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Resumen

El tracto urinario (TU) es un sistema que permite recolectar, transportar, almacenar y eliminar la
orina. Se divide en dos compartimentos: superior (rifiones, y uréteres) e inferior (vejiga y uretra). Una
infeccion de tracto urinario (ITU) se define como la colonizacion bacteriana o flngica del TU, en
cualquiera de sus compartimientos. Se clasifica en no complicadas, cuando afecta a individuos
clinicamente sanos sin anomalias en el TU, y complicadas, cuando afecta a personas con algun tipo
de afeccion o anomalia que comprometa sus vias urinarias o0 su sistema inmunoldgico. El principal
agente etiologico de las ITU es Escherichia coli, responsable del 65% de las complicadas y del 75%
de las no complicadas. En México, las ITUs son la tercera enfermedad infecciosa con mayor
morbilidad, donde las mujeres, son la poblacién mas susceptible. Esto debido a que una de cada dos
mujeres a lo largo de su vida, llegan a presentarlas. Las cepas de E. coli se clasifican en comensales
y patdgenas, y las patdgenas se subdividen dependiendo del sitio de colonizacion y afeccion. Si se
encuentra en sistema gastrointestinal se denomina Escherichia coli diarreagénica (DEC), pero si es
fuera de este recibe el nombre de Escherichia coli patégena extraintestinal (EXPEC). No obstante,
hay cepas que llegan a presentar las caracteristicas de ambos patotipos, estas reciben el nombre de
cepas patdgenas hibridas, consideradas mas patdgenas debido a que posee factores de virulencia de
diferentes patotipos.

El objetivo de este estudio fue determinar por PCR los genes involucrados en la biogénesis de las
adhesinas fimbriales F1C (focH) y fimbria S (sfaC), y de la adhesina no fimbrial TosA (tosA), asi
como genes caracteristicos de DECs: EPEC (bfpA y espF); EHEC (stx1A, stx2A y espF); ETEC (ItA
y eltB); y EAEC (aggR y aaiG), para identificar patotipos hibridos en 51 cepas UPEC aisladas de
mujeres que cursaron con ITU, provenientes del ISSSTEP. No obstante, también se realiz6 una
busqueda bioinformatica de los genes de las adhesinas en los ensambles de 9 secuencias de cepas
UPEC aisladas de diferentes individuos los cuales fueron comprobados por PCR. EI DNA gendémico
se extrajo mediante lisis alcalina y el plasmidico por Quick-Prep. Para identificacién del patotipo
EHEC se disefiaron oligonucledtidos para la amplificar los genes stx1A y stx2A. Asi mismo se
disefiaron oligonucledtidos para poder diferenciar entre las PAl-.ee de EPEC y EHEC, mediante la
amplificacién de espF. Se estandarizaron las condiciones de temperatura, tiempo, ciclos vy
concentraciones en las PCR individuales (focH, sfaC y tosA) y multiples (cromosémica, plasmidica
y espF). Ninguna de las cepas provenientes del ISSSTEP presentaron focH, sfaC y tosA. Sin embargo,
estos genes se encontraron en 4 de las cepas secuenciadas, encontrando a tosA en el 100% (4/4 cepas),
sfaC en el 75% (3/4 cepas) y focH en el 50% (2/4 cepas). Por otro lado, se encontro la presencia de
11 cepas positivas a genes DEC: 2 amplificaron aaiG (componente del T6SS-3) y 8 amplificaron
espF para el patotipo EHEC.

Se concluyé que la ausencia de los genes involucrados en la biogénesis de las adhesinas F1C, Sy
TosA, podria deberse a que las cepas estudiadas presentan genes que codifican otras adhesinas. No
obstante, en cuatro de las nueve cepas secuenciadas estudiadas, en donde, tres fueron obtenidas de
pacientes pediatricos, se reporto la presencia de los genes de adhesinas, lo cual, podria sefialar que
tienen una mayor importancia o que las condiciones en dichos pacientes permiten su adquisicion. Asi
mismo, se encontraron cepas patdgenas hibridas, debido a que amplificaron genes especificos de
EAEC y PAI- e de EHEC, en ambos casos, dichos genes se encuentran en PAls, por lo que su
adquisicion se produjo mediante la transferencia horizontal de genes, pudiéndose llevar en el tracto
gastrointestinal, ya que funciona como un importante reservorio.
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1. Introduccion

1.1. Tracto urinario

El tracto urinario (TU) tiene como funcion recolectar, transportar, almacenar y eliminar la
orina, la cual estd compuesta por productos metabdlicos excretados y residuos generados en
los rifiones. ElI TU se compone de extremo proximal a distal, por dos rifiones, dos uréteres,
una vejiga y una uretra, en donde cada uno desempefia un papel fundamental para la

homeostasis del sistema (Tamadonfar, et al., 2019).

El TU se divide en compartimento superior conformado por los rifiones, encargados de filtrar
la sangre con el fin de producir la orina y por los uréteres, encargados de transportar la orina
producida de los rifiones a la vejiga; y por el compartimento inferior que comprende la vejiga,
organo hueco y distensible que permite almacenar la orina, y la uretra, conducto por el cual
se elimina la orina. La superficie luminal del tracto urinario inferior (vejiga y uretra proximal
0 prostatica en hombres), esta revestida por el uroepitelio, el cual es un epitelio especializado
de transicidn recubierto por una fina capa de glicosaminoglicanos (GAG) que funciona como
barrera de permeabilidad que acomoda el flujo y volumen de la orina. Asi mismo, impide el
intercambio no regulado de productos metabolicos entre la sangre y la orina.
Superficialmente estd compuesto por una capa de células multinucleadas y altamente
diferenciadas, denominadas “células sombrilla” que contienen a la proteina transmembranal
uroplaquina, la cual es fundamental en el mantenimiento de la barrera de permeabilidad. Las
capas intermedia y basal son méas pequefias y presentan células menos diferenciadas,
incluyendo células madre necesarias para la generacion de las células sombrilla (Neugent, et
al., 2020; Tamadonfar, et al., 2019).

El TU es considerado relativamente estéril pues a pesar de que alrededor de la uretra viven
bacterias que llegan a colonizar la vejiga, se eliminan durante la miccién. No obstante,
actualmente hay evidencia de una microbiota urinaria, comunidad que es dificil de estudiar.
En ausencia de una infeccion de tracto urinario (ITU) el microbioma urinario presenta una
biomasa baja entre <100 y <10° UFC /mililitro de orina (Tamadonfar, et al., 2019; Rowe &
Juthani-Mehta, 2013).
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1.2. Infeccion de tracto urinario (ITU).

Una ITU se define en términos generales como la colonizacion bacteriana del sistema
urinario, ya sea del compartimento inferior y/o del superior de una persona susceptible. La
ITU se clasifica clinicamente en no complicada, cuando afecta a personas clinicamente sanas
y sin alguna anomalia estructural o neurolégica del TU, y complicada, cuando se presenta en
personas que tienen algun factor que compromete sus vias urinarias o su sistema
inmunologico. Mayoritariamente la ITU no complicada se manifiesta como infeccion del
tracto urinario inferior: infeccion e inflamacion de la uretra (uretritis) o de la vejiga urinaria
(cistitis). Es una infeccion que no presenta fracaso terapéutico ni mala evolucion. (Flores-
Mireles, et al., 2019; Tamadonfar, et al., 2019). Sin embargo, una ITU complicada es aquella
que se presenta en pacientes inmunodeprimidos, hombres y embarazadas, estan asociadas
con fiebre, sepsis, obstruccion urinaria, catéteres o que afecten a los rifiones. Es unainfeccion
con alta probabilidad de fracaso durante el tratamiento, por ello, requieren tratamientos mas
prolongados, antibidticos alternativos y, en ocasiones, evaluaciones diagndsticas adicionales
para garantizar un tratamiento eficaz (Tamadonfar, et al., 2019; Sabih, et al., 2024).

1.2.1. Etiologia

Aproximadamente en el 75% de las ITU se aisla un Unico patdgeno bacteriano, en el 20%
dos especies coinfectantes y alrededor del 5% es causada por tres especies. Son causadas por
bacterias Gram positivas y Gram negativas, asi como por determinados hongos. Escherichia
coli uropatégena (UPEC) es el agente causal principal de las ITU complicadas y no
complicadas, aislandose en un 65% y 75% respectivamente. En el caso de las ITU
complicadas también pueden ser causadas por orden de frecuencia a: Enterococcus spp.,
Klebsiella pneumoniae, Candida spp., Staphylococcus aureus, entre otros. Por su parte en las
no complicadas encontramos a Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus saprophyticus,

Enterococcus spp. y otros (Tabla 1) (Olin & Bartges, 2015; Flores-Mireles, et al., 2015).

Tabla 1. Etiologia de las ITU

Clasificacion Pat6geno ITU complicadas ITU no complicadas
Escherichia coli 65% 75%

Gram negativos i i
Klebsiella pneumoniae 8% 6%
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Proteus mirabilis 2% 2%

Pseudomonas aeruginosa 2% 1%
Enterococcus spp. 11% 5%
Staphylococcus
. 0% 6%
Gram positivos saprophyticus
Staphylococcus aureus 3% 1%
Streptococcus grupo B 2% 3%
Hongos Candida spp. 7% 1%

Flores-Mireles, et al., 2015.
1.2.2. Epidemiologia

En el mundo, anualmente se reportan mas de 150 millones de personas que presentan una
ITU, generando una carga econdmica de alrededor de 6,000 millones de délares. Mas del
50% de la poblacion femenina y, por lo menos, el 12% de la poblacién masculina sufren un
episodio de ITU a lo largo de su vida. En Estados Unidos de América (EUA) las ITUs son
las infecciones ambulatorias mas habituales, reportando 250,000 casos de pielonefritis
anuales, siendo la poblacion femenina la mas afectada, en donde las mujeres de 18-49 afios,
presentan una incidencia de 28 casos por cada 10,000 mujeres requiriendo hospitalizacion en
el 7% de los casos (Foxman, 2014; Medina, et al., 2019).

En México, las ITU son la tercera enfermedad infecciosa con mayor morbilidad, solo por
detras de las infecciones respiratorias agudas y las gastrointestinales y por encima de las
infecciones por COVID-19. Con base en datos del Boletin Epidemiolégico emitido por el
Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica (SINAVE), en México se reportan mas de
2,000,000 de casos nuevos de ITU por afio. Hasta la semana 12 del 2025 (16 al 22 de marzo),
se han reportado 725,855 casos (Figura 1) (SINAVE, 2025).
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Figura 1. Casos nuevos de enfermedades infecciosas de vigilancia convencional.
Casos nuevos reportados de las tres principales enfermedades infecciosas en México por el Boletin Epidemiolégico
del afio 2019 a la semana 12 del 2025 (datos obtenidos de SINAVE, 2025).

Una de cada dos mujeres a lo largo de su vida llegan a presentar ITU. En mujeres adultas,
del 50-60%, presentaran al menos una ITU. Esté riesgo en mujeres, aumenta con la edad,
exceptuando las mujeres jovenes de entre 14 y 24 afios, en donde se presenta un pico de
incidencia. En mujeres mayores de 65 afios la prevalencia es de aproximadamente el 20%,
en contraste con aproximadamente el 11% en la poblacion general (Foxman, 2014; Medina,
etal., 2019).

Los casos de ITU en poblacion femenina mexicana representa méas del 70% de todos los
casos nuevos reportados en el Boletin Epidemioldgico. Hasta la semana 12 del 2025 se han
reportado 559,353 casos en mujeres y 166,502 en hombres, representando el 77.0% y 23.0%,
respectivamente, del total de casos (Figura 2) (SINAVE, 2025).
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Figura 2. Infeccion de vias urinarias en México.
Casos nuevos de ITU en México agrupados por sexo, reportados por el Boletin Epidemioldgico del afio 2019 a la
semana 12 del 2025 (datos obtenidos de SINAVE, 2025).

1.2.3. Factores de riesgo en poblacién femenina

Las mujeres, en comparacion con los hombres, son méas vulnerables a las ITU debido a
factores de anatémicos (la longitud de la uretra femenina es de 3.8 cm mientras que en los
hombres es de aprox. 20cm), edad, conductuales, genéticos, y aquellos relacionados con el
embarazo y el sondaje urinario (Figura 3). Todos estos factores contribuyen a que las
mujeres sean mas propensas a una ITU recurrente (ITUr), la cual se define como la aparicion
de mas de dos episodios sintomaticos en un lapso de 6 meses 0 méas de tres episodios

sintomaticos en un plazo de 12 meses (Storme, et al., 2019; Kaur & Kaur, 2020).

Los hombres son mas resistentes a las ITU, pues anatomicamente la uretra es mas larga que
en las mujeres, le permite la eliminacion de los uropatdgenos por medio de la expulsion de
la orina antes de que lleguen a la vejiga. Ademas, en las mujeres hay menor distancia entre
el orificio uretral y anal, asi como con la cavidad vaginal, lo que facilita el desplazamiento

de las bacterias que se encuentran en el intestino, la zona periuretral y la cavidad vaginal
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hacia el tracto urinario. Asi mismo presentan mas zonas humedas en la periuretra donde

crecen bacterias (Foxman, 2014; Kaur & Kaur, 2020).

Factores especificos Factores relacionados
de la edad con el embarazo
o - _ ~ e ™
(] - Modificacion de la - Aumento de la
microbiota vaginal. progesterona. (.
- Disminucion de la - Peristaltismo lento.
lubricacion en la region - Crecimiento uterino. (
—_— ) ~ vaginal. - Desplazamiento de la
- Incontinencia urinaria. vejiga.
- Aumento del volumen de - Aumento del volumen
orina residual posmiccional, de orina residual

- Uretra mas corta - Sondaje urinario

- Fenotipos no secretores y
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Lewis.

- Mutacion en proteinas
involucradas en la respuesta
inmune (¢j. HSPAI1B,
CXCRI1, TLR2, TLR4,
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lavado perineal.
- Uso de anticonceptivos.
- Relaciones sexuales.
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g Factores genéticos
comportamiento

Figura 3. Factores de riesgo en poblacién femenina.

La poblacion femenina es mas susceptible a las ITU debido a diferentes factores de riesgo asociados a la edad, el
embarazo, el comportamiento, la genética, la anatomia o el sondaje urinario. Elaboracién propia, creado en
https://BioRender.com.

1.3. Escherichia coli

En 1885, el microbidlogo y pediatra aleman Theodor Escherich, estudia el papel de los
microorganismos intestinales infantiles en la digestiéon y la enfermedad, durante uno de sus
analisis aisla en heces de lactantes una bacteria de crecimiento rapido a la que llama
Bacterium coli commune que afios después recibe oficialmente el nombre de su descubridor:
Escherichia coli. Se cataloga como el agente causal de la diarrea infantil (Riley, 2020;
Geurtsen, et al., 2022). Es un bacilo Gram-negativo anaerobio facultativo perteneciente al
género Escherichia de la familia Enterobacteriaceae. Tras el nacimiento coloniza el tracto

gastrointestinal de los recién nacidos, humanos y animales de sangre caliente, estableciendo
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una relacion simbiotica, convirtiéndolo en un miembro benigno de la microbiota intestinal,
no obstante, cuando el hospedador esta inmunodeprimido o sus barreras gastrointestinales
estan dafiadas la bacteria puede desencadenar una enfermedad (Pakbin, et al., 2021; Jesser &
Levy, 2020).

Es el microorganismo modelo mas empleado en la investigacion microbiologica, genética y
de biologia molecular, por lo que ha permitido la comprensiéon del cddigo genético, la
transcripcion del ADN vy las enzimas de restriccion. Blount en 2015 menciona que es "El
organismo mas intensamente estudiado y mejor comprendido del planeta” (Geurtsen, et al.,
2022).

1.3.1. Filogenética y tipificacion de Escherichia coli

Seroldgicamente las cepas de E. coli se clasifican con base en las diferencias antigénicas de
los antigenos H (flagelar) y O (lipopolisacarido). Existen 173 antigenos O y los 56 antigenos
H (flagelares), usando el esquema de tipificacion introducido en 1947 por Kauffmann. Al
conjunto de cepas bacterianas que poseen el mismo antigeno O se le denomina "serogrupo”,
mientras que a la combinacién especifica de un antigeno O y uno H se le denomina
"serotipo”. Los antigenos K (capsular) y F (fimbrial) también se incluyen en la clasificacion
de Kauffmann. La agrupacion de las cepas de E. coli en un serogrupo o serotipo determinado
puede relacionarse con la presencia de determinados factores de virulencia y se usa en
estudios epidemioldgicos. No obstante, la determinacién de los antigenos por si sola no puede
predecir las caracteristicas genotipicas o de patogenicidad, ya que, por medio de la
transferencia horizontal de genes, cepas fenotipicamente idénticas pueden presentar

diferencias genotipicas (Flores-Mireles, 2015; Sora, et al., 2021).

Las cepas de E. coli también se clasifican en grupos filogenéticos con base en los resultados
de la PCR-cuédruplex en donde se identifica: chuA (receptor del grupo hemo/hemoglobina),
yjaA (proteina inducida por estrés), arpA (control interno de la pureza del DNA) y TspE4.C2
(lipasa esterasa putativa) (Clermont, et al., 2013). No obstante, Clermont, et al., 2019, afiadio
la identificacion de ybgD (proteina fimbrial putativa) y cfaB (subunidad principal del
antigeno del factor de colonizacién | (CFA/I), para diferenciar el grupo F y G. Con base en

la amplificacion de uno o mas se determina su filogrupo: A (arpA o arpA-yjaA), B1 (arpA-
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TspE4.C2), B2 (chuA-yjaA, chuA-yjaA-TspE4.C2 o chuA-TspE4.C2), C (arpA-yjaA), D
(arpA-chuA o arpA-chuA- yjaA), E (arpA-chuA, arpA-chuA-TspE4.C2 o arpA-chuA-yjaA),
F (chuA-ybgD), G (chuA-cfaB o chuA-TspE4.C2-cfaB!), clado | (yjaA, arpA-chuA-
TspE4.C2) y clado V (negativo a todos los genes) (Anexo 1 yAnexo 2). Las cepas
pertenecientes a los grupos A y B1, generalmente son cepas comensales que se encuentran
predominantemente en el tracto gastrointestinal. En el caso de las responsables de infecciones
intestinales, generalmente se encuentran en filogrupos A, B1 o D. Por su parte, aquellas
responsables de infecciones extraintestinales pertenecen a los grupos B2 y D. El grupo E esta
relacionado con el grupo D (incluido el O157: H7), asi mismo, el grupo F esta relacionado
con el grupo principal B2. Para los clones de cepas de E. coli, que son genéticamente
diversos, pero fenotipicamente indistinguibles, se han asignado al clado criptico I (Clermont,
et al., 2013; Sarowska, et al., 2019; Santos, et al, 2020).

1.4. Patotipos de Escherichia coli

El término “patotipo" define a todas aquellas variantes patdogenas de un grupo de
microorganismos taxondmicamente relacionados capaces de colonizar en un hospedador
(Riley, 2020). Un patotipo tiene la capacidad de entrar, colonizar y sobrevivir el tiempo
suficiente para causar un cuadro clinico en personas susceptibles, ya sea en el mismo sitio

donde reside su homdélogo comensal o en un sitio distinto (Riley, 2020; Sokurenko, 2016).

Las cepas de E. coli patégenas se distinguen de su contraparte comensal por la presencia de
factores de virulencia y adaptacion, obtenidos a través de la adquisicion de nuevos genes por
medio de la transferencia horizontal. Asi mismo, presentan la inactivacion de genes
incompatibles con la virulencia, denominados genes anti-virulencia, los cuales son
ventajosos en un entorno no patégeno, pero perjudiciales en un entorno de dafio, proceso
denominado pleiotropia antagonista. Ademas, por la alteracién de los genes existentes por
mutaciones patoadaptativas que dan lugar a la pérdida, sobreexpresién o variacion de genes,
que les permiten en ultima instancia desencadenar una sintomatologia. Actualmente, las

cepas patdgenas se clasifican en patotipos, los cuales consideran sus factores de virulencia,

1 Genotipo raro en cepas pertenecientes al filogrupo G. Se puede presentar en cepas del filogrupo B2 que han
perdido el gen yjaA.
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las enfermedades generadas en humanos, la epidemiologia, los serotipos y la interaccion con
la célula hospedera. Con base en ello, las E. coli se clasifican en aquellas que pueden causar
infeccion del sistema gastrointestinal (Escherichia coli patégena intestinal, IPEC o
diarreagénica, DEC) o fuera de este (Escherichia coli patogena extraintestinal, EXPEC)
(Pakbin, et al., 2021; Jesser & Levy, 2020).
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Figura 4. Clasificacion de las cepas de Escherichia coli y criterios propuestos para la clasificacion de cepas EXPEC

E. coli se clasifica en comensal y patégena, en donde, esta Gltima se divide en E. coli diarreagénicas y E. coli patégena extraintestinal, teniendo como categorias
diarreagénicas: ETEC, E. coli enterotoxigénica; EIEC, E. coli enteroinvasiva; EAEC, E. coli enteroagregativa; EPEC, E. coli enteropatégena; STEC, E. coli productora de
toxina Shiga; EHEC, E. coli enterohemorragica; DAEC, E. coli difusamente adherente; AIEC, E. coli adherente-invasivo. Categorias extraintestinales: UPEC, E. coli
uropatogena; NMEC, asociada a meningitis neonatal; SEPEC, E. coli causante de sepsis; APEC, E. coli patdgena aviar. Criterios propuestos para la clasificacion de cepas
EXPEC: 1, esquema de Johnson, et al., 2003; 2, esquema de Spurbeck, et al., 2012; 3, esquema de Brons, et al., 2020. THG, transferencia horizontal de genes; SST6, sistema
de secrecidn tipo 6; PAI-LEE, isla de patogenicidad de eliminacion de enterocitos; Stx, toxina Shiga; BFP, pili formador de mechones; LT, termolabil; ST, termoestable.
Elaboracion propia, creado en https://BioRender.com. Se muestran algunos factores de virulencia involucrados en la patogenicidad de los diferentes patotipos de E. coli.
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1.4.1. Escherichia coli patogenas intestinales

Separar las DEC de las E. coli comensales es un reto, ya que se tiene que atribuir a un
subgrupo concreto de cepas la producciéon de una enfermedad en el mismo nicho donde
habitan cepas comensales. Esto se logra tras la identificacion de genes caracteristicos de las
IPEC, ausentes en las cepas comensales (Riley, 2020). Dentro de las DEC encontramos a: E.
coli enterotoxigenica (ETEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli enteroagregativa
(EAEC), E. coli enteropatdgena (EPEC), E. coli productora de toxina Shiga (STEC) y su
subtipo, E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli difusamente adherente (DAEC) y E. coli
adherente-invasivo (AIEC). Se clasifican en funcion de los factores de virulencia que
presenta, el mecanismo de infeccion, las interacciones de las bacterias con las células del

huésped, el cuadro clinico del hospedero y el tropismo tisular (Pokharel, et al., 2023).

Su identificacion, a excepcién de AIEC y DAEC, puede generarse mediante la deteccion de
genes especificos de virulencia directamente relacionados con la patogénesis de la bacteria,
el desarrollo de la enfermedad y la sintomatologia en el hospedero. Se ha propuesto a AIEC
como la causa de la enfermedad inflamatoria intestinal, no obstante, no existe consenso al
respecto, asi mismo los FV putativos descritos como implicados en su patogénesis son
comunes en cepas EXPEC. Por otro lado, DAEC es un patégeno entérico reconocido,
ocasionalmente se identifica mediante la determinacion de genes que codifican adhesinas
afimbriales que también estan presentes en otras cepas IPEC, incluso en comensales y
EXPEC, por lo que su utilizacion para definir este patotipo es limitado (Tabla 1) (Jesser &
Levy, 2020; Santos, et al, 2020).

1.4.1.1. ETEC

Es una de las principales causantes de "diarrea del viajero” en turistas que visitan paises en
vias de desarrollo. Ocasiona diarrea leve con sintomas similares a los del cdlera. Se identifica
por la produccion de una o dos enterotoxinas, la toxina termoléabil (LT) y/o la toxina
termoestable (ST), responsables de alterar los mecanismos de secrecion del intestino

generando una diarrea acuosa. Se diagnostica mediante por la sintomatologia, la deteccion
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de E. coli con su identificacion de los genes toxigenicos (Jesser & Levy, 2020; Pokharel,
Dhakal & Dozois, 2023).

a. Toxina termol&bil (LT, por sus siglas en ingles Heat-labile enterotoxin)

Es una enterotoxina tipo AB codificada por el operon eltAB ubicado en un plasmido de
virulencia, es idéntica a la toxina del colera, a nivel estructural y funcional. Es
heterohexamérica, compuesta por una subunidad A, componente catalitico, y una subunidad
B pentadmera, responsable de la union a los glucoconjugados de los epitelios. La subunidad
A presenta dos dominios unidos por un enlace disulfuro: Al presenta la actividad enzimatica
activa, estimula la proteina G, por otro lado, A2 sirve como puente entre Al y la subunidad
B, los ancla, asi mismo, presenta una funcion de penetracién celular, transporta la proteina a
través de la membrana hasta el espacio intracelular. Con base en su capacidad antigénicay a
su secuencia genética, la LT se clasifica en dos categorias: tipo | que se divide en la aislada
de humanos (LT-Ih) y la aislada en porcinos (LT-Ip), por otro lado, tenemos el tipo I,
subdivida en LT-lla, LT-IIb y LT-Ilc, aisladas predominantemente de animales. Presentan
diferentes caracteristicas de union. El receptor primario de LT-I es el gangliésido GM1,
puede unirse también a GD1b, GM2 y asialo-GM1, aunque presenta menos estabilidad. Cada
uno de los subtipos de LT-1l presenta receptores preferentes diferentes, su subunidad B
podria unirse al receptor tipo Toll. La afinidad y especificidad de union de LT esta influida
directamente por los residuos de LTB. La toxina presenta afinidad con el lipopolisacérido

(LPS), presente en la pared celular de bacterias Gram negativas (Zhang & Ma, 2022).

b. Toxina termoestable (ST, por sus siglas en ingles Heat-Stable

enterotoxin)

Es un péptido pequefio, no inmunogeénico que se clasifica en dos categorias con base en su
estructura y funcién. STa, posee seis residuos de cisteina que forman tres enlaces disulfuro,
muy similar en estructura y secuencia a la guanilina y la uroguanilina, ambas con dos enlaces
disulfuro, se subdivide en STaH (19aa), presente Unicamente en cepas humanas de ETEC, y
la STaP (18aa), que se encuentra en cepas aisladas de porcinos, bovinos y humanos. Por el
otro lado encontramos STh, péptido de 48 aminoacidos presente en cepas aisladas de bovinos,

pero no en humanos (Zhang & Ma, 2022).
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1.4.1.2. EPEC

Se asocia principalmente con diarrea acuosa en nifios en paises en desarrollo. Puede generar
una infeccién subclinica o fatal. Histopatol6gicamente se caracterizan por generar una lesion
denominada "adherencia y destruccion o retraccion (A/E)", producida cuando las bacterias
se adhieren intimamente a las células epiteliales intestinales alterando su citoesqueleto al
acumular la actina debajo de las bacterias adheridas. Los genes involucrados en estas lesiones
estan codificados en la isla de patogenicidad “locus de destruccion del enterocito” (PAI-
LEE), presente en su cromosoma, su deteccidn se centra en el gen que codifica intimina, eae
(Tanabe, et al., 2020; Nascimento, et al., 2022). No obstante, algunas cepas portan el
plasmido del factor de adherencia de EPEC (pEAF) que codifica el pilus BFP (pili formador
de mechoness). Aquellas cepas BFP* se nombran EPEC tipicas (tEPEC), mientras que las
BFP~ se denominan como EPEC atipicas (aeEPEC). Las aEPEC presentan adherencia difusa,
localizada y agregativa, pueden generar desde una enfermedad aguda hasta diarrea
sanguinolenta persistente, por otro lado, las tEPEC Unicamente presentan un patrén de
adherencia localizada, estd asociada a diarrea secretora con moco. Las cepas de aEPEC se
puede encontrar en humanos y animales, mientras que el reservorio de las tEPEC es el
humano. (Jesser & Levy, 2020; Pokharel, Dhakal & Dozois, 2023).

a) Pili formador de mechoness BFP

Son pili tipo 1V (PT4), los cuales son apéndices superficiales filamentosos y flexibles
involucrados en muchos procesos, tales como la colonizacion, motilidad contractil,
formacion de biopelicula, transferencia horizontal de genes, e incluso, en la patogénesis de
ciertas bacterias. La maquinaria involucrada en la biogénesis de estos pili presenta una gran
similitud a nivel de secuencia con las proteinas de los sistemas de secrecion de tipo Il (T2SS)

y los sistemas de captacion de ADN (Ramboarina, S., et al., 2005; Daniel, A., et al., 2006).

BFP esta codificada en un operén de 14 genes, de bfpA a bfpL en el plasmido EAF. Es una
estructura homopoliméricas, teniendo a la pilina bundlina como proteina estructural. La
prebundlina es codificada por el gen bfpA. BfpA contiene un péptido lider N-terminal corto
con carga positiva, el cual, es escindido por BfpP una pre-pilina peptidasa, que también N-

metila el amino-terminal naciente, resultando en una proteina de 19 kDa. Hay tres genes,
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bfpl, bfpJ y bfpK, que codifican proteinas estructuralmente similares a la bundlina, presentan
el sitio de corte de la peptidasa prepilina, la secuencia hidrofébica N-terminal y las cisteinas
conservadas en sus dominios C-terminales. Por otro lado, las proteinas codificadas por bfpD
y bfpF son ATPasas involucradas en la extension y retraccion del BFP, respectivamente.
Siendo bfpD indispensable para la expresion del pili, mientras que bfpF no lo es, pues las
mutantes por delecién para este gen muestran un fenotipo hiper-adherente en comparacion
con la cepa EPEC parental de tipo silvestre. Los otros genes estan implicados en la
biogénesis, entre ellos, una proteina politdpica de la membrana citoplasmatica, proteinas de
unién a nucledtidos y una secretina de la membrana externa. Mediante analisis mutagénicos
se ha revelado que dichas proteinas son indispensables para la biogénesis funcional, pero no
para la expresion o procesamiento de la prepilina (Daniel, A., et al., 2006; Martinez de la
Pefia, C. F., etal., 2015; Ledwaba, S. E., et al., 2022).

Los BFP expresados por tEPEC representa un FV de suma importancia, ya que ayudan al
proceso de A/E, permitiendo la adherencia localizada, adhesion temprana y no intima de las
bacterias a las células huésped. Se expresan durante la interaccion bacteria-bacteria,
permitiendo la formacion de una red de fibras que resulta en la formacion de microcolonias,
aumentando la estabilidad de la bacteria en la mucosa, asi mismo, participan en dispersién
de bacterias a partir de microcolonias (Martinez de la Pefia, C. F., et al., 2015; Ledwaba, S.
E., etal., 2022).

b) LEE

En 1995 se descubrid, en la cepa EPEC E2348/69, la PAI-LEE, isla que no se ha encontrado
en la microbiota bacteriana fisiol6gica normal ni en los derivados de la cepa de E. coli K-12.
Presenta un contenido de G+C de ~38%, el cual difiere considerablemente del genoma de E.
coli, ~50%, por lo que se intuye que EPEC la adquirid, probablemente, mediante
transferencia horizontal de genes desde un ancestro desconocido, hasta ahora. Varios
estudios han demostrado su transferencia horizontal espontanea de una cepa donadora a una
receptora. Asi mismo, LEE se localiza, generalmente, en el loci de genes de ARNL, utilizados
generalmente como sitios de insercion para bacteriéfagos. En la E2348/69 se encuentra

integrado en selC, gen tRNA. Los factores involucrados en la formacion de las lesiones A/E
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son codificados en la PAI-LEE. Ademés de EPEC, se ha observado esta isla en otros
patotipos intestinales de E. coli, como EHEC, asi como en otras enterobacterias, Citrobacter
rodentium y Escherichia albertii. La mayoria de estas cepas, no Unicamente son patégenas
para humano, sino que también afectan a otros mamiferos: ratones, conejos y ganado vacuno
(Mdller, D., et al., 2009; Furniss, R. C. D., et al., 2017; Desvaux, M., et al., 2020)

La PAI-LEE de 35 kb consta de 41genes, contiene los genes para sintetizar un T3SS, varias
proteinas efectoras bacterianas, las chaperonas de estos efectores, la adhesina intimina y
elementos reguladores. Esta organizado en cinco operones policistronicos: LEEL, LEE2,
LEE3, LEE4 y LEES5, un operon bicistronico (grlAB) y mdltiples unidades de transcripcion
monocistronicas. LEE1 contiene los genes que codifican Ler, regulador maestro de
virulencia, las chaperonas CesA y B, asi como los componentes estructurales del T3SS:
EscR, EscS, EscT, EscU, EscK y EscL. LEE2 codifica tres componentes de la maquinaria
T3SS: EscC, EscJ y SepD, la chaperona CesD, el efector EspZ y un ORF con funcién
desconocida. LEE3 codifica tres componentes de la maquinaria T3SS: EscV, EscN y SepQ,
el efector EspH y dos ORF con funcion desconocida. LEE4 codifica las proteinas que forman
la punta del T3SS, EspB y EspD, el filamento de aguja, ESpA, la proteina de aguja, EscF, la
chaperona CesD2, la proteina portera SepL vy el efector EspF. Finalmente, LEE5 contiene
Tir, receptor de intimina translocado, e intimina y la chaperona CesT. El efector Map se
localiza en el extremo 5" de LEES, y el efector EspG esta encuentra unico al extremo 5’ de

LEE1 (Mdiller, D., et al., 2009; Furniss, R. C. D., et al., 2017).
1.4.1.3. STEC/EHEC

Son cepas que infectan el tracto digestivo y causan diarrea hemorragica. Se denomina STEC
a cepas de E. coli que adquiere la capacidad de producir la toxina Shiga (Stx) mediante la
transferencia horizontal del gen por medio de un fago. No todas las STEC pueden infectar al
ser humano, solo un subconjunto de ellas es responsable de enfermedades humanas, colitis
hemorragica (CH) y sindrome hemolitico urémico (SHU), denominadas EHEC. La mayoria
de las EHEC albergan la isla de patogenicidad cromosomica LEE, que codifica el sistema de
secrecion de tipo Il (T3SS), una adhesina denominada intimina y su receptor Tir, que

permiten la adhesion intima de la bacteria al epitelio intestinal causando lesiones A/E,
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compartidas con cepas EPEC. Otro factor que potencialmente contribuye a la virulencia es
la EHEC-HIy (Schwidder, et al., 2019; Joseph, A., et al., 2020).

a) Toxina Shiga

En 1898, el microbidlogo japonés Kiyoshi Shiga descubre las Stx en la bacteria S.
dysenteriae. Aproximadamente 80 afios después se identifica su produccion en aislados de
E. coli, denominadas Stx1, con el fin de poder distinguirla de la producida por S. dysenteriae.
Es una toxina estructural y antigénicamente idéntica. Posteriormente, se identifica en estas
cepas la produccion de Stx2, toxina que tiene el mismo modo de accion. Las Stx, también
conocidas como toxinas Vero, son un grupo de toxinas proteicas ABs, consisten en una
subunidad A monomeérica, presenta actividad N-glicosidasa, unida de forma no covalente a
una subunidad B pentamérica, responsable de unirse a un receptor de la superficie celular, el
glicoesfingolipido globotriaosilceramida (Gb3, también conocido como CD77).
Funcionalmente pertenecen a la familia de las proteinas que inactivan el ribosoma, bloguean
la sintesis de proteinas mediante la eliminacion de un residuo de adenina del ARNr 28S del
ribosoma 60S. Los genes de las subunidades se encuentran en un cluster, con el gen de la
subunidad A 5' al de la subunidad B, dentro de la secuencia de un bacteriéfago inducible,
lisogénico, similar a lambda (Melton-Celsa, 2014; Joseph, A, et al., 2020).

Las toxinas Shiga existen como dos tipos inmunoldgicamente distintos, Stx1 y Stx2, que
comparten la misma estructura y funcién pero que no se neutralizan de forma cruzada con
anticuerpos heterologos debido a su homologia de sélo el 50%, asi como a sus 10 subtipos
(Stx1la, Stxlc, Stx1d, y Stx2a-Stx2g). Las Stx prototipo de E. coli de cada grupo principal,
Stxla y Stx2a, son las mas comunes encontrados en asociacion con enfermedades de sus
respectivos grupos, existen subtipos de cada toxina. Se asocia fuertemente la presencia de
Stx2 con la colitis hemorragica y SHU en comparacidn con Stx1 o con la presencia de ambos
genes. Dentro del tipo Stx2, Stx2a se asocian a un mayor riesgo de enfermedad humana
(Melton-Celsa, 2014; Joseph, A., et al., 2020).

b) PAI-LEE

Las PAI-LEE centrales de EPEC y EHEC, presentan una homologia del 93,9% a nivel de
nucleotidos, sin embargo, la LEE de EHEC en su rio debajo de LEE4 posee 13 ORF

adicionales debido a la insercion de un profago criptico 933L, en EHEC (Figura caja roja).
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No obstante, las secuencias de los genes individuales de las 5 unidades transcripcionales de
LEE pueden presentar 100% de identidad como en el caso de los componentes estructurales
del SST3, o una identidad del 33,52%, como es el caso del efector Tir (Mdller, D., et al.,
2009; Furniss, R. C. D., et al., 2017).
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Figura 5. Esquema de la organizacién de LEE en EPEC E2348/69 y en EHEC EDL933.
Organizacion de las PAI-LEE de las cepas prototipo E2348/69 y EDL933, con numero de nimero de acceso
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FM180568 y AE005174, respectivamente. Los activadores transcripcionales se representan con flechas rellenas
verdes y los represores transcripcionales con flechas rellenas rojas. Los operones policistrénicos putativos estan
designados por flechas con contorno morado. Las flechas con contorno negro representan marcos de lectura abiertos
de funcion desconocida y las flechas con contorno dorado representan genes presentes en la PAl- ez que no pertenecen
a los operones policistrénicos. El profago presente en EHEC se representa con un cuadrado con contorno rojo. El
sitio de insercién de las LEE se muestra como una flecha con contorno verde. El tamafio de las flechas no es

proporcional a la longitud original (Miller, D., et al., 2009; Furniss, R. C. D., et al., 2017). Elaboracion propia.

1.4.1.4. EAEC

Son cepas que provocan diarrea en nifios, personas mayores e inmunodeprimidos, en todo el
mundo, aunque puede aislarse de sujetos asintomaticos. Fueron descritas en 1987 por su
adherencia agregativa (AA) a células HelLa? y/o HEp-23, patron caracterizado por una
disposicion similar a ladrillos apilados, que permite diferenciarlas de DAEC y EPEC. Se

reportan varios serotipos, y pertenecen a los filogrupos A, B1, B2 y D. Presentan altas tasas

2 Células provenientes de cancer de cuello uterino
3 Células de tumor metastasico nodular de laringe
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de resistencia a ampicilina y a trimetoprim-sulfametoxazol, pero no a las quinolonas.
Actualmente no existe un biomarcador para identificarlas debido a su diversidad, no obstante,
los mas empleados son aatA, gen plasmidico involucrado en biopeliculas; aggR, activador
transcripcional plasmidico; y aaiC/G, localizado en una isla genémica, componentes del
sistema de secrecion de tipo VI (SST6) (Brussow, 2014; Dias, et al., 2020; Jesser & Levy,
2020).

a) Regulador transcripcional AggR

El plasmido pAA codifica el regulador transcripcional mas importante de los factores de
virulencia de EAEC, AggR, perteneciente a la familia AraC-XylS de factores de
transcripcion. Presenta una alta identidad a nivel aminocidico con los reguladores
enterotoxigénicos de E. coli: CfaD (68%), Rns (66%) y CsvR (62%). El gen, aggR se
autoregula positivamente*, por otro lado, las proteinas nucleoides como Fis y H-NS acttian
como activadores y represores respectivamente (Izquierdo-Vega, J. A., et al., 2023).

Para la cepa de referencia EAEC 042, AggR activa la expresion de 44 genes de virulencia:
genes que codifican para la fimbria de adherencia agregativa Il, aafA, aafB, aafC y aafD;
dispersina, aap; aparato de exportacion de dispersina, aatA, aatB, aatC, aatD y aatP;
regulador de la familia ANR, aar; sistema de secrecion tipo VI, 16 genes; y proteinas con
funcion hipotética y desconocida, 17 genes (Morin, et al., 2013; Izquierdo-Vega, J. A., et al.,
2023).

b) Sistema de secrecion de tipo VI, T6SS

Es una nanoméaquina dinamica empleada para liberar proteinas efectoras en el espacio
extracelular o directamente en las células diana, ya sean procariotas 0 eucariotas. La
caracterizacion de los efectores del T6SS han revelado los diversos mecanismos que emplean
para inhibir las células presa, tales como: formacion de poros o la disrupcién directa, la
inhibicidn de la sintesis de la pared celular, la degradacién de &cidos nucleicos, o la inhibicion
de procesos celulares como la biosintesis de proteinas. Los analisis genomicos han
demostrado que el 25% de las bacterias Gram-negativas codifican entre 1 y 6 grupos de T6SS
distintos. Su amplia distribucion sugiere su utilidad, ya que confiere una ventaja evolutiva,

lo que ha conducido a su seleccién y al desarrollo de mecanismos reguladores para minimizar

4 El producto del gen regulador activa la expresion de los genes.
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los costes energéticos o su despliegue en circunstancias especificas (Navarro-Garcia, et al.,
2019).

Los genes del T6SS estan ampliamente distribuidos en las Proteobacterias Gram-negativas,
especialmente en las Gammaproteobacterias. Dichos genes se encuentran en la mayoria de
las especies de E. coli y Salmonella, exceptuando las cepas de laboratorio E. coli B y K-12.
Tanto los componentes del T6SS como las toxinas, suelen estar agrupados en islas genémicas
(IG) cuyo porcentaje de GC difiere al del genoma central, lo que sugiere que se han adquirido
por transferencia horizontal. Dentro de una IG se codifican los 13 componentes principales
del T6SS, subunidades necesarias para ensamblar una maquina funcional. Los genes
adicionales que se encuentra en los operones codifican toxinas y antitoxinas, proteinas
adaptadoras que se unen tanto a los componentes de la maquinaria como a las toxinas, asi
como proteinas auxiliares necesarias para el ensamblaje de la maquina o el reclutamiento y
suministro adecuado de las toxinas (Journet & Cascales, 2016; Navarro-Garcia, et al., 2019).
El conjunto de genes del T6SS de E. coli se clasifican en tres grupos filogenéticos distintos:
T6SS-1 a T6SS-3, sugiriendo que ancestros comunes los presentaban. Los genes de T6SS-1
y T6SS-2 se encuentran con mayor frecuencia en los cromosomas de E. coli. T6SS-1y T6SS-
3 se han asociado con la competencia bacteriana, asi como con la capacidad invasiva de
ciertos patotipos de E. coli, mientras que T6SS-2 se encuentra comunmente en cepas
intestinales, incluyendo STEC como EHEC EDL933 y EAEC/STEC 0104:H4. El clister de
genes T6SS-2 esta sobrerrepresentado en cepas patogenas de EAEC. las cepas EAEC 042
T6SS-2", causan diarrea, mientras que las cepas EAEC 34b T6SS-2", no provocan diarrea en
voluntarios humanos. sin embargo, no significa necesariamente que este directamente
implicado en la patogénesis, sino que pueden preparar el terreno para los factores de
virulencia. (Journet & Cascales, 2016; Vazquez-Lopez, et al., 2020).

En la cepa prototipo EAEC 042 se encuentra la 1G-pheU, denominada sistema de secrecion
Aai tipo VI, codifica un T6SS-3, formado por los productos del cluster aaiA-aaiP. Para
mejorar el diagnostico de EAEC, los genes aaiA (EC042_4562) y aaiG (EC042_4569) que
codifican componentes del sistema de secrecion, se han empleado como marcador
cromosomico. Jenkins et al., 2005, mediante analisis de microarrays de ADN demostraron
que estan particularmente conservados en las cepas clinicas de EAEC (Morin, N., etal., 2013;
Andrade, F. B., et al., 2014; Dias, et al., 2020).
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c) Dispersina

Es una proteina de superficie de 10,2 kDa que se une a la superficie bacteriana de forma no
covalente. Inicialmente se identificé en la cepa EAEC 042. Es codificada por aap (proteina
antiagregacion) y secretada por un sistema transportador ABC enteroagregativo (Aat). Su
funcion en la cepa 042 es neutralizar la superficie celular, repeliendo y proyectando las
fimbrias de adherencia agregativas Il (AAF/Il) con carga positiva, 1o que conduce a la
antiagregacion y dispersion de las bacterias en la mucosa intestinal (Velarde et al., 2007).
Por otro lado, se ha reportado que aumenta la absorcion de ciprofloxacina en cepas EAEC

que la presentan (Mortensen et al., 2013).

El gen que la codifica es muy prevalente, pero no esté presente en todas las cepas EAEC. Se
ha detectado en cepas EAEC capaces de generar ITU y en productoras de toxina Shiga de los
serotipos 0104:H4 y O111:H21 (Moraes, et al., 2020)

1.4.1.5. EIEC

Es una E. coli invasiva transmitida por alimentos, genera principalmente diarrea acuosa y
colitis inflamatoria invasiva. A diferencia de los otros patotipos de E. coli es un patdgeno
intracelular obligado sin factores de adherencia ni flagelos (Pakbin, et al., 2021). Con base a
su presentacion clinica y a sus mecanismos de virulencia es indistinguible de Shigella spp.,
ya que estan estrechamente relacionadas, pues ambos portan el plasmido pINV de tipo F que
codifica los genes necesarios para la patogénesis enteroinvasiva. Para poder diferenciar
Shigellay EIEC, se utilizan las pruebas bioguimicas y, molecularmente, la deteccién de IpaH,
proteina codificada por pINV, proteina efectora de tipo 111 (Jesser & Levy, 2020; Pakbin, et
al., 2021).

1.4.1.6. DAEC

Se asocia con diarrea en nifios de entre 1.5 y 5 afios, ITU en adultos y complicaciones en el
embarazo, aunque puede formar parte de la microbiota comensal intestinal en adultos y nifios.
La deteccion de DAEC no esta definida, debido a la heterogeneidad de las cepas y a que no

se han establecido las caracteristicas moleculares especificas. Este patotipo se definidé por
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primera vez con base a su patrén de adherencia difusa en células Hep-2 y HelLa. dicho patron
no es caracteristico, ya que cepas aEPEC también presentan este fenotipo. La patogénesis de
DAEC comienza con la adhesion a las células huésped especificas, uroepiteliales o entéricas,
que le permite resistir la eliminacion, interactuar con la célula huésped, liberar y administrar
toxinas y desencadenar eventos de sefializacion. Su adherencia esta mediada por adhesinas
Afa/Dr, es por ello por lo que la deteccion de los genes presentes en los operones afa, dra o
daa, estructural y funcionalmente similares entre si, han sido empleados para la identificacion
de DAEC. Sin embargo, los ensayos moleculares para su deteccion han mostrado reactividad

con genes de EAEC, lo que los hace inespecificos (Jesser & Levy, 2020; Pakbin, et al., 2021).
1.4.1.7. AIEC

Es un agente causal importante en los trastornos inflamatorios idiopaticos®, afecta
principalmente el intestino delgado. Es un patdgeno entérico capaz de adherirse e invadir
células epiteliales intestinales y multiplicarse dentro de macréfagos y células epiteliales.
Actualmente, no se han determinado FV particulares. Su patogénesis consta de tres etapas:
adhesion, invasion y multiplicacion dentro de las células epiteliales del huésped. No obstante,
puede formar parte de la microbiota normal del intestino en individuos humanos sanos y no

causar enfermedad (Pakbin, et al., 2021).
1.4.2. Escherichia coli patégenas extraintestinales

Las cepas de Escherichia coli patdgenas extraintestinales (EXPEC) son bacterias versatiles
que pueden causar infecciones en localizaciones no intestinales en sitios "estériles™ fuera del
habitat natural de E. coli comensal. Tal como en el tracto urinario, el torrente sanguineo y la
préstata, por lo que su diagnostico es relativamente facil y su aislamiento es suficiente para
afirmar que es la causa de la enfermedad. Son responsables de una gran cantidad de
infecciones humanas, tanto en entornos asociados a la atencion sanitaria como comunitarios.
Generalmente se encuentran en la microbiota intestinal de los seres humanos y otros
animales, a partir de ella emergen para causar infecciones extraintestinales. Para generar la

enfermedad no solamente se requiere de las caracteristicas de la bacteria, sino también de

5> Enfermedades autoinmunes donde la inflamacion afecta a los tejidos del cuerpo.
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determinados factores especificos del hospedador, es por ello que las EXPEC se consideran
una causa necesaria pero no suficiente para causar la infeccion (Riley, 2020; Sora, et al.,
2021)

Una caracteristica general de las EXPEC es que la produccion de exotoxinas no es un factor
importante en su virulencia, en contraste con las IPEC. Sin embargo, algunas producen
citotoxinas que no se ha demostrado su papel en patogenicidad. EXPEC poseen una gran
cantidad de factores de virulencia, tal como: adhesinas, toxinas, factores de adquisicion de
hierro, lipopolisacaridos, capsulas de polisacaridos e invasinas, que suelen codificarse en
islas de patogenicidad (PAI), plasmidos y otros elementos genéticos moviles. En este grupo
encontramos a en E. coli uropatdégena (UPEC), E. coli asociada a meningitis neonatal
(NMEC) y E. coli causante de sepsis (SEPEC) en humanos, mientras que en aves de corral
hallamos a E. coli patdgena aviar (APEC) (Tabla 2). Algunas EXPEC causantes de
infecciones en humanos poseen una relacion estrecha tanto filogenéticamente como de genes
de virulencia con cepas APEC, de hecho, varios estudios han demostrado que las aves de
corral, asi como sus productos derivados pueden ser reservorios de cepas EXPEC y suponer

un riesgo para la salud humana (Biran & Ron, 2018; Sarowska, et al., 2019).
1.4.2.1. NMEC

Son cepas de E. coli capaces de sobrevivir en el torrente sanguineo e invadir las meninges de
los lactantes. Es el principal patdgeno Gram-negativo de generar meningitis en recién
nacidos. El nimero de incidencia es bajo, en paises en desarrollo se reporta 1 por cada 1000
nacimientos, mientras que en paises desarrollados 1 por cada 10000 nacimientos. No
obstante, es bastante grave, ya que tiene una alta tasa de mortalidad. Las cepas de NMEC
presentan una alta heterogeneidad genotipica y fenotipica, planteando dificultades a la hora
de distinguirla de otros patotipos. Entre los FV importantes para este patotipo se encuentra
el antigeno capsular K1, evita la fagocitosis y permite la propagacion de las bacterias, el
claster ibeABC cuyos productos promueven la invasion a las células y finalmente en los
tejidos, el factor V estimulante de colonias y la proteina Iss, protege contra la actividad

fagocitosis-bactericida del suero (Biran & Ron, 2018; Sarowska, et al., 2019).
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1.4.2.2. SEPEC

Son cepas asociadas a la sepsis. Estas cepas no presentan un perfil de virulencia molecular
bien definido, asi mismo, sus mecanismos de patogenicidad no estan claros. Se catalogan
como un grupo de E. coli que presentan caracteristicas de virulencia de los otros patotipos
EXPEC, asi como de las DEC (Biran, et al., 2018).

1.4.2.3. APEC

Son cepas EXPEC responsable de generar colibacilosis en aves de corral, definida como
cualquier infeccién localizada o sistémica causada por una cepa APEC. Se caracteriza por
ser un sindrome polifacético que puede comprender: septicemia, sindrome de cabeza
hinchada, enfermedad respiratoria, infeccion del saco vitelino, onfalitis ®y celulitis. Es una
enfermedad con un alto impacto econdmico que amenaza tanto la seguridad alimentaria como
el bienestar de las aves del mundo. Se reporta en aves de granja una alta tasa de mortalidad
debido a APEC. Es considerada una amenaza para la salud humanada debido a su potencial
zoondtico. Entre los FV tipicos de APEC se encuentra la hemolisina E (HIyE), la colicina
CvaC, fimbrias tipo I, la hemaglutinina sensible a la temperatura, Tsh, y sideréforos como
lucC y SitA. Su mecanismo de virulencia no se ha dilucidado por completo (Biran, et al.,
2018; Sarowska, et al., 2019; Tonini da Rocha, et al., 2021).

® Infeccion en el ombligo.

35



Tabla 2. Caracteristicas de los patotipos IPEC o DEC

Marcadores genéticos de virulencia

Patotipo Subgrupo = " Patogénesis Descripcion clinica
resente
Tipica bfp (pilus formador de PAI-LEE Los genes de virulencia de
E. coli (tEPEC) mechones) eae (intimina) la PAI-LEE causan Hece;ubela:)nude?éicil:osa&
enteropatdgena . lesiones de adherencia y acompanadas de fiebre
(EPEC) Alipica PAI-LEE destruccion en los pana . y
(aeEPEC) eae (intimina) enterocitos. vOomItos.
Atravesar la barrera Heces blandas/acuosas
E coli epitelial intestinal, matar de leves a graves,
. . . . A . L macrofagos, invadir raramente acompafiadas
enteroinvasiva - ipaH (antigeno del plasmido de invasion) : L .
(EIEC) enterocitos, propagacion con sangre, mucosidad y
intracelular y de célula a leucocitos, asi como por
celula. fiebre y tenesmo.
) st (toxina Shiga) La toxina Shiga inhibe la | Heces blandas o acuosas
9 sintesis de proteinas y de leves a graves.
. causa la muerte de las
E. coli células del huésped en el
Intestinales productora de intesti pL )
(IPEC) toxina Shiga _ _ PAI-LEE INtestino grueso. Los genes | Heces sangumolentas y
(STEC) EHEC stx (toxina Shiga) intimi de virulencia de la PAI- puede evolucionar a un
eae (intimina) LEE causan lesiones de SHU.
adherencia y destruccion
en los enterocitos.
Tipica aggR (activador transcripcional) La colonizacién s. ve Heces blandas/ac_uosas,
. (tEAEC) o S gue pueden ir
E. coli - facilitada por las fimbrias, acompafiadas de fiebre
enteroagregativa . _aat ~aalG seguida de la formacion de néSseas enesmo.
(EAEC) Atipica (sistema de (sistema de ~aapA biopeliculas y la liberacion ' ’
(aEAEC) secrecién secrecion (dispersina) de toxinas. bQTbOHQmOS 0
plasmidico) | cromosémico) mucosidad en las heces.
E coli Heces blandas/acuosas,
. elt (toxina termolabil- est (toxina Adhesinas y enterotoxinas que pueden ir
enterotoxigénica - o . o .
(ETEC) LT) termoestable-ST) codificadas por plasmidos. | acompafadas de fiebre y

vomitos.
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Las adhesinas

E. coli
difusamente

adherente i

(DAEC)

dra (adhesinas Dr) afa (adhesinas Afa)

desencadenan vias de

sefializacion que
promueven lesiones

celulares, pérdida de

microvellosidades

intestinales e inflamacion

Heces blandas y acuosas

E. coli adherente- i
invasiva (AIEC)

Desconocido

Enfermedad de Crohn

Elaboracion propia (Jesser, et al., 2020; Santos, et al, 2020. SS, sistema de secrecion; LEE, Locus de adherencia y eliminacion del Enterocitos; SUH, sindrome urémico hemolitico.

Tabla 3. Caracteristicas de los patotipos EXPEC.

Patotipo

Definicion base Descripcion clinica

Esquemas de clasificacion propuestos

Spurbeck, et al., 2012: chuA,

Extraintestinales
(ExPEC)

E. coli uropatégena

(UPEC)

Infecciones urinarias,

Aislado de la orina . .
incluidas las recurrentes.

fyuA, vat e yfcV.

Brons, et al., 2012: ¢3509,

€3686 y chuA

Hernandez-Castillo, 2023: hlyA,
hlyC, cnf-1, papG-I1ll, sfaH y

fyuA

No se han determinado
factores de virulencia

embargo, Johnson, et
al., 2003, propone que

meningitis neonatal

E. coli asociada a

Meningitis potencialmente

Aislado del LCR de
mortal.

neonatos

dos 0 més de estos FV:

(NMEC)

E. coli asociada a
sepsis (SEPEC)

Aislado de pacientes
con bacteriemia

Bacteriemia/sepsis.

puede designarse como

E. coli patégena
aviar (APEC)

Colibacilosis: septicemia,
celulitis, entre otras.

Aislado de aves

especificos. Sin

si una cepa presenta

pap, sfa/foc, afa/dra,
iuc/iut y kpsMTII,

ExPEC.
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1.4.3. Cepas hibridas

El término heteropatdgeno hace hincapié a todas aquellas cepas que posean genes de virulencia de
dos o mas patotipos IPEC o DEC, son estrictamente enteropatdgenos cuya designacion se basa en la
presencia de FV especificos. Por su parte las cepas patégenas hibridas son aquellas que tienen FV de
DEC, asi como de EXPEC, o alternativamente, se aislan de una infeccion extraintestinal y presenta
factores de virulencia definitorios de IPEC, ya que existe ambigledad en los genes requeridos para
definir cepas EXPEC (Santos, et al, 2020).

Hay pocos reportes sobre cepas de E. coli causantes de infecciones intestinales y extraintestinales en
el mismo huésped. No obstante, estudios recientes han identificado cepas EXPEC que promueven
infecciones intestinales seguidas de infecciones del torrente sanguineo, consideradas cepas
potencialmente mas virulentas. Por medio de la transferencia horizontal de genes se pueden generar
movilizacidn de diversos FV de EXPEC a IPEC y de IPEC a EXPEC (Valiatti, et al, 2020).

1.5. Escherichia coli uropatégena como modelo de estudio

La amplia definicion de UPEC, cualquier cepa de E. coli que sea aislada de la orina de un paciente
con una ITU sintomatica, hace que carezca de una "firma genética" que la caracterice de aquellas
cepas que no son uropatdgenas’. Los antecedentes filogenéticos de las cepas aisladas del tracto
urinario, asi como la presencia de factores de virulencia y adaptacién no son predictivos de su
urovirulencia. Las UPEC para generar una ITU tienen que poseer determinadas propiedades tales
como: adhesinas, un grupo variable de factores de virulencia y la capacidad de crecer en la orina y el
TU, principalmente en la vejiga. El crecimiento rapido en la orina y por consiguiente el aumento del
nimero de bacterias incrementa la posibilidad de adhesion, internalizacion, formacién de
comunidades bacterianas intracelulares (IBC) y Reservorios intracelulares quiescentes (QIR) y

propagacion mas alla del tracto urinario (Tamadonfar, et al, 2019; Reitzer & Zimmern, 2019).

Varias investigaciones han demostrado que las cepas de UPEC son capaces de crecer rapidamente en
la orina. EI primer estudio cuantitativo del crecimiento de uropatégenos en orina, llevado a cabo por
Kass, 1956, indico6 que "incluso sin glucosa afiadida, la orina generalmente favorece la multiplicacion
de los patdgenos habituales del tracto urinario tan bien como lo hace el caldo nutritivo". Stamey &

Mihara, 1980, demostraron que la orina normal no inhibe a las enterobacterias y enterococos, pero no

7 Bacteria capaz de generar dafio el TU en un hospedero suceptible.
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favorece el crecimiento de algunas de miembros de la microbiota, tal es el caso de la flora perineal

normal.
1.6. Factores de virulencia de UPEC

Las UPEC emplean una gran variedad de factores de virulencia y adaptacion para entrar, adherirse,
adquirir nutrientes esenciales, multiplicarse en un entorno hostil, causar dafios tisulares y diseminarse
por el tracto urinario. Estan conformados por flagelos, adhesinas (fimbriales y afimbriales),
polisacaridos extracelulares, asi como por otros componentes estructurales y secretados que
determinan el tipo y la gravedad de las ITU, dichos componentes se pueden localizar tanto en el
cromosoma como en los plasmidos y en islas de patogenicidad (PAI) permitiéndole asi a UPEC
aumentar su flexibilidad en patogenicidad y virulencia (Subashchandrabose & Mobley, 2015;
Behzadi, 2020).

1.7. Toxinas agentes generadores de dafio
UPEC secreta, tres tipos de toxinas: alfa-hemolisina (HlyA), factor necrotizante citotéxico 1 (CNF1)
y toxinas autotransportadoras secretadas. La HIyA pertenece a las proteinas RTX asociada a dafio
renal y cicatrizacion, codificada por el operon hlyCABD. Sus efectos dependen de su concentracion,
a altos niveles permite a la bacteria atravesar las barreras mucosas, dafiar el sistema inmunitario y
agotar las reservas de hierro del huésped, mientras que a bajas concentraciones induce muerte celular
en las células epiteliales de la vejiga, mediante la activacion de la caspasa-1/caspasa-4, provocando
exfoliacion celular. Ademas, induce variaciones en la concentracion de Ca?* en las células epiteliales
tubulares renales, lo que genera una alteracion en el flujo de orina, potenciando el ascenso y la
colonizaciéon de UPEC en los uréteres y el parénquima renal. La toxina CNF1 es producida por
muchas cepas de UPEC. Es capaz de activar de forma constitutiva la via Rho-GTPasas, in vitro se ha
visto un aumento en la produccion de fibras de actina y el enrollamiento de la membrana, permitiendo
la invasién de la bacteria en las células renales. Las cepas que expresan CNF1 aumentan la
inflamacion y la apoptosis de las células de la vejiga, mediante la activacion de Racl, RhoAy CDC42,
proteinas de union a Rho, sugiriendo que in vivo estimula la exfoliacion en la vejiga, resultando en la

exposicion de los tejidos subyacentes (Etefia, 2021; Zhou, et al., 2023).

Dentro de las toxinas autotransportadoras de serina proteasa de Enterobacteriaceae (SPATES), se
encuentran toxinas que contribuyen a la patologia renal, entre ellas, la toxina autotransportadora
secretada, Sat, que genera in vitro efectos citopaticos en células de vejiga y rifién, puede degradar el

factor V de coagulacion en humano e inducir el desprendimiento celular autofagico; la toxina
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autotransportadora vacuolizante, Vat, es expresada durante la infeccion, genera efectos citotdxicos

mediante la formacion de vacuolas intracelulares (Etefia, 2021; Zhou, et al., 2023).

1.8. Sistemas de captacidn de hierro
El hierro es un nutriente esencial, es ingerido por los hospedadores, pero puede ser adquirido por los
patdgenos, ya que, la adquisicion de hierro es requisito para la virulencia bacteriana. En el TU hay
una cantidad limitada de hierro, es por ello que UPEC emplea diferentes estrategias para poder
obtenerlo (Etefia, 2021; Zhou, et al., 2023).

El grupo hemo es una fuente de hierro in vivo, presente de forma libre o en proteinas, como en la
hemoglobina. UPEC es capaz de capturar directamente este grupo mediante el sistema de captacién
de hemina, conformado por Hma, receptor asociado a metales pesados, y ChuA, receptor dependiente
de Ton-B, capaces de unirse al grupo hemo y transportarlo al periplasma. Una vez ahi, es transportado
por ChuT, un transportador con cassette de union a ATP, al citoplasma de la bacteria. Por otro lado,
la bacteria también es capaz de producir moléculas quelantes del hierro, denominadas siderdforos,
para eliminar el hierro férrico (Fe®*) del huésped. Entre ellos encontramos: yersiniabactina,
salmochelina, aerobactina y enterobactina, siendo este tltimo ampliamente conservada entre las cepas
de E. coli. (Etefia, 2021; Zhou, et al., 2023).

La salmochelina, codificada por el operdn iroBCDEN, presenta mayor afinidad por el hierro que la
enterobactina, su expresion aumenta a pH bajo. Por otro lado, yersiniabactina y su receptor, FyuA,
son codificados en una PAL. La yersiniabactina es capaz de secuestrar el cobre derivado del huesped,
teniendo asi un papel protector contra la muerte intracelular por estrés de cobre. Se ha reportado que
FyuA es necesario en la formacion de biopelicula en UPEC. La aerobactina, por su parte, es un
sider6foro hidroxamato, formado a partir de la condensacién de dos moléculas de lisina y una de
citrato, a pH bajo es estable, ademas, presenta mayor afinidad al hierro, en comparacién con la
enterobactina. La salmochelina es secretada por UPEC durante la invasion. Se ha demostrado in vitro
que su receptor de membrana externa, IroN, facilita la invasion bacteriana de las células epiteliales
de la vejiga. Por ultimo, la enterobactina presenta una menor solubilidad y estabilidad que la
aerobactina, no obstante, posee una mayor afinidad por el hierro que la aerobactina en medio acuoso.
UPEC puede emplearla para liberar Fe** en el tracto urinario. El sideréforo puede ser inactivado por
proteinas del huésped, tal como la albimina sérica y la siderocalina, impidiendo asi su captacion, para
superar este mecanismo por medio de una glucosilacion, llevada a cabo por una glucosiltransferasa,
transforma la enterobactina en salmochelina (Flores-Mireles, et al., 2015; Etefia, 2021; Zhou, et al.,
2023).
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1.8.1. Adhesinas fimbriales
Las bacterias patdgenas poseen una gran cantidad de sistemas de secrecién, con diferentes
propiedades, capacidades y funciones. Por medio de determinados sistemas de secrecion se
transportan diferentes tipos de factores de virulencia, entre ellos las adhesinas fimbriales, apéndices
extracelulares adhesivos, utilizados por las bacterias para adherirse a diversas superficies (Zav'yalov,
et al., 2010; Behzadi, 2020)

Las adhesinas expresadas por las bacterias, asi como sus receptores, presentes en las células del
huesped, median procesos importantes, tales como: colonizacién bacteriana, formacion de
biopeliculas, replicacion, secrecion/transporte de productos bacterianos, internalizacion e invasion,
desencadenamiento directo de vias de sefializacién, tanto en células huésped como en céluas
bacterianas. Son consideradas las moléculas asociadas a la virulencia mas importantes durante el
proceso patogénico de UPEC. En general, las cepas UPEC codifican un nimero significativamente
mayor de operones fimbriales en comparacion con las cepas fecales/comensales. Las adhesinas
fimbriales se forman generalmente por homo/hetero-polimerizacién no covalente de proteinas
subunitarias. De acuerdo al sistema de secrecion, las proteinas adhesivas presentes en la superficie de
las bacterias pueden dividirse en familias, con base a la forma en la que se construyen: via clésica
chaperona/ayudador, via alterna chaperona/ayudador, polimerizacion de subunidades en la membrana
citoplasmética y ensamble mediante nucleacion extracelular (Zav'yalov, et al., 2010; Etefia, 2021,
Zhou, Y., et al., 2023)

1.8.1.1. Via clasica chaperona/ayudador

Para que UPEC lleve a cabo una colonizacion exitosa emplea diversas estructuras como lo
son las fimbrias chaperona-ayudador (CUFs) (Tabla 1). Varias investigaciones han revelado

la presencia de genes CUFs en PAIs junto a numerosos genes de virulencia (Behzadi, 2020).

Las fimbrias ensambladas por via chaperona/ayudador (CU) genémicamente se encuentran
en operones, es decir, todos los genes implicados estan en una unidad genética funcional
regulada por los mismos elementos de control y genes reguladores. Estan compuestos por lo
menos por tres proteinas diferentes: una subunidad fimbrial estructural principal, una
chaperona y una proteina ayudador, suelen contener genes adicionales que codifican
proteinas estructurales, es decir, subunidades fimbriales menores, asi como proteinas de

ensamblaje o proteinas reguladoras (Nuccio & Baumler, 2007).
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Tabla 4. Fimbrias chaperona-ayudador de E. coli uropatdgena y sus caracteristicas

CUF Genes,del Funcién/Proteina Receptor Tropismo tisular Manlf,esftacmn
operon clinica
. Uroplaquina
fimA, fimB, Chaperona | FimC UP1a, integrinas
Fimbria fimC, fimD, Glucoesfingolipidos plo3, laminina,
tinol fimE, fimF, | Ayudador | FimD Gal( 1—9‘)(}21[3 ‘ CD48, colageno Cistitis.
P fimG, fimH, o (tipo 1'y V),
fiml . . epitelio de vejiga
Adhesina | FimH y rifi6n
papA, papB, | Chaperona | PapD
papC, papD, Glicoesfingolipidos
Fimbria | papE, papF, con Epitelio renal, Cistitis y
P papG, papH, Ayudador | PapC globotriosilceramida eritrocitos pielonefritis.
papl, papJ, Gal(al-4)Gal
papK Adhesina | PapG
sfaA, sfaB, Chaperona | SfakE Plasmindgeno,
sfaC, sfaD, células epiteliales Infecciones
Fimbria sfakE, sfaF, Sialil-galactésido, de vejiga y rifion, urinarias,
S sfaG, sfaH, Ayudador | SfaF a-sialil-(2,3)-p-Gal eritrocitos, meningitis
sfaS, sfaX, células neonatal
sfay Adhesina | SfaH endoteliales.
Células
Chaperona | FocC uroteliales
focA, focC, humanas,
Fimbria | focD, focF, | aAyudador | FocD | Galactosil-ceramida, membranas Cistitis y
F1C focG, focH, Gal-Nac-p-1,4-Gal-p mucosas pielonefritis.
focl urinarias,
Adhesina | FocH endotelios de
vejiga y rifion.

Elaboracion propia (Nuccio, et al., 2017; Werneburg, et al., 2018). Gal, galactosa; Nac, N-acetil.

Las proteinas de ensamblaje, asi como las estructurales poseen una sefial N-terminal

caracteristica que les permite ser transportadas a través de la membrana citoplasmatica por

la via secretoria general, SecYEG. Después de ser transportadas las subunidades fimbriales

se les escinde el peptido sefial por una peptidasa. En el periplasma, las chaperonas, son

reclutadas para transportar las subunidades fimbriales desde el espacio periplasmico a las

plataformas conformadas por la proteina ayudadora, para posteriormente atravesar la

membrana externa bacteriana y polimerizarse para finalmente formar fimbrias chaperona-

ayudador (CUF) en la superficie de las UPEC. Las chaperonas son estructuras altamente

conservadas que manipulan las subunidades fimbriales CU, plegandolas y/o replegandolas,
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asi mismo, regulan su disposicion, evitan la formacion temprana e inestable de fimbrias y las
exponen para un ensamblaje exitoso y adecuado mediante el mecanismo de
complementacion de hebra donante (DSC). Las proteinas ayudadoras tienen una forma
anillada, transfieren las subunidades fimbriales a través de su poro cuyo diametro va de los
2-3 nm por medio del intercambio de hebra donante (DSE) para ensamblar y polimerizar las
subunidades fimbriales en orden: menores, mayores, adaptadora y adhesina, en la superficie
extracelular de UPEC. Estudios anteriores han demostrado que la polimerizacion de CUF se
produce por la subunidad adhesina, es crucial para el inicio de la formacion. El proceso de
polimerizacion abarca desde la punta hasta el final de la fimbria, por lo que este proceso se
lleva a cabo en una disposicion y orden determinados y especificos. La subunidad de la
adhesina posee dos dominios: un dominio de lectina, dominio N-terminal, y un dominio C-
terminal similar a inmunoglobulina (Nuccio & Baumler, 2007; Zav'yalov, et al., 2010,
Behzadi, 2020).

La liberacion del complejo CU y el ensamblaje fimbrial no requiere una fuente externa de
energia, es un proceso termodindmico-dependiente y libre de energia celular debido a la falta
de ATP en el espacio periplasmico o al sistema de fuerza motriz de protones (Behzadi, 2020).

A continuacion, se abordan las fimbrias estudiadas en este trabajo.
1.8.1.2. Fimbria S

Se encuentra tanto en los patotipos UPEC y NEMEC. Su nombre proviene de las
glicoproteinas sialiladas, estructuras que reconocen las adhesinas. Es una varilla helicoidal
de aproximadamente 7 nm de diametro, posee una punta distal con una estructura lineal de
fibrilla de 2 nm de diametro. Los genes codificadores de sus subunidades se encuentran en
un cluster génico cromosémico de 8 kb, se encuentra en una PAI que se adquirié por medio
de la transmisién horizontal de genes, comprende nueve genes, sfaCBADEFGSH, en donde,
SfaB y SfaC son proteinas reguladoras que median la aparicion y desaparicion de las fimbrias
por medio de la variacion de fase que esta directamente asociada a factores periféricos como
la temperatura y la presencia de algunas moléculas como la glucosa, de SfaD no se conoce
su funcién, SfaA es la subunidad mayor que constituye la varilla helicoidal, SfaE es la
chaperona, SfaF el ayudador, SfaG es la subunidad mayor de la parte fibrilar, SfaS y SfaH

son adhesinas que conforman el extremo distal flexible de la fimbria, son altamente afines a
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receptores de a-sialil-2,3-a-galactosa, presentes en glicolipidos y glicoproteinas superficiales
en células endoteliales microvasculares del cerebro, células uroteliales de los conductos
colectores, glomérulos y tejidos endoteliales vasculares de la vejiga y los rifiones. Ademas
del acido sialico, también puede reconocer fibronectina y laminina. Puede unirse a las
moléculas de acido sialico en los eritrocitos, permitiendo que UPEC produzca urosepsis en
los pacientes (Behzadi, 2020; Ribi¢, et al, 2018).

1.8.1.3. Fimbria F1C

Las fimbrias F1C son CUF, se encuentran en alrededor del 30% de las cepas UPEC. Estas
fimbrias estan involucradas en la formacién de biopeliculas en la orina humana. Se ha
detectado una alta presencia de estas fimbrias en ausencia de fimbrias P y de tipo 1. Los
genes biosintéticos forman un operén de siete genes, focAICDFGH, comprenden 8.3
Kilopares de bases (kb). Es un apéndice no hemaglutinante, de 1-um de largo y 7-nm de
ancho, estd formado por las subunidades: FocA, subunidad mayor, FocF y FocG,
subunidades menores, y FocH, adhesina. Existe una homologia muy estrecha con las fimbrias
de tipo 1, es por ello que son capaces de sustituirse entre si y formar fimbrias hibridas. Los
genes restantes contribuyen en la formacion de la fimbria: Focl, molécula reguladora, FocC,
chaperona, y FocD, ayudador. Los receptores de esta fimbria son las moléculas Gal-Nac-f3-
1,4-Gal-p presentes en células uroteliales humanas, uréteres, glomérulos, mucosas urinarias,
endotelios de la vejiga y el rifion, tdbulos distales de las nefronas y conductos colectores de

orina, por lo que son receptores especificos de union (Behzadi, 2020; Ribi¢, et al, 2018).
1.8.2. Adhesinas no fimbriales

En contraparte con las adhesinas poliméricas, las adhesinas no fimbriales son estructuras
monoméricas o triméricas. Estan ampliamente distribuidas en las bacterias, participan en la
adhesion celular tanto en superficies abidticas como en células del huésped. Tienen la
capacidad de anclarse mediante enlaces covalentes o no covalentes a la membrana externa,
debido a su tamafo corto, estan implicadas en las interacciones célula-célula y en la
agregacion. Se ha visto ademas que son capaces de interactuar con varios componentes de la
matriz extracelular de la biopelicula, uniéndolas a la matriz y manteniendo la arquitectura de

esta. Pese a que presentan diferentes caracteristicas a nivel de estructura y/o propiedades
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adhesivas, en Gram-negativos se agrupan con base al sistema de secrecion que emplean:

sistema de secrecion de tipo 1 (T1SS) y secrecion de tipo 5 (T5SS) (Berne, et al, 2015).

1.8.3. Proteinas RTX

Las proteinas RTX, repeticiones en toxina, son ampliamente producidas por bacterias Gram
negativas. Se caracterizan por presentar repeticiones de secuencias, tipicamente
nonapéptidos, GGXGXDXUX, donde X puede ser cualquier aminodcido y U es un
aminoacido hidrofdbico, ubicados el extremo N-terminal de la sefial de secrecion de la
proteina, sitios indispensables para la union a iones de calcio, Ca?*. Presentan un tnico modo
de secrecion, sistema de secrecion de tipo | (TISS). Su translocacion se produce mediante un
canal de secrecion oligomérico que atraviesa la membrana citoplasmética, el espacio
periplasmatico y la membrana externa. Emplean un transportador ABC (ATP-binding
cassette) capaz de reconocer las sefiales de secrecion no escindibles en el extremo C-terminal
de la proteina y mediar la translocacion en un solo paso, de los polipéptidos RTX desde el
citosol hacia el espacio extracelular, sin un intermediario de secrecidn periplasmica. Los
genes involucrados en la produccidn de la proteina y de su posterior transporte, generalmente,
se encuentran en un operon de gran tamafio (Linhartova, et al., 2010; Benz, 2016; Spitz, et
al., 2019).

La palabra "toxina", por razones historicas, esta en el nombre de esta familia, sin embargo,
comprende estructuras proteicas con diferentes actividades biol6gicas y bioguimicas, entre
ellas: citolisinas RTX, tal como la alfa-hemolisina (HIyA) de Escherichia coli uropatégena,
adhesinas RTX, toxinas enzimaticas, bacteriocinas y enzimas hidroliticas, como proteasas y
lipasas. Actualmente se conocen mas de 1,000 proteinas RTX, cuyo tamafo difiere
dependiendo de la funcidn, llegando a comprender mas de 6,000 aminoacidos o de 1,000-
2,000 aminoécidos en el caso de las toxinas con masas moleculares de 40 a >600 kD. Las
toxinas RTX representan el grupo mas predominante y ampliamente estudiado (Linhartova,
et al., 2010; Benz, 2020).
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1.8.3.1. TosA

En E. coli CFTO073, aislado de pielonefritis/urosepsis, contiene 13 islas gendmicas (1G),
representan cerca de la quinta parte del genoma, siete de ellas han sido confirmadas como
PAIls. La PAI CFT073-aspV vinculada con el T1SS contiene el operén, tosRCBDAEF, que
codifica TosA, originalmente anotado como UpxA, miembro de las toxinas RTX (Vigil, et
al., 2012; Luterbach, et al., 2018)

TosA es una adhesina no fimbrial RTX, tienen la capacidad de adherirse a células epiteliales
de riidn humano. Se expresa durante las ITU murinas y humanas, de hecho, en modelo
murino de ITU con una mutante carente de tosA, mostrd una colonizacion de vejiga y rifiones
atenuada. Las proteinas TosCBD median la activacion y exportacion de TosA, por su parte
TosE y TosF tienen una funcion reguladora no descrita asociada a la supresion de la
motilidad. EIl operon esta regulado por TosR, a niveles altos inhibe la produccién, mientras

que a niveles bajos hay mayor produccién de TosA (Luterbach, et al., 2018).
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2. Antecedentes

2.1. Antecedentes generales

2.2. Fimbrias FICy S

Internacionales

Santo, et al., en Sdo Paulo, Brasil 2006, aislaron y estudiaron 100 cepas de E. coli aisladas
de 100 pacientes (un aislado por paciente). Con base en sus sintomas clinicos determinaron
si eran de cistitis (frecuencia urinaria, la disuria interna y el dolor suprapubico o pélvico) o
pielonefritis (fiebre, dolor en el costado, nduseas y vomitos), asi mismo, por medio de
pruebas de laboratorio determinaron si presentaba una ITU (105 UFC de E. coli por ml de
orina). Por PCR detectan la presencia de pap en el 32% (42 cepas), sfa en el 19% (19 cepas)
y afa en el 11% (11 cepas) del cepario. Por otro lado, determinaron la produccién de
hemolisina en el 96% (96 cepas), mediante la presencia de halo hemolitico. Asi mismo,
mediante el método de recubrimiento determinaron que 24 cepas (24%) producian colicina.

Rahdar, et al., en Iran 2015, a partir de 100 aislados no duplicados de E. coli aisladas de
pacientes adultos con pielonefritis o cistitis adquiridas en la comunidad, determinaron la
presencia de genes que pertenecen a sistemas adhesivos fimbriales: fimH, pap, sfa y foc,
encontrandolos en el 95%, 57%, 81% y el 16% de los aislados, respectivamente. Reportando
que del 95% de las cepas positivas a fim, solo el 2% albergaba el gen foc. Asi mismo,
identificaron en el 12% de los aisladas afa, perteneciente a las adhesinas afimbriales.

Khaleque, et al., en Dhaka, Bangladesh 2017, aisla 56 cepas UPEC de orina de pacientes
ambulatorios y hospitalizados, mediante PCR determinaron genes importantes para
establecer la adhesion inicial para ITU: fimbria tipo 1, fim1; fimbria P, papC, adhesinas
afimbriales, afa; y fimbria S, encontrandolos en 16, 24, 6 y 0 muestras, respectivamente.
Ademas, se detectaron marcadores de virulencia asociados a DEC: EPEC, eaeA y bfpA,
EHEC/STEC, stx1 y/o stx2; ETEC, eltB y/o estA; EIEC, ial; y EAEC, aatA. Identificaron 7
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cepas hibridas: 1 UPEC/STEC, stx2 positiva; 1 UPEC/EIEC, ial positiva; 3 UPEC/ETEC, 2
estA 'y 1 eltB positiva; 1 UPEC/EPEC, bfpA positiva; y 1 UPEC/EAEC, aatA positiva.

Ali, et al., en Pakistan 2019, trabaja con 155 cepas UPEC proveniente de ITU adquiridas en
la comunidad. Mediante PCR determinaron el filogrupo, siendo B2 el predominate con 92
cepas, 59%, seguido del D con 43 cepas, 28%, B1 con 12 cepas, 8%, y A con 8 cepas, 5%.
Asi mismo, identificaron diferentes FV, entre ellos: fimH en 155 cepas, 100%; papC en 75
cepas, 48%; usp en 22 cepas, 14%; sfa/foc en 20 cepas, 13%; hlyA en 18 cepas, 12%; y afa
en 15 cepas, 10%.

Alfuraiji, et al., Bagdad, Irak en 2022, estudia 75 muestras de UPEC aisladas de orina
provenientes de pacientes pediatricos, mediante PCR se les identifico los siguientes genes:
factor necrotizante citotoxico 1, cnfl; pili asociados a la pielonefritis, pap: fimbria S; y
adhesina fimbrial A, afa, encontrandolas en el 16.0%, 13.3%, 53.3% Yy 42.6% de los aislados,
respectivamente. Los aislados de UPEC de pacientes pediatricos de sexo femenino

presentaban una mayor distribucién de factores de virulencia.
Nacionales

Lopez-Banda, et al., en México 2014, a partir de 108 aislados de orina de mujeres
diagnosticadas con infeccion aguda de vias urinarias y confirmadas por laboratorio, mediante
PCR detectaron sfa/focDE, sfaS y focG en 74.1%, 1.9% y 2.8%, respectivamente,
encontrandose estos Gltimos dos exclusivamente en aislados del filogrupo B2, 60 cepas
(55,6%). Reportaron, ademas, la presencia de otros genes caracteristicos de UPEC: fimH
(98.1%) y papC (62%), iutA (48.1%), fyuA (44.4%), hlyA (7.4%), entre otros.

2.3. TosA

Internacionales

Lloyd, et al., en Michigan, Estados Unidos en 2009, por medio de la eliminacion de secciones
pequerias de la PAICFT073-aspV, construyeron mutantes con el fin de localizar el fenotipo
de atenuacion de la adherencia, por medio de ello se identifico a tosA como un componente
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importante, ya que, aumenta la adaptabilidad de la cepa CFT073 en un modelo murino de

ITU ascendente, para la colonizacion de rifiones en ratones CBA/J.

Vigil, et al., en Michigan, Estados Unidos en 2011, realiza una asociacion entre tosA y otros
genes de virulencia, contrastando 314 aislados clinicos de E. coli, en donde, 91 se obtuvieron
de materia fecal, 41 de huéspedes comprometidos, 68 de personas con bacteriuria
asintomatica, 37 de personas con cistitis y 78 de personas con pielonefritis, reportando 64
aislados positivos y 250 aislados negativos a tosA. Las cepas positivas, en general, portaban
un mayor numero de otros genes de virulencia, promediando 11,2 de los 15 genes de
virulencia o adaptacion estudiados, tendencia que se observé independientemente del lugar
de procedencia de las cepas, en tanto que los aislados tosA-negativos tenian una media de
5,4 genes. Ademas, determinaron que la presencia de tosA predice el éxito de la colonizacion
independientemente de la fuente clinica, ya que, tras inocular por via transuretral la vejiga de
ratones C57BL/6 hembra, por un lado, EFC5, aislado fecal de un voluntario humano sano, y
por otro lado CFT073, aislado de pielonefritis humana, no se observaron diferencias respecto

a los altos niveles de colonizacion tanto a nivel de vejiga como de rifion.

Wojciuk, et al., en Szczecin, Polonia 2022, trabaja con 38 cepas de UPEC aisladas de orina,
23 de huéspedes inmunocompetentes y 15 de receptores renales, ambos con ITU confirmada
por cultivo de orina con crecimiento bacteriano. Mediante PCR identificaron los siguientes
genes: fimH, csgA, flu (denominado posteriormente Ag43), papC y tosA, encontrandolos en
el 97.4%, 94.8%, 43.5%, 28.2% y 20.5% de las cepas, respectivamente. No encontraron
diferencias estadisticamente significativas en la prevalencia de adhesinas entre los receptores

de rifidn y los huéspedes inmunocompetentes.
Nacionales

Xicohtencatl-Cortes, J., et al., en México 2019, trabaja con 300 cepas clinicas UPEC de
pacientes pediatricos con ITU complicadas, determinaron la presencia de tosA mediante
PCR, reportando 55 cepas positivas, tosA*, encontrandose principalmente en los filogrupos
B2 con un 63,63%, y D con un 25.45%, asi mismo, presentaban resistencia a 10 clases de
antibioticos, encontrando MDR3 en el 25.45%, MDR4 en el 20.0%, MDRS5 en el 16.36%,
MDRG6 en el 20%, MDR?7 en el 9.09%, MDRS en el 5.45% y XDR9 en el 3.63%. Ademas,
determinaron el perfil de adherencia de las cepas tosA* en células de vejiga humana HTB-9,
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encontrando adherencia alta en el 47.3%, moderada en el 41.8% Yy baja solo en el 10.9% de
las cepas. Produjeron la proteina TosA recombinante que, reacciono con anticuerpos
procedentes del suero de pacientes con infeccion urinaria, y los anticuerpos policlonales anti-

TosA recombinante también detectaron la expresion de TosA en estas cepas.

Luna-Pineda, et al., 2018, Ciudad de México, México, estudia 178 cepas de E. coli aisladas
de orina de pacientes pediatricos con infecciones urinarias de via baja e infecciones urinarias
complicadas. Por medio de PCR se amplificaron: fimH, csgA (subunidad mayor del curli),
iutD (aerobactina), sat (toxina autotransportadora secretada), fyuA (yersiniabactina), fliC
(flagelina), hlyA (alfa-hemolisina) y tosA (adhesina no fimbrial), reportdndolos en el 99.4%
(177/178), 92.1% (164/178), 73.6% (131/178), 60.7% (108/178), 57.9% (103/178), 54.5%
(97/178), 25.8% (46/178) y 10.7% (19/178). Determinaron tres tipos de papG (I, Il y I11),
reportandolas en el 0%, 34.3% y 1.7% de las cepas, y papF (adaptador fimbrial de la
adhesina) en el 10.7% del cepario. Reportando que las cepas de ITU no complicadas estan
asociadas a una mayor frecuencia de genes de virulencia y aptitud, entre ellos iutD, csgA, sat,
tosA, fliC y papGll. Asi mismo, denotaron que los genes hlyA, tosA, iutD y fliC se asocian

con los filogrupos B1y B2, debido a las frecuencias elevadas de estos genes en dichos grupos.

2.4. Cepas hibridas

Internacionales:

Lara, et al., en Brasil 2017, aisla 258 cepas de E. coli, 3 cepas por cada muestra, de 86 casos
de infecciones extraintestinales: 79 de infeccion urinaria; 1 de bacteriemia; 1 de neumonia;
2 de infeccidn del sitio quirdrgico; 1 de infeccion de la cavidad peritoneal y 2 de infecciones
de las mucosas. Por medio de PCR se detectaron marcadores de virulencia de UPEC, entre
ellos: focA, pap y sfa. Por otro lado, para detectar cepas EAEC se identificaron aatA, aggR y
aapA. Encontrandose estos dos primeros en conjunto en el 3,4% (9/258) de las cepas EXPEC,
pertenecientes a 3 de los 86 casos estudiados (3,4%), ademas, estas cepas presentaban los
genes de UPEC: fyuA y pap, por lo que se catalogaron como cepas EAEC/UPEC hibridas

que se recuperaron de dos casos de ITU y de un caso de bacteriemia.
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Tanabe, et al., en Brasil 2020, analiza 112 aislamientos de UPEC obtenidos de muestras de
orina de pacientes ambulatorios con recuentos de >10° unidades formadoras de colonias
(UFC) por mL de orina, se les determino por medio de PCR la presencia de genes con
distintas funciones en la patogénesis de los aislados de EXPEC tales como: fimH, sfa/focDE
y hlyA, encontrandolos en 110 (98.2%), 19 (17%) y 10 (8.9%) aislados, respectivamente. Asi
mismo, se detectaron genes para el diagnostico de algunos patotipos de DEC: EPEC, eae y
bfpB; EAEC, aggR y aatA; y STEC, stx1 y stx2, encontrandose cinco aislados UPEC (4,5%)
positivos para patotipos DEC: una UPEC/aEPEC, positiva a eae, y cuatro UPEC/EAEC,
positivas a aggR y aatA. Los aislados hibridos UPEC/DEC se obtuvieron de cuatro pacientes

diagnosticados con cistitis y uno de pielonefritis.

Nascimento, et al., en Brasil 2022, evalia 172 aislamientos de E. coli, de los cuales 143
(83,1%) procedian de pacientes de sexo femenino y 7 (4%) de pacientes de sexo masculino,
no se disponia del historial clinico de 22 pacientes (22,7%). Determinaron el tipo de infeccion
en 131 pacientes (76,1%): 37 (28%) eran bacteriuria asintomatica (BA) y 94 (71,7%) eran
ITU sintomatica, incluidas 17 (12,9%) infecciones recurrentes. Por PCR determinaron genes
asociados a la virulencia, entre ellos: aggR (EAEC); elt y est (ETEC); bfpB, eae y escV
(EPEC) y; stx1, stx2, eae y escV (STEC y EHEC). En este estudio se encontraron tres cepas
patégenas hibridas (1,7%), dos de las cuales presentaban el gen eae y carecian del gen bfpB.
Por este motivo, se clasificaron como UPEC/aEPEC. La tercera cepa hibrida albergaba el

gen aggR, clasificandose como UPEC/EAEC.

Moazeni, et al., en Irdn 2024, trabaja con 165 muestras de urocultivo positivas a E. coli
obtenidas de hospitales y 37 cepas archivadas de UPEC. Extrajeron el material genético de
las 202 cepas UPEC, mediante el método de ebullicién, y determinaron si eran cepas
EAEC/UPEC hibridas, utilizando como marcadores moleculares aggR y pCVD432. Nueve
cepas fueron positivas (4,5%) a aggR, ocho cepas con ambos marcadores y una sola poseia
el marcador pCVD432. Todas las cepas hibridas albergaban app, mientras que eran negativas
para los genes aggA (subunidad estructural de las fimbrias de adherencia agregativa I,
AAF/I), aafA (subunidad estructural de las fimbrias de adherencia agregativa Il, AAF/II),
astA (enterotoxina termoestable enteroagregante de E. coli, EAST1) y pet (enterotoxina

autotransportadora).
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Nacionales:

Rodriguez-Garcia, et al., en México 2024, trabaja con 52 cepas aisladas de pacientes con
diagnostico de infeccion cronica de vias urinarias identificadas como Escherichia coli; 23
provenientes de infecciones persistentes y 29 de infecciones recurrentes, mediante PCR
determinaron que 30 (57.39%) de las cepas evaluadas presentaban al menos uno de los genes
asociados a DEC, sin identificar genes UPEC. En los cuadros de persistencia 12 (52.17%)
cepas fueron hibridas (UPEC/DEC); 3 positivas a bfpA, 5 a eaeA, 4 altA 5 astAy 3 aipaH,
por otro lado, los casos de recurrentes fueron 18 (62.07%) cepas UPEC/DEC; 6 amplificaron
stx2, 1 bfpA, 6 eaeA, 8 ItA, 2 ipaH y 5 aggR.

Ballesteros-Monrreal, et al., en Sonora, México 2024, trabaja con 40 cepas de E. coli aisladas
de muestras de orina provenientes de pacientes que presentaban sintomas de ITU o de
mujeres embarazadas. Determinaron los marcadores moleculares asociados a los patotipos
DEC: EPEC, eaeA y bfpA; DAEC, daak; y EAEC, pCVD432, con base a su perfil genético.
Las veinte cepas positivas a genes DEC se les determinaron sus patrones de adherencia
encontrando: ladrillo (85%), localizado (55%), agregativo (20%) y difuso (15%), reportando
que sélo ocho (40%) de los aislados presentaban un Unico patron de adherencia, mientras que
doce (60%) presentaban patrones de adherencia mixtos asociados a diferentes patotipos de
E. coli. Detectaron bfpA en el 80% de estos aislados, pCVVD432 en el 30%, daaE en el 20%
y eaeA en el 5%. Este estudio indico la presencia de 16 cepas hibridas en la poblacion
mexicana con ITU: 1 UPEC/EAEC/DAEC/EPEC, 3 UPEC/DAEC/EPEC, 5
UPEC/EAEC/EPEC y 7 UPEC/EPEC.

2.5. Antecedentes directos

Ixtepan-Tejero, 2018, estudia 51 cepas de E. coli aisladas de mujeres con ITU. Mediante
PCR identifico 13 genes o fragmentos genéticos que codifican para adhesinas (fimH en el
98%, papGll en el 27.5%, papA en el 21.6% y papGlll en el 1.96%), flagelo (fliC en el
7.84%), toxinas (satA en el 33.3%, satP en el 25.5%, hlyA en el 19.6%, cnf-1 en el 13.7%
vatP en el 5.88% y vatA en el 3.92%) y sistema de captacion de hierro (iucD en el 76.5% y
iha en el 45.1%) en el cepario. Asi mismo, identifico genes BLEE mas prevalentes,

encontrando: blatem en el 66%, blactx-m en el 25% y blaoxa-1 en el 9% de los aislados, asi
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como blaskv que no se encontro en el cepario. Ademas, determino el perfil plasmidico de las
cepas, encontrando 3 cepas con cinco bandas, 3 con cuatro bandas, 7 con tres bandas, 6 con
dos bandas, 9 con una banda y 23 cepas que no presentaban bandas. La banda plasmidica de
mayor tamafo fue de 10.5 kb, mientras que la de menor tamafio era de 25 kb. Las cepas que
presentaban bandas plasmidicas, por medio de PCR, les identifico traT y MOBFi,
encontrandolas 11 y 8 cepas positivas, respectivamente. Por otro lado, determino el perfil de
susceptibilidad antibidtica para 24 antibioticos de 10 familias distintas, encontrando
resistencia a B-lactamicos en el 95.2%, quinolonas en el 94.9% aminoglucosidos en el 52.2%,
categorizandolas en extremadamente resistente, XMR, y multidrogo resistente, MDR, 10%

y 90%, respetivamente.

Cortez-de la Puente, 2020, trabaja con 51 cepas de Escherichia coli uropatdgena aislada de
pacientes femeninos, determino el filogrupo encontrando el B2 en el 37%, seguido del D en
el 20%, Ay Cenel 16%, Fenel 6%, By E en el 2% y Clado | en el 2% de las cepas. Asi
mismo, mediante PCR mdltiple determina dos PAIs de UPEC cepa CFT073, PAl-lcrro73 €n
un 39% y PAI-lIcerorzen el 33%, y dos de UPEC cepa J96, PAI-1396 en un 4% y PAI-11506 en
ningun aislado, el 22% de las cepas poseian dos PAIs y solo el 2% presentaba 3. Determino
el serotipo de las cepas, encontrando 16 serotipos distribuidos en 43 cepas, 0O25:H4 en el
22%, 0102:H6 en el 14%, O20:H9 en el 10%, O-:H4 en el 10%, O-:H10 en el 8%, el 2%
restante se distribuy6 en 11 serotipos, y 8 cepas fueron no tipificables. Mediante PCR’s
individuales determino los genes asociados a la transferencia genética traT, positivo en el
53% de las cepas, y mobg, mobgi2 en el 12%, mobgu en el 8% y mobgi1 en el 2% de los

aislados.

Hernandez-Castillo, en Puebla 2023, analiza 24 cepas UPEC obtenidas de pacientes varones
cursando ITU, mediante PCR determino genes clasicos de este patotipo: sistema de transporte
capsular tipo ABC (kpsMT-K1), flagelina (fliC), proteina especifica uropatogena (usp) y la
adhesina de la fimbria F1C (focH), encontrandolos en un 92%, 67%, 63% y 21% de los
aislados, respectivamente. Ademas, identificd la presencia de genes asociados a patotipos
DEC: ETEC, It-1; STEC, stx1; EPEC, bfpA y eae, reportando 3 cepas hibridas UPEC/STEC.
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Ortega-Enriquez, 2024, trabaja con 40 cepas aisladas de orina de mujeres que cursaban con
una ITU, mediante PCR realizo la identificacion de genes especificos para cada patotipo
DEC: EAEC (aggR y aaiG), ETEC (toxinas LT y ST), EPEC (bfpA) y EHEC (toxinas Shiga:
stx1A y stx2A). Reportando 14 cepas (35%) como patotipos hibridos: UPEC/EAEC (42%,
n=6/14) y UPEC/EAEC/ETEC (35%, n=5/14), seguido de 1 cepa positiva a
UPEC/aEAEC/EPEC (7%), UPEC/ETEC (7%, n=1/14) y 1 cepa a UPEC / aEAEC (7%).
Ademas, trabajo con 40 cepas de E. coli aisladas de heces provenientes de personas sanas
(portadores), a las cuales les determino por PCR la presencia de los genes mas frecuentes
asociados a virulencia de UPEC: adhesinas (fimH, papGll, papA y papGlll), toxinas (satA,
satP, hlyA, cnf-1, vatP y vatA), evasion de la respuesta inmune (traT y fliC) y sistema de
captacion de hierro (fyuA, iucD y iha). Encontrando mas prevalentemente fimH, fyuA y iucD
en el 100%, traT en el 84% y satP en el 95%. Consideraron a las cepas que presentaban al
menos a 1 gen de virulencia de cada categoria como UPEC, es decir con potencial
uropatégeno, reportando 9 cepas hibridas: 6 cepas aEPEC/UPEC, 1 cepa
aEPEC/ETEC/UPEC, 1 cepa aEPEC/DAEC/UPEC y 1 cepa ETEC/UPEC.

Barrientos-Mejorada, 2023, trabaja con 24 aislados de E. coli de varones con ITU a través de
PCR determino los genes ybbW (permeasa de alantoina), hek (proteina aglutinina resistentes
a la temperatura), kpsg (subunidad del transportador ABC) y agn43 (antigeno 43),
reportandolos en el 100% (n=13/24), 88% (n=21/24), 71% (n=17/24) y 54% (n=13/24) de
las cepas, respectivamente. Por otro lado, realizo ensayos de adherencia en células HelLa en
presencia y ausencia de manosa con siete cepas que presentaban diferente genotipo de
adherencia. En los ensayos sin manosa reporta que cinco de las siete cepas (71.4%) se
adhieren en un 43% a 0.5%. Mientras que en los ensayos con manosa cuatro de las siete cepas

(57.1%) mostraron adherencia en un 30% a 5%.
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3. Justificacion

Las ITUs se encuentran entre las infecciones bacterianas més frecuentes, anualmente generan
gastos millonarios en costes sanitarios a nivel mundial. En México ocupan el tercer lugar de
las infecciones con mayor nimero de casos nuevos, reportando por afio mas de 2 millones de
casos, siendo la poblacion femenina la més afectada, representando mas del 70% de total de
casos, debido a diversos factores no solo anatomicos sino también conductuales.

UPEC cuentan con una extensa gama de factores de virulencia y adaptacién que le permiten
interactuar con el huesped. La virulencia del patdgeno es un proceso complejo que requiere
de diferentes estructuras tanto extracelulares como intracelulares. Es por ello que el estudio
e identificacion de los determinantes de virulencia, ausentes en la microbiota, pero esenciales
para los patdgenos permite el desarrollo de terapias dirigidas que los neutralices v,

finalmente, prevengan el desarrollo del cuadro clinico.

El proceso de adhesion determina el éxito del uropatdgeno, pues si hay una buena adhesion
hay mayor probabilidad de sobrevivir, multiplicarse, generar dafio y, en determinados casos,
generar un cuadro clinico en el hospedero. Teniendo en cuenta la importancia este proceso,
mediado por adhesinas, el presente trabajo busca identificar en cepas de UPEC aisladas de
mujeres mexicanas con ITU, la presencia de la adhesina de la fimbria F1C, focH, de la
proteina reguladora de la fimbria S, sfaC, y la adhesina no fimbrial, tosA, con el proposito
de determinar su prevalencia en el genoma de cepas aisladas en territorio nacional, ya que,

hay pocos informes tanto en México como a nivel internacional.

Ademas, en los ultimos afios ha habido reporte de cepas EXPEC aisladas de orina capaces de
generar una infeccion intestinal seguida de una infeccion del torrente sanguineo que
presentan, aparte de genes EXPEC tipicos de virulencia, genes que codifican para factores de
virulencia caracteristicos de patotipos DEC, que le brindan mas herramientas a la hora de
sobrevivir o generar dafio. Las cepas hibridas son consideradas cepas potencialmente mas
virulentas. Es por ello, que en este trabajo también se busca identificar la prevalencia de cepas
hibridas: UPEC/ETEC, UPEC/EHEC, UPEC/EPEC y UPEC/EAEC en el cepario antes

mencionado, con el fin de ver su prevalencia, ya que, en territorio nacional hay pocos
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reportes, al igual que a nivel internacional, a excepcion de Brasil, pais con una gran cantidad

de reportes y estudios enfocados a su identificacion.
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4. Esquema de trabajo

51 cepas UPEC de pacientes
femeninas con ITU
Crio-conservadas a -70°C

Cultivo en caldo DNA STA\F\;’

Luria Bertani

| "'
I | SnapGene
Extraccion de Extraccion de Disefio de
material genético M material plasmidico oligonucleotidos
(Lisis alcalina) (Quick-prep) (stx1A, stx2A y espF)
Determinacion por PCR Determinacion por PCR
de adhesinas UPEC de patotipos hibridos
| I
v v v v v v
Afimbriales Fimbriales UPEC/EHEC UPEC/ETEC UPEC/EAEC UPEC/EPEC
| —L | 1 1 1
I I 1 i 1
tosA sfaC focH stx2A espF stx1A  stal eltB  aggR aaiG  bfpA espF
\ J

[

Electroforesis en gel de agarosa

}

Analisis de resultados
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5. Objetivos

5.1. General

Identificar genes que codifican subunidades de adhesinas y patotipos hibridos UPEC/DEC
en un cepario de Escherichia coli uropatdgena proveniente de mujeres cursando con

infeccion de tracto urinario.

5.2. Especificos

1. Estandarizar condiciones de PCR para la identificacion de las subunidades de
adhesinas fimbriales, sfaC y focH, y la adhesina no fimbrial, tosA, en el cepario de
mujeres provenientes del ISSTE.

2. ldentificacion de focH, sfaC y tosA en cepas UPEC previamente secuenciadas.

3. Disefiar oligonucle6tidos para identificar patotipos DEC: STEC/EHEC y EPEC.

4. Estandarizar las condiciones de PCR mudltiple para identificar patotipos DEC (EHEC,
ETEC, EAEC y EPEC)

5. Identificar patotipos hibridos UPEC/DEC (UPEC/EHEC, UPEC/EAEC vy
UPEC/EPEC).
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6. Material y métodos

6.1. Material bioldgico

A continuacién, en la jError! No se encuentra el origen de la referencia. se exponen las
caracteristicas fenotipicas y genotipicas del cepario de E. coli aisladas en 2016 de mujeres
cursando con ITU del Instituto de Seguridad y Servicios Sociales de los Trabajadores del
Estado (ISSSTE), que fueron determinadas por Ixtepan-Tejero, 2018 y Cortez de la Puente,
2020. Asi mismo, en la Tabla 6 se enlistan las cepas usadas como control positivo en el

presente trabajo.
6.2. Cepario UPEC

Se analizaron 51 cepas de Escherichia coli aisladas de pacientes femeninas que cursaban con
ITU, provenientes del Instituto de Seguridad y Servicios Sociales de los Trabajadores del
Estado (ISSSTE) de Puebla, México, cuyo rango de edad era de 21 a 86 afos, obtenidas de
junio del 2015 a febrero del 2016. Estas cepas fueron trabajadas y caracterizadas
parcialmente en los proyectos de tesis Claudia Ixtepan Tejero e Isabel Montserrat Cortez de
la Puente. Actualmente, se encuentran en crioconservaciéon (-70 °C) en el Laboratorio de
Biologia Molecular de Enteropatégenos (LBME), ubicado en el Centro de Investigaciones

en Ciencias Microbioldgicas, Instituto de Ciencias BUAP.

6.3. Extraccion de ADN.
Se realizo la extraccion de material genético de las cepas clinicas y controles mediante lisis
alcalina, para obtener el material gendmico, y quick-PREP para extraer el material

plasmidico (Sambrook, et al., 2001).

6.4. Obtencidn del paquete celular

Se inocularon 10 pL del criovial atemperado en hielo, en 3 mL de caldo Luria Bertani (LB),
se incubo a 37°C, a 220 rpm de 18 a 24 hrs (pre-cultivo). Posteriormente se inocularon 80 pl
del pre-cultivo a un tubo con 5 mL de caldo LB, nuevo y estéril, para después incubar de 2 a
4 hrs a 37°c hasta alcanzar una DO2sonm de 0.4 a 0.5 (cultivo). A partir del cultivo se
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transfirieron 500 pL a tubos Eppendorf para posteriormente centrifugar 1 min a 12,000 rpm,
se retiro el sobrenadante para dejar solo la pastilla/paquete celular (extraccion gendmica).
Para realizar la extraccion plasmidica, se obtuvo el paquete celular de 3 ml del pre-cultivo
crecido a 37°C, a 220 rpm de 18 a 24 hrs.

Tabla 5. Caracteristicas genotipicas y fenotipicas* del cepario de E. coli aisladas
de orina de mujeres cursando con ITU.

Caracteristica Especificacion dNumero Porcentaje
e cepas
A 8 16%
B1 1 2%
B2 19 37%
. o C 8 16%
Grupos filogenéticos D 10 20%
E 1 2%
F 3 6%
Clado | 1 2%
fimH 50 98%
papGlI 14 27%
Adhesina papGlI 1 2%
papA 11 22%
Sistema de Iha 23 45%
] ] captacién de
Genes de virulencia ! hierro iucD 39 76%
Flagelo flic 4 8%
satA 17 33%
satP 13 25%
Toxinas vatA 2 4%
vatP 3 6%
hlyA 10 20%
Cnf 7 14%
PAI | 20 39%
Islas de patogenicidad CFT073 PAI lI 17 33%
2 PAI | 0 0%
196 PAI Il 2 4%
025:H4 11 22%
No tipificable 8 16%
0102:H6 7 14%
Serotipificacion 2 020:H9 5 10%
0O-:H4 5 10%
O-:H10 4 8%
Otros 1 2%
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mobF12 ! 8 16%

Genes de Mob mobQ11 z L 2%
transferencia genética mobQ12 6 12%
mobQu ? 4 8%

traT 2 27 53%

Categoria de MDR 5 10%
resistencia XDR 46 90%
Presencia de CTX-M 13 25%
Betalactamasas * OXA 13 25%
5 3 6%

4 3 6%

- 3 7 14%

Bandas plasmidicas > 5 12%
1 9 18%

0 23 45%

Formacion Si 8 16%

de biopelicula®” No 43 84%

1) Datos reportados por Ixtepan-Tejero, 2018. 2) Datos reportados por Cortez de la Puente, 2020

Tabla 6. Cepas control utilizadas en este estudio

Patotipo Cepa Control TipNoudrigggIggualgcggoANDcl:\lB(lkb) Gen de estudio
focH (-), sfaC (-), tosA (-),
Cromosoma (4,527.247) aaiG (-), aggR (-),stal (-),
*
Comensal |~ MC4100 NZ_HG738867.1 eltB ().espF (-),stx1A (9),
stx2A (-),bfpA (-)
EXPEC | CFT073 (UPEC) CromoNs‘émgo(i’éilAZg) focH (+), sfaC (+), tosA (+)
Cromosoma (5,241.977) 2aiG (+)
042 (EAEC) FN554766
Plasmido HH35 (104.880) a00R (+)
CP136994 99
LD102b (ETEC) P'asm'dg,5'6140;40177(66'681) stal (+), eltB (+)
o E2348/69 (EPEC) Cromo;m%ggggf"f’f’g’) )
Plasmido MAR2 (97.978) bfpA (+)
FM180569 P
Cromosoma (5,528.445) SIXIA (+), SO2A (+), espF (+)
EDL933 (EHEC) AEQ05174
Plasmido pO157 (92.077) EHEC-hIyA (+)
AF074613 y

* Control negativo, cepa comensal K-12. 1, tamafio en kilo pares de bases calculado con SnapGene
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6.5. Extraccion de DNA gendmico

Se le agreg6 a cada pastilla celular 570 pL de solucion | (sacarosa, EDTA-TRIS), se agit6 30
segundos en vortex a velocidad media, se afiadieron 60 pL del SDS al 20%, se homogeneizo
en vortex por 20 segundos evitando la formacion de burbujas, después se incubé a 80°C por
5 minutos en termoblock, se dejo enfriar a temperatura ambiente, se agregaron 2 uL de
RNAsa y se incubd por 45 minutos a 37°C en incubadora estatica, posteriormente se
adicionaron 200 pL de NaCl 5M, se invirtié 20 segundos, se dejo reposar 60 segundos,
después se homogeneiz6 con vortex 60 segundos, se volvio a reposar por 60 segundos, se
introdujeron en hielo por 5 minutos, se centrifugaron 10 minutos a 12,000 rpm, a
continuacidn, se trasladd el sobrenadante a un tubo nuevo. Se afiadieron 800 uL de
isopropanol, se invirti6 por 1 minuto, se centrifugd 20 min a 12,000 rpm, se retird el
sobrenadante, para luego agregar de 800 a 700 uL de etanol al 70%, se centrifugd 5 min a
12,000 rpm, se decanto para retirar el sobrenadante, para posteriormente secar la pastilla en
la incubadora estatica a 37 °C. Una vez seca se re-suspendié en 75 pL de Tris10 mM, pH 8,

finalmente se le dio spin.
6.6. Extraccién de DNA plasmidico

A la pastilla celular de 3 ml, se le afiadieron 150 pL de solucién la (sacarosa, EDTA-TRIS,
lisozima y RNAsa), se re-suspendid con vortex y se incubo 15 min a temperatura ambiente,
posteriormente se afiadieron 300 pL de solucién Il (NaOH 0.4 M y SDS al 2%), se invirti
10 veces y se mantuvo en hielo por 5 min. Después, se le afiadieron 225 L de solucion 1l
(acetato de potasio 3 M), se homogenizo por inversion 10 veces, se meti6 en hielo por 15
minutos, transcurrido el tiempo se centrifugo a 12,000 rpm por 15 min a 4°C, el sobrenadante
se transfirid por decantacion a un tubo que contenian 300 pL de fenol-cloroformo-alcohol
isoamilico, ya rotulado, para posteriormente invertirlo 30 veces suavemente, se centrifugo a
12,000 rpm por 5 min a 4°C. Luego se transfirié el sobrenadante a tubos con 300 uL de
cloroformo-alcohol (24:1), se invirtieron 50 veces, tras esto se centrifugaron a 12,000 rpm
por 5 min a 4°C. Se transfirio el sobrenadante del tubo con punta a un tubo nuevo, se le
afiadio 2 veces su volumen de etanol absoluto o hasta alcanzar el volumen de 1.5 mL, se

dejaron a -4°C toda la noche. Transcurrido el tiempo, se centrifugo a 12,000 rpm por 5 min
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a4°C, se le retir6 el sobrenadante por decantacion, se afiadio etanol al 70% hasta alcanzar un
volumen de 1.5 mL, se mezclé por inversion 5 veces y se volvid a centrifugar a las mismas
revoluciones, pero solo por 5 minutos. Se decantd el sobrenadante y se dej6 secar la pastilla
sobre papel, cerca del mechero. Una vez seca, se re-suspendio en 60 pL de Tris al 10 mM,

pH 8, finalmente se le dio spin.
6.7. Determinacidn de concentracion y pureza de DNA gendmico

Por medio del equipo NanoDrop 2000c se analiz6 el ADN genémico obtenido de cada
muestra, se realiz6 una lectura a 260 nm con el fin de determinar la concentracion, asi mismo
se evaluo la relacién 260/280 nm para determinar la pureza del material obtenido,
considerando de 1.7 a 2.0 como rango Optimo. Para determinar la integridad del ADN se
realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 0.7% de 10 pl del extracto, tefiido con bromuro
de etidio y fotografiado en el fotodocumentador MiniBIS Pro.

6.8. Disefio de oligonucledtidos para determinar EHEC y EPEC
Para la identificacion de patotipos hibridos, se disefiaron oligonucledtidos usando los
genomas de EPEC E2348/69 y EHEC EDL933 (No. de acceso FM180568 y AE005174 en
National Center for Biotechnology Information (NCBI), respectivamente) para amplificar
stx1A, stx2A de STEC/EHEC vy espF, gen presente en la PAI-LEE de EHEC y EPEC, cuyo
amplicon varia en ambos patotipos permitiendo ser usados como diferenciador®. Se uso
DNAStar para analizar temperatura de alineamiento, tamafio, porcentaje de guanina-citosina,
formacion de horquillas y dimeros. Se cuido que la longitud fuera de 18-24 bases, %GC del
40-60%, poseer como maximo una diferencia de Tm de 5 °C entre el oligonucleotido

delantero y reverso.

Para el analisis de las secuencias se emplearon los siguientes programas: Sequence Utilities,
para obtener secuencias en direccion 5°-3° y complementarias; SnapGene Viewer, para la
visualizacion del genoma y localizacion de los oligonucleétidos; BLAST (NCBI), para

identificar regiones conservadas del gen y su prevalencia en genomas secuenciados.

8 Las secuencias de los oligonucledtidos disefiados en el presente trabajo no se presentan debido a se van a
publicar en un articulo.
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6.9. PCR individual para identificacion de adhesinas
Con base en las temperaturas de alineamiento (Tm) de los certificados de Elaboracion de
Oligonucleotidos emitido por el Instituto de Biotecnologia (IBT) de la UNAM. Se determiné
el rango de temperatura de alineamiento de cada par de oligonucle6tidos, basandose en las
dos temperaturas del certificado (Tm1 Y Tm2) menos cinco grados centigrados (Tm-5°C) °. Se
tomo la Tm-5°C méxima y minima para generar el rango de temperatura (Tabla 7). Con el
fin de generar un gradiente de temperatura que permita determinar la temperatura a la que
los oligonucleotidos se alinean correctamente al DNA templado y se evite la formacion de

bandas/amplicones inespecificos.

Tabla 7. Oligonucledtidos para tosA, sfaC y tosA, tamafio del amplicén, temperaturas de

alineamiento y rango de temperatura para disefio de PCR cromosémica individual.

Nombre del . Temperatura de Alineacion (Tm)
Gen . : Amplicon Rango
Oligonucledtido Tox Tm-5°C
T 63.0 °C 58.0 °C
tosA-F
Tm2 58.0 °C 53.0°C
tosA 589 pb 53.0°C-59.8°C
Tm 64.8 °C 59.8°C
tosA-R
Tm2 60.0 °C 55.0°C
T 62.6 °C 57.6 °C
focH-F
Tm2 54.0 °C 49.0 °C
focH 1,065 pb 49.0°C-58.3°C
T 63.3 °C 58.3°C
focH-R
Tm2 60.0 °C 55.0°C
Tm 64.8 °C 59.8°C
sfaC-F
Tm2 60.0 °C 55.0°C
sfaC 375 pb 55.0°C-59.8°C
Tm 63.3°C 58.3°C
sfaC-R
Tm2 60.0 °C 55.0°C

* Temperatura de alineamiento del certificado de Elaboracién de Oligonucle6tidos, proporciona dos temperaturas (Tm Y Tmz) por cada

oligonucleétido.

Se gener0 un programa gradiente en el termociclador con el rango de temperatura y el tiempo
de extension de acuerdo a la longitud del amplicén, considerando que la velocidad de

reaccion de la DreamTagq es de 1 kb/min (Tabla 8).

® Metodologia empleada en el LBME para determinar la temperatura de alineamiento de oligonucleétidos.
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Tabla 8. Caracteristicas del gen a identificar, oligonucleétidos y condiciones empleadas para estandarizar

PCR individual mediante gradiente.

Cepa S Tamafio Condiciones de amplificacion
Control Espeuflci%lones ol Oligonucledtidos del Fase Tiemoo | Temperatura Referencia
(Patotipo) g amplicén P P
. DI: 3 min 95.0°C
Nombre: tosA 30s 95.0°C
tosA—F 30 5552i8°c(:*
Tamafio: | 4,833 pb 589 pb | ciclos 30s 577°C Xicoténcatl
£9.8 °C etal., 2016
Adhesina tosA-F 36s 72.0°C
Codifica: fibriat EF. | 10min | 72.0°C
) DlI: 3 min 95.0°C
Nombre: focH 30 95.0°C
49.2 °C
Tamafio: | 969 pb focH —F ciiloos 30s 5574;5905* Nava-
CFT073 1,065 pb 58‘ 5 °C Rodriguez,
(UPEC) : ' 2015.
Adhesina focH - R 65 s 72.0°C
o de la
Codifica: | ipria EF: | 10min | 72.0°C
F1C
) DlI. 3 min 95.0°C
Nombre: sfaC 30s 95.0°C
55.0 °C*
Tamafio: | 285 pb sfaC —F Ciifos 30s 58.3 °C Nava-
375 pb 59.9°C Rodriguez,
Proteina sfaC - R 24s 72.0°C 2015.
... | reguladora
Codifica: | "o 1 EF: 10min | 72.0°C
fimbria S

DI, desnaturalizacién inicial; D, desnaturalizacion; A, alineamiento; E, extension; EF, extension final.

* Temperatura establecida para la amplificacién por PCR de genes con base a los resultados de la electroforesis del gradiente.

Para estandarizar las PCR para focH, sfaC y tosA se prepararon reacciones individuales, cada

una se sometio a una temperatura diferente, utilizando el DNA gendémico de la cepa control

CFTO073 (aislado de pielonefritis/urosepsis), el par de oligonucledtidos correspondiente y los

demas componentes de la reaccion (agua, dNTPs, DreamTaq) , considerando un volumen

final de reaccion de 10 pL enlistados en la Tabla 9. Los productos se sometieron a

electroforesis en gel de agarosa al 1%, tefiido con bromuro de etidio y fotografiado en el

fotodocumentador MiniBIS Pro.
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Tabla 9. Componentes empleados para cada PCR individual.

Concentracion VBLIFTET G SEE.C 907 TRHEHOT Concentracion
CRMEOREE stock final (10 pL)
sfaC focH tosA
DreamTag DNA-
pol (Thermo S5U/MI 0.06 pL 0.06 pL 0.06 pL 0.03U
Scientific)
10X DreamTaq
Buffer 10X 1.0 uL 1.0puL 1.0 uL 1X
(Thermo Scientific)
dNTPs Mix!
(Thermo Scientific) 10.0 Mm 0.2 L 0.2 uL 0.2 uL 0.2 Mm
Oligo Delantero 10.0 uM 0.1puL 0.1puL 0.1puL 0.2 uM
Oligo Reverso 10.0 uM 0.1puL 0.1puL 0.1puL 0.2 uM
DNA Templado? - - - - 1.00 pg
Agua - Para 10 uL | Para 10 pL | Para 10 pL -

1, 0.04 mM de cada dNTP; 2, ADN templado obtenido mediante el método de lisis alcalina, su concentracion varia.

6.10. ldentificacidn de adhesinas en cepas secuenciadas
Para la identificacion bioinformatica de tosA, focH y sfaC se usaron contigs especificos de 9
cepas secuenciadas de UPEC dentro de nuestro equipo de trabajo (Cortez-de la Puente, tesis
doctoral en proceso). Se uso el programa SnapGene para visualizar los contigs y determinar
la posicion de los oligonucle6tidos y en su caso el hallazgo de cada uno de los genes
completos. Para corroborar el hallazgo bioinformético se realiz6 PCR y electroforesis en gel
de agarosa usando como templado DNA de las cepas UPEC secuenciadas, siguiendo las

condiciones de la Tabla 9.
6.11. PCR mdltiple cromosémica DEC

Las PCR mudltiple se disefiaron, con base a la localizacion de los genes a estudiar. Esta PCR
amplifica 3 genes/fragmentos de genes cromosémicos caracteristicos de patotipo EHEC:
stx1A, subunidad A de la toxina Shiga 1 (286/948 pb) y stx2A, subunidad A de la toxina Shiga
2 (1,130/960 pb); y EAEC, aaiG, componente del T6SS-3 (808/1,983 pb).

Primero, se realizaron PCR individuales para stx1A, stx2A y aaiG a 59.1°, temperatura de

alineacion similar o muy préxima entre los tres pares de oligonucledtidos (Tabla 10). Cada
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reaccion contenia los oligonucledtidos correspondientes a cada gen y el DNA genémico de
la cepa control, para amplificar los genes stx1A y stx2A se utilizd DNA gendmico de la cepa
EHEC EDL933, mientras que para el componente del T6SS-3 se empleé el de la cepa EAEC
042.

Tabla 10. Oligonucleétidos para stx1A, stx2A y aaiG, tamafio del amplicon, temperaturas de

alineamiento y rango de temperatura para disefio de PCR cromosémica individual y multiple.

Nombre del . Temperatura de Alineacion
Gen Amplicon

Oligonucledtido Tm Tm-5°C Rango

Tm 65.0 °C 60.0 °C
Stx2A -27F
T2 64.1 °C 59.1 °C
Stx2A 1130 pb 59.0°C - 63.0°C
T 66.6 °C 61.6 °C
stx2A +143R

T2 68.0 °C 63.0 °C

Tt 68.1 °C 63.1 °C
Stx1A546F
Tma 66.0 °C 61.0 °C
Stx1A 286 pb 59.0°C - 63.1°C
Tm 66.5 °C 61.5°C
stx1A811R

T2 64.1°C 59.1°C

] T 66.5 °C 61.5°C

aaiG-F

) T2 62.0 °C 57.0°C

aaiG 808 pb 57.0°C -61.5°C
) T 63.9 °C 58.9 °C

aaiG-R

T2 66.0 °C 61.0 °C

* Temperatura de alineamiento del certificado de Elaboracién de Oligonucleétidos, proporciona dos temperaturas por cada oligonucleétido.

Con base en los resultados obtenidos en las PCRs individuales, se prosiguio a realizar una
PCR multiple a una temperatura de alineamiento de 59.1° C para amplificar los tres genes
DEC cromosémicos (Tabla 11). ElI control positivo, contenia los tres pares de
oligonucledtidos y los dos DNA gendmicos de las cepas control (EHEC-EDL933 y EAEC-
042), y el control negativo, comprendia los oligonucle6tidos y agua o la extraccion genémica

de la cepa control negativo MC4100.
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Tabla 11. Caracteristicas del gen a identificar, oligonucleétidos y condiciones empleadas para realizar PCR
maltiple cromosémica

Cepa Especificaciones del Tamafo Condiciones de amplificacion
Control P Oligonucledtidos del : Referencia
(Patotipo) gen amplicon Fase Tiempo | Temperatura
Nombre: stx1A
DI: 5 min 95.0°C
Tamafio: 948 pb stx1A525-F Este
i 1130 pb estudio
S‘f‘é”'?ad stx1A811-R
Codifica: €la _ o
toxina D: 30s 95.0°C
EDL933 Shiga 1
(EHEC) Nombre: Stx2A
< i 30 _ o
Tamafio: 960 pb RI27-F 286 pb ciclos A: 30s 59.7° C Este_
SL'JAt\)LCJini?ad Stx2B132-R estudio
Codifica: €la
toxina
Shiga 2 E: 70s 72.0°C
Nombre: AaiG
aaiG-F .
(E%EZC) Tamafio: | 1,983 pb 808 pb a[."azsb%
aaiG-R EF: 10 min 72.0°C K
Codifica: Componente
" | del T6SS-3

DI, desnaturalizacién inicial; D, desnaturalizacién; A, alineamiento; E, extensién; EF, extension final

Para realizar las PCR mdltiples se consideraron las concentraciones finales para un volumen final de reaccion
de 20 pL enlistados en la Tabla 12.

Tabla 12. Componentes empleados para cada PCR multiple cromosémica para
patotipos hibridos.

Componente Concentracion Volumen de stock Concentracion
P stock por reaccion final (20 pL)
DreamTaqg DNA-
polimerasa (Thermo 5U/uL 0.40 pL 0.10U
Scientific)
10X DreamTaq Buffer
(Thermo Scientific) 10X 20k X
dNTP Mix
(Thermo Scientific) ! 10.0Mm 0.4 uL 0.2 Mm
Stx1A546F 10.0 uM 0.4 pL 0.2 uM
Stx1A811R 10.0 pM 0.4 pL 0.2 uM
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Stx2A -27F 10.0 uM 0.3 uL 0.2 uM
stx2A +143R 10.0 uM 0.3 L 0.2 uM
aaiG-F 10.0 uM 0.4 uL 0.2 uM
aaiG-R 10.0 uM 0.4 pL 0.2 uM
DNA Templado 2 - - 1.00 g
Agua - Para 20 pL -

1, 0.04 mM de cada dNTP. 2, ADN templado obtenido mediante el método de lisis alcalina, su concentracion
varia.

Los productos de las PCR se sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 1%, se tifieron

con bromuro de etidio y fotografiado en el fotodocumentador MiniBIS Pro.
6.12. PCR mdultiple espF

La PCR mudltiple para diferenciar entre EHEC y EPEC, amplifica un gen que codifica una
proteina efectora de la PAI-LEE, espF. En EPEC genera un amplicon de 770 pb, mientras
que en EHEC uno de 687 pb.

Considerando las Tm de los certificados se determiné el rango de temperatura optimo (Tabla
13). Primero se realizaron reacciones de PCR individuales, es decir, una reaccion con el DNA
gendémico de EHEC (EDL933), otra con el de EPEC (E2348/69) y un control negativo (DNA
de MC4100, cepa K-12) con el par de oligonucleétidos a diferentes temperaturas (64.3°C,
63.1°C, 57.5°C y 56.0°C). Para corroborar que generaban el amplicon correspondiente al

patotipo y no se generaran bandas inespecificas.

Tabla 13. Temperaturas de alineamiento de los certificados de espF.

Nombre del . Temperatura de Alineacion
Gen : » Amplicon
Oligonucledtido Tm Tm-5°C Rango
T 68.1 °C 63.1°C
espF219F EPEC | 687 pb
Tm2 70.0°C 65.0 °C
espF 59.0°C - 65°C

Tt 68.2 °C 63.2 °C

espF+219H262PR | EHEC | 770 pb
Tm2 64.0 °C 59.0 °C

* Temperatura de alineamiento del certificado de Elaboracién de Oligonucleétidos, proporciona dos temperaturas por cada oligonucleétido.

Basandonos en los resultados de las PCR individuales, se realizd la PCR mudltiple en
gradiente (56.0°C, 57.5°C, 63.1°C y 64.3°C) (Tabla 14). El control positivo, contenia el par
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de oligonucledtidos y los dos DNA genomicos de las cepas control (E2348/69 y EDL933), y

el control negativo, comprendia los oligonucle6tidos y agua o la extraccion genémica de la

cepa control negativo MC4100.

Tabla 14. Caracteristicas del gen a identificar, oligonucledtidos y condiciones empleadas para estandarizar
PCR individual mediante gradiente.

Cepa o Tamafio Condiciones de amplificacion
Control Espeglfllcacmnes Oligonucleo6tidos del X Referencia
(Patotipo) 2 e amplicon Fase | Tiempo | Temperatura
Nombre: espF Dl 3 min 95.0°C
Tamarfio: | 747 pb D:| 30s 95.0°C
EDL933
(EHEC) 770 pb
Proteina 56.0° C*
efectora
Codifica: | dela R1219/62-F .
PAI- 30 | A | 306 57.5°C
LEE ciclos | 7 Estde_
o . 63.1° C estudio
ombre: S -
p espF551/425-R 64.3° C
Eo348/60 Tamarfio: | 621 pb E:| 48s 72.0°C
(EPEC) 687 pb
Proteina
efectora
Codifica: | dela EF: 10 min 72.0°C
PAI-
LEE

DI, desnaturalizacion inicial; D, desnaturalizacién; A, alineamiento; E, extension; EF, extension final.
* Temperatura establecida para determinacion de genes con base a los resultados de la electroforesis del gradiente.

Para realizar las PCR multiples se consideraron las concentraciones finales para un volumen

final de reaccion de 10 pL enlistados en la Tabla 15.

Tabla 15. Componentes empleados para cada PCR espF patotipos hibridos.

Concentracion

Componente

stock

Volumen de stock
por reaccion

Concentracion
final (10 pL)

DreamTag DNA-
polimerasa (Thermo
Scientific)

5 U/Ml

0.05 pL

0.03U
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XDt | ox o i

(The?rwc-)r gcl;gln)'iific)l 10.0 mM 0.2 uL 0.2 Mm

espF219F 10.0 uM 0.1 puL 0.1 uM

espF+219H262PR 10.0 uM 0.1 L 0.1 puM

DNA Templado? - - 2.00 g @
Agua - Para 10 pL -

1, 0.04 mM de cada dNTP; 2, ADN templado obtenido mediante el método de lisis alcalina, su concentracion
varia; 3, se agreg6 1.00 pg de cada uno de los DNA correspondientes a las cepas controles (E2348/69, LD102b
y 042) empleadas.

6.13. PCR mdultiple plasmidica

La PCR plasmidica permite la amplificacion de 4 genes o fragmentos genéticos localizados
en plasmidos de diferentes categorias del patotipo DEC: ETEC, stal de 147 pb y eltB de 322
pb; EAEC, aggR de 457 pb; y EPEC, bfpA de 879 pb.

Se sometieron dos PCR mudltiple plasmidica a diferentes Tm, una a 49.9° C y otra a 52.4° C.
Cada una de ellas contenia como DNA templado la extraccion plasmidica de las cepas control
para cada categoria DEC: E. coli E2348/69 (EPEC), E. coli 042 (EAEC) y E. coli LD102b

(ETEC), y el par de oligonucle6tidos correspondientes a cada gen a identificar (Tabla 16).

Tabla 16. Caracteristicas del gen a identificar, oligonucleétidos y condiciones empleadas para realizar PCR
multiple plasmidica

Cepa — Tamafio Condiciones de amplificacion
Control Espemflcag;lones ed Oligonucledtidos del Fase Tiempo Temperatu | Referencia
(Patotipo) g amplicon P ra
Nombre: stal
ST-1
Tamafio: | 219 pb 147 pb DI: 5 min 95.0°C Maldonado-
Lopez, 2004
ST-2
Toxina
I(‘IIED.I.lgét)) Codifica: | termoes
table
Nombre: LTIb-1
31 Maldonado-
LTI-2 322 pb c(;zl D: 30s 95.0°C Lopez, 2004
Tamafio: 375 pb
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Cadena
B de
entero
toxina
termola
bil

Codifica:

A: 30s

042
(EAEC)

Nombre: aggRr

Tamafio: 798 pb

Regula
dor
transcri
pcional

Codifica:

aggR-F

aggR-R

457 pb

49.9 °C*

524 °C

E: 54 s

72.0°C

Moyo, et al.,
2007

E2348/69
(EPEC)

Nombre: bfpA

Tamario: 582 pb

Pilina
estructu
ral
mayor,
bundlin
a

Codifica:

bfp2325R

bfpA579R

879 pb EF:

10 min

72.0°C

Arenas-
Hernandez,
2000.

DI, desnaturalizacion inicial; D, desnaturalizacion; A, alineamiento; E, extension; EF, extension final; LBME, laboratorio de biologia
molecular de enteropatdgenos.
* Temperatura establecida para determinacion de genes con base a los resultados de la electroforesis del gradiente.

Las reacciones de PCR se prepararon con base en las concentraciones finales para un

volumen final de reaccion de 15 pL enlistados en la Tabla 17.

hibridos.

Tabla 17. Componentes empleados para cada PCR multiple plasmidica para patotipos

Concentracion

Volumen de stock

Concentracion

CelRRIEIE stock por reaccion final (15 pL)
DreamTaqg DNA-
polimerasa (Thermo 5U/uL 0.40 pL 0.13U
Scientific)
10X DreamTaq Buffer
(Thermo Scientific) 10X Lopt X
dNTP Mix 10.0 mM 0.5 L 0.3 Mm

(Thermo Scientific) *
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ST-1 10.0 uM 1.50 pL 1.0 uM

ST-2 10.0 uM 1.50 pL 1.0 uM
bfpA2325 10.0 uM 1.20 pL 0.8 uM
bfpA579 10.0 uM 1.20 uL 0.8 UM
LT1b-1 10.0 uM 0.30 pL 0.2 uM
LT1I-2 10.0 uM 0.30 uL 0.2 uM
aggR-F 10.0 uM 0.40 uL 0.3 uM
aggR-R 10.0 uM 0.40 pL 0.3 uM
DNA Templado 2 - - 3.00 ug @

Agua - Para 15 pL -

1, 0.04 mM de cada dNTP; 2, ADN templado obtenido mediante el método de lisis alcalina, su concentracion
varia; 3, se agregd 1.00 ug de cada uno de los DNA correspondientes a las cepas controles (E2348/69, LD102b y
042) empleadas.

En la Tabla 18 se encuentran los oligonucleétidos del LBME que se emplearon en la
determinacion de patotipos DEC a nivel plasmidico.
Tabla 18. Oligonuclettidos del LBME para determinacién de patotipos DEC

Cepa Primers

control Tan:gn,o Referencia
(patotipo) Nombre Secuencia (5°-3’) Tamafio | aMpiicon
bfp2325R GCGGGAAAAACCAAATGCGT 20 nt Arenas-
E2348/69 879 pb  Hernandez,
(EPEC)  pfpA579R CTTCATAAAATATGGATCCTTATTGGT 26 nt 2020
ST-1-R TTAATAACATCCAGCACAGGCAG 23 nt )
147 p
Lbiooh  ST-2—F  CTTGACTCTTCAAAAGAGAAAATTAC 26 nt Maldonado-
11— Lopez,
(ETEC) LTI TCTCTATGTGCATACGGAGC 20 nt 2004
322 pb
LTI-2—F CCATACTGATTGCCGCAAT 19 nt

6.14. Determinacion de adhesinas
Cada una de las extracciones gendmicas de las cepas provenientes del ISSSTE, se sometieron
a PCR individual siguiendo las condiciones de reaccion y oligonucledtidos enlistados en la
Tabla 8, asi mismo considerando las concentraciones finales para un volumen final de
reaccion de 10 pL enlistados en la Tabla 9. En cada grupo/lote de reacciones se empled un
control negativo para verificar que durante la preparacion no hubiese algin tipo de
contaminacion (en lugar de DNA gendmico contiene agua), asi como, un control positivo

(con el DNA gendmico de la cepa control CFT073). Los productos de PCR se sometieron a
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electroforesis en gel de agarosa al 1%, se tifieron con bromuro de etidio y se fotografié en el

fotodocumentador MiniBIS Pro.

6.15. Determinacion de cepas hibridas

Cada una de las extracciones gendmicas y plasmidicas de las cepas provenientes del ISSSTE,
se sometieron a: PCR duplex espF, PCR triplex cromosémica y PCR cuadruplex plasmidica,
siguiendo las condiciones de reaccion y oligonucle6tidos enlistados en la Tabla 11, Tabla
14 y Tabla 16. Con cada grupo de reacciones de DNA problema se prepard un control
negativo (contenia agua en lugar de material genético o material genético de la cepa comensal
MC4100) y un control positivo (con el DNA genomico o plasmidico de las cepas control).
Los productos de PCR se sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 1%, se tifieron con
bromuro de etidio y se fotografiaron en el fotodocumentador MiniBIS Pro.
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7. Resultados

7.1. Extraccion de material genético
La extraccion gendmica de las 51 cepas provenientes de mujeres que cursaron con una ITU
provenientes del ISSSTEP y de las 5 cepas controles empleadas en este estudio: CFT073
(UPEC), EDL933 (EHEC), 042 (EAEC), E2348/69 (EPEC) y MC4100 (K-12), se realiz6
mediante lisis alcalina. Se determin0 la integridad del ADN obtenido, mediante electroforesis

en gel de agarosa. En la Figura 6 se muestra un gel representativo.

Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa de extracciones genémicas.

Electroforesis en gel de agarosa al 0.7% de extracciones gendmicas obtenidas por lisis alcalina. Carril 1, cepa
CFT073; carril 2, cepa 101; carril 3, cepa 107; carril 4, cepa 140; carril 5, cepa 163; y carril 6, cepa 175.

Datos corroborados mediante el analisis de cada extraccion obtenida por medio del equipo
NanoDrop 2000c, en donde se obtuvo una concentracion que oscilaba entre los 200 ng/pl y
cuyo rango de pureza (relacién 260/280 nm) se encontraba entre 1.8-1.9, rango 6ptimo.

7.2. Extraccién de material plasmidico
La extraccion de plasmidos de las cepas 51 cepas UPEC del ISSSTEP y de las cepas
controles: EDL933 (EHEC), 042 (EAEC), LD102b (ETEC) y MC4100 (K-12), se realizo
mediante quick-Prep. Los plasmidos obtenidos se sometieron a una electroforesis en gel de
agarosa. Se empled la extraccion de los plasmidos de la cepa EDL933 como referencia, ya
gue posee dos plasmidos: plasmido pO157 de 92 kb y un plasmido criptico de 2.1 kb. En la
Figura 7 se muestra un gel representativo de la electroforesis de los plasmidos.

75



Banda de
<+— residuo
10000 pb cromosémico
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Figura 7. Perfil plasmidico de UPEC aisladas de ITU en mujeres.

Electroforesis en gel de agarosa al 1% de las extracciones plasmidicas. Se muestran el bandeo plasmidico obtenido
tras someter a electroforesis en gel de agarosa al 1.0% las extracciones plasmidicas obtenidas por quick-Prep. Carril
1, cepa 136; carril 2, cepa 139; carril 3, cepa 147; carril 4, cepa EDL933 presenta dos plasmidos caracterizados uno
de 92 kb y otro de 2.1 kb; carril 5, marcador de peso molecular de 1kb; carril 6, cepa 149; carril 7, cepa 150; carril 8,

cepa 157; carril 9, cepa 175; carril 10, cepa 114; y carril 11, cepa 113.

7.3. PCR para amplificar genes de adhesinas UPEC: sfaC, focH y tosA

Se determino la Tm para cada par de oligonucledtidos mediante un gradiente de temperatura
basado en el rango obtenido a partir de los certificados Tabla 7. En la Figura 8-A, se
muestran los resultados obtenidos para amplificar focH, siendo la Tm optima de 57.5° C, ya
gue no se presentan bandas inespecificas y la banda del gen corresponde al peso deseado de
1,065 pb, en comparacion con las demas temperaturas 49.2°, 54.9° y 58.5° C. Para identificar

tosA, se selecciond la temperatura de 55.1° C, pues la banda generada corresponde al tamafio
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del fragmento del gen amplificado, 589 pb, asi mismo, la banda inespecifica que se presenta
a dicha temperatura es méas tenue, en comparacion con las otras temperaturas, 52.8°, 57.7° y
59.8° C (Figura 8-B). Por ultimo, en la seccion C de la Figura 8, se muestran los resultados
del gradiente empleado para identificar sfaC, con base a los resultados se seleccioné la

temperatura de 55.0° C, porque la banda generada coincide con el peso del amplicén, 375

pb.

Figura 8. Resultados de la estandarizacion de PCR individual de los genes focH, tosA y sfaC.

Se muestran los fragmentos amplificados en una electroforesis en geles de agarosa al 1%. A) PCR para determinar
focH: carril 1, marcador de peso molecular (MP) de 100 pb; carril 2, control negativo (C-); carril 3, 4, 5y 6 producto
de PCR para focH a 49.2°, 54.9°, 57.5° y 58.5° C, respectivamente. B) PCR para determinar tosA: carril 1, C-; carril
2, MP de 100 pb; carril 3, 4, 5y 6 producto de PCR para tosA a 52.8°, 55.1°, 57.7° y 59.8° C, respectivamente. C)
PCR para determinar sfaC: carril 1, MP de 100 pb; carril 2, 3 'y 4 producto de PCR para sfaC a 55.0°, 58.3° y 57.7°

C, respectivamente, Carril 5, control negativo.
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Se hizo la determinacion de los genes que codifican SfaC, FocH y TosA, mediante PCRs
individuales, empleando como material genético templado cada una de las extracciones
gendmicas realizadas mediante lisis alcalina. Ninguna de las cepas amplifico sfaC, focH y

tosA. La Figura 9 muestra geles representativos de los genes antes mencionados.

3000 pb

2000 pb

1500 pb

1200 pb 1,065 pb

1000 pb
900 pb
800 pb
700 pb
600 pb
500 pb
400 pb
300 pb

200 pb

100 pb

Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa de PCR individual de adhesinas UPEC.

Se muestran los fragmentos amplificados en una electroforesis en geles de agarosa al 1%. A) PCR para determinar tosA:
carril 1, control negativo (C-); carril 2, marcador de peso molecular (MP) de 100 pb; carril 3, control positivo CFT073 con
un amplicon de 589 pb; carril 4,5, 6, 7 y 8 producto de PCR para focH de la cepa 101, 104, 105, 106 y 107, respectivamente.
B) PCR para determinar focH: carril 1, marcador de peso molecular (MP); carril 2, control negativo (C-); carril 3, control
positivo CFT073 con un amplicon de 589 pb; carril 4, 5, 6 y 7 producto de PCR para focH de la cepa 120, 121, 122 y 123,
respectivamente. C) PCR para determinar sfaC: carril 1, marcador de peso molecular (MP); carril 2, control positivo CFT073
con un amplicon de 375 pb; carril 3, control negativo (C-); carril 4, 5, 6 y 7 producto de PCR para focH de la cepa 166, 169,
170y 172, respectivamente.
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7.5. ldentificacion de adhesinas en cepas UPEC secuenciadas aisladas de
neonatos.

Mediante SnapGene se busco bioinformaticamente sfaC, focH y tosA, utilizando los
oligonucleodtidos de la Tabla 8, en los contigs que obtuvo Cortez-de la Puente tras secuenciar
9 cepas UPEC: 5 cepas aisladas de adultos, 1 cepa de mujer embarazada y 3 de pediatricos,
para posteriormente realizarles una simulacion de PCR. En este analisis se encontro que tres
cepas UPEC provenientes de pacientes pediatricos presentaban en su genoma genes
involucrados en la biogénesis de adhesinas: 124N (positiva a tosA, sfaC y focH,), 129N

(positiva a tosA y sfaC) y CR135 (positiva a focH y tosA), asi mismo, en una cepa aislada de

un adultos con ITU: CR149 (positiva a sfaC y tosA) (Tabla 19).

Tabla 19. Localizacion de los genes tosA, focH y sfaC en los contig de las cepas secuenciadas

L Genes determinados . ~ Gen(es)
Descripcion | Cepa por PCR Nombre del contig (tamafio) identificado(s) *
fimH, iha, papGll, metal24_12 tosA
(140,541 pb)
124N | papGlll, vatA, vatP y metal24 20
satA, iucD y fliC 2 = sfaC y focH
Cepas (60,003 pb)
UPEC fimH, iha, papGlI, qu2.u.ut.ut2.st2.ut3.ut3.s.st_21 tosA
. (47,151 pb)
aislada de 129N vatA, vatP, satA, 17 U ULUL. S0 Ut3 uB s.st 32
pacientes iucD y fliC 2 que.u.ut (Zi 201 pb) R sfaC
pediatricos qu3.ut3.s3.ut2.u.st2.ut.u2.s2.st.s_4 tosA
CR135 fimH, iucD, iha, sat, (211,604 pb)
vat y hlyA 3 qu3.ut3.s3.ut2.u.st2.ut.u2.s2.st.s_6 focH
(186,820 ph)
Cepa UPEC gst.s.st2.u.ut2.u2.u3.ut3.s2.ut_19 sfaC
aislada de CR149 fimH, iucD, iha, sat, (81,061 ph)
adulto con vat y cnf 3 gst.s.st2.u.ut2.u2.u3.ut3.s2.ut_20 t0SA
ITU (66,781 pb)

1, Identificados bioinformaticamente por SnapGene empleando los oligonucledtidos empleados en este trabajo para
identificar sfaC, focH y tosA; 2, Determinados previamente por PCR mdltiple (Ibarra-Valencia, 2015); 3, Determinados
previamente por PCR maltiple (Pérez-Ama, 2018).

La extraccion gendmica de las cepas UPEC: 124N, 129N, CR135 y CR149 se sometieron a
PCR para amplificar tosA, sfaC y focH (Tabla 8 y Tabla 9), para corroborar lo obtenido
bioinforméaticamente. Como control positivo se empleé CFT073 y como control negativo
MC4100.
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En la Figura 10 se muestra un gel representativo de los resultados obtenidos de la PCR para
cada gen. Todas las cepas amplificaron: 124N, tosA; 129N, sfaC y focH; CR135, focH y tosA;
y CR149, sfaC y tosA.
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Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa de PCR individual para identificar adhesinas en cepas secuenciadas.

Se muestran los fragmentos amplificados en una electroforesis en geles de agarosa al 1%. A) PCR para determinar sfaC:
carril 1, marcador de peso molecular (MP) de 100 pb; carril 2, control positivo (CFT073, 375 pb); carril 3, cepa 124N; carril
4, cepa 129N; carril 5, cepa CR149; carril 6, control negativo (MC4100). B) PCR para determinar tosA: carril 1, control
positivo (CFT073, 589 pb); Carril 2, marcador de peso molecular de 100 pb; Carril 3, control negativo (MC4100); Carril 4,
cepa 124N; Carril 5, cepa 129N. C) PCR para determinar focH: Carril 1, cepa 124N; carril 2, cepa CR135R; carril 3, control
positivo (CFT073, 1065 pb); carril 4, marcador de peso molecular (MP); carril 5, control negativo (MC4100).
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7.6. Disefio de oligonucledtidos para determinar STEC/EHEC y EPEC

Se uso el genoma de EHEC EDL933 (NCBI ndmero de acceso AE005174) para localizar
stx1A (subunidad A de la toxina Shiga 1), se determind su posicion, tamafio (948 pb) y
ademés el entorno genético mediante el programa SnapGene (Figura 12). Ademas la
secuencia completa del gen se alineo mediante BLAST con genomas de E. coli, para localizar
regiones conservadas dentro del mismo. En la Figura 11-A se observa que la secuencia
presenta el 100% de identidad en genomas de STEC/EHEC y 0% en genomas de otras
categorias/patotipos. En el disefio de los oligonucledtidos se buscd generar un amplicon de

stx1A menor a 300 pb, para poder, posteriormente, realizar PCR-multiple.

Max Total Query E Per
A Score Score Cover value  Ident AccLen  Accession
i 1751 1751 100% 0.0  100.00% 5454175 CP0286541
i 1751 1751 100% 00 10000% 5519312 CP
Esc acoli .. 1751 1751 100% 00 100.00% 5459741 CP0383131
E i 1751 1751 100% 00 100.00% 5406881 CPQ
E .. 1751 1751 100% 00  100.00% 5287691 CF
E i 1751 1751 100% 00  100.00% 5401672 CP0273801
(VI 1751 1751 100% 00  100.00% 5477691 CP0384281
E 1751 1751 100% 00  100.00% 5508281 CP0286831
E 1751 1751 100% 00 100.00% 5644599 CP0890341
E i 1751 1751 100% 00  100.00% 5138920 CP124740.1
E i 1751 1751 100% 00  100.00% 5498832 CP0518241
E i 1751 1751 100% 00  100.00% 5426638 CP169006.1
[ I: i 1751 1751 100% 0.0 100.00% 5491538 CP0518301
Esc i 1751 1751 100% 00 100.00% 5455482 CP1689911
sc i 1751 1751 100% 00  100.00% 5356930 CP0776001
Max Total Query E | v
B Score Score Cover value  Idert v

7. 2459 4770 100% 00 100.00% 5727258 CP062739.1
2459 2459 100% 00 100.00% 5494776 CPQ748631
2459 2459 100% 00 100.00% 5531748 AP026108.1
2459 4886 100% 00  100.00% 5554791
7... 2459 2459 100% 00 100.00% 5519312
2459 2459 100% 0.0  100.00% 5395638

2459 2459 100% 00  100.00% 5459741 CF
245¢

3

2459 100% 00 100.00% 5547257 CP032
2459 2459 100% 00  100.00% 5438720 CP0748951
2459 2459 100% 00  100.00% 5516501 CF

2459 2459 100% 00  100.00% 5406881

HE 2459 2459 100% 00 10000% 69852 LC522050.1
2459 2459 100% 0.0  100.00% 5418968

[CE<B<B<N<N<N<N<E<N<N<N<N<N<]

2459 2459 100% 0.0 100.00% 286775 CP1247411

Figura 11. Resultados del BLAST de stx1A y RI-stx2A-stx2B de EHEC-EDL933 con genoma de E. coli.

A) Resultados del alineamiento de stx1A con genomas de E. coli. B) Resultados del alineamiento RI-stx2A-stx2B con
genomas de E. coli. Se observa una identidad del 100% de ambas secuencias en varios genomas de E. coli. 0157:H7
(catalogadas como STEC/EHEC asociados con el consumo de carne bovina), 0111 (cepas STEC/EHEC aisladas con

frecuencia, causante de brotes de gastroenteritis con SHU) y otras cepas STEC/EHEC.

Por medio del programa DNAstar se realizo un andlisis de los oligonucleotidos stx1A
disefiados para verificar sus propiedades (Tabla 20). La secuencia de los oligonucleotidos

disefiados en este trabajo no se presentan debido a que seran publicados.
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Tabla 20. Anélisis de los oligonucleétidos para la identificacion de stx1A.

Caracteristicas de los oligonucle6tidos

Nombre stx1A546-F stx1A811-R
Cadena de . .
alineamiento Complementaria (-) Lider (+)
% Guanina-Citosina 57.1% 52.4%
Temperatura de 57.0°C 58.3 °C
alineamiento (Tm)
Formacion de auto- No No
dimeros (7 dimeros de baja espontaneidad) | (7 dimeros de baja espontaneidad)
Formacion de No No
horauillas (4 horquillas de baja (7 horquillas de baja
g espontaneidad) espontaneidad)

Formacion de

dimeros entre el par No (8 dimeros de baja espontaneidad)

Ademas, utilizando el programa SnapGene se verifico que los oligonucle6tidos disefiados se
alinearan correctamente dentro del genoma de EHEC, EL933 (nimero de acceso AE005174),
asi mismo, se verifico el tamafio del amplicon en stx1A, 286 pb (

Figura 12).
siclA81IR
286pb
- Ste1AS4OF -
1,947 pb <27o pb | < 948 pb 435 pb
g Z stxld 2 5 5
// - o

Proteina Toxina Shiga 1 Toxina Shiga 1 Proteina putativa

desconocida subunidad B subunidad A anti terminador Q

| J
[

Profago CP-933V

Figura 12. Entorno genético de stx1A 'y localizacion de los oligonucle6tidos disefiados para su amplificacion.

Dentro de la secuencia del profago CP-933W (llave roja), presente en el genoma de EHEC EDL933 (nimero de acceso
AE005174), se encuentran los genes que codifican para las subunidades A y B de la toxina Shiga 1, stx1A y stx1B,
representados con flechas con contorno rojo y morado, respectivamente. Hacia el extremo 3" de stx1B se encuentra un ORF
desconocido, z3342, flecha dorada, y rio arriba de stx1A se encuentra una proteina putativa anti-terminador Q, z3345, flecha
rosa. El tamafio en pares de bases (pb) de cada gen se encuentra indicado dentro de cada flecha. Las posiciones de cada gen
dentro del genoma de la cepa EDL933 son indicadas con nimeros que flanquean cada flecha y, la proteina que codifica

cada flecha se encuentra debajo de cada una. Las flechas negras representan el lugar de alineamiento de los oligonucledtidos:
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stx1A546-F y stx1A811-R, mientras que las lineas punteadas indican la region de stx1A que se amplifica, asi como el tamafio

del amplicén, 286 pb.

Por otro lado, para identificar stx2A (subunidad A de la toxina Shiga 2), se siguié la misma
metodologia que para stx1A. No obstante, como se deseaba amplificar todo el gen, no
solamente se obtuvo la secuencia de stx2A sino tambien el de la region intergénica -localizada
en el extremo 5’ de stx2A, y el de stx2B (subunidad B de la toxina Shiga 2), gen que se
encuentra en el extremo 3’ de stx2A. Las secuencias se alinearon mediante BLAST con
genomas de STEC/EHEC para localizar regiones conservadas en la region intergénica y
stx2B, sitios que flanquean stx2A. Se encontr6 una identidad del 100% en genomas de E. coli
catalogadas como STEC/EHEC (Figura 11-B) y 0% en genomas de otras categorias. Una

vez identificadas se disefiaron los oligonucleétidos en dichas regiones.

Por medio del programa SnapGene se verifico que los oligonucledtidos se alinearan el
genoma de la cepa EDL933, asi mismo, el tamafio del amplicon para stx2A de 1,130 pb

(Figura 13). Te falta poner las secuencias de los genes y donde pegan los oligos, pues ese es

el resultado.
St24 -27F
1.130pb
se24 +143R
ileZ argN argO stx24 stx2 z1466
2 2 2 B 2.
o & = A
> {77 p1> | 968 pb > { 270 pb> 1,038 pb
EEN 23 N A EEN SZE A
\ ! 1 ,/ AN e N K
ARNt- ARNt- ARNt- Toxina Shiga II Toxina Shiga 11 Proteina
isoleucina arginina arginina subunidad A subunidad B desconocida
\ J | J
Y |
ARNt de insercién Profago BP-933W

Figura 13. Entorno genético de stx2A y localizacion de los oligonucle6tidos disefiados para su amplificacion.

En flechas con contorno verdes se designan los ARNt (ileZ, ARNt isoleucina; argN, ARNt arginina; y argO, ARNt
arginina. Dentro de la secuencia del profago BP-933W (llave naranja), localizado dentro del genoma de EHEC, cepa
EDL933 con nimero de acceso AE005174, se encuentran los genes que codifican las subunidades A y B de la toxina
Shiga 2, stx2A y stx2B, representados con flechas con contorno rojo y morado, respectivamente, asi como un ORF
desconocido, 21466, flecha dorada. Las posiciones de cada gen dentro del genoma de la cepa EDL933 son indicadas

con nameros que flanquean cada flecha y, el nombre del ARNt o de la proteina que codifica cada gen se encuentra
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debajo de cada flecha. Las flechas negras representan el lugar de alineamiento de los primers RI127-F y stx2B132-R
en el genoma de EDL933, mientras que las lineas punteadas la region que amplifica de la region intergénica, de stx2A

y stx2B, asi como el tamafio del amplicén, 1,130 pb.

Por medio del programa DNAstar se realizo un analisis de los oligonucle6tidos stx2A
disefiados  para verificar que cumpliera con las propiedades ideales de un buen

oligonucleodtido (Tabla 21).

Tabla 21. Analisis de los oligonucledtidos para la identificacion de stx2A.

Caracteristicas de los oligonuclettidos

Nombre RI27-F stx2B132-R
Cadena de . .
alineamiento Lider (+) Complementaria (-)
% Guanina-Citosina 45.5% 47.8%
Temperatura de o o
alineamiento 52.1°C 55.2°C
Formacion de auto- No No
dimeros (3 dimeros de baja espontaneidad) | (9 dimeros de baja espontaneidad)
Formacion de No No

(6 horquillas de baja

horquillas espontaneidad)

(7 horquillas de baja espontaneidad)

Formacion de

. No (14 dimeros de baja espontaneidad)
dimeros entre el par

Para la amplificacion de espF en EPEC y EHEC. Primero se localizé la PAI-LEE en ambos
patotipos mediante SnapGene. En el caso de la EPEC cepa E2348/69, se observo que el
programa delimitaba la isla, sin embargo, en la EHEC cepa EDL933 no se delimitaba. Por lo
que para identificar el inicio y fin de LEE en EHEC se buscaron: el sitio de insercion selC
(ARNL especifico de selenocisteina) y un segmento de 31 pb del extremo terminal 3’ de la
LEE, ambos extraidos del genoma de EPEC para posteriormente localizarlos en el genoma
de EHEC. Asi, se observé que en EPEC la PAI-LEE comprende 35,526 pb, mientras que en
EHEC, su tamafio es de 43,263 pb. Una vez delimitadas, mediante EMBOSS Stretcher se les
realizo un alineamiento global, reportando una identidad y similitud del 75.6% y 18.5% de
gaps (hueco o ausencia de bases nucleotidica en una de las hebras del DNA). Ademas, en el

genoma de EHEC hay 11 genes del profago 933L, rio abajo del sitio de insercion de la isla,
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que no estan presentes en LEE de EPEC. Comprende intL y 10 ORFs de funcion desconocida,

uno de ellos se encuentra rio arriba de espF que no se encuentra en EPEC (Figura 14).

A T e B EDL933_PAI-LE 101 CCTCTCCTGAACTCTCCCGACATCAACAAAGCCCCTTATAATCCCTTATA 150
#
ARRRRNRRRRRRERRRRRRR

#.Allgned_sequences: 2 £2348_69_PAI- 101 CCTCTCCTGAACTCTCCCGAC- === === -=mmmmmmmmmmmmmamnn= 121
#1: EDL933_PAI-LEE

2: E2348_69_PAI-LEE
Matrix: EDNAFULL
# Gap_penalty: 16

-

=y

EDL933_PAI-LE 15

by

TATCAGGTTTTCTTTGTATCCTGAGGTCAAACGACTTTAACCCATATCAA 200

# Extend_penalty: 4 E2348_69_PAI- s e 121
#

# Length: 43418 EDL933_PAI-LE 201 GTTGTTTGTGGGGGTGCATTGGGGGTATCAGGTTGGTTACTGGCGGAAAT 250
# Identity: 32827/43418 (75.6%)

# Similarity: 32827/43418 (75.6%) EO9AB:60IPRT.. M990 viserrmrr s s e R S S S T 121
i# Gaps: 8047/43418 (18.5%)

#-Scor: 120367 EDL933_PAI-LE 7601 CGCATAGCACTGCCAGCTGAATAACACATCCCCGTCAATACGGCCCTCGC — 7650

E2348_69_PAI- 128 ===============sseeeeeeeeeaeeeeceeeeaaeeeooaas 127

EDL933_PAI-LE 7651 TGTACGCTTACCAACAAAACCCCTTTTAATCCCTTATATATCAGGCTTTC 7700
RN RN RN R RN AR R RA RN RN

E2348_69_PAI- 228 ~mrmmcamesmnaas AAAACCCCTTCTAATCCCTTATATATCAGGCTTTC 162

EDL933_PAI-LE 7701 TTTGTGTACAGGGGTCAACCGACTCAACCTGTATCAAGTTGCTTTTGAGG 7750

R R S N N R R RN NN RN RN RN RR RN RRRNN B
E2348_69_PAI- 163 TTTGTGTCCAGAGATCAATCGACTCAACCTGTATCAAGTTGCTTTTGGGG 212

Figura 14. Resultados de la alineacion global de la PAI-LEE de EHEC EDL933 Y E2348/69.
Resultados de EMBOSS Stretcher.

A) Bloque de informacion sobre el alineamiento. B) Identificacion del inicio del profago de 933L en el formato de secuencia
por pares. C) Identificacion del final del profago de 933L.

Mediante EMBOSS Stretcher se alinearon las secuencias correspondientes a la PAI-LEE de
cada patotipo, omitiendo la secuencia del ARNt selC y del profago 933L. En EPEC se obtuvo
una secuencia de 35,435 pb, mientras que en EHEC de 35,369 pb, el analisis indico una
identidad/similitud del 91.4% y gaps en un 1.4% (Figura 15).

B e R e EDL933_PAI-LE 801 TAAAAACCGATATTACTAATCACATTTATTACCACACAATTTGATATCGG 850

A ¢ B s

# Aligned_sequences: 2 E2348_69_PAI- 796 TAAAAACCGATATTACTAATCACATTTATTACCACGCAATTTGATATCGG 845
# 1: EDL933_PAI-LEE-Core

# 2: E2348_69_PAI-LEE-Core
Matrix: EDNAFULL
# Gap_penalty: 16

h=4

o

EDL933_PAI-LE 85

=

TTTTTATTAGTTGGTTACCCTTTCTTCGATTGCTCATAGGCAGCTAAATG 960
DR B T I e e S N (NS

; E2348_69_PAI- 846 TTTTTATTAGTTGGAAAACAAATAATCAATACC-----=---- GATTAATC 886
# Extend_penalty: 4

#

# Length: 35794 EDL933_PAI-LE 901 ATCTTTTAATGCCTGTGCAAGGGGCGGTAGTCCACTAGGCCCTGTCGGTG 950
# Identity: 32721/35794 (91.4%) NI L st e )

# Similarity: 32721/35794 (91.4%) £2348_69_PAI- 887 GT-TTTAAAT----~-----m=o-mmo TAGTTGGTTA--CCCTTTC---- 912
# Gaps: 514/35794 ( 1.4%)

# Score: 149849 EDL933_PAI-LE 951 GCGGTGGTGCCTGACGGGCGGGCTTAAAACCTAAAGCCTCAGGACCTTTC 1000
: 1

# E2348_69_PAI- L R TTC 915

EDL933_PAI-LE 1001 GATTTTTCATAGGCAGCCAAGTGCTCTTTTAATGCCTGTGCAATGGGCGG — 1050
R RN e R R RN RN AR RN R AR
E2348_69_PAI- 916 GATTGCTCATAGGCAGCTAAATGATCTTTTAGTGCCTGTGCAAGGGGCGG 965

EDL933_PAI-LE 1051 TAAAGGTCGGGATGCCCCGGATGCCTGTCCACTTGTCGGTGGCGGCGGTG 1100

I 1 | PO SRR RN RN RR RN R RRA AR RN R A R
E2348_69_PAI- 966 TA---GTCCACCAGGCCCGGATGCCTGTCCACTTGTCGGTGGCGGTGGTG 1012
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Figura 15. Resultados de la alineacion global de la PAI-LEE de EHEC EDL933 y E2348/69 sin ARNt-selC y el

profago 933L.
Resultados de EMBOSS Stretcher. A) Bloque de informacion sobre el alineamiento. B) Identificacion de la zona variable

en la PAI-Lee de EPEC y EHEC en el formato de secuencia por pares.

Se encontro que las regiones que presentaban una diferencia de tamarfio eran: espF (presente
en la cadena complementaria cuyo tamafio en EPEC es de 621 pb y en EHEC es de 747 pb)
y laregion intergénica (RI) que se encuentra en su extremo 3’ (en EPEC es de 902 pb y en
EHEC de 864 pb), resultan en una diferencia de 88 pb que se aproveché para el disefio de

oligonucleottidos que permitan diferenciar entre el patotipo EPEC y EHEC (Figura 16).

PAI-LEE
A Profago |
o ewe) [ S¢e[im |
= .
3 : g
oo 2200 D 279pp | 77pp 6.054 pb I sp | oorpo |

864 pb

/\l
199 ph

escF z3102 espF 35088 — =5098 intL selC
(Profago 933L) (Profago 933L)
B PAI-LEE
E2348/69 (EPEC)
escl e2348¢_3931 espF selC
ood 22 pb 279 p>| 621 pb>
= £ = ’
" 3 g 7
¢
S ’
~ ’
~ ’

Figura 16. Esquema de la region de LEE seleccionada para el disefio de oligonucle6tidos para diferenciar entre EPEC
y EHEC.

A) Region de PAI-LEE en EHEC EDL933. B) Region de PAI-LEE en EPEC E2346/69. La linea punteada en color rosa
encierra las regiones seleccionadas, en ambos patotipos, para el disefio de oligonucledtidos (espF y la region intergénica rio
abajo del gen). El profago 933L, representado por un cuadrado con contorno negro, contiene intL, que codifica una integrasa,
representada por una flecha con contorno morado, asi mismo, presenta 10 ORFs desconocidos, z5088 a z5098, designados
como una flecha en color naranja. Las flechas marrones representan genes del locus policistrénico LEE4, en EHEC: espF,
25102 y escF, mientras que en EPEC: espF, e2348c_3931 y escF. Las flechas con contorno verde representan el ARNt (sitio

de insercidn): selC, ARNt de selenocisteina.

Las secuencias comprendidas entre la Rl y espF de EHEC (1,611 pb) y EPEC, (1,523 pb),
presentan una similitud nucleotidica del 87.8% y 5.5% de gaps (Figura 17). En esta zona se
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disefiaron los oligonucledtidos, con el fin de poder diferenciar las dos categorias de E. coli

con base al tamafio de su amplicon.

B E2348_69_RI_e 846 TTTTTATTAGTTGGAAAACAAATAATCAATACC--------- GATTAATC 886
(N RN N RN I R PO N P | 110
EDL933_RI_esp 851 TTTTTATTAGTTGGTTACCCTTTCTTCGATTGCTCATAGGCAGCTAAATG 900

E2348_69 RI_e 887 GT-TTTAAAT------=--------- TAGTTGGTTA--CCCTTTC---- 912
ST el T
EDL933_RI_esp 991 ATCTTTTAATGCCTGTGCAAGGGGCGGTAGTCCACTAGGCCCTGTCGGTG 950

E2348_69_RI_e 913 =--------=-mmmommmemmeeeaeeeeeeaae TTC 915
88/1611 ( 5.5%) I

y:
ilarity:

# Gaps:

# Score: 6204 EDL933_RI_esp 951 GCGGTGGTGCCTGACGGGCGGGCTTAAAACCTAAAGCCTCAGGACCTTTC 1000

£2348_69_RI_e 916 GATTGCTCATAGGCAGCTAAATGATCTTTTAGTGCCTGTGCAAGGGGCGG 965
R NN RN A A R R RN RN RRN RN AR
EDL933_RI_esp 1001 GATTTTTCATAGGCAGCCAAGTGCTCTTTTAATGCCTGTGCAATGGGCGG — 1050

E2348_69_RI_e 966 TA---GTCCACCAGGCCCGGATGCCTGTCCACTTGTCGGTGGCGGTGGTG 1812
[ (LR R R RN RRRRRRRRR R
EDL933_RI_esp 1051 TAAAGGTCGGGATGCCCCGGATGCCTGTCCACTTGTCGGTGGCGGCGGTG — 11600

Figura 17. Resultados de la alineacion global de espF y la region intergénica en el extremo 3° de EDL933 y
E2348/69.

Resultados de EMBOSS Stretcher. A) Bloque de informacion sobre el alineamiento. B) Formato de secuencia por
pares obtenido.

Mediante BLAST se identificaron las regiones conservadas. En la Figura 18-A se muestra
el resultado del alineamiento de la Rl + espF de EPEC-E2348/69 con genomas de E. coli. Se
muestran variaciones no mayores al 8.0% entre las secuencias. EI menor porcentaje de
identidad la presento con la cepa Z1322HEC0009'° (93.98 %) y el mayor con la cepa DCE7*
(99.87 %). En la seccion B (Figura 18) se muestran los resultados de EHEC-EDL933,
reportando en la mayoria una identidad del 100%, encontrando el menor porcentaje en la

cepa Rafaela_I1'2 con un 99.94%.

10 Cepa aislada de humano en Corea del Sur en 2022.
11 Cepa aislada de cerdo en Nanjing, China en 2014.
12 Cepa perteneciente al clado 8, aislada de bovino en Rafaela, Argentina en 2009.
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A St i T 0 S oo
v v v v v

E jia coli 0127:H6 E2348/69 complete genome, strain E2348/69 Escherichia coli 2813 3793 100% 00 100.00% 4965553 FM180568.1
Escherichia coli 0127 H6 isolate EPEC E2348/69 variety 2 genome assembly, 1 Escherichia coli 2813 3793 100% 00 100.00% 4848621 LT827011.1
Escherichia coli strain E2348/69 chromosome, complete genome Escherichia coli 2813 3793 100% 00 100.00% 4944462 CP0598402
E ichia coli isolate DCE7. complete genome Escherichia coli 2802 3782 100% 0.0 99.87% 4417652 CP090611.1
E: ichia coli strain B19374 complete genome Escherichia coli 2802 3782 100% 00 99.87% 5061136 CP1429151
E ichia coli strain A25 complete genome Escherichia coli 2796 3776 100% 00 99.80% 4602860 CP028750.1
E ichia coli isolate SC434 genome assembly. 1 Escherichia coli 2791 3642 100% 00 9974% 4658197 LR7781421
E i coli isolate SC477 genome assembly, 1 Escherichia coli 2791 3642 100% 00 99.74% 4658510 LR778152.1
Escherichia coli isolate SC455 genome assembly, 1 Escherichia coli 2791 3642 100% 0.0 99.74% 4655420 LR778146.1
Escherichia coli strain Z1323PEC0009 chromosome. complete genome Escherichia coli 2772 3730 100% 0.0 99.54% 4868214 CP1482861
Escherichia coli strain E2348/69 icity_island. rOrf1 (rorf1), rOr2 (rorf2). EscR (escR), EscS (escS).E...E jacoli 2761 3741 99% 0.0 99.80% 35624 AF022236.1
E ia coli strain RHB34-C04 complete genome Escherichia coli 2758 3603 100% 00 99.34% 4848005 CP0571781
E ia coli genes foe locus of complete strain: NIAH_Bird_32 E ichia coli 2475 3121 100% 00 96.00% 57709 LCO0534011
Escherichia coli strain STECUZB005 chromosome, complete genome Escherichia coli 2470 3296 100% 00 95.99% 4954036 CP171880.1
E ichia coli strain Z1322MEC0002 complete genome Escherichia coli 1816 2675 100% 00 9495% 4880729 CP148566.1
Escherichia coli strain Z1322HEC0009 chromosome, complete genome Escherichia coli 1773 2717 100% 00 9398% 4890023 CP148570.1

B i T S -

v ~ v v v

ia coli strain 122 complete genome Escherichia coli 2976 5383 100% 00 100.00% 5454175 CP028654.1

coli Q157 :H7 strain F7349 chi complete genome Escherichia coli ... 2976 5313 100% 0.0 100.00% 5519312 CP038363.1

coli Q157:H7 strain OK1 complete genome Escherichia coli ... 2976 5313 100% 00 100.00% 5459741 CP0383131

ia coli 0157:H7 strain 611 complete genome Escherichia coli ... 2976 5313 100% 00 100.00% 5477691 CP038428 1

E coli strain 112 complete genome Escherichia coli 2976 5313 100% 0.0 100.00% 5508281 CP028683.1

coli 0157:H7 strain 6535NalR complete genome Escherichia coli 2976 5313 100% 0.0 100.00% 5644599 CP089034.1

E ichia coli Q157:H7 str. EDLI33 complete genome Escherichia coli ... 2976 5244 100% 0.0 100.00% 5138920 CP124740.1

coli 0157:H7 strain FLT_2000A complete genome Escherichia coli 2976 5313 100% 0.0 100.00% 5498832 CP051824.1

coli 0157:H7 strain FLT_1998F _complete genome Escherichia coli 2976 5244 100% 0.0 100.00% 5491538 CP051830.1

coli strain 110 complete genome Escherichia coli 2976 5244 100% 00 100.00% 5442850 CP028687.1

coli 0157 strain AR-0428 _complete genome Escherichia coli ... 2976 5313 100% 00 100.00% 5557507 CP0441451

Escherichia coli 0157:H7 strain Z570 complete genome Escherichia coli 2970 5447 100% 0.0 99.94% 5553302 CP062771.1

Escherichia coli PA8 complete genome Escherichia coli 2970 5308 100% 0.0 99.94% 5473983 CP145946.1

Escherichia coli H52_982342 DNA. complete genome Escherichiacoli 2970 5310 100% 0.0  99.94% 5430116 AP0260851

Escherichia coli PA2 complete genome Escherichia coli ... 2970 5238 100% 0.0 99.94% 5412736 CP1459441

ia coli 0157:H7 strain Rafaela_lI complete genome Escherichia coli 2970 5238 100% 0.0 99.94% 5544602 CP076230.1

Figura 18. Resultados del BLAST de la region intergénica (RI) y espF de EPEC-E2348/69 y EHEC-EDL 933 con
genoma de E. coli.
A) Alineamiento de RI + espF de E2348/69 con genomas de E. coli. B) Alineamiento de RI + espF de EDL933 con

genomas de E. coli.

Asi mismo, se realizo alinemientos de RI +espF de EPEC-E2348/69 (1,523 pb) y EHEC-
EDL933 (1,611 pb) con E. coli pertenecientes a otras categorias: EAEC cepa 042 (No. de
acceso: FN554766.1), ETEC cepa H10407 (No. de acceso: NC _017633.1), DAEC cepa
SK1144 (No. de acceso: NZ_AP018784.2), AIEC cepa LF82 (No. de acceso: NC_011993.1),
NMEC 018 (No. de acceso: NZ_CP007275.1), UPEC cepa CFTO073 (No. de acceso:
NC_004431), APEC cepa 102026 (No. de acceso: NZ_CP087293.1), y de la cepa comensal
MC4100 (No. de acceso NZ_HG738867.1) (Anexo 5y Anexo 6).
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En la Tabla 22 se muestran los resultados obtenidos del BLAST para EPEC-E2348/69, se
observa que las cepas: ETEC-H10407, APEC-102026 y la comensal MC4100, no presentan
zonas con homologia. La cepa EAEC-042 arroj6 dos zonas de alineamiento (313/368 nt y
313/368 nt), mientras que DAEC-SK1144 presento tres zonas de alineamiento (313/368 nt,
313/368 nt y 44/47 nt). Por otro lado, las cepas: AIEC-LF82, NMEC-018 y UPEC-CFT073
presentan solo un alineamiento de 44/47 nt, en las dos primeras, y de 309/365 nt para la
UPEC. Para EHEC-EDL933 se obtuvieron resultados similares, sin embargo, en EAEC-042
y UPEC se reportd dos (38/38 nt y 37/37) y zona méas (41/42 nt) de alineamiento,
respectivamente. En las cepas AIEC-LF82 y NMEC-018, no se encontraron alineamientos.
En ambos casos no se muestra un alineamiento mayor al 25%, en EPEC 24.2% (368/1,523
nt) y 22.8 % (368/1,611 nt) en EHEC.

Tabla 22. Resultados del alineamiento de RI + espF de EPEC-E2348/69 y EHEC-EDL933

con la secuencia del cromosoma de cepas E. coli pertenecientes a otros patotipo/categorias.

EPEC-E2348/69 (1,523 nt) EHEC-EDL933 (1,611 nt)
Patotipo Categoria
Identidad Gaps Identidad Gaps
314/368 (85%) | 11/368 (2%)
313/368 (85%) | 11/368 (2%)
312/365 (85%) | 11/365 (3%)
EAEC-042
38/38 (100%) 0/38 (0%)
311/365 (85%) | 11/365 (3%)
37/37 (100%) 0/37 (0%)
311/365 (85%) 11/365(3%) 312/365 (85%) 11/365(3%)
DEC DAEC-SK1144 313/368 (85%) | 11/368 (2%) | 314/368 (85%) | 11/368 (2%)
44147 (94%) 0/47 (0%) 37/37 (100%) 0/47 (0%)
ETEC-H10407 - - - -
AIEC-LF82 44]47 (94%) 0/47 (0%) - -
APEC-102026 - - - -
NMEC-018 44]47 (94%) 0/47 (0%) - -
EXPEC
310/365 (85%) | 11/365 (3%)
UPEC-CFTO073 309/365 (85%) 11/365 (3%)
41/42 (98%) 1/42 (2%)
Comensal MC4100 - - - -
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Con base en los resultados se disefiaron los oligonucleotidos y, por medio de DNAstar, se
realizo un analisis para determinar si cumplia con los criterios necesarios (Tabla 23). La
secuencia de los oligonucleotidos no se muestra, porque se van a publicar posteriormente en
un articulo. Por medio del programa SnapGene se verifico que los oligonucledtidos se
alinearan unicamente en los genes objetivos dentro del genoma de las cepas EPEC E2348/69
y EHEC EDL933, se determiné el tamafio del amplicon 687 pb y 770 pb, respectivamente

(Figura 19). Se verifico que no se alinearan en otros genomas.

Tabla 23. Analisis de los oligonucleétidos para la identificacion de espF.

Caracteristicas de los oligonucleétidos

Nombre espF219F espF+219H262PR
Cadena de . .
alineamiento Complementaria (-) Lider (+)
0, ina-
% Guanina 52.2% 60.0%
Citosina
Temperatura de 55.6° C 58.0 ° C
alineamiento
Formacion de auto- No No
dimeros (6 dimeros de baja espontaneidad) (5 dimeros de baja espontaneidad)
Formacion de No No
horquillas (7 horquillas de baja espontaneidad) | (5 horquillas de baja espontaneidad)
. Formacién de No (11 dimeros de baja espontaneidad)
dimeros entre el par
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Figura 19. Esquema de localizacion de los oligonucleétidos disefiados para identificar espF en EPEC y EHEC.

A) Region de LEE en EHEC EDL933. Dentro de la PAI-LEE de EHEC se encuentra insertado el profago 933L, el cual
codifica una integrasa, representado con una flecha morado pastel, y proteinas desconocidas, flecha morado oscuro. B)
Region de LEE en EPEC E2346/69. Las flechas negras representan el lugar de alineamiento de los primers espF219F y
espF+219H262PR, el primero se alinea en espF, mientras que el segundo se alinea en la regién intergénica 5’ del gen, en
ambos genomas. Las lineas punteadas denotan la region que amplifica, asi como el tamafio del amplicén, 770 pb para EHEC
y 687 pb para EPEC. Las flechas con contorno verde representan el ARNt de insercion: selC, ARNt de selenocisteina. Las
posiciones de cada gen dentro del genoma de la cepa EDL933 y E2348/69 son indicadas con nimeros que flanquean cada

flecha y, la proteina que codifica cada flecha se encuentra debajo de cada una.

7.5. PCR para amplificar genes DEC: stx1A, stx2A, aaiG, espF, stal, eltB,
bfpA y aggR.

Para determinar la Tm de los genes cromosomicos En la Figura 20 se muestra la
electroforesis de las PCR individuales de: stx1A, aggR, aaiG y stx2A a 59.1°C. En donde se
observa que en ningun carril hay bandas inespecificas, unicamente el amplicon esperado,
para stx1A una banda de 286 pb (carril 1), para aggR una banda de 457 pb (carril 3), para
aaiG una banda de 808 pb (carril 4) y para stx2A una banda de 1,130 pb (carril 5). En el carril
2 se encuentra el marcador de peso molecular (MP) de 100 pb. Es por ello que 59.1°C se
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defini6 como la temperatura optima de alineamiento para realizar PCR mudltiple

cromosémica.

six2A

aaiG

aggR
six1A4

Figura 20. Identificacion de genes de EHEC (genes de toxina Shiga 1y 2) y EAEC (gen de SST6 y activador
transcripcional AggR) para determinar patotipo DEC.
Electroforesis en gel agarosa al 1% de la estandarizacién de la amplificacion por PCR individual de los genes
cromosomicos stx1A, stx2A y aaiG a 59.1°C. Carril 1, stx1A (286pb); carril 2, marcador de peso molecular (MP) de
100 pb; carril 3, aaiG (808 pb); carril 4, stx2A (1,130 pb).

La PCR multiple cromosomica para stx1A, stx2A y aaiG se muestra en la Figura 21. En el
carril 1 se encuentra el control positivo (C+), se observan tres bandas correspondientes a los
genes cromosémicos: stx1A de 286 pb, aaiG de 808 pb y stx2A de 1,130 pb. No hay bandas
inespecificas, por lo que la Ty de 59.7° C se designé como Optima para la PCR multiple
cromosomica. En el carril 2 se localiza el control negativo (C-), al no observarse bandas se
comprueba que los reactivos no presentan contaminacion, validando la reaccion. En el carril

3 se encuentra el marcador de peso molecular de 100 pb.

92



3000 pb

2000 pb
1500 pb

1200 pb

1000 pb
900 pb
800 pb

700 pb
600 pb
500 pb
400 pb
300 pb
200 pb
100 pb

Six2A4

aaiG

Figura 21. Resultados de la estandarizacion de PCR multiple genémica.
Carril 1, producto de PCR mdltiple plasmidica a 49.9° C (stx1A 286 pb, aaiG 808 pb y stx2A 1,130 pb); Carril 2,
control negativo; Carril 3, marcador de peso molecular de 100 pb

Para determinar la Tm Optima para amplificar espF y verificar que en EHEC EDL933 y EPEC
E2348/69 se produjeran amplicones de diferentes tamafios, se metieron PCR individuales

(solo con un genoma) a diferentes temperaturas: 56.0°C, 57.5°C, 63.1°C y 64.3°C.

En la Figura 22 se observa que se generaron amplicones en EHEC de 770 pb y en EPEC de
687 pb a diferentes temperaturas, no obstante, en todas hay presencia de bandas inespecificas.
Es por ello que se metieron PCR multiple a las mismas temperaturas. Cada reaccion positiva
contenia los oligonucleotidos correspondientes para amplificar espF y el genoma de las cepas
controles: EDL933 y E2348/69, asi mismo, se incluyo un control negativo con el genoma de
MC4100 (Tabla).
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Figura 22. Estandarizacion para amplificar espF de EHEC y EPEC.

Se muestran los fragmentos amplificados por PCR individual en una electroforesis en geles de agarosa al 1%. Los
productos de PCR con genoma de EPEC E2348/69 se muestran en los carriles 3, 5, 7 y 9 teniendo como temperatura
de alineamiento 56.0°C, 57.5°C, 63.1°C y 64.3°C, respectivamente. Por otro lado, los productos de PCR con genoma
de EHEC EDL933 se muestran en los carriles 4, 6, 8 y 10 teniendo como temperatura de alineamiento 56.0°C, 57.5°C,
63.1°C y 64.3°C, respectivamente. Carril 1. control negativo; Carril 2. Marcador de peso molecular de 100 pb ().

Los resultados de la Figura 23 arrojan que la Tm adecuada para amplificar espF en ambos
patotipos es 56.0°C, ya que se generan las dos bandas deseadas, 687 pb para EPEC y de 770
pb para EHEC, congruente con los andlisis bioinformaticos de disefio. En las demas

temperaturas (57.5°C, 63.1°C y 64.3°C), se visualizan bandas inespecificas.
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Figura 23. Figura: Resultados de la estandarizacion de PCR multiple espF en EHEC y EPEC.
Se muestran los fragmentos amplificados en una electroforesis en geles de agarosa al 1%. Carril 1, control negativo;

carril 2, producto de PCR mudltiple espF a 64.3°C (espF en EHEC 770 pb y en EPEC 687 pb); carril 3, producto de
PCR multiple espF a 63.1°C; carril 4, marcador de peso molecular de 100 pb; carril 5, producto de PCR multiple
espF a 57.5°C; carril 6, producto de PCR multiple espF a 56.0°C.

La PCR multiple plasmidica permite la amplificacion de 4 genes plasmidicos: stal, eltB,
aggR y bfpA. Se determiné su Tm tras someter una reaccion a 49.9° C y otra 52.4° C. Ambas
contenian los cuatro pares de oligonucle6tidos y el genoma de las cepas control: EAEC 042,
EPEC E2348/69 y ETEC LD102b.

En la Figura 24 se muestra el resultado de la electroforesis. En el carril 2 se observan cuatro
bandas definidas, correspondientes con el tamafio del amplicon de cada gen: stal de 147 pb,
eltB de 322 pb, aggR de 457 pb y bfpA de 879 pb. En el carril 3 se observan igualmente cuatro

bandas, aunque menos definidas, por lo que, se seleccion6 49.9°C como T, para esta PCR.
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Figura 24. Electroforesis en gel de agarosa de PCR multiple plasmidica en gradiente de temperatura.
Carril 1, marcador de peso molecular de 100 pb; Carril 2, producto de PCR multiple plasmidica a 49.9° C; Carril 3,

PCR mdltiple plasmidica a 52.4° C

7.6. Determinacién de patotipos hibridos en el cepario
Se determin0 la presencia de genes DEC en el cepario mediante PCR maultiple cromosémica
(stx1A, stx2A y aggR), PCR mudltiple espF y PCR mudltiple plasmidica (eltB, stal, bfpA 'y
aggR) empleando como material genético templado cada una de las extracciones genémicas

realizadas mediante lisis alcalina y las extracciones plasmidicas obtenidas por quick-Prep.

Cromosémicamente, se obtuvo la amplificacion solamente del gen aaiG en dos cepas
analizadas la 109 y 169 correspondiente al 3.9% del cepario. Este gen codifica parte del
T6SS-3, caracteristico del patotipo EAEC. Resultando en dos muestras hibridas
UPEC/aEAEC. Ninguna de las cepas estudiadas amplifico alguna de las toxinas Shiga, stx1A
y Stx2A.
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Figura 25. Electroforesis en gel de agarosa de PCR multiple cromosémica.

Carril 1, cepa 101; Carril 2, cepa 109; Carril 3, control positivo (stx1A 286 pb, aaiG 808 pb y stx2A 1,130 pb);
Carril 4, marcador de peso molecular de 100 pb; Carril 5, cepa 169; Carril 6, cepa 175; Carril 7, control negativo,
MC4100.

Por otro lado, se obtuvo la amplificacion de espF para el patotipo EHEC en el 16% del
cepario (8 cepas), ya que en todas se observaron bandas de 770 pb, congruente con el control
positivo EHEC EDL933. En la Figura 26 se muestra el resultado de la electroforesis en gel
de agarosa de los resultados obtenidos. Con base en los resultados tenemos 8 cepas hibridas
UPEC con una PAI.Lee similar a EHEC.
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Figura 26. Electroforesis en gel de agarosa de PCR multiple cromosémica.
Carril 1, cepa 113; Carril 2, cepa 114; Carril 3, cepa 136; Carril 4, control positivo espF en EHEC (EDL933,770
pb) y EPEC (E2348/69 687pb); Carril 5, marcador de peso molecular de 100 pb; Carril 6, control negativo.

Finalmente, se determind por medio de la PCR mdltiple plasmidica que ninguna de las cepas
que poseian plasmido (Anexo 7) presentaba: stal, eltB, aggR y bfpA. En la Figura 27 se

muestra un gel representativo de los resultados obtenidos.
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Figura 27. Electroforesis en gel de agarosa de PCR multiple plasmidica.

Carril 1, control positivo (ETEC, stal de 147 pb y eltB de 322 pb; EAEC, aggR de 457 pb; y EPEC, bfpA de
879 pb); Carril 2, control negativo; Carril 3, marcador de peso molecular de 100 pb; Carril 4, cepa 101; carril
5, cepa 105; carril 6, cepa 109; carril 7, cepa 121; carril 8, cepa 123; carril 9, cepa 131; carril 10, cepa 135;
carril 11, cepa 139; y carril 12, cepa 148; carril 13, cepa 163; carril 14, cepa 172.
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8. Discusion

Genéticamente, E. coli es un microorganismo altamente versatil, es capaz de colonizar y
persistir en varios nichos, ya sea en el medio ambiente o en un hospedero. La genémica
comparativa ha demostrado que los genomas de E. coli estan conformados por un nicleo
conservado y un segmento flexible adquirido por medio de la transferencia horizontal de
genes, involucrado en la resistencia a antimicrobianos, patogenicidad y adaptabilidad de la
bacteria. Las regiones de plasticidad del genoma se caracterizan por presentar un contenido
de G+C atipico en relacion con el resto del genoma (Braz, et al., 2020; Yang, T., etal., 2022).
Las regiones de ADN genomico que oscilan entre 5 a 100 kb de longitud y que pueden
intercambiarse entre aislamientos bacterianos se denominan islas gendémicas (1G), las cuales,
se clasifican con base a las funciones codificadas, encontrando islas de simbiosis, islas de
adaptacion, islas metabdlicas, islas de patogenicidad (PAI) e islas de resistencia. Las IG son
un rasgo caracteristico de E. coli, ya que, desempefian un papel vital en la evolucién y

surgimiento de diferentes patotipos (Lloyd, et al., 2007; Yang, T., etal., 2022).

Diferenciar cepas de E. coli patdgenas y E. coli comensales a través de la identificacion de
FV especificos es dificil y en ocasiones no pueden distinguirse, como es el caso de cepas
EXPEC, ya que, la patogénesis de E. coli ha ido evolucionando mediante la transferencia
horizontal dentro de la misma especie o especies relacionadas. En su mayoria, los genes de
virulencia se encuentran en elementos genéticos moéviles, tales como: PAIs, bacteriéfagos,
secuencias de insercién (IS), integrones, plasmidos Yy transposones; facilitando su
intercambio entre diferentes bacterias. Estos elementos permiten la duplicacion, supresion y
adquisicién de genes. Dicho transito genético genera una mayor adaptabilidad, resultando en
la transicion de bacterias patdgenas entre humanos y animales, la resistencia a los
antimicrobianos, la aparicion de patdgenos emergentes y/o el aumento de la patogenicidad
(Braz, et al., 2020).

Un paso indispensable para la patogénesis de diversas infecciones bacterianas es la adhesion,
ya que permite la colonizacién de nichos especificos en el huésped. Una vez que UPEC entra
a la vejiga lo primero que hace es adherirse al urotelio, mediante el reconocimiento e

interaccion por medio de las adhesinas fimbriales y afimbriales de los receptores presentes
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en la superficie celular. En UPEC muchas de estas adhesinas son CUF. Un genoma de E. coli
puede presentar hasta 16 operones CUF distintos. En el caso de las UPEC, su genoma suele
contener de 5 a 10 operones CUFs completos diferentes (Greene, et al., 2014; Spaulding, et
al., 2016).

Con el aumento de la secuenciacion de genomas se han identificado grupos de genes
fimbriales sin caracterizar. Las propiedades de adherencia de las fimbrias se asocian con
determinados patotipos de E. coli. Las EXPEC se asocian comunmente con las fimbrias F17-
like, Pix, P, Sy F1C, siendo estas tres Ultimas fuertemente asociadas epidemiol6gicamente a
la colonizacion del tracto urinario. Las fimbrias F1C son codificadas por el operdn
focAICDFGH, adhesina no hemaglutinante que reconocen la galactosil-ceramida presentes
en las células epiteliales de los uréteres, los rifiones y la vejiga, asi como a
globotriaosilceramida presente unicamente en los rifiones. Mientras que las fimbrias S,
codificadas por el operén sfaCBADEFGSH en UPEC, es una adhesina resistente a manosa
que reconoce los receptores de a-sialil-2,3-galactosa presentes en los glicolipidos y las
glicoproteinas del huésped: conductos colectores, glomérulos y tejidos endoteliales de vejiga
y rifion (Wurpel, et al., 2013; Behzadi, 2020).

En el presente estudio, ninguna de las 51 cepas estudiadas amplificé por PCR, el gen sfaC
(proteina reguladora de la fimbria S). Datos que concordaron con lo reportado por Khaleque,
et al., 2017 en Dhaka, Bangladesh, quienes trabajaron con 56 cepas UPEC de orina de
pacientes ambulatorios y hospitalizados, reportando ninguna de sus cepas fue positiva para
fimbria S. Por otro lado, un estudio en S&o Paulo, Brasil en 2006, reporto que a partir de 100
cepas de E. coli aisladas de pacientes diagnosticados con ITU, el 11% de los aislados
presentaba sfa que es un resultado bajo (Santo, et al., 2006). Alfuraiji, et al., 2022 en Bagdad,
Irak, quienes trabajaron con 75 muestras de UPEC aisladas de orina provenientes de
pacientes pediatricos, reportaron la fimbria S en un 53.3% de los aislados. A nivel nacional
en estudio usando 108 aislados de E.coli de orina de mujeres diagnosticadas con ITU en la
ciudad de México de determinaron genes de fimbrias S y F1C, reportando la presencia de
sfa/focDE, sfaS y focG en el 74.1%, 1.9% y 2.8% de las cepas, respectivamente (Lopez-
Banda, et al., 2014).

101



La mayoria de los trabajos no reporta que genes amplifican en especifico, sin embargo,
mediante un analisis bioinformatico de la secuencia de los oligonucle6tidos reportados y de
las cepas empleadas como control, se determind que Alfuraiji, et al., 2022 mediante PCR
amplifico sfaD (proteina de funcion desconocida de la fimbria S), Khaleque, et al., 2017
amplifico sfaD, y Santo, et al., 2006 identifico sfaD/focC correspondiente a una proteina de
funcion desconocida de la fimbria S y a la chaperona de la fimbria F1C, respectivamente. En
los anteriores estudios se muestra la baja prevalencia de los genes pertenecientes al operon
sfa cuando Unicamente se detecta uno, no obstante, cuando se determina en conjunto con un
gen del operdn foc la prevalencia aumenta. Johnson et al., 2000 trabajo con 75 cepas de
urosepsis, en donde, reporto una mayor prevalencia de cepas sfa/foc-positivas (25%), en
comparacion con cepas sfaS-positivas (4%) y focG-positivas (19%). EI gen del operon de la
fimbria S mayormente buscado por PCR es sfaD, no obstante, hay estudios en donde se
determina otro gen del oper6n, mayoritariamente no se reporta a que gen del operén en los
estudios presentados, por lo que se sugiere hacer un consenso méas detallado sobre que genes

en especifico se amplifican para determinar cuéles son las subunidades mas prevalentes.

Por otro lado, en ninguna de nuestras cepas estudiadas amplificaron focH (adhesina de la
fimbria F1C). Los datos obtenidos no coinciden con los reportados por Rahdar, et al., 2015
en Irdn, quienes a partir de 100 aislados de E. coli aisladas de pacientes adultos con
pielonefritis o cistitis adquiridas en la comunidad, reportaron la presencia de foc en el 16%
de los aislados. Asi mismo, Ali, et al., 2019 trabajaron con 155 cepas UPEC proveniente de
ITU adquiridas en la comunidad, reportando 20 cepas positivas a sfa/foc (13%). En estos
estudios no se especifica que gen (es) amplifican del operon foc, es por ello que en el presente
estudio determinamos bioinformaticamente que Rahdar, et al., 2015 amplifico focHG que
corresponde a la adhesina y a una subunidad menor de la fimbria F1C. Mientras que Ali, et

al., 2019 utilizando los oligonucle6tidos de Yun, et al. . 2014 amplifico los genes sfaD/focC.

Snyder, et al., 2005 demostraron que cepas mutantes incapaces de expresar tanto fimbrias
tipo 1 como fimbrias tipo P, producian otras fimbrias, en comparacién con la cepa tipo salvaje
CFTO073 0 UPECT76, como la fimbria F1C. Sus datos sugieren que la fimbria F1C representa
un mecanismo compensatorio en respuesta a la incapacidad de expresar fimbrias de tipo 1y

P, ya que contribuyen a la colonizacion y persistencia de UPEC en el tracto urinario. No
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obstante, las cepas del presente estudio, con base en los datos reportados por Ixtepan-Tejero,
2018, amplificaron por PCR los siguientes genes para CUF: fimH en el 98%, papGlil en el
1.96%, papGll en el 27.5% y papA en el 21.6% de los aislados, asi como la adhesina no
fimbrial: iha en el 45.1%. Estos genes estan involucrados en la biogénesis de la fimbria tipo
1y la fimbria P, estructuras que podrian estar mediando la interaccion de la bacteria con el
hospedero, por lo que la presencia de los genes codificadores de la fimbria F1C no son
necesarios, ya que hay otros genes CUF que podrian desempefiar una funcion mas importante

al momento de la adhesién.

Una isla de patogenicidad (PAI) es una gran region gendémica de alrededor de 10 y 200 kb
que alberga genes relacionados con la patogenicidad. Se encuentran presentes en cepas
patdgenas, pero ausentes en los genomas de cepas no patdgenas de la misma especie o de una
especie estrechamente relacionada. Dentro de los FV que codifican se encuentran una gran
variedad de adhesinas, exceptuando fimbrias conservadas como las fimbrias de tipo 1. En
cepas EXPEC, se encuentran las fimbrias F1IC y S (Desvaux, et al., 2020; Yang, T., et al.,
2022). La nula identificacion de las fimbrias S y F1C en este cepario, puede deberse al hecho
de que sus operones codificadores se encuentran en la PAI-CFT073-serx, denominada asi por
su acido ribonucleico de transferencia (ARNTt) de insercién, ARNt serina-serx. Comprende un
tamano de 113 kb (Lloyd, et al., 2007; Desvaux, et al., 2020).

En contraparte con las adhesinas poliméricas, las adhesinas no fimbriales son estructuras
monoméricas o triméricas cortas (Berne, et al, 2015). En la PAlcrro73-in, también denominada
PAlcrro73-aspv pOr su sitio de insercion que codifica para el &cido ribonucleico de transferencia
de aspartato (ARNt-aspartato-aspv). En su secuencia se encuentra el operdn tos que codifica
TosA, adhesina no fimbrial perteneciente a la familia RTX (Lloyd, et al., 2007; Desvaux, et
al., 2020).

Lloyd, et al., en 2009 generdé mutantes isogénicos tras la eliminacion total o parcial de IG
involucradas en la patogenicidad de la bacteria, con el fin de determinar su papel en la
adherencia en el raton CBA/J, modelo de ITU ascendente. La construccion de cuatro
mutantes en diferentes regiones de la PAlcrrors-aspv les permitio determinar un fenotipo de
atenuacion en comparacion con la cepa tipo salvaje CFT073, encontrando que la eliminacién

del gen c0363, denominado tosA, presenta una colonizacion estadisticamente menor a nivel
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de rifiones y vejiga en comparacion con la cepa de tipo salvaje, por otro lado, la eliminacién
de cdiA (toxina CdiA, perteneciente al sistema de inhibicion del crecimiento dependiente del
contacto celular) y picU (proteasa auto transportadora) disminuye la colonizacion solo a nivel
de vejiga. Resultando genes que brindan una ventaja adaptativa a la cepa para adherirse a
dichos tejidos. Por otro lado, Vigil, et al., en 2011 determinaron que la presencia de tosA
predice el éxito de la colonizacion del TU independientemente de la fuente clinica, ya que,
tras inocular por via transuretral la vejiga de ratones C57BL/6 hembra, por un lado, EFCS5,
aislado fecal de un voluntario humano sano, y por otro lado CFT073, aislado de pielonefritis
humana, no se observaron diferencias respecto a los altos niveles de colonizacion tanto a
nivel de vejiga como de rifidn. Asi mismo observaron que tosA puede servir como un
marcador de cepas UPEC y de otros origenes capaces colonizar el TU, independientemente
de los FV que posea, reportando la cepa ECOR 58, positiva a tosA y obtenida a partir de un
ledn, capaz de colonizar tanto la vejiga como los rifiones en el modelo murino pese a que
solo presentaba 3/15 genes estudiados, relacionados con la patogénesis en el TU: fimA, picU
e iroN. Lo que se podria interpretar como la existencia de otros FV o mecanismos por los

cuales pueda generarse una adherencia al TU.

En este estudio de las 51 cepas estudiadas, ninguna de las cepas amplifico tosA, gen que
codifica una adhesina no fimbrial perteneciente a la familia RTX. Resultados que no
concuerdan con lo reportado por Vigil, et al., 2011, quienes trabajaron con 314 aislados de
E. coli provenientes de muestras fecales, ABU, cistitis y pielonefritis no complicadas e ITU
complicadas. Reportando 64 aislados positivos (20.4%) y 250 (79.6%) aislados negativos a
tosA, en donde, las cepas positivas portaban un mayor nimero de otros genes de virulencia,
promediando 11,2 de los 15 genes de adhesion, toxinas y receptores de hierro de membrana
externa estudiados, tendencia que se observo independientemente del lugar de procedencia
de las cepas, en tanto que los aislados tosA-negativos tenian una media de 5,4 genes.
Caracterizandolo como un predictor de cepas altamente virulentas, asi como un marcador del
grupo filogenético B2. Por otro lado, Wojciuk, et al., 2022 estudiaron con 38 cepas de UPEC
aisladas de orina: 23 de huéspedes inmunocompetentes y 15 de receptores renales.
Reportando fimH, csgA, flu (denominado posteriormente Ag43), papC y tosA en el 97.4%,
94.8%, 43.5%, 28.2% y 20.5% de las cepas, respectivamente.
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En México, Luna-Pineda, et al., 2018 reportd que de 178 cepas UPEC de pacientes
pediatricos solo 19 (10.7%) presentaban el gen que codifica la adhesina no fimbrial TosA,
dichas cepas pertenecientes al filogrupo B1 (8 cepas, 42.1%) y B2 (6 cepas, 31.5 %). Ellos
reportan que la presencia de tosA esta asociada a cepas que portan un nimero inusualmente
alto de genes de virulencia y adaptacion, y suponen que la adquisicion de dicho gen por cepas
del filogrupo B1 (consideradas E. coli comensales junto con el filogrupo A) se llevo a cabo
mediante la transferencia horizontal de genes (Luna-Pineda, et al., 2018). Adicionalmente,
se ha reportado que tosA se encuentra en la PAI- aspv presente en CFT073 (Desvaux, et al.,
2020). Xicohtencatl-Cortes, et al., 2019 estudiaron 300 cepas clinicas UPEC de pacientes
pediatricos con ITU complicadas, reportando 55 cepas positivas a tosA (18.3%),
encontrandose principalmente en los filogrupos B2 con un 63,63% (35 cepas), y D con un
25.45% (14 cepas). Ademas, determinaron el perfil de adherencia de las cepas tosA* en
células de vejiga humana HTB-9, encontrando adherencia alta en el 47.3%, moderada en el
41.8% Yy baja solo en el 10.9% de las cepas. Por otro lado, produjeron la proteina TosA
recombinante, la cual, reacciono con anticuerpos procedentes del suero de pacientes con
infeccion urinaria, mientras que los anticuerpos policlonales anti-TosA recombinante

detectaron la expresion de TosA en estas cepas.

TosA pertenece a las proteinas RTX (repeticiones en toxina), quienes se caracterizan por
presentar secuencias repetidas (generalmente nanopéptido), indispensables para la unién a
iones de calcio (Ca?*). Estos dominios RTX, estan involucrados en la secrecion y el plegado
de las proteinas de quienes los poseen, en un medio con baja concentracion de calcio los
dominios se desdoblan y se vuelven a plegar cuando la concentracion aumenta (Benz, 2020).
La nula identificacidn de tosA en cepas UPEC aisladas de mujeres adultas podria deberse a
que, en comparacién con los pacientes pediatricos, la secrecion de calcio en orina es menor,
dicho ion es de suma importancia para que adquiera su conformacién funcional. Hay diversos
factores, como la dieta, la actividad fisica, la raza y la edad que influyen en la excrecion
urinaria de calcio. Matos, et al., 1997, analizo muestras de orina de 410 personas (bebés,
nifos y adolescentes) de entre 1 mes a 17 afios de edad, en este estudio determinaron que el
percentil 95 la relacion calcio/creatinina (Ca/Cr) disminuyo progresivamente de 2.2 hasta
alcanzar un valor a 0,7 mol/mol a los 8 afios de edad.
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Hay pocos reportes sobre la identificacion de tosA en cepas UPEC tanto a nivel internacional
como nacional, pese a que se ha demostrado su importancia en la colonizacion del TU en
modelo murino, asi como la capacidad de generar anticuerpos contra la proteina TosA
recombinante. En México solo se ha reportado su identificacion en UPEC provenientes de
pacientes pediatricos, por lo que resultaria interesante identificar dicha proteina en el cepario

de UPEC proveniente de pacientes pediatricos, perteneciente al LBME.

Cortez-de la Puente se encuentra actualmente trabajando con la secuencia del genoma
completo de 9 cepas diferentes del LBME: 5 cepas aisladas de adultos, 1 cepa de mujer
embarazada y 3 de pediatricos. Mediante SnapGene se realiz6 la busqueda de la subunidad
de la fimbria F1C (focH) y de la fimbria S (sfaC), asi como la adhesina no fimbrias TosA
(tosA). Encontrando 4 cepas positivas: 3 provenientes de pediatricos (124N, 129N y CR135)
y 1 proveniente de adulto (CR149). Se encontro que las cuatro cepas presentaban tosA. Asi
mismo, la cepa 124N positiva a sfaC y focH; 129N positiva a focH; CR135 positiva a focH;
y CR149 positiva a sfaC. Dichos resultados se corroboraron mediante PCR, obteniendo las
bandas deseadas. Las cepas 124N y 129N fueron parcialmente caracterizadas por Ibarra-
Valencia, 2015, quien determino que son positivas a los genes de adhesion: fimH, iha 'y
papGll; dafio celular: vatA, vatP y satA; captaciéon de hierro: iucD; movilidad: fliC. No
obstante, la cepa 124N también fue positiva a papGlIl. Cabe destacar que ambas cepas
pertenecen al filogrupo B2. Por otro lado, las cepas CR135 y CR149 fueron estudiadas por
Pérez-Ama, 2018, quien determino que ambas eran positivas a los genes de adhesién: fimH
y iha; dafio celular: vat y sat; y captacion de hierro: iucD. La cepa CR135 también fue
positiva a hlyA, mientras que la cepa CR149 fue positiva a cnf. Con base en este analisis, se
logra observar que en cepas provenientes de pacientes pediatricos es mas probable que
presente tosA, ya que de las 9 cepas analizadas solo cuatro presentaron el gen, siendo 3
provenientes de pacientes pediatricos. Ademas, resulta interesante ver la presencia de sfaC y
focH en las cepas, pese a la presencia de genes involucrados en la biogenesis de la fimbria 1

en todas, y de la fimbria P en las cepas 124N y 129N.

El estudio de Johnson, et al., 2003 describen con base a su virulencia intrinseca que si una
cepa de E. coli presenta >2 de estos FV: pap, sfa/foc, afa/dra, iuc/iut y kpsMTII, puede

clasificarse como una EXPEC. Por otro lado, Spurbeck, et al., 2012 con base en datos
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epidemioldgicos, describieron 4 genes codificadores de FV altamente relacionados con el
potencial uropatégeno, cepas UPEC: chuA, fyuA, vat e yfcV (Johnson, et al., 2003; Spurbeck,
etal., 2012; Valiatti, et al., 2020). Los resultados de este estudio arrojan la ausencia de genes
del operdn foc y sfa en el cepario E. coli de mujeres usados en este estudio, no obstante,
resultaria interesante determinar por PCR la presencia de los genes faltantes del esquema de
Johnson, et al., 2003: afa/dra, iuc/iut y kpsMTII, esto con el fin de probar su eficiencia para
determinar cepas EXPEC, grupo al que pertenecen las UPEC, asi mismo, determinar los genes
propuestos por Spurbeck, et al., 2012 para ver su prevalencia en cepas UPEC aisladas de

mujeres mexicanas y determinar la eficacia de este método de diagnadstico.

Hernandez-Castillo, 2023 realiz6 gendmica comparativa in silico, primero analiz6 5 genomas
de E. coli (1 E. coli comensal, 1 DEC y 3 EXPEC), en donde, identifico 83 posibles genes
que permitirian la identificacion de UPEC. Por otro lado, analizo 6 genomas EXPEC (2
UPEC, 1 APEC, 1 NMEC y 2 SEPEC), identificando 14 posibles marcadores genéticos para
la identificacion de UPEC. En ambos analisis se encuentra: focH (subunidad de la proteina
fimbrial F1C), tosA (adhesina no fimbrial), focG (subunidad menor de la fimbria F1C), entre
otros. En este trabajo realizamos la bdsqueda de los genes focH, sfaC y tosA en 51 cepas
UPEC, sin embargo, no se obtuvo amplificacion. Sugiriendo que estos genes no son
marcadores genéticos de UPEC, o no al menos, en cepas de mujeres mexicanas. La nula
amplificacion de estas subunidades fimbriales y la adhesina no fimbrial puede asociarse a la
ausencia total o parcial de sus PAIs (PAl-crro7s-serx Y PAlcrro7s-aspv) €n el genoma de las
cepas estudiadas. En el laboratorio, Cortez-de la Puente, 2020, identifico en las cepas de
estudio la PAI-lcrro7s (PAI-CFT073.phev), PAI-IICFT073 (PAI-CFT073-pheu), PAl-l306 y PAI-
I1306 €n el 39%, 33%, 4% y 0% de las cepas, en donde, el 22% de las cepas poseian dos PAIs
y solo el 2% presentaba 3 PAIs. Estas PAIs son caracteristicas del patotipo UPEC, por lo que
la presencia de una 0 mas nos permite estimar su potencial de urovirulencia. La escision y la
integracion de PAIs en el genoma de una EXPEC o DEC esta mediada por las integrasas
codificadas por la misma. Dicho proceso esta sujeto a las condiciones en las que se encuentre
el microorganismo, ya que generalmente se adquieren mediante la transferencia horizontal,
debido a que la mayoria no contienen un origen de replicacion y no son capaces de
movilizarse por si mismas. La estabilizacion de estos elementos genéticos moviles se da

cuando le brinda una ventaja a la bacteria receptora, lograndose mediante la pérdida selectiva

107



de las funciones de transferencia o movilizacion codificadas por estos elementos (Desvaux,
et al., 2020). Se propone en un futuro estudio hacer la identificacion de PAI-CFT073-serx Y
PAlcrro73-aspv €N €l cepario, ya que, pese a que no se encuentran los genes focH, sfaC y tosA,
hay estudios que reportan la delecion de estas PAls con frecuencias que oscilan entre 5x10~
3y 1x107° (Desvaux, et al., 2020). Es por ello que podria presentar la PAI, aunque sea

incompleta.

El estudio de adherencia en presencia de manosa en células HelLa realizado por Barrientos-
Mejorada Angélica, demostro que pese a la saturacion de la fimbria tipo 1, cuyo receptor son
residuos de manosa, se presentaba adherencia en un menor nimero de cepas pasando del
71.4% sin manosa (5/7 cepas) al 57.1% con manosa (4/7 cepas). Del primer grupo la
adherencia se presento del 43% a 0.5% y del segundo grupo del 30% a 5% respectivamente.
En este estudio se buscaron tres genes pertenecientes a operones que codifican a otras
adhesinas (focH, sfaC y tosA), cuyo receptor es diferente a manosa (sialil-galactosido para la
fimbria S y galactosil-ceramida para la fimbria F1C). La ausencia de dichos genes sugiere
que el operon de biogénesis para la fimbria S y F1C, asi como de la adhesina no fimbrial
TosA, no existe o se encuentra incompleto, por lo que no podrian desemperfiar un papel en la
adhesion de estas cepas. Sugiriendo la presencia de otras fimbrias que estén desempefiando
un papel en este proceso.

La mayoria de los genes involucrados en la virulencia de E. coli se localizan en elementos
genéticos moviles que pueden transferirse, permitiendo la mezcla de patotipos y el
surgimiento de patotipos hibridos. Santos, et al, 2020 define un patotipo heteropatdgeno de
E. coli como aquella que presenta genes especificos de virulencia de dos 0 méas patotipos
DEC. Por otro lado, define una cepa hibrida patégena como aquella que posee FV de ambos
patotipos (DEC y EXPEC) o como aquella que se aisla de una infeccion extraintestinal y
presenta FV definitorios de algun patotipo DEC.

En los ultimos afos se han reportado cepas de E. coli tanto heteropatdégenas como patégenas
hibridas (Mariani-Kurkdjian, et al, 2020; Valiatti, et al, 2020). Esto ha recobrado mucha
importancia debido a que son consideradas cepas hipervirulentas que pueden causar procesos

infecciosos mas severos. Estudios recientes han identificado cepas EXPEC que promueven
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infecciones intestinales seguidas de infecciones del torrente sanguineo (Kessler, et al, 2020;
Mariani-Kurkdjian, et al, 2020; Valiatti, et al, 2020).

Los patotipos EHEC y EPEC generan lesiones A/E por medio de los factores codificados
dentro de la PAI-Lee (Bhatt, et al., 2016; Hua, et al., 2018). La region central de las PAI-Lee
de EHEC y EPEC presentan una homologia a nivel de secuencia del 93.9%. En EPEC
comprende un tamafio de 35,526 pb, mientras que en EHEC es de 43,263 pb, debiéndose esta
diferencia a la insercion en EHEC del profago criptico 933L rio abajo de LEE4,
representando 13 ORF adicionales (Muller, D., et al., 2009; Furniss, R. C. D., et al., 2017).
En el operon policistronico LEE4 se localiza espF, gen que codifica una proteina efectora
dependiente del SST3 exclusiva de los patégenos A/E (EPEC, EHEC y Citrobacter
rodentium). Se dirige a las mitocondrias y al nucléolo del huésped. Altera las uniones
estrechas, inhibe la fagocitosis, induce la desaparicion de las microvellosidades en las células
epiteliales intestinales, reordena el citoesqueleto, genera disfuncion mitocondrial y apoptosis
(Hua, et al., 2018).

Los alineamientos de las secuencias de espF de EPEC y EHEC arrojan un 87% de homologia,
mientras que en el caso de C. rodentium hay una similitud del 67% con respecto a EPEC y
un 65% con la de EHEC. En EPEC espF comprende 621 pb, mientras que en EHEC es de
747 pb (Hua, et al., 2018).

En muchos estudios, la identificacion de PAI-_ee por PCR en EHEC y EPEC se realiza
amplificando un gen perteneciente a esta region, generalmente eae (codifica para intimina),
no obstante, no permite diferenciar a un patotipo del otro, ya que los amplicones para ambos
patotipos es similar. Por lo que, para diferenciar a EHEC de EPEC se necesita amplificar la
toxina Shiga. Es por ello que en este estudio tomando en cuenta las diferencias de tamafio a
nivel de nucleétidos y a la insercion del profago 933L, rio debajo de LEE4 en EHEC, se
disefiaron oligonucle6tidos que permitieran diferenciar entre la PAl..ee de EHEC y EPEC
con base al tamafio del amplicon que se obtuviera, 687 pb para EPEC y 770 pb para EHEC.
Se obtuvo la amplificacion de espF para EHEC en 8 cepas, no obstante, no se obtuvo la
amplificacion de los genes que codifican la subunidad A de la toxina Shiga 1y 2, stx1A 'y
stx2A respectivamente, reportados frecuentemente en cepas EHEC de origen humano. Es por

ello que se consideraron cepas hibridas UPEC con PAI-_ee similar a EHEC, debido a que los
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oligonucleodtidos disefiados no se alinean en otros segmentos del genoma de los patotipos
EHEC y EPEC, asi mismo, no se alinean con genomas de otros patotipo (UPEC, EAEC,
ETEC, NMEC). Es por ello, que se propone determinar la presencia de otros genes que

codifiquen la toxina Shiga.

Se han reportado cepas hibridas UPEC/EPEC, entre ellos Tanabe, et al., 2020 quienes
trabajaron con 112 cepas UPEC de pacientes ambulatorios, mediante PCR determinaron la
presencia de cinco cepas hibridas: una UPEC/aEPEC, positiva a eae, y cuatro UPEC/EAEC,
positivas a aggR y aatA, cepas obtenidas de cuatro pacientes diagnosticados con cistitis y
uno de pielonefritis. En Brasil, Nascimento, et al., 2022, evaluaron 172 aislamientos de E.
coli provenientes de pacientes ambulatorios con diferentes tipos de ITU, reportando tres
cepas patogenas hibridas: dos cepas UPEC/aEPEC, positivas a eae y negativas a bfpB, y una
UPEC/EAEC, positiva a aggR.

En territorio mexicano Rodriguez-Garcia, et al., 2024 evaluaron 52 cepas aisladas de
pacientes con diagndstico de infeccion cronica de vias urinarias, determinaron que 30
(57.39%) de las cepas evaluadas presentaban al menos uno de los genes asociados a DEC.
En las ITU persistente 12 (52.17%) cepas fueron hibridas (UPEC/DEC); 3 positivas a bfpA,
5aeaeA, 4altA 5astAy3aipaH, porotro lado, los casos de recurrentes fueron 18 (62.07%)
cepas UPEC/DEC; 6 amplificaron stx2, 1 bfpA, 6 eaeA, 8 ItA, 2 ipaH y 5 aggR. Ballesteros-
Monrreal, et al., 2024 estudiaron 40 cepas UPEC provenientes de pacientes que presentaban
sintomas de ITU, reportando bfpA en el 80% de estos aislados, pCVD432 en el 30%, daakE
en el 20% vy eaeA en el 5%. Este estudio indico la presencia de cepas 16 hibridas en la
poblacién mexicana con ITU: 1 UPEC/EAEC/DAEC/EPEC, 3 UPEC/DAEC/EPEC, 5
UPEC/EAEC/EPEC y 7 UPEC/EPEC. Ademas, identificaron sus patrones de adherencia:
ladrillo (85%), localizado (55%), agregativo (20%) y difuso (15%), reportando que s6lo ocho
(40%) de los aislados presentaban un unico patrén de adherencia, mientras que doce (60%)
presentaban patrones de adherencia mixtos asociados a diferentes patotipos de E. coli.
Ortega-Enriquez, 2024, trabajo con 40 cepas de E. coli aisladas de heces provenientes de
portadores sanos, les determino por PCR la presencia de los genes mas frecuentes asociados
a virulencia de UPEC: adhesinas (fimH, papGll, papA y papGlll), toxinas (satA, satP, hlyA,

cnf-1, vatP y vatA), evasion de la respuesta inmune (traT y fliC) y sistema de captacion de
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hierro (fyuA, iucD y iha). Encontrando 9 cepas hibridas: 6 cepas aEPEC/UPEC (positivas a
eae), 1 cepa aEPEC/ETEC/UPEC (positivas a eae y toxina LT), 1 cepa aEPEC/DAEC/UPEC
(positivas a eae y daaE) y 1 cepa ETEC/UPEC (toxina LT).

La identificacion de la PAI-Lee en cepas UPEC es relativamente alta, siendo el patotipo
hibrido UPEC/EPEC uno de los mas comunes (Nascimento, et al. 2022; Rodriguez-Garcia,
et al., 2024; Ballesteros-Monrreal, et al., 2024). Valiatti, et al., 2020 trabajaron con la cepa
UPEC-252, una E. coli aislada de ITU y portadora del gen eae caracteristico de EPEC y
EHEC. Bioinformaticamente determinaron que presentaba la PAI-LEE completa,
presentando identidades que oscilaban entre el 93 % y el 99 % con cepas de EPEC y EHEC.
Por inmunotransferencia se confirmd la expresién de intimina y EspB, demostrando que es
funcional, se traduce. Se determinoé que es capaz de adherirse a células epiteliales urinarias
(T24 y HEK 293T) e intestinales (Caco-2 y LS174T). Asi mismo, determinaron que en
células HelLa genera lesiones A/E. Estos autores nos demuestran que una cepa UPEC puede
presentar en su genoma una PAI-.ee funcional, la cual, podria contribuir al establecimiento
0 agravamiento de una ITU. Ademas, se puede observar su capacidad no solo para adherirse

a células intestinales sino también a uroteliales (Valiatti, et al., 2020).

En este estudio también se identifico la presencia de dos cepas hibridas UPEC/aEAEC,
debido a laamplificacién de aaiG en la cepa 109 y la cepa 169. Coincidiendo con lo reportado
por Domingos, et al., 2022 en Séo Paulo, Brasil, quienes analizaron 40 cepas UPEC aisladas
de la orina de pacientes femeninas pediatricas, reportando tres cepas positivas (una cepa de
un paciente con trato urinario normal, una de un paciente con tracto urinario anormal y una
de un paciente con pielonefritis) para aaiG y aaiA, y tres cepas derivadas de pacientes con
tracto urinario anormal positivas a aggR. Lara, et al., 2017 en Brasil aislaron 258 cepas de E.
coli, 3 cepas por cada muestra, de 86 casos de infecciones extraintestinales. Por PCR
detectaron marcadores de virulencia de EAEC: aatA, aggR y aapA. Reportando 3 de los 86
casos estudiados (3,4%) positivos a aatA y aggR, representando el 3,4% (9/258), ademas,
presentaban los genes de UPEC: fyuA y pap, por lo que se catalogaron como cepas hibridas
EAEC/UPEC, se recuperaron de dos casos de ITU y de un caso de bacteriemia. Ortega-
Enriquez, 2024, trabajo con 40 cepas aisladas de orina de mujeres que cursaban con una ITU,

reporto que 14 de ellas (35%) presentaban genes caracteristicos de cepas DEC: 6 cepas
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UPEC/EAEC (positivas a aggR, 42%), 5 cepas UPEC/EAEC/ETEC (positivas a aggR, LT
y/o ST, 35%), 1 cepa UPEC/aEAEC/EPEC (positivas a aaiG y bfpA, 7%), 1 cepa
UPEC/ETEC (positivaa LT y/o ST, 7%) y 1 cepa a UPEC/aEAEC (positiva a aaiG, 7%).

La mayoria de los estudios presentados en este trabajo, donde se identifica el patotipo hibrido
UPEC/EAEC se realiza mediante la identificacion de aggR. Un regulador transcripcional que
desempefia un papel central en la modulacion de la adherencia de la cepa EAEC 042, ademas,
es un regulador global de los genes de virulencia de EAEC tanto a nivel cromosémico como
plasmidico. No obstante, solo esta presente Unicamente en aquellas cepas que presentan el
plasmido pAA, denominadas EAEC tipicas (tEAEC), dejando de lado las cepas EAEC
atipicas (aEAEC).

La tEAEC es considerada més virulenta y con mayores probabilidades de causar diarrea en
comparacion con la aEAEC. Las cepas tEAEC son mas frecuentes, no obstante, ha habido
reportes de brotes importantes causadas por aEAEC (Guerrieri, et al., 2019). Es por ello que
en este estudio se identifico aggR y aaiG, tomando en cuenta lo reportado por Andrade, et
al., 2014 quienes determinaron que la PCR cuadruplex de los genes plasmidicos considerados
marcadores fiables de EAEC tipicas, aggR (regulador transcripcional) y aatA (proteina
transportadora de dispersina), y los genes cromosémicos aaiA y aaiG (codifican
componentes del SST6), permite la identificacion de EAEC tanto tipica como atipica, ya que
presenta una sensibilidad del 94,8 % y una especificidad del 94,3 %. Este estudio demuestra
que la deteccién solo de los genes transmitidos por plasmido pasa por alto cepas EAEC
atipicas. Asi mismo, Dias, et al., 2020 trabajaron con 220 aislados de EAEC analizaron 25
genes de virulencia que codifican adhesinas, toxinas, proteasas secretadas y SST6.
Encontrando que los genes que codifican para la dispersina (aap), el T6SS (aaiA, aaiC y
aaiG) y otros cinco factores de virulencia putativos (orf3, aar, air, capU y shf) se presentaban
en cepas EAEC tipicas y atipicas. Encontrando en el 69.5% de los aislados EAEC los genes

que codifican el SST6.
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9. Conclusién

Se estudiaron 51 cepas UPEC provenientes de mujeres que cursaron con ITU, provenientes del
ISSSTEP, cuyo rango de edad era de 21 a 86 afios. Se les realizo extraccion de su material genémico
por lisis alcalina y de sus plasmidos por Quick-Prep. Mediante PCR se hizo la identificacion de genes
involucrados en la biogénesis de fimbrias fimbriales: focH (adhesina de la fimbria F1C) y sfaC (), y
la adhesina no fimbrial tosA. Ademas, estos genes se buscaron en contigs de 9 cepas secuencias. Por
otro lado, se realizo la identificacion por PCR de genes caracteristicos de cepas DEC: EPEC (bfpA'y
espF); EHEC (stx1A, stx2Ay espF); ETEC (ItAy eltB); y EAEC (aggR y aaiG). Se encontr6 una nula
amplificacién de los genes de adhesinas en el cepario del ISSSTEP, no obstante, en cuatro de las
cepas secuenciadas se encontrd la presencia de estos genes: tosA en el 100% (4/4 cepas), sfaC en el
75% (3/4 cepas) y focH en el 50% (2/4 cepas). En donde, dos de las cepas positivas a tosA provenian
de pacientes pediatricos. Asi mismo, se encontrd la presencia de 11 cepas positivas a genes DEC: 2

amplificaron aaiG (componente del T6SS-3) y 8 amplificaron espF para el patotipo EHEC.

La ausencia de los genes involucrados en la biogénesis de las adhesinas F1C, Sy TosA analizados en
este estudio, podria deberse a que no tienen una participacion de suma importancia en la adherencia
de estas cepas, debido a la presencia de genes que codifican otras adhesinas. Ademas, estos tres genes
se encuentran en PAls por lo que su baja prevalencia podria también asociarse a su baja transferencia
en la zona. No obstante, mediante la busqueda bioinformatica en las cepas secuenciadas se
encontraron dos cepas provenientes de neonatos positivas a tosA, sfaC y solo una positiva a focH. Lo
cual podria asociarse a que en neonatos hay mayor excrecion de iones de calcio en orina, indisponible
para que TosA adquiera su conformacion funcional. Ademas, la fimbria S se ha reportado en cepas
NEMEC, debido a su papel de suma importancia en la adherencia a las meninges. Por lo que, en
pacientes pediatricos estas adhesinas podrian desempefiar un papel mas importante en la adherencia,

en comparacion con las cepas aisladas de mujeres adultas.

En este estudio se reportaron 2 cepas hibridas UPEC/aEAEC y 8 cepas UPEC positivas a PAIl- g del
patotipo EHEC. Los genes DEC encontrados en las cepas UPEC, se encuentran en PAIs por lo que
su adquisicion se debido a la transferencia horizontal de genes. Tomando en cuenta que el tracto
gastrointestinal es un reservorio de cepas UPEC y cepas DEC, pudo haberse dado una interaccion
que le permitié a dichas cepas adquirir los genes estudiados. En nuestro pais ha habido reportes de
patotipos hibridos, por lo que deberia de implementarse protocolos para su identificacion, ya que,

estas cepas se han asociado con infecciones méas graves.
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10. Perspectivas

Determinar si las cepas positivas a espF presentan por completo la PAL e,

Identificar en las cepas espF+ si hay otros subtipos de toxina Shiga.

Determinar patotipos hibridos en el cepario de varones del ISSSTEP.

Identificar por PCR si las cepas UPEC aisladas de pacientes pediatricos que cursaron una
ITU del LBME presentan tosA, sfaC y focH.

Identificacion de PAI-CFT073-serx Y PAlcrrors-aspv €n el cepario.

Purificar y secuenciar los amplicones de cepas positivas a espF para determinar mutaciones
y homologia con las secuencias de referencia/control.

Determinar los genes faltantes del esquema de Spurbeck, et al., 2012: chuA, fyuA e yfcV.
Determinar los genes faltantes del esquema de Johnson, et al., 2003: afa/dra, iuc/iut y
kpsMTII
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12. Anexos

Determinacion de filogrupo en cepas de E. coli

En el Anexo 1 se muestra la PCR cuédruple empleada para identificar los filogrupos: A, B1,
C, E, D, F, B2, caldo I y clado V, mientras que en el Anexo 2 se muestran los genes

empleados para identificar el filogrupo G y diferenciarlo del grupo F y B2.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 M

-

-

- - - <500 bp
apAP - - - . - = -
chud4p— e v S o~ P SD = -
yjad 4 - = . .- - D o= -

3 - =1 -
TspE4.C2-p> = o= <100 bp
A Bl C E D F B2
E. coli sensu stricto E. clades

E. fergusonii |
E. albertii I

Anexo 1. Perfiles de PCR cuédruple para la determinacion de filogenética.
Se amplifica: chuA (receptor del grupo hemo/hemoglobina), yjaA (proteina inducida por estrés), arpA (control interno de
la pureza del DNA) y TspE4.C2 (lipasa esterasa putativa). La presencia o ausencia determina el filogrupo al que pertenece
la cepa (Clermont, et al., 2013).

M 1 2 3 -+ 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

R—
R

ppe——
SOObp—»—n--_——-w—-—v----——nym
L —

— T ———_— <+ cfaB
—— —— e — m— — < ybgD
100 bp =t

F G B2

Anexo 2. Perfiles de PCR para la determinacion/diferenciacion del filogrupo F, G y B2.
Se amplifica: ybgD (proteina fimbrial putativa), trpA (subunidad alfa de la triptéfano-sintasa) y cfaB (subunidad principal
del antigeno del factor de colonizacion | (CFA/I). Las cepas pertenecientes al filogrupo G amplifican cfaB, mientras que las

del grupo G amplifican ybgD. La amplificacidn de trpA se empleé como control interno (Clermont, et al., 2019)
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Simulacién de PCR de las adhesinas mediante SnapGene en cepas secuenciadas

En el Anexo 3 y Anexo 4 se muestran la simulacion del gel de agarosa empleando los contigs

descritos en la Tabla 19 y la cepa UPEC-CFT073 (control positivo a las adhesinas), para

identificar tosA, sfaC y focH. Las bandas obtenidas coinciden con el tamarfio deseado.

1.5% agarose

Long Range DNA Ladder

CFT073
tosA-R + tosA-F
1. 589 bp = 344,029 - 344,617

CR135_qu3.ut3.s3.ut2.u.st2.utu2.s2.st
tosA-R + tosA-F
1. 589 bp = 1340 - 1928

CR149_QST.S.ST2.U.UT2.U2.U3.UT3.52
tosA-R + tosA-F
1. 589 bp = 44,819 - 45,407

124N_meta124_12
tosA-F + tosA-R
1. 589bp = 122,171 - 122,759

129N_QU2.U.UT.UT2.ST2.UT3.UT3.S
tosA-F + tosA-R
1. 589 bp = 1401 - 1989

Anexo 3. Simulacidn de gel de agarosa para la identificacion de tosA en SnapGene.

Carril 1, marcador de peso molecular Long Range DNA Ladder (Jena Bioscience); carril 2, control positivo a tosA
(598 pb, CFT073); carril 3, cepa CR135; carril 4, cepa CR149; carril 5, 124N: carril 6, cepa 129N.

1.5% agarose

1:  Long Range DNA Ladder

2. CFT073
sfaC-F + sfaC-R
1. 375bp = 1,186,851 - 1,187,225

3 129N _QU2.UUTUT2.ST2.UT3.UT3S
sfaC-F + sfaC-R
1. 375bp = 20,613 - 20987

4. CR149.QS5T.55T2.UUT2.U2U3UT352
sfaC-F + sfaC-R
1. 375bp = 674 - 1048

5. 124N_meta124 20
sfaC-F + sfaC-R
1. 375bp = 39214 - 39,588

6 CFTO073 2
focH-F + focH-R
1. 1065bp = 1,193,793 - 1,194,857

7. CR135.QU3.UT3.S3.UT2.UST2UT.U252.5T
focH-F + focH-R
1. 1065bp = 180,189 - 181253

8  124N_metal24.20 2
focH-F + focH-R
1. 1065 bp = 31,582 - 32,646

Anexo 4. Simulacion de gel de agarosa para la identificacion de sfaC y focH en SnapGene.

Carril 1, marcador de peso molecular Long Range DNA Ladder (Jena Bioscience); carril 2, control positivo a sfaC
(375 pb, CFT073); carril 3, cepa 129N; carril 4, cepa CR149; carril 5, 124N: carril 6, control positivo a focH (1,065

pb, CFT073).
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Alineamientos de RI +espF de EPEC-E2348/69 y EHEC-EDL933 con el cromosoma de
E. coli de otros patotipo/categoria.

En el Anexo 5 se muestran los resultados obtenidos del BLAST de Rl + espF de EPEC-
E2348/69 con genomas de E. coli de otras categorias y patotipos. Cinco de siete secuencias
de cromosomas, presentaron alineamientos: EAEC-042 (dos alineamientos), DAEC-
SK1155 (tres alineamientos), UPEC-CFTO073 (un alineamiento), AIEC-LFB2 (un
alineamiento) y NMEC-018 (un alineamiento). Las cepas AIEC-LF82 y NMEC-018 no

presentaron alineamiento.

Escherichia coli 042 complete genome Escherichia coli strain SK1144 ch I
A Sequence ID: FN554766.1 Length: 5241977 Number of Matches: 2 B Sequence ID: NZ_AP018784.2 Length: 5029297 Number ai Matches: 3
Range 1: 3429016 to 3429383 GenBank Graphics ¥ Next Match Range 1: 862190 to 862554 GenBank Graphics ¥ Next Match
Score Expect 1d Gaps Strand Score Expect Identities Gaps Strand
364 bits(197) 1e-100 313/368(85%) 11/368(2%) Plus/Plus 364 bits(197) 1e-100 311/365(85%) 11/365(3%) Plus/Minus
Query 313 (‘M(G((‘(AII(‘(AGTC(‘:GGCYAAT(C‘A((A(‘TCCMYCGT?GYTCGCAGTACYALACACAC 372 Query 316 T(\’CICI??CI?A?T([(\’?(\’C\‘\(ﬁ}clc\‘l\ﬁﬁﬁ“ﬂﬁrﬁHTGT‘I\?HT}ATA??C‘I\CI??{ 375
L LLLLULEE L LLLEEERELEEEEERnEt  FEEL TEEEE LLEEEEL L LT ]
Sbjct 3429016 CAGCGCCCACCTGCCGGGCTAATCCACCACTCTGATCGAGGTTCACAGTACTGCGCATAC 3429075 Sbjct 862554 CGCCCACCTGCCGGGCTAATCCACCACTCTGATCGAGGTTCACAGTACTGCGCATACGAT 862495
Query 373 ?ITTA((GGG(TATATAGGAG(GGTTTGGT(tTGAAM(AT((ATG((G(GTAMG&TM 432 Query 376 \Tﬁﬁ(ﬁcTﬂ?c\ﬁ?ﬁ(\c?nﬁﬂﬂ??mﬁﬁ( ; ﬁ(ﬁ?ﬂﬁﬁﬂl I(Icﬂ 435
LECLRLLE FELLLCEEEE LEEEEERL LR EE LR LEEEEELEEEEL ]
Sbjct 3429076 GATTACCGGGTCATACAGGAGCAGTTTGGTCTGAAAACATCAATGTCGCGTAAAGGTAAC 3429135 Sbjct 862494 TACCGGGTCATACAGGAGCAGTTTGGTCTGAAAACATCAATGTCGCGTAAAGGTAACTGT 862435
Query 433 CGTTACGACAACACC TCMTGMM‘\A(TTATAGTAMCGCTGMV ---GA-A---TGA-- 482 Query 436 : [?ﬁ\c‘?acnclcTTAL‘\]T?A??:‘\A?‘T{ATAGTNJ\???H?J A2 ?‘IUIL - ﬁ;? Aﬁ 485
LLCLLLLEEEE L L HEE L LEE L THLLELLL] [ Il
Sbjct 3429136 TGTTACGACAACGCTCCGATGGAAAGCTTCTGGGGAACGCTGAAAAATGAGAGCCTGAGC 3429195 Sbjct 862434 TACGACAACGCTCCGATGGAAAGCTTCTGGGGAACGCTGAAAAATGAGAGCCTGAGCCAC 862375
Query 483 AACTATCGTTTTAATAACCGGGATGAAGCCATCTAAGTAATACGGAAATACATTGAGATT 542 Query 486 TATCGTTTTAATAACCGGGATGAAGCCATCTAAGTAATACGGAAATACATTGAGATTTTC 545
II\\IHH\HIHIHIHIIHHIHIH LELCLLLEEE TLLEETLLLELTL] LELCLLLLEEEERLEEEEEEEE LR LEELEEEEE PLEEELELL LT LT
Sbjct 3429196 CACTATCGTTTTAATAACCGGGATGAAGCCATCTCAGTAATACGGGAATACATTGAGATT 3429255 Sbjct 862374 TATCGTTTTAATAACCGGGATGAAGCCATCTCAGTAATACGGGAATACATTGAGATTTTC 862315
Query 543 H(IH(ITA((AY(AG(G((G((A(Y(((GT(TGGGGAATATCT(((IAGYAG((TT(A-G 601 Query 546 ‘n‘xclﬁcc[nﬁ?(ic‘?(c‘(],(c‘?(lﬁcc‘rmﬁ???ﬁﬁﬁﬁﬁracl,rﬁﬁ”ﬁ(ﬁAin‘\ 604
LD LLLEEE LEDEELE LLEEEEEEER L LR EE L LT
Sbjct 3429256 TTCTACAATCGTCAGCGTCGTCACTCTCGTCTGGGGAATATCTCCCCGGCAGCCTTCAGG 3429315 Sbjct 862314 TACAATCGTCAGCGTCGTCACTCTCGTCTGGGGAATATCTCCCCGGCAGCCTTCAGGGAA 862255
Query 602 AACCAGATAACTGC ACAAATGGTGGTGTCCGCTATTGCCA 661 Query 605 AAATATAACCAGATAACTGCGTaa22a2aGAACAAATGGTGGTGTCCGCTATTGCCAGTA 664
HIHIHI L] IHI HHIHIHIHHIIH LLLLLEELLEEEELT] LELLLL L LD TLE) JIHII[II]H]IIIIH LLLLLELLLLEEELLLEL
Sbjct 3429316 GAAAAATATCATCAGATGGCTGCTTAAAAAAAGAACAAATGGTAGTGTCCGCTATTGCCA 3429375 Sbjct 862254 AAATATCATCAGATGGCTGCTTAAAAAAAGAACAAATGGTTGTGTCCGCTATTGCCAGTA 862195
Query 662 ﬂ?mcﬂ 669 Query 665 Tﬁﬂ 669
)]
Sbjct 3429376 GTACACCT 3429383 Sbjct 862194 CACCT 862190
Escherichia coli CFT073, P q Escherichia coli LF82, complete sequence
C Sequence ID: NC_004431.1 Length: 5231428 Number of Matches: 1 D Sequence ID: NC_011993.1 Length: 4773108 Number of Matches: 1
Range 1: 3425890 to 3426254 GenBank Graphics Range 1: 3885714 to 3885760 GenBank Graphics
Score Expect Identiti Gaps Strand SO Sea e oS S
353 bits(191 2e-97  309/365(85% 11/365(3% Plus/M tiach 2 A 2 S
R(191) < (65%) /365(3%) e 71.3 bits(38) 2e-12 44/47(94%) 0/47(0%) Plus/Plus
Query 316 CGCCCACCAGTCGGGC TAATCCACCACTCCAATCGTGGTTCGCAGTACTACACACACGAT 375
LUCEEREE D PEEEEERRRRRRE et (eer Leeen CReeeny b rr tiitl Query 1 AAAATGCCTCTCCTGAACTCTCCCGACGTTAACAAAACCCCTTC 47
Sbjct 3426254 CGCCCACCTGCCGGGCTAATCCACCACTCTGATCGAGGTTCACAGTACTGCGCATACGAT 3426195 \ | | FOCLERRRERRREERE R e ey veeet 1 el
Sbjct 3885714 G((AAAATGC(T(TC(TGAA TCTCCCGACGTCAACAACACTCCTTC 3885760

Query 376 TACCGGGCTATACAGGAGCGGTTTGGTCTGAAACATCCATGCCGCGTAAAGGTAACCGT 435
sogee anzeron Ptk AAALHHEHUEMMA R M si2enss X )

Query 436 TACGACAACACCTCAATGAAAAACTTATAGTAAACGCTGAA- - - -GA-A-- -TGA--AAC 485 E Escherichla coll strain 018 J

sojer 326130 HeAUMatrelakteMictHcleteothd it marichacctthocchd  seasers Sequenc 0 NZ_CPOO275.1 Lent: 002781 Number of Matches:

Query 486 TATCGTTTTAATAACCGGGATGAAGCCATCTAAGTAATACGGAAATACATTGAGATTTTC 545 Range 1: 3180627 to 3180673 GenBank Graphics

sojer sa2607 PAREHHAMMESMEAL BT AHMAMMEHULHE seas01s et TouniiieG Siand
Query 546 TACAACCATCAGCGCCGCCACTCCCGTCTGGGGAATATCTCCCTAGTAGCCTTCAGG-AA 604 71.3 bits(38) 3e-12 44/47(94%) 0/47(0%) Plus/Plus
Sbjct 3426014 W SUNG B G L Al UL, 3425055 Query 1 TGCCTCTCCTGAACTCTCCCGACGTTAACAARACCCCTTC 47
Query 605 YATAACCAGATAA GAACAAATGGTGGTGTCCGCTATTGCCAGTA 664 Sbjct 3180627 (l’,éCAAAA écléH‘r(léw\}xé‘Tcl4c|éclé;|xcléicuyulso!«clrc|“}c\ 3180673

AAN \CTGCGTa AAATGH
s R
Sbjct 3425954 AAATATCATCAGATGGCTGCTTAAAAAAAGAACAAATGGTAGTATCCGCTATTGCCAGTA 3425895

Query 665 TACCT 669
I111
Sbjct 3425894 CACCT 3425899

Anexo 5. Resultados del BLAST de RI + espF de EPEC-E2348/69 con genomas de E. coli de otras categorias y
patotipos.

A) Resultado del alineamiento con EAEC-042, dos alineamientos. B) Resultado del alineamiento con DAEC-SK1155, tres
alineamientos. C) Resultado del alineamiento con UPEC-CFT073, un alineamiento. D) Resultado del alineamiento con

AIEC-LFB2, un alineamiento. E) Resultado del alineamiento con NMEC-018, un alineamiento.

En el Anexo 5 se muestran los resultados obtenidos del BLAST de RI + espF de EHEC-

EDL933 con genomas de E. coli de otras categorias y patotipos. Tres de siete secuencias de
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cromosomas, presentaron alineamientos:

coli 042 I
A Sequence ID: FN554766.1 Length: 5241977 Number of Matches: 4

Range 1: 3429016 to 3429383 GenBank Graphics ¥ Next Match
Score Expect Identities Gaps Strand
370 bits(200) 3e-102 314/368(85%) 11/368(2%) Plus/Plus

CAACGCCCACCAGTCGGGCTAATCCACCACTCCAATCGTGGTTCGCAGTACTGCACACAC

UL LLELELEE L LEREEELEELEEEEEEE TR LTEEE TLELEEEEE T L]
CAGCGCCCACCTGCCGGGCTAATCCACCACTCTGATCGAGGTTCACAGTACTGCGCATAC

Query
Sbjct
GATTACCGGGCTATACAGGAGCGGTTTGGTCTGAAAACATCCATGCCGCGTAAAGGTAAC

DELLELCEEE  EELLEREEEE DELEEEEEREEL R T LT T
GATTACCGGGTCATACAGGAGCAGTTTGGTCTGAAAACATCAATGTCGCGTAAAGGTAAC

Query

Sbjct 3429076

438 CGTTACGACAACACCTCAATGAAAAACT TATAGTAAACGCTGAA - - - -GA-A- - - TGA- -
LNV NN A U S S B Y VRN S Oy e

TGTTACGACAACGCTCCGATGGAAAGCTTCTGGGGAACGCTGAAAAATGAGAGCCTGAGC

Query
Sbjct 3429136
488

3429196

548

AACTATCGTTTTAATAACCGGGATGAAGCCATCTAAGTAATACGGAAATACATTGAGATT
CLLELLCCLEELELCEELEEET L EEEEEEED LEELEELEEL TLEEETELTLTTL L
CACTATCGTTTTAATAACCGGGATGAAGCCATCTCAGTAATACGGGAATACATTGAGATT

Query
Sbjct
TTCTACAACCATCAGCGCCGCCACTCCCGTCTGGGGAATATCTCCCTGGTAGCCTTCAA -

TULEEUE D LEELEE DL DEEE TEEEELEEEL L L LELEELT
TTCTACAATCGTCAGCGTCGTCACTCTCGTCTGGGGAATATCTCCCCGGCAGCCTTCAGG

Query

Sbjct 3429256

607 AAAAATATAACCAGATAACTGCGT2aa2233GAACAAATGGT!
IIIIIIIIIlIIlII IIIIIIIIIIIIIII [
GAAAAATATCATCAGATGGCTGCT TAAAAAAAGAA( GG

GTATACCT 674

1]
GTACACCT 3429383

GGTGT(CG(TATTG(

CA
LLLLLLLELLTLLTLL
AGTGTCCGCTATTGCCA

Query
Sbjct 3429316
Query 667
Sbjct 3429376

coli CFT073,

EAEC-042 (cuatro alineamientos), DAEC-
SK1155 (tres alineamientos) y UPEC-CFTQ073 (dos alineamientos). Las cepas AIEC-LF82,
AIEC-LFB2, NMEC-018 y NMEC-018 no presentaron alineamiento.

377
3429075
437
3429135
487
3429195
547
3429255
606
3429315
666
3429375

Escherichia coli strain SK1144 ch I
Sequence ID: NZ_AP018784.2 Length: 5029297 Number of Matches: 3

Range 1: 862190 to 862554 GenBank Graphics ¥ Next Match

Strand
Plus/Minus

Identities Gaps
312/365(85%) 11/365(3%)

CGCCCACCAGTCGGGCTAATCCACCACTCCAATCGTGGTTCGCAGTACTGCACACACGAT 380

LULLLLLE L DEEELEEELECEEEL L LEEL DELEE TELEEEELD L LT
CGCCCACCTGCCGGGCTAATCCACCACTCTGATCGAGGTTCACAGTACTGCGCATACGAT 862495

Score
370 bits(200)

Expect
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Query 321
Sbjct 862554
Query 381

862494

441

TACCGGGCTATACAGGAGCGGTTTGETCTGAAMACATCCATGCCGCGTAAAGGTAACCG
LELUEEL LDEREEEEEE TELEELEEEEELELE L T PEEEEELLELLT LT I|
TACCGGGTCATACAGGAGCAGTTTGETCTGAAAACATCAATGTCGCGTAAAGGTAACTGT

440

Sbjct 862435
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Query

Sbjct 862434 862375
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lIIIIIIIIIIlIIIIIIIIIIIIIIIlIIl LLLTELLL IIHIIIIIIIIIIIII
ATCGTTTTAATAACCGGG ATCTCAGTAATACGGGAATACATTGAGATTTTC

Query 550

Sbjct 862374 862315
551

862314

TACAACCATCAGCGCCGCCACTCCCGTCTGGGGAATATCTCCCTGGTAGCCTTCAAG-AA 609
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TACAATCGTCAGCGTCGTCACTCTCGTCTGGGGAATATCTCCCCGGCAGCCTTCAGGGAA 862255

Query
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Query 669

Sbjct

AAATATAACCAGATAACTGCGTaaa223aGAACAAATGGTGGTGTCCGCTATTGCCAGTA
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AAATATCATCAGATGGCTGCTTAAAAAAAGAACAAATGGTTGTGTCCGCTATTGCCAGTA

862254 862195

670 Y??CH 674

CACCT 862190

Query

Sbjct 862194

C Sequence ID: NC_004431.1 Length: 5231428 Number of Matches: 2

Range 1: 3425890 to 3426254 GenBank Graphics

Score
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Expect
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Sbjct 3426254
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Query 551
Sbjct

Query
Sbjct

L LT
3425954
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TACCT 674

Query
1111

Sbjct
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310/365(85%)

???T???TA?T????CI ‘{ﬁ'|’TTI]&C‘(I'_?TH:CMTCGTGGTTCGCAGHIC TGCACACACGAT
CGCCCACCTGCCGGGCTAATCCACCACTCTGATCGAGGTTCACAGTACTGCGCATACGAT

TACCGGGCTATACAGGAGCGGTTTGGTCTGAAAACATCCATGCCGCGTAAAGGTAACCGT
LLCLUECCEE DELEEELELEEEEEERE T PEELEEELETLET I|
TACCGGGTCATACAGGAGCAGTTTGGTCTGAARACATCAATGTCGCGTARAGGTAACTGT

TACGACAACACCTCMTGAMAACTTATAGTMACGC T

LI LT ]
TACGACAACGCTCCGATGGAAAGC TTCTGGEGAACGCTY

TATCGTTTTAATAACCGGGATGAAGCCATC TAAGTAATACGGAAAT,
LLLLLLLEELLELLEE IIIIIHHIIIH IIIIIIIIII LELLLELEELLEEETEL
TATCGTTTTAATAACCGGGA
TACAAC(ATCAGCG(CGCCACTCCCGTCTGWTM( CCCTG
L ULLELE EE DL TLLELELTL LT
TACAATCGTCAGCGTCGTCACTCTCGTCTGGGRAATATCTCCCCG!

AAATATAACCAGATAACTGCGTaa

CACCT 3425890

TGAAGCCATCTH

23223GAACAAATGGTGGTG
UL TLE LEELEEELEELEELTRT]
AAATATCATCAGATGGCTGCTTAAAAAAAGAACAAATGGTAGTA

v Next Match

Gaps Strand
11/365(3%) Plus/Minus
380

3426195

LULL LLLEE TELLEELEE T LT

440
3426135
490
3426075

GAA----GA-A---TGA- -AAC
O] TN ey s i ] o |
GAAAMATGAGAGCCTGAGCCAC
GAAATACATTGAGATTTTC 550
GGGAATACATTGAGATTTTC
TAGCCTTCAAG-AA

G
L L L L

CGGCAACCTTCAGGGAA
C
|
C

3426015
609

3425955
TGTCCGCTATTGCCAGTA
LL LT
TATCCGCTATTGCCAGTA

669
3425895

Anexo 6. Resultados del BLAST de RI + espF de EHEC-EDL933 con genomas de E. coli de otras categorias y

patotipos.

A) Resultado del alineamiento con EAEC-042, cuatro alineamientos. B) Resultado del alineamiento con DAEC-SK1155,

tres alineamientos. C) Resultado del alineamiento con UPEC-CFT073, dos alineamientos.
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Anexo 7. Caracteristicas genotipicas y perfil plasmidico del cepario de mujeres que cursaron con ITU provenientes del ISSSTEP
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B2 113 | + + - + - - - + + + - + - + + - + - - - - - - - -

114 | + - - - - - - + - + - - - - - + - - - - - - - -

POl W| kP OlWwW|O | O(lW|FL,|O|N|OG]|F

119 | + | + | - | + | - - SO I O EER T N N S - - - - - - - - - -
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136

138

140

141

147

149

153
156
157
158
160
163
164
170
120
122

124

133

134
143
148

169

106

109

111

130



121

123

131

135

139

152

172

E 145

101

F 105

150

Clado 116

A OO | blOJWIO|IL[IN|OT|DN|PF

Total de cepas

Porcentaje
(%)

50
98

14
28

11
22

23
45

39
77

17
33

13
26

10
20

14

16

55

1) Datos reportados por Ixtepan-Tejero, 2018. 2) Datos reportados por Cortez de la Puente, 2020.
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Constancias de cursos y sesiones

o ' >4
(T { 3K Sovmas Hosuntde
f2) P Gt f2) Mot Gt
ENSENANZA ENSENANZA
UAGo lNMEGEN Y DIVULGACION UAGro INMEGE Y DIVULGACION
La Universidad Auténoma de Guerrero y La Universidad Autonoma de Guerrero y
el Instituto Nacional de Medicina Genémica otorgan la presente el Instituto Nacional de Medicina Gendmica otorgan la presente

A: A:

Roberto Vélez Garcia Roberto Vélez Garcia

por haber aprobado el curso en linea por haber aprobado el curso en linea
Introduccién a la Medicina Genémica Habilidades Basicas en Linux Vol. 1
realizado del 3 de abril al 18 de mayo con una duracion de 20 horas. realizado del 17 de abril al 22 de mayo con una duracidn de 22 horas.
Ciudad de México a 18 de mayo de 2023 Ciudad de México a 22 de mayo de 2023

Lic. Dustd G. Vallejo Escarnile

ooy

& INMEGEN 250,

La Universidad Autonoma de Guerrero y

el Instituto Nacional de Medicina Gendmica otorgan la presente

CONSTANCIA
A

Roberto Vélez Garcia

por haber aprobado el curso en linea

Escribe, edita y revisa un articulo cientifico

realizado del 24 de mayo al 26 de junio con una diracion de 20 horas.

Ciudad de México a 26 de unio de

UAGRO-23-211430
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La Benemérita Universidad Autonoma de Puebla

Através de la Direccion General de Bibliotecas
otorga la presente:

CONSTANCIA

A: Roberto Vélez Garcia

Por asistir a nuestra sesion “Estrategias para recuperar informacion relevante para tus
igaciones y trabajos académicos con el Descubridor BUAP” el dia 29 de junio de 2023, impartido
por Cristina Garcia Pefia, Senior Training Specialist EBSCO y que forma parte de los Webinars

especializados en Sistemas de Informacion en Linea, con una duracion de 90 minutos.

“Pensar bien, para vivir mejor”
Heroica Puebla de Zaragoza, a 29 de junio de 2023

Mt

Director General de Bibliotecas de la
Benemérita Universidad Autonoma de Puebla

redo Avendano Arenaza

WE23-0223

EL GRUPO DE ACADEMICOS DE PUEBLA S.C.

Otorga la presente

Constancia

Grusd de Atadémices de Pusbla

A: ROBERTO VELEZ GARCIA

POR SU ASISTENCIA AL CURSO-TALLER TITULADO:
“BIOINFORMATICA: DE LOS NUCLEOTIDOS A LAS PROTEINAS”

Sesion virtual (Valor curricular: 2 horas)

Heroica Puebla de Zaragoza, a 31 de julio de 2020

A .
. (.l"";f-v f
D.C. Marcos Flores Encarnacion

Por el Comité Académico
GAP
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Participacion en Haciendo Ciencia

BUAP

“HUF, 50 afios de ensetansa y saiud™

mir
at LI

Id: BUAP-VIEP-BCBUAFIR 313822
Foli: 549

AQUNN CORRESAOMOA:

B que suscring Dr. Arture Fermdndsr Tillee, Director Gemeral de Divulgacke Ceniifica de
Vicerrectoria de Investigacidn y Estudios de Posgrado, de la Benamésita Universedad Autdnoma da
Puedtla, Face constar gus

Roberto Velez Garcia

Participd con el proyecto de inwestigacidn: “Determinacidn de wn nueso Tactor de virulencia de
Escharichia coli uropatdgena involecrado an pielonsfritis.™, bajo la xsesoria dela D.C Margarita Maria
o la Paz Arenas Hemdndez, en &l Frogroms Hockeedo Chenci o la BUAP 122, mismo que 5@ e
a cabodal 01 do agoste al 13 de septieanierg da 2002,

S eitiands la presenta én la Herita Puebia de Taragoza a los veintisdis déas del mes de saptiembre
ol s it il it s

W TS e e Tores de el Jacial A
Bt o Soagrady e TR, P
el T, Cied e Linkebmrwis
Pasbils, S LF. LETE
Tinkelhoan o 2 il i e 2008, S
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Publicacion en la revista RD-ICUAP (Afio 11 Numero 32 mayo-agosto, 2025)

=

LOS ANTIMICROBIANOS

COMO ARMAMENTO CONTRA
ENFERMEDADES INFECCIOSAS:
ESTRUCTURA

ANTIMICROBIALS AS WEAPONS
AGAINST INFECTIOUS DISEASES: STRUCTURE

Roberto Wiez Garcla,
Leticia Romero Mantiila,
Margarica Marfa de 1a Paz Herndndez Arenas®

Licenclatwra en Blomedicona

Eje de Micrablologla

Facultad de Medicona

Benemérita Universidad Autdnosss de Pocbla

“Auror de correspondencia: Barganit 1.arenas@correa.buap.mx
letdaromeromagalumna buap.mx

hetps:/forcid org/0009-0005 7658 4916
hetps:Aorcd org/0009- 0005 5042 4524
hEtps://forcid org/0000 00021483 0510

RD-E"AP AMD 43 NO, 33,2005, P2, 131 - 149 ISSN 2448-5829
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Participacion en el 6to Congreso Nacional de Ciencias Bioquimicas

Universidad de Sonora

Facultad Interdisciplinaria de Ciencias Biolégicas y de Salud
Departamento de Ciencias Quimico Biologicas y Agropecuarias

ala presente

CONSTANCIA

Vvélez-Garcia Roberto, Margarita Ma. de la Paz Arenas Hernandez

por haber participado en la presentacian del trabajo en la modalidad de cartel “"Determinacion de

Patotipos Hibridos y Subunidades Fimbriales en UPEC Aislada de Mujeres con ITU ® durante el &to

Congreso Nacional de Ciencias Bioguimicas 2024 y XXVIl Semana del Quimico, realizado en la
. Universidad de Sonora campus Caborca, del 27 al 29 de noviemnbre de 2024.

f)

_ Ueﬂm OES "‘{
Mariann Lizeth Rojo Garcia Dr. Heriberto Torres Maoreno
Presidenta del Comité de Alumnos Presidente del Comité Organizador

nof. Moviembre de 2024
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