021) o inclusive como contaminacién durante el
sacrificio y procesamiento de la carne (Lavilla Lerma et al., 2013; Oniciuc et al., 2019).
Particularmente, se reporta una alta prevalencia de BLEE en cepas de E. coli en
alimentos de origen animal, asociado al uso de antibidticos betalactactamicos en la
produccion de animales de consumo descritos alrededor del mundo (Khalifa et al., 2024),
vinculados a un numero amplio de grupos de incompatibilidad en plasmidos (Madec &
Haenni, 2018). Respecto a la comparaciéon entre plasmidos alimentarios y clinicos, se
observé que en aislamientos clinicos los genes que codifican para las BLEE se
encuentran asociados con casi todos los tipos de plasmidos, aunque de manera mas
frecuente con ColRNA, IncF, Incl, IncN, IncX, IncH, NT y p0111; mientras que para los

plasmidos alimentarios el Inc asignado resulté ser mas restringido.

Particularmente, los carbapenémicos son antibidticos que se administran de manera
exclusiva en humanos; sin embargo, se ha reportado un numero cada vez mayor de
cepas de E. coli resistentes a dicha familia de antibiéticos aisladas fuera de los entornos
hospitalarios de atencién a humanos (Anjum et al., 2021; Nji et al., 2021). En este estudio
se identifico el gen blanom-s en un plasmido IncF (F1:A-:B-) (pF070, AP023237. 1)
aislado de carne de cerdo; este plasmido habia sido reportado anteriormente en un
aislado de heces de un residente japonés (Sugawara et al., 2021). En alimentos blanow-
5 ha sido reportado en E. coli proveniente de animales destinados al consumo humano
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(vacas, aves de corral y cerdos) y albergados unicamente en plasmidos IncX3; (Tang et
al., 2019; Wang et al., 2022), contrastando con nuestro hallazgo, alertando el hecho de

encontrarlo en un plasmido IncF por su alta distribucién.

También, se identificaron genes de resistencia a colistina (de la familia de las polimixinas)
qgue solo se usa como un tratamiento de ultimo recurso en la clinica humana (Ahmed et
al., 2020), aunque en contraste, es ampliamente utilizado en medicina veterinaria y esto
podria explicar porque en la ultima década han surgido con mayor frecuencia reportes
de cepas resistentes en todo el mundo aisladas en diferentes ambientes (Kim et al., 2022;
Zhang et al., 2021), mediada por plasmidos (Anyanwu et al., 2020). También, se observo
gue una de las combinaciones del grupo PTU-Inc (PTU-HI2/IncHIA) se asocié con mcr-
1.1 en plasmidos alimentarios y clinicos, lo que sugiere que ese grupo especifico de
plasmidos puede actuar como facilitador de la transferencia horizontal de genes de
resistencia a la colistina entre ambos origenes, esto concuerda con lo reportado
anteriormente en lo cual se describia junto con Incl2 y InX4 como los plasmidos mas

frecuentes asociados al transporte de mcr (Matamoros et al., 2017).

Asi mismo, en plasmidos alimentarios se encontré un alto numero de genes de virulencia,
particularmente factores que participan en adhesién. Ahora bien, las presiones para
retener genes de virulencia probablemente estén relacionadas con la supervivencia en
el animal que hospeda a la bacteria (en el caso de la carne y los productos lacteos)
(Arimizu et al., 2019) o con permanecer adheridos a las superficies de los alimentos como
el caso de vegetales, frutas u otros alimentos (Vassallo et al., 2023), viéndose involucrada
la adaptacién al entorno alimentario. De manera interesante, uno de los genes mas
frecuentes en plasmidos alimentarios fue el que codifica la enterohemolisina ehxA que
ha sido catalogada como de importancia en cepas STEC vinculadas con ganado bovino
y asociadas con derivados de productos carnicos y que principalmente participa en la
adherencia a las células del huésped, induce inflamacién y ayuda a evadir las defensas
inmunoldgicas (Hua et al., 2021) y espP’ que al igual que otros genes de virulencia (etpD
y katP) se ha descrito previamente en el plasmido pO157 asociado principalmente con
aislados de EHEC y ETEC. Aunque la funcién de espP es actuar como una proteasa que

degrada proteinas del huésped, lo que ayuda a las bacterias a modular la respuesta
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inmune y a favorecer la colonizacion y el dafio tisular; mientras que la etpD es esencial
para la formacion del sistema de secrecion tipo VI (SST6) y katP permite la evasion del
sistema inmune (Schwidder et al., 2019). Probablemente, la alta frecuencia de aparicién
en los genes de virulencia en los plasmidos de origen alimentario se deba alta frecuencia

de la presencia de ST11-EHEC en alimentos.

Por otro lado, considerando la superposicion, es decir, la presencia de genes en
plasmidos de ambos origenes, los resultados de este analisis sugieren que algunas de
las presiones selectivas operan en ambos ambientes. Este fendmeno es mayor respecto
a los genes de virulencia, ya que en contraste hay una mayor presencia y diversidad de
genes de resistencia en la clinica mediada por plasmidos, esto podria ser debido al uso
de antibidticos de manera rutinaria como profilaxis y terapia. Ademas, se observo que la
superposicion en los genes de resistencia y virulencia se presentd en grupos Inc
especificos, y aun mas cuando se analizaron las PTU, que se consideran unidades
genuinas relacionadas filogenéticamente, y todavia se enriquece cuando se observan
combinaciones especificas de grupos PTU-Inc, lo que respalda nuestra propuesta de que
la movilizacién de genes de virulencia, de resistencia o de ambos esta dirigida por un

grupo de plasmidos especializados entre E. coli de origen alimentario y clinico.

En conjunto, los resultados sugieren que los plasmidos encontrados en cepas de E. coli
que contaminan los alimentos representan reservorios de genes de resistencia y
virulencia y facilitan su intercambio genético con cepas clinicas a través de THG. El
analisis de las caracteristicas gendmicas no solo de la filogenia de las cepas sino de sus
elementos genéticos moviles aislados en la clinica frente a cepas de alimentos, sostiene
la premisa de la especificidad del nicho y el papel critico de la transferencia horizontal
para la propagacion y el mantenimiento de la resistencia a los antibiéticos y la virulencia
(Day et al., 2019; Dorado-Garcia et al., 2018,a Silva & Mendonga, 2012). En general, los
resultados resaltan la importancia de aislar cepas de E. coli provenientes de alimentos,
realizar su secuenciacion del genoma completo y analizar su contenido de genes de
virulencia, resistencia a antibiéticos y plasmidos de todo el mundo para realizar la
vigilancia epidemiologica y desde el punto de vista de la implementacion de la
informacion generada es que la identificacion de combinaciones especificas de grupos
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PTU-Inc que concentran la mayoria de la superposicién de carga entre los plasmidos
alimentarios y clinicos podria ayudar a disefiar estrategias para la vigilancia
epidemioldgica de los alimentos contaminados con E. coli y sumar esfuerzos para

contener la resistencia antibi6tica estudiando cepas no clinicas.
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SEGUNDA ETAPA
7.2 Analisis de 12 cepas de E. coli aisladas de vegetables en la ciudad de Puebla.

7.2.1 Determinacién del numero y tamafo de plasmidos por PFGE+S1

Se utilizaron 12 cepas de E. coli provenientes de vegetales de establecimientos fijos y
ambulantes previamente caracterizadas como bacterias multidrogorresistentes, diez
cepas fueron productoras de BLEE y 2 de CMY mediante PCR (Carredén-Le6n,2019). En
el presente estudio se realizo el analisis de PFGE+S1 para conocer cantidad y el peso
molecular aproximado de los plasmidos, mostrando que las 12 cepas portaban al menos
un plasmido (Anexo S6). En total se identificaron 28 plasmidos con un tamafo entre 40
Kby 250 Kb. El 46.4% (13/28) superaban los 100 Kb (Tabla 7.4). Se debe considerar la

limitante de la identificacion de plasmidos mas pequefios en esta técnica (<6.8 Kb).

Tabla 7.4 Caracterizacion parcial del contenido de plasmidos de cepas de E. coli.

Numero de
ID Cepa Alimento Establecimiento | 'BLEE | plasmidos Tamafio (Kb)
(PFGE)

AGEC Tomate Fijo + 5 127.7 | 85.1 |65.9|44.140.3
ATEC Pepino Fijo + 2 124.4 | 108.2

A23EC Espinaca Fijo + 1 157.8

A38EC Tomate Fijo + 2 241.2 | 125.8

A44EC Lechuga Ambulante + 3 102.9 | 96.8

A65EC* Cilantro Ambulante - 3 120.7 | 89.2 |68.9

ABBEC Cebolla/Cilantro Ambulante + 1 107.5

Al101EC Cebolla/Cilantro Ambulante + 2 711 | 67.3

Al122EC Rébano Ambulante + 2 101.2 | 97.9
A134_1EC* Cilantro Fijo - 4 107.2 | 95.8 |83.1|65.0 [62.4
Al134 2EC Cilantro Fijo + 2 135.8

A143 Cebolla/Cilantro Fijo + 2 143.4 | 95.1

* cepas con CMY-2
'Carredn-Leon, 2019

7.2.2 Caracterizacion genémica de cepas de E. coli secuenciadas por lllumina.

Se procediod a secuenciar las 12 cepas de E. coli recuperadas del muestreo realizado por
Carreon- Ledn, 2019, diez de las cuales fueron productoras de BLEE y las dos restantes
portaron CMY-2; asi como al menos un plasmido por cepa. El resultado de la

secuenciacion mostré un promedio del tamafio del genoma después del ensamble de
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4.99 Mb, mientras que el porcentaje de GC (%GC) fue 50.5%. Ademas, se confirmo la
identidad de E. coli para las 12 cepas con un valor de ANI en promedio de 99.98%. Cinco
cepas pertenecieron al filogrupo A, mientras que 3 cepas fueron identificadas como B1,
tres cepas mas como C y unicamente la cepa A23EC pertenecio al filogrupo B2. Los ST
mas prevalentes fueron ST155, ST746 y ST5019 correspondientes a dos aislamientos
cada uno. Por su parte todos los serotipos fueron unicos a excepcion de 086:H10
presente en los genomas A134 2EC y A143EC. En el caso de la variante de FimH todas
fueron diferentes a excepcion FimH149 presente en A134 2EC y A143EC; asi como la
variante FIimH35 en las cepas A44EC y A122EC (Tabla 7.5).

Tabla 7.5 Caracterizacion de 12 genomas de cepas E. coli aisladas de vegetales.

ID Contigs | Filogrupo | Serotipo ST FimH %GC Tamanfo
(MB)

AGEC 327 Bl 0100:H34 155 121 50.3 5.2
A7TEC 138 Bl 0O-:H10 155 32 50.5 4.9
A23EC 274 B2 025:H4 131 30 50.7 5.3
A38EC 302 A O4:H4 746 1429 50.5 5.0
A44EC 146 C O78:H9 23 35 50.5 4.9
AG5EC 246 A O-:H37 746 31 50.7 4.9
AG8EC 157 C O-:H9 410 24 50.6 4.8
Al101EC 171 Bl 0162:H10 101 111 50.4 4.9
Al122EC 150 C O78:H9 23 35 50.6 4.9
Al134_1EC 262 A 021:H48 10 54 50.5 51
Al34 _2EC 263 A 086:H10 5019 149 50.6 5.0
Al43EC 289 A 086:H10 5019 149 50.7 5.0
Promedio 227 - - - - 50.5 4.9

El ensamble se realizd con lecturas cortas provenientes de secuenciacién de Illlumina.
En negritas las cepas productoras de CMY-2

7.2.3 Identificacion de genes de virulencia, resistencia a antibiéticos y replicones.
Se identificaron 33 genes de resistencia diferentes, todas las cepas mostraron al menos
6 genes con un valor maximo de 14 en la cepa A134_2EC. Los genes estuvieron
asociados a la resistencia contra aminoglucésidos (11), betalactamicos (6), trimetroprim
(4), fosfomicina (3), sulfonamidas (3), fluoroquinolonas (3) y tetraciclinas (2) (Tabla 7.6).

Ademas de acuerdo con el anélisis de MGE, 30 genes se albergaron en plasmidos.
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Por otra parte, se identificaron 34 genes de virulencia, los aislamientos mostraron al
menos 6 genes, resaltando que la cepa A23EC mostré un numero maximo de 22 genes
de virulencia. Los genes estuvieron asociados principalmente con colicinas (5), toxinas
(5), adhesion (6), metabolismo de hierro (9), transporte (2), resistencia y sobrevivencia
(4), hemolisina (1), hemaglutinina (2) (Tabla 7.6). En este caso unicamente el 32%

(11/34) se encontro asociado a plasmidos.

Ahora bien, ya que todos los aislamientos mostraron la presencia de plasmidos de
acuerdo a PFGE-S1 y que mas del 90% de los genes de resistencia y un numero
importante de genes de virulencia se reportaron asociados a estos elementos moviles,
se identificaron los replicones encontrando 14 diferentes, los cuales pertenecieron a
IncFIA (1), IncFIB (10), IncFIC (7), IncFII(7), Col (pHAD289)(2), Col156 (2), Col(MG828)
(5), p0111 (4), Incl1-1 (2), Incl2(1), IncHI2 (1), IncQ1 (1), IncX1 (1) e IncY (1) (Tabla 7.6).
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Tabla 7.6 Genes de virulencia y resistencia a antibiéticos identificados en el genoma de E.
coli aisladas de alimentos frescos.

ID de aNumero:
C Genes de resistencia Genes de virulencia Replicones tamafo de
epa L
plasmidos (Kb)
blaCTX-M-55, dfrA1, cea, cma, cvaC, gad, hlyF, | Col (pHAD28), %5:130.92 72 41
AGEC fosA7.5, gyrA_S83L, hra, iucC, iutA, IpfA, IncFIB, IncFIC, ' ’32’ T
gnrB19, sat-2, sul3, tet(A) ompT, sitA, terC, traT IncX1
aac(3)-lle, aadAl, aph(3")- celb, cma, cvaC, gad,
ATEC la, blaCTX-M-55, hlyF, iucC, iutA, IpfA, Clnglf’lg 'lr;]‘f,:'ﬁ 2:124,108
gyrA_D87N, sul3, tet(A) ompT, sitA, terC, traT '
aac(@)tle, aac(@)tbrer, | TN TR o
blaCTX-M-15, ) T ' '’ | Coll156, IncFIA, .
AZ3EC | oora s83L.gyrA_S80I,mdfa, | YA KPSE, kpSMILKS, | 5 oe s ey =
blaOXA-1, tet(A) papA, papC, sat, senB,
' SitA, terC, traT, usp, yfcV
aac(3)-lle, aadA3, blaCTX- astA, cma, cvaC, gad
A38EC M-55, blaTEM-1B, dfrA12, hlyF, iucC, iutA, ompT, IncFIB, IncFIC, *3:237.134.17
fosA7.5, gyrA_S83L, sul3, SitA. terC. traT IncHI2
tet(A), tet(C) ' '
" cia, cvaC, etsC, gad, Col (MG828),
aph(6)-1d, aph(3")-Ib, . .
A44EC | blaCTX-M-15, blaTEM-1B, | MCNF, hiyF, iroN, iss, | IncFIB, IncFl, |13 o7
nrB19. sul2 iucC, |ut_A, IpfA, ompT, Incl2, IncQ1,
q ' SitA, terC IncY
aadA2, blaTEM-210, . . .
A65EC | blaCMY-2, dfrA12, dfrA14, | C'& 98d.iss, SitA,terC, | IncFll, Incll-l, | .y 153 93635
traT pO111
sull, tet(A)
aac(3)-lle, blactx-m-ss, cea, cma, cva_C, fyu_A, Col(MG828), .
A68EC gyrA_D87N, parC_S80l, gad, hlyF, irp2, iucC, iutA, IncEIB. IncEIC 1:176kb
sul3, tet(A) IpfA, ompT, sitA, terC '
" Col(MG828),
aph(3")-lb, blaCTX-M-15, gad, hra, IpfA, papA, A
AEREES fosA3, qnrB19, sul2, tet(A) ompT, traT, terC IncFIIEE:II:n”cFIC, AR
" gad, cia, cvaC, etsC, hlyF,
aph(6)-Id, aph(3")-lb, 4 T .
A122EC | blaCTX-M-15, blaTEM-18, | "ON:isS, UcC, gad, iutA, -} Col(MG828), 2:101,98
IpfA, mchF, ompT, sitA, IncFIB
gnrB19, sul2, tet(A) terC
aac(3)-1ld, aadA5, blaCMY-
A134 1EC 2, dfrA17, fosA2, cia, astA, gad, hra, iss, IncFll, Incl1-1, |*5:112,96,88,70,
- gyrA_S83L, parC_S80I, terC pO111 62
sul3, tet(A)
aac(3)-lle, aadA1l, aph(3")-
la, aph(3")-1b, aph(6)-1d, cea, cma, cvaC, gad, hlyF,
blaCTX-M-55, blaTEM-1B, | hra, iss, iucC, iutA, kpsE, | COI(PHAD28), _
Al134 2EC : IncFIB, IncFIC, 2:136,127
dfrAl14, gyrA_S83L, kpsMII_K5, ompT, sitA, IncEll 0111
parC_S80I, gnrB19, sul2, terC, traT P
sul3, tet(A)
aac(3)-lle, aadA1l, aph(3")-
la, aph(6)-1d, blaCTX-M-55, | 5% e vaC, 9ad MWF | coyppap2s),
A143EC blaTEM-1B, dfrA14, K ’sMII, KS (’)m T sFi)tA " | IncFIB, IncFIC, 2:143,95
gyrA_S83L, parC_S80I, P e tra$ » SIA, p0111
gnrB19, sul2, sul3, tet(A) '

aNumero y tamafio de los plasmidos determinado por PFGE+S1. * Cepas secuenciadas por lllumina y
Nanopore y ensambladas con Unicycler.
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7.3 Analisis individual de la cepa A23EC aislada de espinaca

Después de analizar las caracteristicas generales de las 12 cepas, se seleccionaron 6
para realizar un analisis mas profundo. De acuerdo con el analisis bioinformatico anterior
la primera cepa seleccionada fue la A23EC aislada de espinaca (Tabla 7.4), se identifico
dentro del filogrupo B2, ST131 y serotipo O25:H4 (Tabla 7.5), reportada como parte de
un linaje altamente virulento. Ademas, mostro la presencia de seis genes de resistencia
a antibidticos, incluyendo blactx-m-15 y fue confirmada como MDR. También, se determiné
la presencia de 22 genes de virulencia, asi como de un plasmido relacionado con cuatro
replicones (Tabla 7.4 y Tabla 7.6).

Para obtener una mejor resolucion del genoma se utilizé ensamble hibrido con lecturas
largas por Nanopore MinlON con la cual se obtuvieron dos contigs de 5.2 Mb y 157 Kb,
identificados como cromosoma y plasmido, respectivamente. Asi mismo, el nuevo
ensamble permitié identificar 14 genes de virulencia adicionales (csgAB, malX, yehABCD
y imABCDEFG), el gen asociado a la resistencia de cloranfenicol, catB3 incompleto,
cuatro genes asociados a la resistencia a metales (baeRS, cpxA 'y pmrF), 25 genes que
codifican para biocidas (acrABDFS, evgAS, mdtBCEFGHMNORP, marA, emrABEKRY vy

tolC) y el operdn KpnEF asociado a la tolerancia al estrés térmico.

7.3.1 Analisis filogenético de A23EC

Para ubicar a la cepa A23EC en el contexto global de genomas ST131 se realizd un
analisis filogenético comparandola con 86 genomas ST131 reportados en las bases de
datos libres. Este analisis permitié agrupar los genomas en los tres clados ST131
conocidos, a saber, A, B y C. Dentro del clado C, se agruparon en dos subclados
principales (C1 y C2). Dentro del subclado C2, vemos dos grupos monofiléticos distintos
(sublinajes), que denominamos C2a (13 cepas) y C2b (18 cepas); de acuerdo con la
agrupacion, A23EC pertenece al sublinaje C2b, caracterizado este grupo por que 1)
Llevan una estructura de transposén TnMB1860 flanqueada por elementos 1S26. Este
transposon esta integrado cromosomicamente en todos los casos y su sitio de
integracion cromosémica en estos genomas es consistente con un unico evento de

captura. 2) Llevan una isla de patogenicidad similar a PAI 11536 con un gen cnf1 adicional.
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3) Pertenecen consistentemente al virotipo E, siguiendo el esquema de genes de
virulencia descrito por Nicholas-Chanoine en 2014 y los genes adicionales sugeridos por
Barrios-Villa en 2018 (Nicholas-Chanoine et al., 2014; Barrios-Villa et al.,2018a) 4)
frecuentemente albergan un plasmido F(31,36):A(4,20):B1. En la Figura 7.12, se
muestra que los genomas contenidos en el sublinaje C2b corresponden en gran medida
a cepas clinicas humanas, a excepcidon de tres cepas ambientales aisladas de aguas
residuales. El origen geografico de las muestras del sublinaje C2b incluye a Asia, Europa,

Australia y América del Norte y del Sur (Anexo S1).
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Figura 7.12. Filogenia de la cepa A23EC (en negritas) en el contexto de genomas ST131 de la base
de datos GenBank. El asterisco indica todas las cepas utilizadas también en el estudio de Biggel et al.,
2022, el triangulo pequefio junto al niumero de acceso al GenBank indica las cepas pertenecientes al
sublinaje C2b incluidas en el estudio de Biggel et al., 2022 (CP049077.2, CP018991.1 y CP049085.2) y el
circulo indica las cepas incluidas en el estudio de Shropshire et al., 2021 (CP049077.2, CP018991.1,
CP049085.2 y LS992192.1). Las casillas rellenas indican la presencia de un gen determinado. La
presencia de los genes chua, fyuA y yfcv fue determinada como potencialmente UPEC (Spurbeck et al.,
2012). La identificacion de los genes sat, papGll, cnf1l y hlyA, de acuerdo con los criterios de Nicolas-
Chanoine et al., 2014 y Barrios-Villa et al., 2018a catalogaron a la A23EC dentro de las cepas ST131 como
parte del virotipo E

7.3.2 Viruloma de A23EC, ubicaciéon y entorno gendémico.

De los 28 genes de virulencia identificados, 24 se ubicaron en el cromosoma vy
especificamente 14 estuvieron contenidos en tres islas de patogenicidad, mientras cuatro
genes fue ubicado en el plasmido (Anexo S7). La primera isla fue nombrada en este
estudio como PAI Ia2secy fue similar a PAI llsss con una cobertura del 84% compartiendo
trece genes de virulencia incluidos el operén hlyABCD (operdn codificador de hemolisina)
y el grupo de genes papABCDEHKX 'y papGll (adhesina de la punta de la fimbria P)

(Figura 7.13). A diferencia de PAI llsss, PAl la2sec también contiene cnf1 y fimC.

La segunda isla de patogenicidad denominada en este estudio como PAI lla2sec, la cual
mostré gran similitud con la PAI Icrrozs con una cobertura del 89%, que albergd a sat
(toxina autotransportadora secretada), kpsMII-K5 (variante de proteina capsular K5), al
operon iucABCD, miembros de una familia de sideroforos independientes de la sintetasa
de péptidos no ribosdmicos (NIS), iutA (receptor férrico de aerobactina) e iha (adhesina

homadloga del gen regulado por hierro).

Finalmente, la tercera isla de patogenicidad es PAI lllazsec. Esta PAI es similar a PAl
llcFro73 correspondiente a la isla de alta patogenicidad (HPI) con una cobertura del 98%
que incluye los genes de biosintesis del receptor de yersinobactina y facilita la captaciéon
de hierro irp2, fyuA'y ybtAEPQSTX. La principal diferencia es que la A23EC muestra un
irp1 intacto (Figura 7.13).

La cepa A23EC de acuerdo con su contenido genético y su comparacion con esquemas
previamente establecimos en otros estudios, fue determinada como ExPEC, (Dale &

Woodford, 2015), ademas, fue clasificada como potencialmente UPEC (Spurbeck et al.,
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2012) y establecida dentro del grupo de E. coli ST131 como virotipo E (Nicolas-Chanoine
et al., 2014; Barrios-Villa et al., 2018a) (Figura 7.12).
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Figura 7.13 Comparacion de la estructura genética de las tres islas de patogenicidad encontradas
en A23EC con las PAl de UPEC. A. Comparacion PAI-1 CFT073-1/A23EC. B. Comparacion PAI-Il CFT073-
[I/A23EC. C. Comparacion C. 536-1I/A23EC. Las lineas grises indican las regiones con 69-100% de
identidad por Blastn. La imagen se generé con EasyFig y los numeros de acceso de las secuencias de la
cepa prototipo utilizada se colocaron entre paréntesis.

7.3.3 Perfil fenotipico y genotipico de resistencia a los antibiéticos.
Los datos anteriores clasificaron a la cepa A23EC como MDR productora de BLEE vy
susceptible unicamente a carbapenémicos, fosfomicina, cloranfenicol y trimetoprima con

sulfametoxazol.

La circularizacion del ensamble utilizando lectura largas permitié identificar al gen mdfA
que codifica para una bomba de eflujo y esta asociado a la resistencia a macroélidos;
ademas se identificd un determinante de resistencia a la tunicamicina (tmrB) y el gen
truncado AcatB3, este albergd dos deleciones en marco que involucran un total de 28
aminoacidos, reduciendo el tamano de esta proteina de 210 a 182 aminoacidos, lo que
da como resultado una pérdida de homologia con respecto a la referencia que comienza
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en la posicién de aminoacido 147, eliminando asi todo el dominio a-helicoidal C-terminal
(Anexo S8).

Asi mismo, la subunidad gyrA de la girasa y la subunidad parC de la topoisomerasa IV
tenian tres mutaciones puntuales que conferian resistencia a las fluoroquinolonas: S83l,

D87N en la girasa y S80L en la topoisomerasa IV.

Por su parte, en el cromosoma se identificaron los genes aac(3)-lle, tmrB, aac(6')-Ib-cr ,
blaoxa-1, AcatB3, blacxt-m-15y el gen wbuC (también conocido como orf477) contenidos
en un fragmento modular de un tamafio de 12,837 pb flanqueado por 1S26, denominado
previamente como TnMB 1860 por Shropshire et al., 2021. La unidad MB1860_A contenia
los primeros 5 genes y se encontraba delimitado en el extremo 3' por un grupo AlS3,
ISKpn11, IS26 y ATn2. Mientras que el fragmento MB1860TU_B esta delimitado por dos
elementos 1S26 en la orientacion del sentido opuesto y contenia una secuencia ISEcp1

parcial (Figura 7.14).

TnMB1860_TU_A TnMB1860_TU_B

metG 1S26 OXA-1 1S26 tmrB ISKpn11  ATn2 1S26 Tn2  CTX-M-15 1S26

—-— ) - )P ) () —

aa(6)-lb-cr catB3 a@ac(3)-le AIS3 1526 wbuC  AIScpE1

Figura 7.14 Estructura genémica y contexto genético de la secuencia ThnMB1860 en la cepa de
E. coli A23EC.

Se realizé una busqueda del arreglo de TnMB1860 en 2387 genomas completos de E.
coli. Se seleccionaron aquellas con una identidad de secuencia del 98% con una
cobertura >70%, que tuvieran una disposicion similar de los seis genes de resistencia
dentro de una ventana de 20,000 pb; encontrando de esta manera 18 coincidencias
altamente significativas (17 cromosomicas y 1 plasmidica). De manera interesante las 17
secuencias gendémicas pertenecieron al sublinaje C2b del subclado C2 mostrado en la
Figura 7.12. Al realizar el analisis de comparativo del tranposdn compuesto, se
obtuvieron cinco agrupaciones. El grupo 1 estuvo integrado por la secuencia plasmidica

p11A_p2 (180.962 pb), descrito anteriormente por Shropshire et al., 2021. A diferencia
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de las secuencias cromosomicas, en p11A_p2 las unidades de TnMB1860 se encuentran
separadas por un fragmento de 18,314 pb que contiene 13 ORF incluyendo varios
factores de virulencia (Figura 15). Ademas, de forma interesante la cepa portadora del
plasmido también albergaba a TnM71860 en el cromosoma perteneciente al grupo 3 junto
a la A23EC. La presencia simultanea en un gen de resistencia en el cromosoma y en un
plasmido dentro del mismo aislado no es infrecuente y se interpreta como una etapa
intermedia en la incorporacion de contenido genético de un plasmido al cromosoma
(Wang et al., 2022).

Afio de
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2015 *1(1)

blacry s

Cluster

blaoxa1
aac(6)-b-cr

catB3

1526
" Transposones Tn

M Genes de resistencia
[ Proteina hipotética

20162018 2(2)

[ tmrB
2015-2018,  3(13) B whuC
2021
2017 4(2)
2012 5(1)

Figura 7.15. Disposicion genética comparativa de ThMB7860 en genomas pertenecientes al
sublinaje C2b. *Indica la secuencia plasmidica (p11A_p2).

Por su parte la cepa A23EC se localizé en el grupo 3 con otras 11 secuencias
cromosomicas (Figura 7.15); en 10 genomas se identificd que el sitio de insercién de
TnMB1860 se encuentra a ~4.400 pb del gen que codifica la metionil-ARNt sintetasa,
metG, en un operon de biosintesis del cofactor de molibdopterina (Figura 7.16). En la
cepa restante (p4A; secuencia CP049085.1) el sitio de insercion se localizé adyacente al

gen que codifica el receptor de colicina I, interrumpiéndolo (AcirA) (Figura 7.16).

Todos los demas grupos estan integrados por dos secuencias que se comparan en la

Figura 7.16; en el grupo 2, se muestra MB1860TU_B translocada rio arriba de
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MB1860TU_A en direccién inversa, con >99% de identidad entre ellas. Por su parte, en
el grupo 4, se exhibe una pérdida de Tn. Por ultimo, en el grupo 5, se presenta una
pérdida de 1S26 en el extremo derecho de la regiéon TnMB1860TU_A, ademas, hay una
inserciéon de 3,509 pb a diferencia de CP088879.1

- SRR BB CTHAS TR S Tz e @@l avlde 1S3 1526 yene DLFeA32 ets
N - Y : c T X

AP022525.1 <&
(THO-003

cpoazsit
1SCAID WND1-2021)

crussise
(FITECH0SE

CP088596.1 " < L A
(D16ECO589) dSER G 182 e 1825 me Sk

cruazenn
(FISECT32)

croasast1
(FIBECTI21}

Cc

CP056470.1
(RHBSTW-00482)

metG DUF4122 JEF 1526 oAt 1526 imE  Skentt T2 1526 Tn2  CTXM5 1526 DUF#132
croeses
(cr7Econss|
o
{FTECO098;

CP056873.1
(RHBSTVW-00081)

& 3 7
qosfeider B3 aesidile 183 152 whuG  ASEp

crossans
IFI8ECOSIT)

CPuBe78.1 el o CTXM1S 1528 s
Ly D merG G wiE3 Amidde 1S3 1526 Tz 1825 T2 XS 1528 UF432

CP088879.1 /-
{F1BEC0653)

CP018991.1 % . v Vo ’
{Ecol_AZ146) DUF4122 e oXA 152 xR 1Kpnt whaG Aot I"M

cPomRs2

Figura 7.16 Alineacion de los genomas contenidos en los grupos 3=A, 2=B, 4=C y 5=D. Panel A.
Disposicidon genética comparativa de las secuencias en el grupo 3. En once de las secuencias,
incluida la cepa A23EC, el sitio de insercion de TnMB1860 estaba cerca del gen que codifica la metionil-
ARNTt sintetasa, metG. En cambio, se insertd una unica secuencia (CP049085.1) en el gen que codifica el
receptor de colicina | truncado (cirA). Panel B. El grupo 2 contiene 2 secuencias, con MB1860TU_B
translocada justo rio arriba de MB1860TU_A en direccién inversa, con >99% de identidad entre ellas. Panel
C. El grupo 4, con dos secuencias, mantiene >99% entre ellas. D. El grupo 5, con las dos secuencias,
también presenta una pérdida de 1S26 en el extremo derecho de la regiéon TnMB1860TU_A; ademas, entre
ellas en CP018991.1 hay una insercion de 3.509 pb a diferencia de CP088879.1. Comparacion realizada
con Easyfig v2.2.5.

7.3.3 Identificacién y caracterizacion del plasmido (pA23EC).
Mediante PFGE+S1 la cepa A23EC mostré la presencia de un unico plasmido (pA23EC),
lo cual fue confirmado mediante la secuenciacién del genoma completo y el ensamble

hibrido. Se determind que el tamafo de pA23EC es de 157,470 pb, con un contenido de
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GC del 50,3% y 172 regiones codificantes putativas (CDS). Se identificaron tetA y tetR
como parte de un operon asociado a la resistencia a la tetraciclina, flanqueados por
TnAs1. Ademas, se identificaron cuatro genes de virulencia: iutA, iucD, traT y senB,
relacionados con la captacion de hierro, la resistencia sérica y como enterotoxina,

respectivamente.

El plasmido contenia Col156, IncFll, IncFIA e IncFIB y se encontraron ampliamente
separados entre si; adicionalmente los alelos de IncF corresponden a la subclasificacion
F(31,36):A(4,20):B1. Asi mismo, pA23EC pertenecié a la PTU FE. Se encontraron tres
sistemas toxina-antitoxina tipo Il (ccdAB, vapBC y pemKI )y parAB que codifican un

sistema de particidon que asegura una segregacion precisa del plasmido.

En la busqueda de plasmidos similares a pA23EC, se encontraron 11 plasmidos
(cobertura 76% al 99%) pertenecientes a genomas del sublinaje C2b descritos en la
Figura 7.12. Se observa un area entre 50 kb y 80 kb que tienden a perderse en ocho
plasmidos, esta area incluye los genes nemR y nemA asociados a la proteccion frente al
estrés oxidativo y cinco plasmidos muestran la ausencia del gen de virulencia senB (que
codifica la enterobactina, un sideréforo que permite a la bacteria captar hierro del
entorno) y repA (Col156) (que codifica para una helicasa que es esencial para la
replicacion de este plasmido). Otra region propensa a la ausencia de genes se localiza
~110 kb, esta area incluye a los genes iucD, iutA, parAB, vapBC y ccdAB. Mientras que
la resistencia a la tetraciclina solo se pierde en uno de los plasmidos (pTO217_2) (Figura
7.17).
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Figura 7.17 Analisis comparativo del plasmido pA23EC con los otros 11 plasmidos del subtipo
FII_31/36:FIA_4/20:B1 identificados dentro del sublinaje C2b del subclado C2. El porcentaje de
identidad y el porcentaje de cobertura de cada plasmido respecto a pA23EC estan indicados en colores
como se indica en la leyenda del recuadro inferior derecho y se muestran en orden de cobertura creciente.

Respecto a las caracteristicas de movilizacion, el plasmido pA23EC se clasific6 como
conjugativo ya que presentd una secuencia oriT, la proteina de acoplamiento tipo IV
(T4CP) con dominios intactos, la proteina relaxasa tipo F (MOBF) y el sistema de
secrecion tipo IV (TSS4). Asi mismo se realiz6 el ensayo fenotipico de conjugacion de
pA23EC a dos temperaturas, 20°C (la temperatura aproximada en el campo) y 37°C
(temperatura corporal) y se confirmé su transferencia mediante la amplificacion positiva
y negativa de tet(A) y blactx-w-15, respectivamente. A pesar de mostrar una baja
frecuencia de conjugacién se comprobd su transferencia con una frecuencia de 2,65 x
107° a 37 °C y una frecuencia de 2,82 x 107° a 20 °C, esta no difiri6 significativamente
dependiendo de la temperatura (t-student, p>0,05).
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7.3.4 Discusioén.

De acuerdo con analisis gendmico, se identific6 que A23EC pertenecié al clado C2,
especificamente a C2b de ST131 que se reconoce en todo el mundo como un clon
altamente virulento (Bonnet et al., 2021; Ludden et al., 2020). Asi mismo, A23EC exhibio
resistencia al menos a un antibidtico de las familias de aminoglucosidos, penicilina,
cefalosporinas, tetraciclinas, quinolonas y monobactamicos, y se clasific6 como
productora de BLEE mostrando una alta resistencia lo que disminuye el repertorio de
antibidticos que son efectivos para el tratamiento (Tacconelli et al., 2018). La presencia
en el cromosoma de blactx-m-15y de mutaciones que confieren resistencia a las
fluoroquinolonas en este caso mediada por mutaciones en gyrAy parC es congruente

con la ubicacién de esta cepa en el subclado C2 de ST131 (Pitout & Finn, 2020).

Particularmente, es interesante la presencia del transposén TnMB 1860 identificado en el
cromosoma de la mayoria de las cepas del clado C2b, ya que ademas de portar 5 genes
de resistencia conocidos, también albergd TmrB que es una proteina de membrana que
se une a ATP y que protege contra la exposicion a la tunicamicina, uniéndose y
funcionando como una bomba de eflujo (Bugg & Kerr, 2019). Dado que la tunicamicina
no se utiliza como antibidético en la clinica ni como promotor del crecimiento en animales
(Hosain et al., 2021; Yoon et al., 2023), la presencia frecuente del gen tmrB aun no se
encuentra esclarecida. Si bien, previamente el gen blacTx-m-15 ya habia sido reportado en
cromosoma K. pneumoniea en las cuales se demostrdo su diseminacion estable en
entornos clinicos independientemente de la presion ambiental (Coelho et al., 2010; Yoon
et al., 2020). La presencia de genes de resistencia en el cromosoma puede sugerir una
estrategia bacteriana en la cual se asegura la sobrevivencia, diversidad y propagacion;
primero al mantener el gen de manera estable en el cromosoma, se evita la pérdida del
mismo debido a la disminucion de la presion selectiva u otros cambios en la transferencia
plasmatica, y segundo porque mediante elementos transponibles en el cromosoma
podrian llevar nuevamente esta estructura a plasmidos conjugativos y de esta forma

diseminarlos.

Por otro lado, se reporto la presencia del gen catB3 parcial. El gen completo codifica para
una acetiltransferasa de tipo B, que tiende a tener baja actividad contra el cloranfenicol,
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y forma homotrimeros; sin embargo, un informe anterior, muestra que una cepa con este
truncamiento exacto fue sensible al cloranfenicol (Hubbard et al., 2020); no obstante, el
hecho de que AcatB3 se encuentre en TnMB1860 consistentemente en cepas del
sublinaje C2b podria sugerir una funcion residual que se mantiene a través de la

seleccidn y que hasta el momento se desconoce.

Por otra parte, A23EC portd los siete marcadores de virulencia caracteristicos de ExPEC,
como se esperaba para ST131 (Figura 7.12) (van Hoek et al., 2016); adicional a esto, la
presencia de chuA, fyuA y yfcV la identific6 como una cepa potencialmente UPEC
(Spurbeck et al., 2012) y su estado papGl/+ sugiere que puede ser particularmente
virulenta, ya que esta adhesina promueve la inflamacion en el tejido renal a través de la
reprogramacion transcripcional de las células renales (Biggel et al., 2020) y se ha
encontrado frecuentemente en cepas de E. coli causantes de bacteriemias (Cuénod et
al., 2023). También, los genes ubicados en las tres islas de patogenicidad identificadas
se han relacionado con el desarrollo de infecciones invasivas (Tsoumtsa Meda et al.,
2022), ya que favorecen la colonizacion e invasiéon principalmente descritas en cepas
APEC (Ovi et al., 2023), asi como el gen de la toxina usp asociado con cepas que causan
pielonefritis, prostatitis y bacteriemia (Schwartz et al., 2023). También, la combinacién
particular de la presencia de genes de virulencia lo asigné al virotipo E (Merino et al.,
2020).

De manera interesante, se determind que A23EC pertenece a un sublinaje que se
denomin6é C2b, caracterizado por albergar una estructura de transposén TnMB1860
flanqueada por elementos IS26. La coherencia entre los sitios de insercion y la
agrupacion observada de la representacion de este transposén en el cladograma (que
apunta a la transmision vertical) sugiere que es probable que esto sea el resultado de un
unico evento de captura (Shropshire et al., 2021); cabe destacar que 16 de los 18 cepas
pertenecientes al sublinaje C2b (Figura 7.11) se recolectaron después de 2014 (Anexo
S1), lo que sugiere que C2b representa un sublinaje emergente del subclado C2; esto es
congruente con otros reportes como el de Biggel et al., 2020, en el que mediante un
analisis de papGlI* dentro del clado C2, se distinguieron tres sublinajes; particularmente

la subrama L1a se alinea perfectamente con el linaje C2b propuesto. Asi mismo, un
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segundo estudio, identificé un grupo monofilético de 22 cepas C2 enriquecidas en
virulencia y en marcadores ARG, que los autores denominaron “subconjunto C2” (Pajand
et al., 2021). Ambos grupos mostraron caracteristicas de virulencia similares, la
presencia del tranposon TnM71860 y la presencia de plasmidos del subtipo
F(31,36):A(4,20):B1.

Dentro del grupo C2b, 13 genomas (incluida A23EC) mostraron la presencia de
plasmidos subtipo F: F(31,36):A(4,20):B1 que puede anotarse como F-:A-:B1, asociado
también con PTU-FE (que exhibe un rango de hospedador de Ill en una escala de seis
grados). Asi mismo, pA23EC se describi6 como un plasmido multireplicon
(IncFIA/InFIB/IncF1l/Col156), estudios previos de manera general han demostrado que
el estado multirreplicon de un plasmido es una herramienta ventajosa mediante la cual
un plasmido de un rango de hospedadores estrecho puede experimentar una replicacion
de amplio rango de hospedadores permitiendo que las bacterias mantengan plasmidos
de replicones incompatibles. Ademas, esta caracteristica puede ser un mecanismo
importante subyacente a las respuestas bacterianas a entornos con alta presion de
antibidticos (Wang et al., 2021). La presencia de plasmidos multireplicones IncF/Col156
en cepas clinicas (heces) se reportdé previamente en 2020 por Hayashi y su equipo;
aunque, estos pertenecieron al subtipo F1:A2:B20, al igual que el plasmido pA23EC
mostraron una capacidad de conjugacién reducida, presentando estabilidad en ausencia
de presion selectiva (ciprofloxacino, 0,001 ug/mL) (Hayashi et al.,2020). Por otra parte,
el estudio dirigido por Kondratyeva en ese mismo afio, muestra que al analizar 880
secuencias de E. coli ST131, los plasmidos IncF[F1:A2:B20] se encuentran
estrictamente en el clado C1, mientras que los plasmidos con subtipos IncF[F2:A1:B-] se
asocian de manera exclusiva con cepas de E. coli ST131 del clado C2, asi mismo, de
manera interesante se observa que replicones similares a Col, entre ellos Col156 se
encontraron solamente en cepas C1, contrastando con el hallazgo en este estudio donde
la cepa A23EC que pertenece al clado C2 porta el replicon Col156; de la misma forma,
Kondratyeva muestra que los plasmidos parecen estar restringidos a cepas de E. coli
ST131, lo que indicaria presumiblemente son menos transmisibles (Kondratyeva,

Salmon-Divon & Navon-Venezia, 2020).
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El plasmido pA23EC mostrd los elementos de la maquinaria de movilizacion y se
confirmo su conjugacion tanto a 20°C como a 37°C, sin diferencias importantes en su
frecuencia; esto fue sorpresivo ya que a pesar de que la temperatura si ralentizo el
crecimiento de ambas cepas (donadoras y receptoras), la conjugacion no fue
influenciada por este factor. Por lo tanto, este es el primer informe que muestra la
conjugacion eficiente de una cepa ST131 subclado C2 (C2b) a una temperatura inferior
a 37°C, la PCR nos permitié confirmar que el gen tetA, asi como los genes que codifican
para las replicasas asociadas al IncFIA, IncFIB e IncFll se encontraron presentes en las
transconjugantes y no asi el gen CTX-M-15 determinado en el cromosoma de A23EC,;
sin embargo, cabe senalar que seria importante contar con la caracterizacion fenotipica
de resistencia y de PFGE+S1. Esto sugiere a reservar de las limitantes que pA23EC
tiene el potencial de propagarse mediante conjugacion, no solo en hospederos humanos

sino también en reservorios ambientales.

Finalmente, con base en estudios de vigilancia epidemioldgica se ha propuesto que los
productos agricolas son vectores importantes para la circulacion de cepas ExPEC
resistentes a multiples farmacos entre humanos, animales y el ambiente (Meena et al.,
2023);sin embargo, de manera especial tipicamente
E. coli ST131 se ha reportado unicamente colonizando el intestino (Johnson et al., 2022;
Morales Barroso et al., 2018) y cuando ocasionalmente se ha recuperado de alimentos
son por lo regular productos animales como carne y productos lacteos y las cepas no
pertenecen al subclado C2 (Reid et al., 2019; Song, Oh, Kim, Park, et al., 2020). El
aislamiento de una cepa ST131 portadora de blacxt-m-15 en un producto agricola se ha
informado antes en una uUnica ocasion de un pepino amargo importado de la Republica
Dominicana (Muller et al., 2016) aunque se ignoran mas detalles sobre su clasificacion

molecular.

Se ha propuesto por varios autores que la recuperacion de cepas ST131 de diferentes
hospederos y nichos ambientales solo se considera como un desbordamiento de su
nicho principal (humanos) (Finn et al., 2020); sin embargo, el reporte cada vez mas
frecuente de estas cepas en alimentos plantea preguntas complejas sobre el papel de
los reservorios en la evolucion y propagacion de ST131 y la adaptacion bacteriana y
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resalta el aislamiento de cepas ST131 en alimentos como A23EC lo que amplia el

conocimiento para comprender la epidemiologia y la dinamica evolutiva de E. coli.
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7.4 Analisis de las secuencias que portaban blacmy-2 plasmidica.

7.4.1 Analisis de genomas de E. coli productora de CMY-2.

Las cepas AGS5EC y A134_1EC fueron aisladas de cilantro (Tabla 7.4) de un
establecimiento fijo y otro ambulante respectivamente. Previamente se determinaron
como resistentes al menos a un miembro perteneciente a la familia de los
aminoglucdsidos, betalactamicos, fluoroquinolonas, tetraciclinas, cloranfenicol; por lo
que se consideraron MDR (Anexo S9). Ademas, mediante la prueba tridimensional para
la evaluacioén de la produccién de CMY-2 (ver métodos 6.7) se determiné la produccién

de AmpC y se confirmd la presencia de blacwy-2 por PCR.

El tamafio de los ensambles fue de 4.9MB y 5.2MB, respectivamente. Mediante el
analisis de filogenia se reveld que ambas cepas pertenecieron al filogrupo A; la cepa
AG5EC pertenecio al ST746, serotipo O-:H37 y mostré la variante alélica FimH31; por
otro lado, la cepa A134_1EC pertenecié al complejo clonal ST10 CC10, un tipo de
secuencia frecuentemente identificada en cepas alimentarias y clinicas; ademas,

pertenecio al serotipo O21:H48 y mostro la variante alélica FimH54 (Tabla 7.5)

7.4.2 Analisis del viruloma, resistoma y plasmidoma de cepas A65EC y A134_1EC
productoras de CMY-2.

En ambas cepas se identificaron genes de virulencia implicados en la invasion (asl/A), la
adherencia bacteriana (fimH, nipl), la resistencia al suero (iss), la adquisicion de hierro
(sitA), la resistencia al telurio (terC), hemolisina (hlyE) y las bacteriocinas (cia), asi como
un regulador negativo de AraC presente en el patotipo EAEC (anr) (Duan et al., 2020a;
Mickey & Nataro, 2020). Adicionalmente, la cepa A65EC mostré la presencia de los
genes yehAB asociados a la colonizacién e invasion, traT que codifica para una proteina
de membrana externa implicada en la resistencia al complemento, cib que es una colicina
y terC asociado a la resistencia al telurio (Wang et al., 2023) (Tabla 7.7). Por otro lado,
A134 1EC mostr6 ademas la presencia de genes asociados a la produccién de toxinas

(astA), adhesion y colonizacion (csgAB), invasion celular (tia), modulador de virulencia
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2017; Prieto et al., 2016; Srinivasan et al., 2003) (Tabla 7.7).

Tabla 7.7 Caracteristicas gendmicas, viruloma, resistoma y plasmidoma de las cepas

AG5EC y A134 1EC portadoras de blacwy-2

Caracteristica AG65EC Al134 _1EC
Tamafio (bp) 4,996,749 5,236,802
GC (%) 50.3 50.6
No. de genes 5,428 5,172

Viruloma

Genes de virulencia

aslA, fimH, gad, hylE, iss, nlpl,
SitA, terC, yehAB, arn,cia,traT,
cib

aslA, astA, fimH,csgAB, gad,
hha, hylE, iss,hra, nlpl, sitA,
terC, tia, cia, anr

Resistoma

Aminoglucosidos

aadA2

aadA5, aac(3)-lld

Betalactamicos

blaTtem-103, blacmy-2

blacmy-2

Quinolonas

gyrA_D87N, S83L, parC_S80I

QRDR quinolonas

Macrolidos mef(B), estT
Sulfonamidas sull sul3
Fosfomicina fosA2
Trimetroprim dfrAl12, dfrAl4 dfrAl7
Fenicoles floR
Tetraciclinas tetA tetA

Resistencia a metales

baeRS, cpxA, pmrF

baeR, cpxA, pmrF

Biocidas

acrABDEFS, evgAS, sitA, marA,
emrABEKRY, tolC, gadWX,
qacEA1, mdtABCHEFGMNORP,
bacA, msbA, rsmA, arnT, eptA,
mdfA, vanG, leuO

bacA, acrABD, evgAS,
mMdtABCEFGHNO, msbA, leuO,
vanG, emrABEKRY, tolC,
gadWX, eptA, qacEA1

Tolerancia al estrés termico

KpnEF

KpnEF

De la misma forma, ambas cepas mostraron genes que codifican la resistencia a
diferentes antibiéticos: aminoglucésidos (aadA2, aadAb y aac(3)-lld), betalactamicos
(blatem-103, blacwmy-2), trimetoprim (dfrA12, dfrA14 y dfrA17), sulfonamidas (sul1y sul3) y
tetraciclinas (tetA). Adicionalmente, la cepa A134_1EC mostro el gen florR asociado a la

resistencia a fenicoles y finalmente los genes mefB y estT relacionados con resistencia
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a macrolidos; de manera interesante en el plasmido A134EC_p1 se identifico el gen
fosA2 asociado a la resistencia a la fosfomicina, gen que sélo habia sido localizado
previamente por otros estudios en el cromosoma de E. coli por otros grupos de
investigacion (Grilo et al., 2023; Ito et al., 2017) (Tabla 7.8). Por ultimo, se identificaron
un numero mayor de plasmidos a los identificados inicialmente por PFGE+1S, esto
podria estar asociado a plasmidos con tamanos similares (A134EC_p4 y A134EC_p5) o
plasmidos mas pequefios como en el caso de AG5EC_p4 y pudieran no permanecer

contenidos en el gel.

Tabla 7.8 Caracterizacién de los plasmidos contenidos en la cepa A65EC

Caracteristica AG65EC pl AB5EC p2 AG65EC p3 AG65EC p4
Tamafio (bp) 122,897 95,058 71,700 4,047
GC (%) 504 49.8 50.1 35.7
No. de genes 143 127 80 6
Inc group (pMLST) pO111 Incll IncFII NT
MOB MOBH MOBp MOBF MOBq
MPF - - Tipo F
Categoria Movilizable Movilizable Conjugativo Movilizable
Genes de virulencia - cib arn,cia,traT
Genes de resistencia 23ld1A<21fr?Al\iT2ENtlé(t)Z blacmy-2 dfrA14

Tres plasmidos de la cepa AG5EC se identificaron como p0111, IncF e Incl1 y pertenecian
a PTU-E49, FE e I1; el plasmido mas pequefio de 4.047 pb fue identificado en esta cepa
como no tipificable de acuerdo con ambos esquemas. El plasmido AG5EC_p3 mostraba
todos los elementos de la maquinaria de conjugacion, incluida la relaxasa de tipo F, por
lo que se determind que era conjugativo. Por su parte, los plasmidos AG5EC p1 vy
AG65EC _p4 se identificaron con relaxasas de tipo H y Q y al igual que el plasmido
AG5EC_p2 se determinaron como movilizables ya que mostraban la ausencia de SST4
(Tabla 7.8).

Dos plasmidos identificados en la cepa A134EC se identificaron como Incl1, el resto se
determinaron como p0111, IncFll e Incl2. Asimismo, las PTU reconocidas fueron PTU-I1,
Y, NT e 12, respectivamente. Tres plasmidos se determinaron como conjugativos al

presentar todos los elementos de la maquinaria de conjugacién, uno se determiné como
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movilizable al identificar la relaxasa tipo F y sélo uno se clasific6 como no movilizable

(Tabla 7.9).
Tabla 7.9 Caracterizacion de los plasmidos contenidos en la cepa A134_1EC.
Caracteristica | A134EC _pl |A134EC p2| A134EC p3 | A134EC p4 | A134EC p5
Tamafio (bp) 111,510 96,484 88,133 69,707 61,961
GC (%) 50.5 47.2 51.4 53.3 42.0
No de genes 131 102 103 81 81
Inc group
(DMLST) Incll p0111 IncFII Incll Incl2
MOB MOBp MOBF MOBp MOBp
MPF Tipo | Tipo | Tipo T
Categoria Conjugativo Movl\illti)zr;ble Movilizable Conjugativo Conjugativo
Genes de .
. . cia - anr
virulencia
Genes de aadA5, aac(3)- bla mef(B), sul3, estT
resistencia Ild, fosA2, dfrA17 cMY-2 floR

El mismo contexto genético para blacuy-2 se encontré en ambas cepas; rio arriba estaba
ISEcp-1-tnpA, y rio abajo tenemos bicy sugE. En la cepa A65EC_p2, el conjunto ISEcp1-
tnpA-blaCMY-2-blc-sugE estaba flanqueado por el gen yggR rio arriba y ais rio abajo
(Figura 7.19A). En el caso de A134EC_p2, estaba flanqueado por el gen ompD. En este
estudio, identificamos el arreglo blacmv-2 en AGSEC_p2 correspondiente a Incl1 y en
A134EC_p2 identificado como p0111; ambos grupos de plasmidos coinciden con el
estudio bioinformatico con altos niveles de solapamiento con genes de virulencia y

resistencia a antibiéticos (Figura 7.19B).

El plasmido AG65EC_p3 mostré un 99,54% de identidad con el plasmido pAR_0081
(CP027535.1) albergado por la cepa AR_0081 de E. coli aislada de una muestra clinica,
diferenciandose unicamente en la presencia del gen /frA y dos copias de ISSbho1 rio abajo
(Figura 7.19A). Por su parte, el plasmido A134EC_p2 mostré un 93,05% de identidad
con el plasmido p2018-05-2CC_1 (AP027878.1) portado por una cepa de E. coli aislada
de heces humanas (Figura 7.19B); sin embargo, carecia de la region de seccion ompD-
sugE que flanquea a blacmy-2, en cambio mostraba la presencia del gen mcr-1.1
flanqueado por ISAp/1 descrito previamente por su facilidad de transposicién (Poirel et
al., 2017).
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Figura 7.18 Estructura de los plasmidos de cepas productoras de blacwy-2. A. Cepa A65EC. B. Cepa A134_1EC, en este se muestra un
segmento del cromosoma de la cepa A134_1EC. Los tamafos de cada plasmido se muestran en la Tabla 7.8 y Tabla 7.9.
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Figura 7.19 Alineamiento de A65EC_p3 y A134EC_p2 con los plasmidos reportados con mayor identidad y cobertura.
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7.4.3 Discusion

El consumo de verduras crudas contaminadas con bacterias multirresistentes representa
un riesgo importante para la salud humana. Se analizaron dos cepas aisladas de cilantro
listo para el consumo: AGSEC y A134EC, y aunque no pudimos considerarlas patdégenas,
mas alla de la presencia de genes de virulencia, esta claro que podrian funcionar como
reservorios y donantes de genes de resistencia para bacterias patégenas establecidas.
Adicionalmente, este panorama se ve reforzado por la presencia de varios plasmidos
conjugativos y movilizables pertenecientes a grupos Inc descritos en el analisis
bioinformatico inicial como plasmidos portadores de genes de resistencia y virulencia no

s6lo en cepas transmitidas por los alimentos, sino también en cepas clinicas.

La cepa AG5EC se identifico como ST746, este secuenciotipo se ha relacionado con
cepas resistentes a carbapenémicos (Shin et al., 2021; Wang et al., 2021; Yang et al.,
2022), y portadoras de genes de BLEE en peces (Sellera et al., 2018), aves silvestres
(Haenni et al., 2020), cerdos (Peng et al., 2019) y pacientes humanos (Wu et al., 2018)
de manera simultanea con genes mcr asociados a la resistencia a colistina (Anyanwu et
al., 2021; Feng et al., 2021; Nakano et al., 2021), aunque esta es la primera vez que se
relaciona con la produccién de blacwuv-2. Mientras tanto, la cepa A134_1EC fue ST10, en
este caso el secuenciotipo es uno de los mas frecuentes pertenecientes al filogrupo A.
También es ampliamente conocido por ser ubicuo ya que se ha reportado entre E. coli
aislada de animales, plantas, muestras clinicas humanas y del ambiente (Cummins et
al., 2022; Riley, 2014), aunado a esto se han reportado cepas productoras de BLEE,
ampC, y genes mcr aisladas de ganado vacuno (Ali et al., 2021; Lee et al., 2020), aves
de corral (Cwiek et al., 2021), humanos (Islam et al., 2023; Oteo et al., 2009) y aguas

residuales (Davidova-Gerzova et al., 2023).

Ademas, identificamos que la cepa AG5EC mostré una identidad del 99.77% con la cepa
MDR S1-CAM-01-C (CP145718.1) aislada de heces de un individuo sano en Suiza,
adicionalmente esta cepa portaba tres plasmidos y uno de ellos acarreaba blactx-m-14 y

mcr1.1; asi como genes asociados a la resistencia a aminoglucésidos, fluoroquinolonas
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y tetraciclinas. Por su parte, la cepa A134_1EC mostré una identidad del 99.47%
respecto a la cepa LD27-1 (CP047594.1) resistente a colistina mediada por mcr-1.1, sin
la presencia de plasmidos y aislada en el afio 2018 a partir de heces de ciervo en China.
Esto evidencia la amplia distribucion de E. coli alrededor del mundo y su diferencia
respecto a su contenido de plasmidos en relacion con las cepas AG5EC y A134_1EC
sustentando nuevamente la adquisicion de EGM entre cepas de alimentos, cepas
clinicas humanas y animales; asi mismo, es interesante como las cepas a pesar de no
pertenecer al mismo ST, contaban con un numero similar de plasmidos y estos
pertenecian a los mismos grupos en ambas cepas Incl, IncF y p0111, la presencia de
estos replicones conjuntamente habia sido reportado en 2018 en dos aislamientos de E.
coli ST219 aislados de un paciente con UTI recurrente (Kao et al., 2018) y en ambos
casos solo los plasmidos IncF e Incl mostraron la capacidad de conjugacion, esto
también es congruente con los resultados obtenido del analisis bioinformatico ya que
propiedad conjugativa de los plasmidos p0111 era baja (<18%), esto podria indicar que
la adquisicion del blacuy-2 por parte de p0111 seria mas faciimente atribuible a la

participacion de transposones pseudocompuestos flanqueados por IS.

.Por otra parte, el analisis gendmico mostré la presencia de plasmidos portadores de
blacmy-2 ligados al entorno genético ISEcp1-tnpA-blc-sugE previamente descrito en
cepas de E. coli de transmision alimentaria y clinica humana y animal (Chiu et al., 2021;
Yasugi et al., 2021) e incluso vinculado en otros géneros bacterianos principalmente S.
enterica (Carattoli et al., 2018; Hage et al., 2020; Kurekci et al., 2021), lo que sugiere que
esta estructura sigue propagandose y es la principal responsable de su expansion. Es
bien conocido que ISEcp1 desempena un papel en la movilizacion de blacmy-2 a otros
plasmidos e incluso al cromosoma (Fang et al., 2018) y se ha descrito que tiene un papel
adicional al ser el promotor responsable de la alta expresién de esta betalactamasa
(Fang et al., 2015; Pietsch et al., 2018). Por otro lado, parte de esta estructura incluye al
gen blc que codifica la lipocalina, una lipoproteina asociada a la membrana externa
(Campanacci et al., 2006). Al mismo tiempo, se encontro presente el gen sugE (también
conocido como gdx) que codifica para un miembro de la familia de pequefas proteinas
de membrana resistentes a multiples farmacos (SMR) y esta especialmente asociado a
la resistencia frente a compuestos de amonio cuaternario (Jiang et al., 2020).
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En México, esta estructura ha sido descrita en E. coli y otras especies bacterianas en
varios plasmidos Inc (Barrios-Villa et al., 2018b; Chiu et al., 2021), los mas
frecuentemente reportados alrededor del mundo son Incl1, IncA/C e IncK (Fang et al.,
2015). En este estudio, identificamos el arreglo que transporta el gen blacmy-2 en
AG5EC_p2 correspondiente a Incl1 y en A134EC_p2 identificado como p0111; ambos
grupos de plasmidos han sido reportados en estudios previos con altos niveles de

solapamiento con genes de virulencia y resistencia a antibioticos.

Este estudio es la primera vez en el mundo que se aislan cepas de E. coli MDR
productoras de CMY-2 en vegetales, ya que los reportes previos en México y el resto del
mundo han sido en alimentos carnicos (Barrios-Villa et al., 2018b; Wei et al., 2021; Zheng
et al., 2022) resaltando la importancia del monitoreo y vigilancia de cepas resistentes a
antibioticos en este tipo de alimentos, que se consumen sin cocinar. También respalda el
papel de los alimentos como reservorio de cepas que albergan genes de resistencia a

los antimicrobianos que pueden transferirse a otras bacterias comensales y patégenas.
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7.5 Analisis fenotipico y genotipico de cepas resistentes a fosfomicina.

7.5.1 Resistencia fenotipica a fosfomicina y genes asociados.
En este estudio mediante el ensayo de Kirby Bauer se determind que cuatro cepas
(ABEC, A38EC, A101EC y A134_1EC),

posteriormente se determiné la MIC para cada cepa (Tabla 7.10), donde se observo que

mostraron resistencia a fosfomicina

las cuatro cepas mostraban una MIC igual o superior a los 256 pug/ml.

Tabla 7.10 Caracterizacion de la resistencia fenotipica a fosfomicina y los genes asociados

MIC fosfomicina Mutaciones asociada_s a laresistencia a
ID Cepa fosfomicina
(kg/ml) fosA glpT cyaA ptsl uhpT
ABEC 256 fosA7.5 E448K V251l E350Q
ATEC <32 E448K
A23EC <32 E448K
A38EC 1024 fosA7.5 E448K
A44EC <32 E448K
AB5EC <32 E448K
AGSEC 64 E448K
A101EC 512 fosA3 E448K
A122EC <32 E448K
Al34 1EC 1024 fosA2
Al34 2EC 128 E448K S352T
Al43 <32 - E448K S352T

E, Acido glutdmico; K, Lisina; S, Serina; T, Treonina; V, Valina; |, Isoleucina; Q, Glutamina.

Todas las cepas, excepto la A134_1EC mostraron mutaciones en los genes asociados a
la biosintesis de MurA, una enzima esencial para la formacion del peptidoglicano
(Eschenburg et al., 2005) y que es inhibida por la fosfomicina. El 92% (11/12) de las
cepas mostraron la mutacién E448K en el gen glpT mientras que el 17% (2/12)
presentaron la mutacion S352T en cyaA y solo la cepa AGEC presentd las mutaciones

V2511 y E350Q, en los genes ptsl y uhpT, respectivamente.

Predominantemente, la resistencia a la fosfomicina esta mediada por uno de los 11 alelos

de fos (Falagas et al., 2016). Las cepas AGEC y A38EC mostraron la variante fosA7.5,
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mientras que las cepas AlO01EC y A134 1EC, portaron a fosA3 y fosA2,

respectivamente.

El analisis bioinformético identific6 en todos los casos que los genes fosA fueron
albergados en plasmidos con un tamafio superior a los 70 Kbp; al caracterizarlos
observamos que los plasmidos AGEC _p3 y A101EC p2, pertenecen al mismo grupo de
incompatibilidad IncFll, al igual que a la misma PTU-FE; aunque difirieron en el subtipo,
ya que mientras que el primero fue identificado como F43:A-:B-, el segundo fue F2:A-:B.
Para el caso de pldsmido A38EC_p1 fue identificado dentro del grupo de incompatibilidad
IncHI2A:IncHI2, y el plasmido A134 1EC p1l fue Incll. Asi mismo todos los plasmidos
portaban una relaxasa, MOBF, MOBH, MOBF y MOBP, respectivamente; sin embargo,
solo tres (AGEC_p1, A38EC_p2y A134 1EC p1l) presentaron un SST4 completo, por lo

gue fueron definidos como conjugativos.

Mientras que AGEC_p3 portaba exclusivamente el gen fosA7.5, los demas albergaban
genes asociados a la resistencia contra betalactdmicos (blactx-m-s5), aminoglucésidos
(aadA3, aac(6’)-Ib,aadA5 y aac(3)-Ild), trimetroprim (dfrA12 y dfrA17) y tetraciclina (tetA)
(Figura 7.20). Adicionalmente se identificaron genes de virulencia como el regulador
negativo de AraC presente en el patotipo EAEC (anr) (Duan et al., 2020a; Mickey &
Nataro, 2020), traT que codifica para una proteina de membrana externa implicada en la
resistencia al complemento (Mageiros et al., 2021), la resistencia al telurio (terC)

(Turkovicova et al., 2016) y la bacteriocina (cia) (Weaver et al., 1981).

Los plasmidos relacionados con los identificados en las cepas de vegetales que portaban
fosA fueron CP122493.1 (77%), OQ078087.1 (82%), CP049172.1 (91%) y AP027878.1
(81%), provenientes de cerdo, carne de cerdo, humano y bovino en China, Republica
Checa, Suiza y Reino Unido, respectivamente. De manera interesante ninguno de ellos
albergaba fosA, lo que sugiere que la diseminacion del gen en alimentos probablemente
se deba a la transferencia horizontal entre diferentes cepas de E. coli en lugar de la

expansion clonal de una unica cepa fosA positiva.
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Figura 7.20 Estructura y comparacion de plasmidos que albergan el gen fosA. Sintenia del gen fosA.
7.5.2 Discusion.

La cepa AGEC pertenecio al ST155, un linaje que se ha involucrado como portador de
mcr-1.1 (Jun Feng et al., 2024) y productora de BLEE en aves de corral (Foster-Nyarko
et al., 2021; Liu et al., 2022). Por su parte, la cepa A38EC se definié como ST746 y que
anteriormente habia sido relacionado con cepas resistentes a antibiéticos de importancia
clinica (carbapenémicos y colistina) y productoras de BLEE (Jie Feng et al., 2021; Sellera
etal., 2018; Wang et al., 2021); asi como recuperadas de diferentes hospederos (Haenni
et al., 2020; Peng et al., 2019; Sellera et al., 2018; Wu et al., 2018). En el caso de la cepa
A101EC fue identificada como ST101, un clon emergente que previamente se ha
relacionado con cepas en brotes nosocomiales por cepas productoras de metalo-3-
lactamasas (Mushtaq et al., 2011; Pfeifer et al.,, 2017; Yoo et al.,, 2013); asi como
relacionado a infecciones extraintestinales (Santos et al., 2020) aves silvestres y de
consumo (Aeksiri et al., 2019; Kromann et al., 2023) y alimentos carnicos (Sadek et al.,
2020) caracterizadas generalmente como MDR. Finalmente, la cepa A134 1EC
previamente la describimos como ST10, ya que también albergé al gen blacmy-2, este ST
es caracterizado por ser ubicuo y presentar resistencia a multiples antibioticos incluidos

los de ultimo recurso (Moura-Machado et al., 2024).

Los resultados mostraron que las cepas A38EC y A134_1EC tuvieron una MIC de 1024
ug/ml, esto es interesante porque no poseian la misma variante (fosA7.5 y fosA2,
respectivamente) y en el caso de la A38EC adicionalmente poseia una mutacion en el
gen glpT que codifica para el transportador de glicerol-3-fosfato (Law et al., 2009). Por
su parte, la cepa AGEC ademas de presentar la variante fosA7.5, mostré mutaciones en
los genes glIpT, ptsl que codifica para la enzima | que es parte del sistema fosforilador de
azucar PTS (De Reuse & Danchin, 1988) y uhpT un antitransportador de hexosa-6-
fosfato (Ambudkar et al., 1990); no obstante, la MIC fue de 256 pug/ml. Estos resultados
sugieren que la variante de fosA, pueden tener un efecto directo en el fenotipo de
resistencia, tal es el caso de fosA2 (1024 ug/ml) con respecto a otras variantes (Yang et
al., 2019) (en este caso fosA7.5 presentada por AGEC) o la regulacién de este gen en
cada cepa esta restringida a factores que se desconocen; sin embargo, al comparar esta

cepa con la A38EC, plantea dudas interesantes ya que las mutaciones no parecen tener
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un efecto sinérgico sino por el contrario un resultado opuesto, esto pudiera estar
relacionado con el reporte de que la aparicion de mutaciones en estos genes representan
un mayor costo biolégico en enterobacterias (Falagas et al., 2019), y verse condicionado

el crecimiento bacteriano en el ensayo.

Por otra parte, la variante fosA7.5 fue identificada en la cepa AGEC y A38EC, este alelo
ha sido identificado en aislamientos clinicos humanos en Canada (Milner et al., 2020),
de animales de alimentacion en Estados Unidos y China ((Haley et al., 2024; Zhang et
al., 2023; Zhang et al., 2022) y de agua superficial de un canal de drenaje agricola en
Sinaloa, México (Lizarraga-Magana, 2023). Esta variante se consideraba que en E. coli
se localizaba estrictamente en el cromosoma (Mattioni Marchetti et al., 2023); sin
embargo, uno de los reportes ha podido localizarlo en el plasmido a través de la
secuenciacion de lecturas largas (Milner et al., 2020) aunque no ha descrito su contexto
genético. En este estudio se muestra que en AGEC el gen fosA7.5 se encuentra
flanqueado por dos secuencias IS715 que son miembros de la familia IS6, mientras que
en el caso de la A38EC se identificd un cluster que inicié con ISKpn14 y albergaba blatew-
181/fosA7.5/TnsA1/tetC seguido en un integron clase | (int/7) que acarreaba
dfrA12/aadA2/sul3 (Figura 7.20). Este hallazgo pone de manifiesto que los entornos que
parecen movilizar a fosA7.5 en plasmidos es distinto a lo reportado cuando se localiza
en el cromosoma, ya que en este caso principalmente se asociaba a ISL3 (Han et al.,
2021; Mattioni Marchetti et al., 2023).

Mientras tanto, la cepa A101EC co-albergd fosA3 y blactx-m-55 en un plasmido IncFll
(F2:A-:B-); el gen fosA3 se ubico en el contexto A, el cual es el mas frecuente de los
cinco reportados previamente (Wang et al., 2017) organizado en una estructura que
comprende dos IS26 con la misma orientacién que flanquean a fosA3-orf3-orf2-orf1
(Figura 7.20); esta conjuncién podria explicar su difusion exitosa y global (Marchetti et
al.,2023). Particularmente, en esta cepa se identificé fosA3 vinculado con un integrén
clase | (intl1) considerado como un indicador ambiental de contaminacion humana
(Gillings et al., 2015) ademas de que se conoce que estan presentes en mas del 80% de
enterobacterias provenientes de humanos y animales dedicados a la alimentacion (Liu

et al., 2013; Marchant et al., 2013). Mientras tanto blactx-m-55 se encontré flanqueada por
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IS26 en sentidos opuestos con la estructura orf1-orf2-blactx-w-55. La asociacion de ambos
genes ha sido reportada en plasmidos IncFll, particularmente los subtipos F33: A-:B-y
F2:A-:B- de aislamientos de E. coli provenientes de aves de corral (Cunha et al., 2017;
Menck-Costa et al., 2022) y carne de pollo (Wong et al., 2016), en este hallazgo se debe
hacer incapié ya que coincide con el analisis bioinformatico de cepas clinicas y
alimentarias provenientes de bases de datos publicas de la parte inicial en este trabajo
que mostré que los plasmidos IncF(F2:A - :B - ) fueron una de las combinaciones con
los puntajes mas altos para caracterizarlos como candidatos de mediar la transferencia

horizontal de genes de virulencia y resistencia entre cepas alimentarias y clinicas.

Finalmente, la variante fosA2 reportada en un plasmido Incl1 en la cepa A134_1EC_p1,
al igual que la variante fosA7.5 se habia reportado unicamente de localizacién
cromosomica (Mattioni Marchetti et al., 2023). Por lo que hasta el momento este es el
primer reporte de un gen fosA2 en una estructura plasmidica, que en este caso se
encuentra flanqueado rio arriba por insB1 cercano a un integron conformado
dfrA17/aadA5/qacEA1/aac(3)-Ib y en otro extremo encontramos un gen de virulencia
(cia). Ademas, de manera interesante fosA2 sélo habia sido reportado en Enterobacter
cloacae (Huang et al., 2017; Xu et al.,2011).

Definitivamente, el incremento de cepas MDR conlleva opciones limitadas de tratamiento
con antibioticos contra infecciones bacterianas (Bassetti et al., 2019), en este sentido la
fosfomicina, como antibiotico relativamente antiguo (Reffert & Smith, 2014), ha adquirido
importancia; sin embargo, la aparicién y contribucion de las enzimas inactivadoras de
fosfomicina (FosABCL) acarreadas en plasmidos transferibles puede proporcionar
potencialmente el mejor medio para la propagacion de la resistencia a la fosfomicina en
el futuro. Diversos autores sefialan que la resistencia a fosfomicina aun es baja o
moderada (Flamm et al., 2019; Ho et al., 2013); no obstante, en este trabajo se muestra
no solo la presencia de resistencia a fosfomicina en 4 de 12 cepas analizadas con valores
mayor o igual a (<) 256 ug/ml; también, se evidencio la coexistencia con genes que
confieren resistencia a otras clases de antibidticos como betalactamicos vy
aminoglucoésidos principalmente. La aparicion de cepas con estas caracteristicas en

fuentes alimentarias con un uso de fosfomicina escaso revela la problematica de
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diseminacion a través otros elementos como la fertilizacion con productos no tratados
(estiércol, guano y residuos organicos), fauna nociva, agua de riego o de

descontaminacion y manipulaciéon humana.
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7.6 Analisis de formacién de biopelicula, adherencia e invasion.

7.6.1 Formacién de biopelicula.

Los ensayos de formacién de biopelicula de las cepas de vegetales a 20°C por 24 horas
de acuerdo con el analisis de ANOVA fueron diferentes (p > 0.05); en el analisis posthoc
se mostr6 que todas las cepas, excepto AGEC y A7EC poseian diferencias
estadisticamente significativas (en orden 0.01, 0.001 y 0.0001) respecto al control
(CFTO073). Cuando se realizd el analisis nuevamente a la misma temperatura, pero esta
vez por 48 horas, unicamente mostraron diferencias significativas las cepas A23EC,
A101EC, A134_1EC y A143EC respecto al control; esto resulta interesante, ya que al
comparar por pares (24 y 48 horas) (t-student) todas las cepas mostraron diferencias
significativas (p<0.05).
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Figura 7.21 Comparacion de la produccion de biopelicula a 20°C por 24 y 48 horas.
* equivale a 0.01, ** equivale a 0.001, *** equivale a 0.0001
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Por otra parte, cuando las cepas fueron incubadas a 37°C por 24 horas de acuerdo con
el protocolo estandar de formacion de biopelicula; nuevamente las cepas mostraron
diferencias significativas (p>0.05). Se observaron seis cepas con una menor produccion
de biopelicula respecto al control: AG5EC, A101EC y A143EC en un primer grupo
(0.0001) seguidos de A23EC, A38EC y A134_1EC en un segundo grupo (0.01).

Al comparar la producciéon de biopelicula entre las cepas incubadas a diferentes
temperaturas (20° y 37°C) por 24 horas unicamente 3 cepas (A23EC, A38EC y A101EC)

mostraron diferencias significativas (t-student) en la produccién de biopelicula.

Figura 7.22 Comparacion de la produccion de biopelicula a 20°C/ 37° por 24 horas.
* equivale a 0.01, ** equivale a 0.001, *** equivale a 0.0001
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Asi mismo, se realiz6 la comparacion de la produccion de biopelicula en la superficie de
la hoja de espinaca; en todos los casos, incluidas las cepas control, se mostré una mayor
produccion en la superficie del vegetal (t-student, p<0.05). Aunque particularmente este
incremento es menor en las cepas A23EC, AGBEC y A122EC (Figura 7.23); esto indica
que la cepa A23EC considerada potencialmente patégena por el analisis del apartado
7.3, tiene la capacidad de persistir fuera de hospedero; la siguiente cuestidén a responder
seria corroborar que esta cepa pueda desarrollarse sobre la superficie del vegetal, ya

que indicaria que A23EC se ha adaptado a ambos nichos aumentando su capacidad de

propagarse.
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Figura 7.23 Comparacion de la produccion de biopelicula en superficie de poliestireno y
superficie de la hoja de espinaca a 37°C por 24 horas.

7.6.2 Analisis bioinformatico de genes asociados a la produccion de biopelicula.

De los 46 genes asociados a la formacion de biopelicula el 50% (23/46) estuvieron
presentes en todas las cepas, principalmente los relacionados con formacion de
homopolisacarido lineal de B-1—4 y la regulacién de la senalizacién. Todas las
cepas(exceptuando AGEC, A7TEC, A38EC y AG5EC poseen los genes asociados a la
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formacion de poli-B-1,6-N-acetil-D-glucosamina (PGA) que actua como adhesina para el

mantenimiento de la estabilidad estructural de la biopelicula (Itoh et al., 2008).

Fase Tipo
Clase |
Temprana Clase Il
Clase lll
Fimbrias 1.
Pili tipo |
Irreversible

Fimbria tipo curli

Agregacion
bacteriana
Formacion de poli{ pgaA
B-1,6-N-acetil-D- pgaB

flu (Ag43)

glucosamina pgaC
(PGA) pgaD
yhjR (bcrR)
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Maduracion bcsA
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dela
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Figura 7.24 Genes de E. coliinvolucrados en la formacién de una biopelicula. Se muestra la presencia
de los genes involucrados en las cuatro etapas de la formaciéon de biopelicula. Etapa temprana se
encuentra en azul involucrando 10 genes, la etapa irreversible en color rojo se analizaron 17 genes, en la
etapa de maduracion (morado) se investigo la presencia de 13 genes y finalmente en la regulacién de la
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biopelicula se analizaron seis genes (verde). El area sombreada indica el porcentaje (%) de cobertura
mostrada en el alineamiento con el gen de referencia.

De forma interesante al analizar los genes del operén flhCD que regulan la sintesis de
los componentes estructurales y reguladores de la maquinaria flagelar (Fitzgerald et al.,
2014) se encontraron presentes en todas las cepas, exceptuando a la cepa A134_1EC.
Mientras tanto en los genes de la clase Il, Unicamente se mostré fliA ausente en la cepa
AG65EC. En el caso de fliC que codifica la subunidad basica que se polimeriza para formar
el filamento flagelar rigido de E. coli (Nedeljkovi¢ et al., 2021), se mostré presente en el
92% (11/12) de las cepas con < 50% de cobertura, excepto para la cepa A134_1EC
(Figura 7.24). Por su parte, el gen flu (Ag43) se encontré ausente en el 83% (10/12) de
las cepas, y en las dos restantes (AGEC y A23EC) se encontré con el 63% y 87% de

cobertura, respectivamente.

7.7 Adherencia e invasién de E. coli de alimentos en células Hela.

Finalmente se evalud la capacidad de adherencia e invasion de las 12 cepas de E. coli
aisladas de alimentos a células HelLa. Las cepas AG8EC, A44EC y A23EC, presentaron
los mayores niveles de adherencia con 17.6, 16.7 y 13.3 bacterias por célula,
respectivamente. Ademas, se mostraron 14 veces mas adherentes que la cepa control
UPEC (CFTO073) (p<0.001) y se describieron con una adherencia similar a la cepa C7223
reportada por Barrios-Villa en 2020 como hiperadherente (Barrios-Villa et al., 2020). De
las cepas restantes, tres (A7EC, A65EC, A134_1EC) aunque en menor proporcion
también presentaron una adherencia superior a la cepa control UPEC (p<0.07). El patrén
de adherencia mas prevalente fue el agregativo, presente en las cepas AGBEC, A44EC
y A23EC que mostraron una franca capacidad superior de adherencia, mientras que el

resto presentd patron de ladrillos en una sola linea o difuso (Figura 7.25).

En el caso de la cepa A23EC que se describio en el apartado 7.3 la definimos como una
bacteria potencialmente uropatogénica debido a que se identificaron islas de
patogenicidad y genes de virulencia asociados a este patotipo, resaltando la presencia

de distintos tipos de fimbrias y adhesinas; por lo que el ensayo de adherencia sobre
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células Hela parece confirmar esta hipdtesis, ya que se conoce que las adhesinas
presentes en UPEC cumplen un papel muy importante al permitir su unién con las células
del tracto urinario evitando de esta forma su eliminacion mediante el flujo de orina
(Mulvey, 2002).

DIFUSO

AGREGATIVO LADRILLOS

Figura 7.25 Patrones de adherencia de E. coli a células HeLa. Microscopia de campo claro objetivo
100x.Tincién de Giemsa. Ay B: Patron de adherencia agregativo, se muestran las cepas A44EC y A23EC,
respectivamente C: Patron de adherencia difuso, se muestra la cepa A7EC C y D: Patrén de adherencia
de ladrillos, se muestran las cepas A65EC, A134_1EC, respectivamente.

Por otra parte, en los ensayos de invasion la cepa que mostré mayor capacidad de
invasion (~ 3 veces mas) fue la cepa AG8EC aislada de una muestra de cebolla/cilantro,
seguida de las cepas A38EC y A134 _2EC, recuperadas de tomate y cilantro
respectivamente; el resto de las cepas, aunque no mostraron diferencias significativas si
tuvieron valores superiores al control a excepcion de la cepa A23EC y A65EC (Figura
7.26).
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Figura 7.26. Capacidad de adherencia e invasion en células HeLa de las cepas de E. coli, aisladas
de alimentos. El numero de bacterias adheridas representa el promedio de tres experimentos
independientes por triplicado. * indica 0.01 y ** indica 0.001.

DISCUSION

Estos resultados son interesantes ya que de acuerdo con otros estudios se esperaba
que las 12 cepas mostraran un comportamiento en la formacién de biopelicula
relacionado positivamente con la temperatura, es decir, que a mayores temperaturas la
produccion en todos los casos fuera mas rapida y por lo tanto mas abundante (Diaz-
Villanueva et al., 2011), de igual forma se esperaba que un mayor tiempo de incubacién
permitiera el incremento del contenido de biopelicula proporcional en todas las cepas
(Uhlich et al., 2014); sin embargo, los resultados en este estudio pueden explicarse dada
la variabilidad de cada cepa, el agotamiento diferencial de los nutrimentos y la
acumulacion de metabolitos debido al aumento acelerado de la biomasa, la diversidad
de estructuras sintetizadas, el numero de plasmidos y otros factores biolégicos que
pudieran condicionar la disponibilidad y utilizaciéon de nutrimentos en cada caso (Ryu et
al., 2004; Skyberg et al., 2007; Toyofuku et al., 2016; Vogeleer et al., 2016). Estudios
anteriores contrastan con los resultados en este trabajo, por ejemplo, Ma y colaboradores
reportan una mayor produccién de biopeliculas a 22°C durante 24 horas en cepas STEC
aisladas de muestras carnicas y clinicas sobre acero inoxidable (Ma et al., 2019), similar
a Rodrigues y su equipo los cuales muestran cepas APEC recuperadas de muestras de

aves productoras de biopelicula a 25°C con concentraciones de celulosa mayores que
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sus pares en un medio de cultivo con baja concentracion de nutrientes (Rodrigues et al.,
2019). Mientras que Mathlouthi y colaboradores muestran la influencia de otros factores
ambientales como el pH en cepas de E. coli de origen clinico en medio LB a pH de 7.4
que favorecié el desarrollo de biopelicula a 25°C, mientras que a 37°C no fue detectable
(Mathlouthi et al., 2018).

Por otra parte, los resultados mediante el analisis bioinformatico muestran una carencia
de los genes asociados a la sintesis del flagelo, aunque presentan niveles similares de
produccion de biopelicula entre las cepas que los albergan y las que carecen de ellos,
esto pareciera indicar que la movilidad no tiene un impacto importante por lo menos en
las cepas analizadas. Particularmente, para la ausencia del gen fliC, coincide con lo
reportando por Vilas-Boas en 2024, en la que observan en E. coli que la mutacién AfliC
genera un retraso en su adhesion celular; sin embargo, después de superar este retraso
alcanza los mismos niveles de produccién de biopelicula por la cepa nativa (Vilas Boas
et al., 2024); sin embargo, de manera interesante esto contrasta con otros estudios
usando patotipos como ETEC (Zhou et al., 2014), EHEC (Nagy et al., 2015) y UPEC
(Dusane et al., 2014; Hung et al., 2013) en los cuales la produccién de biopelicula

disminuye hasta el 50% cuando se realiza la delecion de fliC o flIhDC.

Por otra parte, la cepa A6S5EC muestra los niveles mas bajos de la produccion de
biopelicula, aproximadamente del 50% independientemente del tiempo y temperatura a
la que fue incubada, por su parte el analisis bioinformatico de esta cepa mostré la
ausencia de fim y csg; en esto coincidio reportes donde solo la falta de fimbrias de este
tipo fue responsable de la reduccion en mas del 45% en la formacidon de biopeliculas
cuando fueron cuantificadas mediante cristal violeta (Besharova et al., 2016). Asi mismo,
a pesar de conocerse que csgAB se expresan predominantemente a temperatura
ambiente (Prigent-Combaret et al., 2000), no se mostré ninguna diferencia significativa

(p<0.05) entre las incubadas a 20°C y 37°C bajo las condiciones.

Respecto al analisis de Ag43, estudios anteriores indicaron que este factor media la
autoagregacion de ciertas cepas de E. coli, lo que pareciera indicar que es un elemento
determinante en la maduracién y estructuracion de la biopelicula (Oztlrk et al., 2023);

sin embargo, en este estudio no parece tener un efecto determinante en la cuantificaciéon
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final, esto podria asociarse con un crecimiento diferencial ya que se ha observado que
Ag43 parece prescindible en medios de cultivo como LB y BHI en cepas comensales o
asociadas con alimentos (Danese et al., 2000; Fang et al.,, 2022). En contraste, la
presencia de Ag43 en la cepa A23EC, pareciera reforzar nuevamente la idea de su
potencial uropatogénico ya que otros estudios catalogan a esta proteina con propiedades
autoagregativas de alto nivel que ayuda a la persistencia en la vejiga urinaria (LUthje &
Brauner, 2010). Este comportamiento ambivalente parece resaltar la importancia de
estudiar cepas de diferente origen y observar si esto genera o no diferentes patrones
especificos de formacidn de biopeliculas, agregacion y adherencia en presencia o

ausencia de Ag43.

Mientras tanto, la cepa A65EC y A68EC pareciera condicionar su menor adhesion y
formacion biopelicula a la carencia de elementos del curli (csg) en las superficies
vegetales, ya que como se ha descrito que estas fimbrias del curli tienen un papel
importante en la interaccion in vivo entre la bacteria y las superficie (Cangui-Panchi et
al., 2023; Gophna et al., 2001); sin embargo, cuando se analizé la capacidad de las cepas
AG65EC y A6BEC MDR mostré una elevada capacidad para adherirse e invadir en células
humanas; esto resulta muy importante, ya que en los apartados anteriores se describen
como cepas MDR y productoras de BLEE, portadoras de al menos un plasmido IncF.
Ademas, pertenecen a los ST410 y ST746 descritos como un clon mundialmente
emergente de alto riesgo al presentar resistencia acumulada a multiples farmacos y mas
recientemente al relacionarse con la produccion de carbapenemasas particularmente
blanom (Ju et al., 2023; Peirano et al., 2018; Zhang et al., 2017).

Esto sugiere que el consumo de alimentos contaminamos por este tipo de cepas pueden
comprometer seriamente la salud del consumidor bajo condiciones de susceptibilidad y
qgue al no poseer elementos que le mantengan en la superficie del vegetal con un lavado
eficiente podrian facilmente eliminarse; mostrando que en ese sentido, que los protocolos
de descontaminaciéon en alimentos frescos no resultan ineficientes sino inexistentes;
aunque; la formacion de la biopelicula en los vegetales puede reducir la eficacia
antimicrobiana de tecnologias y procedimientos como la irradiacién uv (Wright et al.,
2017), desinfectantes (Nakamura et al., 2013; Sanchez-Vizuete et al., 2015), pH
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extremos (HoStacka et al., 2010), alta salinidad y disminucion de nutrientes (Yin et al.,
2019).

De manera global estos hallazgos resaltan que condiciones ambientales como la
temperatura, la superficie de contacto y el tiempo de incubacion pueden promover la
formacion de biopeliculas en las diferentes instalaciones de transporte, almacenamiento
y comercializacién de los productos frescos. Ademas, se ha descrito en multiples
estudios que una vez que E. coli formadora de biopelicula contamina un equipo, los
procedimientos de desinfeccion en el procesamiento de alimentos actuales pueden no
ser eficientes para eliminar a la biopelicula (Fernandez-Gémez et al., 2022; X. Liu et al.,
2023; F. Zhou et al., 2022).

También, observamos que las cepas A38EC, A68EC y A134_1EC, muestran una mayor
capacidad de invasion; en 2023, dos Santos y colaboradores, reportaron el aislamiento
de ocho de E. coli recuperadas de bivalvos comestibles de las cuales dos caracterizadas
como ExPEC mostraron la capacidad de invadir células HeLa (Bueris et al., 2022). Asi
mismo, en 2024 Lee y su equipo, analizaron 22 cepas hibridas STEC/aEPEC
provenientes de carne de cerdo y res fueron sometidas a ensayos de invasion, cinco de
estas cepas fueron descritas como altamente invasivas para las células HelLa en
comparacién con la cepa control del patotipo EPEC (E2348/69) (Lee et al.,2024).
Generalmente, algunos de los patotipos de E. coli poseen la capacidad de invadir células
y tejidos en el hospedero permitiendo evadir las defensas del hospedero y propagarse
facilmente; curiosamente, las cepas tres cepas de este estudio (A38EC, AGBEC y
A134_1EC) con una capacidad de invasion alta, no fueron determinadas como algun
patotipo de E. coli y no se determiné la presencia de algun gen que codificara invasinas
de E. coli conocidas. Ademas, hasta donde se tiene conocimiento este es el primer
reporte de E. coli recuperadas de vegetales que tienen la capacidad de invadir celular
Hela.

Finalmente los resultados muestran que las cepas aisladas de alimentos frescos, no sélo
cuentan con elementos genéticos de virulencia y resistencia a antimicrobianos capaces
de ser movilizados a través de plasmidos conjugativos, transposones e integrones, sino

también poseen herramientas que les pueden permitir persistir en superficies inertes a
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temperaturas de almacenamiento convencional llegando a otros alimentos a través de la
contaminacién cruzada; asi como, el adherirse e invadir células humanas después de

ser consumida.
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8. CONCLUSIONES

De los 1794 genomas de E. coli identificados en bases de datos publicas (BDP), la
mayoria (649) provenian de origen clinico y sélo 77 fueron de origen alimentario, esto
muestra una evidente carencia de informacién respecto a la representacién de genomas

de E. coli provenientes de alimentos para realizar analisis epidemioldgicos mas robustos.

La comparacion filogenética incluidos filogrupos y secuenciotipos en ambos conjuntos
de genomas en BDP sugiere que las cepas se intercambian entre ambos ambientes con

menor frecuencia de la esperada.

Ambos grupos de genomas, clinicos y alimentarios presentaron plasmidos de tamanos y
caracteristicas similares; entre ellas la presencia de genes de virulencia (72 genes) y
resistencia a antibioticos (175 genes); de los cuales, solo 5 y 11, respectivamente se
encontraron de manera exclusiva en plasmidos de origen alimentario. Ademas, 2/3 de
los plasmidos en ambos grupos que contenian genes de virulencia y/o resistencia tenian

la capacidad de movilizarse.

La combinacién PTU/Inc permitié mejorar la especificidad del analisis de coocurrencia,
mostrando 8 combinacion con los puntajes mas altos PTU-B/O/K/Z IncB/O/K/Z, PTU-HI2
IncHIA, Non-PTU ColRNAI, PTU-E69 IncB/O/K/Z, PTU-HI2 IncHI2A, PTU-FE F:-:A-:B1,
PTU-E41 F-:A-:B15 y PTU-ES5 F23:A-:B3, correlacionados con la presencia de genes de
virulencia o resistencia a antibiéticos 0 ambos. Lo que parece indicar que estos son los
plasmidos presentes en ambos grupos que podrian dirigir la movilizacion de genes entre

ambos nichos.

El analisis bioinformatico de 12 cepas de E. coli aisladas a partir de vegetales
comercializados en la ciudad de Puebla mostré que todas poseian al menos siete genes
de resistencia a antibiéticos, seis genes de virulencia y portaban al menos un plasmido

conjugativo. Resaltando la importancia del muestreo de cepas no clinicas.

Los filogrupos a los cuales pertenecieron las 12 cepas de E. coli fueron A (5), B1 (3), C
(3) y B2 (1). Mientras que los ST mas prevalentes fueron ST155 (2), ST746 (2) y ST5019

(2); vinculados frecuentemente con aislados ambientales siendo congruente con el
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origen de aislamiento y reforzando la sugerencia que no hay una frecuencia elevada de

cepas entre el ambiente clinico y el ambiental.

La cepa A23EC que pertenecidé al filogrupo B2 y al ST131 un clon epidémico
multidrogoresistente, fue caracterizada como una cepa ExPEC, UPEC y MDR. Ademas,
mostré la presencia del TnMB1860 estructurado por aac(3)-lle, tmrB, aac(6')-Ib-cr,
blaoxa1, AcatB3, blacxt-m-15, wbuC y flanqueado por I1IS26. Mediante este elemento fue
caracterizado dentro del clado emergente C2b al igual que 18 cepas previamente

reportadas en las bases de datos publicas.

El plasmido pA23EC mostro caracteristicas genéticas de conjugacion y fue sometido a
ensayos de conjugacion in vitro a 37°C y 20°C. Esto indica la apariciéon de cepas de
importancia clinica adaptadas en ambientes alimentarios, ademas, la generacién de
transconjugantes resultantes confirma la posibilidad de la transferencia a temperaturas

de almacenamiento y/o comercializacion de vegetales.

Las cepas AG5EC y A134EC fueron determinadas como productoras de betalactamasas
tipo ampC. El gen blacmy-2 fue reportado en una estructura ISEcp1-tnpA-blc-sugE que a
su vez era acarreada por plasmidos Incl (movil) y p0111 (no mavil), respectivamente;
sugiriendo una transferencia tanto vertical como horizontal a través de conjugacion y de
transposicion dentro de la misma célula. Ademas, este es el primer reporte de este blacwy-

2 es cepas aisladas de vegetales.

Este estudio mostré por primera vez la presencia de cepas de E. coli aisladas de
vegetales que portaban en un plasmido al gen fosA asociado con la resistencia a
fosfomicina. De igual forma, este es el primer informe de la variante fosA2 y fosA7.5
acarreadas por plasmidos en cepas provenientes de alimentos; sin embargo, no se
establecié un entorno genético definido en todas las cepas. Lo que resalta la necesidad
de un andlisis adicional que permita establecer patrones de la presencia de estos genes

y sus entornos en cepas de origen clinico y no clinico.

Por su parte, sélo dos cepas (A6EC y A7EC) mostraron una similar produccion de
biopelicula que el control (CFT073) a 20°C por 24 horas, este numero aumenté a ocho
cepas (AGEC, A7EC, A38EC, A44EC, AG5EC, A68EC, A101EC, A122EC, A134_1EC,
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A134_2EC y A143EC) después de 24 horas adicionales (total 48 horas). Cuando se
sometio a una incubacion de 37°C por 24 horas, todas mostraron una produccion mayor
que cuando se incubaron a 20°C. Lo que indica que las condiciones de incubacion

(tiempo y temperatura) condicionan el comportamiento de las cepas de E. coli.

Finalmente los resultados muestran que las cepas aisladas de alimentos frescos, no sélo
cuentan con elementos genéticos de virulencia y resistencia a antimicrobianos capaces
de ser movilizados a través de plasmidos conjugativos, transposones e integrones, sino
también poseen herramientas que les pueden permitir persistir en superficies inertes
(biopelicula) a temperaturas de almacenamiento convencional llegando a otros alimentos
a través de la contaminacion cruzada; asi como, el adherirse e invadir células humanas

después de ser consumida.
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9. PERSPECTIVAS

1.Caracterizar mediante otros elementos (tamafio, iterones, sistemas de adiccién y
sistemas de particidon) a los plasmidos no tipificables de la base de datos creada para el
estudio bioinformatico inicial; esto permitira clasificar a estos plasmidos, asi como
investigar a profundidad su contribucién a la movilizacion de determinantes de virulencia

y resistencia a antibioticos.

2. Realizar la caracterizacion de plasmidos provenientes de origen veterinario, rios, lagos
y aguas residuales. Esto permitiria tener una mejor comprension del plasmidoma de E.
coli. Posteriormente se determinaria la filogenia de las cepas y de los plasmidos
contenidos, con lo que podriamos entender como se dirige el intercambio genético en

esta especie bacteriana.

3. Someter la cepa A23EC a ensayos de patogenicidad en modelos in vivo, como G.

mellonella o ratones (Mus musculus).

4. Caracterizar mediante PFGE+S1 y secuenciacion del genoma completo la integridad
del plasmido pA23EC transferido a las transconjugantes; para determinar si la

movilizacion del plasmido es total.

5. Evaluar mediante ensayos de transformacion la funcionalidad del transposén
compuesto TnMB1860 para generar resistencia a carbapenemasas y esclarecer la

funcionalidad de AcatB3 en el contexto del mismo transposon.

6. Realizar ensayos de conjugacion para las 11 cepas restantes obtenidas de productos
frescos, considerando variaciones de tiempo, concentracion de nutrimentos, cepas

receptoras y temperatura.

7. Establecer la relacion filogenética de las cepas productoras de blacmy-2 en el contexto
de los genomas pertenecientes a ST746 y ST10 depositados en las bases de datos

publicas.

8. Evaluar mediante retos a antimicrobianos la sobrevivencia de las cepas A65Ec y
A134_1EC portadoras de sugE frente a desinfectantes de sales de amonio cuaternario

acarreadas por las cepas AG5EC y A134_1EC.
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9. Realizar una busqueda de los genes fosA2, fosA3 y fosA7.5 en genomas s de E. coli
con el fin de comparar los entornos genéticos y establecer si hay EGM especificos

ligados a cada una de las variantes de estos genes que les permiten movilizarse.

10. Realizar ensayos de formacion de biopelicula de cepas de E. coli aisladas de
alimentos sobre superficies como ceramica, vidrio, plastico y acero inoxidable; esto
permitira determinar el riesgo de transferencia de genes de virulencia y/o resistencia

desde estos materiales a alimentos de consumo humano y/o animal directo
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11. ANEXOS

Anexo S1. Genomas de Escherichia coli ST131 depositados en GenBank hasta 2022.

Nombre de la Namero de . . Base de . Fechade .., | Tipode . Variante
Ensamble acceso Clado| Bioproject Biosample . Localizacion Fuente Serotipo .
cepa datos coleccion muestra FimH
(cromosoma)

E302 GCA 010725305.1 | AP022362.1 | CO PRJDB6565 |NCBI Refseq| SAMD00186874 2015 Japén Sin datos Sin datos 025:H4 30
Ecol_745 GCA_001618345.2 | CP015074.2 | A |PRJINA316786 |NCBI Refseq| SAMN04590095 2012 Marruecos Clinica |No especificado| O153:H5 41
2247 GCA 002142715.1 | CP021207.1 B | PRINA386074 [NCBI Refseq| SAMN06925129 2015 China Clinica Sangre 025:H4 161
p4A GCA 011331215.2 | CP049085.2 | C2b | PRINA603908 | NCBI Refseq| SAMN13948677 2015 USA Clinica Sangre 025:H4 30
S21EC GCA_018972225.1 | CP076689.1 | B | PRINA737575 |NCBI Refseq| SAMN19700015 2009 Reino Unido | Clinica |No especificado| O25:H4 22
Dog168 GCA 019428525.1 | CP080116.1 | C2a | PRINA748602 | NCBI Refseq| SAMN20339880 2009 Kenia Animal |Heces de perro| O25:H4 30
M70 GCA _019428565.1 | CP080118.1 | C2a | PRINA748602 |NCBI Refseq| SAMN20339878 2010 R:e:[:]uelllgta Clinica Orina 025:H4 30
Mm45 GCA_019428585.1 | CP080119.1 | C2a | PRINA748602 |NCBI Refseq| SAMN20339877 2010 R‘é%ikil:a Clinica Orina 025:H4 30
M24 GCA_019428605.1 | CP080120.1 | C2a | PRINA748602 NCBI Refseq| SAMN20339876 | 2009 Rg‘;‘g:a Clinica Orina 025:H4 | 30
BR43-DEC GCA 004118895.1 | CP035377.1 | C1 [ PRJINA511007 |NCBIRefseq| SAMN10748606 2015 Brasil Clinica Orina 025:H4 30
SA186 GCA 003856995.1 | CP022730.1 B PRJINA395653 [NCBI Refseq| SAMN07411973 2012 Arabia Saudita| Clinica Orina 025:H4 22
AR_0089 GCA 003571825.1 | CP032265.1 B | PRINA292904 |NCBI Refseq| SAMN04014930 |No disponible| No disponible | Sin datos Sin datos 025:H4 22
Ecol_244 GCA_002012305.1 | CP019020.1 | B | PRINA316786 |NCBI Refseq| SAMN05511157 2010 Argentina Clinica |No especificado| O25:H4 22
THO-003 GCA 015138575.1 | AP022525.1 | C2b | PRJDB9036 |NCBIRefseq| SAMD00196001 2018 Japén Ambiental reQ%:ZTes 025:H4 30
AR_451 GCA_003288455.1 | CP030337.1 | C1 | PRINA316321 [NCBI Refseq| SAMN07291544 |No disponible| No disponible | Sin datos Sin datos 025:H4 30
RHBSTW-00482 | GCA 013748455.1 | CP056470.1 | C2b | PRINA605147 [ Genbank | SAMN15148629 2017 Reino Unido | Ambiental re':i?;lllﬁ?es 025:H4 30
RHBSTW-00081 | GCA 013795795.1 | CP056873.1 [ C2b | PRINA605147 | Genbank | SAMN15148474 2017 Reino Unido | Ambiental re?i%ti?es 025:H4 30
025b:H4-ST131 | GCA 015277555.1 | CP063774.1 | C1 | PRINA670813 |NCBI Refseq| SAMN16520835 | 2018 Hong Kong | Ambiental reg%‘:jes 025H4 | 30
Ecol_AZ146 GCA_002012085.1 | CP018991.1 | C2b | PRINA316786 |NCBI Refseq| SAMN05511152 2012 ltalia Clinica |No especificado| 025:H4 30
pAll GCA 011330935.2 | CP049077.2 | C2b [ PRINA603908 | NCBI Refseq| SAMN13948684 2015 USA Clinica Sangre 025:H4 30
FDAARGOS_1265| GCA 016890045.1 | CP069583.1 | C2b | PRINA231221 | NCBI Refseq| SAMN16357407 |No disponible USA Sin datos Sin datos 025:H4 30
SCA'EO\Q’lNDl' GCA 019915525.1 | CP082831.1 | C2b | PRINA754843 |NCBI Refseq| SAMN20982447 | 2021 Kazajastan | Clinica Defgigz de | oosha | 30
F17EC0098 GCA 021130495.1 | CP088356.1 | C2b | PRINA782071| Genbank [ SAMN23391703 2017 Corea del Sur| Clinica Sangre 025:H4 30
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Numero de

Nombre de la Ensamble acceso Clado| Bioproject Base de Biosample Fecha‘(?e Localizaciéon Tipo de Fuente Serotipo Varllante
cepa datos coleccion muestra FimH
(cromosoma)
F16EC0507 GCA 021130695.1 | CP088393.1 | C2b | PRINA782071| Genbank [ SAMN23391692 2016 Corea del Sur| Clinica Sangre 025:H4 30
F16EC0342 GCA _021130865.1 | CP088413.1 | C2b | PRINA782071| Genbank [ SAMN23391686 2016 Corea del Sur| Clinica Sangre 025:H4 30
F16EC0121 GCA 021131025.1 | CP088451.1 | C2b | PRINA782071| Genbank [ SAMN23391678 2016 Corea del Sur| Clinica Sangre 025:H4 30
C17EC0083 GCA 021132115.1 | CP088629.1 | C2b | PRINA782071| Genbank [ SAMN23391614 2017 Corea del Sur| Clinica Sangre 025:H4 30
B16EC0725 GCA 021132975.1 | CP088776.1 | C2b | PRINA782071| Genbank [ SAMN23391567 2016 Corea del Sur| Clinica Sangre 025:H4 30
F16EC0653 GCA 021365955.1 | CP088879.1 | C2b | PRINA782071| Genbank [ SAMN23391700 2016 Corea del Sur| Clinica Sangre 025:H4 30
TO217 GCA 900520365.1 | LS992192.1 | C2b | PRJEB27475 |NCBI Refseq| SAMEA4830526 2018 No disponible | Sin datos Sin datos 025:H4 30
Ecol_867 GCA _002012205.1 | CP018983.1 | C1 | PRINA316786 [NCBI Refseq| SAMN05511148 2013 Canada Clinica [No especificado| O25:H4 30
Ecol_AZ153 GCA _002012245.1 | CP019000.1 | C1 | PRINA316786 [NCBI Refseq| SAMN05511160 2013 China Clinica [No especificado| O25:H4 30
4/1/2001 GCA 003856695.1 | CP023844.1 | C2a | PRINA413669 |[NCBI Refseq| SAMNO7760931 2009 Suecia Clinica Heces 025:H4 30
CCUG 73778 GCA 009577985.1 | CP041337.1 | CO | PRINA305687 [NCBI Refseq| SAMN12169096 2008 Suecia Clinica Sangre 025:H4 30
THO-015 GCA 015139735.1 | AP022549.1 | C1 PRJDB9036 |NCBI Refseq| SAMD00196013 2018 Japén Clinica Orina 025:H4 30
2019 APHA GCA 014217135.1 | CP051609.1 | C1 | PRINA625187 [NCBI Refseq| SAMN14594835 2019 Reino Unido | Animal Cerdo, cecal | O25:H4 30
2017_APHA GCA 014217155.1 | CP051615.1 | C1 | PRINA625187 [NCBI Refseq| SAMN14594834 2017 Reino Unido | Animal Cerdo, cecal | O25:H4 30
EcPF18 GCA 013372325.1 | CP054219.1 | C1 | PRINA636382 [NCBI Refseq| SAMN15075997 2018 USA Clinica Orina 025:H4 30
Ecol_448 GCA_001618365.1 | CP015076.1 | A | PRINA316786 |[NCBI Refseq| SAMN04590097 2011 Argentina Clinica [No especificado| O16:H5 41
025h:H4 GCA _001874485.1 | CP015085.1 | C2 | PRINA316859 [NCBI Refseq[ SAMN04605558 2014 Arabia Saudita| Clinica Orina 025:H4 1196
MNCRE44 GCA 000931565.1 | CP010876.1 | C1 | PRINA272863 [NCBI Refseq| SAMN03287565 2012 USA Clinica Esputo 025:H4 30
ZH193 GCA 001566675.1 | CP014497.1 | C1 | PRINA307507 [NCBI Refseq| SAMN04381846 2004 No disponible | Clinica |No especificado| 025:H4 30
Ecol_743 GCA_001618325.1 | CP015069.1 A | PRINA316786 |NCBI Refseq| SAMN04590096 2012 EArm;te)‘(taZS Clinica [No especificado| O25:H4 1426
Ecol_732 GCA _001617565.1 | CP015138.1 | C1 | PRINA316786 [NCBI Refseq| SAMN04621897 2012 Tailandia Clinica [No especificado| O25:H4 30
Ecol_276 GCA_002011965.1 [ CP018953.1 | C1 | PRINA316786 |NCBI Refseq| SAMN05511184 2010 USA Clinica [No especificado| O25:H4 30
Ecol_542 GCA _002012025.1 | CP018970.1 | C1 | PRINA316786 |[NCBI Refseq| SAMN05511186 2011 Viertnam Clinica [No especificado| O25:H4 30
Ecol_AZ161 GCA _002012265.1 | CP019012.1 | C1 | PRINA316786 [NCBI Refseq| SAMN05511166 2013 USA Clinica [No especificado| O25:H4 30
81009 GCA_002157245.1 | CP021179.1 | C1 | PRINA383781 |NCBIRefseq| SAMNO6808253 | 2009 EArm;s;Zs Clinica Orina 025H4 | 30
4 4 GCA 003856655.1 | CP023826.1 | C1 | PRINA413669 [NCBI Refseq| SAMNO7760938 2009 Suecia Clinica Heces 025:H4 30
E41-1 GCA 003194345.1 | CP028483.1 | C1 | PRINA431043 [NCBI Refseq| SAMN08382661 2017 China Clinica Esputo 016:H5 30
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Namero de

Nombre de la Ensamble acceso Clado| Bioproject Base de Biosample Fecha-cfe Localizacion Tipo de Fuente Serotipo Var.lante

cepa datos coleccion muestra FimH
(cromosoma)

U12A GCA 004141955.1 | CP035476.1 | C1 | PRINA516746 |NCBI Refseq| SAMN10817475 2012 USA Clinica Orina 025:H4 30
U13A GCA 004135165.1 | CP035477.1 | C1 | PRINA516747 |NCBI Refseq| SAMN10817700 2013 USA Clinica Orina 025:H4 30
UL4A GCA 004135915.1 | CP035516.1 | C1 | PRINA516748 |[NCBI Refseq| SAMN10836813 2015 USA Clinica Orina 025:H4 30
S65EC GCA 004299805.1 | CP036245.1 | C2 | PRINA517996 |NCBI Refseq| SAMN10879429 2009 Australia Clinica Orina 025:H4 30
S103EC GCA _018972265.1 | CP076693.1 | CO [ PRJINA737575|NCBI Refseq| SAMN19700014 2010 Australia Clinica |No especificado| 025:H4 30
MVASTO0167 GCA _001566655.1 | CP014492.1 | A |PRJNA307507| Genbank | SAMN04381852 2010 USA Clinica |No especificado| O16:H5 41
JJ1886 GCA 000493755.1 | CP006784.1 | C2 | PRINA218163 |[NCBI Refseq| SAMN02603887 |No disponible| No disponible | Sin datos Sin datos 025:H4 30
JJ2434 GCA _001513635.1 | CP013835.1 | C2a | PRINA307507 |NCBI Refseq| SAMN04381854 2008 USA Clinica |No especificado| 025:H4 30
Ecol_656 GCA 002012065.1 | CP018979.1 | C2a | PRINA316786 | NCBI Refseq| SAMN05511161 2012 USA Clinica |No especificado| 025:H4 30
Ecol_AZ162 GCA _002012165.1 | CP019015.1 | C2a | PRINA316786 | NCBI Refseq| SAMN05511185 2013 USA Clinica |No especificado| 025:H4 30
AR_0104 GCA 002056635.1 | CP020116.1 | C1 | PRINA292904 |NCBI Refseq| SAMN04014945 |No disponible| No disponible | Sin datos Sin datos 025:H4 30
AR_0055 GCA 002202175.1 | CP021935.1 | C2 | PRINA292904 |NCBI Refseq| SAMN04014896 |No disponible| No disponible | Sin datos Sin datos 025:H4 30
Apr-00 GCA 003856615.1 | CP023849.1 | C2a | PRINA413669 | NCBI Refseq| SAMNO7760930 2009 Suecia Clinica Orina 025:H4 30
AR_0081 GCA 002996945.1 | CP027534.1 | C1 | PRINA292904 |NCBI Refseq| SAMN04014922 |No disponible| No disponible | Sin datos Sin datos 025:H4 30
U15A GCA 004193755.1 | CP035720.1 | C1 | PRINA516749 |NCBI Refseq| SAMN10837069 2015 USA Clinica Orina 025:H4 30
S10EC GCA 018972245.1 | CP076697.1 | C2a | PRINA737575 |NCBI Refseq| SAMN19700013 2009 Reino Unido Clinica |No especificado| 025:H4 30
EC958 GCA 000285655.3 | HG941718.1 | C2a | PRIEA61443 |NCBI Refseq| SAMEA2272019 |No disponible| No disponible | Sin datos Sin datos 025:H4 30
B36 GCA 900622635.1 | LR130545.1 | C2a | PRIJEB29930 |NCBI Refseq| SAMEA5128441 |No disponible|  Australia Clinica Sangre 025:H4 30
JJ1887 GCA 001593565.1 | CP014316.1 | CO [ PRJINA311313 |NCBI Refseq| SAMN04481707 2007 USA Clinica |No especificado| 025:H4 30
CD306 GCA 001513615.1 | CP013831.1 | CO | PRINA307507 |[NCBI Refseq| SAMN04381845 2002 USA Animal | Heces de gato | O25:H4 30
G749 GCA_001566635.1 | CP014488.1 B | PRINA307507 [NCBI Refseq| SAMN04381851 2010 USA Clinica |No especificado| 025:H4 22
H105 GCA 002193095.1 | CP021454.1 | C1 | PRINA387731 |NCBI Refseq| SAMNO7162922 [No disponible| Alemania | Clinica E\/’g‘g‘?ﬁgf’ 025H4 | 30
AR_0058 GCA 002180195.1 | CP021689.1 | C1 | PRINA292904 |[NCBI Refseq| SAMN04014899 |No disponible| No disponible | Sin datos Sin datos 025:H4 30
AR_0086 GCA 003571665.1 | CP032201.1 | C1 | PRINA292904 |[NCBI Refseq| SAMN04014927 |No disponible| No disponible | Sin datos Sin datos 025:H4 30
JJ1897 GCA_001513655.1 | CP013837.1 B | PRINA307507 [NCBI Refseq| SAMN04381850 2004 USA Clinica |No especificado| 025:H4 22
Ecol_A7159 GCA_002012145.1 | CP019008.1 B | PRINA316786 [NCBI Refseq| SAMN05511159 2013 Colombia Clinica |No especificado| 025:H4 22
51 GCA _021228975.1 | CP089445.1 | CO | PRINA787313 |NCBI Refseq| SAMN23798050 2021 China Clinica hlljlr:lgr?ss 025:H4 30
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Numero de

Nombre de la . . Base de . Fechade .., | Tipode . Variante
Ensamble acceso Clado| Bioproject Biosample - Localizacion Fuente Serotipo :
cepa datos coleccion muestra FimH
(cromosoma)

uk_P46212 GCA_001469815.1 | CP013658.1 | C2a | PRINA297860 |NCBI Refseq| SAMN04159541 2005 Reino Unido | Clinica Orina 025:H4 30
FDAARGOS 144 [ GCA 002944935.1 | CP014111.1 | B | PRINA231221 [NCBI Refseg| SAMN03996288 2014 USA Clinica Orina 013:H4 410
SaT040 GCA _001566615.1 | CP014495.1 [ B | PRINA307507 |NCBI Refseq| SAMN04381849 2007 USA Clinica |No especificado| O25:H4 22
ZH063 GCA _001577325.1 | CP014522.1 [ B | PRINA307507 |NCBI Refseq| SAMN04381853 2002 Canada Clinica |No especificado| O25:H4 22
DA33135 GCA 003181035.1 | CP029576.1 | A | PRINA472712 |NCBI Refseq| SAMN09245744 |No disponible Suecia Clinica |No especificado| O25:H4 30
S22EC GCA _018972205.1 | CP076687.1 | B | PRINA737575 |NCBI Refseq| SAMN19700016 2009 Reino Unido | Clinica |No especificado| O25:H4 22
D16EC0589 GCA 021131895.1 | CP088596.1 | C2b | PRINA782071 | Genbank | SAMN23391627 2016 Corea del Sur| Clinica Sangre 025:H4 30
Eco-15 GCA _015910185.1 | CP047710.1 | A | PRINA599404 |NCBI Refseq| SAMN13747522 2015 Canada Clinica Tomarectal [ O16:H5 30
20 GCA 003856635.1 | CP023853.1 | CO | PRINA413669 |NCBI Refseq| SAMN07760925 2009 Suecia Clinica Orina 025:H4 30
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Anexo S2. Medio Minimo Esencial (D5F)

Reactivo 1000 ml {250 ml
DMEM 13.77g |3.34g
L-arginina 0.1169g 0.029¢
L-asparagina 0.036g 0.009g
NAHCO3 29 0.5g
Piruvato 10ml 2.5ml
L-glutamina 7.5ml 1.875ml
Penicilina-Estreptomicina 10ml 2.5ml
Suero Fetal Bovino (SFB) 50ml 12.5ml
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Anexo S3. Resultados del analisis de enriquecimiento para ST, genes de virulencia y

genes de resistencia a antibiéticos (Simulacion de Monte Carlo).

Secuencio tipo (STs)

Numero de STs identificados en plasmidos alimentarios 48
Numero de STs compartidos entre plasmidos alimentarios y clinicos 16
Iteraciones 1000
Promedio 19
Probabilidad=16 0.015
Genes de resistencia

Numero de genes de resistencia en plasmidos alimentarios 62
Numero de genes de resistencia compartidos entre plasmidos alimentarios y clinicos 51
Iteraciones 1000
Promedio 33
Probabilidad=51 0.001
Genes de virulencia

Numero de genes de resistencia en plasmidos alimentarios 38
Numero de genes de resistencia compartidos entre plasmidos alimentarios y clinicos 33
Iteraciones 1000
Promedio 28
Probabilidad=33 0.001
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Anexo S4. 33 genes de virulencia presentes en plasmidos de origen alimentarios y
plasmidos de origen clinico.

Genes

Funcién del factor de virulencia

afaD

Este gen es uno de los componentes de los operones afa que estan involucrados en
la adhesion bacteriana, un factor crucial para la capacidad de la bacteria de infectar a
su hospedador y causar enfermedad.

astA

Enterotoxina (astatoquina) responsable de la alteracion de la funcion normal de las
células intestinales en el hospedador.

cba

Coadifica para una proteina Cba que es una adhesina que facilita la adherencia de la
bacteria a las células del hospedador.

cdtB

Coadifica una subunidad de una toxina llamada toxina cdt que significa toxina citotoxica
distensora.

cea

Enterotoxina CEA actla en el intestino del hospedador, donde puede alterar la
integridad de las células epiteliales.

celb

Coadifica una celulasa, que permite la descomposicién de la celulosa en el ambiente
del tracto gastrointestinal; aunque no interactia directamente con las células
humanas, la actividad de la celulasa de E. coli podria contribuir indirectamente a la
adaptacion y supervivencia de la bacteria en el intestino.

cia

Coadifica una proteina de invasién que facilita la entrada de la bacteria en las células
del hospedador.

cib

Esta relacionado con la invasién celular y el dafio a los tejidos, permitiendo que las
cepas de E. coli.

cma

Codifica una proteina que se denomina CMA (Campylobacter mucinase o mucina).
Descompone la mucina, que es una proteina compleja que forma parte de la capa
mucosa que recubre las células epiteliales del tracto gastrointestinal.

cvaC

Codifica una proteina conocida como CvaC (Campylobacter virulence-associated
protein C). Implicada en la formacion del sistema de capsula de la bacteria.

ehxA

Codifica una toxina enterohemorragica A (EhxA), que es una exotoxica responsable
de causar dafo a las células endoteliales (que recubren los vasos sanguineos).

epeA

Codifica para EPEC adherence factor A (EpeA), una proteina que permite a bacterias
patégenas adherirse a las células epiteliales del intestino del hospedador, facilitando
la colonizacién intestinal.

espP

Coadifica la proteina EspP, que es una proteasa secretada por E. coli que actla sobre
las proteinas del hospedador modificando las funciones celulares del hospedador
durante la infeccion.

etpD

Codifica la proteina EtpD, que es parte del sistema de secrecion tipo Ill (T3SS), que
permite a la bacteria inyectar proteinas efectoras.

etsC

Codifica una proteina involucrada en el sistema de secrecion tipo Il (T3SS), que
permite a la bacteria inyectar proteinas efectoras principalmente en los patotipos
EPEC y EHEC.

hlyF

Codifica una proteina llamada HlyF, que esta involucrada en la produccion de
hemolisinas
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Codifica para la proteina lha, que funciona como adhesina y receptor de hierro, un

iha . . . )
nutriente esencial para su supervivencia.
iroN Codifica para una proteina de receptor de hierro llamada IroN, que es una siderofora
(o receptor de hierro) situada en la superficie bacteriana.
iss Factor de virulencia involucrado en la captacioén de hierro desde el hospedador.
iucC Codifica para la proteina lucC, que forma parte la produccion y liberacién de un
sideroforo como aerobactina.
IutA Codifica una proteina receptora llamada lutA, que es un receptor de sideréforo.
KatP Codifica para la catalasa KatP, que descompone el perdxido de hidrégeno que le
permite resistir el estrés oxidativo y evadir las defensas del sistema inmune.
Codifica para la proteina MchF, que esta involucrada en la produccion de colicina M,
mchF una toxina que permite a E. coli competir con otras bacterias al destruir sus
membranas celulares.
nleA La proteina NleA se encuentra en el sistema de secrecion tipo Il (T3SS), que permite
inyectar proteinas efectoras en las células del hospedador.
omoT Codifica para una proteina OmpT, que es una proteasa tipo serina que se encuentra
P en la membrana externa de la bacteria.
SepA Codifica para una proteasa SepA que degrada proteinas del hospedador e interfiere
P con la respuesta inmune liberandola al espacio extracelular.
SitA Codifica para la proteina SitA, que es parte del sistema de transporte de hierro Sit
Codifica para la toxina STa (Toxina Termoestable A), esta toxina es una pequefia
stal proteina que tiene la capacidad de inducir diarrea acuosa en los humanos y otros
animales.
Coadifica para una toxina SubA, que tiene propiedades enzimaticas y actla sobre las
SubA . - . .
células afectando la funcion celular en el intestino del hospedador.
Coadifica para una proteina involucrada en la captacion de hierro en algunas cepas de
terC e . . . .
Escherichia coli, especialmente en E. coli uropatogénica (UPEC)
Coadifica la toxina ToxB secretada por algunas cepas de E. coli y se cree que tiene un
toxB papel en la alteracién de la funcion celular y en la disfuncién de la mucosa intestinal
durante la infeccion.
Codifica la proteina TraT, que participa en la evasion del sistema inmune del
traT hospedador, inhibiendo la activacién del sistema del complemento y ayuda a la
bacteria a evadir la fagocitosis.
Coadifica para una toxina conocida como TSH (Toxina de Superficie de Hemaglutinina),
tsh una hemaglutinina con la capacidad de aglutinar glébulos rojos, aunque su papel

principal esta en la interaccion con las células del hospedador.
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Circulos (de adentro a afuera)"
1.Fuente (alimentos o clinicos)
2.Filogrupo

3.Secuenciotipo

4.5T1

5.8T10

6.5T410

7. Namero de copias

Anexo S5. Relacion filogenética de genomas alimentarios y clinicos. Los genomas de cepas
de E. coli incluidoas en este estudio (77 de genomas de fuentes alimentarias y 649 de fuentes
clinicas) se muestran como un cladograma. Esta representacién grafica se generd utilizando la
plataforma CSI Phylogeny, con Escherichia coli K-12 (NC_000913.3) como genoma de
referencia. Los ST11, ST10 y ST410 muestran en la figura porque fueron los secuenciotipos mas
prevalentes en ambos conjuntos de datos.
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Anexo S6. Perfil plasmidico de las cepas de E. coli obtenido mediante PFGE+S1. A la
izquierda se muestras los tamafios de tres de los plasmidos que porta la cepa control NCTC
50192
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FimABCDFGH,

irp1, irp2

PAI II (536)— ] [fyuA] ybtAEPQSTX
hlyABCD, cfn1, PAI II (CFT@73)
fimC, papGll,
papABCDEHKX / \yehABCD
fcVv

PAI I (CFT@73)
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Cromosoma A23EC
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"- 120 Kbp

pA23EC
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B GC Skew +

[ GC Skew -

. Isla de patogenicidad (PAl)

. Genes de virulencia

I:] Marcadores moleculares UPEC (fyuA, yfcV, chuA)

. Marcadores moleculares Virotipo E
(sat, hiyA.papGHl, enfit)

. GC Content

B GC Skew +
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. Genes de virulencia

Anexo S7. Viruloma de E. coli A23EC. (A) Viruloma cromosémico. Se muestran las tres islas
de patogenicidad PAI | identificadas en A23EC. Los genes de virulencia que se encuentran en
cada PAl se enumeran en cuadros azules. Los genes que definen el virotipo E, todos ellos
presentes en estos PAI, se destacan en negrita y en rosa. (B) Viruloma del plasmido (pA23EC).
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CP118558.1_A23EC MTNYFDSPFKGKLLSEQVKNPNIKVGRYSYYSGYYHGHSFDDCARYLFPDRDDVDKLIIG 60
CP048934.1 MINYFDSPFKGKLLSEQVKNPNIKVGRYSYYSGYYHGHSFDDCARYLFPDRDDVDELIIG 60
A
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3 *

Anexo S8. Alineamiento entre la secuencia truncada de cat3B encontrada en A23EC y su
referencia. A. Alineamiento de nucleétidos. B. Alineamiento de aminoacidos.
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Anexo S9. Perfil fenotipico de resistencia antimicrobiana para las cepas de E. coli A65EC

y A134EC

Concentracion

Antibiotico (Clase) Abreviaturas (ug) AG5EC A134 1EC
Amikacina (A) AN 30 I I
Gentamicina (A) GM 10 I R
Streptomicina (A) S 10 R R
Tobramicina (A) NN 10 I R
Ampicillina (P) AM 10 R R
Amoxicillina /acido clavulanico (P) AMC 20/10 R R
Cefuroxima (C) CXM 30 R R
Cefotaxima (C) CTX 30 R R
Ceftazidima (C) CAZ 30 R R

Cefepima (C) FEP 30 SDD SDD

Cefoxitina (C) FOX 30 R R
Aztreonam (M) ATM 30 R R
Trimetroprim (FI) TMP 5 R R
Trimetroprim / sulfametoxazol (FI) SXT 1.25/23.75 R R
Acido nalidixico (Q) NA 30 S R
Ciprofloxacino (F) CIP 5 S R
Cloramfenicol (Ph) C 30 I R
Tetraciclina (T) TET 30 R R
Meropenem (Ca) MEM 10 S S
Imipenem (Ca) IMP 10 S S
Fosfomicina (Pho) /G6P FOS 200/50 S R

R, resistente

I, intermedio

S, sensible

SDD, sensible dependiente de la dosis

Clase A: Aminoglucésidos, Clase B: b-lactamicos, Clase C: Cefalosporina, Clase Ca: Carbapenemicos,
Clase F: Fluoroquinolonas, Clase Fl: Inhibidores del folato, Clase M: Monobactam, Class P: Penicillinas,
Clase Ph: Fenicoles, Clase Q: Quinolonas, Clase T: Tetraciclina y Clase Pho: Fosfénico.
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Carreon-Leon, M. Plasmid-mediated cephalosporin resistance in CMY-2-producing
Escherichia coli isolated from ready-to-eat cilantro. BioProject: PRJNA936840.
BioSample: SAMN33378722.

Balbuena-Alonso,M.G., Rocha-Gracia,Rd.C., Lozano-Zarain,P., Cortes-Cortes,G.,
Carreon-Leon. Plasmid-mediated cephalosporin resistance in CMY-2-producing
Escherichia coli isolated from ready-to-eat cilantro. BioProject: PRJNA936840.
BioSample: SAMN33388322.

12.4 Premios autor principal

Segundo lugar. en el 11" Food Science, Biotechnology and Safety Congress Latin Food
2024 en la modalidad de Pdster con el trabajo titulado. Characterization of biofilm-
producing E. coli ST131 with uropathogenic potential, associated with carbapenem
resistance, isolated from spinach. 12 al 15 de noviembre de 2024. Puebla, México

Tercer lugar en el 3er concurso de infografias y podcast de divulgacién del ICUAP por
el trabajo titulado “Escherichia coli: ; Amiga o Enemiga?”. 29 de octubre de 2022.

Tercer lugar “Premio Jesus Kumate” en el XLVIIl Congreso Nacional de Infectologia y
Microbiologia Clinica en modalidad Pdster con el trabajo titulado “Caracterizacion de E.
coli ST131 con potencial uropatogénico, asociadas a la resistencia a carbapenémicos
aisladas de espinaca”. 22 al 25 de mayo de 2024. Puebla, México

Primer lugar en el 10" Food Science, Biotechnology and Safety Congress Latin Food
2022 en la modalidad de Pdster con el trabajo titulado “Genomic characterization of
multidrug-resistant E. coli strains isolated from fresh vegetables in Puebla, Mexico”. 16 al
18 de noviembre 2022. Puebla, México.

Primer lugar en el 10" Food Science, Biotechnology and Safety Congress Latin Food
2022 en la modalidad de Oral con el trabajo titulado “Comparative genomic analisis of
phylogeny, resistome and virulome and E. coli food and clinical source”. 16 al 18 de
noviembre 2022. Puebla, México.

Mencion honorifica en el primer concurso de infografias y podcast de divulgacién del
ICUAP por el trabajo titulado “Hablemos Claro: Resistencia bacteriana a los antibiéticos”.
14 de octubre de 2022.

Segundo Lugar en el Congreso XLV Congreso Nacional de Infectologia y Microbiologia
Clinica en Modalidad Péster con el trabajo titulado “Analisis de la filogenia, resistoma y
viruloma de genomas de Escherichia coli de origen clinico”. 28 de mayo al 4 de junio de
2021.
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12.4.1 Premios como coautor

Primer lugar en el 11" Food Science, Biotechnology and Safety Congress Latin Food
2022 en la modalidad de pdster con el trabajo titulado “Analysis of plasmids in fosfomycin-
and colistin-resistant Escherichia coli strains isolated from meat products”. 12 al 15 de
noviembre 2024. Puebla, México.

Segundo lugar en el Primer Simposio de Farmacologia: Combatiendo la Resistencia a
los Antimicrobianos en la modalidad de podster con el trabajo titulado “Estudio de
clonalidad de cepas de E. coli multidrogoresistentes, aisladas de biopsias de un paciente
con Enfermedad Inflamatoria Intestinal’. Modalidad Péster. 22 y 23 de noviembre 2023.
Puebla, México

Segundo lugar en el 9" Food Science, Biotechnology and Safety Congress Latin Food
2022 en la modalidad de podster con el trabajo titulado “Application emerging for the
improvement of the techno-funtional properties of common bean flour”. 11 al 13 de
noviembre 2020. Puebla, México.

12.5 Presentaciones en congresos como autor principal

1. Maria Guadalupe Balbuena Alonso, Manel Camps, Gerardo Cortés Cortés, Edwin
Barrios Villa, Patricia Lozano Zarain, Rosa del Carmen Rocha Gracia. Characterization
of biofilm-producing E. coli ST131 with uropathogenic potential, associated with
carbapenem resistance, isolated from spinach. Modalidad Oral. 11th Food Science,
Biotechnology and Safety Congress Latin Food 2024. 12 al 15 de noviembre 2022.
Puebla, México.

2. Maria Guadalupe Balbuena Alonso, Manel Camps, Gerardo Cortés Cortés, Eder
Alejandro Carredn Leodn, Patricia Lozano Zarain, Rosa del Carmen Rocha Gracia.
“Caracterizacion de E. coli ST131 con potencial uropatogénico, asociadas a la
resistencia a carbapenémicos aisladas de espinaca”. XLVIlII Congreso Nacional de
Infectologia y Microbiologia Clinica. 22 al 25 de mayo de 2024. Puebla, México.

3. Maria Guadalupe Balbuena Alonso, Gerardo Cortés Cortés, Eder A. Carredn Leon,
Edwin Barrios Villa, Patricia Lozano Zarain, Rosa del Carmen Rocha Gracia.
“Characterization of biofilm-forming multidrug-resistant Escherichia coli isolated from
vegetables and meat products”. Modalidad Péster. VII Congreso de Bioquimica y Biologia
Molecular de Bacterias. 8 al 12 de octubre de 2023. San Miguel de Allende, Guanajuato,
México.

4. Maria Guadalupe Balbuena-Alonso, Gerardo Cortés Cortés, Eder Alejandro Carreén
Ledn, Patricia Lozano Zarain, Rosa del Carmen Rocha-Gracia. “Escherichia coli en
alimentos frescos: un reservorio de genes de virulencia y resistencia a antibiéticos”.
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Modalidad Pdoster. 4to Congreso Nacional de Ciencias Bioquimicas y XXV Semana del
Quimica, 2022. 28 de noviembre al 1 de diciembre 2022. H. Caborca, Sonora.

5. Maria Guadalupe Balbuena Alonso, Gerardo Cortés Cortés, Patricia Lozano Zarain,
Rosa del Carmen Rocha Gracia. “Genomic characterization of multidrug-resistant E. coli
strains isolated from fresh vegetables in Puebla, Mexico”. Modalidad Péster. 10" Food
Science, Biotechnology and Safety Congress Latin Food 2022. 16 al 18 de noviembre
2022. Puebla, México.

6. Maria Guadalupe Balbuena Alonso, Gerardo Cortés Cortés, Manel Camps, Jay Kim,
Patricia Lozano Zarain, Rosa del Carmen Rocha Gracia. “Comparative genomic analisis
of phylogeny, resistome and virulome and E. coli food and clinical source”. Modalidad
Oral. 10" Food Science, Biotechnology and Safety Congress Latin Food 2022. 16 al 18
de noviembre 2022. Puebla, México.

7. Maria Guadalupe Balbuena-Alonso, Gerardo Cortés Cortés, Patricia Lozano Zarain,
Eder Alejandro Carreén Ledén, Rosa del Carmen Rocha-Gracia. “Caracterizacion
gendémica de cepas de E. coli aisladas de vegetales frescos, recolectados en Puebla,
México”. XLVI Congreso Nacional de Infectologia y Microbiologia Clinica. 25 al 28 de
mayo de 2022.San Luis Potosi, México.

8. Maria Guadalupe Balbuena Alonso. Presentacion oral “Escherichia coli en
alimentos: un importante reservorio de genes de virulencia y resistencia a antibioticos”
en la | Reunién de la Red CYTED // in the 1st CYTED meeting: Resistencia a Antibidticos
en Microorganismos Ec ESKAPE: comparacion pre y post-COVID-19 (P220RT0168). 19
de abril del 2022, Lima, Peru.

9. Maria Guadalupe Balbuena-Alonso, Gerardo Cortés-Cortés, Manel Camps, Jay Kim,
Patricia Lozano-Zarain, Rosa del Carmen Rocha-Gracia. "Analisis genémico comparativo
de la filogenia, resistoma y viruloma en E. coli de origen alimentario y clinico". Moralidad
Oral. XIX Jornadas Argentinas de Microbiologia. 6 y 7 de octubre 2021. Buenos Aires,
Argentina.

10. Maria Guadalupe Balbuena-Alonso, Gerardo Cortés-Cortés, Manel Camps, Jay
Kim, Patricia Lozano-Zarain, Margarita Ma. de la Paz Arenas-Hernandez, Rosa del
Carmen Rocha-Gracia. “Analisis gendmico del resistoma y viruloma en E. coli de origen
alimentario y su potencial transferencia horizontal”. Modalidad Oral. XXV Congreso
Latinoamericano de Microbiologia ALAM 2021. 25 al 28 agosto 2021. Asuncion,
Paraguay.

11. Maria G Balbuena Alonso, Gerardo Cortés Cortés, Manel Camps, Patricia Lozano
Zarain, Rosa del Carmen Rocha Gracia. “Analisis de la filogenia, resistoma y viruloma de
genomas de Escherichia coli de origen clinico”. Modalidad Podster. XLV Congreso
Nacional de Infectologia y Microbiologia Clinica. 28 de mayo al 4 de junio de 2021.
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12.6 Presentaciones en Congresos como coautor

1. José de Jesus Garcia Perez, Maria Guadalupe Balbuena Alonso, Patricia Lozano
Zarain, Rosa del Carmen Rocha Gracia. “Identification and characterization of
Escherichia coli strains producing extended-spectrum B-lactamases isolated from fresh
cilantro” 11th Food Science, Biotechnology and Safety Congress Latin Food 2022. 13 al
15 de noviembre de 2024.

2. Lorena Babines Orozco, Gerardo Cortés Cortés, Maria Guadalupe Balbuena Alonso,
Rosa del Carmen Rocha Gracia, Ygnacio Martinez Laguna. “Analysis of plasmids in
fosfomycin- and colistin-resistant Escherichia coli strains isolated from meat products.”
11th Food Science, Biotechnology and Safety Congress Latin Food 2022. 13 al 15 de
noviembre de 2024.

3. Manel Camps, Maria G. Balbuena-Alonso, Gerardo Cortés-Cortés, Jay Kim, Patricia
Lozano-Zarain, Rosa del Carmen Rocha-Gracia. Genomics studies support the role of
food strains of E. coli as plasmid reservoirs for genetic exchange of virulence and
antibiotic resistance genes with clinical strains. International symposium on plasmid
biology 2024. 2 al 6 de Septiembre de 2024. Hamamatsu, Shizuoka, Japon.

4. Lorena Babines Orozco, Gerardo Cortés Cortés, Maria Guadalupe Balbuena Alonso,
Rosa del Carmen Rocha Gracia, Ygnacio Martinez Laguna. “Productos carnicos: un
reservorio potencial de cepas de E. coli resistentes a fosfomicina y colistina.”. XLVIII
Congreso Nacional de Infectologia y Microbiologia Clinica. 22 al 25 de mayo de 2024.
Puebla, México.

5. Luis Mario Ibarra Moreno, Alejandra Maldonado Galvez, Maria Guadalupe Balbuena
Alonso, Carlos Aardon de la Torre Perdomo, Patricia Lozano-Zarain, Rosa del Carmen
Rocha-Gracia. “Estudio de clonalidad de cepas de E. coli multidrogorresistentes
productoras de BLEE aisladas de biopsias de pacientes con Enfermedad Inflamatoria
Intestinal”. XLVIII Congreso Nacional de Infectologia y Microbiologia Clinica. 22 al 25 de
mayo de 2024. Puebla, México.

6. Alejandra Maldonado Galvez, Maria Guadalupe Balbuena Alonso, Luis Mario Ibarra
Moreno, Carolina Acevedo O., Hania A. Alcala M, Ismael CruzVazquez, Patricia Lozano
Zarain, Rosa Del Carmen Rocha Gracia. “Analisis plasmidico de E. coli MDR aislados de
biopsias intestinales depacientes con EIlI”. XLVII Congreso Nacional de Infectologia y
Microbiologia Clinica. 24 al 27 de mayo de 2023.Verazcruz, México.

7. Luis Mario Ibarra Moreno, Alejandra Maldonado Galvez, Maria Guadalupe Balbuena
Alonso, Patricia Lozano Zarain, Rosa del Carmen Rocha Gracia. “Estudio de clonalidad
de cepas de E. coli multidrogoresistentes, aisladas de biopsias de un paciente con
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Enfermedad Inflamatoria Intestinal”. Modalidad Péster. Primer Simposio de
Farmacologia: Combatiendo la Resistencia a los Antimicrobianos. 22 y 23 de noviembre
2023. Puebla, México.

8. Lorena Babines Orozco, Gerardo Cortés Cortés, Maria Guadalupe Balbuena Alonso,
Rosa del Carmen Rocha Gracia, Ygnacio Martinez Laguna. “Analisis de plasmidos
portadores de genes de resistencia a antibidticos en cepas de Escherichia coli aisladas
de productos carnicos”. Modalidad Podster. Primer Simposio de Farmacologia:
Combatiendo la Resistencia a los Antimicrobianos. 22 y 23 de noviembre 2023. Puebla,
México.

9. Ismael Cruz Vazquez, Alicia Helena Marquez Bandala, Maria Guadalupe Balbuena
Alonso, Patricia Lozano Zarain, Rosa del Carmen Rocha Gracia. “Resistencia
plasmidica a quinolonas en cepas de Escherichia coli aisladas de biopsias de pacientes
con Enfermedad Inflamatoria Intestinal”. Modalidad Pdster. Primer Simposio de
Farmacologia: Combatiendo la Resistencia a los Antimicrobianos. 22 y 23 de noviembre
2023. Puebla, México.

10. Cristian Flores Morales, Gerardo Cortés Cortés, Maria Guadalupe Balbuena
Alonso, Patricia Lozano Zarain, Rosa del Carmen Rocha Gracia. “Patotipos de
Escherichia coli aisladas de mascotas y su virulencia en un modelo de Galleria
mellonella”. Modalidad Pdster. Primer Simposio de Farmacologia: Combatiendo la
Resistencia a los Antimicrobianos. 22 y 23 de noviembre 2023. Puebla, México.

11. Alejandra Maldonaldo Galvez, Maria Guadalupe Balbuena Alonso, Carolina
Acevedo Ocampo, Hania A. Alcala Martinez, Carlos Aardn de la Torre Perdomo, Patricia
Lozano Zarain, Rosa del Carmen Rocha Gracia. “Determinacion de resistencia
antimicrobiana en cepas de Escherichia coli asociada con Enfermedad Inflamatoria
Intestinal”. Modalidad Péster. 4to Congreso Nacional de Ciencias Bioquimicas y XXV
Semana del Quimica, 2022. 28 de noviembre al 1 de diciembre 2022. H. Caborca,
Sonora.

12. Alejandra Maldonaldo Gaélvez, Maria Guadalupe Balbuena Alonso, Carolina
Acevedo Ocampo, Hania A. Alcala Martinez, Carlos Aarén de la Torre Perdomo, Patricia
Lozano Zarain, Rosa del Carmen Rocha Gracia. “Susceptibilidad a antibiéticos de cepas
de E. coli aisladas de biopsias de pacientes con Enfermedad Inflamatoria Intestinal”.
Modalidad Poster. XL Congreso Interamericano de Infectologia Pediatrica “Dr Raul
Romero Cabello”. 17 al 19 de noviembre 2022. Guadalajara, Jalisco.

13. Suemy Anahi Cen Najera, Gerardo Cortés Cortés, Maria Guadalupe Balbuena
Alonso, Rosa del Carmen Rocha Gracia, Patricia Lozano Zarain, Margarita Maria de la
Paz Arenas Hernandez. “Analisis bioinformatico comparativo del viruloma, resistoma y
mobiloma en genomas completos de E. coli uropatogénicay E. colicomensal”. Modalidad
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Poster. XXV Congreso Latinoamericano de Microbiologia ALAM 2021. 25 al 28 agosto
2021. Asuncion, Paraguay.

14. Monserrat Aguirre-Lara, Patricia Lozano Zarain, Maria Guadalupe Balbuena
Alonso, Gerardo Cortés Cortés, Margarita Maria de la Paz Arenas Hernandez, Rosa del
Carmen Rocha Gracia. “Analisis bioinformatico de la virulencia en genomas de
Escherichia coli Adherente-Invasiva (AIEC) depositados en bases de datos publicas”.
Modalidad Poster. XXV Congreso Latinoamericano de Microbiologia ALAM 2021. 25 al
28 agosto 2021. Asuncion, Paraguay.

15.Carolina Acevedo Ocampo, Hania Anai Alcala Martinez, Carlos Aaron de la Torre
Perdomo, Maria Guadalupe Balbuena Alonso, Patricia Lozano Zarain, Gerardo Cortés
Cortés, Rosa del Carmen Rocha Gracia. “Analisis de la resistencia a rifaximina en
Escherichia coli Adherente-Invasiva (AEIC) depositadas en el GenBank”. Modalidad
Poster. XXV Congreso Latinoamericano de Microbiologia ALAM 2021. 25 al 28 agosto
2021. Asuncion, Paraguay.

12.7 Cursos y talleres

1. Analisis de secuencias de DNA y proteinas por métodos bioinformaticos.
Benemérita Universidad Auténoma de Puebla. Agosto a octubre 2023. (44 h)

2. WCSC Genomic & Epidemiological Surveillance of bacterial Pathogens —
Latin America and the Caribbean. Wellcome Conecting Science & Ministerio de
Salud de Paraguay 16 al 21 de abril 2023. (50 h)

3. Interpretacion del Antibiograma: del laboratorio a la practica clinica.
Asociacion Mexicana de Infectologia y Microbiologia Clinica (AMIMC) vy la
organizacion general de la Red de Educacion Médica Continua (redEMC) junto a
la Sociedad Brasilera de Infectologia (SBI), con el patrocinio Cientifico de la
Sociedad Espafola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia clinica
(SEIMC). Abril a junio 2023.

4. Herramientas bioinformaticas para el analisis de genomas bacterianos y su
aplicacién en ciencias biolégicas y de la salud. Universidad de Buenos Aires.
Departamento de farmacia y bioquimica, Argentina. Febrero a marzo 2023. (40 h)

5. Introduccién a la evaluacion cuantitativa de riesgos microbiolégicos.

Asociacion Mexicana para la Proteccion de los alimentos, A.C. marzo 2022. (30 h)

Estadistica para principiantes usando R. Biofreelancer. Octubre 2021. (16h)

Bioinformatica 01: Linux para principiantes. Enero 2021. (16 h)

Data Science 01: R para principiantes. Biofreelancer. diciembre 2020. (16 h)

Herramientas bioinformaticas para el anadlisis de datos de secuenciacion

masiva. Instituto de Biotecnologia (IBT) de la Universidad Auténoma de México

(UNAM). 19 de octubre al 3 de noviembre 2020. (80 h)
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12.8 Actividades de difusion y divulgaciéon

1.

Podcast con mencién honorifica “Escherichia coli: § Amiga o Enemiga?”, en el
Tercer concurso de infografias y podcast de divulgacion del ICUAP. Noviembre
2024, BUAP, Puebla.

Ponencia titulada: “Bacterias a la vista: epidemiologia genémica y plasmidos

en accion” en la Escuela de Ciencias Quimicas de la Universidad Autbnoma de
Chiapas. 13 de noviembre de 2024.

Ponencia titulada “Epidemiologia genémica: una historia de plasmidos y
antibiéticos” en el departamento de Ciencias e Ingenierias de la Universidad
Iberoamericana. 25 abril 2024. Puebla.

Articulo de divulgaciéon: Camps, M, Rocha-Gracia, R, Balbuena-Alonso,M, Cortés-
Cortés, G, Lozano-Zarain, P, (2023) From friend to foe: Food strains share their
toxic genes in E. coli. Research Outreach, 136. 10.32907/R0O-136-4779129951

Ponencia titulada “Resistencia a antibiéticos en bacterias de origen clinico y
alimentario” en el departamento de Ciencias e Ingenierias de la Universidad
Iberoamericana. Julio 2023. Puebla

Colaborador en el recorrido "El simbolo de la resistencia: las Superbacterias",
durante el Puertas abiertas BUAP 2022. 3 de diciembre del 2022, BUAP, Puebla.

Podcast con mencion honorifica “Hablemos claro: Resistencia bacteriana a los
antibiéticos”, en el Primer concurso de infografias y podcast de divulgacion del
ICUAP. Noviembre 2022, BUAP, Puebla.

Conferencia titulada “Hablemos claro: el camino a las superbacterias” en el

Colegio de Bachilleres del Estado de Puebla, Plantel 12. 7 noviembre 2022.
Puebla.
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Genomic analysis of plasmid content in food isolates of E. coli strongly
supports its role as a reservoir for the horizontal transfer of virulence and
antibiotic resistance genes

Maria G. Balbuena-Alonso, Gerardo Cortés-Cortés B Jay W. Kim b Patricia Lozano-Zarain?,
Manel Camps”’, Rosa del Carmen Rocha-Gracia ™

® Posgrado en Microbiol Centro de en Ciencias Microbiol Instituto de Ciencias de la Benemérita Universidad Autéonoma de Puebla. Ciudad
Universitaria, San Manuel, Puebla 72570, Mexico

Y Department of Microbiology and Environmental Toxicology, University of California at Santa Cruz, Santa Cruz, CA 95064, USA

ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:

Escherichia coli

Food plasmids
Antimicrobial resistance
Plasmid origin of replication
Plasmid taxonomic units
Comparative genomics

The link between E. coli strains contaminating foods and human disease is unclear, with some reports supporting
a direct transmission of pathogenic strains via food and others highlighting their role as reservoirs for resistance
and virulence genes. Here we take a genomics approach, analyzing a large set of fully-assembled genomic se-
quences from E. coli available in GenBank. Most of the strains isolated in food are more closely related to each
other than to clinical strains, arguing against a frequent direct transmission of pathogenic strains from food to the
clinic. We also provide strong evidence of genetic exchanges between food and clinical strains that are facilitated
by plasmids. This is based on an overlapped representation of virulence and resistance genes in plasmids isolated
from these two sources. We identify clusters of phylogenetically-related plasmids that are largely responsible for
the observed overlap and see evidence of specialization, with some food plasmid clusters preferentially trans-
ferring virulence factors over resistance genes. Consistent with these observations, food plasmids have a high
mobilization potential based on their plasmid taxonomic unit classification and on an analysis of mobilization
gene content. We report antibiotic resistance genes of high clinical relevance and their specific incompatibility
group associations. Finally, we also report a striking enrichment for adhesins in food plasmids and their asso-
ciation with specific IncF replicon subtypes. The identification of food plasmids with specific markers (Inc and
PTU combinations) as mediators of horizontal transfer between food and clinical strains opens new research
avenues and should assist with the design of surveillance strategies.

1. Introduction to adapt to different selective pressures exerted in various environments,

including the rapid evolution of resistance to antibiotics frequently used

Escherichia coli (E. coli) is a bacterial species found in the environ-
ment that colonizes the gastrointestinal tract of humans and animals.
Most strains of E. coli are harmless commensals, but there are pathogenic
lineages capable of producing severe intestinal and extraintestinal dis-
ease (sepsis, urinary tract infections, meningitis) (de Santos et al., 2020).

E. coli is characterized by frequent genetic exchanges across different
strains and even with other species, a process known as horizontal gene
transfer (HGT). The resulting high genomic plasticity has allowed E. coli

in the clinic, notably fB-lactam antibiotics, fluoroquinolones, and ami-
noglycosides (Baquero et al., 2013; Palmer and Kishony, 2013; Hughes
and Andersson, 2017; Baquero et al., 2021).

E. coli strains can be classified into large groups by phylotype (ac-
cording to phylogenetic relationship) and by pathotype (according to
pathogenic profile). Serotyping and Multi-Locus Sequence Typing
(MLST) are two methods used to provide a higher level of resolution.
Serotyping is based on an agglutination test performed with a panel of

Abbreviations: MLST, Multilocus Sequence Typing; STs, sequence types; MGEs, Mobile Genetic Elements; TA, Toxin-antitoxin module; MDR, multidrug resistance;
ssDNA, single-stranded DNA; MOB, mobilization module; PTU, Plasmid Taxonomic Unit; PSK, Post-Segregational Killing; HUS, Hemorrhagic Uremic Syndrome; Inc,
Incompatibility Group; Par, partition gene; OriT, transfer origin of replication; JI, Jaccard index.

* Corresponding authors.

E-mail addresses: mcamps@ucsc.edu (M. Camps), rochagra@yahoo.com, rosa.rocha@correo.buap.mx (R. del Carmen Rocha-Gracia).
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reference antisera with the ability to discriminate variations in the genes
responsible for the biosynthesis of structures such as the flagellum, the
lipopolysaccharide (LPS), and the capsule (Fratamico et al., 2016). The
MLST classification is based on the presence of unique combinations of
alleles for seven housekeeping genes (Clermont et al., 2015). A few
sequence types (STs) have emerged as epidemic, being present at high
frequencies all over the world. Prominent among these is ST131, a clone
whose expansion has been accompanied by the acquisition of fluo-
roquinolone resistance, of an adhesion virulence factor, and of a set of
plasmid-borne antibiotic resistance genes (ARGs) (Nicolas-Chanoine
et al., 2014; Mathers et al., 2015).

HGT is greatly facilitated by plasmids, which are autonomously
replicating pieces of DNA. In addition to the genes needed for plasmid
homeostasis, plasmids frequently contain a cargo of genes involved in
adaptation to environmental challenges (Carroll and Wong, 2018;
Virolle et al., 2020; Lehtinen et al., 2021).

Establishing phylogenetic relationships between plasmids is a major
challenge for the field given the instability of their sequence, which is
constantly shuffled by recombination. Cargo content and individual
genes involved in replication (ori) (Carloni et al., 2017) or conjugation
(relaxase) (Garcillin-Barcia et al., 2009) have been used to define ge-
netic relatedness between plasmids, with only partial success. Recently,
amethod based on the fraction of sequence that perfectly aligns between
two plasmids (the alignment fraction) has been used to define Plasmid
Taxonomic Units (PTUs), which cluster plasmids by phylogenetic
relatedness more reliably than other methods (Redondo-Salvo et al.,
2021). This analysis in turn has allowed the systematic tracking of
plasmid exchanges across different taxonomic boundaries (Redondo-
Salvo et al., 2020).

Plasmid-mediated horizontal gene transfer is depending on conju-
gation (transfer of ssDNA by a process involving nicking of the donor
DNA and cell-cell contact), transformation (uptake of DNA from the
environment), or transduction (genetic exchange mediated by a phage).
The conjugation ability of a given plasmid can be inferred based on the
presence of a complete complement of the machinery that is required for
self-transmission, which consists of four MOB (mobilization) modules:
an origin of transfer site (oriT); a relaxase gene that cleaves the oriT,
generating a ssDNA; and two mating channel components: a gene
encoding type IV coupling protein (T4CP) and a gene cluster for bacte-
rial type IV secretion system (T4SS) (Virolle et al., 2020; Cabezon et al.,
2015). A full set of MOB genes but can still be transferred if the missing
factors are produced in trans by helper plasmids. These are called
mobilizable plasmids (Werisch et al., 2017). Within plasmids, mobili-
zation is further facilitated by sequence elements that facilitate recom-
bination such as transposons, which are generally known as mobile
genetic elements (MBEs) (Partridge et al., 2018).

In this article, we focus on two types of cargo, namely antibiotic
resistance genes (ARGs) and virulence genes. ARGs involve a variety of
mechanisms, but the most frequent mechanism found in plasmid-borne
ARGs is antibiotic inactivation. Inactivation can be dependent on
degradation (e.g., f-lactamases enzymes), on chemical modification (e.
g., aminoglycoside- and fluoroquinolone- modifying enzymes) or on the
modification of the target (e.g., gnr for fluoroquinolone resistance, mer-1
for colistin resistance, and RmtA and armA 16S rRNA methylases for
aminoglycoside resistance) (Hughes and Andersson, 2017; Baquero
et al.,, 2021; Poirel et al., 2018). Virulence genes encode for (among
others) adhesins, invasins, toxins, hemolysins, iron homeostasis genes,
antioxidants, and other immune evasion genes, as well as secretion
systems (Bakour et al., 2016; Munson, 2013). Given that the exchange of
ARGs and virulence genes is mediated by similar MGEs, these two cat-
egories of genes are frequently linked, which is one of the reasons why
multidrug resistant strains (MDR) also tend to be more virulent and why
MDR is becoming such a serious public health problem (Ramirez et al.,
2014; Guillard et al., 2016).

The transmission of virulent E. coli strains to humans involves
different routes of infection. In this work, we investigate the risk posed
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by contaminated food. The role of food as a reservoir for pathogenic
E. coli infection is still under discussion. Some studies argue against this
idea based on differences in the clonal lineage profile of food-borne and
clinical strains (Ludden et al., 2019; Nguyen et al., 2021); however,
other studies comparing E. coli isolates from humans with isolates from
food-producing animals identified genetically related plasmids that are
shared between the two pools, suggesting that plasmid-mediated HGT
from food strains may contribute to the pathogenicity and drug resis-
tance exhibited by clinical strains (Day et al., 2016; Reid et al., 2019;
Madec and Haenni, 2018a). Here, we compared a dataset of fully
assembled genomes from food E. coli isolates with the genomes of clin-
ical isolates available from GenBank. We found that strains isolated in
food are consistently more closely related to each other than to clinical
strains, arguing against a frequent transmission of food strains to the
clinic. We also show that food plasmids have a high mobilization po-
tential and provide strong evidence of genetic exchange between food
and clinical plasmid pools. This exchange appears to depend on a small
subset of genetically-related plasmids. We identify the PTU and Inc
group markers associated with these plasmids and reveal a degree of
specialization, with some PTU-Inc group clusters preferentially trans-
ferring virulence factors over ARGs. We also identify resistance genes of
high clinical relevance and their incompatibility group associations. The
identification of plasmids preferentially mediating HGT between food
and clinic compartments opens new avenues of research and should
assist with the design of surveillance strategies.

2. Methods
2.1. Selection of sequences of E. coli genomes

Completely assembled E. coli genomes deposited until December 31,
2020 in the GenBank database were selected and checked for the pres-
ence of chimeric, contaminated, duplicated, or misassembled sequences.
The final database contains genomes that passed these quality controls.
Ninety-three sequences were excluded because they were defined as
anomalous, corresponded to partial chromosomal or plasmid DNA se-
quences, not available or duplicated due to updating their assembly
number or were internal control sequences of sequencing platforms.
Manual curation using NCBI Pathogens detection, and the Pathosystems
Resource Integration Center (PATRIC) databases, information deposited
in each Bioproject, Biosample or the reported associated was performed
to confirm the type of sample and the source of isolation to select those
of food and human clinical origin; each of the strains associated with the
genomes was considered uniquely from the source reported by the au-
thors; thus, no section showed a strain collected from both origins at the
same time. The files downloaded from each genome were fna (fasta
nucleic acids), faa (fasta protein sequence), and gbk; these files were
used depending on the input needed by each bioinformatics tool. Also,
all plasmids were collected from the NCBI nucleotide database, from the
resources INSDC (which includes DDBJ, EMBL-EBI and GenBank) and
RefSeq; preferring RefSeq records over the INSDC records. The record
was required to have the assembly tag “Complete genome”. When the
plasmid record was linked to multiple assembly IDs only the assembly
with the label “latest” was assigned to this record.

2.2. Genomic analysis

Genomes were assigned to an E. coli phylogroup using Clermon-
Typing 1.4 (Beghain et al., 2018) (http://clermontyping.iame-research.
center). In addition, E. coli MLST profiles were predicted using the
Achtman seven gene MLST scheme at PubMLST (https://pubmlst.org/or
ganisms/escherichia-spp (accessed on February 26, 2021), the serotypes
(O:H) were predicted with Serotype finder 2.0 (Joensen et al., 2015) (htt
ps://cge.cbs.dtu.dk/services/SerotypeFinder/), and pathotypes were
assigned according to the presence of specific marker virulence genes
(Robins-Browne et al., 2016) using the BLASTn tool (85% identity and
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60% minimum length, and E-value <0.000001) (www.ncbi.nlm.nih.
gov/BLAST); those containing markers of different pathotypes were
described as hybrids and named according to the literature. The source
of isolation for the designation of UPEC pathotype was also included.
Where available, the pathotype description was described as the original
publication. To analyze phylogenetic relationship, the chromosomes of
food and clinical E. coli were used using the default parameters of CSI
Phylogeny 1.4 (https://cge.cbs.dtu.dk/services/CSIPhylogeny) default
parameters and E. coli K-12 was used as reference (NC_000913.3) (Iaas
et al., 2014). Subsequently, the dendrogram was constructed using the
maximum likelihood method with 1000 bootstrap replicates using Fas-
tree 2.1 (Price et al., 2009). Finally, it was visualized using iTOL 6.0 (htt
ps://itol.embl.de/) (Letunic and Bork, 2016).

2.3. Plasmid analysis

To identify plasmid genomes in genomic assemblies of E. coli, a
manual review of the plasmids registry in each genome in GenBank was
performed and the PlasmidFinder 2.1 (https://cge.cbs.dtu.
dk/services/PlasmidFinder/) (85% identity and 60% minimum length)
was used to identify the replicon present for each plasmid (Carattoli
et al., 2014), and pMLST (http://pubmlst.org/plasmid/) was used to
determine the subtypes in those defined as IncF plasmids (Villa et al.,
2010). Plasmid Taxonomic Units (PTU) were identified by COPLA (a
taxonomic classifier of plasmids) using the recommended parameters
(Redondo-Salvo et al., 2020) (https://castillo.dicom.unican.es/copla/).

The presence of conjugation elements in plasmids was identified by
using the tool OriTfinder 1.1 (Li et al., 2018) (https://bioinfo-mml.sjtu.
edu.cn/oriTfinder/) with modificated parameters (Blast E-value
0.00001) and the identity of relaxases was confirmed with MOBScan
(Garcillan-Barcia et al., 2020) (https://castillo.dicom.unican.es/mobs
can) with default settings. The classification of plasmids was estab-
lished according to their MOB and MPF content: Conjugative (presence
of oriT, relaxase, TC4P and TSS4); non-mobilizable (absence of oriT or
relaxase) and mobilizable (presence of oriT and relaxase, with variable
TC4P) (Smillie et al., 2010).

To analyze the phylogenetic relationship of representative plasmids,
the complete nucleotide sequences of the outstanding over-
representation and overlapping plasmids in both data subsets were
compared using the neighbor-joining method. This method was used to
construct a phylogenetic tree with 1000 bootstrap replicates (Hong
et al., 2021). Finally, it was visualized with iTOL 6.0 (https://itol.embl.
de/) (Letunic and Bork, 2016).

2.4. Identification of antimicrobial resistance and virulence genes in
plasmids

ResFinder 4.1 (https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/) and
VirulenceFinder 2.0 (https://cge.cbs.dtu.dk/services/VirulenceFinder/)
were used to identify the acquired antimicrobial resistance genes as well
as the virulence gene content, respectively; with search parameters at a
90% threshold for identity and 60% minimum length (Bortolaia et al.,
2020; Tetzschner et al., 2020). Genes were considered to overlap when
the same label was identified in food and in clinical plasmids. To visu-
alize the genetic structure of the plasmids carrying two genes of special
clinical interest (NDM-5 and mcr-1.1); sequences were initially anno-
tated with Prokka 1.14.6 (Seemann, 2014) and, mobile genetic elements
related to antibiotic resistance were identified using Mobile Element
Finder 1.0.3 from the Center of Genomic Epidemiology (Johansson
et al., 2021) using the default parameters. Relevant plasmids were
aligned with BRIG 0.95 (Alikhan et al, 2011) and visualized using
Proksee.ca 1.0.

2.5. Statistical analysis

The analysis was mainly descriptive, showing proportions as
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percentages and continuous variables as mean and SD. The Mann-
Whitney test was used to compare distributions. We estimated the
probability of overlap of virulence genes and antibiotic resistance genes
using Monte Carlo simulation with 10* iterations; the genes identified in
both sets (175 resistance genes and 72 virulence genes) were used as
input data; 161 data were randomly sampled for each group, and 10*
iterations were performed, indicating the number of plasmids each time,
calculating the overlap in each iteration. Rstudio statistical software
1.4.1103 was used to perform all analyses.

2.6. Jaccard index calculations

The Jaccard index (JI) measures the co-occurrence of two binary
features, and ranges from O (mutual exclusion) to 1 (total co-
occurrence). To calculate this index, we used the following formula:

1 #strains with inST,, withm,and m,,

J(mi,m;) = —
L) M| #strains inST,, withm,or m,

meM

where M is the set of plasmids belonging to a given Inc or PTU, m, is the
number having resistance (JI for resistance) or virulence (JI for viru-
lence) in food plasmids and mj, the number having resistance (JI for
resistance) or virulence (JI for virulence) in clinical plasmids.

3. Results
3.1. E. coli genomic database

We generated a database of 1794 complete E. coli genomes available
at the end of 2020 from GenBank at the National Center of Biotech-
nology Information (NCBI). The quality controls are described in
Methods. We focused on genomes from food (n = 77) and from clinical
sources (n = 649); their corresponding accession numbers are available
in Table S1A and epidemiological classification could be found in
Table S1B of the supplementary materials.

These genomes came from six different sources (Fig. S1A). Human
clinical samples were the most abundant (36%). A total of 45% of these
samples were recovered from feces, urine, and blood; the rest came from
samples of other body fluids, secretions, expectorations, swabs and
generically described by the authors as human clinical specimens.
Strains obtained from food sources, by contrast, represented only 4% of
the isolates. The majority of these food-associated samples such as meat
(cattle, poultry, and swine) or dairy products (cheese and milk) were
linked to food-producing animals. Other food-associated samples came
from fresh produce and flours (Fig. S1B). Note that the geographic
distribution of the sampling was skewed for genomes from countries that
have clinical environment- and foodborne outbreak-surveillance sys-
tems in place. Therefore, isolates from Africa, Oceania, Latin America,
and Asian countries other than China were infrequent (see Table S1B).

3.2. Lineage classification

Population studies of E. coli have mainly described eight phylogroups
(A, B1, B2, C, D, E, F, and G) (Clermont et al., 2013; Clermont et al.,
2019). Seven of these eight phylogroups (A, B1, B2, C, D, E, F) were
represented in both populations, demonstrating that E. coli exhibits an
extremely wide genetic diversity in both populations. The relative
abundance of these phylogroups was also similar in both populations
(Fig. 1), though phylogroup B2 was much more abundant in clinical
isolates (21%, compared to 1%). This striking difference is consistent
with several reports (Clermont et al., 2000; Nojoomi and Ghasemian,
2019; Oteo et al., 2010) and is likely due to the presence of UPEC iso-
lates, which represent a significant percentage of the identified phy-
logroup B2.

When we go down to the level of STs, by contrast, we see a highly
discordant ST profile: of the 218 STs present in the combined dataset,
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Fig. 1. Phylogroup, serotype and pathotype classification. A Food strains. B Clinical strains. Different pathotypes are highlighted using the following color code;
yellow (EAEC), orange (EAED/EHEC), blue (UPEC), pink (DAEC), purple (EPEC), cyan (STEC), red (EHEC) and gray (NPA, non-pathotype associated). In B only STs
with more than three genomes are shown. The asterisks indicate the STs in which more than three different serotypes are found. The complete information can be

found in Table S1A and Table S1B of supplementary materials.

only 16 STs overlapped. This observation is in agreement with previous
reports noting substantial lineage differences between food and clinical
isolates (Ludden et al., 2019; Nguyen et al., 2021). Of the overlapping
STs, ST11 is the most prevalent (23% in food and 11% in clinical),
suggesting that ST11 strains may exhibit a high level of fitness in both
ecological niches, and is thus potentially highly transmissible. The high
transmissibility of ST11 via food would be congruent with studies that
report the classification ST11 with clone EHEC 0157:H7, which is a
strain linked to outbreaks of human infections caused by the consump-
tion of contaminated meat (Page and Liles, 2013; Bolukaoto et al.,
2019). Clone EHEC 0157:H7 has been reported as a pathotype adapted
to cattle and disseminated to humans through direct contact with ani-
mals or through the environment or food (Koraimann, 2018; Yang et al.,

2017; Lorenz et al., 2016).

Fig. 2 shows the phylogenetic relatedness between food and clinical
strains in the form of a cladogram, as well as the phylogroup and
sequence type classification. An almost complete segregation between
clinical and food strains is apparent, with all food strains clustered in
two sectors (see Methods). Taken together, the discordance in STs and
the segregation seen in the cladogram between food and clinical strains,
strongly argue against a frequent transmission of food strains to the
clinic, with the possible exception of some ST11 strains.

We identified four pathotypes in food genomes (EHEC, EPEC, STEC,
DAEC) and three additional ones in clinical genomes (UPEC, EIEC, and
EAEC). EHEC was the most frequent pathotype in both populations
(Fig. 1). The lack of EAEC strains or EAEC/EHEC hybrid pathotypes in
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Fig. 2. Phylogenetic analysis. The phylogenetic relationships between the strains included in this study (726 sequenced strains, 77 from food and 649 from clinical
sources genomes) are shown as a cladogram. This graphic representation was generated using the CSI Phylogeny platform, with Escherichia coli K-12 (NC_000913.3)
as a reference genome. From inner to outer, the circles represent the following: Circle 1: Source. Food (green) or Clinic (purple). Circle 2: Phylogroup. A (light
yellow), B1(light blue), B2 (pink), C (light orange), D (violet), E (sky blue) and F (orange). Circle 3: Sequence type assigned using MLST platform (see Methods).
Cirele 4-6 (Top 3 ST in clinic and food): ST11 (Circle 4), ST10 (Circle 5), ST410 (Circle 6). Circle 7: Plasmid copy number, i.e. the number of plasmids per host strain

(dark blue) with lines as references for: 1, 4, 8 and 12 plasmids.

food strains is surprising, based on reports of strains found in food
matrices that are genetically similar to strains isolated from urinary tract
infections (Singer, 2015; Yamaji et al., 2018) and the report of EAEC/
EHEC hybrid pathotypes in a large foodborne outbreak in Europe
(Muniesa et al., 2012). This observation is likely due to a combination of
the small sample size of our food strains and to the biases inherent to
epidemiological surveillance programs.

3.3. Profiling of plasmids based on general structural and functional
features

A total of 161 plasmids were identified in genomes from food strains
based on circular assemblies of <500kb in size linked to at least one
plasmid replicon. Using the same approach, we found 1624 plasmids in
the genomes of clinical strains (see Methods).

Both plasmid populations present a comparable, very broad range of
sizes (1.1 kb - 404kb) and a trimodal distribution (Fig. S2). Food and
clinical strains have a moderately different average number of plasmids
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per host (2.0 and 2.5 plasmids per genome, respectively, Figs. 2, S2).

Plasmids are classified into incompatibility (Inc) groups based on the
inability of two plasmids of the same group to be stably maintained in
the same cell. This functional classification was initially proposed as a
rough phylogenetic classification by identifying redundancy in plasmid
copy number regulatory elements within a replicon (Bouet and Funnell,
2019; Novick, 1987) although it is known to be an imperfect marker of
phylogenetic relatedness (Redondo-Salvo et al., 2020). When no known
replicon was assigned by PlasmidFinder, we defined plasmid as Non-
Typeable (NT).

PlasmidFinder identified 27 Inc categories in E. coli-plasmids isolated
from food, compared to 40 for clinical strains. The frequency distribu-
tion of the 23 Rep categories that overlap between the two groups is
similar, shown in Fig. $3. IncF plasmids were further typed using the
subtype classification described by Villa et al. (Villa et al., 2010).
Table 1A shows the relative representation of replicon categories as a
ratio of frequency in the clinical plasmid pool versus frequency in the
food plasmid pool. The following five Inc groups stand out for their
overrepresentation in food plasmids: IncR (10x overrepresentation),
IncHI1B (6x), and Inc X1 (3x) and two IncF subtypes: IncF(F:A":B1)
(2.9x) and IncF23:A :B3 (2.75x%).

3.4. Plasmid profiling according to mobilization and promiscuity features

Food and clinical plasmids were sorted into three categories corre-
sponding to their predicted transfer capacity: conjugative, mobilizable
(i.e., can be conjugated in the presence of a helper plasmid), and non-
mobilizable (See Methods). For the food plasmid population, 27.3%
of the plasmids were classified as conjugative, and 9.3% as mobilizable,
compared to 30.3% and 6.3%, respectively, for clinical plasmids. Almost
all conjugative plasmids were larger than 25kb, while mobilizable
plasmids were mostly small, suggesting that in most cases small plas-
mids are mobilized with the help of large conjugative plasmids (Fig. 3).
This size distribution is consistent with previous reports (Rozwandowicz
et al., 2018). Overall, we found that over one third of all food plasmids
had the elements necessary for HGT, and that this fraction was similar in
food and clinical plasmids.

We next grouped the plasmids by phylogenetic relatedness through
COPLA, a recently developed method that classifies plasmids into
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Plasmid Taxonomic Units (PTUs) based on nucleotide identity alignment
fractions (see Methods and 16). COPLA was only able to assign a PTU to
124 of the 161 food plasmids (distributed in 39 different PTUs); in the
case of clinical plasmids, 1236 out of a total of 1624 plasmids were
assigned to 60 different PTUs. Three of the 39 food PTUs (PTU-E46,
PTU-E54, and PTU-E79) were absent in the clinic (Table $2). Fig. 4A
shows the PTU classification of all classifiable food plasmids.

Compared to Inc group representation, PTU representation across
the two compartments showed a wider range of representation bias,
with a 57% increase in the standard deviation of the representation
ratios (Tables 1A-B). Three PTUs stood out for their overrepresentation
in food plasmids: PTU-HI1A, —E50, and -E52 (5-8.7-fold enrichment)
and two PTUs were overrepresented in clinical strains: PTU-E9 and —I1
(2-2.9-fold) (Table 1B).

Based on their predicted promiscuity, PTUs fall into six categories or
“grades”, denoted by Roman numerals. Grade I represents promiscuity
restricted to the level of species, II to the level of genus, III to family, IV
to order, and V to class. Fig. 4A shows the host range for the PTUs found
in food plasmids. Note that out of the 79 plasmids, 25.3% have predicted
promiscuity up to the level of family, 7.6% to the level of order, and
2.5% going all the way to the level class.

A seminal study published in 2020 (Redondo-Salvo et al., 2020),
mapped the presence of PTUs across Enterobacteriaceae. Fig. 4B shows
other bacterial genera identified as primary hosts for the PTUs found in
E. coli food plasmids. These include eight genera of Enterobacteriaceae,
with Salmonella and Klebsiella being the best represented ones (13 and 10
PTUs, respectively). Overall, the PTU analysis confirms the very high
potential for horizontal transfer of these food-borne plasmids.

3.5. Plasmid ARG cargo

Known ARGs were identified in our plasmids using ResFinder (Bor-
tolaia et al., 2020). We found 175 ARGs belonging to at least 14 different
antibiotic resistance families. The results are summarized in Table 2 and
listed in Table S3. All families were similarly represented in both
plasmid populations, with p-lactamases, aminoglycosides, fluo-
roquinolones, and trimethoprim ranking top, in this order. Only two
families were found exclusively in clinical plasmids, namely fosfomycin
resistance genes, and efflux pump encoding variants (Table 2).

Table 1A
Relative representation of replicon categories as a ratio in the clinical plasmid vs food plasmid and JI indexes for plasmids with n> 3 for both food and clinical plasmids.
Inc Group Total number of Number of food Number of clinical Ratio of clinic vs food JI JI JI
plasmids plasmids plasmids representation resistance virulence total
Col 102 9 93 1.02 0.00 0.00 0.00
Col156 53 4 49 1.21 0.00 0.20 0.20
ColRNAI 118 9 109 1.20 0.00 0.00 0.00
IncB/O/K/Z 70 6 64 1.06 0.09 0.33 0.21
IncC 27 3 24 0.79 0.10 0.11 0.10
IncF (F-:A-:B-) 146 16 130 0.81 0.02 0.11 0.06
IncF (F:A-:B1) 31 7 24 0.34 0.18 0.40 0.25
IncF (F2:A-:B-) 58 3 55 1.82 0.02 0.06 0.02
IncF (F23:A-: 70 15 55 0.36 0.00 0.45 0.29
B3)

IncHI1B 8 3 5 0.17 0.03 0.25 0.05
IncI1-1 90 4 86 213 0.14 0.11 0.13
IncR 12 6 6 0.10 0.18 0.08 0.15
IncX1 22 5 17 0.34 0.17 0.00 0.15
IncY 36 5 31 0.61 0.03 0.00 0.03
NT 221 20 201 1.00 0.03 0.00 0.02
pO111 41 36 0.71 0.18 0.00 0.18
Average 69.1 7.5 61.6 0.85 0.07 0.13 0.12

Inc group: lists replicons with at least three plasmids represented in both the food and clinical plasmid datasets Total number of plasmids: indicates the total of
plasmids corresponding to the Inc group listed on the left, adding both plasmid datasets. Number of food plasmids: lists the plasmid content in each Inc group for the
food dataset. Number of clinical plasmids: lists the plasmid content in each Inc group for the clinic dataset Ratio of clinic vs. food representation: indicates the
representation of clinical plasmids in relative to food plasmids corresponding to each replicon (% clinical plasmids for a given Inc group divided by the % food plasmids
for a given Inc group). JI resistance indicates the Jaccard Index value for the resistance gene cargo, JI virulence indicates the Jaccard Index value for the virulence
gene cargo, and JI total indicates the Jaccard Index value for the charge of the sum of virulence and resistance genes of the corresponding replicon (See Methods).
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The average number of ARGs per plasmid was higher in clinical than
in food plasmids, but the difference corresponded almost completely to a
smaller fraction of ARG-free plasmids (46.2%, compared to 65.9% for
food plasmids) (Fig. S4). Of the 175 ARGs identified, only 51 genes
overlapped between the two plasmid populations. Eleven ARG genes
were unique to food plasmids (listed in Table 2) and 113 were exclusive
to clinical plasmids. The observed gene overlap highly deviates from
what would be expected from a random distribution between the two
groups of plasmids, even taking into account the difference in sample
size between the two groups (Table S4) (p < 0.5). Relative to other
antibiotic resistance families, p-lactamases and plasmid-mediated fluo-
roquinolone resistance genes exhibit an even lower degree of overlap
(15-18%, compared to an average overlap of 27.2% for the four other
families exhibiting an n > 10).

3.6. Linkage between ARG cargo, Inc groups, and PTUs

Next, we examined the linkage between ARGs and specific Inc groups
comparing food and clinical plasmids (Supplementary figs. S5 and
$6). Only three Inc groups have a resistance cargo that is over-
represented in food plasmids: IncR, IncH1B, and IncF(F1:A™:B7). IncR
and IncH1B are also overrepresented in food plasmids, which explains
this higher contribution, but not IncF(F1:A™:B™). The latter observation
implies that this IncF plasmid subtype exhibits a differentially high
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Fig. 3. Plasmid size distribution and
mobilization profile. The plasmid size is

M shown in bins of 1kb. The fraction of

conjugative (brown), mobilizable (blue)
and non-mobilizable (yellow) plasmids is
also shown as area under the curve along
the X axis, i.e. across increasing plasmid
size. A. Food plasmids. Plasmid size shows
a trimodal distribution with the following
median peak sizes: 3.2, 7.3 and 93.2kb. B.
Clinical plasmids. Plasmid size shows a
trimodal distribution with the following
median peak sizes: 1.5, 6.6 and 109.5kb.
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cargo of ARGs relative to clinical plasmids.

We also looked at the overlap between individual ARGs found in food
and clinical plasmids for each Inc group by calculating the Jaccard index
(JI) for resistance (Table 1A, see Methods). The results for Inc types that
have at least three plasmids in food and three plasmids in the clinic are
shown in Table 1A. The JI values for resistance range between 0 and
0.18, with an average of 0.07. The highest values corresponded to IncR,
IncF (F:A7:Bl1), and p0111 (all JI=0.18), IncX1 (JI=0.17), and
IncI1-1 (JI= 0.14). This seems to suggest that the exchange of resistance
genes between the food and clinical compartments may be channeled
through a specific Inc groups.

The Inc group classification clusters plasmids by distinct modes of
replication that do not necessarily reflect phylogenetic relatedness. To
establish the association between ARG cargo and phylogenetically-
related clusters of plasmids, we also calculated the JI for individual
PTU types Table 1B. In this case, while the average JI stayed the same,
the highest values went up considerably (up to 0.38). The three PTUs
with the highest values were PTU-E50 (JI = 0.38), PTU-HI2 (0.24), and
PTU-FE (J1=0.23); note that this increase in maximal values does not
correspond to a reduction in sample size. The increase in maximal JI
values for resistance in PTUs confirms the idea that the ARG exchange
between food and clinical strains is dominated by a specific cluster of
phylogenetically-related plasmids.

Some PTUs involve multiple Inc groups. To obtain additional
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Fig. 4. A. PTU classification of food plasmids. The PTU classification of our 161 plasmids as determined by COPLA (Redondo-Salvo et al., 2020) is shown. The
program was able to ascribe a PTU to 92 of them, for a total of 39 different PTUs. A. PTU classification. The 39 different PTUs found are listed, and their corre-
spondence to relaxase families (MOB) is shown to the left of the column listing PTU classification. The number of plasmids ascribed to each of the PTUs is listed to the
right, inside the orange square. Their general Rep (replicon identified by PlasmidFinder) correspondence and host range are indicated next to the corresponding
boxes with roman numerals. The predicted promiscuity (i.e., host range) is indicated as one of six categories or “grades”. Grade I represents a predicted promiscuity
restricted to the level of species, II to the level of genus, III to family, IV to order, and V to the level of class (see inset at the bottom). B. Chord diagram showing
potential plasmid exchanges between genera. This diagram shows shared PTU presence across different genera of enterobacteria. These are listed at the periphery of
the outer circle using the following color code: E. coli (orange), Enterobacter (yellow), Klebsiella (green), Proteus (aquamarine), Salmonella (light blue), Serratia (dark
blue), Shigella (purple), Yersinia (pink) and Citrobacter (red). The genera sharing a given PTU are shown joined by a curved edge, the thickness of which is pro-
portional to the number of shared plasmids. The color is indicative of the genus where the plasmid is thought to have originated.

granularity in our analysis, we looked at all the PTU-Inc group combi-
nations for plasmids that are represented in both compartments; the
results are shown in Fig. 5. Given the large number of PTU-replicon
combinations, the average sample size went down substantially. The
plasmid representation in each compartment is shown in section 3) of
Fig. 5A and Fig. 5B, as it needs to be taken into consideration because a
very low sample size in one of the compartments reduces the signifi-
cance of the JI and inflates its value. Based on these considerations, the
following PTU-replicon combinations appear to have genuine overlap in
ARG gene content: PTU-B/O/K/Z Inc B/O/K/Z (JI = 0.09, with 4 plas-
mids for food and 43 for the clinic), PTU-HIA IncHI1B (JI=0.12, with
three plasmids in each compartment) and PTU-HI2 IncHIA (JI=0.2,

with 4 and 21 plasmids in each compartment, respectively). Within IncF
plasmids, the PTU-FE IncF(F :A:B1) combination stands out (JI =0.21,
with 7 food plasmids and 11 clinical plasmids) (Fig. $6). Supplemental
fig. 87 shows the dendrograms for the plasmids included in these PTU-
Inc group combination, and in all cases, we see that plasmids found in
food are closely related to plasmids found in the clinic, supporting the
idea of a direct exchange between the two compartments. The over-
lapping genes found in plasmids belonging to these PTU-Inc categories
can be seen in (Table 3). The genes aph(6)-Id, aac(3)-11d, aadA2, blacx.
M-55, blarem 1, sull, sul2, sul3 and tet(A) stand out because they were
found in two of these categories.
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Table 1B
The relative representation of PTU categories as a ratio of in the clinical plasmid vs food plasmid.
PTU Total number of Frequency in food Frequency in clinical Ratio of clinical vs food JI JI JI
plasmids plasmids plasmids representation resistance virulence total
Non-PTU 88 9 79 1.00 0.07 0.00 0.05
Non-PTU 53 4 19 1.10 0.00 0.03 0.02
Non-PTU 15 3 12 0.46 0.00 0.33 0.25
PTU-? 127 3 124 4.73 0.00 0.00 0.00
L B/ZO/K/ 47 4 43 1.23 0.09 0.36 0.22
PTU-E1 84 7 77 1.26 0.00 0.00 0.00
PTU-E22 18 3 15 0.57 0.00 0.00 0.00
PTU-ES 80 15 65 0.50 0.00 0.45 0.31
PTU-E50 10 4 6 0.17 0.38 0.00 0.38
PTU E52 8 3 5 0.19 0.00 0.00 0.00
PTU-E69 35 1 31 0.89 0.00 0.41 0.141
PTU-E7 10 1 36 1.03 0.00 0.20 0.20
PTU-E9 57 3 54 2.06 0.00 0.00 0.00
PTU FE 277 19 258 1.55 0.23 0.41 0.28
PTU-HI1A 6 3 3 0.11 0.12 0.25 0.14
PTU-HI2 31 7 24 0.39 0.24 0.50 0.25
PTU-I1 104 4 100 2.86 0.11 0.13 0.11
PTU-Y 61 7 54 0.88 0.00 0.00 0.00
Average 63.39 5.89 57.50 1.18 0.07 0.17 0.15

PTU: lists replicons with at least three plasmids represented in both the food and clinical plasmid datasets Total number of plasmids: indicates the total of plasmids
corresponding to the PTU listed on the left, adding both plasmid datasets. Number of food pl ids: lists the plasmid content in each PTU for the food dataset.
Number of clinical plasmids: lists the plasmid content in each PTU for the clinic dataset Ratio of clinical vs. food representation: indicates the representation of
clinic plasmids in relationship to food plasmids corresponding to each replicon (% clinical plasmids for a given Inc group divided by the % food plasmids for a given
PTU). JI resistance indicates the Jaccard Index value for the resistance genes cargo, JI virulence indicates the Jaccard Index value for the virulence genes cargo, and
JI total indicates the Jaccard Index value for the charge of the sum of virulence and resistance genes of the corresponding replicon (See Methods).

Table 2
Representation of ARGs, grouped by families and overlap between food and clinical plasmid datasets.
Plasmid ARG Families Food Clinic Total Unique to food plasmids
Beta lactamases 14 58 72 blasiiv-12 blaggra 3 blagap 2
Aminoglycoside acetyl, phospho-, adenylyl- transferases 17 33 50 aac(3)-Ila aac(3)-11g aac(6')-Ilc aadA17 aadA24
Fluoroquinolone resistance 6 16 22 qnrB19 qnrS11
‘Trimethoprim resistance 5 14 19
Phenol resistance 3 9 12
Tetracycline resistance 4 8 12
Macrolide resistance 1 5 6
Sulfonamide resistance 3 3 6
Lincosamide resistance 3 3 6
Colistin resistance 2 3 5 mer-9.1
Rifamycin resistance 1 2. 3
Fosfomycin resistance 0 3 3
RNA methylases 1 2 3
Eflux pumps 0 3 3
Glycopeptide resistance 1 1 2
Nucleoside resistance 1 1 2

Plasmid ARG Families: lists all ARGs represented in our plasmid database, grouped by families. Food/Clinic: number of individual ARGs found in food plasmids/
clinical plasmids, including multiple hits of the same ARG. Total: adds up the combined number of ARGs. Fosfomycin resistance genes and efflux pumps were
exclusively found in clinical plasmids.

3.7. Presence of ARGs of particular interest in food plasmids groups that we see in our food plasmids is unlike clinical plasmids,
where ESBL p-lactamases are associated found with almost all plasmid
We also looked for the presence of ARGs of particular clinical or types and most prominent in ColRNA, IncF, Incl, IncN, IncX, IncH, NT,
epidemiological interest in our food plasmids. Among f-lactamases, we and p0111 (Table S5). The Inc group promiscuity for p-lactamases
detected several ESBL genes conferring resistance to synthetic cepha- observed in clinical plasmids may have facilitated the p-lactamase
losporins in food plasmids, notably blacrx m 15,55,65, blaTem 135,214,215 diversification mentioned above.
and blacmyo, all of which were also found in clinical isolates. However, Aminoglycoside resistance genes were widely prevalent in both food
the ESBL blagyy 12 and the p-lactamases blajap o and blaygpa 3 were and clinical isolates. Approximately 70% of the genes were shared in
found exclusively in food plasmids (Tables 2, 83), in agreement with both populations. In food plasmids, we found three classes of
recent reports of their presence in the food chain (Irrgang et al., 2021; aminoglycoside-modifying enzymes: acetyltransferases (aac), phos-

Tadesse et al., 2018). Strikingly, in food plasmids, the widest variety of phoryltransferases (aph) and adenyltransferases (aad), with aph(3”)-Ib
ESBL resistance genes was mainly found in IncHI (A, 1B, 2A) and IncF (21.8%), aadA1 (20.0%), aadA2 (18.1%), aph(6)-lb (18.1%) and aac (3)-
plasmid groups (Table S5). While plasmid-borne ESBL resistance has lld (16.3%) being the mainly detected genes. No nucleotidyltransferases
already been widely reported in E. coli in livestock and food derived (ant) nor the rmtB, rmtC and armA genes were found. The following five
from it, it was previously associated with a broader range of Inc types genes: acc(3)-lla, aac(3)-1Ig, aac(6')-llc, aadA17, and aadA24 were
(Madec and Haenni, 2018a). This exclusive association with two Inc present only in food (Table 2). Aminoglycoside resistance gene cargo
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Table 3
Gene Content for the PTU-Inc Combinations with high Jaccard Index.

Plasmid 123-124 (2022) 102650

PTU-Inc Combinations Resistance

Virulence

PTU-B/O/K/Z IncB/O/
K/Z
PTU-HI2 IncHIA

aph(6)-1d, aph(3")-Ib

sull, sul2, sul3
Non-PTU ColRNAI
PTU-E69 IncB/O/K/Z
PTU HI2 IncHI2A
PTU FE F::A-:B1

aadAl, aadA2, aph(3')-Ia, mcr-1.1, sul3, tet(A)

PTU-E41 F-A-:B15 -
PTU-ES F23:A-:B3 -

aac(3)-11d, aadA2, aadA22, mcr-1.1, blargm 1, arr-2, blacrx m ss, dfr14,linG, qnrs1, mphA,

aac(3)-11d, aph(3')-1la, aph(6)-Id, blacrx m 55, sull, sul2, blargy 4, tet(A)

cia, cib, ehxA, epeA, espP, iha, subA, traT
terC

cea
ehxA, espP, toxB, katP

cvaC, ehxA, etsC, hlyF, iroN, iss, iucG, iutA, mchF, ompT, sitA,
traT, tsh

ehxA, etpD, traT, etpP, nleA, cia

ehxA, espP, etpD, toxB, katP

PTU-Inc Combinations: PTU-Replicon combinations with highe Jaccard Index are listed. Resistance: indicates the resistance genes contained in the plasmids
assigned to the corresponding PTU-Replicon combination. Virulence: lists the virulence genes carried by the plasmids assigned to the corresponding PTU-Replicon

combination. Bold, genes that are found in more than one PTU-Inc group category.

was carried mainly in IncF plasmids in both groups.

Carbapenems are used exclusively in the human clinic; however,
there are increasing reports of carbapenem-resistant E. coli isolates
outside hospital environments. Isolates producing the NDM-5 cab-
apenemase have previously been reported in food animals such as cows,
poultry, and swine but these were mainly carried by IncX3 plasmids;
(Tang et al., 2019; He et al., 2017; Wang et al., 2022). Here we report a
blanpm 5 gene on an IncF (F1:A7:B7) plasmid (pF070, AP023237. 1)
isolated from a pork sample; this plasmid was already reported in an
isolate from a Japanese resident (Sugawara et al., 2021). Fig. S8 com-
pares the genetic layout of the 26 plasmids (food and clinical) that carry
NDM-5 in our study. This includes six IncX3 plasmids of clinical origin
and a variety of IncF subtypes associated with the same PTU (PTU-FE).
In terms of their genetic environment, all our NDM-5-bearing plasmids
fall into four different categories (a to d) based on the analysis of gene
structures, mainly the presence of specific ISs in the vicinity, but also the
presence or absence of the following key genes: bleyp;, (bleomycin
resistance gene), trpF (phosphoribosylanthranilate isomerase), dsbD
(disulfide interchange protein) and of hypothetical proteins of different
lengths (see Methods).

Colistin is a polymyxin antibiotic widely used in veterinary medicine
and for which plasmid-mediated-resistance has recently emerged (Skov
and Monnet, 2016). This development is of particular concern, since
colistin is the antibiotic currently used as a last resort (Ahmed et al.,
2020). In our food plasmids, we found two plasmid-mediated colistin
resistance genes: mcr-1.1, and mcr-9.1 carried in IncHIA (both) and Incl
plasmids (mcr-1.1 only) (Table S5 and Fig. §9). While a greater variety
of types were found associated with mer-1.1 in clinical plasmids, IncHIA
and Incl plasmids still represented 79% of all the plasmids bearing one of
these genes, confirming the strong association between mcr-1.1, and
mcr-9.1 and these two replicons. This observation is consistent with
previous reports from around the world (Kim et al., 2022; Darphorn
et al.,, 2021; Matamoros et al., 2017). One of the PTU Inc-group com-
binations with high resistance JI (PTU-HI2 IncHIA) was associated with
mer-1.1 in food and clinical plasmids, suggesting that group of
phylogenetically-related plasmids likely acts as facilitator of horizontal
gene transfer of colistin resistance between food and the clinic.

3.8. Plasmid virulence cargo

We identified 72 known virulence genes in our complete plasmid
dataset. The average number of virulence genes per plasmid was higher
in clinical plasmids (4 virulence factors on average, compared to 3 for
food plasmids), but the overall distribution of number virulence genes/
plasmid was similar (no statistical difference, p >0.5). Of these 72
virulence genes, 33 overlapped between the two plasmid pools and only
five of them were unique to food plasmids. Interestingly, these five genes
(afaA, afaB, afaC, afaE8, and fim41a) are all involved in adhesion;
adhesins have been reported to facilitate the colonization of the small

11

intestine during infection in DAEC (Diffuse-Adherent Escherichia coli)
and uroepithelium in UPEC infections (Uropathogenic Escherichia coli
strains) (Ageorges et al., 2020; Servin, 2005). While most proteins that
are present on the bacterial cell surface are encoded chromosomally
(typically in genomic islands), they have also been reported on plasmid
DNA (Sarowska et al., 2019). In our study, strain 18SC04V04-EC
(CP063739.1) showed characteristics of a STEC/EXPEC heterohybrid,
as it harbors two Stx1 variants, and a plasmid (pVPS18EC0467-2;
CP063740.1) carrying virulence genes (afaABCDE, cdtB, espP, iha, iucC,
iutA, ompT and traT); this heterotype has already been reported in
several clinical patients and production animals (De Rauw et al., 2019;
Cointe et al., 2018) but not in food. These findings increase the concerns
of HGT of virulence factors in the food chain and highlight the need fora
more extensive analysis of plasmids in food strains with ST and non-
classical serotypes or pathotypes of human infections.

Table S6 shows the virulence genes found in food and clinical
plasmids, ranked by frequency. The most frequent virulence genes
shared between the two populations are traT, sitA, iucC, ompT, and hlyF.
SitA and iucC have been reported to play a role in iron sequestration and
regulation of metabolism in EXPEC strains (Sarowska et al., 2019). The
gene ompT encodes a well-characterized integral membrane endopep-
tidase described as participating in the adhesion to host epithelial cells
in ExPEC, APEC, and DAEC strains (Kukkonen and Korhonen, 2004;
Torres et al.,, 2020; Wolfgang et al., 2017); hlyF is a hemolysin
contributing to EXPEC virulence by regulating toxin release during the
establishment of infection (Gigliucci et al., 2019; Murase et al., 2016).
Finally, traT is a gene encoding for an outer membrane lipoprotein
whose expression has been linked to enhanced serum resistance,
although the mechanism has not been clearly described (Koraimann,
2018). Two genes appear to be enriched in food plasmids relative to
clinical plasmids espP, and ehxA. The gene espP (along with etpD and
katP) has been previously described in plasmid pO157 associated mainly
with EHEC and ETEC isolates (Yang et al., 2017). The enterohemolysin
ehxA has been cataloged of importance in STEC strains (Lorenz et al.,
2016).

3.9. Linkage between virulence cargo, Inc groups, and PTUs

We looked at the linkage of virulence cargo to specific Inc groups and
their relative presence in food plasmids (Supplementary figs. S5 and
$6). Virulence genes are overrepresented in IncR, IncH1B, both of which
also had an overrepresentation of ARG genes in food. To a lesser degree,
virulence factors are also overrepresented in food plasmids classified in
the following Inc groups: ColRNA, IncB/O/K/Z, IncHI2, IncY and IncF
(F23:A7:B3).

We also looked at the association of virulence factors with Inc
groups, grouped by functional categories (Fig. 6). We noted a stronger
association of virulence factors with specific replicons in food plasmids,
compared with clinical plasmids. The adhesins that we found on our

211



M.G. Balbuena-Alonso et al.

A

mFood (n=76)

Plasmid 123-124 (2022) 102650

Prevalence of virulence genes

0% 20% 40% 60% 80% 100%

R

NT
g9
pEC4116

* %

3

adhesins

® Clinic (n=724)

cha
cea
aap
FD
eA
ipaD|
e
VirF |
aar|
aggR)|
traT|

iss|
RlyF
ehxA]
cc
celb|
mcbA
ompT|

cma
cvaC
ety
nl
perA
capU
KatP|

iron metabolism
transporters
colicins
secretion
system
transcriptional
regulator
evasion IS
hemolysins
others

Prevalence of virulence genes

[ P—— ]
0% 20% 40% 60% 80% 100%

Col
Col156

IncB/O/K/Z,
IncC
IncFIA|
IncFIB
IncFIl
IncHI1
IncHI1B

o
pKPC-CAV1193

afaB
afaC
afaD
afaE
afaE8

fimbriae
adhesins

waT| W —

iha
SitA
__terC|
aatA
tsh
virF
aar
aggR
perA
iss.
'y

—ap

cfaC
cc
celb
mcbA
ompT

iroN
iucC
etpD
nIgA
ipaD
etsC
ehxA

epeA
espl

iron metabolism
transporters
secretion
system
transcriptional
regulator
evasion IS
hemolysins
others

Fig. 6. Association between virulence gene content and Inc type. A. Food plasmids. B. Clinical plasmids. The association between virulence genes listed on the X-axis
(grouped by categories) and plasmids carrying specific replicons as defined by PlasmidFinder listed on the Y-axis is shown as a heatmap. The intensity of the pink
color is proportional to the prevalence of the gene-Inc type association. A. Food plasmids (n=76). B. Clinical plasmids (n=724). *plasmids found exclusively in

food strains.

database, which as we mentioned above are exclusive to the food plas-
mids, exhibit a striking association with IncF (subtypes F-:A-:B- and F74:
A-:B-) replicons. Virulence factors involved in iron metabolism, by
contrast, are associated with a wide range of replicons.

To determine the overlap between virulence factors found in food
and clinical plasmids for individual Inc groups, we calculated a JI for

12

virulence (see Methods). The results for Inc types that have at least
three plasmids in food and three plasmids in the clinic are shown in
Table 1A. JI values range between 0 and 0.45, with an average of 0.133.
Three Inc types stand out: IncF(F23:A :B3)(JI = 0.45), IncF(F :A":B")
(JI= 0.40), and IncB/O/K/Z (JI = 0.33). Note that, compared to ARGs,
virulence factors produce much higher JI values. This is at least partially
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Table 4

Plasmid 123-124 (2022) 102650

Summary of the specific associations Inc group, PTU or PTU- Inc group combinations for food plasmids and associations with high resistance and/or virulence cargo

overlap between food and clinical plasmids.

Characteristics Food

Food and clinic: high overlap

Food and clinic: other
PTU-Inc overlap;

General Inc type IncR, IncHI1B, IncX1, IncF(F-:A-:B1), IncF
overrepresentation (F23:A-:B3)
General PTU PTU-HI1A, PTU-E50, PTU-E52. Unique to
overrepresentation food plasmids PTU-E46, PTU-E54, PTU-
E79
ARG: Inc type IncR, IncHI1B IncF(F1:A-:B-)
overrepresentation

ARG: high Inc type JI
ARG: high PTU JI
ARG: high JI Inc type-PTU

IncR, p0111, IncX1, IncI1-1 IncF(F-:A-:B1)
PTU-E50, PTU-HI2, PTU-FE
PTU-B/O/K/Z IncB/O/K/Z PTU-HIA IncHI1B PTU-HI2 IncHIA PTU-FE IncF

PTU-I IncI1-1

(F:A-:B1)

Virulence: Inc type
overrepresentation

Virulence: PTU
overrepresentation

Virulence: high Inc type JI

Virulence: high PTU JI

Virulence: high JI Inc type-
PTU

IncR, IncHI1B, ColRNAI, IncB/O/K/Z,
IncHI2, IncY and IncF(F23:A-:B3)

Non-PTU NT
PTU-FE IncF (F2:A-:B-
)

Inc-B/O/K/Z IncF (F23:A-:B3) IncF (F-:A-:B-)

PTU-HI2, PTU-ES, PTU-FE, PTU-B/O/K/Z

PTU-B/O/K/Z IncB/O/K/Z PTU-E69 IncB/O/K/Z PTU-HI2 IncHIA Non-
PTU ColRNAI PTU FE IncF(F:A :B1) PTU-FE IncF (F23:A-:B3) PTU E41
IncF(F-:A-:B15)

PTU-E7 Col156

PTU HIA IncHI1B
Non-PTU IncF(F-:A-:
B)

PTU-FE IncF(F-:A-:B-)

PTU-Inc group combinations exhibiting overlap for both virulence and resistance genes are underlined.

due to the reduced genetic pool involved (72 genes, compared to 175).

We also calculated the JI for virulence cargo for individual PTU types
Table 1B and the highest values went up even further (up to 0.5). The
PTUs that stand out for their high values were PTU-HI2 (JI = 0.5), PTU-
ES5 (0.45), PTU-FE (JI=0.41) and PTU-B/O/K/Z (JI=0.36). As in the
case of ARGs, this result suggests that certain PTUs dominate the genetic
exchange of virulence factors between food and clinic strains, although
the fact that only two of the PTUs overlap between the ARG and viru-
lence (PTU-FE and PTU-HI2) suggests some specialization for the HGT of
virulence factors.

To increase granularity in our analysis, we determined the virulence
JI for Inc groups within individual PTUs, the results are shown in Fig. 5.
The plasmid representation in each compartment is shown in section 3)
of Fig. 5A and Fig. 5B to give a sense of the significance of the JI. Based
on these considerations, the following PTU-replicon combinations
appear to have genuine overlap in gene content between food and
clinical plasmids: PTU-HI2 IncHIA (JI= 0.5, with 4 plasmids for food
and 21 for the clinic), PTU-E69 Inc B/O/K/Z (JI = 0.44, with 2 plasmids
for food and 22 for the clinic), PTU-B/O/K/Z Inc B/O/K/Z (JI =0.36,
with 4 plasmids for food and 43 for the clinic), and non-PTU ColRNAI
(JI=0.33, with 3 and 12 plasmids in each compartment, respectively).
Within IncF plasmids, the following PTU-Inc combinations stand out:
PTU-E41 IncF(F-:A-:B15) (JI = 0.5, with 2 food plasmids and 9 clinical
plasmid), PTU-E5 IncF(F23: A™:B3) (JI=0.45, with 15 food plasmids
and 56 clinical plasmids), and PTU-FE IncF(F:A:B1) (JI= 0.44, with 7
food plasmids and 11 clinical plasmids). Supplemental fig. S7 shows
the dendrograms for plasmids belonging to five of these PTU-Inc group
combinations, and in all cases we see that plasmids found in food are
more closely related to plasmids found in the clinic than to each other,
strongly supporting a direct plasmid exchange between the two
compartments.

The specific virulence factors that are found to be overlapping in
these PTU-Inc categories exhibiting high JI indexes are listed in
(Table 3). The enterohemolysin gene ehxA stands out because it is found
in five out of the 8 categories, and it is one of the virulence genes that is
overrepresented in food plasmids. This observation suggests that the
enrichment for this virulence factor in food is likely facilitated by hor-
izontal transfer via plasmids.

Note that if there is plasmid-mediated HGT between food and clinical
strains, some of the vectors (particularly large ones) would be expected
to transfer resistance and virulence genes in the same HGT event.
Indeed, if we look at our PTU-Inc group analysis, three of the eight PTU-
Inc combinations of interest overlap, notably: PTU-B/O/K/Z Inc B/O/K/
Z (JI = 0.09 for resistance, 0.36 for virulence), PTU-HI2 IncHIA (JI = 0.2
for resistance, 0.5 for virulence), and PTU-FE IncF(F:A™:B1) (JI=0.21
for resistance and 0.44 for virulence). Other PTU-Inc combinations with
substantial JI for both resistance and virulence include: PTU-HI1A
IncHI1B (JI=0.11 for resistance, 0.25 for virulence, 3 plasmids in
each compartment) and PTU-I1 IncC I[1—I (JI=0.11 and 0.125, with 4
food plasmids and 100 clinical plasmids) (Fig. 5, Table 4).

4. Discussion

This article analyzes the genomic sequence of 77 food E. coli isolates
(with 161 plasmids); for comparison, we also included 649 clinical
isolates (with 1624 plasmids) in our analysis. Admittedly, the two
groups of genomes that are being included in this study were not
matched for geographic location or timing so we cannot rule out that the
observed differences can be attributed to the origin of the samples. The
ten-fold difference in sample size between food and clinical strains is not
ideal either. It means that the degree to which features from food sam-
ples do not overlap with clinical samples is likely an underestimate,
whereas the features from clinical samples that do not overlap with food
samples are likely overestimated. Having said that, observed overlaps
are still informative and so are the genetic associations between genes
and Inc groups and/or PTUs because these represent intrinsic,
genetically-based properties of the plasmids. Supporting the validity of
our observations, most of our observations fit well with and extend
previous reports from the literature.

The main goal of this study was to shed light on the role that E. coli
strains contaminating foods play in human disease. This is a topic that is
actively being debated, with some reports supporting the idea of a direct
transmission of pathogenic strains via food (Kluytmans et al., 2013;
Leverstein-van Hall et al., 2011) and other reports highlighting the role
of food strains as reservoirs for resistance and virulence genes (De Been
et al,, 2014; Sunde et al., 2015) and demonstrating the presence of
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plasmids harboring resistance and virulence genes in food strains
worldwide (Darphorn et al., 2021; Chuanchuen et al., 2022).

This article takes a rigorous genomic approach to address this
question. We found that the vast majority of the strains isolated in food
are more closely related to each other than to clinical strains, and that
there is very little overlap in sequence types between the two com-
partments (with the exception of ST11). We also provide very strong
evidence of gene exchange between plasmids found in the food and the
clinic. Taken together, these two observations strongly suggest that
plasmids found in strains of E. coli contaminating food represent reser-
voirs of resistance and virulence genes and facilitate their genetic ex-
change with clinical strains via HGT. These genomic observations
complement studies comparing antibiotic-resistant clinical strains, their
mobile genetic elements isolated in the clinic versus strains from food
(Day et al., 2019; Dorado-Garcia et al., 2018). These observations aslo
support literature highlighting niche specificity (Yu et al., 2021) and the
critical role of horizontal transfer for the spread and maintenance of
antibiotic resistance and virulence more generally (Zurfluh et al., 2014;
Schultsz and Geerlings, 2012).

We report a large number of resistance and virulence genes in food
plasmids. Selective pressures to retain resistance genes in food likely
reflect the use of antibiotics as prophylactics, metaphylactics and
growth enhancers for food production animals and the subsequent use of
manure as a fertilizer for crops (Madec and Haenni, 2018b) or
contamination during meat processing (Projahn et al., 2019). We found
two resistance genes of high clinical relevance in food plasmids: mer 1.1
and mer 9.1 (colistin resistance) and blaypys (carbapenem resistance).

The high number of virulence genes found in food plasmids and the
great enrichment for adhesion factors in food plasmids that we found,
are remarkable. Pressures to retain virulence genes are likely linked to
survival in the host animal (in case of meat and dairy products) or to
remaining attached to food surfaces, which could be involved in the
adaptation to the food environment.

Here we also report a general landscape for overlaps in the repre-
sentation of virulence and resistance genes across food and clinical
plasmids. The observed overlap suggests that some of the selective
pressures operating are shared in both food and the clinic. The overlap is
larger for virulence factors, possibly because of more rapid acquisition of
resistance genes in the clinic, which increases the number of resistance
genes found in clinical plasmids and not in food plasmids. This is likely
the result from the more consistent selective pressures that these strains
are undergoing in the clinic, where antibiotics are routinely adminis-
tered for prophylaxis and therapy.

The observed overlap in resistance and virulence genes is enriched in
specific Inc groups, further enriched when we look at PTUs, which
represent bona fide phylogenetically-related units, and even further
enriched when we look at specific PTU-Inc group combinations (Figs. 5,
S5 and $6). In addition, food plasmids cluster with clinical plasmids
within the PTU-Inc group combinations exhibiting overlaps in resistance
and virulence genes (Fig. S7). These observations strongly suggest
plasmid-based genetic exchange of resistance and/or virulence cargo
across the two ecological compartments (food and clinic). Given that we
showed a clear phylogenetic segregation of host strains by source, we
have to conclude that the apparent genetic exchange between food and
the clinic is the result of HGT.

Consistent with these conclusions, we also showed that food plas-
mids have a high mobilization potential. This conclusion is based on the
presence of complete sets of conjugation genes (over 1/3 of food plas-
mids are predicted to be competent for conjugation or mobilization)
(Fig. 3A) and on their PTU classification, with 25% of food plasmids
having a predicted promiscuity at least at the level of family (Fig. 4).

Most conjugative plasmids are large (25-200 kb) in both plasmid
populations. The upper size limit could be related to the fitness costs of
megaplasmid transfer (Baltrus, 2013). By contrast, a substantial fraction
(26.6%) of mobilizable plasmids is made up of small very plasmids
(<20Kkb). Note that small plasmids tend to have a high copy number. A
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possible trade-off between different plasmid sizes would involve two
different types of access to genetic diversity, namely mutagenesis (in
multicopy plasmids), which allow genetic drift by retaining copies with
a wild-type sequence (Rodriguez-Beltran et al., 2018) or access to the
larger gene pool provided by other strains/genus/family/order/class/
phyla (conjugation), producing repositories of genes captured from
diverse clinical and environmental sources. Indeed, the pool of ARGs in
clinical E. coli is known to derive from the environmental resistome (Day
et al., 2019; Dorado-Garcia et al., 2018).

The specific associations with Inc groups and PTUs are summarized
in Table 4. Four Inc groups stand out for their overrepresentation in
plasmids, namely IncR, IncHI1B, IncF(F:A™:B1), and IncF(F23:A™:B3).
Plasmids associated with these Inc groups carry a high cargo of resis-
tance and virulence genes (IncR, IncHI1B, IncF(F :A :B1)) or only
virulence genes (IncF(F23:A :B3)). IncR and IncF(F :A :B1) plasmids
also carry a high proportion of resistance genes that overlap between
food and clinical plasmids (Table 4). An IncF (F :A :B1) plasmid has
previously been described as one of the most frequent ESBL-producing
E. coli from community-acquired urinary tract infections and sewage
(Soncini et al.,, 2022; Jarocki et al., 2021), while, IncR plasmid is
increasingly described as a multidrug resistance reservoir in different
locations of the world (Zhou et al., 2019; Kocsis et al., 2016). In the case
of IncHI1B and IncF(F23:A™:B3), the overlap is restricted to virulence. In
this case, IncHIB, not only has been reported in E. coli, but also in other
enterobacteria such as Klebsiella pneumoniae and Salmonella enterica
from patients and animals, mainly carrying resistance genes against
beta-lactams (Zurfluh et al., 2014; Bloomfield et al., 2022; Wang et al.,
2021). Other Inc groups with high levels of overlap include Col156
(virulence), IncB/O/K/Z (resistance and virulence), IncC (resistance and
virulence) Inc I1—TI (resistance and virulence), IncX1 (resistance), and
p0111 (resistance). These associations are congruent with previous an-
alyses performed showing associations between Inc groups and repli-
cons harboring clinically important resistance genes (Zhang etal., 2019;
Wang et al., 2018; Carattoli et al., 2021).

The present work, through the use of COPLA, goes much further in
establishing the phylogenetic relatedness between the plasmids
involved and their potential for mobilization beyond E. coli. We find
three PTUs that are exclusively found in food plasmids (PTU-E46, PTU-
E54, PTU-E79). This is remarkable given the almost 10-fold difference in
plasmid size going against food plasmids. Three additional PTUs are also
substantially overrepresented in food plasmids: PTU-HI1A, PTU-E50,
and PTU-E52. Note that PTU-E50 is associated with a broad host range
(Order), which could confer an adaptive advantage.

IncHI1B is associated with PTU-HIA and with virulence and resis-
tance cargo, IncF(F:A7:B1) with PTU-FE (resistance and virulence),
IncF(F23:A7:B3) with PTU-E5 (virulence), Col156 with PTU-E7 (viru-
lence), IncB/O/K/Z with PTU- B/O/K/Z (resistance and virulence) and
with PTU-E69 (virulence), Inc I1—I with PTU-I1 (resistance) (Table 4).
Other PTU-combinations with significant JI indexes and therefore can-
didates to mediate horizontal transfer between food and clinical strains
are: PTU-FE with IncF(F2:A :B7) (resistance and virulence) and with
IncF(F:A™:B7) (virulence), PTU-HI2 Inc HIA (resistance and virulence),
PTU-E41 IncF(F :A:B15) (virulence) (Table 4). There are also a few Inc
groups associated with Non-PTU plasmids (Fig. $10). While there is a
substantial number of PTU-Inc group combinations showing a substan-
tial overlap for both resistance and virulence genes, we also see exam-
ples of overlap for one type of cargo. This is particularly true for
virulence factors, with five PTU-Inc group combinations showing a
strong preference for virulence genes (Fig. $10). Note that two of these
combinations (the ones with PTU-E7 Col156 and Non-PTU ColRNA)
represent very small plasmids of generally <10,000 bp. In this case, size
limitations may have driven their specialization for virulence factors.

Our observations highlight the importance of collecting genomic
sequences of food isolates from all over the world for epidemiological
surveillance and have both basic and translational relevance. The bio-
logical significance of Inc groups is still unclear. Given the clear
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phylogenetic segregation of food and clinical strains, the preferential
association of specific Inc groups with food plasmids suggests some
niche-dependent host preference. The same is true for the even stronger
preference seen for PTUs, which suggests that PTU evolution is linked to
the ecological niche occupied by the host strain.

The high density of virulence genes found in food plasmids (75% that
of clinical plasmids), and the high representation of adhesion factors in
these plasmids are also of biological relevance and begs the question of
what their role is for the maintenance of the host strains in the food
chain. Also, one would like to know whether these observations are
exclusive to E. coli or whether they also apply to other Gram-negatives
that frequently contaminate foods such as Salmonella. On the trans-
lational side, the identification of specific PTU-Inc group combinations
that concentrate the majority of the cargo overlap between food and
clinical plasmids should facilitate the design of strategies for epidemi-
ological surveillance of E. coli contaminating foods. It is important to
acknowledge, though, that the movement of genes facilitated by MGE
and recombination will diminish the specificity of any association be-
tween resistance and virulence genes and specific replicons or PTUs.

Authors and contributors

Maria Balbuena-Alonso: Conceptualization, Data curation, Formal
analysis, Investigation, Visualization and Writing — original draft.

Gerardo Cortés-Cortés: Conceptualization, Resources, Supervision,
Visualization and Writting — review & editing.

Jay Kim: Conceptualization, Visualization.

Patricia Lozano-Zarain: Conceptualization, Resources, Visualization.

Manel Camps: Conceptualization, Funding acquisition, Methodol-
ogy, Resource, Supervision, Visualization, and Writting — review &
editing.

Rosa del Carmen Rocha-Gracia: Conceptualization, Funding acqui-
sition, Project administration, Resources, Visualization, Writing — re-
view & editing.

Funding information

This work was supported by the Consejo Nacional de Ciencia y
Tecnologia (CONACYT) [CB-2017-2018/A1-S-22136]. The CONACYT
also provided a fellowship [589143 to MGBA]. We are also grateful for
the UC MEXUS-CONACYT Postdoctoral Fellowship 2017-2019 and the
CONACYT National Postdoctoral Fellowship across “Convocatoria de
Estancias Posdoctorales por México 2020 during the development of
the research to GCC [335026]. JK was supported by CITRIS Seed
Funding proposal 2015-324 and by NIAID award 1R41AI122740-01A1
in partnership with Maverix Genomics.

Conflicts of interest
The authors declare that there are no conflicts of interest.
Acknowledgements

The authors thank Miguel Castaneda Lucio, Margarita Maria de la
Paz Hernandez Arenas and Candelario Vazquez Cruz from “Centro de
Investigaciones en Ciencias Microbiolégicas, Instituto de Ciencias” of
Benemérita Universidad Auténoma de Puebla, for their invaluable
contribution, guidance and support to the development of this work. We
would also like to thank Maria Pilar Garcillan-Barcia (University of
Cantabria, Spain) for pointing us to COPLA.

Appendix A. Supplementary data

Supplementary data to this article can be found online at https://doi.
org/10.1016/j.plasmid.2022.102650.

15

Plasmid 123-124 (2022) 102650
References

Ageorges, V., Monteiro, R., Leroy, S., Burgess, C.M., Pizza, M., Chaucheyras-Durand, F.,
Desvaux, M., 2020. Molecular determinants of surface colonisation in
diarrhoeagenic Escherichia coli (DEC): from bacterial adhesion to biofilm formation.
FEMS Microbiol. Rev. 44 (3), 314-350. htips://doi.org/10.1093/femsre/fuaa008,
May 1.

El-Sayed Ahmed, Zhong, L.-L., Shen, C., Yang, Y., Doi, Y., Tian, G.-B., 2020. Colistin and
its role in the era of antibiotic resistance: an extended review (2000-2019). Emerg.
Microbes Infect. 9 (1), 868-885. https://doi.org/10.1080/22221751.2020.1754133.
Jan 1.

Alikhan, N.-F., Petty, N.K., Ben Zakour, N.L., Beatson, S.A., 2011. BLAST Ring Image
Generator (BRIG): Simple Prokaryote Genome Comparisons, p. 408. https://doi.org/
10.1186/1471-2164-12-402. Aug.12.

Bakour, S., Sankar, S.A., Rathored, J., Biagini, P., Raoult, D., Fournier, P.-E., 2016.
Identification of Virulence Factors and Antibiotic Resistance Markers using Bacterial
Genomics, 11 (3), 455-466. https://doi.org/10.2217/fmb.15.149, Mar.

Baltrus, D.A., 2013. Exploring the costs of horizontal gene transfer. Trends Ecol. Evol. 28
(8), 489-495. https://doi.org/10.1016/j.tree.2013.04.002. Aug 1.

Baquero, F., Tedim, A.P., Coque, T.M., 2013. Antibiotic resistance shaping multi-level
population biology of bacteria. Front. Microbiol. 4 (MAR) https://doi.org/10.3389/
fmich.2013.00015.

Baquero, F., Martinez, J.L.F., Lanza, V., Rodriguez-Beltrdn, J., Galan, J.C., San Millan, A.,
Cantén, R., Coque, T.M., 2021. Evolutionary pathways and trajectories in antibiotic
resistance. Clin. Microbiol. Rev. 34 (4), 1-72. https://doi.org/10.1128/cmr.00050-
19. Oct.

Beghain, J., Bridier-Nahmias, A., Le, Nagard H., Denamur, E., Clermont, O., 2018.
ClermonTyping: an easy-to-use and accurate in silico method for Escherichia genus
strain phylotyping. Microb. Genom. 4 (7) https://doi.org/10.1099/mgen.0.000192
€000192. Jul 1.

Bloomfield, S., Duong, V.T., Tuyen, H.T., Campbell, J.I., Thomson, N.R., Parkhill, J.,
2022. Mobility of antimicrobial resistance across serovars and disease presentations
in non-typhoidal Salmonella from animals and humans in Vietnam. Microb. Genom.
8, 798. https://doi.org/10.1099/mgen.0.000798.

Bolukaoto, J.Y., Kock, M.M., Strydom, K.A., Mbelle, N.M., Ehlers, M.M., 2019. Molecular
characteristics and genotypic diversity of enterohaemorrhagic Escherichia coli 0157:
H7 isolates in Gauteng region, South Africa. Sci. Total Environ. 692, 297-304.
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2019.07.119. Nov 20.

Bortolaia, V., Kaas, R.S., Ruppe, E., Roberts, M.C., Schwarz, S., Cattoir, V., Philippon, A.,
Allesoe, Rebelo, A., Florensa, A., Fagelhauer, L., Chakraborty, T., Neumann, B.,
2020. ResFinder 4.0 for predictions of phenotypes from genotypes. J. Antimicrob.
Chemother. 75 (12), 3491-3500. https://doi.org/10.1093/jac/dkaa345. Dec 1.

Bouet, J.-Y., Funnell, B.E., 2019. Plasmid localization and partition in
Enterobacteriaceae. EcoSal Plus 8 (2). https://doi.org/10.1128/ecosalplus.esp-
0003-2019. Feb 6.

Cabezon, E., Ripoll-Rozada, J., Pena, A., de la Cruz, F., Arechaga, 1., 2015. Towards an
integrated model of bacterial conjugation. FEMS Microbiol. Rev. 39 (1), 81-95.
https://doi.org/10.1111/1574-6976.12085. Jan.

Carattoli, A., Zankari, E., Garcia-Fernandez, A., Larsen, M.V., Lund, O., Villa, L.,
Aarestrup, F., Hasman, H., 2014. In silico detection and typing of plasmids using
plasmidfinder and plasmid multilocus sequence typing. Antimicrob. Agents
Chemother. 58 (7), 3895-3903. https://doi.org/10.1128/aac.02412-14.

Carattoli, A., Villa, L., Fortini, D., Garcia-Fernandez, A., 2021. Contemporary IncI1
Plasmids involved in the Transmission and Spread of Antimicrobial Resistance in
Enterobacteriaceae, 118, p. 102392. https://doi.org/10.1016/j.
plasmid.2018.12.001. Nov.

Carloni, E., Andreoni, F., Omiccioli, E., Villa, L., Magnani, M., Carattoli, A., 2017.
Comparative analysis of the standard PCR-based replicon typing (PBRT) with the
commercial PBRT-KIT. Plasmid. 90, 10-14. https://doi.org/10.1016/].
plasmid.2017.01.005. Mar 1.

Carroll, A.C., Wong, A., 2018. Plasmid persistence: costs, benefits, and the plasmid
paradox. Can. J. Microbiol. 64, 293-304. https://doi.org/10.1016/BS.
aambs.2014.09.002.

Chuanchuen, R., Puangseree, J., Prathan, R., Srisanga, S., Angkittitrakul, S., 2022.
Epidemiology and Infection Plasmid Profile Analysis of Escherichia coli and
Salmonella enterica Isolated from Pigs, Pork and Humans, 150. https://doi.org/
10.1017/80950268822000814 e110. May 10.

Clermont, O., Bonacorsi, S., Bingen, E., 2000. Rapid and simple determination of the
Escherichia coli phylogenetic group. Appl. Environ. Microbiol. 66 (10), 4555. https://
doi.org/10.1128/AEM.66.10.4555-4558.2000.

Clermont, O., C Christenson, J.K., Denamur, E., Gordon, D.M., 2013. The Clermont
Escherichia coli phylo-typing method revisited: improvement of specificity and
detection of new phylo-groups. Environ. Microbiol. Rep. 5 (1), 58-65. https://doi.
org/10.1111/1758-2229.12019. Feb 1.

Clermont, O., Gordon, D., Denamur, E., 2015. Guide to the various phylogenetic
classification schemes for Escherichia coli and the correspondence among schemes.
Microbiology. 161 (5), 980-988. https://doi.org/10.1099/mic.0.000063.

Clermont, 0., Dixit, O.V.A., Vangchhia, B., Condamine, B., Dion, S., Bridier-Nahmias, A.,
Denamur, E., Gordon, D., 2019. Characterization and rapid identification of
phylogroup G in Escherichia coli, a lineage with high virulence and antibiotic
resistance potential. Environ. Microbiol. 21 (8), 3107-3117. https://doi.org/
10.1111/1462 2920.14713. Aug 1.

Cointe, A., Birgy, A., Mariani Kurkdjian, P., Liguori, S., Courroux, C., Blanco, J.,
Delannoy, S., Fach, P., Loukiadis, E., Bidet, P., Bonacorsi, S., 2018. Emerging
multidrug-resistant hybrid pathotype Shiga toxin-producing Escherichia coli 080 and

215



M.G. Balbuena-Alonso et al.

related strains of clonal complex 165, Europe. Emerg. Infect. Dis. 24 (12),
2262-2269. https://doi.org/10.3201/eid2412.180272.

Darphorn, T.S., Bel, K., Koenders-van Sint Anneland, B.B., Brul, S., Ter Kuile, B.H., 2021.
Antibiotic resistance plasmid composition and architecture in Escherichia coli isolates
from meat. Sci. Rep. 11 (1), 1-13. https://doi.org/10.1038/541598-021-81683-w.

Day, M.J., Rodriguez, 1., van Essen-Zandbergen, A., Dierikx, C., Kadlec, K., Schink, A.-K.,
Wuy, G., Chattaway, M., DoNascimento, V., Wain, J., Helmuth, R., Guerra, B.,
Schwarz, S., Threfall, J., Woodward, J., Coldham, N., Mevius, D., Woodford, N.,
2016. Diversity of STs, plasmids and ESBL genes among Escherichia coli from
humans, animals and food in Germany, the Netherlands and the UK. J. Antimicrob.
Chemother. 71 (5), 1178-1182. https://doi.org/10.1093/jac/dkv485, May.

Day, M.J., Hopkins, K.L., Wareham, D.W., Toleman, M.A., Elviss, N., Randall, L.,
Teale, C., Cleary, P., Wiuff, C., 2019. Extended-spectrum f-lactamase-producing
Escherichia coli in human-derived and foodchain-derived samples from England,
Wales, and Scotland: an epidemiological surveillance and typing study. Lancet
Infect. Dis. 19 (12), 1325-1335. https://doi.org/10.1016/81473-3099(19)30273-7.
Dec 1.

De Been, M., Lanza, V.F., De Toro, M., Scharringa, J., Dohmen, W., Du, Y., Hu, J., Lei, Y.,
Li, N., Tooming-Klunderud, Heederik D., Fluit, A., Bonten, M., Willems, R., de la
Cruz, F., Van Schaik, W., 2014. Dissemination of cephalosporin resistance genes
between Escherichia coli strains from farm animals and humans by specific plasmid
lineages. PLoS Genet. 10 (12) https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1004776,
1004776.

De Rauw, K., Thiry, D., Caljon, B., Saulmont, M., Mainil, J., Piérard, D., 2019.
Characteristics of Shiga toxin producing- and enteropathogenic Escherichia coli of the
emerging serotype 0O80:12 isolated from humans and diarrhoeic calves in Belgium.
Clin. Microbiol. Infect. 25 (1), 111.e5-111.e8. htips://doi.org/10.1016/j.
©€mi.2018.07.023. Jan 1.

de Santos, A.C.M., Santos, F.F., Silva, R.M., TAT, Gomes, 2020. Diversity of hybrid- and
hetero-pathogenic Escherichia coli and their potential implication in more severe
diseases. Front. Cell. Infect. Microbiol. 0, 339. https://doi.org/10.3389/
feimb.2020.00339. Jul.

Dorado Garcia, A., Smid, J.H., Van Pelt, W., Bonten, M.J.M., Fluit, A.C., Van Den
Bunt, G., Wagennar, J., Jordijk, J., Dierikx, C., Veldman, K., De Koeijer, A.,
Dohmen, W., Schmitt, H., Liakopoulos, A., Pacholewicz, E., Lam, T., Velthius, A.,
2018. Molecular relatedness of ESBL/AmpC-producing Escherichia coli from humans,
animals, food and the environment: a pooled analysis, 73 (2), 339-347. hitps://doi.
org/10.1093/jac/dkx397. Feb 1.

Fratamico, P.M., DebRoy, C., Liu, Y., Needleman, D.S., Baranzoni, G.M., Feng, P., 2016.
Advances in molecular serotyping and subtyping of Escherichia coli. Front. Microbiol.
Front. Media S.A 7, 644. htips://doi.org/10.3389/fmicb.2016.00644. May.

Garcillan-Barcia, M.P., Francia, M.V., de La Cruz, F., 2009. The diversity of conjugative
relaxases and its application in plasmid classification. FEMS Microbiol. Rev. 33 (3),
657-687. https://doi.org/10.1111/j.1574-6976.2009.00168.x.

Garcillan Barcia, M.P., Redondo Salvo, S., Vielva, L., de la Cruz, F., 2020. MOBscan:
Automated annotation of MOB relaxases. In: Methods in Molecular Biology. Humana
Press Inc., pp. 295-308

Gigliucci, F., van Hoek, Angela, Chiani, Paola, Knijin, Arnoldo, Minelli, Fabio,

Scavia, Gaia, Franz, Eelco, Morabito, Stefano, Michelacci, V., 2019. Genomic
Characterization of hlyF -positive Shiga toxin — Producing Escherichia coli, Italy and
the Netherlands, 2000-2019, 27(3), pp. 1-6. https://doi.org/10.3201/
€id2703.203110.

Guillard, T., Pons, S., Roux, D., Pier, G.B., Skurnik, D., 2016. Antibiotic resistance and
virulence: understanding the link and its consequences for prophylaxis and therapy.
BioFssays. 38 (7), 682-693. https://doi.org/10.1002/bies.201500180. Jul.

He, T., Wei, R., Zhang, L., Sun, L., Pang, M., Wang, R., Wang, Y., 2017. Characterization
of NDM-5-positive extensively resistant Escherichia coli isolates from dairy cows. Vet.
Microbiol. 207, 153-158. https://doi.org/10.1016/j.vetmic.2017.06.010. Aug 1.

Hong, Y., Guo, M., Wang, J., 2021. ENJ algorithm can construct triple phylogenetic trees.
Mol. Ther. Nucl. Acid. 23, 286-293. https://doi.org/10.1016/j.0mun.2020.11.004.

Hughes, D., Andersson, D.I., 2017. Evolutionary trajectories to antibiotic resistance.
Annu. Rev. Microbiol. 71, 579-596. https://doi.org/10.1146/annurev-micro
090816-093813.

Irrgang, A., Zhao, G., Juraschek, K., Kaesbohrer, A., Hammerl, J.A., 2021.
Characterization of E. coli isolates producing extended spectrum beta-Lactamase
SHV-Variants from the food chain in Germany. Microorg 9 (9), 1926. https://doi.
org/10.3390/microorganisms9091926. Sep 10.

Jarocki, V.M., HeB, S., Anantanawat, K., Berendonk, T.U., Djordjevic, S.P., 2021.
Multidrug-resistant lineage of enterotoxigenic Escherichia coli ST182 with serotype
0169:H41 in airline waste. Front. Microbiol. 12 (September), 1-18. https://doi.org/
10.3389/fnicb.2021.731050.

Joensen, K.G., Tetzschner, A.M.M., Iguchi, A., Aarestrup, F.M., Scheutz, F., 2015. Rapid
and easy in silico serotyping of Escherichia coli isolates by use of whole-genome
sequencing data. J. Clin. Microbiol. 53 (8), 2410-2426. https://doi.org/10.1128/
jem.0000815. Aug 1.

Johansson, M.H.K., Bortolaia, V., Tansirichaiya, S., Aarestrup, F.M., Roberts, A.P.,
Petersen, T.N., 2021. Detection of mobile genetic elements associated with antibiotic
resistance in Salmonella enterica using a newly developed web tool:
MobileElementFinder, 76 (1), 101-109. https://doi.org/10.1093/jac/dkaa390. Jan.

Kaas, R.S., Leekitcharoenphon, P., Aarestrup, F.M., Lund, O., 2014. Solving the problem
of comparing whole bacterial genomes across different sequencing platforms. PLoS
One 9 (8). https://doi.org/10.1371/journal.pone.0104984, 104984.

Kim, Y.-J., Seo, K.-H., Kim, S., Bae, S., 2022. Phylogenetic comparison and
characterization of an mer-1-harboring compl 1 id genome isolated from
Enterobacteriaceae, 28 (4), 492-497. https://doi.org/10.1089/mdr.2021.0164. Apr.

16

Plasmid 123-124 (2022) 102650

Kluytmans, J.A.J.W., Overdevest, .T.M.A., Willemsen, I., Kluytmans-Van Den Bergh, M.
F.Q., Van Der Zwaluw, K., Heck, M., Rijnsburger, M., Vandenbroucke-Grauls, C.,
Savelkoul, P., Johnston, B., Gordon, D., Johnson, J., 2013. Extended-spectrum
p-lactamase—producing Escherichia coli from retail chicken meat and humans:
comparison of strains, plasmids, resistance genes, and virulence factors. Clin. Infect.
Dis. 56 (4), 478-487. https://doi.org/10.1093/cid/cis929. Feb 15.

Kocsis, E., Guzvinec, M., Buti¢, L, Kresi¢, S., Crnek, S.8., Tambi¢, A., 2016. blaNDM-1
carriage on IncR plasmid in Enterobacteriaceae strains. Microb. Drug Resist. 22 (2),
123-128. https://doi.org/10.1089/mdr.2015.0083.

Koraimann, G., 2018. Spread and persistence of virulence and antibiotic resistance genes:
a ride on the F plasmid conjugation module. EcoSal Plus 8 (1). https://doi.org/
10.1128/ecosalplus.ESP-0003-2018. Feb 8.

Kukkonen, M., Korhonen, T.K., 2004. The omptin family of enterobacterial surface
proteases/adhesins: from housekeeping in Escherichia coli to systemic spread of
Yersinia pestis. Int. J. Med. Microbiol. 294 (1), 7-14. https://doi.org/10.1016/j.
ijmm.2004.01.003.

Lehtinen, S., Huisman, J.S., Bonhoeffer, S., 2021. Evolutionary mechanisms that
determine which bacterial genes are carried on plasmids. Evol. Lett. 5 (3), 290.
https://doi.org/10.1002/ev13.226. Jun 1.

Letunic, 1., Bork, P., 2016. Interactive tree of life iTOL) v3: an online tool for the display
and annotation of phylogenetic and other trees. Nucleic Acids Res. 44 (W1),
W242-W245. https://doi.org/10.1093/nar/gkw290. Jul.

TLeverstein-van Hall, M.A., Dierikx, C.M., Gohen Stuart, J., Voets, G.M., van den
Munckhof, M.P., van Essen-Zandbergen, A., Platteel, T., Fluit, A., van de Sande
Bruinsma, Scharinga J., Bonten, M., Mevius, D., 2011. Dutch patients, retail chicken
meat and poultry share the same ESBL genes, plasmids and strains. Clin. Microbiol.
Infect. 17 (6), 873-880. https://doi.org/10.1111/}.1469-0691.2011.03497.x. Jun 1.

Li, X., Xie, Y., Liu, M., Tai, C., Sun, J., Deng, Z., Ou, H., 2018. OriTfinder: a web-based
tool for the identification of origin of transfers in DNA sequences of bacterial mobile
genelic elements. Nucleic Acids Res. 46 (W1), W229-W234. htips://doi.org/
10.1093/nar/gky352. Jul 2.

Lorenz, S.C., Monday, S.R., Hoffmann, M., Fischer, M., Kase, J.A., 2016. Plasmids from
Shiga toxin-producing Escherichia coli strains with rare enterohemolysin gene (ehxA)
subtypes reveal pathogenicity potential and display a novel evolutionary path. Appl.
Environ. Microbiol. 82 (21), 6367. https://doi.org/10.1128/aem.01839-16.

Ludden, C., Raven, K.E., Jamrozy, D., Gouliouris, T., Blane, B., Coll, F., de Gorffaus, M.,
Naydenova, P., Horner, C., Hernandez-Garcia, J., Wood, P., Hadjiri, N.,

Radacovic, M., Brown, N., Holmes, M., Parkhill, J., Peacock, S., 2019. One health
genomic surveillance of Escherichia coli demonstrates distinct lineages and mobile
genetic elements in isolates from humans versus livestock. MBio 10 (1). https://doi.
org/10.1128/mBi0.02693-18. Jan 1.

Madec, J.Y., Haenni, M., 2018a. Antimicrobial resistance plasmid reservoir in food and
food producing animals. Plasmid. 99, 72-81. https://doi.org/10.1016/j.
plasmid.2018.09.001. Sep 1.

Madec, J.Y., Haenni, M., 2018b. Antimicrobial resistance plasmid reservoir in food and
food-producing animals. Plasmid. 99, 72-81. https://doi.org/10.1016/j.
plasmid.2018.09.001. Sep 1.

Matamoros, S., Van Hattem, J.M., Arcilla, M.S., Willemse, N., Melles, D.C., Penders, J.,
Nguyen, V., Hoa, N., Bootsma, M., Van Genderen, P., Goorhuis, A., Grobusch, M.,
Molhoek, N., Lashof, A., Stobberingh, E., Verbrug, H., De Jong, M., Schultsz, C.,
2017. Global phylogenetic analysis of Escherichia coli and plasmids carrying the mer-
1 gene indicates bacterial diversity but plasmid restriction, 7 (1), 15364. https://doi.
org/10.1038/s41598-017-15539-7. Nov.

Mathers, A.J., Peirano, G., Pitout, J.D.D., 2015. Escherichia coli ST131: the quintessential
example of an international multiresistant high-risk clone. Adv. Appl. Microbiol. 90,
109-154. https://doi.org/10.1016/Bs.aambs.2014.09.002. Jan 1.

Muniesa, M., Hammerl, J.A., Hertwig, S., Appel, B., Briissow, H., 2012. Shiga toxin-
producing Escherichia coli 0104:H4: a new challenge for microbiology. Appl.
Environ. Microbiol. 78 (12), 4065-4073. https://doi.org/10.1128/aem.00217-12.
Jun.

Munson, G.P., 2013. Virulence regulons of enterotoxigenic Escherichia coli. Immunol.
Res. 57 (1), 229-236. https://doi.org/10.1007/512026-013-8453-4. Nov.

Murase, K., Martin, P., Porcheron, G., Houle, S., Helloin, E., Pénary, M., Nougayrede, J.,
Philippe, D., Hayashi, T., Oswald, E., 2016. HlyF produced by extraintestinal
pathogenic Escherichia coli is a virulence factor that regulates outer membrane
vesicle biogenesis. J. Infect. Dis. 213 (5), 856-865. https://doi.org/10.1093/infdis/
jiv506. Mar 1.

Nguyen, M.N., Hoang, H.T.T., Xavier, B.B., Lammens, C., Le, H.T., Hoang, N.T.B.,
Nguyen, S., Pham, N., Goossens, H., Dang, A., Malhotra-Kumar, S., 2021. Prospective
one health genetic surveillance in Vietnam identifies distinct blaCTX-M-harbouring
Escherichia coli in food-chain and human-derived samples. Clin. Microbiol. Infect. 27
(10) https://doi.org/10.1016/j.cmi.2021.01.006. P1515.E1-1515.E8.

Nicolas-Chanoine, M.-H., Bertrand, X., Madec, J.-Y., 2014. Escherichia coli ST131, an
intriguing clonal group. Clin. Microbiol. Rev. 27 (3), 543. https://doi.org/10.1128/
cmr.0012513.

Nojoomi, F., Ghasemian, A., 2019. The relation of phylogroups, serogroups, virulence
factors and resistance pattern of Escherichia coli isolated from children with
septicemia. New Microbes New Infect. 29 https://doi.org/10.1016/j.
nmni.2019.100517, 100517. May 1.

Novick, R.P., 1987. Plasmid incompatibility. Microbiol. Rev. 51 (4), 381. htips://doi.
org/10.1128/mr.51.4.381-395.1987.

Oteo, J., Cercenado, E., Cuevas, O., Bautista, V., Delgado-Iribarren, A., Orden, B., Pérez-
Vézquez, M., Carcia-Cobos, S., Campos, J., 2010. AmpC p-lactamases in Escherichia
coli: emergence of CMY 2-producing virulent phylogroup D isolates belonging
mainly to STs 57, 115, 354, 393, and 420, and phylogroup B2 isolates belonging to

216



M.G. Balbuena-Alonso et al.

the international clone 025b-ST131. Diagn. Microbiol. Infect. Dis. 67 (3), 270-276.
https://doi.org/10.1016/j.diagmicrobio.2010.02.008. Jul 1.

Page, A.V., Liles, W.C., 2013. Enterohemorrhagic Escherichia coli Infections and the
Hemolytic-Uremic Syndrome. Medical Clinics of North America, 97(4). Elsevier,
Ppp. 681-695. https://doi.org/10.1016/j.mcna.2013.04.001. Jul.

Palmer, A.C., Kishony, R., 2013. nderstanding, predicting and manipulating the
genotypic evolution of antibiotic resistance. Nat. Rev. Genet. 14 (4), 243. https://
doi.org/10.1038/nrg3351. Apr.

Partridge, S.R., Kwong, S.M., Firth, N., Jensen, S.0., 2018. Mobile genetic elements
associated with antimicrobial resistance. Clin. Microbiol. Rev. Am. Soc. Microbiol.
31, 1-63. https://doi.org/10.1128/cmr.00088-17. Oct.

Poirel, I.., Madec, J.-Y., Lupo, A., Schink, A.-K., Kieffer, N., Nordmann, P., Schwarz, F.,
2018. Antimicrobial resistance in Escherichia coli. Microbiol. Spectr. 6 (4), 1-32.
https://doi.org/10.1128/microbiolspec.arba-0026-2017. Jul.

Price, M.N., Dehal, P.S., Arkin, A.P., 2009. FastTree: computing large minimum
evolution trees with profiles instead of a distance matrix, 26 (7), 1641-1650.
https://doi.org/10.1093/molbev/msp077. Jul.

Projahn, M., Von Tippelskirch, P., Semmler, T., Guenther, S., Alter, T., Roesler, U., 2019.
Contamination of Chicken Meat with Extended-Spectrum Beta-Lactamase Producing-
Klebsiella pneumoniae and Escherichia coli during Scalding and Defeathering of Broiler
Carcasses, 77, pp. 185-191. https://doi.org/10.1016/j.fm.2018.09.010. Feb.

Ramirez, M.S., Traglia, G.M., Lin, D.L., Tran, T., Tolmasky, M.E., 2014. Plasmid-
mediated antibiotic resistance and virulence in Gram-negatives: the Klebsiella
pneumoniae paradigm. Microbiol. Spectr. 2 (5) htips://doi.org/10.1128/
microbiolspec.plas-0016-2013. PLAS-0016-2013. Sep.

Redondo-Salvo, S., Fernandez-Lopez, R., Ruiz, R., Vielva, L., de Toro, M., Rocha, E.P.C.,
Garcillan-Barcia, M.P., de la Crugz, F., 2020. Pathways for horizontal gene transfer in
bacteria revealed by a global map of their plasmids. Nat. Commun. 11 (1), 1-13.
https://doi.org/10.1038/541467-020-17278-2. Dec.

Redondo-Salvo, S., Bartomeus-Penalver, R., Vielva, L., Tagg, K.A., Webb, ILE.,
Fernandez-Lopez, R., de la Cruz, F., 2021. COPLA, a taxonomic classifier of plasmids.
BMC Bioinform. 22 (1), 1-9. https://doi.org/10.1186/512859-021-04299 X, 221.
2021 Jul 31.

Reid, C.J., McKinnon, J., Djordjevic, S.P., 2019. Clonal ST131-H22 Escherichia coli strains
from a healthy pig and a human urinary tract infection carry highly similar
resistance and virulence plasmids. Microb. Genom. 5 (9) https://doi.org/10.1099/
mgen.0.000295.

Robins-Browne, R.M., Holt, K.E., Ingle, D.J., Hocking, D.M., Yang, J., Tauschek, M.,
2016. Are Escherichia coli pathotypes still relevant in the era of whole-genome
sequencing? Front. Cell. Infect. Microbiol. Front. Media S.A 6 (141). htips://doi.org/
10.3389/fcimb.2016.00141.

Rodriguez Beltran, J., Hernandez Beltran, J.C.R., Delafuente, J., 2018. Multicopy
Plasmids Allow Bacteria to Escape from Fitness Trade Offs during Evolutionary
Innovation, 5, pp. 873-881. https://doi.org/10.1038/541559-018 0529 z.

Rozwandowicz, M., Brouwer, M.S.M., Fischer, J., Wagenaar, J.A., Gonzalez-Zorn, B.,
Guerra, B., Mevius, D., Hordjik., 2018. Plasmids carrying antimicrobial resistance
genes in Enterobacteriaceae. J. Antimicrob. Chemother. 73 (5), 1121-1137. https://
doi.org/10.1093/jac/dkx488.

Sarowska, J., Futoma-Koloch, B., Jama-Kmiecik, A., Frej Madrzak, M., Ksiazczyk, M.,
Bugla-Ploskonska, G., Choroszy-Krol, 1., 2019. Virulence factors, prevalence and
potential transmission of extraintestinal pathogenic Escherichia coli isolated from
different sources: recent reports. Gut Pathog. 11 (1) https://doi.org/10.1186/
$13099-019-0290-0. Feb 21.

Schultsz, C., Geerlings, S., 2012. Plasmid-mediated resistance in enterobacteriaceae:
changing landscape and implications for therapy. Drugs. 72 (1), 1-16. https://doi.
org/10.2165/11597960-000000000-00000.

Seemann, T., 2014. Genome analysis Prokka: rapid prokaryotic genome annotation, 30
(14), 2068-2069. https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btul53.

Servin, A.L., 2005. Pathogenesis of Afa/Dr diffusely adhering Escherichia coli. Clin.
Microbiol. Rev. 18 (2), 264-292. htips://doi.org/10.1128/cmr.18.2.264-292.2005.

Singer, R.S., 2015. Urinary tract infections attributed to diverse EXPEC strains in food
animals: evidence and data gaps. Front. Microbiol. 4 (6), 28. htips://doi.org/
10.3389/finicb.2015.00028. Feb.

Skov, R.L., Monnet, D.L., 2016. Plasmid-Mediated Colistin Resistance (mcr-1 Gene):
Three Months Later, the Story Unfolds, 21(9), p. 30155. https://doi.org/10.2807/
1560-7917.e5.2016.21.9.30155.

Smillie, C., Garcillan-Barcia, M.P., Francia, M.V., Rocha, E.P.C., de la Cruz, F., 2010.
Mobility of plasmids. Microbiol. Mol. Biol. Rev. 74 (3), 434. htips://doi.org/
10.1128/mmbr.00020-10. Sep.

Soncini, J.G.M., Cerdeira, L., Sano, E., Koga, V.L., Tizura, A.T., Tano, Z.N., Nakazato, G.,
Kobayashi, R., Aires, A., Lincopan, N., Vespero, E., 2022. Genomic insights of high-
risk clones of ESBL-producing Escherichia coli isolated from community infections
and commercial meat in southern Brazil. Sci. Rep. 12 (1), 1-12. https://doi.org/
10.1038/541598-022-13197-y.

Sugawara, Y., Hagiya, H., Akeda, Y., Takeuchi, D., Sakamoto, N., Matsumoto, Y.,
Mootoka, D., Nichi, I., Tomono, K., H: da, S., 2021. Cc ity spread and

Plasmid 123-124 (2022) 102650

acquisition of clinically relevant Escherichia coli harbouring blaNDM among healthy
Japanese residents of Yangon, Myanmar. J. Antimicrob. Chemother. 76 (6),
1448-1454. https://doi.org/10.1093/jac/dkab070. May 12.

Sunde, M., Skov Simonsen, G., Slettemeds, J.S., Bockerman, I., Norstrom, M., 2015.
Integron, plasmid and host strain characteristics of Escherichia coli from humans and
food included in the Norwegian antimicrobial resistance monitoring programs, 10
(6). https://doi.org/10.1371/journal.pone.0128797 €0128797. Jun 5.

Tadesse, D.A., Li, C., Mukherjee, S., Hsu, C.-H., Jones, S.B., Gaines, S.A., Kabera, C.,
Lonegaran, G., Torrence, M., Harhay, D., McDermott, P., Zhao, S., 2018. Whole
genome sequence analysis of CTX M containing Escherichia coli isolates from retail
meats and cattle in the United States. Microb. Drug Resist. 24 (7), 939-948. https://
doi.org/10.1089/mdr.2018.0206. Sep 1.

Tang, B., Chang, J., Cao, 1., Luo, Q., Xu, H., Lyu, W., Qiang, M., Ji, X., Zhang, Q., Xia, X.,
Yang, H., 2019. Characterization of an NDM-5 carbapenemase-producing Escherichia
coli ST156 isolate from a poultry farm in Zhejiang, China, 19 (1), 82. https://doi.
org/10.1186/512866-019-1154-2. Apr.

Tetzschner, A.M.M., Johnson, J.R., Johnston, B.D., Lund, O., Scheutz, F., 2020. In silico
genotyping of Escherichia coli isolates for extraintestinal virulence genes by use of
whole-genome sequencing data. J. Clin. Microbiol. 58 (10) https://doi.org/10.1128/
jem.01269-20. Oct 1.

Torres, A.N., Chamorro-Veloso, N., Costa, P., Cadiz, L., Del, Canto F., Venegas, S.A.,
Nitsche, M., Coloma-Rivero, R., Montero, D., Vidal, R., 2020. Deciphering Additional
Roles for the EF-Tu, 1-Asparaginase II and OmpT Proteins of Shiga Toxin-Producing
Escherichia coli, 8(8), p. 1184. https://doi.org/10.3390/microorganisms8081184.
Aug.

Villa, L., Garcia-Ferna Ndez, A., Fortini, D., Carattoli, A., 2010. Replicon sequence typing
of IncF plasmids carrying virulence and resistance determinants, 65 (12),
2518-2529. htips://doi.org/10.1128/aac.02412-14. Dec.

Virolle, C., Goldlust, K., Djermoun, S., Bigot, S., Lesterlin, C., 2020. Plasmid transfer by
conjugation in gram-negative bacteria: from the cellular to the community level.
Genes (Basel) 11 (11), 1-33. https://doi.org/10.3390/genes11111239. Nov 1.

Wang, J., Zeng, Z.-L., Huang, X.-Y., Ma, Z.-B., Guo, Z.-W., Lv, L.-C., 2018, Evolution and
Comparative Genomics of F33:A:B Plasmids Carrying bla CTX-M-55 or bla CTX-M-65
in Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae Isolated from Animals, Food Products,
and Humans in China, 3(4). https://doi.org/10.1128/mSphere.00137-18
€00137-18. Jul 18.

Wang, Y., Zhu, B., Liu, M., Dong, X., Ma, J., Li, X., 2021. Characterization of IncHI1B
plasmids encoding efflux pump TmexCD2-ToprJ2 in Carbapenem-resistant Klebsiella
variicola, Klebsiella quasipneumoniae, and Klebsiella michiganensis strains. Front.
Microbiol. 12 https://doi.org/10.3389/fmicb.2021.759208, 759208. Oct 6.

Wang, S., Cheng, G., Yu, Y., R's, Y., Z'y, Q., X p, L., Kuang, X., Zhang, Y., Liu, J., Yang, R.,
Qiu, Z., Sun, J., Liao, X., Liu, Y., 2022. Molecular epidemiology of New Delhi
metallo-f-lactamase producing Escherichia coli in food-producing animals in China.
Front. Microbiol. 13, 912260 https://doi.org/10.3389/fmicb.2022.912260.

Werisch, M., Berger, U., Berendonk, T.U., 2017. Conjugative Plasmids Enable the
Maintenance of Low Cost Non-Transmissible Plasmids, 91, pp. 96-104. https://doi.
org/10.1016/j.plasmid.2017.04.004.

Wolfgang, M.C., Anderson, G., Hassan, H.M., Nolan, L.K., Barbieri, N.L., Vande Vorde, J.
A., 2017. FNR regulates the expression of important virulence factors contributing to
the pathogenicity of avian pathogenic Escherichia coli. Front. Cell. Infect. Microbiol.
1, 265. https://doi.org/10.3389/fcimb.2017.00265.

Yamaji, R., Friedman, C.R., Rubin, J., Suh, J., Thys, E., McDermott, P., Hung, F., Riley, L.,
2018. A population-based surveillance study of shared genotypes of Escherichia coli
isolates from retail meat and suspected cases of urinary tract infections. mSphere 3
(4). https://doi.org/10.1128/msphere.00179-18 e00179-18. Aug 29.

Yang, S.C., Lin, C.IL, Aljuffali, LA., Fang, J.Y., 2017. Current pathogenic Escherichia coli
foodborne outbreak cases and therapy development. Arch. Microbiol. 199 (6),
811-825. https://doi.org/10.1007/500203-017-1393-y.

Yu, D., Banting, G., Neumann, N.F., 2021. A review of the taxonomy, genetics, and
biology of the genus Escherichia and the type species Escherichia coli, 67 (8),
553-571. https://doi.org/10.1139/¢jm-2020-0508, Aug.

Zhang, Q., Lv, L., Huang, X., Huang, Y., Zhuang, Z., Lu, J., 2019. Rapid Increase in
Carbapenemase-Producing Enterobacteriaceae in Retail Meat Driven by the Spread
of the bla NDM-5-Carrying IncX3 Plasmid in China from 2016 to 2018, 63(8).
https://doi.org/10.1128/AAC.00573-19 e00573-19. Jul 25.

Zhou, D., Nawaz, M., Xiong, Y., Haenni, M., Bai Baili, L., Cfsanetcn, Zengqi Yang, 2019.
Characterization of five Escherichia coli isolates co-expressing ESBL and mer-1
resistance mechanisms from different origins in characterization of five Escherichia
coli isolates co-expressing ESBL and mcr-1 resistance mechanisms from diffe
origins in China. China Front. Microbiol. 10, 1994. https://doi.org/10.3389/
fimicb.2019.01994. Aug 29.

Zurfluh, K., Jakobi, G., Stephan, R., Hachler, H., Niiesch-Inderbinen, M., 2014. Replicon
typing of plasmids carrying 1 blaCTX-M-1 in Enterobacteriaccae of animal,
environmental and human origin. Front. Microbiol. 5, 555. hittps://doi.org/
10.3389/fmicb.2014.00555. Oct 30.

17

217



& frontiers | Frontiers in Cellul:

@ Check for updates

OPEN ACCESS

EDITED BY
F-X Campbell-Valois,
University of Ottawa, Canada

REVIEWED BY
David W. Ussery,

University of Arkansas for Medical Sciences,

United States

Frederic Auvray,

Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse
(ENVT), France

*CORRESPONDENCE

Rosa del Carmen Rocha-Gracia
rochagra@yahoo.com;
rosa.rocha@correo.buap.mx

RECEIVED 09 June 2023
ACCEPTED 15 September 2023
pUBLISHED 09 October 2023

CITATION

Balbuena-Alonso MG, Camps M,
Cortés-Cortés G, Carredn-Ledn EA,
Lozano-Zarain P and Rocha-Gracia RdC
(2023) Strain belonging to an emerging,
virulent sublineage of ST131 Escherichia
coli isolated in fresh spinach, suggesting
that ST131 may be transmissible through
agricultural products.

Front. Cell. Infect. Microbiol. 13:1237725.
doi: 10.3389/fcimb.2023.1237725

COPYRIGHT

© 2023 Balbuena-Alonso, Camps, Cortés-
Cortés, Carreon-Ledn, Lozano-Zarain and
Rocha-Gracia. This is an open-access article
distributed under the terms of the Creative
Commons Attribution License (CC BY). The
use, distribution or reproduction in other
forums is permitted, provided the original
author(s) and the copyright owner(s) are
credited and that the original publication in
this journal is cited, in accordance with
accepted academic practice. No use,
distribution or reproduction is permitted
which does not comply with these terms.

Frontiers in Cellular and Infection Microbiology

ar and Infection

Tvee Original Research
puBLISHED 09 October 2023
po110.3389/fcimb.2023.1237725

Strain belonging to an emerging,
virulent sublineage of ST131
Escherichia coli isolated in fresh
spinach, suggesting that ST131
may be transmissible through
agricultural products

Maria G. Balbuena-Alonso*, Manel Camps?,
Gerardo Cortés-Cortés™?, Eder A. Carredn-Ledn?,
Patricia Lozano-Zarain* and Rosa del Carmen Rocha-Gracia™

Posgrado en Microbiologia, Centro de Investigaciones Microbioldgicas, Instituto de Ciencias,
Benemeérita Universidad Autonoma de Puebla, Puebla, Mexico, ?Departament of Microbiology and
Environmental Toxicology, University of California at Santa Cruz, Santa Cruz, CA, United States,
*Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Autonoma de Chihuahua, Chihuahua, Mexico

Food contamination with pathogenic Escherichia coli can cause severe disease.
Here, we report the isolation of a multidrug resistant strain (A23EC) from fresh
spinach. A23EC belongs to subclade C2 of ST131, a virulent clone of
Extraintestinal Pathogenic E. coli (ExPEC). Most A23EC virulence factors are
concentrated in three pathogenicity islands. These include PapGll, a fimbrial
tip adhesin linked to increased virulence, and CsgA and CsgB, two adhesins
known to facilitate spinach leaf colonization. A23EC also bears ThnMB1860, a
chromosomally-integrated transposon with the demonstrated potential to
facilitate the evolution of carbapenem resistance among non-carbapenemase-
producing enterobacterales. This transposon consists of two [1S26-bound
modular translocatable units (TUs). The first TU carries aac(6')-lb-cr, blapxa-1,
AcatB3, aac(3)-lle, and tmrB, and the second one harbors blacyrt-m-15. A23EC also
bears a self-transmissible plasmid that can mediate conjugation at 20°C and that
has a mosaic IncF [F(31,36):A(4,20):B1] and Coll56 origin of replication.
Comparing A23EC to 86 additional complete ST131 sequences, A23EC forms a
monophyletic cluster with 17 other strains that share the following four genomic
traits: (1) virotype E (papGli+); (2) presence of a PAl llsz¢-like pathogenicity island
with an additional cnfl gene; (3) presence of chromosomal TnMB1860; and (4)
frequent presence of an F(31,36):A(4,20):B1 plasmid. Sequences belonging to this
cluster (which we named “C2b sublineage”) are highly enriched in septicemia
samples and their associated genetic markers align with recent reports of an
emerging, virulent sublineage of the C2 subclade, suggesting significant
pathogenic potential. This is the first report of a ST131 strain belonging to
subclade C2 contaminating green leafy vegetables. The detection of this
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uropathogenic clone in fresh food is alarming. This work suggests that ST131
continues to evolve, gaining selective advantages and new routes of
transmission. This highlights the pressing need for rigorous epidemiological
surveillance of EXPEC in vegetables with One Health perspective.
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1 Introduction

Food products are a key source for transmission of pathogenic
bacteria, such as Salmonella and Escherichia coli. (Gizaw, 2019) E.
coli colonizes the human gastrointestinal tract as a commensal but
some pathotypes of E. coli can cause serious disease (Denamur et al.,
2021). Pathogenic strains of E. coli can be grouped into intestinal
(InPEC) and extraintestinal (ExPEC) pathotypes depending on
whether they cause primarily gastrointestinal symptoms or
whether they affect other organs, including urinary tract,
bloodstream, wounds, kidney, brain, and other internal organs
(Sora et al,, 2021). ExPEC strains are responsible for a large
fraction of urinary tract and bloodstream infections in humans
(Sarowska et al, 2019) and can be classified into 4 pathotypes:
uropathogenic E. coli (UPEC, primarily associated with urinary
tract infections-UTIs), avian pathogenic E. coli (APEC, which
causes colibacillosis in poultry but that can also infect humans),
septicemia-associated E. coli (SEPEC) and neonatal meningitis-
causing E. coli (NMEC) (Meena et al., 2023).

Community and hospital ExPEC infections are generally treated
with 2 and 3™ generation cephalosporins, fluoroquinolones, or
with trimethoprim-sulfamethoxazole (Pitout, 2012). Resistance to
cephalosporins can generally be attributed to the acquisition of
genes with extended-spectrum B-lactamase (ESBL) activity; in
ExPEC, the most frequent ones are blacyx. variants. Resistance
to fluoroquinolones is largely due to mutations that reduce the
affinity of these drugs for their targets (gyrase -gyrAB- and
topoisomerase 1V -parCE-), although resistance can also be
provided or enhanced by a fluoroquinolone-degrading enzyme
(aac(6’)-Ib-cr), by DNA-protecting enzymes (gnr genes), or by
efflux regulation mutations (marR, acrR and soxR) (Huseby et al.,
2017; Poirel et al., 2018). Resistance to dihydrofolate metabolism
inhibitors is generally provided by dihydrofolate synthetase genes

Abbreviations: MDR, multidrug resistance; ExXPEC, Extraintestinal pathogenic E.
coli; PTU, Plasmid Taxonomic Unit; MLST, Multilocus Sequence Typing; STs,
Sequence Types; TA, Toxin-Antitoxin systems; MGEs, Mobile Genetic Elements;
ESBL, Extended-Spectrum B-lactamases; CRE, Carbapenem-resistant
Enterobacteriales; ARG, Antibiotic Resistance Gene; TU, Translocatable Unit;
MDR, MultiDrug Resistance; RDR, Resistance Determining Region; UPEC,
UroPathogenic Escherichia coli; APEC, Avian Pathogenic Escherichia coli; PAI,
Pathogenicity Island; UTI, Urinary Tract Infection; CAT, Chloramphenicol Acetyl
Transferase; IS, Insertion Sequence; PFGE, Pulsed-Field Gel Electrophoresis.
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that are insensitive to sulfonamides (sul) or by dihydrofolate
reductase mutants (dfr) that are insensitive to trimethoprim (Van
Duijkeren et al, 2000). Topoisomerase genes represent core
functions and are most frequently found in the chromosome. The
other resistance genes are accessory and tend to be found in
plasmids, which in turn facilitate their spread, mostly by
conjugation. Over time, plasmid-borne genes tend to get
incorporated into chromosomes with the assistance of mobile
genetic elements (MGEs) such as insertion sequences and
transposons (Wang Y. et al., 2022).

Sequence type 131 (ST131) is a globally-dominant multidrug
resistance (MDR) clone and a major driver of the current ExPEC
pandemic. Compared to other globally dispersed clones, ST131
stands out for its highly dynamic accessory genome (Decano et al.,
2021). Like most UPEC strains, ST131 resides in the human gut as a
commensal but can cause mild to severe infections of urinary tract
and asymptomatic urinary bacteriuria (Biggel et al, 2020;
Tchesnokova et al,, 2020). The ST131’s genome exhibits a broad
range of known or suspected virulence factors that likely
contributed to its dominance in the clinic. These include
siderophores, adhesins, toxins, protectins and other elements
contributing to the successful establishment and persistence of an
infection. Some of these factors are specific to ST131 sublineages,
notably hly (hemolysin), iro (siderophore), AAF (aggregative
adherence fimbriae), and papGII (P fimbrial tip adhesin variant).

The complex population structure of ST131 has been elucidated
(Price et al., 2013; Petty et al., 2014). Two ancestral clades have been
identified, namely clade A (which carries the fimH41 allele) and
clade B (which carries the fimH22 and fimH35 allelic variants).
Strains belonging to these two clades, which are now infrequent, are
generally sensitive to fluoroquinolones and rarely carry ESBL
plasmids, although they occasionally have blacyx y genes
integrated in the chromosome. Clade C is an emerging epidemic
lineage characterized by multidrug resistance and higher virulence
(Denamur et al,, 2021). This clade appears to have evolved from
clade B by the acquisition of the fimH30 allele and of several
prophages and it expresses serotype O25b:H4. Within clade C,
three subclades can be distinguished by divergent antimicrobial
resistance profiles: C0, which is sensitive to fluoroquinolones, and
C1 and C2, which have acquired fluoroquinolone resistance
mutations in gyrA and parC. C1 and C2 in turn, differ in the
blacyx v gene associated with them: subset C1 (with fimH30R1), is
typically associated with blacyx .14 Or with blacrx v 27, whereas
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subset C2 (with fimH30RX), is generally associated with blacrx.m-
15- The blacrx .15 gene was initially carried by IncF plasmids but
more recently the mobilization of this gene to the chromosome has
been reported through transposition events frequently involving
insertion sequences belonging to the 1S26 family (Dhanji et al,
2011; Stoesser et al., 2016). The C2 subclade has been found to be
enriched in highly virulent and multidrug resistance isolates, with
the virulence associated with the presence of the gene papGIl
(Pajand et al., 2021; Biggel et al., 2022).

ST131’s main reservoir is thought to be the human intestine and
the usual route of transmission to be person-to-person contact
(Lopez et al., 2014; Pitout and Finn, 2020); however, an increasing
(although still small) number of studies are reporting its isolation
from non-human sources, such as food, food animals, pets, and
environmental sources, suggesting that these may represent vectors
for the transmission of this strain (Meena et al., 2023). ST131 strains
recovered from food have been associated primarily with meat
products, particularly pork and chicken (Meena et al,, 2021);
because of ST131’s ability for long-time residence in the
gastrointestinal tract, animal carcasses contaminated with
intestinal content are considered the likely source in meat
products. It also needs to be noted that, in addition to
contaminating food, E. coli food strains can also function as
reservoirs of virulence and antibiotic resistance genes, which can
be frequently exchanged with clinical strains via horizontal gene
transfer (HGT) (Balbuena-Alonso et al., 2022).

Here we report the isolation, phenotypic characterization, and
genomic sequence of an E. coli isolate from a spinach sample that
we named A23EC. We describe the presence of a large number of
virulence factors, mainly located in three pathogenicity islands, that
suggest a uropathogenic pathotype. Also, we show that this strain
presents a multidrug resistance profile that is consistent with its
antibiotic resistance gene (ARG) content, and we describe a
conjugative plasmid that is capable of self-transmission even at
room temperature. Finally, we compare A23EC’s genomic sequence
with that of other fully-assembled ST131 genomes in GenBank and
find that A23EC belongs to a virulent, emerging sublineage of the
ST131 subclade C2. We identify genetic markers unique to this
sublineage and report on their alignment with earlier studies of
virulent sublineages of the C2 subclade that were based on partially
assembled sequences. These results highlight the pressing need for
rigorous epidemiological surveillance of ExPEC in vegetables with a
One Health perspective.

2 Materials and methods

2.1 Produce fresh sampling and
bacterial isolation

During the period from April 2017 to November 2018, ready-
to-eat raw vegetables were collected from fixed and mobile food
service establishments, in Puebla, Mexico (19.03 N, -98.20 W). A
total of 183 samples were obtained from 82 establishments with
lettuce (21%), tomato (17%), onion with coriander (13%),
cucumber (12%), onion (9%), carrot (6%), radish (6%), coriander
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(5%), brussels sprouts (3%), red onion (3%), celery (1%), spinach
(1%), a mix of tomato, onion and coriander (1%), squash (1%), and
green bell pepper (1%). All samples were stored at 4°C and
processed within 24 h. For bacterial isolation, 10g of food were
inoculated in 20 mL of sodium lauryl sulfate broth (BD Bioxon ®)
and incubated at 37°C with shaking at 30 rpm for 24 h.
Subsequently, the cultures were streaked onto MacConkey agar
plates (BD Bioxon) supplemented with cefotaxime (CTX) (2ug/ml).
Colonies were picked from the selective plates, subcultured and
streaked to obtain pure cultures. Putative strains were identified
according to biochemical tests with Vitek system (bioMeérieux,
France) following the schemes in MacFaddin’s Manual of
Biochemical Tests for the Identification of Clinically Important
Bacteria (MacFaddin, 2003). Also, E. coli-specific ypbbW and uidA
genes were used to confirm their identity by PCR (Silkie et al., 2008;
Walker et al., 2017).

2.2 Antimicrobial susceptibility testing and
detection of resistance genes

The antibiotic susceptibility profile was obtained by agar
dilution methods using criteria from Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) guidelines as a reference (CLSI, 2022);
as a control, the strain E. coli ATCC 25922 was used. Twenty-one
antimicrobial agents belonging to 12 antibiotic classes were tested:
amikacin (30 ug), gentamicin (10 ug), streptomycin (10 ug),
tobramycin (10 ug), ampicillin (10 ug), amoxicillin/clavulanic
acid (20/10 ug), cefuroxime (30 ug), cefotaxime (30 ug),
ceftazidime (30 ug), cefepime (30 ug), cefoxitin (30 ug),
aztreonam (30 ug), trimethoprim (5 ug), trimethoprim/
sulfamethoxazole (1.25/23.75 ug), nalidixic acid (30 ug),
ciprofloxacin (5 ug), chloramphenicol (30 ug), tetracycline (30
ug), meropenem (10 ug), imipenem (10 ug) and fosfomycin/G6P
(200/50 ug) (BBLTM Sensi-DiscTM; Becton Dickinson and Co).
Cefotaxime resistant (CTX-resistant) E. coli isolates were screened
for ESBL production by the double-disk synergy test using disks
containing cefotaxime, ceftazidime, aztreonam and cefepime, with a
centrally positioned disk of amoxicillin/clavulanic acid (20/10 ug).

2.3 DNA isolation and whole-genome
sequencing analysis

The ESBL-producing E. coli strain isolated from spinach was
selected for whole-genome sequencing (WGS). This strain (A23EC)
was cultured overnight at 37°C in brain heart infusion broth; total
DNA extraction was performed using the Wizard® genomic DNA
purification kit (Promega, United States) according to the
manufacturer’s instruction. Sequencing was perform using two
platforms: shorts reads were generated on the Illumina Nextseq
500 plataform using 75-bp paired-end (Ilumina, United States) and
long reads were generated on the Nanopore Minion plataform
depth 80x (Nanopore, United, States). Quality check of the raw
sequencing data was performed using Quast v0.11.5 (https://

www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) (Wingett
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and Andrews, 2018). In the next step, hybrid genome assembly was
generated with SPAdes v3.9.0 and Unicycler v0.5.0 assemblers
(Bankevich et al., 2012; Wick et al., 2017). Finally, annotation was
performed by the Rapid Annotations using Subsystems Technology
(RAST) server (https://rast.nmpdr.org/rast.cgi (accessed on June 17,
2022) (Aziz et al,, 2008) and using PROKKA v1.2 (Seemann, 2014).
Sequence type was characterized using MLST v2.0 (https://
pubmlst.org/organisms/escherichia-spp (accessed on June 25, 2022),
and pMLST (http://pubmlst.org/plasmid/) (Villa et al., 2010); the
serotypes (O:H) were predict with SerotypeFinder v2.0 (Joensen et al.,
2015) whereas phylogroup was determined using the ClermonTyping
1.4 (Clermont et al., 2013) (http://clermontyping.iame
research.center), and finally the variant of the fimH gene was
determined using FimTyper v1.0 (https://cge.cbs.dtu.dk/services/
FimTyper) (Roer et al, 2017).

2.4 Plasmid analysis

PFGE with S1 nuclease (S1 Nuclease Thermo Scientific)
digestion of whole genomic DNA was used for determinate the
number and size of plasmids of strain A23EC (Ben Sallem et al.,
2014). PlasmidFinder 2.1 (Carattoli et al., 2014) (https://
cge.cbs.dtu.dk/services/PlasmidFinder/) (85% identity and 70%
minimum length) was used to identify the replicon present for
each plasmid and the replicase type. The presence of conjugation
elements in plasmids was performed by using the tool OriTfinder
1.1 (Li et al, 2018) (https://bioinfo-mml.sjtu.edu.cn/oriTfinder/)
with modificated parameters (Blast E-value 0.00001) and the
identity of relaxase was confirmed with MOBScan (Garcillan-
Barcia et al., 2020) (https://castillo.dicom.unican.es/mobscan).
Also, Plasmid Taxonomic Units (PTU) were identified by COPLA
(a taxonomic classifier of plasmids) using the recommended
parameters (Redondo-Salvo et al., 2020) (https://
castillo.dicom.unican.es/copla/). The search for type I (pndAD,
srnBC and hok-sok) and type II (ccdAB, relEB, parDE, pemKI and
vagCD) addiction systems was performed by BLASTn alignment
with the parameters 90% coverage, 80% identity and E-value <
0.000001; the system was considered to be present if the Antitoxin-
Toxin (AT) sequences were adjacent. Finally, Blast Ring Image
Generator (BRIG) v0.95 was used with default settings to compare
our plasmid sequences to publicly available sequence (Alikhan et al.,
2011) and visualized using Proksee.ca 1.0 (Stothard et al., 2018).

2.5 Detection of virulence
and resistance genes

Antimicrobial resistance genes were detected using ResFinder
v4.1 (https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/)(Bortolaia et al.,
2020) (with parameters 80% of coverage and 90% of identity) and
the Comprehensive Antibiotic Resistance Database (CARD) v3.2.5
(https://card.mcmaster.ca/analyze) (McArthur et al., 2013) by the
Resistance Gene Identifier (RGI) with the “strict” algorithm. The
virulence gene profile of the isolate was established based on the
detection of these genes in VirulenceFinder v2.0 (the cut-off values
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for genes identity was 90% and alignment coverage was 70%)
(https://cge.cbs.dtu.dk/services/VirulenceFinder/) (Tetzschner
et al., 2020), Virulence Factor database (VFDB) and VFanalyzer
with default parameters (http://www.mgc.ac.cn/cgi-bin/VFs/v5/
main.cgi, accessed on October 20, 2022) (Liu et al, 2019). The
virotype was assigned according to the presence of virulence genes
following the scheme described by Nicholas-Chanoine et al, and the
additional ones suggested by Barrios-Villa et al. (Nicolas-Chanoine
et al,, 2014; Barrios-Villa et al., 2018). The Pathogenicity Islands
were predicted using IslandViewer 4, which uses three independent
methods for island prediction: IslandPick, IslandPath-DIMOB and
SIGI-HMM (https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer)
(Bertelli et al,, 2017), sequence comparison of each island was
performed using Blastn v2.13.and Easyfig v2.2.5 (Sullivan et al,
2011) using the sequences of the prototype strains reported by
Desvaux et al, 2020. Finally, PHASTER web server was used to
predict prophage regions in the genome of A23EC strain (https://
phaster.ca/) (Arndt et al., 2016). Insertion sequences and
transposons were identified with Mobile Element Finder v1.0.3
(https://cge.food.dtu.dk/services/MobileElementFinder/)
(Johansson et al,, 2021) and the identity of the insertion sequences
was confirmed using ISfinder (Siguier et al., 2006); while VRprofile2
(https://tool2-mml.sjtu.edu.cn/VRprofile/) (Wang M. et al,, 2022
was used to identify the genetic environment of the resistance genes.
CD-HIT-EST (Li and Godzik, 2006) was used to cluster similar
structures with more than 99% coverage and similarity, and a
multiple genetic structural comparison was represented using
Easyfig v2.2.5 (Sullivan et al., 2011).

2.6 Phylogenetic analysis

We compared the E. coli strain A23EC with other 86 fully
assembled E. coli ST131 genomes deposited in GenBank, belonging
to clades A, B and C. The metadata collected was the source of
isolation, year of sampling, and country of origin (Table S1). All the
E. coli genomes referred to as “Clinical” (66 strains) were associated
with human infections recovered from urine, blood, sputum, and
feces. The category “Animal” (4 strains) represented samples of dog,
cat, and pig. The category “Environmental” (3 strains) includes
strains isolated from wastewater bodies. Thirteen strains were not
classified according to their sample type, and they were marked as
“No data available”. The unweighted Pair-Group Method using
Arithmetic averages (UPGMA) was performed based on SNPs,
using the newick graph obtained with CSI Phylogeny (https://
cge.cbs.dtu.dk/services/CSIPhylogeny-1.2/, accessed on June 27,
2022) (Kaas et al, 2014) with EC598 as reference genome
(accession number NZ_HG941718.1) (Forde et al., 2014). The
SNP tree was visualized using iTOL software (https://itol.embl.de)
(Letunic and Bork, 2021).

2.7 Conjugation assays
The two strains : donor (A23EC""") and recipient (C600R™):

donor (A23EC™'™) and recipient (C600%™) were cultured
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separately in 5mL Luria Bertani broth (LB) and incubated at 37°C
overnight. Subsequently, 1000 uL of the recipient and 250 uL of the
donor were mixed and inoculated into 20 mL of LB, incubated for
24 hours at 37°C and 20°C with shaking at 130 rpm. Finally, serial
dilutions from 100 to 10-6 or 1,000,000 were performed and plated
for selection of transconjugants (Cortes-Cortes et al,, 2016).
Transconjugants were selected using MacConkey agar (BD
Bioxon) supplemented with rifampicin (100pug/mL) and
tetracycline (10ug/mL). To confirm the identity of the
transconjugants, PCR amplifications of the retA (plasmid
location) and blacrx.m-15 (chromosomal location) genes were
performed. Only tetA was expected to be amplified in the
transconjugants. Each experiment was performed in triplicate.
The plasmid transference under the two temperatures was
compared by t-student in Rstudio statistical software 1.4.1103.
The frequency of conjugation (Fc) is described in this study as
the ratio of the number of transconjugants divided by the number of
recipients (Huisman et al., 2022; Mota-Bravo et al., 2023), expressed
by the following equation:

CFU
mL

- CFU
Recipient /(<5F)

Transconjugants/(

2.8 Accession numbers

GenBank accession numbers of the strain A23EC genome
sequenced for this study are Chromosome CP118558.1 and
plasmid pA23EC CP118559.1 Bioproject: PRINA936840.
BioSample: SAMN33377322.

3 Results

3.1 Isolation of an EXPEC
strain from spinach

As part of a study involving 183 vegetable samples, in 2017-
2018 we isolated a CTX-resistant strain from a spinach sample
obtained in a supermarket in the city of Puebla, Mexico. The
spinach sample came from a bulk-salad section that was not
contained in sealed packaging. The sample was collected into an
individual sterile bag, stored at 4°C and transported immediately to
the laboratory for processing. Biochemical tests identified the isolate
as being E. coli and this identity was confirmed using conventional
PCR amplification of two diagnostic markers for E. coli (ypbW and
uidA, not shown).

Next, we obtained the complete genomic sequence of this strain,
which we named A23EC, using the Illumina Nextseq 500 and
Nanopore Minion platforms, generating a hybrid assembly using
short and long sequences, respectively. According to its sequence,
A23EC belongs to phylogroup B2, sequence type ST131 and
serotype 025:H4. The presence of allelic variant fimH30Rx
identifies this strain as belonging to clade C, subclade C2, a
lineage that includes highly virulent clones (Stoesser et al., 2016;
Pajand et al., 2021; Biggel et al., 2022). The closest relative to A23EC
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in GenBank is the p4A strain (CP049085.2), isolated from a patient
suffering from bacteremia in the United States in 2015 (Table 52)
and reported in Shropshire et al, 2021. The genome features,
virulome and resistome of E. coli A23EC strain are summarized
in Table 1.

To see how A23EC relates to other ST131 strains, we performed
a phylogenetic analysis of A23EC along with all other complete
ST131 genomes of E. coli deposited in GenBank until June 2022.
The results, shown in the form of a cladogram are presented in
Figure 1. The 86 ST131 genomes included in this analysis group into
the three known ST131 clades, namely A, B, and C. Within the C
clade, they group into two main subclades (C1 and C2). Within
the C2 subclade, we see two distinct monophyletic clusters
(sublineages), that we named C2a (13 strains) and C2b (18
strains). A23EC belongs to sublineage C2b. Figure 1 also lists the
source of the samples (when known). Genomes corresponding to
sublineage C2b largely correspond to human clinical strains, with
three environmental strains isolated from wastewater. The
geographic origin of sublineage C2b samples is listed in Table S1,
and includes samples from Europe, Asia, Australia and North and
South America.

3.2 Pathogenicity molecular profile

Using IslandViewer 4, we identified three pathogenicity islands,
mapped to the chromosome in Figure 2. The first one was PAI I
A23EC (this PAI is similar to PAI Ils36), which contained the genes
hlyABCD (hemolysin encoding cluster), fimC (chaperone-like
periplasmic protein) and papABCDEHKX and papGII (P-fimbrial
tip adhesin). Unlike PAI Il535, PAIL 14,35 also carries cnfl
(cytotoxic necrotizing factor). The second pathogenicity island is
PAI II A23EC (which is similar to PAI Icpro73), which harbored the
iucABCD genes, members of a family of non-ribosomal peptide
synthetase-independent siderophore (NIS), sat (secreted
autotransporter toxin), kpsMII-K5 (capsular protein variant K5),
iha (iron-regulated gene homologue adhesin), and iutA (ferric
aerobactin receptor). Finally, the third pathogenicity island is PAI
III A23EC. This PAI is similar to PAI Ilggpgy; corresponding to
high pathogenicity island (HPI) (Schubert et al., 2004; Llyod et al.,
2009) including the siderophore yersiniabactin biosynthesis and
uptake genes irpl, irp2, fyuA and ybtAEPQSTX (Perry et al., 1999).

Virulencefinder identified twenty-four additional virulence
genes in the genome of A23EC. These genes can be grouped into
the following five functional categories: 1) bacterial adhesion
(csgAB, yfcV and operon fimABCDFGHI); 2) iron acquisition
(sitA, chuA, iucD and iutA); 3) serum resistance (iss, and traT); 4)
colonization and invasion (ompT, yehABCD and malX); and 5)
toxin genes (usp and senB) (Figures 2, S1).

3.3 Phenotypic and genotypic
antibiotic resistance profile

A23EC’s antibiotic resistance profile and ESBL status was
determined using the Kirby-Bauer method. Phenotypically,
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TABLE 1 Genome features, virulome and resistome of E. coli A23EC strain.

Feature
Size (bp)
GC (%)
No. of genes
Inc group (pMLST)

Virulome

10.3389/fcimb.2023.1237725

Chromosome Plasmid pA23EC
5,239,797 157,470
506 503
5253 217
NA FII : FIA:FIB : Col156

Virulence genes
Pathogenicity island (PAT)
Resistome
Aminoglycosides
Betalactams
Quinolones
QRDR quinolones
Macrolides
Phenicols
Tetracyclines
Metals

Biocides

Heat stress tolerance

csgAB, iss, sitA, malX, yehABCD, yfcV, chuA, fimABCDFGH, usp, ompT

senB, iutA, traT, iucD

CFT073 (I, 11), 536 (1)

aac(3)-Ile, aac(6’)-1b-cr

blactx-ma15, blaoxa-

aac(6’)-b-cr

gyrA ($83L, D87N), parC (S801)

mdfA
AcatB3
tetAR

baeRS, cpxA, pmrF

acrABDEFS, evgAS, mdtBCEFGHMNOP, sitA, marA, emrABEKRY, tolC, gad WX

KpnEF

NA, not applicable; QRDR, quinolone resistance-determining region.

A23EC is a MDR strain (Magiorakos et al, 2012), exhibiting
resistance to at least one member of six different antibiotic
families: aminoglycosides, penicillin, cephalosporins, tetracyclines,
quinolones and monobactams. In addition, our A23EC strain
showed a positive ESBL phenotype and intermediate resistance
profile for amikacin and amoxicillin with clavulanic acid. The only
antibiotics tested that this strain remained susceptible to were
carbapenems, fosfomycin, chloramphenicol and trimethoprim
with sulfamethoxazole (Table S3).

Using Resfinder and RGI CARD, we found the following ARGs
(Table 1): two genes encoding B-lactamase (blacrx .15 and blaoxa-
1), one aminoglycoside resistance gene (aac(3)-Ile) and an
aminoglycoside and quinolone resistance gene (aac(6’)-Ib-cr), an
efflux pump (mdfA), a truncated chloramphenicol resistance gene
(AcatB3), a tunicamycin resistance determinant (tmrB) (Noda et al,,
1992), and the gene tetA associated with resistance to tetracycline
(alongside tetR, transcriptional repressor). The truncated AcatB3
gene harbors two in-frame deletions involving a total of 28 amino-
acids (see nucleotide alignment in Figure S3). These two deletions
reduce the size of this 210 amino-acid protein to 182 amino acids,
and result in a loss of homology with respect to the WT beginning at
amino acid position 147 (see amino acid alignment in Figure S3B),
thus deleting the entire C-terminal o-helical domain.

The gyrA subunit of gyrase and the parC subunit of
topoisomerase IV had three point mutations conferring
fluoroquinolone resistance: $83I, D87N in gyrase and S80L in
topoisomerase IV. The presence of blacrx.a.i5 and of
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fluoroquinolone resistance mutations in gyrA and parC are
consistent with the placement of this strain in subclade C2 of ST131.

3.4 Genomic structure of
chromosomal ARGs

Looking at the distribution of ARG genes in the chromosome,
we found TnMBI1860, a 12,837 bp- 1S26-bounded transposon
structure integrated in the chromosome, previously described by
Shropshire et al, 2021. TnMBI860 is made up of two discrete,
modular translocatable units (TUs): MB1860TU_A and
MB1860TU_B (Figure 3A). MB1860TU_A carries the aac(6’)-1b-
cr, blagxa, and truncated AcatB3 genes flanked by two 1S26
elements in opposite orientations, followed by two additional
antibiotic resistance genes (aac(3)-lle and tmrB) and is bordered
on the 3’ end by a AIS3, ISKpnll, 1S26 and ATn2 cluster.
MBI1860TU_B is bounded by two IS26 elements in the sense
orientation and it has a partial ISEcp sequence, a blacxy .15 gene
and the wbuC gene (also known as orf477) in the opposite
orientation; its genetic organization is common for blacrx 15
(Dhaniji et al., 2011; Ludden et al., 2020).

Chromosomal TnMB1860 was previously reported in two non-
carbapenemase producing septicemia isolates by Shropshire et al.,
2021 (Shropshire et al, 2021), that (like A23EC) belonged to
subclade C2 of ST131. To establish the distribution of TnMB1860
(flanked by 1S26) more widely, we looked for the presence of the
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Distribution of selected genetic elements across ST131 sublineages. Cladogram showing the phylogenetic relationships between the 87 genomes
included in this study. The first column indicates the source of isolation. The second column indicates the allelic variant of FimH identified. The third
column indicates the serotype. The fourth column shows lists the virotype assigned. The 5th to 8th columns indicate the virulence genes that define
virotype E. The 9th column indicates the tRNA insertion site of the pathogenicity island harbouring cnfl, papGll and hly genes. The 10th shows the
presence of the compound transposon TnMB1860. Columns 11-14 show the presence of AcatB3 and CTX-M-15 and whether they are found in a
plasmid or in the chromosome). The 15th column indicates the presence of plasmid (F31,36:A4,20:B1). Next column shows presence of the Col156
replicon. The last three columns indicate the presence the other frequent F plasmid replicons (those with a frequency of occurrence > 5 plasmids)
listed according to their pMLST classification. The asterisk next to the GenBank accession number indicates strains contained in the study of Biggel
et al, 2022 and those with a small triangle belong to the L1 sublineage. The circle indicates strains included in the study of Shropshire et al., 2021.

This graphical representation was generated using the CS| Phylogeny platform with EC598 (NZ_HG941718.1) as the reference genome.

complete sequence in 2,387complete genomes of E. coli. As a
threshold, we selected 98% sequence identity with a coverage
>70%, then further confirmed that it was a similar arrangement
by detecting the presence of the six relevant resistance genes within
a 20,000 bp window. Based on these criteria, we found 18 highly
significant hits, all of them chromosomal except for one (Table 52).
Remarkably, all the 17 chromosomal sequences belong to the C2b
sublineage of subclade C2 identified by our phylogenetic analysis
shown in Figure 1. This observation suggests that TnMB1860 was
captured during the evolution of the C2 subclade C2b and passed
down vertically, making it a good identifier for sublineage C2b
(Figure 1). In sixteen of these sequences (including that of strain
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A23EC) the insertion site of TnMB1860 is found ~4,400 bp away
from the gene encoding methionyl-tRNA synthetase, metG, in a
molybdopterin cofactor biosynthesis operon. In only one strain
(p4A; sequence CP049085.1) TnMB186 was located adjacent to the
gene encoding colicin I receptor, disrupting it (AcirA) (Figure 3C).
The consistency between insertion sites and the observed clustering
of this transposon’s representation in the cladogram (which points
to vertical transmission) suggests that this is likely the result of a
single capture event. The one exception in strain p4A presumably
appears to be the result of an additional 1S26-mediated
intramolecular transposition event so it is still consistent with the
hypothesis of a single capture event (Shropshire et al.,, 2021).
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We also found a single TnMBI860 sequence located in a
plasmid. This plasmid was pl1A_p2, a 180,962 bp plasmid
described by Shropshire et al, 2021. Plasmid pl11A_p2 includes
the MB1860TU_A and MB1860TU_B TUs located downstream of
the class I integron carrying dfrA17, aadA5, qacEA1 and sull. The
two TnMBI1860 TUs are not contiguous, though, but separated by a
large insertion sequence (18,314 bp in length) containing 9 ORFs
that include several virulence factors (Figure 3B). Plasmid p11A_p2
was found in strain 11A (CP049077.2), which also contained
TnMB1860 integrated in the chromosome (Shropshire et al., 2021).

A comparative analysis of the structure of the TnMB1860 region
in the sequences included in the C2b sublineage resulted in five
distinct clusters (clusters #1 to 5). The canonical gene arrangements
for each cluster are shown in Figures 3B, C and S4. The majority of
genomic sequences (n=12) belong to cluster 3; all strains in this
cluster show an identical structural profile of TnMB1860 (delimited
by 1S26); as mentioned above, strain p4A (CP049085.2) differs from
the remaining eleven, including strain A23EC, in its insertion site
(AcirA), but it shows an otherwise identical structure (Figure 3C).
Cluster 1 contains the single plasmid TnMBI1860 sequence
(described above). Cluster 2, with two sequences, has
MB1860TU_B translocated just upstream of MB1860TU_A in an
inverted orientation, as well as an inversion of the IS26 elements
flanking the composite transposon (Figure 3B). Cluster 4, with two
sequences, exhibits a loss of Tn2 (Figure 3C). Finally, cluster 5, also
with two sequences, exhibits a loss of 1526 flanking the 5’ end of the
MBI1860TU_A region, as well as a Tn2 element (Figure 3B).
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3.5 Identification and characterization
of plasmid content

Whole genome sequencing identified a single plasmid in the
A23EC genome, which we named pA23EC. The presence of this
plasmid was confirmed using the SI1-PFGE technique (Cortés-
Cortes et al,, 2016). This plasmid is 157,470 bp in size, has a GC
content of 50.3% and contains 172 putative coding regions (CDS)
according to Prokka and RAST. Of these, only two CDSs (fetA and
tetR) corresponded to ARGs, both part of a tetracycline resistance
operon. These two genes were located contiguously and flanked by
TnAsl. VirulenceFinder and VFanalyzer identified four virulence
genes in pA23EC, namely iutA, iucD (related to iron uptake), traT
(associated with serum resistance) and senB (encoding
enterotoxin) (Figure 2).

In terms of plasmid regulatory elements, PlasmidFinder
identified four replicons, namely Col156, IncFll, IncFIA, and
IncFIB. The three IncF replicons are widely separated from each
other in the plasmid sequence and their alleles correspond to the F
(31,36):A(4,20):B1 subclassification proposed by Villa et al. (Villa
etal, 2010). The Col156 replicon is separated from the closest IncF
replicon by 30,748 bp. COPLA, which is the most accurate method
available for plasmid classification according to phylogenetic
relatedness (Redondo-Salvo et al,, 2021), ascribed pA23EC to the
FE plasmid taxonomic unit (PTU-FE). We also found an
abundance of plasmid maintenance systems, these including three
type II toxin-antitoxin systems (ccdAB, vapBC and pemKI) and the
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FIGURE 3
Genomic structure and genetic context of the TnMB1860 sequence in the C2b sublineage of the C2 subclade of ST131 genomes included in our study.
The different genetic elements are shown as arrows. Resistance genes are shown in red; IS26 insertion sequences in yellow, AIS3 in purple, ISKpn11in
lilac, transposons in orange, metG in green, AcirA in blue and genes encoding hypothetical proteins in gray. Genes within and in the vicinity of
TnMB1860 are labelled. (A) Structure of TnMB1860. The genetic structure of TnMB1860 with its two transposable units and a total of six ARGs, as
described in Shropshire et al, 2021 (Shropshire et al,, 2021) (B) Comparative genetic arrangement of TnMB1860 in genomes belonging to sublineage

C2b. The five clusters reflect distinct genetic distribution profiles of TnMB1860. The GenBank accession numbers for the genomic sequences included in
each group are shown in Table S2. The numbers on the left indicate the cluster corresponding to the set of sequences shown on the right, with number
of sequences in each cluster shown in parentheses. All sequences were chromosomal, except for the single sequence in Cluster 1. The comparison was
performed with Easyfig and the BLASTn algorithm. The percent sequence identity is shown in the form of a heatmap ranging between 99 and 100%, as
shown in the legend. (C) Comparative genetic arrangement of the sequences in cluster 3. In eleven of the sequences, including strain A23EC, the
insertion site of TNnMB1860 was close to the gene encoding methionyl-tRNA synthetase, metG. A single sequence (CP049085.1) was instead inserted in
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the gene encoding for the truncated colicin | receptor (cirA), as previously described by Shropshire et al., 2021 (Shropshire et al, 2021)

parAB genes coding for a partitioning system that ensures accurate
plasmid segregation (Figure 4, outer circle).

We looked for the presence of additional F(31,36):A(4,20):B1
plasmids in the 86 genomes shown in Figure | and found eleven other
examples, all within the C2 subclade C2b sublineage that includes
strain A23EC. These plasmids showed a 99% percentage of identity to
pA23EC, although the coverage (i.e. the degree of overlap) varied
between 76% and 99%. A comparison of the 12 pA23EC-like
plasmids identified is shown in Figure 4. The % coverage and
elements that are absent in other plasmids relative to pA23EC are
shown in Table 2. We see that two areas tend to get lost as the %
overlap decreases. The first area is located between 50 kb and 80 kb
and includes the genes nemR, nemA (involved in protection against
oxidative stress) (Gray et al, 2013), the virulence gene senB and the
Col156 replicase repA. The second area that is prone to deletion is
located between positions 110 and 120 kb and includes the iron
acquisition genes iucD, iutA, the partitioning system parAB and
vapBC, and the addiction systems ccdAB. Tetracycline resistance is
only lost in one of the plasmids (pTO217_2).

3.6 Mobilization properties

In terms of propagation, the plasmid pA23EC was classified as
self-transmissible (conjugative) based on the presence of a complete
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set of mobilization genes, which includes an oriT sequence, the type
F relaxase protein (MOBF) and the type IV secretion system (TSS4)
(Smillie et al., 2010). The type IV coupling protein (T4CP) showed
intact domains (Garcillan-Barcia et al.,, 2020). We tested the
conjugation ability of pA23EC at two temperatures, 20°C (the
approximate temperature in the field) and 37°C (body
temperature). As a recipient, we used a standard recipient strain
C600™, We did detect a low frequency of conjugation and this
frequency did not differ significantly depending on the temperature,
with a frequency of 2.65 x 107> at 37°C and a frequency of 2.82 x
107" at 20°C (t-student, p>0.05).

4 Discussion

Here we describe the isolation of a strain (A23EC) from a
spinach sample at point-of-sale in Mexico and present a detailed
genomic characterization of this isolate. Based on its sequence, this
strain belongs to the C2 subclade of ST131, which is recognized as a
pandemic clone that is highly virulent, multidrug resistant, and
widely distributed around the world (Petty et al., 2014).

A phylogenetic analysis of all complete genomes corresponding
to ST131 E. coli deposited in the Genbank database as of June 2022,
places A23EC in a monophyletic sublineage of subclade C2, which
we named C2b, clustered with seventeen other strains. These 18
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genomes showed four unique commonalities, illustrated in Figure 1:
1) They carry a TnMBI860 transposon structure flanked by 1526
elements. This transposon is chromosomally integrated in all cases
and its chromosomal integration site in these genomes is consistent
with a single capture event. 2) They carry a PAI I1I536-like
pathogenicity island with an additional cnfI gene. 3) They
consistently belong to virotype E. 4) Thirteen of the eighteen
isolates (including A23EC) also carry a F(31,36):A(4,20):B1
plasmid. We did not detect this pMLST type in any other ST131
sample included in our analysis, suggesting that it is specific for
sublineage C2b samples.

By contrast, strains belonging to the C2a sublineage included in
the analysis lack the TnMB1860 transposon and frequently carry
blacrx-m-15 in plasmids, belong mostly to virotypes A or C (only
two out of thirteen belong to virotype E); and consistently have F2:
A-:B- plasmids when plasmids are present.

Note that all strains belonging to sublineage C2a were collected
before 2014 (mean isolation date, 2009), whereas 16 of the 18 strains
belonging to sublineage C2b were collected after 2014 (mean
collection date, 2017), suggesting that C2b represents an emerging
sublineage of the C2 subclade; this could be confirmed by further
analysis with a larger number of strains.

Recent studies of ST131 clade C clinical strain collections
already point to the emergence of new lineages of subclade C2
exhibiting higher virulence and antibiotic resistance. These virulent
lineages are consistent with C2b, although in these studies, the
identification of genomic markers was less comprehensive because
most of the sequences were not completely assembled. Specifically,
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one study looked into the association of the gene papGII with the
expansion of ST131 (Biggel et al., 2022). This report noted a large
expansion of papGll+ isolates within the C2 subclade and
distinguished three papGII+ sublineages: L1, L2 and L3. We
noticed that the three fully sequenced strains from that study
correspond to sublineage C2b in our analysis (marked with a
triangle next to the accession number in Figure 1) and carry all
the genetic markers that we defined as diagnostic for C2b. In that
study, these strains were ascribed to L1 sublineage of papGII+ C2
strains (along with 233 additional samples). The L1 sublineage was
defined by the dominant presence of F(31,36):A(4,20):B1 alleles in
IncF plasmids, and by the dominant presence of blacrx nmas as
ESBL-encoding gene; further, the sub-branch they were ascribed to,
L1la, consisting of 184 sequences is (like C2b) characterized by the
insertion of TnMB1860 in the vicinity of the metG gene and by the
presence of the two virulence genes hly/cnfl in the papGII+ PAL
Thus, our proposed C2b sublineage appears to align perfectly with
the Lla sub-branch of the Biggle et al., 2022 study (Biggel et al,
2022). They found two additional distinct papGII+ sublineages
within the C2 subclade. Given that these additional sublineages
(L2 and L3) were less frequent and more geographically restricted
(Ludden et al., 2020; Biggel et al., 2022), their absence in our study
can likely be attributable to our much smaller sample size.

A second study identified a monophyletic cluster of 22 C2
strains enriched for virulence and for ARG markers that was named
by the authors “C2 subset” (Pajand et al., 2021). Similar to our
proposed C2b sublineage, this C2 subset was characterized by the
presence of hlyABCD virulence genes found in a PAI Ilss¢-like
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TABLE 2 Genetic elements that are absent relative to pA23EC; pA23EC-related plasmids are listed in decreasing order of overlap.

Plasmid % query cover RepA tetAR nemR nemA
pA23EC 100 + + + +
pB16EC0725-2 99 + + + +
pFDAARGOS_1265_1 ' 99 + + + +
pSCAID_1 ; 98 + + + +
pF17EC0083-1 96 + +
pF17EC0098-1 96 + + - ‘ -
pF16EC0653-2 ‘ 93 + + ‘
pECAZ146 ‘ 90 . & ‘ + 4
pl1A_p2 86 + + ‘ %
pTO217_2 77 - \
pFI6EC0121-2 77 2 + |
PFI6EC0507-1 76 - + ‘

PFI6EC0342-1 76 - » - ‘

genomic island containing cnfI, by largely belonging to virotype E
(therefore being papGII+), and by frequently carrying plasmids
with F31 or F36:A4:B1 replicons. This study also describes the
presence of aac(3)-Ila and of a IS15DIV-bounded transposon with
aac(6)-Ib-cr, blagxa-1, AcatB3, although they report the frequent
presence of aac(3)-I1d instead of that of aac(3)-Ile (an arrangement
similar to that of MB1860TU_A, given that ISI5DIV is very closely
related to 1S26), and blacyx a5 with an ISEcpl upstream of and in
the same orientation as blacrx .15 the reversed wbuC and a Tn2
transposon (possibly MB1860TU_B). The concordance between the
markers associated with this “C2 subset” and our proposed C2b
sublineage, is striking.

We noted the presence of a plasmid in strain A23EC. This
plasmid (named pA23EC) was classified as PTU-FE by COPLA and
has four replicons, three of which belong to incompatibility group F:
F(31,36):A(4,20):B1, which can be annotated as F-:A-:Bl. As it
happens, PTU-FE F-:A-:Bl is one of four PTU-replicon
combinations previously proposed to mediate most of the flow of
resistance and virulence genes between food and clinical strains, so
the present work supports the idea that the plasmid flow between
food and clinical strains is preferentially mediated by a specific
subset of plasmids (Balbuena-Alonso et al,, 2022), although the
presence of A23EC in food may be incidental in this case. The
fourth replicon belongs to the Col156 type, which has been
previously described in isolates of the C1 subclade, carrying CTX-
M-14 or -27 (Kondratyeva et al., 2020) (seen also in Figure 1). The
presence of Coll156 replicons, which are infrequent, in separate
subclades of ST131 raises the possibility of plasmid exchanges
across ST131 subclades.

Plasmid pA23EC had a complete set of mobilization genes,
suggesting that this plasmid is capable of conjugation. Indeed, we
detected conjugation at both 20 and 37°C. Conjugation frequencies
were similar at both temperatures, which is surprising, as lower
temperature slows growth down; however, it appears that the
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strain is not influenced by incubation temperature. Thus, our
report is the first to show efficient conjugation for a subclade C2
strain of ST131 at a temperature under 37°C. These observations
suggest that pA23EC has the potential to spread via conjugation,
not only in human hosts but also in environmental reservoirs. Also
note that pA23EC is classified as PTU-FE, which exhibits a host
range of III on a six-grade scale, with a level of promiscuity to the
level of family, and therefore has the potential to contribute to
genetic exchange across multiple species in the Enterobacteriaceae.

A23EC is a multidrug-resistant strain, with resistance to
aminoglycosides, penicillin, cephalosporins, tetracyclines,
quinolones and monobactam. The prevalence of strains that are
resistant to all first-line drugs is rising at an alarming rate (Manges,
2016), and multidrug-resistant EXPEC has been categorized by the
WHO as a high-risk pathogen of critical priority (Tacconelli et al.,
2018). Genotypically, we found nine ARGs in A23EC. Six of these
mapped to TnMBI1860 in the chromosome, in two separate TUs.
The first TU (MB1860TU_A) carried aac(6’)-lb-cr, blagxa.1,
AcatB3, aac(3)-Ile and tmrB, whereas the second TU
(MB1860TU_B) carried blacrx..is. Two additional ARGs were
found elsewhere in the chromosome >1 Mb away from TnMB1860,
namely aac(3)-1la and mdfA; tetA/tetR were the only ARGs found
in the pA23EC plasmid.

The ARGs that we identified are likely responsible for the
observed resistance to penicillins and first-generation cephalosporins
(blapxa-1 and blacrxa1s), to synthetic cephalosporins (blacrx-m-15),
monobactams (blacrx.a.1s), (Zhu et al, 2022), fluoroquinolones (aac
(6)-Ib-cr, and mutations at position S83L, D87N of gyrase and
position S80L of ParC (Redgrave et al,, 2014; Huseby et al,, 2017),
to gentamicin (aac(3)-Ile), to tobramycin (aac(6)-lb-cr and aac(3)-
Ile), to amikacin (aac(6’)-Ib-cr, intermediate resistance) (Ojdana et al.,
2018; Stogios et al, 2022) and to tetracycline (tetA/tetR) (Moller
et al, 2016).
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The genes mdfA and tmrB could enhance resistance to a variety
of drugs rather than being primarily responsible for resistance to a
specific drug. MdfA (also known as cmlA or cmr) is a proton-
dependent pump with a very wide range of substrates that include
chloramphenicol, erythromycin, roxithromycin and certain
aminoglycosides and fluoroquinolones (Edgar and Bibi, 1997).
TmrB is an ATP-binding membrane protein that protects against
tunicamycin exposure, binding tunicamycin and functioning either
as an efflux pump or as a permeability barrier for this drug (Noda
et al,, 1992; Noda et al, 1995). Given that tunicamycin is an
experimental drug not used as an antibiotic in the clinic or as
growth promoter for animals, the frequent presence of the tmrB
gene in resistance-determining regions (Grevskott et al., 2020;
Pungpian et al,, 2022) is intriguing and points to a possible role
as modulator of resistance to other antibiotics.

Chloramphenicol acetyl transferases acetylate the antibiotic
chloramphenicol at the 30-hydroxyl position using acetyl
coenzyme as an acetyl donor (White et al., 1999). CatB3 is a B-
type acetyltransferase, which tends to have low activity against
chloramphenicol, and forms homotrimers. Trimer formation
requires the C-terminal o-helical domain and is important for
catalysis because the acetyl acceptor site of each protein is located in
a pocket formed between monomers of the trimer. Therefore, the
loss of the C-terminal o-helical domain in A23EC’s AcatB3 is
expected to destabilize the trimer (Alcala et al., 2020). Belonging
to a CAT family with low activity against chloramphenicol to begin
with and having a truncation that likely suppresses its catalytic
activity could explain the sensitivity of A23EC to chloramphenicol
despite carrying AcatB3. Indeed, in a previous report, a strain with
this exact truncation was reported as sensitive to chloramphenicol
(Hubbard et al., 2020). However, the fact that the two deletions
observed in AcatB3 of A23EC are in-frame, and that this allele is
fully conserved in our proposed C2b sublineage and even in other
STs (strain CP048934.1 is classified as ST315) suggests that AcatB3
might retain some residual function that is being maintained
through selection.

One of the C2b genomes (strain 11A CP049077.2) carries the
TnMBI1860 transposon integrated in the chromosome and also in
plasmid p11A_2. This results in a gene dosage duplication for all the
genes encoded in TnMBI1860 that likely makes this transposon
structure and all the ARGs that it contains redundant in strain 11A.
The concurrent presence of a given ARG in a chromosome and in a
plasmid within the same isolate is not uncommon and is interpreted
as an intermediate stage in the incorporation of genetic content
from a plasmid into the chromosome (Wang et al., 2022). This
interpretation is also consistent with the incomplete penetrance of
the F(31,36):A(4,20):B1 plasmid in sublineage C2b, which appears
to have been lost independently four times (Figure 1).

The A23EC strain bears the seven virulence markers that are
characteristic of EXPEC, as expected for ST131 (Figure S1) (Johnson
et al., 2003; van Hoek et al., 2016); the presence of chuA, fyuA, and
yfcV identifies A23EC as a potentially UPEC strain and its papGII+
status suggests it may be particularly virulent. Indeed, the PapGII
fimbrial tip adhesin was shown to promote inflammation in renal
tissue through transcriptional reprogramming of kidney cells
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(Biggel et al,, 2020), and papGlII+ strains have been reported to be
enriched in blood isolates relative to urine/UTI infections (Ambite
etal, 2019). Other virulence genes in A23EC including P fimbriae,
hemolysins, siderophores, toxins and capsular synthesis, all located
within PAls, have previously been linked to the development of
invasive infections (Sabaté et al., 2006; T'soumtsa Meda et al., 2022).
Outside PAls, we identified fimH, which is associated with
adherence on biotic and abiotic surfaces (Cookson et al., 2002),
and iss, sitA and ompT, which are genes associated with serum
resistance and favoring colonization and invasion mainly described
in APEC strains (Olsen et al., 2012), as well as the presence of toxin
gene usp associated with strains causing pyelonephritis, prostatitis
and bacteremia (Nipic et al., 2013).

A high virulence of the C2b sublineage of the C2 subclade is also
supported by the sources of isolation of C2b samples. Out of
eighteen samples, ten were isolated from patients suffering from
septicemia (58.8%) and none from urine. For comparison, out of
thirteen C2a samples, five were isolated from urine (38.5%) and
only one was isolated from the bloodstream (7.7%). Consistent with
these observations, Pajand et al., 2021 report that the “C2 subset”
(which as explained above aligns with our proposed C2b
sublineage) accounted for the excess resistance and virulence of
subclade C2 relative to C1 subclade strains (Pajand et al, 2021).
However, the observed difference in sample origin between the C2a
and C2b sublineages of the C2 subclade could also be attributed to
unknown variables affecting the sampling and is based in both cases
on a small number of samples.

Based on epidemiological surveillance studies that have been
carried out in different parts of the world in the “One Health”
context, non-animal agricultural products have been proposed to be
important vectors for the circulation of multidrug-resistant ExPEC
strains between humans, animals and the environments (Meena
etal,, 2023). Our report of an isolate belonging to the C2 subclade of
ST131 contaminating green leafy vegetables adds support to this
hypothesis. We searched for additional relevant reports in the
literature. Table 54 lists examples of E. coli strains isolated from
vegetables, along with their phylotypes (when known) and their
corresponding reference. A few sequence types stand out, namely
ST10, ST38, ST23, ST69 and ST155, which to our knowledge have
been independently reported 8, 4, 3, 3, and 3 times, respectively out
of a total of 36 annotated examples. Note that while most of the
isolates reported likely represent commensals (based on their
phylotype), about % of them (including ST69) belong to likely
ExPEC phylotypes (B2, and D), supporting the idea that agricultural
products can indeed serve as vectors for the transmission of
ExPEC strains.

Humans represent the main reservoirs of E. coli ST131 by
colonizing the intestine (Morales Barroso et al, 2018; Sarkar
et al.,, 2018; Johnson et al., 2022). When isolated in foods, the
source of ST131 E. coli are typically animal products such as meat
and dairy products (Platell et al., 2011; Liu et al., 2018) and the C2
(025:H4/H30) subclade of E. coli is much less frequent in foods
other ST131 lineages such as H22 (Manges, 2016; Massella et al.,
2020). The isolation of a blacx.y-15-bearing ST131 strain from an
agricultural product has only been previously reported once, from a
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bitter cucumber imported from the Dominican Republic (Miiller
et al, 2016), and we ignore further details about its molecular
classification. Thus, to our knowledge, this is the first report of an
ST131 clone belonging to the C2 subclade (025:H4/H30)
contaminating green leafy vegetable. The isolation of an
emerging, potentially uropathogenic strain of ST131 from spinach
is relevant to public health because the consumption of fresh
produce has increased as a result of a healthier lifestyle (Castro
Rosas et al., 2012).

Three other strains of the C2b sublineage described here were
isolated from wastewater (Figure 1). Further, ST131 clade C strains
have been observed to survive wastewater treatment and release to
surface water (Tausova et al., 2012; Zurfluh et al., 2013; Miiller et al.,
2016). Thus, A23EC could have reached spinach via contaminated
water. Admittedly, the present study cannot determine the point at
which A23EC contaminated the spinach, and it is therefore possible
that contamination happened after the spinach was harvested
(during processing, transport or at the supermarket itself) but we
can say that this strain is able to persist in spinach long enough for
transmission. Whether the ability of A23EC and possibly other C2b
strains to persist in fresh vegetables represents a new adaptation or
it was simply previously missed is unclear. The presence of
virulence factors facilitating adherence to human and animal cells
(papABCD, papGll, iha, yfcV, kpsm-TII-k5, fimABCDEFGHI and
csgABCDEFG) (Sarowska et al., 2019) may be relevant. This is
particularly true of adhesins CsgA and CsgB, which have been
described to be significantly involved in adhesion and colonization
in spinach leaves (Saldana et al., 2011; MacArisin et al.,, 2012), and
allow their proliferation on the food surface through the formation
of biofilms (Zhao et al., 2022). In addition, previous studies have
demonstrated the ability of E. coli strains to reside within the
internal cavity of stomata and internal tissues; this internalization
protects the bacteria from disinfecting and bactericidal products,
thereby increasing their survival. Internalization also contributes to
inefficient washing and sanitizing treatments in vegetables (Gullian-
Klanian and Sanchez-Solis, 2018; Querido et al., 2020). However,
these previous studies have focused on STEC and EHEC strains and
may have missed the presence of EXxPEC in these foods.

Some reports interpret the occurrence of ST131 strain in different
hosts such as companion and food animals or in different
environmental niches such as sewage and other aquatic
environments as overflow from its main niche (Melo et al., 2019;
Finn et al., 2020); in contrast, other studies report specialization in
ST131 strains depending on their origin, suggesting that they are
adapting to different niches. This raises complex questions about the
role of reservoirs in ST131 evolution and spread (Bonnet et al., 2021;
Denamur et al.,, 2021). The isolation of ST131 strains in foods such as
A23EC paves the ground for understanding the epidemiology and
evolutionary dynamics of ST131 through rigorous and systematic
monitoring using selected molecular markers.

In conclusion, our results add to previous knowledge about the
global dissemination of ST131 by confirming the emergence of a
distinct sublineage of subclade C2 (C2b), that has the potential to be
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highly pathogenic and that bears a transposon structure that has the
potential to facilitate the evolution of carbapenem resistance among
non-carbapenemase-producing enterobacterales (Shropshire et al,,
2021). The genetic content of virulence and resistance genes and
associated mobilization elements described here for the A23EC
strain, together with the plasticity of E. coli ST131 genome, suggests
that this ExPEC strain has the potential to evolve persistence in new
environments and to infect humans and/or animals through new
routes of transmission. These observations call for a more
comprehensive surveillance and monitoring system for ExPEC
strains in non-clinical settings.
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The World Health Organization (WHO) considers antimicrobial resistance to be one of the critical global public
health priorities to address. Escherichia coli is a commensal bacterium of the gut microbiota in humans and
animals; however, some strains cause infections and are resistant to antibiotics. One of the most common ways
of acquiring pathogenic E. coli strains is through food. This review analyzes multidrug-resistant E. coli isolated
from food, emphasizing Latin America and Mexico, and the mobile genetic elements (MGEs) responsible for
spreading antibiotic resistance determinants among bacteria in different environments and hosts. We conducted a
systematic search of the literature published from 2015 to 2022 in open access databases and electronic repositories.
The prevalence of 11 E. coli pathotypes was described, with diarrheagenic E. coli pathotypes being the most
frequently associated with foodborne illness in different Latin American countries, highlighting the presence of
different antibiotic resistance genes mostly carried by IncF-type plasmids or class 1 integrons. Although the global
incidence of foodborne illness is high, there have been few studies in Mexico and Latin America, which highlights
the need to generate updated epidemiological data from the “One Health” approach, which allows monitoring
of the multidrug-resistance phenomenon in E. coli from a common perspective in the interaction of human,
veterinary, and environmental health.

Key words: food, Escherichia coli, antimicrobial resistance, Mexico, Latin America

INTRODUCTION

Bacterial resistance to antibiotics has a serious impact on
public health, which is why the World Health Organization
(WHO) considers it one of the critical priorities to be addressed.
Foodborne illnesses are the set of diseases caused by the ingestion
of food and/or water containing ctiological agents in sufficient
quantities to affect the health of the consumer. These discases are
characterized by a wide variety of symptoms, such as diarrhea,
vomiting, abdominal pain, headache, nausea, and fever; in some
cases, there are severe complications, such as sepsis, meningitis,
miscarriage, hemolytic uremic syndrome, Reiter’s syndrome,
Guillain—Barré syndrome, or even death [ | ]. About 250 pathogens

have been described that aflect humans through contaminated
food and beverages. It is estimated that 420,000 people die
every year from consuming contaminated food and that 550
million people suffer from diarrheal diseases, of which 230,000
dic cach year |2]. The ctiology of foodborne discases is varied;
viruses, parasites, and bacteria may be involved, with the main
agents responsible for mortality being Norovirus, Campylobacter
spp, Salmonella enterica, Salmonella Typhi, Taenia solium,
Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens, Shigella sp,
Listeria monocytogenes, hepatitis A virus, and Escherichia coli
(mainly O157:17) [2]. The latter, being part of the intestinal
microbiota, is an important indicator of fecal contamination; its
detection in the environment is used to monitor the prevalence,
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types, and movement of resistance genes within and between
clinical, agricultural, food, community, and environmental settings
[3. 4]. It 1s estimated that 85% of infections caused by E. coli are
transmitted through food by the fecal-oral route, with cattle and
the products or by-products obtained from them being one of the
main reservoirs that contaminate food and the environment. This
contamination happens through the elimination of the pathogen in
their feces, spreading between animals by direct contact, through
drinking troughs, shared feed, contaminated grazing sites, or
other environmental sources [5].

This review aims to provide an update on the involvement of
E. coli pathotypes in the development of foodborne diseases as
well as the wide range of genetic mechanisms that the bacterium
uses to resist the effects of antimicrobials, highlighting the
potential for transfer of these determinants through mobile or
mobilizable genetic elements. The importance of approaching
this phenomenon from the “One Health” point of view, a current
approach promoted by the WHO to comprehensively address and
contain the spread of the disease, and containing the spread of
multidrug-resistant (MDR) bacteria in a comprehensive manner
is also discussed.

MATERIALS AND METHODS

A systematic search of the literature was carried out to identify
recent bibliographic citations reporting the association of E. coli
in the development of foodborne illness as well as the mechanisms
of resistance to antibiotics most frequently used to treat infections
caused by the bacterium. The search was initially performed in the
PubMed database, using the following keywords: “Escherichia
coli in foodborne diseases”, “Escherichia coli pathotypes and
foodborne diseases”, “Antimicrobial resistance in Escherichia
coli”, “Mechanisms of antibiotic resistance in Escherichia
coli”, “Horizontal genetic transference of resistance genes in
Escherichia coli”, and “Genetic elements carrying antimicrobial
resistance genes in kscherichia coli”. In order to obtain studies
reported in Mexico and Latin America, we also used the Google
Scholar search engine and the following keywords: “Foodborne
diseases in Mexico”, “ETA in Mexico”, “Foodborne discases
in Latin America”, “Foodborne diseases in Latin America”,
“Escherichia coli 1solated from food”, “Escherichia coli isolated
from food in Mexico”, “Escherichia coli isolated from food
in Latin America”, “Mechanisms of antibiotic resistance in
Escherichia coli”, and “Dissemination of antimicrobial resistance
in Escherichia coli”. A total of 220 articles were retrieved. The
articles were selected based on the following criteria: a) to
address epidemiological data on foodborne diseases and their
associations with E. coli, b) to describe virulence determinants
in diarrheagenic and extraintestinal pathotypes of E. coli, ¢) to
characterize . coli strains isolated from food, d) to determine
antibiotic resistance genes in enterobacteria and E. coli, and e)
to describe the mechanisms and elements of genetic material
transfer. This review did not generate data that had to be recorded
in repositories with an accession number.

RESULTS
A total of 95 articles and 4 electronic repositories from

educational and health institutions were included, which were
limited to a publication and/or update period from 2015 to 2022.

Pathotypes of E. coli associated with foodborne diseases in
Mexico and Latin America

Among the most frequent infections caused by E. coli are enteric
and diarrheal diseases. Foodborne diarrheagenic pathotypes
of E. coli produce virulence factors (VFs) encoded by several
important genes widely reported around the world (Table 1)
[6. 7]. The group of diarrheagenic pathotypes 1s composed of
enteropathogenic £. coli (EPEC), Shiga toxin-producing £. coli/
enterohemorrhagic £. coli (STEC/EHEC), enteroinvasive F.
coli (EIEC), enteroaggregative E. coli (EAEC), enterotoxigenic
E. coli (ETEC), and diffusely adherent £. coli (DAEC) [6, 8];
STEC, one of the most important pathogens causing foodborne
diseases, includes E. coli O157:H7. Serogroups other than
0157 (026, 045, 0103, O111, 0121, and O145) are known as
non-0157 STEC serogroups and are also related to foodborne
diseases. Transmission of an STEC causing infections occurs
mainly via the consumption or handling of contaminated food,
such as raw or undercooked minced meat products, raw milk,
raw vegetables, contaminated raw sprouted seeds, and contact
with infected animals [6, 9]. However, although the pathotypes
mentioned are highly related to foodborne diseases, there
are intestinal pathotypes that have shown severe intestinal
involvement, such as adherent-invasive E. coli (AIEC). AIEC is a
pathotype with particular importance in the last decades due to its
frequent presence in patients with Crohn’s disease and ulcerative
colitis, which are commonly referred to as inflammatory bowel
disease (IBD), and is a relevant pathotype because it is an
intestinal bacterium with severe clinical implications [ 10, 11].
Extraintestinal pathogenic E. coli (EXPEC) diseases can cause a
wide variety of infections at multiple anatomic sites. This group
includes uropathogenic £. coli (UPEC), neonatal meningitis £. coli
(NMEC), sepsis-associated E. coli (SEPEC), avian pathogenic .
coli (APEC), and a potentially emerging ExPEC lineage called
endometrial pathogenic £. coli (EnPEC) [12]. EXPEC possess
multiple virulence traits and genes (Supplementary Table 1)
[12—-15], which allow them to mvade and adapt to body sites
outside the gastrointestinal tract on any surface, such as food
products, especially raw meats [13]. The transmission capacity
of ExPEC strains is considered to be of great importance due to
the variety of diseases they cause. Neonatal meningitis caused
by NMEC strains is one of the most common infections, and it
contributes to a neonatal mortality rate of 10% and a morbidity
rate of 30% [14]. UPEC is one of the main causes of nosocomial
infections and community-acquired urinary tract infections [16].
In Mexico alone, 549,984 cases of urinary tract infections have
been reported so far in 2023 [17], with E. coli being the main
etiological agent. Although these infections are treatable, the
increase in MDR bacteria among ExPLC strains represents a
major challenge , as it implies an increase in health care costs and
leads to complications, drug treatment failures, as well as higher
morbidity and mortality rates [ 18].

In Latin America, at least 77 million people get ill each year
from consuming contaminated food, up to 9,000 people die each
year, and 10—17 cases per 100,000 are children under 5 years
of age who manifest hemorrhagic colitis or sporadic infection
with enterotoxin-producing /. coli. Although k. coli is generally
considered harmless to humans, certain pathogenic strains can
infect the intestinal area and cause severe disease [6]. Studies in
different Latin American countries (lable 2) [1, 7, 19-22] have
indicated differences in the prevalence of various pathotypes of
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E. coli. For example, in Colombia and Nicaragua, most of the
reported cases of diarrhea are associated with ETEC, while in
Argentina, Mexico, Brazil, Paraguay, and Peru, the most frequent
pathotype is EAEC; on the other hand, in Chile, Venezuela, and
Uruguay, the main associated pathotype 1s EPEC [23].

Mexico, like many developing countries, experiences a high
mncidence of foodbome diseases caused by diarrheagenic strains
of E. coli found in different foods. These strains show high
resistance to first-line antibiotics [22]. In 2017, the General
Director of Inocuidad Agroalimentaria, Acuicola y Pesquera
del Servicio Nacional de Sanidad ¢ Inocuidad y Calidad
Agroalimentaria (SENASICA) reported that 16,000 people die
every year due to foodborne diseases in the country [24]. In
Mexico, more than 120,000 cases of intestinal infectious discases

Table 1. Intestinal pathotypes of E. coli and their main virulence factors

have been reported [25], with diarrheal diseases being the second
most common cause of morbidity in children under five years of
age, with a mortality rate of 27.78 per 100,000 in children under
one year of age and 3.47 per 100,000 in children between one and
four years of age [26]. E. coli infections are mainly transmitted
through food, such as undercooked ground meat, raw milk, salads,
leeks, raw potatoes, vegetables, fruits, and other foods [6] often
associated with poor hygienic conditions. According to the WHO
list of priority antibiotic resistant pathogens published in 2017, E.
coli resistant to carbapenems and 3rd generation cephalosporins,
as well as extended-spectrum beta-lactamase (ESBL) producers,
is among the pathogens of critical priority or first attention, as it
has acquired resistance to a high number of antibiotics and can
cause severe and often lethal infections [9].

Pathotype Clinical symptoms Host Virulence factor Virulence gene Location  References
EHEC/  Non-bloody diarrhea, Ruminants (bovine), Shiga toxin stxl, stx2 Phage [6, 71
STEC abdominal pain, fever and adults, children Intimin eae Locus LEE
vomiting Enterohemolysin E-hly(ehxA) Plasmid
EAEC Watery diarrhea with Adults, children, travelers AATF/I-V (Fimbriae) aggA, aafd, agg34-5A Plasmid/ [6, 71
bloodless mucus to developing countries  Transcriptional Activator aggR Chromosome
Pet (protease SPATE) pet
EASTI1 astA
Mucinase pic
EPEC Acute diarrhea, abdominal Children <5 years old, Bundlin bfpA Plasmid [6, 7]
pain, vomiting and fever adults with high inoculums Intimin eae Locus LEE
Enterohemolysin E-hly(ehxA) Plasmid
ETEC Acute watery diarrhea Children <5 Heat-stable toxin est Plasmid/ 16]
years old, adults, Heat-labile toxin elt Chromosome
immunocompromised, EAST1 asta
travelers
EIEC Dysentery Children <5 Invasin A invA Plasmid INV [6]
Watery diarrhea years old, adults, Antigen H ipaH
immunocompromised,
travelers
DAEC Watery diarrhea without blood Humans Adhesin F1845 daaC Plasmid/ [6,7]
Chromosome

EIEC: enterohemorrhagic E. coli; STEC: Shiga toxin-producing E. coli; EAEC: enteroaggregative E. coli; EPEC: enteropathogenic E. coli; ETEC: entero-
toxigenic E. coli; EIEC: enteroinvasive E. coli; DAEC: diflusely adherent E. coli.

Table 2. Reports of foodborne E. coli in Latin American countries

Country Finding References

Argentina The STEC pathotype is endemic in Argentina with a prevalence of approximately 500 cases per year and an incidence [19]
of 12 to 14 cases per 100,000 in children under five years of age. ’

Colombia Total prevalence of E. coli of 36.8% (28/76): Meats: 42% (16/38 samples) where 1/16 are STEC and vegetables 31% o
(12/38 samples) where 1/12 are STEC and 1/12 are EAEC.

Paraguay The frequency of pathotypes in pediatric patients is: 34% ETEC, 22% EAEC, 23% EPEC, 15% EIEC, 4% STEC and 3 [20]
2% ETEC/EAEC, 0.5% ETEC/EAEC/EIEC. =

Peru In 3,284 E. coli strains isolated from pediatric patients in eight previous studies atypical EPEC (54/74, 73%) was the 21]
most frequent pathotype. =

Venezuela The frequency of diarrheogenic E. coli is 18.9%, with EPEC being the most frequently isolated pathotype, followed by 7]
ETEC and EIEC, while EAEC strains are in last place.

CostaRica  The prevalence of diarrheogenic E. coli is 8.4% corresponding to EPEC. [21]

Mexico The frequency of diarrheogenic strains was 23%; EAEC was the most commonly isolated category, followed by EPEC (22

and ETEC (12.2%, 5.1% and 4.3%, respectively).

STEC: Shiga toxin-producing E. coli; ETEC: enterotoxigenic E. coli; EAEC: enteroaggregative E. coli; EPEC: enteropathogenic E. coli; EIEC: enteroinva-

sive E. coli; STEC: Shiga toxin-producing E. coli.
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E. coli genome and genetic plasticity

The complete genome of E. coli ranges [rom 4.6 to 5.9 million
base pairs and contains 4,200 to 5,500 genes. The enormous
plasticity of its genome has allowed it to adapt to diverse
ecological niches, the intestinal environment, and extraintestinal
body sites, reflecting the great genetic diversity within the species
and causing a wide spectrum of diseases. Unlike other organisms,
E. coli has mechanisms to improve its gene pool, such as a)
changes in the nucleotide sequence of the genome (mutations),
b) genome remodeling through recombination, and ¢) acquisition
of exogenous genes through horizontal gene transfer (HGT). In
addition, it is estimated that 10—~16% of the E. coli chromosome
arose through HGT events, greatly facilitating its genetic
flexibility and providing accessory genctic elements, such as
those for antibiotic resistance or VFs [27, 28].

Due to the ability that E. coli possesses to exchange genetic
material with other bacterial species, it has become an ideal
candidate for the study of resistance gene reservoirs in distinct
niches [3]. Most E. coli strains enter environments and ecosystems
through anthropogenic activities, discharge from livestock and
poultry production, hospital and municipal wastewater, or direct
contact with livestock, poultry, food-producing animals, and
this consequently facilitates the transfer of resistance from non-
pathogenic to pathogenic strains in the same environment [4, 5],
which makes community and sanitary infections caused by £. coli
of greater concern and importance than toxigenic and diarrheal
strains with high mortalities in various populations around the
world [3].

Study of the easy adaptation, environmental changes, and
genomic diversity that characterize E. coli requires the analysis
of its genetic environment and the MGEs associated with VEs
and antibiotic resistance genes, which could provide helpful
information at the epidemiological and medical levels [4].

DISCUSSION

Antimicrobial resistance in E. coli isolated from food in Mexico
and Latin America

In recent years, interest in antimicrobial resistance in £. coli
isolated from food in Mexico and Latin America has increased
not only because of the presence of pathogenic E. coli in food
but also because of commensal strains with multidrug resistance
worldwide. These commensal strains can act as reservoirs
of resistance genes that can be shared with other resident or
pathogenic microorganisms in mixed infections and contribute to
treatment failure, highlighting the need to implement monitoring
and control strategies for these threats |7, 29].

The high frequency of antibiotic-resistant E. coli in food,
clinical, community, and environmental settings worldwide has
been mainly attributed to the excessive and inappropriate use
of antibiotics in human and veterinary medicine. Despite the
strategies implemented for the prudent use of antimicrobials,
both in livestock production and in the clinical area, for many
years, the percentages of MDR bacteria have remained high,
representing a constant therapeutic challenge [3. 30, 31].
Furthermore, the appearance of MDR . coli with high virulence
potential is alarming given the risk it represents for human health
through the food chain. The increasing evidence of antibiotic
resistance genes in diarrheagenic strains (Supplementary Table 2)
[32-38] and ExPEC has seriously complicated the treatment of

infections, since the presence of resistance genes in MGLs
increases the possibility of spreading antibiotic resistance among
STEC bacteria and other bacteria associated with foodborne
diseases but also minimizes the possible therapeutic options for
human infections [39, 40]. In Mexico, a high rate of resistance
to quinolones has been observed in clinical, environmental,
diarrheagenic, and pediatric isolates. Multidrug resistance has
even been found in UPEC; however, the lack of suflicient data on
the virulence spectrum and isolates from community and hospital
infections makes infection control and management difficult [ 16].
Even so, unlike reports on clinical isolates and although the global
incidences of foodborne diseases are high, there are few studies
on food in Mexico and Latin America, which demonstrates the
importance of generating updated data in order to provide useful
information to maximize the potential impact of food-borne
infections.

Mechanisms of antibiotic resistance in E. coli

Pathogenic strains of E. coli can harbor VFs and antibiotic
resistance genes in the same MGEs facilitating their
dissemination among isolates, as well as commensal strains
that promote the evolution of resistance to different antibiotic
families and eventually act as a gene reservoir conferring a
high prevalence of resistance genes among foodborne zoonotic
pathogens [30, 39, 40]. Pathogenic strains recovered from food
and cases of diarrhea and food poisoning come to possess high
rates of resistance to groups of commonly used antibiotics, such
as quinolones, aminoglycosides, macrolides, cephalosporins,
sulfonamides, fluoroquinolones, and tetracycline, with the genes
qnr, dfrdl, blagyy, blatpy.y, blacrxa, tetA, tetB, aac (6)-1b,
sul, cat-1, cmlA, and aadAl being the most commonly found in
diarrheagenic strains, food, water, and some livestock animals,
which is why resistance to antibiotics used in animals can be
transmissible to humans through contact with or consumption of
animal products [32-36].

In Latin America, resistance to beta-lactams is the most reported
resistance mechanism, followed by resistance to quinolones [41].
Several studies have shown the presence of ESBL-producing E.
coli in food sources such as meat and dairy products [38], as well
as P-lactamase AmpC in beef and pork [33, 34]. Although the
most commonly found beta-lactamases in E. coli are TEM, SHV,
CTX-M, OXA, and NDM [42], studies in Latin America show
a high persistence of the blargy; gene in diarrheagenic strains
(Supplementary Table 2). However, genes such as blacyry, blagyyy,
blagx s, blacrx . blaypy, and blarpy; have been 1dentified in
strains isolated from meat for human consumption and the feces
of animals and encoded in different mobilizable genetic elements
(Tables 3 and 4) [34, 43-62]. As mentioned above, resistance to
quinolones is the second most reported resistance mechanism
in Latin America, with aac(6’)-Ib-cr and gnr genes being the
most frequently found [41]. However, genes belonging to the
chromosomal resistance mechanism, such as gyr4 and parC [36],
have also been identified in diarrheagenic strains isolated from
meat or animals (Supplementary Table 2 and Table 3).

Mechanisms of resistance to antibiotics of last therapeutic resort

Other resistance mechanisms that have been described in
E. coli isolates include resistance to fosfomycin caused by
mutations in genes of the glpT o uhpA/T transporters [42] and
by the inactivation of fosfomycin by fosfomycin-modifying
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Table 3. Plasmids related to antimicrobial resistance of E. coli reported in Latin American countries

Plasmid Gene that disseminates Sample origin Study country ~ References
IncF blacyyy, blagyy, blagxa-1aike Placrxm tetA, tetB, aac(6')-1b, sul2, sul3, Pig feces and soil Brazil [43, 44]
aadA, cmld, qepA, dfi2 Human Argentina
IncFII blacrx s blanpn. Human Mexico [45]
IncX1 blacrx.n sul3, gnrB, dfirAl12, cmiAl Poultry cloacal swabs Cuba [46]
IncFIA blacry s, blacmy, blagpy, blagxa. ke 1etA, tefB, aac(6))-1b, aadA,  Pig feces and soil Brazil [44, 47]
sull, sul2, sul3, floR, cmiA Clinical isolate Mexico
IncFIB blatpyg.y mer-1, floR, aac(6)-1b-cr, aadAl, aadAs, tetA, tefB, cat, gnr;  Clinical isolate Colombia [47, 48]
dfrA, sull, sul2, strd, strB, blacrx..is, blaspy.iz Mexico
Incll blacrxveaa, Dlatene Clinical isolate Uruguay [43, 49]
Chicken, beef and pork meat Brazil
IncR blacrx., qnrs, tetA, dfirAl4, gyrd, parC, strB Poultry cloacal swabs Cuba [46]
Incl2 mer-1.5 Human Argentina (431
IncHI2 blacrx o, blagpy sull, aac(6')-1b-cr; tetA, tefB, gnrB, dfrA12, gyrA, Chicken meat Brazil [43, 46]
parC Poultry cloacal swabs Cuba
IncX2 qnrB19, tetA Chicken Paraguay [50]
IncA/C  blacyys Cattle, pig, turkey, human, Chile [43, 51]
blaxpy horse Honduras
Colombia
IncN blacny, blasyy, blagxa--ike tetA, tefB, aadA, sul2, qnrB10, aac(6')- Pig feces and soil Brazil [43. 44]
Ib-cr Human Argentina
IncX4 mer-1 Chicken meat Brazil [52]
Human
Food
ColE-Like gnrB19 Tuman Peru [43]
Bolivia

enzymes such as FosA, FosB, FosC, or FosL. The fos4 gene
and its different subtypes have been found to be associated with
plasmids in strains of /. coli and the Enterobacteriaceae family,
with the fos4 gene being the most commonly found in human and
food-producing animal isolates [63].

In addition to fosfomycin resistance, the clinical efficacy
of colistin, an antibiotic used as a last resort in the treatment
of multidrug-resistant infections, was compromised by the
emergence of the plasmid-mediated gene family expressing
colistin resistance, comprising the mcr-1 to mcr-9 genes, in the
last 4 years [64]. The most worrying characteristics of the mer
genes are their localization in transferable plasmids, because these
plasmids facilitate their dissemination by conjugation between
different bacterial species, and their constant co-localization with
genes encoding ESBL and plasmid AmpC [48, 65]. Currently, the
mcr-1 gene has been identified in E. coli isolates in humans and
in various foods of animal origin, including meat from chickens,
pigs, piglets, cattle, calves, and turkeys [42].

In Latin America, the mcr-1, mer-3 and mer-5 genes have been
reported in strains isolated from animals, food, and humans, in
contrast to other countries, with the mcr-2, mer-3, mer-4, mer-5
genes having been reported in Asian and European countries and
the mer-9 gene having been reported in the USA [66].

Genetic elements involved in the mobilization of resistance
genes

As mentioned above, HGT involves the mobilization of
genetic elements between bacteria in response to the stress of
rapid bacterial adaptation. HGT is one of the main mechanisms
responsible for the acquisition of resistance genes and an important

factor in bacterial evolution. Elements such as transposons
and integrons are involved in intracellular mobility between
chromosomes and replicons, while plasmids, bacteriophages,
or integrative conjugative elements (ICE) are involved in
intercellular gene exchange. According to Latin American
reports, plasmids, integrons, transposons, and insertion sequences
(ISs) are the main genetic mobilization elements observed in E.
coli (Tables 3 and 4). Studies done in other non-Latin American
countries (mainly Luropean) also show a wide distribution of
resistance determinants in foodborne E. coli around the world
(Supplementary Table 3) [3. 4, 50. 53, 63, 65, 67-93].

Plasmids

With a determinant role in the dissemination of antibiotic
resistance, plasmids have the capacity to be transmitted
horizontally in an autonomous way or can be mobilized.
Besides being dispensable when they no longer possess
genes indispensable for their host, plasmids that confer multi-
resistance are normally large (>50 Kb) and conjugative and
possess mechanisms that control the number of plasmid copies,
regulating their replication rate [43]. The identification of plasmid
characteristics provides important knowledge for understanding
the contribution and acquisition of new resistance genes through
MGE:s as well as their ability to replicate in a wide range of
hosts, making them perfect vectors for the propagation of MDR
bacteria. Currently, £. coli strains carrying multidrug resistance
plasmids are one of the most critical and worrisome antibiotic
resistance problems, as they encode resistance to -lactams,
quinolones, aminoglycosides, tetracyclines, sulfonamides, and
many other classes of drugs, causing ineffective treatments [28].
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Table 4. Integrons, transposons, and insertion sequences associated to antimicrobial resistance genes in E. coli reported in Latin American countries

Genetic element

Rearrangement of genes that disseminate

Sample origin Study country  References

Integrons
Class 1 and 2 aacA4-catB3-dfrAl, aadAl, dfrAl, aadB, aacC, dfrA17 Chicken Mexico [53, 54]
Clinical 1solate
Class 1 and 2 dfrd12-orfl-aadA28, dfrA17-aadAS, dfrA29, aadA7, aadA29, dfrA12-  Canine isolates Brazil [55]
orfF-aadA2-cmlA-aadAl, dfrAl-sat2-aadA30
Class 1 and 2 catl, dfrAl, blatpy, tetA, tefB, aac(6)-Ib Cattle and swine Chile [34]
Class 1 dfrA17, aadAS, sull, sul2, sul3 Clinical isolate Uruguay [56]
Class 1 aadAlb, aadA2, aadAllcA, dfiB3-aadAldi-catB2-aad A6k Biopurification Argentina [53]
‘Transposons
Tn6242 sull, mphA, mphR Clinical isolate Mexico [47]
Tn6652 blactxzaa blatpa Clinical isolate Uruguay [49]
Tn5387 qnrB19 Human Peru [43]
Bolivia
Tn3000 blaxpy ND Brazil [51]
Tn4401 blagpc Clinical isolate Argentina, Chile [51.57. 58]
Brazil
Tn/25 and Tn3393  blaypy., ND Colombia 51]
Tn3 mcr -3.3 Horse Brazil [59]
Insertion sequences
1S4pl1-1S30 mer-1 Clinical isolate Colombia [60]
Wild Animal Argentina
Production Animals Mexico
Human Bolivia
IS1 ND Human Argentina [61]
Colombia
1S26 ND Human Argentina [61,62]
blacyxass Plactxais Public wastewater Brazil
treatment plants
ISEcpl1-IS10 blacrya1a Clinical isolate Uruguay [49]

ND: Not described.

Among the most frequently reported plasmids in E. coli of food
origin are IncFIl, IncFIB, and Incll isolated from animals for
human consumption, such as chickens and pigs [94]. However,
studies in Latin America have reported a great diversity of
plasmid groups, such as Incll, IncFIB, IncFIA, IncFIC, IncHI2,
IncQ1, IncFII, IncN, IncR, IncX1, IncX4, IncA/C, IncK, IncP,
IncHI1, IncI2, IncColE, and IncY, isolated from food, production
animals, pork, chicken meat, and raw vegetables [52, 63].

Integrons

Gene dissemination can also be regulated by integrons
capable of integrating and expressing antibiotic resistance
genes. Due to variations in the amino acid sequences of their
integrases, there are five classes of “mobile” integrons associated
with antibiotic resistance: class 1, class 2, class 3, class 4, and
class 5 integrons [95]. Class 1 and 2 integrons are frequently
detected and well characterized among bacteria belonging to the
Enterobacteriaceae family, including E. coli, with the first three
classes of integrons being the most involved in the acquisition
of the MDR phenotype [96]. Class 1 and 2 integrons have been
found in plasmids and transposons, and class 3 integrons have
only been found in plasmids and have generally been recovered
from clinical contexts; on the other hand, class 4 integrons, or
“superintegrons”, and class 5 integrons have minor roles in
antibiotic resistance [95].

Studies in different countries around the world have found
the presence of integrons in foods such as raw meats, seafood
products, fresh vegetables, and fresh fruits, indicating the presence
of class 1 integrons as one of the most abundant in strains of E.
coli isolated from food products. Class 1 and 2 integrons have
been identified in research in the livestock sector and on poultry
farms, and class 1, 2, and 3 integrons have been identified in
poultry, fruits and vegetables, with the dfi4] and aadAl genes
being the most reported in food products [53].

In Latin America, class 1 and 2 integrons have been reported
(lable 4) with various origins. In Mexico, food of animal origin
and fecal samples from domestic animals, humans, and wild
animals have been shown to be potential sources of class 1 and
2 integrons [53, 97-99]. In Argentina, class 1 integrons have
been identified in STEC strains isolated from food, animals, and
the agricultural environment [32], and in Chile, class 1 and 2
integrons have been identified in strains of porcine origin [34].

Transposons

Just as plasmids play an important role in the mobilization of
genes between cells, transposons, or “jumping genes”, are one of
the main mobile elements of dissemination due to their ability to
change position within a genome and cause insertional mutations,
duplications, and rearrangements in the genome [95].

Because of their self-recombination system, transposons can
transfer from one plasmid to other plasmids or from a DNA
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chromosome to a plasmid and vice versa, causing great variability
and giving them the ability to eflficiently spread resistance/
virulence genes between species, regardless of their level of
genetic relatedness [28, 84].

Although most of the reported transposons are of clinical
origin, their incidence and spread are potentially dangerous for
future or current transmission in food, and this has not yet been
sufficiently studied.

Insertion sequences

The insertion sequences are the simplest transposon elements
found in prokaryotes, capable of being transposed independently
in an organism [90], and play an important role in the evolution
and dissemination of antimicrobial resistance genes [60].
However, like transposons, they can be found in chromosomes
or plasmids, in addition to having complete or partial promoters,
which are frequently located at the ends, allowing them to
increase the expression of neighboring genes [51].

The precise search for these elements in different countries
showed with greater frequency sequences such as 1S26 and
ISEcpl in both Latin American and non-Latin American countries
(lable 4 and Supplementary Table 3), related to different origins,
but being significant for the prevalence and perspectives formed
in each study, giving greater openness to the investigation of
clements related to IS, and genes involved with these.

E. coli is one of the bacteria most commonly associated with
foodborne diseases due to the ease of contamination of food
when harvested or handled under minimal hygienic conditions,
as well as the intrinsic capacity of the bacterium to persist and
acquire virulence determinants that allow it to cause damage
to susceptible hosts. In addition, it has been shown that £. coli
pathotypes present high rates of resistance to antibiotics, which
limits the therapeutic options to treat infections. In this review,
studies reported in the last six years were analyzed to investigate
the participation of £. coli in the development of foodborne
diseases in Mexico and Latin America. IFurthermore, this review
concentrated on the contents of genes involved in resistance to
different families of antibiotics used in the clinic, with special
emphasis on describing those harbored in MGLs such as
plasmids, integrons, transposons, and insertion sequences, which
facilitate the dissemination of genes among strains of E. coli and
other enterobacteria.

Although the global incidence of foodborne diseases is high,
few studies have been carried out in Mexico and Latin America,
highlighting the need to generate updated and comprehensive
epidemiological data with a “One Health” approach to monitor the
phenomenon of resistance in E. coli from a common perspective
in the interaction of human, veterinary, and environmental health
in order to provide more information and minimize the impacts of
foodborne infections caused by MDR E. coli. Finally, it is hoped
that this literature review will contribute to a better understanding
of the current situation regarding the prevalence of antimicrobial
resistant /2. coli strains in food and their potential risk to human,
veterinary, and environmental health.
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