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1. RESUMEN
Escherichia coli adherente/invasiva (AIEC) es un patotipo de la enterobacteria E.
coli recientemente descrito que se ha visto implicado en el desarrollo de la
Enfermedad Inflamatoria Intestinal (Ell), debido a su capacidad de invadir a las
células intestinales y generar una disbiosis que propicia una respuesta inmunitaria
exacerbada. Se tiene poca informacion sobre la resistencia de AIEC a los
antibiéticos y la presencia de pldsmidos que pudieran diseminar genes de
resistencia; por lo que la finalidad de esta tesis fue analizar genomas de AIEC
depositados en bases de datos publicas hasta marzo de 2022 para determinar su
filogenia, plasmidoma y resistoma. Se analizaron 30 genomas de cepas clasificadas
como AIEC en la plataforma Pathosystems Resource Integration Center (PATRIC)
pertenecientes a los filogrupo: B2 (23), B1 (3), A (), D (1) y F (1). Las cepas
presentaron mas de 40 genes de resistencia por genoma, siendo genes
relacionados a bombas de eflujo de antibiéticos los mas frecuentemente
encontrados. De los 30 genomas, 20 presentaron plasmidos, siendo 10 con
plasmidos conjugativos, 6 movilizables y 4 no movilizables. Los principales grupos
de incompatibilidad plasmidicos que estuvieron presentes en la mayoria las cepas
(3 cepas no presentaron) fueron IncFIB (16), IncFll (11), Col156 (9) y ColRNAI (8).
Los elementos genéticos méviles en los genomas estuvieron dominados por
secuencias de insercién y repeticiones invertidas miniaturas, aunque también hubo
presencia de transposones en algunos genomas. Con los resultados obtenidos se
ponen en evidencia la presencia de plasmidos que albergan genes de resistencia a
antibioticos en AIEC, asi como, otros elementos genéticos moviles que pueden
diseminar determinantes de resistencia, 1o que significa un riesgo para el éxito

terapéutico al tratar la colonizacion por AIEC en pacientes que padezcan Ell.
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2. INTRODUCCION:

Escherichia coli es una bacteria ampliamente estudiada debido a que es parte de la
microbiota humana, este microrganismo tiene diversos patotipos, entre ellos, E. coli
adherente/invasiva (AIEC, por sus siglas en inglés), de reciente descripcidén y con
implicaciones en Enfermedades Inflamatorias Intestinales (Ell), especialmente en la
enfermedad de Crohn y colitis ulcerativa, problemas de salud con poca atencién en
el México. Debido a la capacidad de AIEC para colonizar el intestino y contribuir a
la aparicion y/o complicaciones de Ell, es necesario el uso de antibidticos, para
reducir el dafio causado por esta bacteria (Ciapponi et al., 2020; Palmela et al.,
2018).

El uso constante de antibidticos ha favorecido el desarrollo de la resistencia contra
ellos, siendo este un problema que ha venido de la mano con el mismo
descubrimiento de los antibiéticos. Las bacterias tienen diversos mecanismos para
manifestar resistencia contra los antibiéticos, tales como: la produccién de enzimas
que inactivan el antibiético, el uso de sistemas de expulsion como bombas de eflujo

de antibiéticos y cambios en la permeabilidad.

Los plasmidos tienen la facilidad de diseminar genes resistentes a otras bacterias,
causando incluso resistencia en poblaciones enteras de microrganismos. Estos
elementos bacterianos de resistencia han sido investigados en E. coli,
encontrandose reportes de estudios de cepas aisladas de procesos clinicos
humanos y animales, alimentos y ambiente, por lo que existe un aumento
considerable de la resistencia a nivel mundial, encontrandose bacterias resistentes
a antibioticos de multiples familias provocando cepas multidrogorresistentes. (Clark
et al., 2019Db; Iredell, 2022).

Para conocer los genes que portan cepas de E. coli, el uso de herramientas como
la secuenciacién masiva ha sido indispensable, ya que esta proporciona informacion
sobre la presencia, localizacion y asociacion de genes de resistencia, siendo
indispensable el uso de plataformas como herramientas bioinformaticas para su

analisis y la busqueda de genes de resistencia a antibidticos en los genomas de
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diversos microrganismos, desde un gen que codifica una enzima capaz de inhibir

un antibiotico o hasta un plasmido con multiples genes de resistencia.

Por lo anterior, en este trabajo se realizé un analisis de genomas AIEC, obtenidos
de la base de datos del GenBank, empleandose herramientas bioinformaticas para
determinar su filogenia, resistoma y plasmidoma con el propdsito de brindar
informacion sobre el contenido genético y genes de resistencia que pudieran ser

transferidos horizontalmente en este patotipo de E. coli.

3. MARCO TEORICO:

3.1 Escherichia coli y sus patotipos

La bacteria Escherichia coli es un habitante en la microbiota intestinal de
vertebrados e inclusive de algunas plantas, que tiene una alta capacidad de ser
patbgeno en mamiferos y aves; es clasificado como una enterobacteria
predominante entre bacterias anaerdbicas facultativas del tracto digestivo, pero en
menor cantidad que las bacterias anaerobias (Belotserkovsky et al., 2018).

Aungue la mayoria de su linaje corresponde a bacterias comensales, existen
patotipos clasificados, en dos grandes grupos, el primero corresponde a E. coli
patdgena extraintestinal, abreviada en inglés como EXPEC, refiriéndose a patotipos
con capacidades dafiinas fuera del tracto digestivo, donde podemos encontrar a E.
coli asociada a meningitis neonatal (NMEC) y E. coli asociada a infeccion de tracto
urinario (UPEC). El segundo grupo corresponde a E. coli patégena intestinal,
abreviada en inglés como InPEC, siendo patotipos con capacidad dafiina en tracto
digestivo, en este grupo tenemos a E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli
enterohemorragica (EHEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli enteroagregativa
(EAEC), E. coli adherente difusa (DAEC) y E. coli enterotoxigénica (ETEC). Por otra
parte existe un ultimo patotipo llamado E. coli adherente invasiva (AIEC) siendo este
el que nos comente para esta investigacion (Belotserkovsky et al., 2018; Palmela et
al., 2018; Rojas-Lopez et al., 2018).
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3.2 AIEC y enfermedades asociadas

AIEC es el patotipo mas recientemente clasificado, fue descrito a finales de la
década de los noventa en Francia (Darfeuille-Michaud et al., 1998), y a partir de su
descubrimiento se dio paso a su caracterizacion fenotipica, demostrando capacidad
de adherencia e invasion a las células epiteliales del tracto digestivo, de replicacion
en macrofagos y de formacion de biopeliculas. Aun asi, hasta la actualidad no existe
un marcador molecular definido como los demas patotipos para caracterizar a AIEC;
este hecho complica su caracterizaciébn en comparacion a otros patotipos, teniendo
que hacer pruebas fenotipicas como cultivos celulares para su identificacion
(Palmela et al., 2018).

Facilitar la identificacion de AIEC es importante por su relacion con la Ell idiopética,
siendo una enfermedad crénica con dos tipos de manifestacion, la enfermedad de
Crohn y colitis ulcerativa; aunque no es del todo claro si AIEC causa estas
enfermedades o sélo genera que se compliquen, ya que también ha sido encontrado
en personas sin padecimientos relacionados. (Astley et al., 2021; Barrios-Villa et al.,
2018; Palmela et al., 2018; Rahmouni et al., 2018). La enfermedad de Crohn es una
enfermedad con la peculiaridad de inflamacion cronica del tracto digestivo,
principalmente del ileon terminal, estando relacionada con una desregulacion del
ambiente intestinal, microbiota y susceptibilidad de factores inmunolégicos. En
cambio, la colitis ulcerativa también se caracteriza por inflamacion crénica pero es

ubicada en el colon o el recto (Sakuraba et al., 2014).

Se sabe que la invasién por AIEC es favorecida por un desequilibrio en la microbiota
intestinal, mejor conocido como disbiosis, que es causada por distintas razones,
entre las mas destacables estan el uso de antibidticos orales, una alimentacion con
poca fibra e hipercalorica y/o predisposicion genética (Chervy et al., 2020; Perna et
al., 2020). Martinez Medina (2014) ha reportado una relacion positiva entre el cancer
colorrectal y la presencia de AIEC, ya que se logré aislar una cepa de este tipo de

un paciente con dicho padecimiento (Martinez-Medina & Garcia-Gil, 2014).

La Ell idiopatica en México es una problematica con poca atencion, debido a que

no hay informacion reglamentada para su andlisis; sin embargo, existen
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estimaciones realizadas en México, siendo estas de 15.65 - 71.19 casos por cada
100,000 habitantes en 2015-2016 para la colitis ulcerativa y de 15.45 - 18.08 casos
por cada 100,000 habitantes para la enfermedad de Crohn (Ciapponi et al., 2020).
Esta enfermedad afecta a la poblacion adulta, principalmente mayores de 35 afios
y muestra una tendencia a la alta, reflejada en el aumento en la media de nuevos
casos anuales de 28.8 en 1987-1996 a 76.1 en 1997-2006 (Yamamoto-Furusho et
al., 2020).

3.3 Mecanismo de patogenicidad de AIEC

Los mecanismos de patogenicidad de AIEC son singulares, inicialmente ocurre la
adherencia a células epiteliales del tracto digestivo por medio de la proteina FimH,
la cual interactua con la proteina “carcinoembryonic antigen-related cell adhesion
molecule 6” (CEACAMSG), que es un receptor en enterocitos, y el receptor tipo Toll 4
(TLR4) (Chevalier et al., 2021; Yang et al., 2017). Ademas, favorece la invasion e
inflamacion activando a IL-8 y la quimiocina CCL20. En algunos pacientes con Ell
idiopatica, existe sobreexpresion de CEACAMG6 debido a la estabilizacion de Factor
inducible por hipoxia (HIF), favoreciendo la colonizacién de AIEC (Chervy et al.,
2020; Martinez-Medina & Garcia-Gil, 2014). Cuando esta invasién ocurre, fomenta
la produccion del factor de necrosis tumoral a (TNF-a) y otras citocinas
proinflamatorias, causando disbiosis, fomentando la internalizacién de AIEC al
epitelio intestinal y una mayor proliferaciéon de AIEC, sin generar la muerte dentro
de los macréfagos (Martinez-Medina et al., 2020; Palmela et al., 2018; Perna et al.,
2020; Shaler et al., 2019). Una particularidad de enfermedad de Crohn es el
desarrollo de granulomas, relacionado con la misma invasion de AIEC (Rolhion &
Darfeuille-Michaud, 2007).

Escherichia coli adherente invasiva tiene la capacidad de habitar y reproducirse
dentro de macroéfagos, evitando su muerte. La replicacion de AIEC ocurre dentro de
los fagosomas maduros, a pesar del ambiente extremo (alto pH, especies reactivas
de oxigeno y enzimas proteoliticas), las proteinas implicadas para la supervivencia
son la proteina HtrA, la tiol-disulfuro oxidorreductasa DsbA, la proteina de union a

ARN Hfq y la oxidorreductasa IbeA dependiente de FAD. Para evadir la muerte del
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macrofago, AIEC utiliza la nitroasilacion S y la degradacién proteasomal de
caspasa-3 en macroéfagos infectados. Otra capacidad de AIEC es evitar la respuesta
del interferén (IFN-y) y del activador de la fosforilacion de la transcripcion (Martinez-
Medina & Garcia-Gil, 2014; Palmela et al., 2018).

La formacion de biopeliculas esta asociada con la flagelina, una proteina de
formacién de los flagelos bacterianos y también con largas fimbrias polares, ya que
entre estas forman una red que fortalece la formacion de microcolonias; ademés de
gue FimH también contribuye a este fendbmeno (Chevalier et al., 2021; Zhou et al.,
2015). Asimismo, se ha visto que la formacién de biopeliculas es fomentada por
dietas altas en polisacaridos, lo cual también aumenta la capacidad invasiva de
AIEC (Chervy et al., 2020).

3.4 Tratamiento

Para tratar la Ell, una de las principales opciones es el uso de antibioticos, como
metronidazol, ciprofloxacina, rifaximina y aminoglucésidos, aunque como antes se
mencionod, este tratamiento puede producir disbiosis, por eso sSu uso es
recomendable solo si AIEC coloniza el tracto digestivo. (Chervy et al., 2020; Palmela
et al., 2018). Existen otras alterativas como el uso de probioticos, sustancias
quimicas o proteinas que ayudan a reducir la colonizacion por AIEC, pero no
favorecen su eliminacién, por ejemplo, el uso de probiéticos como Saccharomyces
cerevisiae causa la unién con AIEC debido a la presencia de manosa en su pared
celular lo cual tiene afinidad por el pili tipo 1 presente en el exterior de AIEC, de esta
manera favorece esta union en vez de unirse con el tracto digestivo. También se ha
implementado el uso de sustancias quimicas como derivados de manosa o inulina
gue evitan la interaccién entre FimH y CEACAMSG, bloqueando los sitios de unién o
de igual manera, el uso de enzimas capaces de degradar a FimH, inhibir la
respuesta inflamatoria o impedir la degradacion de mucina (Chervy et al., 2020; S.
Liu et al., 2021).

Algunas medidas con la capacidad de eliminar a AIEC son el uso de colicinas,
bacteriocinas con capacidad selectiva, para competir contra otras bacterias (Chervy

et al., 2020). Otra alterativa es el uso de bacteri6fagos, ya que estos son muy
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especificos y sélo afectan a un determinado tipo de bacteria (se pueden utilizar para
eliminar solamente a AIEC) (S. Liu et al., 2021). También el favorecer la autofagia
promueve reduccion de la invasién por AIEC (Chervy et al., 2020). Por ultimo el
trasplante de microbiota fecal, ha sido efectivo en otras infecciones en el tracto
intestinal, ya que restaura la microbiota, aunque todavia no existe algun analisis de
esta terapia aplicada contra colonizacion por AIEC (S. Liu et al., 2021; Palmela et
al., 2018).

3.5 Resistencia bacteriana

Los antibioticos son sustancias bactericidas o bacteriostaticas con gran variedad de
mecanismos, aplicadas para eliminar infecciones causadas por bacterias, aunque
en la actualidad conocemos a los antibiéticos como medicamentos, en realidad se
han utilizado sustancias bactericidas desde hace cientos de afios, existiendo
evidencia de uso de remedios contra infecciones desde la antigiiedad (Lee Ventola,
2015b).

La resistencia bacteriana a antibidticos es una problemética mundial, teniendo
relevancia a nivel nosocomial debido a las complicaciones en pacientes
hospitalizados, llegando a causar la muerte, puesto que no hay un tratamiento
oportuno efectivo (OMS, 2020). En la actualidad la identificaciébn de bacterias
multidrogo-resistentes no se limita al ambiente hospitalario, sino involucra cada vez
mas a cepas recuperadas de alimentos, muestras ambientales y personas

clinicamente sanas (Morris & Cerceo, 2020).

La multirresistencia esta intimamente relacionada al resistoma, refiriéendose a todos
los genes de resistencia presentes en un organismo. Este fenOmeno se ha
incrementado con el paso de los aflos a causa de diversos factores como el
aumento en el uso de antibidticos en la ganaderia, acuicultura, clinica humana,
veterinaria, las migraciones globales, saneamiento deficiente, malos sistemas de
alcantarillado y sobrepoblacion (Wang et al., 2018). Ademas, otros puntos que han
causado gran impacto han sido las prescripciones incorrectas y la poca innovacion
en el desarrollo de antibioticos, reduciendo su investigacion en los ultimos afios (Lee
Ventola, 2015b).

10
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Debido a este impacto, se han creado diversas medidas para combatir la resistencia
bacteriana como campafas para el uso adecuado de los medicamentos, adquirir
Gnicamente antibiéticos por medio de recetas y regular el uso de antibiéticos en los
alimentos y como promotores del crecimiento animal, lo cual ha traido algunas
mejoras considerables principalmente en los paises donde se han aplicado estas
medidas (Rather et al., 2017). Otra forma de combatir la resistencia bacteriana es
la investigacion y produccién de nuevos antibiéticos, pero en los ultimos afios esto
ha disminuido considerablemente porque no es rentable para las empresas
farmacéuticas, implicando el desarrollo de pocos antibiéticos de amplio espectro y

con precios altos (Lee Ventola, 2015a).

Los microrganismos generan resistencia de diversas maneras, por ejemplo,
produccion de enzimas, que tienen la capacidad de modificar la estructura del
antibiético (como las B-lactamasas) o modificando el sitio donde efectdan su accion
antimicrobiana. Otro mecanismo es la disminucion de la permeabilidad en la pared
celular por medio de porinas, reduciendo la cantidad de antibi6tico intracelular
(Lowe, 2016). El desarrollo de estos mecanismos ocurre naturalmente al recibir un
estimulo estresante o transmision de genes entre bacterias, generalmente de la
misma especie, pero este fendmeno también puede ocurrir entre diferentes
especies. Los plasmidos se han descrito como una herramienta importante de las
bacterias para la transmision de genes, principalmente a través de la conjugacion.
La transmisidn de genes de resistencia aumenta considerablemente cuando existe
un mal uso y abuso de antibioticos, ya sea por poco seguimiento o automedicacion,
ya que aumenta la probabilidad de supervivencia de las bacterias (Reygaert, 2018).

Enfocandose en E. coli, esta genera resistencia a través de cuatro mecanismos:
modificaciones del sitio blanco, enzimas, bombas de eflujo y cambios de
permeabilidad. Cabe recalcar que cada uno de los mecanismos es aditivo, ya que

no se interrumpe uno con el otro (Correia et al., 2017).

3.6 Genes de resistencia plasmidicos en E. coli
El aumento de genes resistentes a antibidticos en plasmidos especificamente en E.

coli, se ha debido al uso extensivo de antibidticos, generalmente causado por

11
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cantidades de antibiotico en niveles menores a la concentracion minima inhibitoria
en el ambiente, ocurriendo este fendmeno en diversas partes del mundo. Como en
un estudio en China donde se analiz6 el efecto del quorum sensing en plasmidos
de E. coli, el cual favorecid la transmisién del plasmido cuando se expresaron
autoinductores del quorum sensing, se encontré como en concentraciones bajas de
antibidticos aumentaron los genes bla, aphA, tetA y tetR con capacidad de

resistencia contra kanamicina, ampicilina y tetraciclina (Zhang et al., 2018).

Muchos estudios estan enfocados en el andlisis de genes de resistencia a
quinolonas como qnrA, qnrB, qnrS, qnrC, qnrD, qnrVC, aac(6')-1b-cr, gepA 'y qqxAB,
los cuales reducen la capacidad antimicrobiana modificando la estructura del
antibiotico, el sitio de accién o por medio de bombas de eflujo (Correia et al., 2017;
Gordon & George, 2015). Las quinolonas tienen un gran uso en el ambiente clinico
y en la industria alimentaria debido a su amplio espectro, sin embargo, esto ha
incrementado la resistencia contra estos antibidticos; este efecto es favorecido por
la transferencia de plasmidos, los cuales se manifiestan en ambientes estresantes
(Naeem et al., 2016; San Millan, 2018). En un estudio realizado en Brasil se analiz
E. coli enteropatégena atipica (aEPEC), un patotipo implicado en diarrea en
infantes. En este analisis se tenian 126 cepas recolectadas, en ellas encontraron 18
cepas con plasmidos, de las cuales 11 cepas poseian resistencia antibioticos
(ampicilina, cloranfenicol, kanamicina, acido nalidixico y tetraciclina) (Silva et al.,
2020). En un estudio semejante en China, con 30 cepas de E. coli enterotoxigénica
(ETEC) aisladas de pacientes adultos con diarrea, 26 eran resistentes a
azitromicina, un medicamento ampliamente utilizado para combatirlo. Se encontro
también un plasmido con el gen mphA, que confiere resistencia a macrélidos (Xiang
et al., 2020).

Ademas, en Alemania en un ambiente ganadero se encontré la presencia de genes
gnr en E. coli, demostrando la presencia de este gen plasmidico. A pesar de que la
prevalencia del gen gnr entre las bacterias aisladas fue relativamente baja (3.7%),
existe el riesgo del contacto de cepas multirresistentes con otros microorganismos

(Juraschek et al., 2021). También en un estudio realizado en animales en Tunez se

12
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encontraron genes plasmidicos que confieren resistencia a quinolonas (qnrS1 y

gnrB1), ademas de mutaciones cromosomicas (Kilani et al., 2020).

Por otra parte, en un estudio realizado en India en agua contaminada para identificar
resistencia de diversas bacterias contra antibioticos y metales pesados, se analizo
la resistencia a quinolonas, de 16 cepas de E. coli, 9 contaban con el gen plasmidico
gnrS, ademas de ser resistentes a metales pesados (Siddiqui et al., 2020). En otro
estudio en Chile en un ambiente de acuicultura con uso de quinolonas existian
genes de resistencia como gnrA, gnrB y gnrS (Tomova et al., 2018); en Nigeria
donde se analizaron cepas de E. coli en desagles, estas cepas tenian altos
porcentajes de genes de resistencia como aac(6')-Ib-cr, gnrA, gnrB, gnrS, gepA'y
0gxAB (Adekanmbi et al., 2022). Otro caso es el andlisis realizando en China donde
se investigé en carne de cerdo una cepa de E. coli con 3 plasmidos (p974-IncF
p974- NDM p974- MCR) esta cepa multirresistente presentaba resistencia a
ciprofloxacina, carbapenem y colistina, siendo esta una sefial preocupante debido
a que las infecciones son dificiles de tratar y su presencia en alimentos (X. Liu et
al., 2022).

En una investigacion realizada en perros con colitis granulomatosa asociada a E.
coliinvasiva se encontrd resistencia contra fluoroquinolonas, es importante destacar
gue esta E. coli invasiva tiene similitudes con AIEC en enfermedad de Crohn. En el
estudio se logro aislar 26 cepas de E. coli resistentes, siendo la mayoria de estas
con alteraciones cromosdmicas, como mutaciones en gyrA (26/26), parkE (11/26) y
parC (24/26), en contra parte a la transferencia de plasmidos donde sélo fueron
7126, siendo 4 cepas con el plasmido que portaba gepA, 2 con aac (6')-lbcr y una
con gnrS; la mayoria de estas cepas fueron multirresistentes. Aun asi, los datos
obtenidos relacionados con la transferencia de plasmidos, son parecidos a los de
humanos en EUA y Europa (Manchester et al., 2021). En otro estudio realizado en
perros con colitis granulomatosa donde se identificé la resistencia a
fluoroquinolonas, se encontrd que cepas de E. coli con resistencia es menos mévil

e invasiva en comparacion a cepas sensibles (Dogan et al., 2020).
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Mientras tanto en ambientes clinicos existen diversos casos de resistencia
plasmidica, como en Iran donde se logré aislar 437 cepas de E. coli y Klebsiella
pneumoniae, de las cuales 10 cepas de E. coli resultaron con genes ampC
mediados por plasmidos (blabka y blacit), estos son genes relacionados a
resistencia a B-lactdmicos (Robatjazi et al., 2021), parecido a la investigacion
anterior pero en Sudafrica donde a partir de cepas aisladas de E. coli y K.
pneumoniae se encontro resistencia a colistina en 12 cepas de E. coli, ademas de
encontrarse el gen mcr-1, un gen plasmidico relacionado con la resistencia a
colistina (Newton-Foot et al., 2017). También en Nepal se encontré mcr-1, sélo que
el analisis fue en muestras de pollos y humanos, en estos se aislaron 76 y 56 cepas
de E. coli en ese mismo orden, donde 21/76 y 11/56 tenian al gen mcr-1 (Muktan et
al., 2020).

3.7 Elementos genéticos moviles asociados a resistencia a antibiéticos.

3.7.1 Plasmidos

Los plasmidos son estructuras circulares extracromosomicas autorreplicables con
la capacidad de dar mayor supervivencia al microorganismo en condiciones
adversas, como en presencia de antibiéticos, metales pesados, especies reactivas
de oxigeno, o pueden aumentar la patogenicidad. Los plasmidos principalmente se
localizan en bacterias pero también existen en hongos y levaduras (Iredell, 2022;
Walker, 2012). Los plasmidos son extracromosOmicos y accesorios porque seria un
gasto en términos del fithess bacteriano generar proteinas con capacidad de
ocasionar resistencia cuando no hay estas condiciones. Esta misma situacion
ocurre en mutaciones cromosOmicas, las cuales tienen una ventaja contra
antibioticos, pero generalmente traen desventajas en el funcionamiento de enzimas
esenciales para la supervivencia, disminuyendo su eficacia (Gordon & George,
2015; Shintani et al., 2015).

Los plasmidos pueden ser transferidos por medio de divisién bacteriana, ya que esta
también réplica al plasmido recibiéndolo la célula hija (transferencia vertical). Otro
proceso de transmision de plasmidos es la transferencia horizontal a través de la

conjugacion, hecho que puede ocurrir entre diferentes bacterias. Para que ocurra la
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transferencia de plasmidos es necesario que exista el sitio de transferencia (oriT),
la proteina relaxasa, la proteina de acoplamiento tipo IV (T4CP) y el sistema de
secrecion tipo IV (T4SS) (Shintani et al., 2015). Un plasmido en particular puede
estar distribuido en diversas bacterias de distintas especies, puede estar presente
0 ausente en un mismo tipo de organismo ya que no son parte del genoma central
debido a que generalmente se manifiestan en condiciones adversas (Clark et al.,
2019Db).

A pesar de que los plasmidos no sean esenciales para las bacterias, su prevalencia
ha aumentado, en especial plasmidos con genes de resistencia a antibioticos que
codifican para enzimas o bombas de eflujo. La resistencia contra antibiéticos ha
aumentado con el paso de los afios, en algunos casos desde el mismo
descubrimiento de antibidticos como las penicilinas o los macrolidos se han
encontrado genes de resistencia, u otros como en las quinolonas, han tardado mas
de 30 afios en reportarse genes de resistencia. Esta situacion viene a la par con la
presencia de plasmidos, ya que al existir mayor exposicion de las bacterias a los
antibioticos, los microrganismos con plasmidos persistiran, trasmitiéndolos a otras

bacterias mediante conjugacion (Clark et al., 2019b).

Existen plasmidos que portan genes asociados a la resistencia contra antibioticos
como aminoglucésidos, B-lactamicos, cloranfenicol, sulfonamidas, trimetoprima,
tetraciclinas, macrélidos, fosfomicina y quinolinas, siendo grupos muy analizados
los genes en plasmidos relacionados a quinolonas, aminoglucésidos y B-lactamicos,
ya que este tipo de antibidticos llevan muchos afios en la parte clinica. En estos
plasmidos podemos encontrar genes como blartem, blactx-m y blasnv, implicados en
la resistencia contra B-lactamicos o también genes resistentes a quinolonas como
gnr (Kumar, 2021; Li et al., 2019).

3.7.2 Transposones

Los transposones son elementos compuestos de ADN con la capacidad de unirse
al genoma, generando una mutaciéon. Esto puede ocasionar que un gen no pueda
expresarse (el transposon a la region codificante) o se exprese mucho mas (el

transposon se une a la regiéon reguladora), y tiene la capacidad de movilizarse entre
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el cromosoma y los plasmidos. Los transposones estan compuestos por 2 partes
esenciales repetidas invertidas en cada extremo y una secuencia que codifica una
transposasa, la enzima con la capacidad de mover al transposén de un sitio a otro.
Las secuencias méas sencillas son conocidas como secuencias de insercion (IS) y
posen solo transposasa; en cambio las secuencias mas grandes conocidas como
transposon compuesto (Tn) tienen diversos contenidos ademas de la transposasa
(Kumar, 2021).

Las IS son la forma mas basica de elementos genéticos méviles y estas sélo pueden
codificar a la transposasa; la secuencia esta rodeada por secuencias repetidas
invertidas (10-40 pares de bases en tamafio). Las transposasa ademas de tener la
capacidad enzimatica de mover la secuencia, también puede regularse. La
secuencia de la transposasa es orfAB y la proteina reguladora es orfA. Para que
ocurra el movimiento de IS deben existir marcos de lectura abiertos (ORF, por sus
siglas en inglés) por un desplazamiento del marco de lectura el cual ocurre en la
traduccion, esto no ocurre frecuentemente porque podria dafarse el cromosoma.
Las acciones de las secuencias de insercion pueden interferir con la trascripcion del
gen, provocando una mutacion ya sea por delecién, inserciéon o duplicacion (Clark
et al., 2019a).

Los transposones compuestos, al ser de mayor tamafio pueden tener diferente
contenido, como genes de resistencia a los antibiéticos, genes de virulencia y genes
metabdlicos, siendo esto una importante rasgo de supervivencia que puede estar
tanto en ADN cromosomico como en plasmidos (Clark et al.,, 2019a). Se ha
encontrado por ejemplo el Tn21 portando genes de resistencia a -lactamicos como
blaoxa y blarse, ademas de resistencia contra mercurio y trimetoprima (Sultan et al.,
2018).

3.7.3 Integrones

Los integrones son los elementos de adquisicion de genes por medio de expresion
y almacenamiento de casetes, ubicados en cromosomas, plasmidos vy
transposones. El integron estd compuesto por 3 partes: un gen que codifica la

integrasa (intl), un sitio de integracion especifico (attl), y un promotor funcional (Pc).
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Los integrones capturan los ORF exdgenos a través de la recombinacion especifica

del sitio y proporcionan al casete su funcion (Clark et al., 2019a; Sultan et al., 2018).

Los casetes por lo general portan genes de resistencia a antibiéticos, pero son
incapaces de replicarse o propagarse por si solos, para eso necesitan estar unidos
a un integrén por medio del attl. El integron tiene una relacién estrecha con los
transposones, ya que estos mueven genes al ADN cromosémico y plasmidos para
manifestar la resistencia contra antibioticos. Los integrones pueden ser clasificados
en 4 clases: Clase 1 a 4 (de acuerdo con la secuencia de la integrasa intl), siendo
las 3 primeras clases asociadas a elementos genéticos moviles y la Gltima asociada
al cromosoma. En los integrones Clase 1 se han localizado genes de resistencia
como gacEA1, sull, aadA al igual que genes de resistencia a trimetoprima. En Clase
2 se han encontrado satl, aadAl y dfrAl; en Clase 3 a blave-1y en Clase 4 genes

asociados a resistencia contra cloranfenicol y fosfomicina (Sultan et al., 2018).

3.8 Bioinformatica

La bioinformética, se refiere al uso de herramientas electrénicas para el andlisis de
informacion bioldgica; es una nueva area con diversas aplicaciones, en particular
en la microbiologia debido a la gran cantidad de datos a analizar, como pueden ser
andlisis de genomas, el descubrimiento de un farmaco, modelaje molecular, sé6lo

por mencionar algunos.

Desde el conocimiento de la estructura del ADN el uso de la bioinformética es
esencial para el entendimiento de la genética, siendo casi indispensable para
analizar los datos obtenidos en un genoma, este analisis de manera manual seria
una tarea ardua (Akhtar et al., 2022). Este es uno de los motivos del porque la
bioinforméatica y la genética ahora son areas muy allegadas. En la actualidad el uso
de herramientas electronicas para el analisis de genomas es diverso, al igual el uso
de bases de datos, ya sean para el andlisis de estructuras como cromosomas,
plasmidos u otras estructuras extracromosOmicas, ademas de conocer el

funcionamiento del genoma (Kumar, 2021).
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4. MARCO DE REFERENCIA

En Espafia se realizO un estudio para conocer la resistencia a antibioticos
(principalmente B-lactdmicos) en cepas AIEC y no AIEC; se analizaron 49 aislados
en total, siendo 22 cepas AIEC. Las cepas AIEC presentaron mayor resistencia
contra B-lactamicos que las no AIEC, ademas soOlo una cepa AIEC presento
resistencia a quinolonas (&cido nalidixico, ciprofloxacina, marbofloxacina y
enrofloxacina), siendo la cepa AIEC24, la que presento resistencia también a otros
antibioticos. Esto sugiere que las quinolonas pudieran ser una opcion de tratamiento
mas viable en comparacion a otros antibiéticos como B-lactamicos para combatir
AIEC en enfermedad de Crohn (Martinez-Medina et al., 2020).

Por otra parte, en Canada se realizo6 un estudio donde se aislo a E. coli NRG857c¢
(AIEC) de un paciente con enfermedad de Crohn, el genoma entero de esta bacteria
fue secuenciado completamente encontrdndose un pladsmido con genes resistentes
a antibiéticos como aminoglucésidos, B-lactdmicos, cloranfenicol, sulfonamidas,
tetraciclina y trimetoprima; también se caracterizaron 6 islas genémicas (PI-1 a PI-
6) (Nash et al., 2010). De igual manera en Canada donde se analizé la cepa
NRG857c en el plasmido anteriormente descrito en la isla genémica PI-6 se localizé
un gen resistente a péptidos antimicrobianos, donde eliminaron a PI-6 logrando

disminuir la invasion causada por AIEC (McPhee et al., 2014).

Mas recientemente en un estudio en México, se analizaron diversas cepas de E.
coli, entre ellas cuatro cepas AIEC (C7223, C7225, C7226 y C7230) aisladas de
personas sanas; mismas que portaron diversos genes de virulencia, ademas de

genes de resistencia contra B-lactamicos y quinolonas (Barrios-Villa et al., 2018).

5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
AIEC es un patotipo poco estudiando debido a su reciente descubrimiento, por lo
gue es necesario realizar analisis gendmicos con la ayuda de herramientas
bioinforméticas, para conocer el contenido de genes de resistencia, mecanismos
genéticos de transferencia y su filogenia, entre otras caracteristicas. Ademas, AIEC
se han asociado a la Ell, una problematica poco atendida en nuestro pais y con una
tendencia al alta. El presente andlisis se realiz6 mediante el uso de herramientas
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bioinforméaticas para determinar la filogenia, resistoma y plasmidoma de genomas
de AIEC depositados en el GenBank y en el Pathosystems Resource Integration
Center (PATRIC).

6. JUSTIFICACION:
Es importante realizar un analisis en AIEC por tener una estrecha relacion con la Ell
(enfermedad de Crohn o colitis ulcerativa) y evidenciar genes asociados a la
resistencia a antibiéticos acarreados por plasmidos. La informacion relacionada a
AIEC y genes de resistencia en plasmidos es limitada, por esa razén es necesario
identificar posibles plasmidos y genes de resistencia. La mayoria de los analisis
realizados en cepas obtenidas de pacientes s6lo describen sus caracteristicas
fenotipicas 0 maneras de reducir el impacto. La informacién es limitada respecto a
genes portados por plasmidos en AIEC, ademas de que Ell es un problema en el

pais con poca atencion y con aumento en su incidencia.

7. OBJETIVOS
General

Caracterizar el resistoma y plasmidoma de genomas de E. coli Adherente-Invasiva

(AIEC) depositados en la base de datos del GenBank.
Objetivos particulares

1. Determinar el filogrupo, serotipo y la secuencia tipo de los genomas AIEC
depositados en el GenBank.
Determinar el perfil de resistencia de genomas de AIEC.
3. Caracterizar parcialmente el perfil plasmidico de genomas AIEC.
a. ldentificar el replicon de plasmidos contenidos en genomas AIEC
b. Determinar elementos de conjugacion (SST4, relaxasa, oriT, TC4P)
contenidos en los plasmidos de genomas AIEC.
4. Identificar elementos genéticos méviles relacionados con el entorno de genes de

resistencia a antibioticos.
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8. HIPOTESIS
Las cepas de AIEC presentan plasmidos que portan genes de resistencia a

antibioticos.

9. DISENO DE LA INVESTIGACION
Este trabajo fue un estudio descriptivo, en el que se incluyeron cepas AIEC
proporcionadas por el Pathosystems Resource Integration Center (PATRIC)

(https://www.patricbrc.org/). Se buscaron genomas “AlEC” y solo se incluyeron las

cepas bacterianas de E. coli clasificadas como “AlIEC”. Se descargd el genoma de

cada cepa seleccionada en el GenBank (https://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank/.).

Al tener el genoma de cada cepa se determind su filogenética, por medio de las

plataformas Clermont typing (http://clermontyping.iame-research.center/ v. 21.03)

para determinar el filogrupo, SeroType Finder
(https://cge.food.dtu.dk/services/SerotypeFinder-2.0/, v. 2.0.1) para determinar el

serotipo y PubMLST (https://pubmist.org/) para el secuenciotipo. Finalmente, se

identificaron  los  elementos  plasmidicos con ayuda de COPLA

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

(https://card.mcmaster.ca/analyze/rgi, v. 5.2.1) para el andlisis de los genes de

resistencia, oriT-Finder (https://tool-mml.sjtu.edu.cn/oriTfinder/oriTfinder.html, v 1.1)

para el andlisis de elementos de conjugacion y Mobile Element Finder
(https://cge.food.dtu.dk/services/MobileElementFinder/, v 1.0.3) para el andlisis de

elementos mdviles genéticos.

10. MATERIAL Y METODOS:
Este trabajo se realizdé de manera in silico analizando datos mediante diversas

plataformas bioinformaticas, descritas en la tabla 1.

Tabla 1. Plataformas bioinformaticas para el andlisis de AIEC.

Nombre Link Funcién
Pathosystems https://www.patricbrc.org/ Andlisis del genoma
Resource

Integration

Center (PATRIC)
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GenBank https://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank/

Clermont typing http://clermontyping.iame-research.center/

SeroType Finder | https://cge.food.dtu.dk/services/SerotypeFinder-2.0/

PubMLST https://pubmist.org/

COPLA https://castillo.dicom.unican.es/copla/

CARD https://card.mcmaster.ca/analyze/rqi

OriT-Finder https://tool-mml.sjtu.edu.cn/oriTfinder/oriTfinder.html

Mobile Element @ https://cge.food.dtu.dk/services/MobileElementFinder/

Finder

Andlisis del genoma
Determinar filogrupo
Determinar serotipo
Determinar filogenética
Analisis de elementos
plasmidicos

Analisis de genes de
resistencia

Analisis de elementos de
conjugacion

Analisis de Elementos

moviles genéticos

Para seleccionar las cepas de AIEC en PATRIC (https://www.patricbrc.org/), se

consideraron solo las cepas de E. coli clasificadas como patotipo “AIEC” y que

tuvieran el genoma ensamblado completamente.
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11. DIAGRAMA DE TRABAJO:

Seleccionar genomas completos de E. coli
adherente invasiva (AIEC): PATRIC y DATA

GENBANK

Realizar el andlisis bioinformdtico para
determinar

Grupo de Elementos Genes de Elementos de
Serotipo Filogrupo MLST incompatibilidad moviles resistencia conjugacion
genéticos
SeroType | Clermont | (Atchman MOB, PTU, | Mobile RGI 5.2.1, | oriT Finder (v
Finder (v typing (v | /Pasteur): COPLA Element CARD (v.3.2.3) | 1.1)
2.0.1) 85 21.03) PubMLST Finder (v
% ID/ 60 1.0.3)
%
Coverage

12. RESULTADOS

Después de realizar el andlisis bioinformético se obtuvieron diversos datos, donde
se recolectaron 30 cepas clasificadas como AIEC en PATRIC: 131, AIEC01 AIECO7,
AIEC17, C4435, C7223, C7225, C7226, C7230, CD3, CD26, CD44, CD121,
ECGO04, ECG11, ECG28, HM488, HM-605, LF82, NRG857¢c, T75, UC5, UC37,
UM128, UM131, UM141, UM146, UM-146, UM147 y UM149 (Tabla 2). Las cepas
C4435, C7223, C7225, C7226 y C7230 fueron reportadas en México, las cepas
CD3, CD26, CD44, CD121, NRG857c, UC5, UC37, UM128, UM131, UM141,
UM146, UM147 y UM149 en Canad4, las cepas AIEC01, AIEC07, AIEC17, ECGO04,
ECG11 y ECG28 en Espafa, las cepas 13I, HM488, T75 y UM-146 en EUA,
finalmente la cepa HM-605 Reino Unido y LF82 en Francia. Todas las cepas fueron

aisladas en humanos. La mayoria de las cepas (23 de 30) pertenecen al filogrupo
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B2, las demas cepas son del filogrupo B1 (3 de 30), A(2de 30),D (1de 30)y F (1
de 30). Respecto al secuencio tipo y serotipos, se encontraron similitudes, siendo
C4435, C7223, C7225, C7226 y C7230 las que comparten los mismos, junto con
ECGO04 y AIECO7, LF82 y NRG857c, AIECO01 y HM488, UM146 y UM-146, AIEC17
y ECG28 (Tabla 2).

En los 30 genomas se detectaron de 40-57 genes relacionados con la resistencia a
antibiéticos, y solo en 2 de ellos (UM146 y NRG857c¢) se identificaron pladsmidos. En
3 de los genomas (C7226, LF82 y UC5) no fueron detectados replicones
plasmidicos, por otra parte, 10 genomas no mostraron la presencia del origen de
replicacion plasmidico OriT, siendo ellos AIEC07, C4435, C7225, C7226, C7230,
LF82, T75, UC5, UC37 y UM141. Las cepas que tienen la proteina de acoplamiento
tipo IV (T4CP), son las cepas 13I, AIEC01, AIEC17, CD3, ECG04, ECG28, HM488,
HM605, NRG857c, T75, UC37, UM146 y UM147. Las cepas que tienen el sistema
de secrecion tipo IV (T4SS) son las cepas 13I, AIEC01, AIEC17, C7223, CD3,
ECG11, ECG28, HM488, HM605, LF82, NRG857c, T75, UC37, UM146 y UM147.
(Tabla 3).

Como se mencioné anteriormente, los genomas de AIEC presentaron 40-57 genes
relacionados a resistencia a antibioticos, presentado 3 de ellos mas de 50 genes:
NRG857C con 57 genes, C7223 con 55 y UM128 con 53. Estos genes fueron
clasificados dependiendo de su mecanismo de accion contra antibiéticos: eflujo de
salida de antibidticos, inactivacion del antibiotico, alteracion del sitio blanco del
antibiotico y remplazo del sitio blanco. De los 30 genomas casi todos los genes de
resistencia presentados fueron de bombas de eflujo de salida de antibiéticos siendo
de 34-43 genes por genoma,; los otros mas comunes son de inactivacion del
antibiotico estando de 1-8 genes presentes, mientras que los genes de alteracion
del sitio blanco fueron de 3-5 genes, y finalmente de 1-3 genes de remplazo del sitio
blanco sélo detectados en 11 genomas (Figura 1). Los promedios de genes para

cada mecanismo de accién se muestran en la tabla 4.
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Tabla 2.

Cepas clasificadas como AIEC recopiladas de PATRIC

Pais de
sumision

Huésped

Afo de recoleccién

Fecha de
finalizacién

Filogrupo

Facultad de Ciencias Quimicas

Secuenciotipo Serotipo

Ensamblaje

del estudio

13l EUA Humano ND 09/17/2019 B2 141 0O50:H6 GCA_008553725.1
AIECO01 Espafia Humano ND 03/14/2018 B2 73 0O6:H1 GCA 900130205.1
AIECO7 Espafia Humano ND 03/14/2018 Bl 3232 022:H7 GCA _900130225.1
AIEC17 Espafia Humano ND 03/14/2018 B2 569 0134:H31 GCA_900130175.1
C4435 México Humano 2010 01/07/2019 B2 131 025:H4 GCA_003999775.1
C7223 México Humano 2012 01/29/2019 B2 131 025:H4 GCA_004121025.1
C7225 México Humano 2012 01/29/2019 B2 131 025:H4 GCA_004121005.1
C7226 México Humano 2012 01/29/2019 B2 131 025:H4 GCA_004120975.1
C7230 México Humano 2012 01/29/2019 B2 131 025:H4 GCA_004120965.1
CD3 Canada Humano 2006 02/23/2016 Bl 59 058:H25 GCF_001571665.1
CD26 Canada Humano 2006 02/23/2016 A 399 08:H30 GCF_001571685.1
CD44 Canada Humano 2006 02/23/2016 B2 58 016:H6 GCF_001571645.1
CD121 Canada Humano 2006 02/23/2016 F 144 O1:H7 GCF_001571595.1
ECG04 Espafia Humano ND 03/14/2018 Bl 3232 022:H7 GCA _900130215.1
ECG11 Espafia Humano ND 03/14/2018 B2 73 06 GCA_900130195.1
ECG28 Espafia Humano ND 03/14/2018 B2 569 0134:H31 GCA_900130185.1
HM488 EUA Humano ND 09/17/2019 B2 73 06:H1 GCA_008553755.1
HM-605 Reino Unido Humano ND 05/23/2011 B2 ND O1:H7 GCA 000285375.1
LF82 Francia Humano ND 01/26/2009 B2 135 083:H1 GCA 000284495.1
NRG857¢ Canada Humano ND 11/29/2010 B2 135 083:H1 GCA_000183345.1
T75 EUA Humano ND 09/17/2019 A 10 0101:H10 GCA_008553705.1
uUC5 Canada Humano 2006 02/23/2016 D 404 017/077:H41 GCF_001571675.1
Uoxy Canada Humano 2006 02/23/2016 B2 720 O75:H5 GCF_001571745.1
uM128 Canada Humano 2006 02/23/2016 B2 636 021:H7 GCF_001571725.1
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UM131 Canada Humano 2006 02/23/2016 B2 73 O50:H1 GCF_001571575.1
UuMi141 Canada Humano 2006 02/23/2016 B2 95 018:H7 GCF_001571565.1
UM146 Canada Humano ND 09/23/2010 B2 643 O18ac:H7 GCA_000148605.1
UM-146 EUA Humano ND 09/17/2019 B2 643 O18ac:H7 GCA_008553695.1
uM147 Canada Humano 2006 02/23/2016 B2 647 0109:H5 GCF_001571755.1
UM149 Canada Humano 2006 02/23/2016 B2 646 022:H5 GCF_001571585.1

ND: dato no disponible en el bioproyecto del genoma.
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Tabla 3.

Informacion del plasmidoma en genomas recopilados de AIEC

Ensamblaje N° genes  N° Replicones i  Relaxas

resistente Plasmidos
s

13l GCA_00855372 | 51 ND IncFIB(AP001918);IncFIC(FII);Incl1;p0111 1 1 1 1
5.1

AIEC01 | GCA _ 90013020 | 48 ND Col156;ColRNAI;IncFIB(AP001918);IncFI11(29) 1 1 1 1
5.1

AIEC0O7 @ GCA 90013022 | 46 ND ColRNAI 0 0 0 0
5.1

AIEC17 | GCA_90013017 |50 ND CoIRNAI;IncFIB(AP001918);IncFI11(29);IncQ1 1 1 1 1
5.1

C4435 GCA 00399977 @ 46 ND IncFIB(AP001918) 0 0 0 0
5.1

C7223 GCA_00412102 |55 ND IncFIA;IncFIl 1 0 0 1
5.1

C7225 GCA _ 00412100 @ 46 ND IncFIB(AP001918) 0 0 0 0
5.1

C7226 GCA 00412097 | 46 ND 0 0 0 0
5.1

C7230 GCA _ 00412096 @ 47 ND Col156;IncFIB(AP001918) 0 0 0 0
5.1

CD3 GCF_001571665 | 45 ND IncFIl 1 1 1 1
A

CD26 GCF_001571685 | 40 ND Col440I;ColRNAL;INcFIB(K);IncR;pESA2 1 0 0 0
A

CD44 GCF_001571645 | 47 ND Col(MG828);ColpVC 1 1 0 0
A

CDh121 GCF_001571595 | 47 ND Col(BS512);Col156;Col156;ColRNAI 1 0 0 0
A

ECG04 | GCA 90013021 | 46 ND ColRNAI 1 1 1 0
5.1

ECG11 | GCA 90013019 @ 47 ND Col156;IncFIB(AP001918);IncFII(29) 1 1 0 1
5.1
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uM128
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umMi141

UM146
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umMi47

uM149

GCA 90013018
5.1

GCA 00855375
5.1
GCA_00028537
5.1
GCA_00028449
5.1
GCA_00018334
5.1

GCA 00855370
5.1
GCF_001571675
1
GCF_001571745
1
GCF_001571725
1
GCF_001571575
1
GCF_001571565
1
GCA_00014860
5.1
GCA_00855369
5.1
GCF_001571755
1
GCF_001571585
1

50

50

50

46

57

50

45

47

53

47

46

47

45

48

41

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND
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ColRNAI;IncFIB(AP001918);IncFlI(29);IncQ1
Col156;C0l8282;IncFIA;IncFIB(AP001918);IncFlI(pAMA1167-NDM-5)
Col(MG828);Col(MG828);Col156;Co0l8282;IncB/O/K/Z;IncFIB(AP00191
8);IncFll

IncFIB(AP001918);IncFIC(FII);IncQ1

IncX1

IncX1

ColRNAI;IncFIA;IncX1;IncX3
Col440I;Col440Il;ColpVC

IncFIB(AP001918)
Col156;IncFIB(AP001918);IncFII(29)
Col156;IncFIB(AP001918);IncFII(29);IncFlI(pRSB107)
IncFIB(AP001918);IncFII(pSE11);Incl

Col156;Incl

ND: dato no disponible en el bioproyecto del genoma.

1

1

1

1
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Por otra parte, algunos genomas compartieron |os mismos grupos de
incompatibilidad, en particular aquellos que presentaron el mismo secuenciotipo,
como las cepas AIEC07 y ECGO04, (ST-3232) y el grupo de incompatibilidad
ColRNAI, ECG28 y AIEC17 (ST569), y grupos de incompatibilidad IncFIB, IncFll,
IncQl y ColRNAI, C4435y C7225 (ST131) y el grupo IncFIB. En cambio, hay otros
genomas que comparten varios grupos de incompatibilidad, siendo el mas comun
el IncFIB (en 16 cepas), IncFll (11), Col156 (9) y, ColRNAI (8). Sélo en 3 genomas
no fueron detectados grupos de incompatibilidad (LF82, C7226 y UC5). (Figura 2).

Dependiendo de la informacién obtenida en cuanto a los grupos de incompatibilidad,
la presencia de OriT, relaxasa, T4SS y T4CP, se clasifico la capacidad de
movilizacion de los pladsmidos presentes en los genomas AIEC. Cabe mencionar
gue los genomas LF82, UC5 y C7226 no presentaron plasmidos (no tienen replicon);
los genomas 13I, AIEC01, AIEC17, ECG28, HM605, HM488, NRG857c, UM146 y
UM147 presentaron los cuatro modulos de categorizacién para plasmidos
conjugativos; mientras que ECGO04, CD44, UM128, UM131, UM-146 y T75 tienen
grupos de incompatibilidad, OriT, relaxasa y T4SS (no T4CP), por lo que se
clasificaron como movilizables. Por ultimo, las cepas T75, UC37, AIEC07, C4435,
C7225, C7230 y UM141 no tuvieron OriT (Figura 3).

Los elementos genéticos méviles en AIEC son variados, predominado las
secuencias de insercion y repeticiones invertidas miniatura, ya que todos esos
elementos estuvieron presentes en los 30 genomas. Por otra parte, 9 genomas
poseen transposones compuestos, 6 presentaron transposones y 3 mostraron la
presencia de elementos conjugativos integrativos. 16 genomas presentaron relacion
entre replicones y/o genes de resistencia con los elementos genéticos méviles

detectados en estas cepas (Figura 4).
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C7730
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CD26

CD3  MECANISMO DE RESISTENCIA

RN

Numero de genes de resistencia a antibioticos en genomas recopilados de AIEC

Bombas de eflujo
Inactivacion del antibiético
Alteracidn del sitio blanco del antibiético

Remplazo del sitio blanco

Tabla 4.
Promedio de genes por mecanismo de resistencia a antibiéticos en genomas recopilados de AIEC
eCd O dere e a Pro edlio de gene ero de epa
Eflujo de salida de antibiéticos 40 30
Inactivacion del antibiético 3.3 30
Alteracién del sitio blanco del antibiético 3.67 30
Remplazo del sitio blanco 1.36 11
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Clasificacion de la movilidad plasmidica en los genomas AIEC recopiladas con base a cuatro médulos de
categorizacion

Plasmido: Azul, OriT: Morado, Relaxasa: Rojo, T4CP: Naranja, T4SS: Verde
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Elementos genéticos méviles detectados en cepas de AIEC recopiladas

Mota: ** se detectaron replicones wo genes de resistencia antimicrobiana relacionados a elementos genéticos mdviles
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13. DISCUSION

En esta investigacion se trabajo con 30 genomas de cepas de AIEC, donde
analizamos la filogenia, plasmidoma y resistoma. Estas cepas fueron aisladas de
humanos que cursaban con una Ell en distintos paises (Canada, Espafia, EUA,
Francia, México y Reino Unido). La informacién obtenida en este proyecto
contribuye al conocimiento sobre AIEC y describe los elementos genéticos que
albergan genes de resistencia a antibiéticos comunmente usados en la clinica para
tratar a pacientes que cursen un padecimiento intestinal donde el patotipo AIEC esta

involucrado.

La informacién relacionada a genes de resistencia plasmidicos en AIEC es limitada,
siendo fundamentales el estudio realizado por Barrios-Villa et al. quien localiz6
diversas cepas de AIEC, ademas de genes de resistencia; el estudio de Nash et al.
gue describio el plasmido de la cepa NRG857c y el estudio por Martinez-Medina et
al. donde se analizaron diversas cepas de AIEC y no AIEC para conocer el perfil de
resistencia a antibioticos (Barrios-Villa et al., 2018; Martinez-Medina et al., 2020;
Nash et al., 2010).

Los resultados obtenidos en los genomas AIEC, indican que no existe una relacion
filogenética clara, ya que los filogrupos, secuenciotipos y serotipos son variados, lo
que puede deberse a que las cepas provienen de distintos paises de mundo. Aun
asi, la mayoria de estas cepas pertenecen al grupo B2 (23 cepas), las demas son
de distintos grupos como B1 (3), A (2), D (1) y F (1), solo hay alta relacién entre
algunos genomas de dos cepas del mismo secuenciotipo, con la excepcion de las
cepas C4435, C7223, C7225, C7226 y C7230, compartiendo el mismo filogrupo,
secuenciotipo y serotipo, estas cepas provienen de México y fueron aisladas en la
misma region geografica, lo que puede explicar su semejanza filogenética (Barrios-
Villa et al., 2018).

Respecto a los genes de resistencia detectados, se observa una gran prevalencia
de genes de eflujo de salida (hasta 40 genes por cepa), siendo el principal
mecanismo en comparacion a los demas que tienen menos de 10 genes. Los

mecanismos de eflujo de salida actian contra distintas familias de antibiéticos,
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reduciendo la concentracion del antibiético dentro de la bacteria (Correia et al.,
2017). Aun asi, existe una alta prevalencia de genes de resistencia en los genomas
AIEC, haciendo evidente su capacidad de resistir diversos antibiéticos. Esta
prevalencia puede ser por el abuso de antibiéticos al igual que puede ser por no
cumplir el tratamiento contra una invasion de AIEC adecuadamente. (Chervy et al.,
2020).

Los plasmidos que presentan grupos de incompatibilidad IncR, IncF, p0111, IncX1
e Incll-1, tienen mayor carga de genes de resistencia y virulencia que otros grupos.
El grupo de incompatibilidad IncF esta ampliamente relacionado con el ambiente
clinico y presenta gran cantidad de genes de resistencia contra antibiéticos como -
lactamicos, carbapenémicos y aminoglucésidos. Por otra parte, otros grupos de
incompatibilidad presentaron resistencia como: ColRNA, Incl, IncN, IncX, IncH, NT
y p0111 estan relacionados a resistencia a B-lactamicos; IncX3 a carbepénemicos;
IncHIA y Incl a colistina en E. coli de origen clinico y alimentario (Balbuena-Alonso
et al., 2022). La mayoria de los grupos de incompatibilidad descritos son IncF (32
genomas) distribuidos en casi todas las cepas de AIEC, siendo una posible sefial
de una mayor distribucién de genes de resistencia. También se detectaron algunos
grupos de incompatibilidad relacionados a plasmidos con alta carga de resistencia
como IncR (1), p0111 (1) y IncX1 (1).

En la mayoria de los genomas fueron detectados distintos grupos de
incompatibilidad (27), excepto en 3 genomas. Realizando una comparacion entre
los filogrupos y los grupos de incompatibilidad identificados, de los 23 genomas
clasificados como filogrupo B2 los grupos de incompatibilidad mas frecuentes son
IncFIB (15), IncFlI(10), Col156 (8), ColRNAI (4), IncFIA (3) e IncQ1 (3), estando los
demas grupos de incompatibilidad en una frecuencia de 2 o menor. En los demas
genomas se presentaron los grupos de incompatibilidad de la siguiente manera:
filogrupo B1 (3) presentaron ColRNAI (2) e IncFll (1); filogrupo A (3) IncFIB (1), IncX1
(1), IncR (1), ColRNAI (1), Col440 (1) y PESAZ2 (1); filogrupo D (1) no se detectaron
ningun grupo de incompatibilidad; filogrupo F (1) se detecté Col156 (1), ColRNAI (1)

34



Erick Gdmez Soriano Facultad de Ciencias Quimicas

y Col(BS512). Con esta informacion vemos que los grupos de incompatibilidad

IncFIB e IncFll estan presentes en la mayoria de las cepas.

Haciendo una comparacion con los secuenciotipos y los grupos de incompatibilidad
existe una mayor relacion como: siendo las cepas UM146 y UM-146 con el
secuenciotipo ST643 que comparten IncFIB, IncFll y Coll156; el caso de las cepas
ECG11 y AIECO1 con el ST73 comparten IncFIB, IncFll y Col156; las cepas ECG28
y AIEC17 con ST569 con IncFIB, IncFll, IncQ1 y ColRNAI; las cepas C4435y C7225
pertenecieron al ST131 con IncFIB; las cepas AIEC07 y ECG04 al ST3232 con
ColRNAI. Las cepas dos cepas con plasmidos son NRG857¢c y UM146, la cepa
NRG857c presentd los grupos de incompatibilidad IncFIB, IncFIC e IncQ1 vy la cepa
UM146 present6 IncFIB, IncFll y Col156.

Los genomas y plasmidos analizados por Balbuena-Alonso provienen del ambiente
clinico y alimentos, fueron 161 y 1624 respectivamente. De estos se encontré que
el 30.3 % fueron plasmidos conjugativos y el 6.3 % movilizables en ambiente clinico,
en alimentos 27.3 % conjugativos y 9.3 % movilizables, siendo estos plasmidos con
capacidad de transferencia horizontal de genes (Balbuena-Alonso et al., 2022).
Estos niumeros son parecidos a los obtenidos en AIEC, siendo 33.3 % conjugativos
y 10 % movilizables.

En los genomas LF82, UC5 y C7226 no se detectd algun replicén, en otras no se
detecto la region OriT a pesar de tener todos los deméas componentes como en T75
y UC37, solo las cepas AIECQO7, C4435, C7225, C7230 y UM141 tenian replicon.
Las cepas CD26, CD121, C7223 y UM149 no tenian relaxasa por lo cual son
posibles plasmidos no movilizables. Las cepas ECG04, CD44, UM128, UM131, UM-
146 y ECG11 no tienen T4SS y/o T4ACP siendo posibles portadores de plasmidos
movilizables. Finalmente, las cepas 13I, AIECO01, AIEC17, ECG28, HM605, HM488,
NRG857c, UM146, UM147 y CD3 pueden tener plasmidos conjugativos, siendo las
cepas NRG857c y UM146 las cuales tienen pladsmidos de acuerdo a NCBI. Con esta
informacion vemos como 19 cepas tienen plasmidos con la capacidad de ser
transmisibles horizontalmente a otras bacterias, haciendo evidente el nivel de

adaptacion y resistencia antibiéticos en el patotipo AIEC.
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Todas las cepas presentaron secuencias de insercion y repeticiones invertidas
miniaturas, predominado las secuencias de insercion, en menor incidencia tienen
transposones. Ademas 17 cepas tenian elementos genéticos moviles con relacién
a replicones y/o genes de resistencia. Los elementos genéticos moéviles son
importantes de relacionar como en el estudio por Martinez-Medina et al., donde se
encontré en AIEC la enzima dihidropteroato sintasa (Sull) que provee resistencia a
las sulfonamidas y que esta asociada a integrones de clase 1 (intl1). En este estudio
las cepas que presentaron el gen sull también presentaron intll. La presencia de
intll puede asociarse también con pladsmidos y transposones, una de las principales
maneras de propagacion y portacion de genes de resistencia (Martinez-Medina et
al., 2020).

14. CONCLUSIONES
AIEC es un patotipo de reciente descubrimiento, de suma importancia en el
padecimiento de alguna Ell por el papel critico que se le ha asignado en la invasion

del tracto digestivo, empeorando la salud del paciente.
Las conclusiones de este trabajo se resumen a continuacion:

1. Al ser un patotipo relativamente moderno la informacion relacionada con su
plasmidoma y resistoma es limitada, donde se puede reconocer la gran
prevalencia de genes de resistencia contra antibiéticos entre las cepas de
AIEC siendo en promedio, mas de 40 genes por cepa, donde la mayoria de
estos genes fueron de eflujo de salida de antibi6ticos. Ademas, las cepas
presentaron diversos elementos genéticos moviles, todas presentado
secuencias de insercion y repeticion invertida miniatura, junto con las 19
cepas podrian presentar plasmidos con capacidad de ser transferibles siendo
mas evidente la presencia de plasmidos en AIEC.

2. Este patotipo como observamos tiene una amplia distribucion por el mundo,
ademas de una gran variedad filogenética (B2, B1, A, Dy F), existiendo sélo
una relacién entre ciertas cepas que comparten el mismo secuenciotipo las

cuales provenian del mismo pais.
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3. Con la informacion recopilada se contribuye al conocimiento del panorama
sobre AIEC, siendo un patotipo con resistencia hacia antibioticos; ademas de
poseer plasmidos, lo cual es una sefal de que puede darse la transferencia
horizontal de genes que contribuyen a la resistencia/invasion provocada por
AIEC.

4. La presencia de genes de resistencia a antibioticos y plasmidos en AIEC, es
un factor de como estos microrganismos aumentan sus capacidades de
evasion a antibioticos, de ahi la importancia de utilizar y buscar nuevas
alternativas para el tratamiento contra la resistencia/invasion causada por
AIEC.

15. PERSPECTIVAS

Algunos puntos a destacar para continuar con futuras investigaciones son:

1. Hacer gendmica comparativa del patotipo AIEC con otros patotipos de E. coli
depositados en bases de datos publicas.

2. Buscar genes implicados en la resistencia a metales pesados y a especies
reactivas de oxigeno en genomas de AIEC.

3. Extrapolar el analisis bioinformatico realizado en esta tesis a la coleccién de
cepas de E. coli aisladas de pacientes con Ell que resguarda el Laboratorio
de Microbiologia Hospitalaria y de la Comunidad del Instituto de Ciencias
ICUAP.
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