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Resumen

Las cepas de Escherichia coli se pueden clasificar de acuerdo a su perfil patogénico en
cepas comensales (CoEC) y cepas patogenas; cepas diarreogénicas (DEC) y cepas extraintestinales
(EXPEC). Dentro de las EXPEC, el agente etioldgico causante de las infecciones del tracto urinario
(ITU) es E. coli uropatogeno (UPEC). Responsable, en su mayoria, de las infecciones adquiridas en
la comunidad de entre un 80% y de forma nosocomial en un 50%. Después de las infecciones
respiratorias, las ITU fueron la segunda causa de enfermedad en nuestro pais para el afo 2020.
En el afio 2021 el estado de Puebla reportd un total de 130,506 casos de ITU; 104,510 mujeres y
29,270 varones. Clasicamente las cepas UPEC poseen factores de virulencia (FV) con funcién de
adhesion; pili tipo 1y -P, fimbrias F9, dafio tisular; factor necrotizante 1, a-hemolisina y toxinas
autotransportadoras secretadas, sistemas de adquisicion de hierro; aerobactina, enterobactina,
salmoquelina y yersiniabactina, y mecanismos de evasion de la respuesta inmune como la capsula
o antigeno K; todos estos FV son necesarios para comenzar un proceso de infeccion en vias
urinarias. Actualmente, no se cuenta con una identificacién genética clara para definir a las cepas
UPEC. Sin embargo, diversos autores se han esforzado por proponer un conjunto de FV para su
identificacion. Spurbeck y cols, 2012 proponen los genes yfcV, chuA, fyuA y vat para dicho
proposito. Asimismo, Brons y cols, 2020 sigieren un total de 3 nuevos genes para la identificacion
rapida de UPEC: ¢3509, c3686'y chuA.

El objetivo del presente estudio fue determinar la presencia de nuevos genes y clasicos
de UPEC, genes de resistencia antimicrobiana y genes DEC en 24 aislados de varones con ITU en
el estado de Puebla; ademas, de proponer un posible esquema de identificacion para UPEC, estos
genes fueron determinados por PCR y se incluyd un biomarcador molecular uidA (100%, 24/24)
que identifico al cepario como perteneciente a la especie de E. coli. Los genes clasicos mas
prevalentes fueron kpsMT K1 (92%), fliC (67%) y usp (63%). La presencia de estos genes sugiere
que el cepario de varones esta asociado a infecciones en vias altas. Los 3 nuevos genes de
virulencia que reporta Brons: ¢3509, c3686 y chuA, identificaron que el 79% (19/24) del cepario
pertenecian a cepas UPEC. Ademas, estos mismos genes se encontraron en 600 genomas: 266
EXPEC, 172 DEC y 162 CoEC, por lo que no podrian ser considerados como especificos de UPEC.
Sin embargo, la presencia de estos nuevos genes se asocié (Odds Ratio>1) con el gen de
resistencia aac(6’)-lb-cr, implicando que su presencia aumenta la probabilidad de que la cepa
presente resistencia a fluoroquinolonas. El total de las cepas fueron positivas a sully aac(3)-1l, 23
(96%) para sul3 y nfsA, 22 (92%) y 21 (88%) para CTX-M1y dfrAT, respectivamente, 18 (75%) para
aac(6)-lb-cr, 17 (71%) a nfsB, 15 (63%) y 13 (54%) a tet(A) y tet(B), respectivamente, 8 (33%) para
qgnrA/By 1 (4%) a catAl. El 13% (3/24) del cepario portaron el gen stx7, clasificando a estas cepas
como UPEC/STEC. El posible esquema de identificacion de cepas UPEC seria: hlyA, hlyC, cnf-1
asociados al dafio tisular y papG-Ill, sfaH adhesién y fyuA captacion de hierro. Este estudio
contribuye a mejorar la comprension de la patogénesis de las ITU en varones.

Palabras clave ExPEC. DEC. CoEC. UPEC. Virulencia. Resistencia.



1
Introduccién

1.1 Generalidades de Escherichia coli

E. coli es una bacteria Gram-negativa que coloniza el tracto gastro-intestinal (GI) del ser
humano y animales de sangre caliente, estableciendo una relacion simbidtica con su hospedero.
Taxondmicamente, pertenece a la familia Enterobacteriaceae vy, seroldgicamente, se puede
diferenciar en funcion de tres antigenos de superficie: O (somatico), H (flagelar) y K (capsular). Se
han descrito al menos 167 antigenos (O), 53 antigenos (H) y 74 capsulares (K). Esta bacteria puede
ser transmitida a través del consumo e ingesta de agua y alimentos contaminados como carne
cruda o de poco tiempo de coccidn y productos lacteos provocando enfermedad diarreica. Sin
embargo, en el ambito hospitalario y de la comunidad, E. coli es responsable de entre un 30 y
60% de las infecciones del tracto urinario, torrente sanguineo o sepsis (Ambite et al. 2021; Breland

et al. 2017; Yamaiji et al. 2018).

1.2 E. colicomensal y patdbgena

Desde su descubrimiento por el médico Theodor Escherich en 1885, E. coli se ha
convertido en una de las bacterias modelo para estudios analiticos y comparativos por su facilidad
para ser cultivada y manipulada genéticamente dentro de los laboratorios de investigacion. Al ser
una especie tan diversa, la cepas de E. coli se pueden clasificar de acuerdo a su perfil génico en
cepas comensales (CoEC) y cepas patogenas, dentro de las cuales se encuentran dos grandes
grupos: cepas diarreogénicas (DEC) y cepas extraintestinales (ExPEC) (Behzadi et al. 2017; Breland
et al. 2017; Croxen & Finlay 2010; Parvez et al. 2019; Sora et al. 2021).

E. coli se ha utilizado como especie modelo para analizar los procesos implicados en la evolucion
del genoma bacteriano. Hace mas de 30 afos, se formd un conjunto de cepas conocido como
coleccion de referencia de E. coli (ECOR). La coleccién ECOR esta formada por 72 cepas de
referencia E. coli, obtenidas de diversos hospederos y regiones geograficas (1973-1983). Este
cepario es pionero en los estudios de filogenia, con diversas técnicas moleculares, siendo la
reaccion en cadena de polimerasa (PCR), la mas utilizada en la actualidad, a través de la cual se
ha demostrado que las cepas de E. coli patdégenas y comensales se clasifican en siete grupos

2



filogenéticos (A, B1,B2, C, D, E, F). En el estudio de Clermont y cols, 2019 agregan un octavo grupo,
el filogrupo G, como intermedio entre los filogrupos F y B2. La mayoria de las cepas comensales
pertenecen al filogrupo Ay B1. Las cepas DEC normalmente se agrupan en los filogrupos A, B1, D
y E, en tanto que las cepas clasificadas en los filogrupos B1, B2, E y D son generalmente mas
virulentos y altamente asociadas a cepas EXPEC (Tabla 7) (Asadi et al. 2019; Clermont et al. 2019;
Desvaux et al. 2020; Geurtsen et al. 2022; Patel et al. 2018).

Tabla 1. Clasificacion de los patotipos de E. coli, categorias, tipo de infeccion que produce y relacion con el
hospedero (Modificado Behzadi et al. 2017).

Categoria Patotipos Tipo de infeccion Apariencia Filogrupo
E. coli asociada a meningitis

neonatal (NMEC) Meningitis en neonatos Oportunista D, E

ExPEC éEcgll_:tSsoaada a septicemia Sepsis Oportunista B1
E. coli uropatdgena (UPEC) Infeccion tracto urinario Oportunista B2, D
E. coli Entero-Agregativa (EAEC) Diarrea (sanguinolenta) Patdgeno
E. coli Entero-Patégena (EPEC) Diarrea (sanguinolenta) Patdgeno A B1,D, E
E. coli Entero-Toxigénica (ETEC) Diarrea (sanguinolenta) Patdgeno

DEC E. coli Entero-Hemorrégica (EHEC)  Diarrea (sanguinolenta) Patégeno B1, D, E

E. coli Entero-Invasiva (EIEC) Diarrea (sanguinolenta) Patdgeno A B1,E
E. coli Adherente-Invasiva (AIEC) Diarrea (sanguinolenta) Patégeno B2
E. coli Difuso-Adherente (DAEC) Diarrea (sanguinolenta) Patégeno A B2, E

1.2.1 E. coli comensal (CoEC)

E. coli al formar parte de la flora normal de animales de sangre caliente y seres humanos,

es considerada una bacteria comensal abundante en el tracto Gl que alberga la mayor coleccion
de células bacterianas ~10™. Datos recientes de anélisis epidemioldgicos y de secuenciacion del

genoma sugiere que no existe una linea clara entre E. coli comensal y patogena. Se sabe que las
cepas de E. coli en promedio presentan un total de 5,000 genes, de los cuales el 40% (2,000 genes)
son compartidos entre ellas, debido a su alta plasticidad gendmica. Es decir, que una cepa
comensal puede evolucionar a una cepa patdgena si adquiere caracteristicas patogénicas por el
mecanismo de transferencia genética horizontal, y un patdgeno puede volver a un estado
comensal por pérdida de material genético. Esta caracteristica le proporciona ventajas para que
esta bacteria se instale en entornos cambiantes, dentro y fuera del intestino (Kaper et al. 2004;

Munhoz et al. 2021; Rasko et al. 2008; Spaulding et al. 2018).
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1.2.2 E. coli diarreogénica (DEC)

E. coli patdgena intestinal o diarreogénica (DEC) es el agente etioldgico responsable de
la diarrea endémica y epidémica a nivel mundial. El patotipo DEC es clasificado de acuerdo al tipo
de diarrea que produce, sus factores de virulencia (FV), mecanismos de infeccion, tropismo tisular
y sintomas en 7 categorias: 1) E. coli Enteropatdgena (EPEC), 2) E. coli Enterotoxigénica (ETEC), 3)
E. coli Enterohemorragica (EHEC), 4) E. coli Enteroinvasiva (EIEC), 5) E. coli Enteroagregativa (EAEC),
6) E. coli Difuso adherente (DAEC) y 7) E. coli Adherente invasiva (AIEC) (Croxen and Finlay 2010;
Desvaux et al. 2020; Kaper et al. 2004).

A pesar de que estos patotipos DEC presentan FV especificos (Tabla 2) la plasticidad del
genoma de E. coli complica la identificacion de ciertos aislados. Esto debido a que algunos
aislados combinan caracteristicas de virulencia de diferentes categorias y patotipos,
denominandose patogenos hibridos, potencialmente mas virulentos. Tal es el caso del brote de
E. coli O104:H4 que ocurrio en Europa central a finales de la primavera de 2011, causado por una
cepa hibrida EAEC/STEC, infectando a casi 4,000 personas principalmente en Alemania y 3,785
casos reportados fuera del pais. Identificandose a las semillas germinadas contaminadas como
responsables del brote transmitido por alimentos (Karch et al. 2012; Luna-Guevara et al. 2019;
Riley 2020).

Tabla 2. Factores de virulencia asociados a patotipos DEC (Tomado de Riley et al. 2020).

Patotipos Gen especifico

E. coli Enteropatogena (EPEC) bfpA, eae
Atipica EPEC eae

E. coli Enterotoxigénica (ETEC) o
Productora enterotoxina termoestable

ETEC, productora enterotoxina it
termolabil

E. coli Enteroinvasiva (EIEC) ipaC, ipaH
E. coli productora de toxina Shiga (STEC) stx1, stx2
E. coli Enterohemorragica (EHEC) stx1, stx2
E. coli Enteroagregativa (EAEC) eae, aatA

bfpA: pilus formador de mechones; eae: intimina; st: enterotoxina termoestable; lt: enterotoxina termolabil; ipaC e ipaH: codifica
proteinas translocadoras del sistema de transporte tipo Ill; stx7 y stx2: toxina Shiga tipo 1y 2; aatA: codifica una proteina de
membrana para la translocacién de proteinas patégenas.
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1.2.3 E. coli patégena extraintestinal (EXPEC)

Las E. coli extraintestinales (EXPEC) son bacterias que, al ingresar en nichos distintos al
intestino, son capaces de colonizar y causar infecciones del tracto urinario (ITU), el torrente
sanguineo, la préstata y en sitios no intestinales. Por lo general, estas cepas ocupan un nicho en
la microbiota intestinal de humanos y animales. La clasificacion de las cepas EXPEC, se lleva a cabo
sobre la base del sitio de aislamiento y la deteccidon de genes asociados a la virulencia, por lo que
se subdivide en: 1) E. coli uropatégena (UPEC), 2) E. coli asociada a meningitis neonatal (NMEC),
3) E. coli patdgena aviar (APEC) y 4) E. coli septicémica (SEPEC) (Goldstone et al. 2014; Lindstedt et
al. 2018; Sarowska et al. 2019; Sheldon et al. 2010; Sora et al. 2021).

Entre las diferentes categorias de ExPEC, hay poco o ningun conjunto distintivo de factores de
virulencia que sea especifico para UPEC, APEC o NMEC (Figura T). Sin embargo, la regulacion de
los FV clasicos puede ser un punto clave en la expresion del conjunto de genes especificos que
permitan la colonizacion y el dafio en los distintos nichos extraintestinales (Breland et al. 2017,

Riley 2020).
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Figura 1. Caracteristicas y algunos factores de virulencia propios de una categoria o compartidos, implicados en las
infecciones por EXPEC. APEC: £. coli patégeno aviar; MAEC/NMEC: E. coli asociado a meningitis neonatal; UPEC: E. coli
uropatdgena (Traducido de Breland et al. 2017).

Dada la alta plasticidad genomica de E. coli no se cuentan con factores de virulencia
Unicos que permitan identificar cepas EXPEC y UPEC. Sin embargo, Jhonson y cols, 2015 proponen
un esquema de FV. Ellos consideran que la presencia de dos de estos factores es suficiente para

clasificar a los aislados como cepas ExXPEC (Tabla 3).



Tabla 3. Esquema propuesto por Jhonson y cols, 2015 para la posible clasificacion de cepas ExPEC.

papAH/papC
sfa/focDE Adhesion
Johnson y cols, 2015 afa/draBC
(utA Sistema captacion hierro
kpsMTII Evasién del sistema inmune

FV: factor de virulencia. papAH/papC: subunidades fimbrias tipo -P; sfa/focDE: fimbrias Sy F1C; afa/draBC: adhesinas de union al
antigeno Dr; iutA: receptor de aerobactina; kpsMTII: sistema de transporte ABC, para la translocacion de la capsula del grupo 2.

Actualmente no existen criterios genéticos concretos universalmente aceptados para
definir a una cepa UPEC. El grupo de trabajo de Spurbeck y cols, 2012 proponen un total de 4
genes predictores: yfcV (subunidad fimbrial), chuA (receptor del grupo hemo/hemoglobina), fyuA
(receptor de yersiniabactina) y vat (toxina vacuolizante) para la identificacion de cepas con un

potencial uropatdgeno (Tabla 4).

Tabla 4. Esquema de Spurbeck y cols, 2012 para la identificacion de cepas con un posible potencial uropatégeno.
Autor FV Funcién

yfcV Adhesion
chuA . L
Spurbeck y cols, 2012 Sistema de captacion de hierro
fyuA
vat Toxina

FV: factor de virulencia. yfcV: subunidad fimbrial; chuA: receptor del grupo hemo/hemoglobina; fyuA: receptor de yersiniabactina;
vat: toxina vacuolizante.

Recientemente, Brons y cols, 2020 propusieron un grupo de FV estrechamente asociados
a la virulencia de E. coli uropatégena: c3509, c3686 y chuA y que no se encuentran en el genoma
de otros agentes etioldgicos de ITU (Tabla 5). Se propone que estos genes se usen como
marcadores para la identificacion rapida de UPEC. El gen ¢3509 codifica una presunta proteina de
union a ATP de un sistema de transporte tipo ABC, involucrado en el transporte de azucares,
metales, peptidos, aminoacidos y otros metabolitos, a través de la membrana. Esta proteina de
acoplamiento de energia, probablemente este involucrada en la captacion de oligoelementos o
de manitol, el gen ¢c3686 codifica una proteina hipotética arabinosa-5-fosfato-isomerasa (API),
asociada a la biosintesis del KDO (3-deoxi-D-mano octulosonato) del LPS que favorece la evasion
de la defensas del hospedero y chuA que codifica un receptor de membrana externa de
compuestos que contienen grupo hemo/hemoglobina, dependiente de TonB (Bao et al. 2017;

Brons et al. 2020; Whitfield 2009).
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Tabla 5. Genes propuestos por Brons y cols, 2020 para la identificacién de UPEC.

Funcion
3509 ATPasa
Brons y cols, 2020 chuA Sistema de captacién de hierro
c3686 Evasidn del sistema inmune

1.3 E. coliuropatogena (UPEC) como modelo de estudio

Las cepas UPEC se asocian con un subconjunto de serogrupos (O1, 02, 04, 06, 07, O8,
016, 018, 025 y O75) y serotipos (O1:H4, O1:H6, O1:H7, OT:H -, O2:H1, O2:H4, O4:H5, O6:H1,
O7:H4, O7:H6, O7:H-, O22:H1, O25:H1, O75:H5 y O75:H7), siendo el O25:H4 uno de los serotipos
mas asociados con enfermedades uropatdgenas en todo el mundo. Este serotipo se caracteriza
por presentar diversos FV, resistencia a antibidticos y una mayor produccion de biopelicula. Tales
caracteristicas, le han favorecido en la supervivencia y crecimiento bacteriano en el tracto urinario,
asi como en otros sitios no intestinales (Ballesteros-Monrreal et al. 2020; Kaur et al. 2022; Noie
Oskouie et al. 2019) .

Forsyth y cols, 2018 plantean la hipétesis de que los aislamientos de UPEC se adaptany
crecen mas rapidamente dentro del tracto urinario que otros aislados de E. coli. Lo que permitié
identificar fenotipos distintivos, como la actividad de adherencia y hemolitica, que le confieren la
capacidad para infectar y ocasionar un dafio en el hospedero (Forsyth. et al. 2018). Ademas se ha
demostrado que las cepas UPEC crecen extremadamente rapido en la orina con respecto a las
cepas no patdgenas. Esto podria ser un mecanismo para superar las defensas del hospedero, por
lo que se ha propuesto que el crecimiento rapido sea considerado como un factor de virulencia.
Es probable que la composicion de la orina, sea crucial para mantener un microbioma
genitourinario saludable o fomentar el crecimiento de UPEC. Recientes estudios comienzan a
reconocer la importancia del rapido crecimiento y metabolismo estrechamente regulado para la

virulencia (Reitzer et al. 2019).

1.3.1 Factores de virulencia (FV)
Para una infeccion exitosa dentro del huésped, las cepas UPEC necesitan caracteristicas
particulares, llamados factores de virulencia responsables de la patogenicidad asociada con las

ITU y se clasifican en dos categorias: 1) Factores de virulencia expresados en la superficie
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bacteriana: fimbrias, adhesinas, motilidad, capsula, lipopolisacarido y 2) Factores de virulencia
secretados como toxinas y sideréforos.

Muchos de los genes asociados con la virulencia son codificados en segmentos de 10 a
200 kb de su genoma que presentan un contenido de G+C diferente al de las otras partes del
genoma denominadas islas de patogenicidad (PAl). Por ejemplo, el contenido de G+C del genoma
central de UPEC 536 es del 50%, mientras que el contenido de G+C de las PAIs Iszg, lls36, [Vs36 y
Vs36 0scila en un 41% (Desvaux et al. 2020; Parvez 2019).

UPEC tiene la capacidad de colonizar el tracto urinario debido a que es capaz de expresar
factores de virulencia que le permiten evadir las defensas del hospedero, adherirse y colonizar
sitios anatomicos clave, ademas, de invadir y alterar la fisiologia de un tejido determinado y/o
activar una respuesta inflamatoria nociva del hospedero. Dentro de los componentes estructurales
clave para el desarrollo de una ITU se encuentran el lipopolisacarido (LPS), la capsula, el flagelo,
los pili (tipo 1, P, F1C, Sy F9), proteinas de membrana externa (OMP), toxinas secretadas (Sat, Vat),
receptores de captacién de hierro dependientes de TonB como ChuA, el receptor asociado a

metales pesados, Hma y sus sideroforos (Figura 2) (Etefia et al. 2021).
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Figura 2. Factores clasicos de virulencia asociados a UPEC (Modificado Etefia et al. 2021).

1.3.1.1 Adhesinas

El proceso de patogenicidad de UPEC comienza con la adhesion a través de la expresion
de fimbrias como la tipo 1, tipo 3, P, S, F1C, curli y Dr, que promueven la colonizacién e invasién
de la célula hospedera a través de la interaccion de sus adhesinas: FimH, Mrk, PapG, Sfas, FocH,
CsgA y DrA, con sus respectivos receptores (Tabla 6). Existen otros componentes estructurales de
la superficie bacteriana que juegan un papel importante en la virulencia, por ejemplo, el flagelo,
responsable de la adhesién y motilidad e involucrado en la migracion de la infeccidn de la vejiga

a los rifiones y formacion de biopeliculas (Behzadi et al. 2021; Debska-Slizien 2018).
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Tabla 6. Las adhesinas fimbriales y afimbriales de la UPEC y sus caracteristicas en el organismo humano (Modificado Behzadi et al.

2017).
) Adhesinas Tropismo tisular Manifestacion clinica
adhesinas
. L fimA fimB fimC fimD fimE fimF Glébulos rojos, células del urotelio,
Fimbria tipo1 i ) i ) . ITU
fimG fimH fiml receptores de uroplaquina en vejiga
papA papB papC papD papE ITU (en particular
Fimbria P papF papG papH papl papJ) Células renales pielonefritis), ABU en
papK pOCOsS casos
Fimbria S sfa sfaB sfaC sfaD sfaE sfaF Moléculas de acido sidlico en rifiones y
imbri
sfaG sfaH sfaS sfaX sfay glomérulos endoteliales ITU (pielonefritis)
i iti
Fimbria F1C focA focC focD focF focG focH Glicolipidos de los endotelios y P
imbri
focl glomérulos
o €79317¢1932 c1933 c1934 , )
. Fimbria F9 ;Células uroteliales? $ITU?
Adherencia c1935¢c1936
fimbrial . L mrk mrkA mrkB mrkC mrkD . N ITU en pacientes con
Fimbria tipo 3 Receptores de uroplaquina en vejiga ,
mrkE mrkF catéter
Células con el antigeno del grupo
) g ) .g P Cistitis y pielonefritis,
sanguineo Dr en sus superficies como )
draA draB draC draD draE . | . . sobre todo en mujeres
Dr los urotelios, células neutrdfilas, tejido
draP . . embarazadas y ABU en
conectivo en la parte superior del
. pOCOs casos
tracto urinario humano
Fimbrias Auf aufA aufB aufC aufD aufE aufF .
. . Desconocido ITUs
(otras fimbrias) aufG
. ¢sgA csgB csgC csgD csgE csgF  Fibronectina y plasminégeno en células o
Curli Cistitis
csgG de la mucosa
Adherencia Células uroteliales, neutrofilos y tejido Cistitis, pielonefritis
. " . I AFA afal afall afalll afalV nfal dril dias ur . I o I. y ) IStHs, P! sy
afimbrial conectivo del tracto urinario ABU

ITU: infeccidn del tracto urinario; ABU: bacteriuria asintomatica.

1.3.1.2 Toxinas

Las cepas UPEC utilizan los sistemas de secrecion de tipo |y V para secretar toxinas como

a-hemolisina (HIyA), el factor necrotizante citotdxico 1 (CNF1) y toxina autotransportadora
secretada (Sat) y vacuolizante (Vat). Provocando lisis celular induciendo la disponibilidad de
nutrientes lo que aumenta la capacidad citotdxica en el tracto urinario. HlyA es una proteina
codificante de a-hemolisina. Se inserta en las membranas del hospedero y forma poros que
permiten la entrada de Ca®* en las células del hospedero, alterando su fisiologia provocando la
muerte celular. Esta codificada en ~ 50% de los aislados de UPEC y su expresidn se asocia con una
mayor gravedad clinica en pacientes con ITU. La toxina CNF1 se ha reportado en ~30% de las
cepas UPEC induciendo cambios celulares basados en el reordenamiento del citoesqueleto de
actina en las células del hospedero, activando la via RhoGTPasas (RhoA, Racy Cdc42). Ademas de

alterar las vias de sefalizacion que activan cascadas de cinasas que regulan la expresion génica,
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la proliferacion celular y la apoptosis. La toxina autotransportadora vacuolizante (Vat) se ha
identificado en 20-36% de UPEC y esta presente en casi 68% de los aislados especificos de
urosepsis. Esta toxina tiene un efecto citotdxico en el tejido endotelial de la vejiga y el rifion,
induce la formacion de vacuolas, la pérdida de contacto célula-célula en urotelio. La toxina
autotransportadora secretada (Sat) ha sido identificada en el cromosoma de CFT073, dentro de la
PAI llcrros. Sat desencadena un efecto citotoxico sobre la vejiga y el rifidn, asocidandose

principalmente a pielonefritis (Asadi et al. 2019; Etefia 2021; Kaur et al. 2022).

1.3.1.3 Sistema de captacion de hierro

UPEC requiere de micronutrientes como el hierro, requerido en concentraciones
micromolares involucrado como cofactor en diversos procesos biolégicos bacterianos; sintesis y
transcripcién de DNA, ciclo del acido tricarboxilico y en la cadena transportadora de electrones.
Por lo que una carencia de hierro provocaria arresto del crecimiento bacteriano. En la orina el
contenido de hierro es bajo de cerca de 0.1 pmol/L en estado de homeostasis, por lo que UPEC
ha desarrollado multiples sistemas de captaciéon que le permiten tomar el hierro del medio y
posteriormente concentrarlo en el citosol bacteriano, donde es liberado. UPEC tiene tres sistemas
de captacién de hierro; sideréforos, hemoforos y captacion directa de hierro en su estado ferroso.
El hierro es obtenido mediante moléculas quelantes, conocidas como sideroforos. En UPEC se han
detectado 4 diferentes sideroforos: enterobactina y salmoquelina (sideroforos tipo catecolatos),
aerobactina y yersiniobactina (sideréforos tipo hidroxamato), caracteristica que refleja su
adaptacion al entorno del tracto urinario. Ademas, UPEC posee genes que codifican receptores
de hierro asociado al hemo, como chuA 'y hma que juegan un papel importante en la formacién
de comunidades intracelulares bacterianas (IBC). Sin embargo, existe un proceso denominado
inmunidad nutricional, que es una estrategia biologica en la que el hospedero restringe la
disponibilidad de hierro al uropatégeno, mediante la presencia de lipocalina-2, una proteina
soluble liberada por los neutréfilos y secretada por las células epiteliales urinarias en respuesta a
estimulos inflamatorios; durante este proceso pueden ocurrir dos escenarios en UPEC: 1) donde
la lipocalina-2 se une al sider6foro enterobactina, evitando el secuestro del hierro y 2) donde por
medio de glicosilacion, sea capaz de modificar la enterobactina, a salmoquelina evitando el

secuestro del hierro por el hospedero.
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1.3.1.4 Evasion del sistema inmune

Otros factores de virulencia expresados por UPEC incluyen la sintesis de la capsula,
compuesta de polisacaridos que cubre y protege a UPEC al interior de la célula hospedera
permitiéndole resistir la fagocitosis. El antigeno capsular K se clasifica en 4 grupos de acuerdo a
su mecanismo de biosintesis y ensamblaje. Los del grupo 1y 4, estan asociadas a las infecciones
diarreagénicas, mientras que las del grupo 2 y 3 a infecciones extraintestinales.

Las capsulas del grupo 2 presentan tres regiones; de las cuales la regién 1y 3 son
conservadas, la regién 1 consta de seis genes (kpsFEDUCS), la region 2 contiene los genes que
codifican las proteinas responsables de la sintesis capsular (neuDBACES), mientras que la region
3 contiene dos genes (kpsMT) transcritos de manera divergente con respecto a la region 1y que
esta asociada a un transportador de casete de union a ATP. La regulacidon de estos genes esta
dada por dos regiones promotoras convergentes PR1 y PR3, situados rio arriba de las regiones 1
y 3 (Figura 3). Se cree que las regiones 1y 3 estan involucradas en la exportacion de la capsula
sintetizada por los genes de la regidon 2, desde la cara citoplasmatica hasta la membrana

extracelular (King et al. 2015; Whitfield 2009).

Regidén 1 Region 2 Region 3
PR1 | I Il |PR3
________________________ S
1 //‘l /‘| //‘\ //”I |
| e OEE ) S SR S AN S
kps neu ki
kpsF: Azucar fosfato isomerasa, homologo ¢3686 neuD: Acetilasa kpsMT: Transportador
kpsE: Exportacion de polisacaridos neuB: Sintetasa
kpsD: Exportacion de polisacaridos neuA: Sintetasa
kpsU: 3-desoxi-mano-octulosonato neuC: Epimerasa
citidililtransferasa (KDO sintetasa) neuS: Polimerasa

kpsC: Exportacion de polisacaridos

kpsS: Exportacion de polisacaridos

Figura 3. Organizacién genética de la capsula del grupo 2 (Modificado de King et al. 2015).
1.3.2 Elementos genéticos moviles (MGE)

La transferencia genética horizontal (TGH) entre bacterias estd mediada por elementos
genéticos moviles (MGE), como plasmidos y bacteriéfagos (fagos), que proporcionan una
importante diversidad genética al contener un vasto repertorio de genes accesorios, brindandole
a la célula hospedera una ventaja selectiva, como la resistencia a los antibioticos. Existen también
otros MGE denominados transposones, que pueden movilizar y reorganizar el ADN cromosomico.
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Estos elementos se movilizan de una célula a otra a través de plasmidos y fagos. Los MGE pueden
ser adquiridos, ya sea por el proceso: 1) transformaciéon con ADN libre, 2) transduccién con fagos
o 3) la captacién de plasmidos o fragmentos cromosdmicos por conjugacion. Estos procesos han
permitido el desarrollo de nuevas variantes de patdgenos (patotipos). Se sabe que
aproximadamente el 40% del genoma de E. coli fue adquirido por TGH (Geurtsen et al. 2022; Riley
2020; Rodriguez-Beltran et al. 2020).

1.3.2.1 Islas de patogenicidad (PAIs)

Las Islas de patogenicidad (PAls) son un grupo de elementos genéticos grandes (>10 kb
— 200 kb) que codifican uno o mas factores de virulencia que se encuentran ausentes en genomas
del tipo comensal de la misma especie o de especies estrechamente relacionadas. A diferencia de
los bacteriofagos, plasmidos, secuencias de insercién, las PAls no son replicativos y carecen de la
capacidad de automovilizarse. Frecuentemente estan asociadas a genes que codifican ARNY,
tienen un contenido de G+C diferente del genoma bacteriano. Las cepas UPEC suelen albergar
dos 0 mas PAIl. Cuanto mayor sea el nimero de PAI que tiene una cepa UPEC, mas probable sera
su persistencia. La cepa prototipo UPEC CFT073 presenta 10 islas gendmicas (Tabla 7). El genoma
de CFT073 es particularmente rico en genes que codifican adhesinas fimbriales,
autotransportadores y sistemas de adquisicion de hierro. La primera descripcién de PAls en UPEC
se reportd en la cepa 536 a finales de los 80s, y posteriormente se analizaron diferentes PAls de

las cepas J96 y CFT073 (Desvaux et al. 2020; Lloyd et al. 2007; Xicohtencatl-Cortes et al. 2019).
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Tabla 7. Islas gendmicas identificadas en la cepa prototipo CFT073 (Tomada de Desvaux et al. 2020).

Nombre PAI t Proteinas que codifica

01 PAI-CFTO73-aspV (llicrro73) aspV 100 47 Pic, Hma, TosA, Fbp

02 PAI-CFT073-serX serX 113 49 Pilus -S, Salmoquelina, Ag43

03 PAI-CFT073-icd icd 54 50 Sistema Sit

04 PAI-CFTO73-serU serU 22 38 TepC

05 PAI-CFT073-asnT (HPI) asnT 32 57 Yersiniabactina

06  PAI-CFT073-asnW asnW 54 53 Colibactina

07  PAI-CFT073-cobU cobU 43 49 Hma, Fbp

08  PAI-CFT073-argW argW 17 44 IpuA, IpuB, DsdA

09 PAI-CFT073-pheV (Icrro73) pheV 123 47 a-hemolisina, Pilus P, lha, Sat
Aerobactina, Ag43, Capsula K2

10  PAI-CFT073-pheU (llcrro73) pheU 52 48 Pilus P, IreA

Pic: serina proteasa autotransportador; Hma: receptor del grupo hemo/hemoglobina; TosA: proteina TosA; Fbp: adquisicion de hierro;
Ag43: antigeno 43; Sistema Sit: transportador de Fe y Mn; TcpC: dominio TLR que contiene la proteina C; IpuA/IpuB: recombinasa;
DsdA: regulador transcripcional; lha: adhesina homdloga a IrgA; Sat: toxina autotransportadora secretada; IreA: gen de virulencia
regulado por el hierro.

1.3.2.2 Plasmidos

Los plasmidos son elementos genéticos que se replican independientemente del
cromosoma y que son capaces de transferir informacion genética horizontalmente entre bacterias
en un proceso conocido como conjugacion. De este modo los plasmidos permiten a las bacterias
acceder a nuevos caracteres adaptativos. El ejemplo mas ilustrativo, es el papel clave que han
jugado los plasmidos en la diseminacion de mecanismos de resistencia a antibidticos. En
particular, el plasmido pUTI89 de aproximadamente 114 kb que muestra la caracteristica de un
plasmido F, ya que contiene el operon de los genes tra para la transferencia conjugativa y genes
asociados con la replicacion. Dicho plasmido se ha reportado con alta prevalencia en aislados
clinicos de UPEC y se reconoce que participa en etapas tempranas de la infeccion del tracto
urinario y en la replicacion bacteriana intracelular del uropatégeno (Cusumano et al. 2010; Millan
et al. 2017; Ramirez-Santoyo et al. 2020).

Los plasmidos se pueden clasificar con base en su maquinaria proteica asociada con la
transferencia de ADN, incluidA la relaxasa, la proteina de acoplamiento tipo IV (T4CP) y los
sistemas de secrecidn tipo IV (T4SSs) en tres categorias: 1) conjugativos, 2) movilizables (MOB) y
3) no movilizables. Los plasmidos conjugativos codifican todas las funciones de transferencia; un

oriT (origen de transferencia), una relaxasa, una proteina de acoplamiento T4CP y un sistema de



secrecion tipo 4 (T4SS). Mientras que los plasmidos movilizables cuentan con un oriT, una relaxasa
y proteinas accesorias a menudo presentes en transposones y/o integrones, donde T4CP puede
0 no estar presente por lo que este tipo de plasmidos requiere de un plasmido conjugativo para

ser movilizado (Che et al. 2021; Millan et al. 2017; Smillie et al. 2010).

1.3.2.3 Integrones/Casete de resistencia

Los integrones son MGE que capturan y reorganizan genes exdégenos mediante una
recombinacién especifica del sitio, para luego expresar estos genes a partir de un promotor. Estos
determinantes genéticos cuentan con tres componentes principales: 1) una integrasa (int/), 2) un
sitio especifico de recombinacion (attl) reconocido por la integrasa y dentro del cual se inserta el
casete y 3) un promotor (Pc) que dirige la transcripcion de los genes codificados en el casete. Los
casetes de genes circulares son segmentos de ADN que contienen un sitio de recombinacién
(attC) que puede integrarse al att/ por efecto de la integrasa. Este proceso también puede ser
reversible y conducir a la eliminacion del casete génico (Akrami et al., 2019; Ghaly et al. 2020).

La mayoria de los integrones se encuentran en los cromosomas bacterianos. Los tipos
mas comunes son los de clase | (derivados de Tn402 y los mas prevalentes entre los aislados
clinicos), seguidos de los de clase Il y lll. Los integrones de clase | son los mas prevalentes en E.
coli en cepas de pacientes con ITU, mayormente distribuidos en los filogrupos B2 y D. Estos
integrones clase | estan asociados con plasmidos y transposones, albergando varios casetes de
genes de resistencia como dfr (dihidroflavonol-4-reductasa), B-lactamasa de amplio espectro,
qacEAT1 (desinfectante compuesto de amonio cuaternario), sull (sulfonamida) y enzimas
modificadoras de aminoglucosidos (AME). Los integrones de clase Il se encuentra en la familia de
transposones Tn7 (Akrami et al. 2019; Gonzalez-Villalobos et al. 2022; Ghaly et al. 2021; Poey et
al. 2014; Ramirez-Castillo et al. 2018).

1.3.2.4 Secuencias de insercion (IS)

Las secuencias de insercién (IS) son elementos genéticos moviles bacterianos,
responsables de la movilizacion de muchos genes, incluidos los genes de resistencia a los
antibidticos. Estas secuencias se descubrieron por primera vez a finales de la década de 1960 a
través de su capacidad para generar mutaciones que pueden ser perjudiciales, neutras o

beneficiosas. Estos elementos son pequefios (~0,7 a ~2,5 kb) que cuentan con una transposasa
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(Tnp) y sitios de repeticiones invertidas (IR), donde se llevan a cabo procesos de recombinacion
homologa, es decir, que pueden participar como mediadores para incorporar MGE de mayor
tamafo dentro del cromosoma. Dentro de la cepa UPEC CFT073 se han encontrado IS como
ISEc10 e 1S200c. La presencia/insercién de ISEc10 en el promotor o en las regiones del gen ampC
cromosOmico causa una alta expresion del gen; ademas, de ser responsable de la resistencia a las
cefalosporinas. Mientras que 1S200c es portador de la transposasa TnpA, que contribuye a la
movilidad de las IS. Otro tipo de IS se han reportado en aislados UPEC como son 1S903, 1526,
ISEcp1 y una alta prevalencia de genes CTX-M de los grupos 1, 2, 8, 9 y 25. Particularmente 1S26
se ha asociado con el reclutamiento y propagacion de genes de resistencia a antibidticos y con
integrones de clase 1. La ISEcpT esta implicada en la movilizacion, propagacion y expresion de
genes CTX-M pertenecientes a los grupos 1, 2, 9y 25 (Consuegra et al. 2021; Harmer and Hall
2020; Jayanthi et al. 2021; Sun et al. 2020; Varani et al. 2021).

1.3.3 Infecciones del tracto urinario (ITU)

Las infecciones del tracto urinario (ITU) siguen siendo una de las principales causas de
mortalidad que afectan a la humanidad desde su primera descripcién en papiros del antiguo
Egipto en 1550 a.C. (Jhang and Kuo 2017). Una ITU ocurre cuando el patégeno logra ingresar al
sistema del tracto urinario y alcanzar >105 bacterias/mL en orina. Se sabe que entre el 80-85% de
las infecciones son causadas, principalmente, por bacterias Gram-negativas, provenientes del tubo
digestivo (Brons et al. 2020; Flores-Mireles et al. 2015). Se estima que afecta a 150 millones de
personas anualmente a nivel mundial. En México, en el afio 2020 se reporta que las ITU figuran
como la segunda causa de morbilidad después de las infecciones intestinales. De acuerdo al
reporte anual del Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica (SINAVE), para el afio 2021 a
nivel nacional, se reportaron un total de 2,886,014 casos, afectando principalmente a la poblacion

femenina (2,252,053 casos), seguido de la poblacion masculina (633,961 casos) (Figura 4).
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Infecciones urinarias, México 2003-2021

& @
o i =
o i 9 =}
) a8 ] o = o ]
=1 = = b= = m =
= = " = <, o b il )
o~ ™~ o o 0 i =t b
LY =] = . - f Ei L=
@ 3 5 (=1 < = =
w - — o =
g = = l“a 5 o
- Y = =
b = o @ @ a [ (e o = ) &
- =1 Il ] = = o o o e @ — - = a4
15 :& 53 = wn = 2 Il 2 E? 2 o [ 25 S 5 -
* = v o ~ a - — £ o o 3 m o =)
< = @ 2,
m M 5 =2 = ~ s m§ B2 I I F WG = 9
L] i M on S ™ 3 : 5 e Y =2
r~ W = o G (1] b g >
w 2 o - o o ]
Q o « ey o
Q ™M J =1 = ~
m o @ @ Ly = ~ )
g (=1 — =] n =] o~ o .
5 o ] o = th 3 in
= = o g A o =< ~ =]
= 5] —~ — I o~ r~ [
o o i M e ~ L
= 2m =3 o e = N
o o

oM
2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021

Figura 4. Gréfico histérico de ITU en México, 2003-2021. Color gris: casos totales; Rosa: Casos de mujeres; Azul: casos en varones
(Elaboracién propia).

En el Estado de Puebla, para el afio 2021 se reportaron un total de 130,506 casos, de los
cuales 104,510 fueron asociados a casos en mujeres y tan solo 25,996 a varones (Figura 5A). Los
grupos de edad mas afectados por este tipo de infecciones en varones es el grupo de 25-44 afos;
presentandose 9,295 casos en 2015; 8,622 casos en 2016; 11,117 casos para 2019; 7,359 casos en
2020; seguido por el grupo de 65 afios y mas con: 7,134 casos en 2015; 7,210 casos para 2016;
7,313 casos en 2019; 4,747 casos en 2020 (Figura 5B). Andreu 2005 reportan que los factores de
riesgos asociados a una ITU son primordialmente la edad, los habitos sexuales, las condiciones
fisiologicas, asi como las condiciones anatémicas del tracto urinario (Andreu 2005). Los datos
registrados de ITU en el 2020 son subestimados, debido a que en este periodo muchos de los

pacientes, dejaron de asistir con regularidad a consulta, dada la contingencia por COVID-19.



Infecciones urinarias, Estado de Puebla 2003-2021
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Figura 5. A) Gréfico histérico de ITU reportadas en Puebla, 2003-2021. B) ITU en varones por grupo de edad en el Estado de Puebla,
2015-2016/2019-2020.

Epidemiologicamente, las mujeres tienen una incidencia significativamente mayor de
infeccién del tracto urinario que los varones, por el contrario, la ITU masculina es mas persistente.
Se desconocen los mecanismos subyacentes a estas diferencias basadas en el sexo, en parte
debido a la falta de modelos experimentales. Zychlinsky Scharff y cols, 2019 optimizaron un
modelo para infectar transuretralmente a ratones macho y comparar directamente la ITU en
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ambos sexos. Los ratones hembra tuvieron respuestas innatas mas solidas; mayor expresién de
IL-17, un aumento de las células T y& y células linfoides innatas del grupo 3 en la vejiga después
de la infeccién. Su hallazgo respalda el concepto de que las respuestas a la ITU basadas en el sexo
contribuyen al deterioro de la inmunidad innata en los varones y proporciona una justificacion
para la orientacion inmunitaria no basada en antibioticos para mejorar la respuesta a la ITU

(Zychlinsky Scharff et al. 2019).

1.3.3.1 Clasificacion de las ITU

Clinicamente, las ITU se dividen en complicadas y no complicadas. Las ITU complicadas
son aquellas que se presentan en el tracto urinario con alteraciones anatomicas o funcionales
como la incontinencia y en el patron miccional. En los varones, la mayoria de las ITU se producen
en nifos o pacientes de edad avanzada, y se les consideran complicadas, debido a anomalias
anatdomicas; hiperplasia prostatica benigna (HBP), malformaciones congénitas del tracto
urogenital, asi como la intervencion de dispositivos médicos (catéter) y condiciones
imunosupresoras como cancer y diabetes millitus (Asadi et al. 2019; Mann et al. 2017; Spaulding
et al. 2018).

Las ITU no complicadas, se encuentran en pacientes que tienen un sistema de tracto
urinario sano, sin una historia reciente de dispositivos médicos. Las raras infecciones urinarias que
se producen en varones de 15 a 50 afios suelen ser varones que tienen relaciones sexuales sin
proteccién (principalmente sexo anal), aquellos que no estan circuncidados o asociados con el
consumo de alcohol y drogas. Una encuesta a gran escala se reporta que el 38% de los hombres
de entre 20 y 39 aflos y el 33% de las mujeres de entre 18 y 44 afios habian tenido relaciones
sexuales anales heterosexuales en su vida. Sin embargo, en los Ultimos afios se viene produciendo
una serie de cambios en el comportamiento sexual de los hombres que tienen sexo con hombres.
Por ejemplo, se informa de una tendencia creciente de sexo anal no protegido en el sentido que
los jévenes no perciben actualmente riesgo de muerte en el VIH produciendo un importante
incremento de las practicas sexuales de riesgo, la prevalencia del VIH y de otras infecciones de
transmision sexual (ITS). Se hace evidente la ausencia y la necesidad de educacién sexual no
heteronormativa en la enseflanza secundaria (Asadi et al. 2019; Gomez-Bueno et al. 2022; Kimberly

et al. 2010; Mann et al. 2017).
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Segun su ubicacion anatomica las ITU se clasifican en inferiores que incluyen cistitis,
uretritis y prostatitis, y superiores que incluyen la pielonefritis. En las mujeres de entre 20 y 50
anos, la mayoria de las ITU se presentan como cistitis o pielonefritis. En los varones, de la misma

edad, se presentan como uretritis o prostatitis (Ambite et al. 2021; Asadi et al. 2019).

1.3.3.2 Etiologia

Las ITU son causadas por bacterias Gram positivas y Gram negativas, asi como algunas
especies de hongos. Sin embargo, UPEC es el principal agente causal en la mayoria de las ITU
complicadas (65%), como las no complicadas (75-90%). Asimismo UPEC se le asocia entre un 70-
80% con las infecciones urinarias adquiridas en la comunidad y en menor proporcién (50%) a

infecciones intrahospitalarias (Flores-Mireles et al. 2015; Kot 2019).

1.3.4 Tratamiento de ITU y resistencia antibiética

El objetivo del tratamiento frente a una ITU es desaparecer la sintomatologia y eliminar
al uropatégeno. Actualmente los antibioticos (ATB) recomendados para infecciones en vias bajas
(cistitis) no complicadas son nitrofurantoina, fosfomicina, trimetoprima-sulfametoxazol (TXS) y
amoxacilina/acido clavuldnico como terapia de primera eleccion, prevaleciendo el uso de
nitrofurantoina sobre las fluoroquinolonas (FQ) en el tratamiento empirico debido a las bajas tasas
de resistencia en E. coli.

Comunmente el tratamiento para las infecciones del tracto superior (pielonefritis) son las
FQ, cefalosporinas de espectro extendido y las combinaciones de B-lactdmicos/inhibidores de
betalactamasas. El uso de FQ se encuentra entre los farmacos selectivos para el tratamiento tanto
de ITU complicadas como no complicadas, para los cuales se reporta una resistencia significativa.
El uso generalizado y excesivo de ATB, asi como la mala prescripcion y sobre todo la
automedicacion en este tipo de padecimiento provoca no solo la gravedad y cronicidad de la
infeccion sino también el riesgo de seleccionar resistencia antibidtica. En paises en desarrollo,
como es el caso de México, existe una alta resistencia a estos ATB que oscila entre un 48 — 85 %,

excepto para nitrofurantoina y fosfomicina (Figura 6) (Kot 2019; Levison and Kaye 2013).

20



o Nitrofurantoina <1.5% - 13.3%
BRI  Fosfomicina <1.5%

PRSI Amoxacilina-éc. Clavuldnico
SRR Paises desarrollados 3.1% - 40%
[y (i) | Paises en desarrollo  48% - 83%

Ciprofloxacino
Paises desarrollados 5.1% - 39.8%
Paises en desarrollo 55.5% - 85.5%

- - Trimetroprim-sulfametoxazol
(HEEI L GE NN Paises desarrollados  4.6% - 37.1%
Paises en desarrollo  54% - 82%

Figura 6. Resistencia de antibiéticos de UPEC en el tratamiento de las ITU (Modificado Kot et al. 2019).

El uso indebido de antibidticos durante el tratamiento ha provocado la seleccion de
cepas con la capacidad de adquirir resistencia a través de diversos mecanismos; bombas de
expulsién, inactivacion del antibiotico, alteracion o proteccion del sitio diana del antibiotico. Los
elementos genéticos moviles; transposones, integrones y plasmidos conjugativos, son los
principales impulsores de la propagacion de genes de resistencia en UPEC. En la Tabla 8, se

presentan los principales genes de resistencia a antibioticos reportados en cepas UPEC.

Tabla 8. Genes de resistencia reportados en cepas UPEC (Tomado de Rozwadowski et al. 2020).
Gen de

Agente antimicrobiano . . Mecanismo de resistencia
resistencia

blarem
blaoxa
blacrx-m
blaswv
B-lactamicos blaves Hidrodlisis del antibiotico
blaper
blakec
blavim
ampC

Adenililtransferasa, modificacion
del antibidtico
armA Metilasa,

Aminoglucésidos rmtB Modificacion del sitio diana

aac(3)-lla
aacA2
aacA4
qnrA
gnrB
qgnrC
qnrD
gnrS
mfpA
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aadA

Acetiltransferasa,
Modificacién del antibidtico

Quinolonas Modificacién del sitio diana




qepA Bomba de eflujo

0gxAB
Tetraciclinas tet(#) Bomba de eflujo
tet(B)
dfrA1
Sulfonamidas sull Modificacion del sitio diana
sul2
ere(2) Hidrolisis del antibidtico
acrB
Macrolidos acrA Bomba de eflujo
macB
Fosfotransferasa,
mph(4) Modificacion del antibidtico
Vancomicina vanA Modificacion del sitio diana
- Fosfatidiletanolamina transferasa,
Colistina mcr-1

modificacion del sitio diana

1.3.4.1 B-lactdmicos

Los B-lactamicos son un grupo de antibioticos que incluyen penicilinas, cefalosporinas,
carbapenems y monobactamicos. Estos antibioticos inhiben eficazmente la actividad catalitica de
las transpeptidasas bacterianas, también conocidas como proteinas de union a penicilina (PBP).
Ademas, estas enzimas se encuentran involucradas en los péptidos de entrecruzamiento para la
formacion del peptidoglicano, componente principal de la pared celular. La evidencia muestra
que las transpeptidasas o PBP en presencia de los [B-lactamicos inducen enlaces entrecruzados
débiles de peptidoglicano, lo que hace que el crecimiento bacteriano sea muy susceptible a la
lisis y muerte celular. Sin embargo, los bacilos Gram negativos, como E. coli, son capaces de
producir B-lactamasas de espectro extendido (BLEE), enzimas que destruyen los B-lactamicos,
inactivandolos y haciéndolos ineficaces. La combinacién de un B-lactamico con un inhibidor de
B-lactamasa puede restablecer esa eficacia. Estas enzimas pueden codificarse tanto en
cromosoma, como en plasmidos. Aquellas que estan codificadas en plasmidos pueden localizarse
junto a genes de resistencia hacia otras familias de antibiéticos como los aminoglucosidos,

(fluoro)quinolonas y sulfonamidas (Moreira-Lima et al. 2020).

Las BLEE representan el grupo mas diverso de las B-lactamasas de clase A e incluyen tres
tipos principales: TEM, SHV y CTX-M. Esta ultima, confiere resistencia predominantemente a
cefotaxima. Hasta la fecha, se han identificado y descrito mas de 172 tipos de CTX-M agrupados
en cinco clusteres con base en su secuencia de aminoacidos: CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-
M-9 y CTX-M-25. En lo que respecta a una patologia, las CTX-M se encuentran fuertemente
asociados a ITU (Ramadan et al. 2019; Rozwadowski et al. 2022).
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1.3.4.2 Aminoglucésidos

Los aminoglucoésidos son antibidticos bactericidas de amplio espectro que inhiben la
sintesis de proteinas bacterianas al unirse a la subunidad ribosémica 30S. Ademas de ser utilizados
para el tratamiento de infecciones bacterianas graves. A menudo estos son utilizados
sinérgicamente con antibiéticos que tienen como blanco la pared celular bacteriana. Los
aminoglucosidos se excretan casi en su totalidad a través de los riflones por filtracion glomerular.
De acuerdo con Fleece y cols, 2018 existen tres mecanismos de resistencia a los aminoglucésidos:
1) captacion reducida y aumento de eflujo por la expresion de bombas de expulsién AcrD, 2)
alteracién del ARN diana, metilacién del sitio de unién del antibiético rmtB y 3) modificacion
enzimatica del aminoglucosido. Este mecanismo es el tipo mas comun de resistencia a los
aminoglucoésidos. Los genes asociados a este mecanismo se clasifican en tres clases: 1)
acetiltransferasas aac(1), aac(2), aac(3) y aac(6), 2) nucleotidiltransferasas ant(2), ant(3), ant(4),
ant(6) y ant(9), y 3) fosfotransferasas aph(2), aph(3), aph(4), aph(6), aph(7) y aph(9) (Fleece et al.
2018; Rozwadowski et al. 2022).

1.3.4.3 Quinolonas

Las quinolonas inhiben la actividad de las enzimas ADN girasa y topoisomerasa
bacterianas, importantes para el proceso de replicacion. La resistencia cromosomica produce una
disminucion de la permeabilidad de la membrana externa relacionada con la pérdida de porinas,
mientras que la sobreexpresion de las bombas de expulsion genera mutaciones en los objetivos
moleculares: ADN girasa y la topoisomerasa IV. Estas mutaciones se encuentran en la region
determinante de resistencia a las quinolonas (QRDR) en los genes gyrA (Ser83Leu, Asp87Asn),
gyrB (Asp426Ans, Lys447Glu), parC (Ser80Arg, Ser80lle, Glu84Gly, Glu84Lys, Glu84Val) y parE
(Ile444-Phe, Serd58Thr, lle529Leu) encontrados principalmente en cepas UPEC; que codifican las
subunidades de ADN girasa y topoisomerasa IV. A pesar de que el determinante qnr es el primer
gen reconocido de resistencia a quinolonas mediado por plasmidos, se han contabilizado cinco
nuevos linajes de genes qnr: gnrA, qnrB, qnrC, gnrD y gnrS. El segundo tipo de gen resistente a
quinolonas posicionado en plasmido es una variante cr de aac(6)-Ib, es decir, aac(6)-Ib-cr, que
codifica aminoglucosido acetil transferasa. El tercer mecanismo de resistencia involucra al gen

gepA, una bomba de eflujo mediada por plasmido junto con su derivado de E. coli gepA2, capaz
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de expulsar fluoroquinolonas como ciprofloxacina (Dehbanipour et al. 2019; Fleece et al. 2018;

Rozwadowski et al. 2022; Sultan et al. 2018).

1.3.4.4 Inhibidores de la via del folato (sulfonamidas y diaminopirimidinas)

Las sulfonamidas son farmacos empleados en el &mbito humano y veterinario desde los
afos 30°s y su uso descontrolado ha llevado a la seleccion de resistencia, principalmente hacia
sulfametoxazol. Posteriormente se comenzé a introducir en conjunto con las diaminopirimidinas,
grupo al que pertenece el trimetoprim. Las sulfonamidas actdan inhibiendo la sintesis de la
dihidropteroato sintasa (Dhps), una enzima clave en la ruta del acido folico y el trimetoprim actta
inhibiendo la enzima dihidrofolato reductasa (Dhfr), otra enzima importante en la sintesis de acido
félico. La resistencia adquirida a las sulfonamidas se identificd en la década de 1960, y los genes
sully sul2 mediados por plasmidos se describieron después de la década de los 80's. Ademas, se
ha reconocido un tercer gen sul3 mediado por plasmido. El trimetoprim-sulfametoxazol (TXS) se
ha utilizado en el tratamiento de infecciones del tracto urinario, gastrointestinal y respiratorio y,
a menudo es la primera opcién en pacientes ambulatorios con ITU no complicadas. Sin embargo,
la resistencia codificada por plasmidos ha provocado un aumento en los Ultimos afios a nivel
mundial, principalmente en los paises en desarrollo donde sigue utilizdndose como un
tratamiento empirico y muchas veces sin un buen control, propiciando ambientes de presion
selectiva que contribuyen al incremento constante de estas tasas de resistencia. La resistencia de
UPEC en paises en desarrollo, la resistencia de UPEC oscila entre el 54% y el 85% (Kot, 2019;
Rozwadowski et al. 2022; Sultan et al. 2018).

1.3.4.5 Tetraciclinas

Las tetraciclinas son antibidticos de amplio espectro, donde su uso generalizado tanto
en animales como en humanos, ha llevado a este antibidtico a un aumento de la resistencia. La
resistencia a la tetraciclina ocurre con mayor frecuencia como resultado de la adquisicion de
nuevos genes que codifican bombas de expulsion del tipo ABC (n= 29 genes), una proteina que
protege los ribosomas bacterianos de la accidn de las tetraciclinas (n = 12 genes) o inactivacién
enzimatica (n= 3 genes) (Tabla 9). Muchos de estos genes estan asociados con plasmidos
moviles, transposones y transposones conjugativos. A menudo, estos elementos codifican su

propia transferencia, lo que puede influir en su distribucion entre cepas UPEC. Las mutaciones
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derivadas de laboratorio en el gen tet(A) y tet(B) han llevado a la resistencia a la glicilciclina, lo
gue sugiere que la resistencia bacteriana debida a mutaciones en las bombas de eflujo de
tetraciclina puede desarrollarse con el tiempo y con el uso clinico de la glicilciclina. Las
mutaciones, que alteran la permeabilidad de las porinas de la membrana externa y/o los
lipopolisacaridos en la membrana externa, también pueden afectar la resistencia del huésped

bacteriano a la tetraciclina (Roberts et al. 2017; Rozwadowski et al. 2022).

Tabla 9. Mecanismo de resistencia a tetraciclina, para los genes tet y otr (Tomada de Roberts et al. 2017).

Bombas de flujo Proteccion ribosomal Inactivacién enzimatica®
tet(A), tet(B), tet(C), tet(D), tet(E) tet(M), tet(O), tet(S), tet(W),  tet(X)
tet(32)
tet(G), tet(H), tet(J), tet(V), tet(Y) tet(Q), tet(T), tet(36) tet(34)
tet(2), tet(30), tet(31), tet(33) otr(A), tetB(P)", tet tet(37)
tet(35)¢ tet(44)

tet(39), tet(41)

tet(K), tet(L), tet(38), tet(45)

tetA(P), tet(40)

otr(B), otr(C)

ter3

tet(42)

tet(43)

tetAB(46)¢
a tetB(P) no se encuentra solo y tetA(P) y tetB(P) se cuentan como un solo operon.
b tet(X) y tet(37) no estan relacionados, pero ambos son oxidorreductasas que requieren NADP: tet(34) es similar a los genes de la
xantina-guanina fosforibosil transferasa de V. cholerae.

c tet no esta relacionado con otros genes de eflujo.
d Representa dos genes diferentes que son necesarios para la resistencia.

1.3.4.6 Cloranfenicol

El cloranfenicol es un antibidtico de amplio espectro que se habia abandonado
parcialmente en los paises desarrollados porque su administracion sistémica se asocia con anemia
aplasica. El cloranfenicol y su derivado fluorado florfenicol representan inhibidores de la
biosintesis de proteinas bacterianas, uniéndose a la subunidad 50S de los ribosomas bacterianos,
inhibiendo la formacion de enlaces peptidicos. Como consecuencia del uso de este farmaco en
medicina humana y veterinaria, patdgenos bacterianos de diversas especies y géneros han
desarrollado y/o adquirido resistencia. Pueden ocurrir varios mecanismos responsables de la
resistencia al cloranfenicol como la inactivacion enzimatica a través de la acetilacién mediada por
cloranfenicol acetiltransferasas (CAT) o la inactivacién por fosfotransferasas, la mutacién del sitio

objetivo, las barreras de permeabilidad y las bombas de eflujo AcrAB-TolC en E. coli. El gen catAT



(catl) transmitido por Tn9 se ha reportado en multiples géneros de bacterias Gram negativas.
Ademas de las ubicaciones cromosdmicas, el gen catAT a menudo se detecta en plasmidos

grandes que portan genes de resistencia adicionales (Drago et al. 2019; Roberts et al. 2017).



2
Antecedentes

2.1 Antecedentes generales

2.1.1 Antecedentes internacionales

El grupo estadounidense de Krieger y cols en 2016 determiné FV asociados a la
prostatitis bacteriana aguda en 18 aislados UPEC de pacientes varones sanos de 17 a 40 afios con
este padecimiento. El 72% (13/18) pertenecieron al filogrupo B2 y el 27% (5/18) al D. Las
secuencias tipo mas prevalentes fueron ST127 (28%), ST80, ST95 y ST394 (11%, respectivamente),
este Ultimo asociado a cepas EAEC. Los FV mas prevalentes fueron la adhesina pili tipo 1 fimH
100%, yersiniabactina fyuA (94%), antigeno K kpsMT Il (83%), pilus tipo P pap, PAI malX (78%,
respectivamente), colibactina clb, hemolisina hlyA, supervivencia al suero traT (72%,
respectivamente) y fimbrias S y F1C sfa/focDE, factor necrotizante citotoxico cnf-1, salmoquelina
iroN (61%, respectivamente). Estos hallazgos indican que el trasfondo filogenético y el contenido
genético asociado a la virulencia de estos aislados coinciden con los reportados para UPEC
(Krieger et al. 2016).

Lara y cols en 2017 (Brasil) reportan que debido a la capacidad de E. coli para expresar
distintos fenotipos en respuesta a las condiciones ambientales, han aparecido esporadicamente
cepas hibridas de E. coli enteroagregativa/uropatégena (EAEC/UPEC) ocasionando brotes de
infecciones extrainstestinales. En este estudio se evaluaron 258 cepas de E. coli de 79 casos de
ITU, donde el 70% de estas cepas presentaron genes asociados a la captacion del hierro (chuA,
85%) y receptores del sideréforo Yersiniabactina (fyuA, 78%) propios de UPEC y genes
caracteristicos de EAEC tales como aatA y aggR, los cuales se reportaron en un 3.4% (9/258) de
estas cepas hibridas. En conclusion existen cepas de E. coli de filogrupos A y D que combinan
genes de EAEC (aatA y aggR) con genes de UPEC (chuA, fyuA y pap) lo que promueve la
emergencia de cepas hibridas EAEC/UPEC (Lara et al. 2017).

En el estudio llevado a cabo en Espafia por Smithson y cols en 2019 incluyeron un total
de n= 552 varones diagnosticados con ITU febril (FUTI), donde el 60% eran pacientes mayores

(>65 afos) y el 40% restante, pacientes no mayores (<65 afos). Los pacientes mayores
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presentaron una mayor frecuencia (p<0.001) de demencia, diabetes mellitus, insuficiencia renal
crénica y tenian menos sintomas del tracto urinario inferior. De entre los 8 antibidticos probados,
se reporta una alta tasa de resistencia antibiética en cepas UPEC para ambos grupos a Amoxicilina
69% y Fluoroquinolonas 39%. Cabe mencionar que dada la afectacion prostatica en varones con
ITU es comun que las Fluoroquinolonas sean consideradas la primera opcién terapéutica debido
a su alto grado de penetracién prostatica. Ademas, de que las cepas de E. coli son el patdogeno
predominante (71%) en pacientes mayores y no mayores, seguido de K. pneumonia 10% y P.
aeruginosa 5%, por lo que E. coli sigue siendo el uropatdégeno causal mas comun de ITU (Smithson
et al. 2019).

Baldiris-Avila y cols, 2020 en Colombia trabajan con 190 aislamientos urinarios de
pacientes adultos no hospitalizados cursando ITU. Los grupos filogenéticos mas predominantes
son B2 (48%), sequido de los grupos D (24%) y A (11%). La prevalencia de los factores de virulencia
es la siguiente: yersiniabactina fyuA (81%), adhesina pili tipo 1 fimH (97%), aerobactina iutA (75%),
proteina de membrana externa ompT (67%), antigeno K kpsMTII (67%), supervivencia sérica traT
(59%), subunidades pilus tipo P papAH (26%) y proteina especifica uropatdgena usp (3%). El gen
usp solo se evidencia en el filogrupo D y F. Los aislados UPEC mostraron un patrén de virulencia
similar asociado a cinco genes de virulencia: fyuA, fimH, kpsMTII, iutA y ompT. Teniendo en cuenta
que los genes de virulencia fyuA, fimH e iutA se presentaron en mas del 70% de las cepas
analizadas, se sugieren como genes predictores moleculares de cepas UPEC (Baldiris-Avila et al.
2020).

Brons y cols, 2020 en Alemania proponen un método de PCR para la identificacion
rapida de cepas UPEC basado en tres marcadores genéticos; c3509, c3686, chuA 'y para corroborar
que los aislados pertenecen a la especie de E. coli, se incluye el marcador molecular uidA. Este
método se valida en 128 cepas clinicas de mujeres con ITU de entre 18 — 89 afios. EL filogrupo
mas predominante es el B2 (48%), seguido del grupo A (22%) y D (12%). Todos los aislados
pertenecientes a los filogrupos B1 (10%) y B2 (48%) poseen el gen ¢3509. El gen c3686 se presenta
en la mayoria de los grupos filogenéticos. chuA se presenta en A, B2 y F. La presencia de cualquiera
de los tres genes marcadores en una muestra dada se toma como criterio para la identificacion

de UPEC. De esta manera, el 95% (121/128) de los aislados se reportan como UPEC y el 5% restante
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no muestra amplicones para ninguno de los tres genes y ademas pertenecen al filogrupo A

(asociado principalmente a cepas comensales) (Brons et al. 2020).

2.1.2 Antecedentes nacionales

El grupo de Miranda-Estrada y cols en 2016 analizan 107 aislados de E. coli en dos
localidades de México; zona centro y suroeste del pais (=50 y n=57, respectivamente). De los
siete grupos filogenéticos determinados; A, B1, B2, C, D, E, F y clado1, los grupos mas
predominantes en ambas localidades son B2 (42%), sequido de A (26%) y B1 (12%). Ademas, de
los seis genes de virulencia determinados, en ambas localidades, los genes mas prevalentes son
la adhesina del pili tipi 1 fimH (72%), aerobactina iutA (54%), y la toxina secretada
autotransportadora sat 26%. El patron de adherencia observado es de tipo agregativo, propio del
patotipo de EAEC. Es posible que algunos aislamientos de EAEC causen ITU, por lo que seria
importante determinar caracteristicas de virulencia de patotipos diarreogénicos en cepas UPEC
(Miranda-Estrada et al. 2016).

El equipo de Paniagua-Contreras y cols en 2017 trabajan con 194 cepas de UPEC
aislados de pacientes con ITU de la Unidad Médica Familiar de Salud Publica localizada en el
Estado de México. Los genotipos mas usuales son la proteina especifica uropatdgena usp (68%),
adhesina no hemaglutinante iha (65%), antigeno K kpsMT (61%), fimbrias tipo 1 fim (58%),
yersiniabactina irp2 (48%), subunidad del pilus tipo P papC (34%), enterotoxina 1 de Shigella set
(31%), y toxina enteroagregante termoestable astA (31%). Los genes de resistencia
frecuentemente detectados son tetraciclina tet(A) (34%), sulfonamidas sul7 (31%), y B-lactamicos
TEM | y 1l (26%). Estos resultados indican la participacion colectiva de distintos factores de
virulencia y de resistencia, que sugieren su posible participacion en la patogénesis en una ITU
(Paniagua-Contreras et al. 2017).

Ramirez-Castillo y cols en 2018 (Aguascalientes, México) caracterizan 110 muestras de
E. coli, 86 aisladas de mujeres y 24 de varones con ITU, desde neonatos hasta pacientes con 91
afos. Los grupos de edad mas afectados por ITU, entre los varones, fueron aquellos de 0-1 (25%),
>71(21%), 2-10 (17%) y 61-70 (13%). De los siete grupos filogenéticos (A, B1, B2, C, D, E, Fy Clado
), el filogrupo D (24%) y A (19%) son los mas comunes. Los genes de resistencia a asociados a

quinolonas gnrA (29%), gnrB (25%), gnrS (13%), fluoroquinolonas aac(6)-lb-cr (17%) y a B-
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lactdamicos CTX-M (21%), son los mas distribuidos entre los aislados de varones. Los genes de
virulencia mas prevalentes en cepas UPEC de varones son la adhesina del pili tipo 1 fimH (83%),
subunidad del pilus tipo P papC (50%), yersiniabactina fyuA (58%) y antigeno 43 agn43 (58%),
mientras que fimbria S sfaS (8%) y el factor necrotizante citotéxico cnf-1 (4%) se reportan como
los mas bajos. El resto de lo factores de virulencia tienen la siguiente distribucion: receptor del
grupo hemo/hemoglobina chuA (46%), proteina fimbrial yfcV (42%), antigeno K kpsMTIl (38%),
toxina autotransportadora vacuolizante vat (29%) y hemolisina hlyA (17%). Solo existid6 una
diferencia significativa en la distribucion de yfcV entre los aislados de varones y mujeres (42% y

14%, respectivamente) (Ramirez-Castillo et al. 2018).

Los estudios, antes descritos, muestran la alta resistencia que han experimentado las
cepas UPEC a la mayoria de los antibioticos para el tratamiento de ITU, asi como la presencia de
genes relacionados directamente a la adhesion, captacion de hierro, dafio tisular y evasion de la
respuesta inmune en ITUs en vias altas y bajas. Es importante recordar que las condiciones,
geograficas, climaticas, el estilo de vida, el uso de antibidticos y los factores genéticos pueden
hacer que la flora comensal adquiera genes de virulencia y se convierta en potencialmente

patégena.

2.2 Antecedentes directos
En el laboratorio de Biologia Molecular de Enteropatdgenos, existen algunos estudios

relacionados con el analisis de E. coli aislados de varones adultos y adultos mayores cursando ITU.

Molina y Roche en 2011, trabajan con 247 cepas UPEC provenientes de un laboratorio
clinico particular del estado de Puebla donde el 98% de las muestras son de mujeres, de las cuales
el 47% son resistencia a ampicilina, 38% a levofloxacina y un 33% a TXS, resultando el 71% de
estas cepas MDR. El gen de virulencia presente en un 94% de los aislados es fimH, seguido de
papGll (38%), hlyA (33%), fliC (30%) y papGlll con un 22%. Por ultimo, el serotipo identificado fue
025:H4 asociado a UPEC.

En 2015 Flores trabaja con 17 cepas de Escherichia coli uropatogena aisladas de
pacientes mujeres con displasia cervical cursando con ITU. Se observa una mayor resistencia

antibidtica a ampicilina (94%), cefalotina (79%) y TXS (60%). El grupo filogenético B2 (35%)

30



resulta ser el mas predominante, sequido por el grupo A (24%), D (24%) y B1 (18%). Los
factores asociados a virulencia predominantes son fimH 94%, fimbrias ecpTy 2 (94% y 76%),
tuchD (53%) y sat (53%).

Garcia en 2017 analiza un total de 66 aislados del hospital regional del ISSSTE del Estado
de Puebla tomadas en el afno 2010. El 35% (23/66) son cepas de varones y el 62% (41/66) de
mujeres. El rango de edad de los varones va desde 1 a 89 afios. Los filogrupos mas prevalentes
en el cepario son el filogrupo A (33%) y B2 (32%). Los factores de virulencia encontrados con
mayor frecuencia son iucD (100%), fimH (91%) y vat (vatA+vatP) (92%), y ausentes papA+papGll
y papA+papGlll.

Huelgas en 2020, analiza un total de 24 aislados de varones de entre 46 y 91 afios
cursando ITU provenientes del hospital regional del ISSSTE de la Ciudad de Puebla
correspondientes al periodo 2015 — 2016. La distribucion de los filogrupos mas predominantes
son B2 (58%) y C (17%), y en menor medida los grupos A (9%), D, E, Clado | y el Clado no asignable
con el 4%, respectivamente. Los genes de virulencia asociados a este cepario son fimH (92%), iucD
(88%), tha y traT (63%, respectivamente), kpsMT Il (58%) y pap (55%), en cuanto al perfil de
resistencia se prueban 9 antibioticos de 10 familias diferentes, presentando una alta resistencia
del 100% a quinolonas, 90% a B-lactamicos, tetraciclinas con un 83%, inhibidores de la via de
folato en 80%, aminoglucosidos 50%, fenicoles 33%, polimixinas 30% y en un 20% a nitrofuranos.

Finalmente, las muestras presentaron PAI Icrrorz 63%, PAI llcrrors 67% y PAI lli96 30%.
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3
Justificacion

El principal agente etiologico asociado en un 80% a las ITU reportadas es E. coli
uropatdgena, se sabe que este tipo de enfermedades infecciosas afecta a hombres y mujeres de
diferentes grupos de edad y que, de acuerdo con los informes anuales de la Red Hospitalaria de
Vigilancia Epidemioldgica de la Secretaria de Salud de Puebla se encuentra dentro de los primeros
10 estados con el mayor nimero de casos reportados por ITU, siendo esta la segunda causa de
morbilidad en México. Ademas, el uso indiscriminado de antibioticos ha generado la aparicién de
bacterias multirresistentes, donde el panorama general es la gran resistencia hacia quinolonas, a
TXS y a penicilinas, medicamentos que muchas guias de tratamiento siguen indicando como
terapia de primera eleccién en ITU, por lo que las ITU por UPEC representan un problema de salud

publica estatal y nacional.

De acuerdo con los antecedentes revisados en el presente trabajo de investigacion, en
México la mayoria de estos estudios se centran en la poblacién femenina, siendo esta la poblacidn
mas afectada por las infecciones del tracto urinario. Sin embargo, pocos son los estudios que
muestran las caracteristicas de cepas presentes en varones cursando ITU quienes generalmente

desarrollan ITU complicadas.

Por ello, el presente trabajo de investigacion se centrara en determinar nuevos genes de
virulencia y de resistencia a antimicrobianos en cepas UPEC en varones, con el proposito de
mejorar la comprension de la patogénesis de las ITU y al mismo tiempo generar datos

relacionados con las infecciones urinarias en varones del estado de Puebla.
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4
Objetivo general

Determinar la presencia de nuevos genes y clasicos de virulencia de UPEC, genes de
resistencia antibidtica y especificos de E. coli diarreagénicas en cepas de Escherichia coli aisladas

de varones cursando con ITU, durante los afnos 2015 - 2016.

5
Objetivos especificos

1. Identificar nuevos genes de virulencia en una coleccion de 24 cepas aisladas de ITU en
varones.

2. Buscar genes de resistencia antibiética a cuatro familias.

3. ldentificar genes de DEC.

4. Buscar y seleccionar genomas completos de E. coli reportados en bases de datos de libre
acceso.

5. Determinar la presencia de los nuevos genes: ¢3509, c3689 y chuA para la identificacion
de UPEC en genomas ExPEC.

6. Llevar a cabo un analisis comparativo, in silico de genomas ExPEC, DEC y CoEC.
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-
Material y métodos

7.1 Cepas UPEC

Se analizaron un total de 24 cepas de E. coli uropatdégena de pacientes varones cursando
ITU, provenientes del Instituto de Seguridad y Servicios Sociales de los Trabajadores del Estado
(ISSSTE) de la Ciudad de Puebla, correspondientes al periodo 2015-2016. La edad promedio de
los pacientes fue de 71 afios. El cepario fue inicialmente caracterizado en el proyecto de tesis de
Daniel Huelgas Méndez. Las muestras se encuentran crioconservadas (-70 °C) en el Laboratorio
de Biologia Molecular de Enteropatdégenos (LBME) del Centro de Investigaciones en Ciencias

Microbiolégicas, del Instituto de Ciencias BUAP.

7.2 Material biolégico

En la Tabla 10, se muestran las caracteristicas generales del cepario de estudio
determinadas por Huelgas-Méndez, 2020. De igual forma, en la Tabla 11, se enlistan las cepas

utilizadas como controles en los ensayos realizados en el presente trabajo.

Tabla 10. Caracteristicas generales del cepario de estudio (Huelgas-Méndez, 2020).

CEPARIO VARONES
Coaile e 24 cepas aisladas de varones cursando ITU. ISSSTE Ciudad de Puebla,
2015 -2016
e Varones adultos y de la tercera edad;
Donadores Media: 71 afios
Rango: 46 — 91 afos
e B2 (58%)
Filogrupos o C(17%)
(Clermont et al. 2013) o A (B%)
e Cl/l,DyE (4%)
Serotipo o 025:H4 (42%)
e Adhesion
fimH (92%)
papGll (67%)
itha (63%)
e Captacion de hierro
iucD (88%)

Factores de virulencia o L.
e Dano tisular

hlyA (29%)
cnf1 (29%)
sat (50%)
vat (12%)
e Evasion respuesta inmune
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traT (63%)
kpsMT-I1 (58%)

o PAl llcrrors (67%)
PAls ° PAI |c|:'|'o73 (63%)
L] PAI |J96 (30%)
e MDR (70%)
e XDR (30%)
e Quinolonas (100%)
e B-lactamicos (90%)
e Tetraciclinas (83%)
e Inhibidores de la via del folato (80%)
e Aminoglucésidos (50%)
e Fenicoles (33%)
e Polimixinas (30%)
e Nitrofuronas (20%)
o Acidos fosfonicos (4%)
° blacrx.M (80%)
Genes de resistencia e blaoxa-1 (30%)

o blarm (4%)

o Débil (63%)
Formacion de e Moderada (30%)
biopelicula e  Fuerte (4%)

e No formadora (4%)

e Una, dosy tres bandas (16%)
Bandas plasmidicas e Cuatroy cinco bandas (4%)

e Sin bandas (40%)

Resistencia genotipica
(Kirby-Bauer)

Tabla 11. Cepas control.

CEPA GENES QUE PORTAN

DONADO

POR

e Genes virulencia
UPEC fliC, kpsMT K1, usp, focH, uidA, c3509, c3686, chuA
CFTO73 e Genes resistencia
nfsA, nfsB, gyrA, parC
e Genes resistencia
CTX-M1, gnrB, tet(A), aac(3)-l, catA, sull, sul3, dfrA1
e Genes resistencia
C7219 gnrA, tet(B) LMHyC
e Gen resistencia

LBME

A143EC

A23EC e qaac(6)-lb-cr
EHEC .
EDL933
ETEC
olos | * T LBME
EPEC
E2348/69 bipA y eae

LBME: Laboratorio de Biologia Molecular de Enteropatégenos
LMHyC: Laboratorio de Microbiologia Hospitalaria y de la Comunidad



7.3 Extraccion de ADN bacteriano
La extraccion del material genético de las cepas UPEC, se llevo a cabo mediante dos
metodologias, de acuerdo a la caracterizacion molecular de interés; para la determinaciéon de

factores de virulencia o de resistencia.

7.3.1 Extraccion de ADN gendmico por lisis alcalina

Se inocularon 80 uL de la muestra problema en un tubo de ensayo con 3 mL de LB. Se
dejo incubando en agitaciéon (200 rpm) a 37 °C, durante toda la noche (pre-cultivo).
Posteriormente se inocularon 80 pL del pre-cultivo en 5 ml de medio liquido LB, hasta obtener
una DOzsonm de 0.4 a 0.5. Se obtuvieron paquetes celulares de 500 pL en un tubo Eppendorf para
la extraccion gendmica acorde a los protocolos establecidos en el manual Molecular Cloning

(Sambrook, 2012).

7.3.2 Extraccion de ADN total por el método de caldo hervido

Para la extraccién del templado de ADN total se utilizé el método de extraccion por
hervido. A partir de un cultivo puro incubado por 24 h en caldo LB, se empaquetaron 3 ml del
cultivo en un tubo Eppendorf estéril a 13,000 rpm durante 5 min. Se decanto6 el sobrenadante
cuidAndo de no perder la pastilla; se agregaron 600 pL de agua destilada y resuspendi¢ la pastilla.
Posteriormente se coloco el tubo en bafio maria a temperatura de ebullicion durante 15 min.,
después los tubos Eppendorf se dejaron enfriar a temperatura ambiente y se centrifugaron a
13,000 rpm durante 15 min posteriormente se recuperé el sobrenadante (que contiene el ADN

total) en nuevos tubos estériles cuidAndo de no llevarse restos de la pastilla.

7.4 Determinacién de genes de virulencia

Para la deteccidn de los genes de virulencia, clasicos y nuevos, se utilizd como templado
DNA gendmico. Se llevaron a cabo 8 PCR's individuales de los genes enlistados en la Tabla 12.

Los productos fueron separados en geles de agarosa al 1%.
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Tabla 12. Genes identificados por PCR individual para los FV.

e TAMANO  CONDICIONES
GEN CODIFICA PRIMERS (5’ - 3') i AMPLIFICACION REFERENCIA ‘
95°C 5 min
94°C 30s
. . uidA-F: GCA TTC AGT CTG GAT CGC GAA A 57.7°C  30s A
uidA B-glucoronidasa | iya_R: CTT CGC TGT ACA GTT CTT TCG G 1075 72°C 1 min Kiel at al. 2018
30 ciclos
72°C 7 min
94 °C 5 min
Proteina 94C 1 min
usp espectfic uspF: GCT TTC ACC AGG AAC TCG CTG G 70 59 °C 30s et al 2016
! uspR: TTA TCT CCT GTA GTG AAT TTC ATC ATG 72°C 40
uropatogena .
30 ciclos
72 °C 10 min
94 °C 5 min
94 °C 1 min
. Flagelina fliCF: CAG AGA CAG AAC CTG CTG CGG TAC 28 65.7°C  30s Huelgas-Méndez
fliCR: TGA AGT ATA TGT TAG TGC 72°C 40 2020
30 ciclos
72 °C 10 min
95°C 3 min
95°C 30s
. KI-F: TAG CAA ACG TTC TAT TGG TGC 55 °C 30s Johnson et al.
kpsMT K1 Capsula K1 kpslI-R: CAT CCA GAC GAT AAG CAT GAG CA 153 72°C 40 2000
30 ciclos
72°C 10 min
94 °C 5 min
94 °C 1 min
Dominio de union | €3509-F: ACA ATC CGC CAC CAT CCA G 60 °C 1 min
€309 anucledtidos | €3509-R: CTC TCC ACC GGA GAG TGT T 208 72°C 1 min Brons et al. 2020
30 ciclos
72 °C 10 min
94 °C 5 min
94°C 1 min
Biosintesis €3686-F: TTG CAC CAA CAA CGT CTA CC 55 °C 1 min
c3686 capsular 3686-R: TCT GCG TCT TCT ACC ATC AC 259 72°C Imin | Dronsetal 2020
30 ciclos
72 °C 10 min
94°C 5 min
94 °C 1 min
Receptor grupo . Brons et al. 2020
un hemo?hem%glibi chuA-F: GCT ACC GCG ATA ACT GTC AT 650 55 °C 1 min i
chuA 1bc: ATG GTA CCG GAC GAA CCA AC 72°C 1.3 min
na N 2013
30 ciclos
72°C 10 min
95°C 3 min
95°C 20s
Adhesina fimbria | focH-F: GTG CCG TAA GCA AAG GTA 55 °C 30s 4
focH 1, 065 R Erick
FIC focH-R: CAG TAA TAT CAT TAC CGC CAC 72°C 30s
30 ciclos
72° 5 min

7.5 Determinacion de genes de resistencia

Para identificar las cepas portadoras de genes de resistencia a B-lactamicos, quinolonas,
aminoglucosidos, tetraciclinas y fenicoles, se utilizd como templado el DNA total. Los
oligonucleotidos utilizados fueron compartidos por el Laboratorio de Microbiologia Hospitalaria
y de la Comunidad (LMHyC), excepto nfsA y nfsB. Los genes caracterizados se muestran en la

Tabla 13.



Tabla 13. Genes de resistencia caracterizados por PCR individual.

GEN DE CONFIERE - TAMARO CONDICIONES
RESISTENCIA RESISTENCIA AL b (pb) AMPLIFICACION AT
95 °C 3 min
95 °C 30s
) ) nfsA-F: ACA CAA TAC AGT GAA AAG TTT 55°C 30s
A Diciientona nfsA-R: TTA CAC GAA TAG AGC GTT CCA TC 1 168 72°C 40 etz
30 ciclos
72°C 10 min
95 °C 3 min
95 °C 205
) ) nfsB-F: TCT GGT GGT TGA TGG TCT GG 55°C 30s
nfsB Nitrofurantoina nfsB-R: CGT CTC CTT TAT ACA ACA GC 907 72°C 30s LBME
30 ciclos
72°C 5 min
94 °C 7 min
94 °C 50
- CTX-M13U: GGT TAA AAA ATC ACT GCG YC 53°C 205
Blirezes PosEmite CTX-M13D: TTG GTG ACG ATT TTA GCC GC & 72°C 1 min EVE
35 ciclos
72°C 5 min
95 °C 5 min
95 °C 1 min
) qnrA-F: AGA GGA TTT CTC ACG CCA GG 55°C 1 min
anrA Fluoroguinolonas qnrA-R: TGC CAG GCA CAG ATC TTG AC >80 72°C 1 min LMHyC
40 ciclos
72°C 7 min
95 °C 5 min
95 °C 1 min
) qnrB-F: GGM ATH GAA ATT CGC CAC TG 56°C 1 min
G = qnrB-R: TTT GCY GYY CGC CAG TCG AA 28 72°C 1 min Hlre
35 ciclos
72 °C 7 min
94 °C 5 min
94°C 455
) ) aac(6’)-Ib-F: TTG CGA TGC TCT ATG AGT GGCTA 60 °C 45
aac(6)-lb-cr Fluoroguinolonas aac(6’)-Ib-R: CTC GAA TGC CTG GCG TGT TT 482 72°C 455 LMHyC
20 ciclos
72°C 5 min
94 °C 5 min
94 °C 30s
) . aac(3")-1I-F: ACT GTG ATG GGA TAC GCG TC 60 °C 455
] Aegicesice aac(3)-11-R: CTC CGT CAG CGT TTC AGC TA 2 72°C 2 min A C
32 ciclos
72 °C 8 min
95 °C 5 min
95 °C 30
. tetA1-F: GTA ATT CTG AGC ACT GTC GC 62°C 30s
tetiA) Tetraciclina tetA1-R: CTG CCT GGA CAA CAT TGC TT 937 72°C 455 LMHyC
23 ciclos
72° 7 min
94 °C 5 min
94 °C 30s
-, tetB-F: TTG GTT AGG GGC AAG TTT TG 52°C 30s
=18 fetecicin: tetB-R: GTA ATG GGC CAA TAA CAC CG o2 72°C 1 min Ml
35 ciclos
72° 5 min
94 °C 5 min
94°C 30
) sul1-F: TGG TGA CGG TGT TCG GCA TTC 62°C 30s
sull Sulfonamidas sul1-R: GCG AGG GTT TCC GAG AAG GTG 790 72°C 1 min LMHyC
30 ciclos
72° 8 min
94 °C 5 min
94 °C 1 min
) sul3-F: GAG CAA GAT TTT TGG AAT CG 51°C 1 min
ol SuliEErEEs sul3-R: CATCTGCAGCTAACCTAGGGCTTTGGA es 72°C 1 min s
30 ciclos
72° 5 min

39



94 °C 5 min

94 °C 1 min
. catA-F: CAC TGG ATA TAC CAC CGT TG 64 °C 30s

catAl Cloranfenicol catA-R: CAC TCA TCG CAG TAC TGT TG 630 72°C 45 tMHyC
30 ciclos
72° 10 min
94 °C 5 min
94 °C 1 min

Trimetoprim/Sulfameto dfrA1-F: GAR CAG CTM CTB TTT AAA GC 52 °C 1 min

gl xazol dfrA1-R: TTA ACC CTT TTK CCA RAT TTG B 72 °C 30s LLE
30 ciclos
72° 10 min

LBME: Laboratorio de Biologia Molecular de Enteropatégenos
LMHyC: Laboratorio de Microbiologia Hospitalaria y de la Comunidad.

7.6 Determinaciéon de cepas hibridas
Los genes enlistados en la Tabla 74, fueron determinados para la identificacion de las

cepas con genotipo hibrido.

Tabla 14. Genes DEC utilizados para la identificacion de cepas hibridas.

GEN DE L TAMANO CONDICIONES
VIRULENCIA CODIFICA PRIMERS (5’ - 3") (pb) AMPLIFICACION REFERENCIA
94 °C 5 min
LT-F: GGC GAC AGA TTA TAC CGT GC z: o((:: igz
LT-1 Toxina termolabil LT-R: CCG AAT TCT GTT ATAATATGT C 750 72 °C 1s LMHyC
30 ciclos
72° 8 min
94 °C 5 min
94 °C 1 min
Formador de bfpA-F: AAT GGT GCT TGC GCT TGC TGC 67 °C 1 min
bipA mechones bfpA-R: GCC GCT TTA TCC AAC CTG GTA 326 72 °C 40s LMHyC
30 ciclos
72° 10 min
95 °C 3 min
95 °C 20s
cae Intimina eae-F: CAG GTC GTC GTG TCT GCT AAA 924 67 °C 1 min LMHyC
eae-R: TCA GCG TGG TTG GAT CAA CCT 72 °C 30s
30 ciclos
72° 5 min
94 °C 5 min
94 °C 1 min
. . STX1-F: ATA AAT CGC CAT TCG TTG ACT AC 55°C 1 min
sexl Toxina shiga STX1-R: CAC ATA TAA ATT ATT TCG CTC 221 72°C 40 LMHyC
30 ciclos
72° 10 min

LMHyC: Laboratorio de Microbiologia Hospitalaria y de la Comunidad.
7.7 Estadistica

El analisis de los datos se llevd a cabo con Statistical Package for Social Sciences (SPSS—
IBM Corp., Nueva York, EE. UU.), version 27 para Windows. Se utilizo la prueba Chi-cuadrada de
Pearson o exacta de Fisher para evaluar la relacion entre las variables. Se considerd significativo
un valor de p<0.05. Los heat map asociados a los genes de virulencia y de resistencia se generaron
utilizando el software GraphPad Prism 8.0.1. Los dendogramas fueron elaborados con el programa

informatico PAST v4.11 con el método de Ward's.



7.8 Seccion de andlisis bioinformético

7.8.1 Analisis in silico

Debido a la actual contingencia sanitaria que cursamos por SARS-CoV-2, se optd por
adicionar al esquema de trabajo el analisis in silico, para determinar si los genes propuestos por
Brons y cols, 2020 pueden ser utilizados como marcadores moleculares de UPEC, buscando su
presencia en genomas completos de CoEC, DEC y ExPEC depositados en la base de datos del
GenBank. Adicionalmente, por gendmica comparativa proponer un posible esquema de

identificacion para UPEC.

7.8.2 Busqueda de genomas CoEC, DEC y EXPEC

Con el proposito de profundizar el estudio de Brons y cols, 2020, se realizé la busqueda
de genomas CoEC, DEC y ExPEC en la base de datos de libre acceso de la National Center
Biotechnology Information (NCBI,

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/browse/#!/prokaryotes/167/) y en la base publica

European Nucleotide Archive (ENA, https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/), utilizando la

informacion disponible en la seccién BioSample, BioProject y filtros de busqueda propios de cada

base de datos para obtener el genoma de cepas patdégenas y comensales humanas.

Como criterios de inclusién se seleccionaron genomas completos, con acceso disponible
en GenBank y SnapGene Viewer 5.2, con fecha de corte a mayo 2022 y de exclusion genomas
incompletos. La maxima seleccién se basé segun la informacion del bioproyecto y biomuestra, ya
gue en la mayoria de los genomas la informacién es limitada y es en ambas secciones donde se

describe el tipo de patotipo al que pertenecen los genomas.

7.8.3 Gendmica comparativa genomas de E. coli
Para el analisis de gendmica comparativa, se obtuvieron los genes de los genomas de E.

coli de la pagina de NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/browse/#!/prokaryotes/167/),

colocando en el buscador el IDGenBank del genoma 'y, en el apartado Replicon Info se accedio a
la seccion Protein. Adicionalmente, se determinaron los genes ortélogos de los genomas UPEC y

los controles en la pagina de eggNOG-mapper (http://eggnog-mapper.embl.de/), seleccionando

el tipo de archivo e ingresando el genoma correspondiente en formato FASTA. Posteriormente,
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los genomas fueron analizados por InteractiVenn (http://www.interactivenn.net/) y Bioinformatics

& Evolutionary Genomics (https://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/).

7.8.4 Esquema de identificacion de cepas UPEC

Para la propuesta del esquema de identificacion, los genes de los genomas obtenidos
por NCBI y ENA se recopilaron en una base de datos de Microsoft® Excel 2019 v.2210 y fueron
visualizados y analizados con el software Tableau Desktop, seleccionando aquellos genes que solo

se encontraran en genomas UPEC.

7.8.5 Herramientas bioinformaticas

eggNOG-mapper. Es una base de datos de grupos ortélogos (OG) de organismos
bacterianos, arqueales y eucariotas, que utiliza las filogenias precalculadas inferidas para cada OG
y asignar de manera eficiente la ortologia (http://eggnog-mapper.embl.de/).

InteractiVenn. Herramienta en linea para el analisis de conjuntos a través de diagramas
de Venn (http://www.interactivenn.net/).

Bioinformatics & Evolutionary Genomics. Es una herramienta que calcula la(s)
interseccion(es) de una lista de elementos, generando una salida textual, indicando qué elementos
estan en cada interseccion o son exclusivos de una determinada lista. Si el nUmero de listas es
inferior a 7, también producira una salida grafica en forma de diagrama de Venn/Euler
(https://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/).

Tableau Desktop. Es una plataforma de visualizacion de datos.
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8
Resultados

8.1 Seccion de anélisis experimental

8.1.1 Descripcion poblacional

Durante el periodo 2015-2016, se aislaron 24 cepas de pacientes varones que cursaban
una ITU, provenientes del hospital regional del ISSSTE de la ciudad de Puebla. La edad media de
los pacientes fue de 71 aflos con un rango de 46 — 91 afios. El 63% de los varones se agruparon
en 65 afios y mas, seguido del grupo de edad de 50 — 59 afios (13%), 45 - 49y 60 — 64 afios (8%)

y para 2 pacientes no se tuvo registro de sus edades (Figura 8).

60-64 afios

65 afhos y mas 50-59 afios

Figura 8. Distribucion de la poblacién de estudio de acuerdo al grupo de edad (n=24). El criterio de agrupacién se hizo de
acuerdo al publicado por el SINAVE. SD: sin datos

8.1.2 Genes clasicos y nuevos de virulencia
La determinacién de los genes clasicos como nuevos se llevo a cabo mediante PCR individual,
previamente estandarizada en el grupo de trabajo. Como genes clasicos se determiné la proteina
especifica uropatdgena (usp), flagelina (fliC), sistema de transporte capsular tipo ABC (kpsMT KT)
y la adhesina de las fimbrias F1C (focH). Como nuevos genes de virulencia el ¢3509 que codifica
un dominio de union a nucleotidos, c3686 arabinosa-fosfato-isomerasa (API) y el receptor del
grupo hemo/hemoglobina chuA. Para la confirmacion de la especie de E. coli en el cepario de
varones se determind el marcador molecular uidA (B-glucuronidasa). En la Figura 9 se presenta

el gel representativo de los genes asociados a la virulencia.
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fOCH uidA

1,065 pb 1,075 pb

kpsMT K1

153 pb

Figura 9. Determinacion de genes clasicos y nuevos de virulencia, y confirmaciéon de la especie de E. coli. Imagen de la
electroforesis en gel de agarosa al 1%. Carriles 1, 4, 7, 10, 14, 17, 20, 23; (-) control negativo. Carriles 2, 5, 8, 11, 15, 18, 21, 24; (+)
control positivo, CFTO73 gendmico. Carriles 3, 6, 9, 12, 16, 19, 22; genes de virulencia, clasicos y nuevos amplificados kpsMT K7 (153
pb), ¢3509 (208 pb), c3686 (259 pb), fliC (328 pb), usp (379 pb), chuA (959 pb), focH (1,065 pb), respectivamente. En carril 25, gen de
confirmacion uidA (1,075 pb). Carril 13; MPM, marcador de peso molecular GeneRulerTM 100 pb Plus DNA Ladder.

El gen marcador uidA se presento en el 100% de las cepas, identificando al cepario como
perteneciente a la especie de E. coli. Los nuevos genes de virulencia, ¢3509 y chuA se presentaron
en 17 cepas (71%) y el c3686 en 15 cepas (63%). La prevalencia de los genes clasicos fue la

siguiente: kpsMT K1 (92%), fliC (67%), usp (63%) y focH (21%) (Figura 10).

De acuerdo con la Tabla 75, los nuevos genes de virulencia predominaron en los grupos
filogenéticos B2, E, D y Clado I. Ademas, se encontré que el 79% (19/24) del cepario de varones
pertenecian a cepas UPEC con base en el criterio de la presencia de cualquiera de los tres genes
marcadores genéticos buscados. Las cinco muestras restantes (21%) que no amplificaron ninguno
de los tres genes diana, formaban parte del grupo filogenético no asignable, C y A. Este Ultimo

relacionado principalmente con cepas comensales, ver ANEXO 1.
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Marcador

Nuevos genes Genes clasicos
molecular
MM TP CH ESI ESI MOV GT AD
l(f' -"\.\
100% |
80%
< 50%
=
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= n=24
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o 40%
20%
0% ]
\\_- _/.)'
uidA c3509 chuA c3686 | kpsMT K1 | flic usp focH

Figura 10. Genes clasicos y nuevos de virulencia presentes en el cepario de varones con ITU (n=24). Barra anaranjada,
biomarcador molecular. Barras rojas, nuevos genes. Barras azules, genes clasicos. BM: biomarcador molecular; TP: transporte; CH:
captacion de hierro; ESI: evasion sistema inmune; MOV: movilidad; GT: genotoxina; AD: Adhesion.

Tabla 15. Distribucion de los nuevos genes de virulencia e identificacion de cepas UPEC.

Combinacién de genes presentes

BM Nuevos genes Especificos de UPEC
Filogrupo n=24
uidA c3509 c3686 chuA €3509-c3686-chuA*
B2 58% (14/24) 100% (14/14) 93% (13/14) 79% (11/14) 100% (14/14) 100% (14/14)
C 17% (4/24) 100% (4/4) 25% (1/4) 0% (0/4) 0% (0/4) 25% (1/4)
E 4% (1/24) 100% (1/1) 0% (0/1) 100% (1/1) 100% (1/1) 100% (1/1)
No asignable 4% (1/24) 100% (1/1) 0% (0/1) 0% (0/1) 0% (0/1) 0% (0/1)
D 4% (1/24) 100% (1/1) 100% (1/1) 100% (1/1) 100% (1/1) 100% (1/1)
Clado | 4% (1/24) 100% (1/1) 100% (1/1) 100% (1/1) 100% (1/1) 100% (1/1)
A 8% (2/24) 100% (2/2) 50% (1/2) 50% (1/2) 0% (0/2) 50% (1/2)
Total 100% (24/24) 71% (17/24) 63% (15/24) 71% (17/24) 79% (19/24)

BM: biomarcador molecular.
* Al menos uno de estos genes debe estar presente.

Con la finalidad de encontrar una asociacién entre los diferentes de virulencia analizados
se aplico la prueba exacta de Fisher y se elabord un Heatmap. Se encontr6 que el gen usp mostré
una fuerte asociacion (p<0.001) con los genes ¢3509, c3686 y con chuA (p<0.01), y entre estos tres
ultimos (p<0.07). Los genes focH, kpsMT K1y fliC no presentaron ninguna asociacion con los genes

clasicos y nuevos de virulencia (Figura 11).



c3509
c3686
chuA
focH
kpsMT Ki
usp

flic

Figura 11. Heatmap generado segtn la asociacién estadistica entre los genes nuevo y clasicos de virulencia. Los valores
estadisticamente significativos se indican como sigue: *** p < 0,001y ** p < 0,01.

En la Figura 12 se presentan todos los genes de virulencia caracterizados hasta el
momento en el cepario de varones. Los genes clasicos mas predominantes con un 92% (22/24)
fueron fimH, kpsMT K1y con 88% (21/24) iucD, seguido de papGll y fliC 67% (16/24), iha, traT, y
usp 63% (15/24). Los genes con menor prevalencia en el cepario fueron focH (21%), hlyA (29%),
cnf-1(29%) y vat (12%).
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Figura 12. Genes clasicos y nuevos de virulencia presentes en el cepario de varones con ITU (n=24). Barras azules, genes
identificados por Huelgas-Méndez en 2020. Barras verdes, genes determinados en este estudio. La linea roja representa el 50% (n=12)
de frecuencia de los genes de virulencia. BM: biomarcador molecular; AD: adhesion; ESI: evasion sistema inmune; DT: dafio tisular;
CH: captacién de hierro; MOV: movilidad; GT: genotoxicidad; TP: transporte.
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Para determinar la asociacion entre los factores de virulencia y de resistencia, se llevé a
cabo la prueba de Chi-cuadrada o exacta de Fisher (p<0.05). Los genes de virulencia c3686, chuA,
usp y fliC se asociaron con el gen de resistencia aac(6')-lb-cr, simultdneamente, los genes chuA,
kpsMT K1y fliC mostraron una relacion con el gen CTX-M1 y aquel con funcién de adhesion focH

se vio relacionado con los genes nfsA, sul3 'y dfrA1 (Tabla 16).

Tabla 16. Asociacion entre los genes de virulencia y resistencia en cepas UPEC.
Genes de resistencia (n)

vi rGLJTS:sia nfsA nfsB CTX-M1 qnrA aac(6)-lb-cr tet(A) sul3 dfrAT
n=23 n=17 n=22 n=238 n=18 n=15 n=23 n=21
Nuevos genes
c3686 15 11 14 6 10 15 14
chuA 16 14 6 13 16 15
Adhesion
focH 4 5 2 4 4
Evasion sistema inmune
kpsMT K1 21 16 7 17 15 21 19
Genotoxicidad
usp 15 12 14 7 11 15 14
Movilidad
flic 16 12 6 15 10 16 15
p <0.01

Para predecir si la coexistencia de factores de virulencia y genes de resistencia favorece
a la resistencia, se llevd a cabo un analisis de Regresion Logistica Binaria (RLB) u Odds Ratio (OR).
Encontrandose que el gen de resistencia aac(6’)-lb-cr se asocio positivamente con los genes
€3686, usp (OR = 18, IC del 95% [1.560 - 196.319], p = 0.02, respectivamente), chuA (OR = 10, IC
del 95% [1.222 -81.810], p = 0.03) y fliC (OR = 25, IC del 95% [1.095 —298.287], p = 0.01). Indicando
que c3686, usp, chuA y fliC aumentan la probabilidad de que la cepa presente el gen de resistencia

a fluroquinolona aac(6’)-lb-cr (Tabla 17).

Tabla 17. Andlisis RLB entre factores de virulencia y el gen de resistencia antimicrobiano.

Factor de aac(6')-lb-cr
virulencia OR IC 95% P
c3686 18 1.560 - 196.319 0.02
chuA 10 1.222 - 81.811 0.03
usp 18 1.560 - 196.319 0.02
flic 25 2.095 - 298.286 0.01

OR: odds ratio. IC 95%: intervalo de confianza, 95%. p: p-valor. p < 0.05 asociacion significativa. OR > 1 indica que el gen de virulencia
es un predictor del gen de resistencia.
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8.1.3 Perfil de resistencia

En la, se muestran los geles de agarosa representativos de los amplificados asociados a
los genes de resistencia.

17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27

DA 15 o+ o+
-~ = -~ = -~ = ~ -

SrA catA1 tet(B)

aac(6)-lb
©) 500pb 580 pb
482 pb

630 pb 659pb

aac(3)-11 qnrB

237 pb 264 pb

tet(A) nsfA

1,115 pb
937 pb

Figura 13. Determinacion de 13 genes de resistencia en las cepas UPEC aislados de varones. Imagen de la electroforesis en gel
de agarosa al 1%. Los genes se amplificaron por PCR individual y se muestra los resultados de la Electroforesis en gel de agarosa al
1%. A) Carril 1, 4, 7, 10, 14, 17, 20, 23 y 26; (-) control negativo. Carril 2, 5, 8, 18, 24, 27; (+) control positivo, A143EC DNA total.
Carril 11; (+) control positivo, A23EC DNA total. Carril 15, 21; (+) control positivo, C7219 DNA total. Carril 3, 6, 9, 12, 16, 19, 22, 25
y 28; genes de resistencia amplificados aac(3)-1l (237 pb), gnrB (264 pb), dfrA1 (393 pb), aac(6))-lb-cr (482 pb), gnrA (580 pb), catA1
(630 pb), tet(B) (659 pb), sul3 (788 pb) y sull (790 pb). Carril 13; MPM, marcador de peso molecular GeneRulerTM 100 pb Plus DNA
Ladder. B) Carril 1, 4, 8 y 11; (-) control negativo. Carril 2, 9; (+) control positivo, A143EC DNA total. Carril 5, 12; (+) control positivo,
CFT073 DNA. Carril 3, 6, 10 y 13; genes de resistencia amplificados CTX-MT (843 pb), nfsB (907 pb), tet(A) (937 pb) y nfsA (1,150 pb).
Carril 7; MPM, marcador de peso molecular GeneRulerTM 100 pb Plus DNA Ladder.
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Se determinaron 13 genes de resistencia antimicrobiana de 8 familias antimicrobianas.
Los genes con mayor prevalencia fueron sull (100%), sul3 (96%), aac(3)-Il (100%), aac(6)-lb-cr
(75%), nfsA (96%), nfsB (71%), CTX-M1 (92%), dfrA1 (88%), tet(A) (63%), tet(B) (54%), y en menor
prevalencia los genes gnrA/B (33%), y catA1 (4%) (Figura 14).
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Figura 14. Resistencia antimicrobiana por familia de antibiético en aislados de E. coli de varones con ITU (n=24).
SULF: sulfonamidas; AMG: aminoglucésidos; NTF: nitrofuranos; B-LACT: B-lactdmicos; TMP: trimetoprim; TCY: tetraciclina; FQ:
fluoroquinolonas; CLO: cloranfenicol.

Estos resultados de genotipo de resistencia concuerdan con el fenotipo de resistencia a
aminoglucésidos, B-lactamicos, (fluoro)quinolonas, inhibidores de la via del folato y tetraciclinas
previamente determinado para cada cepa de varones. En promedio, cada cepa exhibié 9 genes
de resistencia. La cepa 103-1 mostré el maximo puntaje de genes de resistencia (12), seguido de
las cepas 115-I, 129-1, 154-1, 161-1 y 173-1 con un puntaje de 11 genes, 3 de ellas asociadas al
filogrupo B2 (115-1, 129-1y 161-1), una al D (154-I) y una al Clado | (173-I) (Figura 15).

Se llevd a cabo una prueba exacta de Fisher (p<0.05), con el propodsito de conocer si
existe una relacion estadisticamente significativa entre el genotipo y fenotipo de resistencia. El
gen CTX-MT mostrd una asociacion con los B-lactamicos: ceftriaxona, cefepime y aztreonam.
Existiendo ademas, un asociacion entre los genes gnrB, aac(6))-lb-cr y catA1 a nitrofurantoina,

ertapenem y fosfomicina, respectivamente (Tabla 18).
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Figura 15. Dendograma de las relaciones filogenéticas, los genotipos y fenotipos y el perfil de resistencia antimicrobiana que
exhibio el cepario de varones (n=24). NA: no asignable. Negro: presente; Blanco: ausente; Rojo: resistente; Beige: sensible. AMK:
amikacina; GM: gentamicina; NET: netilmicina; AMP: ampicilina; CF: cefalotina; CFU: cefuroxima; CFZ: ceftazidima; CTX: cefotaxima.
CFX: ceftriaxona. CEP: cefepime. ATM: aztreonam. ETP: ertapenem. AMC: amoxacilina/acido clavulanico. AN: acido nalidixico; CIP:

ciprofloxacina; OFX: ofloxacina; NOR: norfloxacina; LVX: levofloxacina; NIT: nitrofurantoina; FOS: fosfomicina; CLO: cloranfenicol; CL:
colistina; TXS: trimetoprima/sulfametoxazol; TCY: tetraciclina.

Tabla 18. Asociacién entre genotipo y fenotipo de resistencia y agentes antimicrobianos en el cepario de E. coli aislados de varones
(n=24).

Fenotipo de resistencia n (%)

Genotipo de

resistencia Ceftriaxona p* Cefepime o Aztreonam o Ertapenem o Nitrofurantoina o Fosfomicina p*
n=20 n=19 n=20 n=15 n=5 n=1
CTX-M1 20 (100) 0.001 19 (100) 0.004 20 (100) 0.001 14 (93) 0.70 5(100) 045 1(100) 0.76
qnrB 7(35) 0.70 7(37) 048 7(35) 0.70 6 (40) 037 4 (80) 0.03 1(100) 0.33
aac(6)-lb-cr 15 (75) 0.75 14 (74) 0.77 15 (75) 0.75 9 (60) 0.05 4 (80) 0.77 0(0) 0.25
catA1 1(5) 0.65 1(5) 0.60 1(5) 0.65 1(7) 043 0(0) 0.60 1(100) 0.04

p*: p-valor < 0.05 asociacion significativa.
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8.1.4 Cepas hibridas (UPEC/DEC)

Para determinar la presencia de aislados hibridos en el cepario de varones se amplificaron
4 genes asociados a 3 patotipos DEC: ETEC (T-/; STEC stx1; EPEC bfpA y eae (ver material y
métodos). Entre los 24 aislados de varones, solo el 13% (3/24) se clasificaron como STEC al portar

el gen stx7. Ningun aislado present6 el gen (T-/ propio de ETEC o bfpA 'y eae de EPEC (Figura 16).

PATOTIPO DEC BM

STEC st
) 0%

ETEC LT e o
hfpa/eae 0%

EPEC bipaseae |

0% 95 2% 3% 4% 5% 69 79 8% 9% 10%

PREVALENCIA =

Figura 16. Presencia de cepas hibridas en cepario de varones (n=24). BM.: biomarcador molecular; It-I: gen de enterotoxina
termoestable; stxT: toxina Shiga tipo 1; bfpA: gen estructural del pilus formador de mechones; eae: gen de la intimina. STEC: E. coli
shiga toxin; ETEC: E. coli Entero-toxigénica; EPEC: E. coli Entero-patdgena.

La Figura 17 se presenta los resultados de la determinacién por PCR del gen stx7 en una
electroforesis en gel de agarosa, reportandose las muestras 125-I, 173-1 y 174-1 como cepas
hibridas (UPEC/STEC). Ademas, se puede observar que el resto de las cepas no presentaron el

dicho gen.

Figura 17. Determinacién del gen stx7 de STEC. Imagen de la electroforesis en gel de agarosa al 1%. Carril 1; (-) control negativo.
Carril 2; (+) control positivo, EHEC EDL933 ADN total como templado. Carril 3 — 10/12 - 20; cepas 125-I, 126-1. 127-1. 128-1, 129-|,
130-1, 132-1 144-1, 1541, 155-1, 159-1, 161-1, 162-I, 167-1, 168-1, 173-I, 174-1. Carril 3, 19, 20; cepas positivas al gen stx7 (227 pb). Carril
11; MPM, marcador de peso molecular GeneRulerTM 100 pb Plus DNA Ladder.
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Para llevar a cabo el analisis estadistico de los tres aislados hibridos reportados en el
cepario de varones, fue indispensable disponer de una considerable cantidad de variables, por lo
que se incluyeron todos los factores de virulencia, filogrupos, PAls, agentes antimicrobianos y
genes de resistencia, determinados por Huelgas-Méndez 2020 y los reportados en este estudio.

De acuerdo con la prueba chi-cuadra o exacta de Fisher (p<0.05), el gen stx7 de estas
tres cepas UPEC/STEC mostré una asociacion con el factor de virulencia fliC y el fragmento satP
(regidn peptidasa). Estos genes son asociados principalmente en aislados pielonefriticos. Asi
mismo, los grupos filogenéticos relacionados con este gen fueron el Cy Clado I. También se le

asocio a la PAl Icrro73 y @ un agente antimicrobiano, nitrofurantoina (Tabla 19).

Tabla 19. Asociacién estadistica de acuerdo con la prueba chi-cuadra o exacta de Fisher del gen stx7 entre factores de virulencia,
filogrupos, PAls y agentes antimicrobianos.

A
Factores de virulencia Filogrupos PAls ) Qe”te,
Gen antimicrobiano
DEC p -valor
flic satP C Clado | PAI | CFT073 Nitrofurantoina
stx1 0.03 0.04 0.01 0.007 0.04 0.04

p-valor < 0.05 asociacion significativa.

8.2 Seccidén de andlisis bioinforméatico

8.2.1 Busqueda de genomas CoEC, DEC y EXPEC y determinacién de
grupo filogenético

Para iniciar el estudio in silico se seleccionaron 27 genomas (incluidos aquellos usados
por Brons y cols, 2020). En total fueron 3 controles (2 CoEC (E. coli comensal) y 1 DEC (E. coli
diarreagénica)) y 24 ExPEC (E. coli extraintestinal), obtenidas de la base de datos de la National
Center Biotechnology Information (NCBI), con fecha de corte a octubre de 2021 (Figura 19). Esto
se utilizd para conocer si los tres posibles genes para la identificacion de UPEC; ¢3509, c3686 y
chuA, estaban presentes en otros genomas de E. coli. Posteriormente, se aumentd la busqueda
de los genomas con la base publica European Nucleotide Archive (ENA), recopilando un total de
2,683 genomas de E. coli, con fecha de corte a mayo del 2022. Como ambas plataformas no
permiten una busqueda estrecha, se procedio a realizar una revision manual en las secciones de
Biosample y Bioproyect cuidAndo que se respetara los parametros de inclusion y exclusion
descritos en el apartado de material y métodos. Como resultado se obtuvieron un total de 600

genomas completos de E. coli: 162 CoEC, 172 DEC y 266 EXPEC (Figura 18). El resto de los
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genomas no se incluyeron, debido a que eran de una fuente de aislamiento distinto al clinico, el

tipo de hospedero (no humano) y aquellos con un genoma incompleto.
*CFT073. .APEC 078
*UPEC 536. -APEC O1

*UTI89.
*UPEC 26-1.

«K-12 MG1655*
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Figura 18. Genomas completos de CoEC, DEC y EXPEC, y sus categorias. Los genomas fueron seleccionados de dos bases de datos
publicas NCBI con fecha de corte 31 de octubre 2021, para llevar a cabo los anlisis in silico. *Genomas utilizados por Brons y cols
,2020. CoEC: E. coli comensal (rosa); DEC: E. coli diarreogénica (lila); EHEC: E. coli enterohemorragica (lila); EXPEC: E. coli extraintestinal
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Figura 19. Genomas completos de CoEC, DEC y EXPEC, y sus subgrupos. Los genomas fueron seleccionados de dos bases de datos
publicas NCBI y ENA con fecha de corte 31 de mayo 2022, para llevar a cabo los andlisis in silico. CoEC: E. coli comensal (rosa); DEC: E.

coli diarreogénica (lila); EXPEC: E. coli extraintestinal (morado).



Mediante la herramienta Clermontyping, los 600 genomas se clasificaron dentro de los
ocho filogrupos conocidos (A, B1, B2, C, D, E, Fy G) de E. coli. Los genomas ExPEC se distribuyeron
mayormente dentro del filogrupo B2 (n= 85, 14%), seguido del filogrupo A (n= 67, 11%); en tanto
gue los genomas DEC se encontraron principalmente dentro del filogrupo B1 (n=84, 14%) y E
(n=37, 6%); mientras que los genomas CoEC se presentaron mayoritariamente en el filogrupo A

(n=64, 11%) y B2 (n= 33, 6%) (Figura 20)
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Figura 20. Prevalencia de filogrupos determinados en los 600 genomas de E. coli: 162 CoEC, 172 DEC y 266 ExPEC.
Barras sin porcentaje: valores menores a 1%. CoEC: E. coli comensal; DEC: E. coli diarreogénica; EXPEC: E. coli extraintestinal.
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8.2.2 Determinacion de genes especificos en genomas de E. coli

Para conocer si los tres genes; ¢3509, c3686 y chuA, presentados como especificos
de UPEC estaban presentes en otros genomas de E. coli se utilizé la herramienta Blastn en los
600 genomas completos de E. coli: 162 CoEC, 172 DEC y 266 EXPEC, obtenidos de la base de
datos de NCBI y ENA.
Se encontrd que los genes ¢3509, c3686 y chuA se presentaron en secuencias de los genomas
EXPEC, DEC y CoEC; predominando el gen ¢3509 con un 65%, seguido de chuA 43% y en
menor prevalencia el c3686 32%; la relacién ¢3509, c3686 y chuA en EXPEC fue de 26%-23%-
20%, DEC 24%-10%-3% y en CoEC 15%-10%-9%, respectivamente (Figura 27).



Simultaneamente estos genes se presentaron en 101 genomas ExPEC: 61 genomas UPEC, 17

SEPEC, 15 APECy 8 NMEC.
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Figura 21. Prevalencia de los genes ¢3509, c3686 y chuA en los 600 genomas de E. coli. API: arabinosa fosfato isomerasa. CoEC:
E. coli comensal; DEC: E. coli diarreogénica; EXPEC: E. coli extraintestinal.

8.2.3 GenoOmica comparativa in silico

De los 27 genomas recopilados de nuestro antecedente directo, en la base de datos de
NCBI con fecha de corte a octubre de 2021, se analizaron 5 secuencias de los genomas de E. coli
(este nUmero es muy cercano al nUmero maximo de genomas permitidos para el analisis por el
programa InteractiVenn), de los cuales 1 fue CoEC, 1 DEC; como controles y 3 ExPEC (Figura 22).
Posteriormente, se analizaron un maximo de 6 genomas ExPEC; 2 UPEC, 1 APEC, 1 NMEC y 2

SEPEC (), con el proposito de identificar probables genes especificos para la determinacion de

UPEC.
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Figura 22. Diagrama de Venn comparando los genes de 5 genomas de E. coli CFT073: UPEC (E. coli uropatégena); APEC O78: E.
coli patégeno aviar; NMEC O18: E. coli asociado a meningitis neonatal; EDL933: EHEC (E. coli Entero-Hemorragica); K-12 MG1655: E.
coli comensal. El niUmero entre paréntesis corresponden al nimero de genes totales de cada genoma. Los valores dentro del diagrama
de Venn corresponden a los genes compartidos y unicos.
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Figura 23. Diagrama de Venn comparando los genes de 6 genomas ExPEC. CFT073 y 536: UPEC (E. coli uropatdgena); APEC O1:
E. coli patdgeno aviar; NMEC S88: E. coli asociado a meningitis neonatal; SEPEC 131y Z1002: £. coli asociada a septicemia. El nUmero
entre paréntesis corresponden al nimero de genes totales de cada genoma. Los valores dentro del diagrama de Venn corresponden
a los genes compartidos y Unicos.
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Del primer analisis comparativo de 5 genomas; 2 genomas como controles: CoEC (K-12
MG1655) y DEC (EHEC EDL933), y 3 ExPEC: UPEC CFT073, APEC O78, NMEC O18 (Figura 23), se
obtuvieron un total de 83 posibles genes para la identificacion de UPEC, asociados a la adhesion,
sistema captura de hierroy regulacién transcripcional, ver ANEXO 2. En el segundo analisis donde
se compararon 6 genomas ExPEC: UPEC CFTO73, UPEC 536, APEC O1, NMEC S88, SEPEC 131y
SEPEC Z1002 (), se obtuvieron 14 posibles marcadores genéticos para la identificacién de UPEC,
primando genes asociados a la adhesion, sistema captura de hierro y transporte (ver y ANEXO
3). Los genes ¢3712 que codifica una Acil-AMP ligasa grasa (FAAL) y el ¢4222 que codifica una
proteina protectora del DNA estuvieron presentes en CFT073 en ambos analisis. Es posible
observar que, al aumentar la cantidad de genomas el nUmero de posibles genes especificos se

acota.

8.2.4 Esquema de identificacién de cepas UPEC

Para la propuesta de un esquema de identificacion de UPEC se logré analizar un total de
171 genomas de E. coli; 140 genomas UPEC que fueron todos los que se recopilaron en la base
de datos de NCBI a la fecha de corte y como controles se seleccionaron: 10 CoEC, 12 DECy 9
ExPEC (el criterio para la seleccion de los controles fue tomando como referencia los estudios de
Lloyd et al. 2007, Rascko et al. 2008, Chaudhuri et al. 2012 y Brons et al. 2020 y abarcando el mayor
numero de grupos filogenéticos (Tabla 20), recopilados en una base de datos en Microsoft® Excel,

para su posterior visualizacion y analisis en el software Tableau Desktop.
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Tabla 20. Genomas utilizados como controles, para el esquema de identificacién de cepas UPEC.

NO.| Clasificacion Patotipo Genoma IDGenBank Filogrupo
1 K-12 MG1655 CP014225.1 A
2 HS CP000802.1 A
3 K-12 W3110 AP009048.1 A
4 SCU-113 CP051765.1 B1
5 CoEC NA Nissle 1917 CP007799.1 B2
6 JS316 CP058618.1 C
7 CNR65D6 0uU701452.1 D
8 88COLEC CP070906.1 E
9 CREC-544 CP024826.1 F
10 SCU-171 CP054363.1 G
11 ETEC ETEC6 CP041627.1 A
12 EAEC 55989 CU928145.2 B1
13 EIEC CFSAN029787 CP011416.1 B1
14 AIEC L82 CU651637.1 B2
15 EPEC EPEC1 CP035751.1 B2
16 DEC ETEC DS26-1 CP035879.1 C
17 STEC 2013C-4282 CP027579.1 Clado |
18 STEC M11957 CP061337.1 D
19 EHEC 0157:H7str. Sakai BA000007.3 E
20 EHEC EDL933 CP008957.1 E
21 STEC DECSE CP038383.1 F
22 STEC 2012C-4502 CP027440.1 G
23 APEC GD33 CP076646.1 A
24 SEPEC MS14386 LR130552.1 B1
25 NMEC c5 CP072911.1 B2
26 APEC APEC O1 CP000468.1 B2
27 ExPEC APEC A1_181 CP040067.1 C
28 SEPEC 71002 CP021202.1 D
29 APEC Santai CP007592.1 E
30 NMEC CE10 CP003034.1 F
31 APEC APEC O2 CP006834.2 G

NA: no aplica; CoEC: E. coli comensal; DEC: E. coli diarreogénica; EXPEC: E. coli extraintestinal; Genomas UPEC, ver ANEXO 4.
De los 171 genomas analizados, de la base de datos de NCBI se obtuvieron 94 posibles

nuevos genes que solo aparecieron en genomas UPEC, ver ANEXO 5, distribuidos en 54 genomas
UPEC; 31 genomas pertenecieron al filogrupo B2, 8 al A, 5 al B1, 4 al filogrupo D, 3 al E, 2 al
filogrupo F y 1 al C, ver ANEXO 6. Los genes mas prevalentes entre los genomas UPEC fueron
hlyC (35%, 19/54) acetiltransferasa, hlyA (33%, 18/54) a-hemolisina, clbN (30%, 16/54) colibactina
péptido sintetasa no ribosomal, seguido de clbB (28%, 15/54) colibactina hibrida péptido sintetasa
no ribosomal/policétido sintasa tipo |, cnf-1 (24%, 13/54) factor necrotizante citotoxico, papG-Il
(22%, 12/54) variante alélica de la adhesina de la fimbria tipo P, sfaH adhesina de la fimbria tipo
Sy cdil proteina de inmunidad (19%, 10/54, respectivamente), sfaS subunidad menor de la fimbria

S, sfa subunidad estructural de la fimbria S'y cah (17%, 9/54, respectivamente) transportador de
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calcio y fnlA (13%, 7/54) UDP-N-acetilglucosamina 4,6-deshidratasa/5-epimerasa. En general,
estos genes presentan funcion de adhesién y dafo tisular. Ademas, se encontraron en genomas
como CFT073, UPEC 536, UTI89 y ABU 83972, utilizadas como cepas de referencias en ensayos
asociados a uropatdgenos.

De igual forma, los genes ortologos (http://eggnog-mapper.embl.de/) determinados de

los 171 genomas, fueron recopilados en una base de datos en Microsoft® Excel y, visualizados en
Tableau Desktop. Se encontrd un total de 144 posibles nuevos genes para la identificacion de
UPEC, ver ANEXO 7, distribuidos en 79 genomas UPEC, de los cuales 36 eran genomas del
filogrupo B2, 12 al A, 10 a B1, 8 asociados a D, 5 al F, 4 al Cy 1 al filogrupo G, ver ANEXO 8. El
gen ortdlogo mas predominante fue el M7-336 que se presentd en 40/79 genomas (50%), el cual
codifica una proteina de homo-oligomerizacion, seguidos de los genes walR proteina reguladora
de la transcripcion, hlyA a-hemolisina, hlyB proteina membrana interna, hlyC acetiltransferasa y
hlyD proteina membrana interna (21/79, 27%, respectivamente), tktB transcetolasa y cobW
proteina de sintesis de cobalamina (17/79, 22%, respectivamente), proteina hipotética cll en 14/79
genomas (18%) y fnlB (10/79, 13%) nucledsido-difosfato-azicar epimerasa, en su mayoria
distribuidos en el filogrupo B2.

Entre ambos resultados de NCBI y eggNOG, los genes predominantes fueron aquellos
que codifican una hemolisina asociados al dafio tisular. Se ha observado su importancia e impacto
de esta proteina en la patogénesis en una ITU, al permitirle a UPEC internalizarse en las células
uroepiteliales y/o en la liberacion de nutrientes como el hierro en el hospedero, estos genes

fueron hlyAy hlyC, pudiendo ser considerados estos genes para la identificacion de UPEC.

Adicionalmente, se recopilaron diversos estudios realizados tanto en Europa como en
Latino América en el periodo 2016 - 2022, informando la prevalencia de los principales factores
de virulencia clasicos reportados en cepas UPEC, con la finalidad de proponer un esquema
alternativo, al ya descrito en este estudio, para su identificacion. Los genes mas prevalentes, entre
el 50% y 100% con funcién de adhesion fueron la adhesina del pilus tipo 1 fimH, los componentes
del pili tipo P: papA, papCy papG-1l y la adhesina homologa a IrgA iha. Los genes relacionados
con la captacion de hierro fueron el receptor de yersiniabactina fyuA y genes que codifican al

sider6foro de aerobactina ear, iutD e iucD. En cuanto a los genes asociados al dafio tisular la
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mayor prevalencia se dio en el factor necrotizante citotdxico cnf1, la alfa-hemolisina hlyA y la

toxina vacuolizante autotransportadora sat. Para los genes relacionados a la evasion del sistema

inmune fueron el sistema de transporte del tipo ABC de la capsula tipo 2 kpsMTII, el gen asociado

a la supervivencia en suero traT y la proteina T de membrana externa OmpTy el gen fliC asociado

a la movilidad (Figura 21).
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)
Discusion

El presente trabajo de investigacién se centrd en el estudio de cepas de varones con ITU.
Debido a las condiciones provocadas por la pandemia de COVID-19 durante el periodo 2020-
2022, este trabajo se dividio en dos secciones; la primera relacionada con el analisis experimental

y la segunda al analisis bioinformatico.

En la seccién experimental se confirmé que las cepas pertenecian a la especie E. coli a
través de la determinaciéon del gen uidA. El gen uidA es un gen conservado que se utiliza en los
ensayos de tipificacion multilocus de secuencias (MLST) en el esquema del Instituto Pasteur. Su
presencia en UPEC, es para metabolizar los B-glucurénidos propios de la orina y obtener gliconas,
que es una azucar sencilla, que UPEC es capaz de utilizar como fuente de carbono. Ademas, se
determind la presencia de genes denominados como clasicos, nuevos de virulencia y genes de
resistencia en 24 cepas aisladas de pacientes varones que cursaron una ITU que provenian del
Hospital Regional ISSSTE del Estado de Puebla durante el periodo de 2015 — 2016. Ademas, para
validar la distribucidn y caracteristicas genotipicas del cepario, los resultados se sometieron a la
prueba Chi-cuadrada o exacta de Fisher (p<0.05) y a un analisis de Regresion Logistica Binaria

(RLB, Odds Ratio) asociada a la prueba de Chi-cuadrada.

Se encontro que los nuevos factores de virulencia: ¢3509, c3686 y chuA, estan asociados
significativamente (p<0.05) entre ellos y, con el gen usp. De acuerdo con Rihtar y cols, 2020 la
proteina especifica uropatdgena (Usp) de E. coli es una genotoxina asociada a cepas que provocan
prostatitis, pielonefritis y bacteriemia. Porcheron y cols, 2013 informan que el gen chuA contribuye
a la captacion de hierro en los rifiones. Es comprensible entonces la asociacién significativa que
se encontré de los genes ¢3686 (involucrado en la biosintesis de la capsula), chuA y usp
relacionados todos a enfermedad pielonefritica. El ¢3509 se ve involucrado en la captacién de
oligoelementos y su posible asociacion con estos genes; c3686, chuA'y usp, pudiera verse también
relacionado con pacientes que cursan una infeccion en vias altas. Esto parece indicar que estos 4
genes podrian estar siendo expresados a nivel renal y podrian estar colaborando entre ellos para

generar un cuadro pielonefritica.
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En nuestro trabajo de investigacion de los 4 genes clasicos investigados, 3 fueron los mas
prevalentes: kpsMT K1 (92%), fliC (67%) y usp (63%). El porcentaje de kpsMT K1 es mas alto que el
encontrado en cepas aisladas en Francia (n=210; 106 mujeres y 104 varones), donde kpsMT K1 se
presenté en el 51% (18/35) de los pacientes con prostatitis y 48% (25/52) en pacientes con cistitis
y pielonefritis 48% (27/56), respectivamente (Lavigne et al. 2016). De acuerdo con Goh vy cols, 2017
la expresion de la capsula K1 se ha reportado en las células superficiales de la vejiga y en pacientes
con pielonefritis. Su presencia le brinda a UPEC una mayor supervivencia al protegerla contra la
fagocitosis, la destruccion mediada por el complemento y sobre todo en el desarrollo de
comunidades intracelulares bacterianas (IBC) (Goh et al. 2017). En el estudio realizado en Brasil
por De Souza y cols, 2019 en 100 cepas aisladas de muestras nosocomiales reportaron que los
genes mas predominantes fueron fimH (100%), fliC (95%), papC (77%) y kpsMTIl (56%). Ramirez-
Castillo y cols, 2018 reportan que la presencia de kpsMT (complejo proteico encargado de la
traslocacién de la capsula) en aislados mexicanos, esta asociada a pielonefritis. En el presente
trabajo considerando todos los factores de virulencia hasta ahora determinamos en UPEC aislada
de varones, el porcentaje del gen capsular kpsMT K1 como el mas alto junto con el gen de la
adhesina del pili tipo 1y el gen de aerobactina, esto indica que la adherencia mediada por pili
tipo1, la evasion de respuesta inmune a través de la capsula y la captacion de hierro por
aerobactina juegan un papel importante en la patogénesis de la E. coli aislada de varones. Con
respecto al gen fliC el 67% de la E. coli analizadas lo poseen, se sabe que la expresion flagelar en
UPEC contribuyen a la patogenicidad de la ITU de varias maneras, principalmente en la movilidad
asociada con el ascenso bacteriano desde la vejiga hasta los rifiones, lo que conduce al desarrollo
de pielonefritis. Se sabe que E. coli tiene movilidad variable, por ello, encontramos cepas que no
amplificaron el gen fliC; es posible que dichas cepas no posean dicho gen y dificilmente se trataria
de que posean variables del gen que no pudieron ser amplificadas con los oligonucleétidos,
porque estos fueron diseflados en regiones conservadas (Acharya et al. 2019; De Souza et al.
2019; Huelgas-Mendez 2020). De manera general, considerando el trabajo previo de Huelgas-
Mendez 2020 y el presente estudio, dentro del cepario de varones, los genes clasicos mas
predominantes con un 92% (n=22) y 88% (n=21) fueron fimH, kpsMT K1 e iucD, estos con funcion

de adhesion, evasion del sistema inmune y captacion de hierro, respectivamente. Seguido de los
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nuevos genes ¢3509, chuA fue del 71% (n=17) y 63% (n=15) para el c368 y de papGll, iha (63%),
traTy usp (63%) y fliC (67%), todos se presentaron en mas del 60%. Con 50% sat y los genes con
menor prevalencia en el cepario fueron focH (21%), hlyA, cnf-1 (29%, respectivamente) y vat (12%).
Los genes reportados con una alta prevalencia (>50%) se encuentran asociados a infecciones en
vias altas. Es importante mencionar que el rango de edad de los pacientes varones cursando ITU
fue de 46 - 91 afos, donde el 63% de los varones se agruparon en 65 aflos y mas, de acuerdo a
la clasificacion del SINAVE, probablemente un condicionante para el desarrollo de pielonefritis, al
tratarse de pacientes en los extremos de la vida. Al no contar con mas informacién clinica del
paciente para lograr una asociacion entre la clinica y los resultados a nivel molecular de este
estudio, los hallazgos son inferidos. Un dato interesante es que el 67% de incidencia del gen fliC,
se determino usando nuevos oligonucleétidos que abarcan regiones mas conservadas con
respecto a los estudios anteriores de nuestro grupo de trabajo (Ballesteros Monrrreal 2018; Cortez
de la Puente 2020; Huelgas-Mendez 2020; Ixtepan-Tejero 2018) y el analisis de probabilidad, ver
ANEXO 9, indica que hay relacion entre la presencia de este gen de la adhesina flagelar con fimH,
papA, hlyA, KpsMTIl y cnf-1 indicando que aquellas cepas que poseen FliC tienen capacidad de
producir una infeccion de vias urinarias altas, esta asociacion se ha reportado en varios estudios

(De-Souza et al. 2019; Tabasi et al. 2016; Xicohtencatl-Cortes et al. 2019).

Contrastando con los resultados del cepario de mujeres aisladas del mismo hospital y
periodo, encontramos que a excepcion del gen kpsMT K1 que no ha sido determinado, los genes
mas frecuentes fueron fimH e iucD con un 98% y 80% respectivamente. En dicho cepario papGlI,
tha, traT, se presentaron en un porcentaje <60% (27%, 45%y 53%) respectivamente, que es menor
al encontrado en el presente estudio. Nuestros resultados concuerdan con el cepario de mujeres
en que los genes con menor prevalencia fueron hlyA (20%), cnf-1 (14%,) y vat (6%) (Cortez de la
Puente 2020; Ixtepan-Tejero 2018). Ballesteros-Monrreal 2018 analizo un total de 215 aislados de
UPEC de mujeres con ITU, de dos regiones del pais: Puebla 72 aislados y Sonora 143 aislados. Los
genes mas prevalentes tanto en Puebla como en Sonora también fueron fimH (100%), iucD (80%
y 90%), mientras que tha (64%y 56%) coincide en porcentajes cercanos al 60%. En el presente
estudio el gen de hemolisina, toxina vacuolizante y secretada se expresaron en menor porcentaje

que en cepas de mujeres hlyA (44%y 33%), vat (26% y 29%), sat (42% y 26%) y en porcentaje mas
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alto para cnf-7 (18% y 12%). Finalmente, en las cepas de varones se presentd mas fliC (67%) que
en el estudio de Ballesteros (30% y 23%). En cuanto a la prevalencia de los genes fliC, usp, focH,
€3509, chuA'y c3686 no ha sido determinada aun en el cepario de mujeres de los tres antecedentes

directos mencionados.

De acuerdo con nuestros resultados y el esquema propuesto por Brons y cols, 2020, el
79% (19/24) del cepario de varones se identific6 como cepas UPEC, al encontrarse al menos uno
de los tres genes especificos: ¢3509, c3686 y chuA. Brons y cols, 2020 analizaron un total de 128
aislados de E. coli de mujeres identificando al 95% (121/128) como cepas UPEC y distribuidos
mayormente en el filogrupo B2, el 5% que no amplificd dichos genes son del filogrupo A, del que
se ha reportado que pertenecen las cepas comensales. Esto concuerda con nuestros resultados,
ya que el 21% de las cepas que no amplificaron estos genes, pertenecen a filogrupo no asignable,

CyA

El analisis de Regresion Logistica Binaria (RLB) resulta Util para los casos en los que se desea
predecir la presencia o ausencia de una caracteristica en particular. Bajo este analisis encontramos
que los genes ¢3686, chuA, usp y fliC se asocian positivamente (Odds Ratio>1) con el gen aac(6))-
lb-cr, lo que significa que la presencia de estos genes aumenta la probabilidad de que la cepa
presente también el gen aac(6’)-lb-cr involucrado en la resistencia a fluoroquinolonas; este patrén
fue detectado en 18 cepas de varones, a saber; 102-1, 103-I, 108-1, 110-1, 115-1, 126-1, 127-1, 128-
[, 129-1, 130-1, 132-1, 155-1, 159-1, 161-I, 162-I, 167-I, 168-1'y 173-I. Este resultado puede deberse
a que el tratamiento empirico inicial frente a una ITU en vias altas suele ser (fluoro)quinolonas, ya
que la pielonefritis es una ITU complicada. Esto estaria ejerciendo una presion de seleccién para
la coexpresion de los genes ¢3686, chuA, usp y fliC agravando el cuadro infeccioso lejos de
resolverlo. En promedio, las cepas con este patrén presentaron de entre 3 y 2 genes clasicos y
nuevos de virulencia, respectivamente. Los genes clasicos mas prevalentes fueron kpsMT K1 (71%),
fliC (63%) y usp (51%). En cuanto a los genes nuevos chuA 63% fue el mas prevalente, seguido de
€3509y c3686 (58%), respectivamente. De acuerdo con varios autores, la presencia de estos genes
clasicos en cepas UPEC, suelen estar asociados a infecciones en vias altas (Acharya et al. 2019; De

Souza et al. 2019; Goh et al. 2017 Lavigne et al. 2016; Rodriguez-Castillo et al. 2018).

64



Garza-Montufar y cols, 2018 reportan que la resistencia puede deberse a la
administracién indiscriminada de antibidticos en infecciones que no requieren farmacos
antibacterianos como los padecimientos virales, terapias antibiéticas inadecuadas (dosis, tiempo
de tratamiento, uso del antibidtico equivocado), incumplimiento del tratamiento por parte del
pacientey la venta no autorizada de antibioticos. Todo esto, ha generado poco a poco la aparicidn
y diseminacion de cepas resistentes, esta resistencia antibiotica puede ser secundaria a
mutaciones cromosomicas, que hacen que los microorganismos aumenten la eliminacion del
antibiotico o limiten su disposicion dentro del mismo. Hay otros mecanismos que generan
resistencia antibiotica y que son codificados por transposones, bacteriéfagos y plasmidos
adquiridos por los microorganismos a través de transferencia genética horizontal.

De las 24 cepas de varones, 24 (100%) fueron positivos a sull y aac(3)-1l, 23 (96%) para
sul3 'y nfsA, 22 (92%) y 21 (88%) para CTX-M1y dfrA1, respectivamente, 18 (75%) para aac(6’)-1b-
cr, 17 (71%) a nfsB, 15 (63%) y 13 (54%) a tet(A) y tet(B), respectivamente, 8 (33%) para gnrA/B.
Finalmente, 1 (4%) a catAT.

Nuestros resultados de genes asociados a resistencia a quinolonas, gnrA/B, concuerdan
con el estudio publicado por Ramirez-Castillo y cols, 2018 en Aguascalientes, ya que, de las 24
cepas aisladas de varones, 29% fueron gnrA'y 25% gnrB. Se sabe, que las fluoroquinolonas son
utilizadas ampliamente para el tratamiento de las infecciones urinarias en pacientes masculinos.
Sin embargo, varios estudios revelan que existe una mayor resistencia asociada a mutaciones
cromosomicas en aislados UPEC en las subunidades gyrA (Ser 83 Leu, Asp 87 Asn, Gly 114 Ser),
gyrB (Ser 464 Phe y Thr 469 Met), parC (Ser 80 lle, Thr 66 Asn, Glu 84 Val, Thr 66 Tyr), parE (Glu
460 Lys, Ser 458 Ala, lle 464 Phe y Leu 445 His) en combinacion con el gen aac(6)-lb-cr que
codifica un aminoglucésido acetiltransferasa que provoca la inactivacion de la fluoroquinolona
por acetilacion o también en combinacion con bombas de expulsion a multiplesfarmacos ogxAB
y gepA, lo que pudiera explicar la alta resistencia fenotipica a quinolonas y fluoroquinolonas
(100%) dentro del cepario y la baja prevalencia de los genes gnrA/B 33% (8/24). Para corroborar
estos resultados se sugiere continuar con la caracterizacion asociada a bombas de flujo como
0gxABy gepA y la busqueda de mutaciones en gyrA, gyrB, parC'y parE (Basu and Mukherjee 2019;
Dehbanipour et al. 2019; Esmaeel et al. 2020; Mahapatra et al. 2022; Park 2020).
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En nuestro estudio se encontrd una alta prevalencia de genes asociados a la resistencia:
sulfonamidas sull (100%) y sul3 (96%); trimetoprima dfrA1 (88%); y aminoglucésidos aac(3’)-II
(100%) y aac(6’)-lb-cr (75%) pudiéndose relacionar estos resultados con integrones de clase 1.
Gonzalez-Villalobos y cols, 2022 identificaron y caracterizaron integrones en 83 cepas MDR de
pacientes mexicanos ambulatorios con ITU. Encontrando un total de 8 arreglos genéticos, donde
los casetes presentaron genes de resistencia a trimetoprima (dfrA1, dfrA5, dfrA12, dfrA17y dfrB4),
aminoglucésidos (aadA1, aadA2 y aadA>5) y eritromicina (ereA2). Los integrones de clase 1 (int/T)
fueron los mas predominantes (64%, 53/83) y mayormente distribuidos en los filogrupos B2 (42%,
22/53) y D (21%, 11/53). El 14% y 9% de los integrones de clase 1 en el filogrupo B2 y D,
respectivamente, presentaron la disposicion int/T — dfrAT — aadA1 — gacE — sull. En el presente
estudio, los genes dfrA1 y sull fueron encontrados en el cepario de varones, por lo que seria
interesante determinar el tipo de integrones presente en nuestro cepario, ya que proporcionaria
una mejor comprension de los factores y mecanismos que promueven la adquisicion y
propagacion de la resistencia a trimetoprima, aminoglucésidos y sulfonamidas entre cepas UPEC.

Dentro de los genes de resistencia a nitrofurantoina, encontramos una alta prevalencia
de nfsA 96% y nfsB 71%. Sin embargo, dentro del cepario se reportd una baja resistencia fenotipica
a este antibiotico (20%, 5/24), el cual es prescrito contra ITU bajas no complicadas. Esta diferencia
porcentual entre el genotipo y fenotipo, puede deberse, a que se han reportado sustituciones en
aminoacidos, tanto en cepas sensibles; nfsA (Glu58Asp, 1le117Thr, Lys141Glu, GIn147Arg vy
Gly187Asp), nfsB (Gly66Asp, Val93Ala, Ala74Glu), como resistentes; nfsA (His11, Ser33, GIn67,
GIn147, Arg203), nfsB (GIn44, Met75, Arg107, Lys122, Gly192, Arg207) (Sorlozano-Puerto et al.
2020).

De entre las cepas UPEC, se observd también la presencia de los genes CTX-M1 92%,
tet(A) 63%, tet(B) 54% y catA1 4%. El uso de cloranfenicol para el tratamiento de una ITU es muy
raro esto puede explicar la baja prevalencia reportada del gen de resistencia a cloranfenicol catA1
con un 4% en nuestro estudio. El gen blacrx-m1mostrd una asociacién significativa con la resistencia
a ceftriaxona, cefepime y aztreonam. Los genes gnrB, aac(6’)-lb-cr y catA1 presentaron una
asociacion significativa con el fenotipo de resistencia a nitrofurantoina, ertapenem y fosfomicina,

respectivamente, lo que podria indicar un proceso de coseleccion. En un estudio realizado en
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Bangladesh por Rahma y cols, 2022 predijeron la asociacién de resistencia fenotipica y genotipica
en 42 cepas UPEC; 34 mujeres y 8 varones. En dicho estudio, se observd que, los aislados UPEC
con un fenotipo de resistencia carecian de los propios genes de resistencia asociados, indicando
que la resistencia pudiera estar mediada por multiples genes. Asimismo, algunos aislados
albergaban genes de resistencia, pero fenotipicamente no eran resistentes. En ocasiones, el
fenotipo y genotipo por si solos no pueden predecir con precision el resultado del otro, ya que
los mecanismos moleculares de resistencia son multifacéticos. Por lo que, la presencia o ausencia
de un gen especifico correspondiente a un fenotipo en particular, no implica necesariamente que

la cepa sea resistente o susceptible.

Respecto a la determinacion de cepas hibridas (UPEC/DEC), en nuestro cepario se
encontré que el 13% (3/24; 125-1, 173-1y 174-1) de ellas portaban el gen stx7, clasificando a estas
cepas como UPEC/STEC. Ningun aislado mostrd evidencia de pertenecer al patotipo DEC,
categorias ETEC y EPEC. STEC tiene la capacidad de provocar en el ser humano diarrea
hemorragica, insuficiencia renal e incluso la muerte. Su caracteristica principal es la produccion de
toxina Shiga-like toxin o Stx. Stx7 es una estructura altamente conservada que es idéntica a la de
la toxina Shiga de Shigella dysenteriae tipo 1. Esta toxina puede viajar a través del torrente
sanguineo hasta los riflones, dando lugar a inflamacion renal. El dafio renal puede evolucionar al
Sindrome Urémico Hemolitico (SUH) (Herrera-Arias et al. 2019). En este estudio se encontro, que
el gen stx7 mostré una asociacion significativa (p<0.05) con el factor de virulencia fliC, el
fragmento satP (parte del gen sat que codifica la subunidad peptidasa de la toxina Sat) y la PAI
Icrro73 (alfa-hemolisina, pilus -P, Iha, Sat, Aerobactina, Ag43, capsula K2). Estos resultados son
evidencia, de que estas cepas hibridas tienen el potencial para ocasionar una infeccién en vias
altas y por ende un dafo renal. Tewawong y cols, 2020 analizaron un total de 208 cepas UPEC
aisladas de pacientes tailandeses cursando ITU, donde después del filogrupo B2 (59%), el
filogrupo C (13%) fue el mas prevalente entre los aislados, se presume que los aislados clasificados
en los filogrupos C y Clado | se asocian principalmente a aislados de E. coli ambientales, lo que
implica que estos aislados pudieran estar asociados con la falta de buenas practicas de higiene.
Herrera-Arias y cols, 2019 informan que el ganado bovino es el principal reservorio del gen stx7y

por ende la ingesta de alimentos derivados de estos animales son una fuente muy importante de
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infeccion. Estos resultados podrian explicar la asociacion significativa (p<0.05) del gen stx7 con el
filogrupo C, Clado | y resistencia a nitrofurantoina, probablemente los aislados 125-1 (filogrupo
C), 173-1 (Clado I) y 174-1 (filogrupo C), las tres cepas resistentes a nitrofurantoina, tienen un origen
ambiental y/o derivado del ganado bovino y, quiza el uso indiscriminado de nitrofurantoina en
este tipo de ganado explicaria la asociacion reportada en este estudio.

Es importante aclarar que en nuestro estudio si existio una diferencia porcentual entre la
mayoria de nuestros resultados y los reportados en estos estudios, puede deberse al nimero de
cepas caracterizadas, el tipo de hospedero (mujeres y varones), edad del paciente y localizacion

geografica de la poblacion de estudio.

En cuanto a la seccion del analisis bioinformatico, los nuevos genes; ¢3509, c3686 y chuA
reportados por Brons y cols, 2020 como especificos de UPEC al reportarse ausentes en genoma
de E. coli comensal (CoEC) como en otros agentes etiologicos responsables de infeccion del tracto
urinario (ITU). Estos genes codifican una presunta proteina de unién a ATP de un transportador
de acoplamiento de energia, una proteina hipotética arabinosa-5-fosfato-isomerasa (API) y un
receptor de membrana externa del grupo hemo/hemoglobina, respectivamente. Inicialmente
estos genes fueron buscados en 27 genomas de E. coli: 2 CoEC, 1 DECy 24 ExPEC, cuya prevalencia
fue la siguiente; c3509 93% (25/27), c3686 y chuA 81% (22/27), respectivamente. Para continuar
con esta busqueda, se aumento la cantidad de genomas completos de E. coli a 600: 162 CoEC,
172 DECy 266 ExPEC; UPEC 140, recopilados tanto en la base de datos de NCBI como de la base
publica Europea ENA. Encontrandose que los 3 genes putativos analizados se encuentran
presentes tanto en genomas ExPEC, DEC y CoEC, no considerandose exclusivos de UPEC. A pesar
de ello y, de acuerdo con el analisis de Regresion Logistica Binaria (RLB), estos genes putativos,
pueden ser predictores (OR>1) de resistencia, asociados al gen acc(6)-lb-cr que confiere
resistencia a fluoroquinolonas. Ademas, de los 27 genomas analizados, encontramos que en
promedio estos compartian 3,142 genes, concordando este resultado con diversos estudios
donde se reporta que independientemente de la cantidad de genomas analizados el tamafio
central de E. coli se mantiene entre 1,000 y 3,000 genes. Rascko y cols, 2008 analizaron un total
de 17 genomas de E. coli: 3 CoEC, 9 DECy 5 ExPEC (4 UPECy 1 APEC) encontrado que el core o el

tamafo central resultd ser de aproximadamente 2,200 genes. Ademas, informé que a pesar de
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que el pangenoma de E. coli sea abierto contiene una region de mas de 13,000 genes no
caracterizados y que pudieran ser posibles nuevos genes especificos para su identificacién.
Decano vy cols, 2019 trabajaron con 4,071 genomas de E. coli de secuencia tipo ST131 recopiladas
en la base de datos publica de NCBI de diversas fuentes de 170 Bioproyectos, reportando un core
de 3,700 genes. Finalmente, Munhoz vy cols, 2021 reportan que en promedio E. coli presenta un
total de 5,000 genes de los cuales el 40% (=2,000 genes) son compartidos entre ellos (Decano
and Downing 2019; Munhoz et al. 2021; Rasko et al. 2008). También fue posible determinar dos
posibles nuevos genes para la identificacion de UPEC, el c3772 que codifica una Acil-AMP ligasa
grasa (FAAL) y el ¢4222 que codifica una proteina protectora del DNA. Sin embargo, pudo
observarse que, al aumentar la cantidad de genomas el nimero de posibles genes especificos se
acotaba. De ahi, que de los 600 genomas recopilados elaboramos una base de datos de sus genes,
obtenidos de la pagina de NCBI y eggNOG. El analisis de la base de datos elaborada de NCBI
arrojo que los posibles genes para la identificacién de UPEC, abarcan genes reconocidos como
clasicos de UPEC, tales como: hlyA a-hemolisina, hlyC acetiltransferasa que activa a HIyA, cnf-1
factor necrotizante citotdxico, papG-Ill variante alélica de la adhesina de la fimbria tipo P y genes
asociados a la fimbria S; sfaA subunidad estructural, sfaH adhesina y sfaS subunidad menor. En
cuanto al analisis realizado en la base de datos de eggNOG, uno de los genes ortdlogos que
predominaron y que ademas coincidio con la base de datos de NCBI fueron los genes hlyAy hlyC.
De acuerdo con los diversos estudios informando la prevalencia de los principales factores de
virulencia clasicos en cepas UPEC recopilados en este estudio, ver ANEXO 10, el factor
necrotizante citotéxico cnf-1y el gen hlyA son unos de los genes mas prevalentes en este tipo de
estudios. De acuerdo con Cantalapiedray cols, 2027 los genes ortélogos, juegan un papel esencial
en la gendmica comparativa, debido a que son mas confiables para transferir informacion
funcional entre secuencias moleculares, ya que se espera que los genes ortélogos retengan la
funcion con mas frecuencia que los paralogos. Por lo que, la posible propuesta del esquema de
identificacion de cepas UPEC seria aquellos genes con funcion de dafio tisular; hlyA, hlyC, cnf-1,
adhesion; papG-lll, sfaH y captacién de hierro; fyuA. Se sugiere incorporar mas cepas de referencia

al estudio, y analizar la participacion del resto de los genes encontrados en ambas bases de datos
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(NCBI y eggNOG) y/u otros genes asociados a procesos metabdlicos de UPEC, para encontrar

aquellos altamente asociados a estas cepas, para su rapida deteccién y diagnostico.
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10
Conclusiones

En la primera seccidn experimental de este estudio se identifico al cepario de varones (100%,
24/24) cursando ITU como pertenecientes a la especie de E. coli al presentar el gen marcador uidA.
La presencia de los genes clasicos de virulencia como kpsMT K1, fliC, usp y focH, sugieren que el
cepario de varones esta asociado a infecciones en vias altas. Los nuevos genes de virulencia;

€3509, c3686 y chuA identificaron que el 79% (19/24) del cepario pertenecian a cepas UPEC.

De entre los genes de resistencia determinados en este estudio los mas prevalentes estaban
asociados con la resistencia a sulfonamidas: sul7 y sul3, aminoglucésidos: aac(3’)-Il, aac(6’)-lb-cr,
nitrofurantoina: nfsA y nfsB, B-lactamicos: CTX-M1, trimetoprima/sulfametoxazol dfrAl, vy
tetraciclinas: tet(A) y tet(B), la posible prevalencia de estos genes de resistencia pudiera asociarse
a integrones de clase 1, distribuidos entre cepas UPEC. La presencia de cepas hibridas (UPEC/DEC)
fue escasa, posiblemente, porque el origen de estas cepas es distinta al de los patotipos DEC, el

encontrarse mayormente distribuidos dentro del filogrupo B2.

Los nuevos genes de virulencia; ¢3509, c3686 y chuA reportados como especificos de UPEC, se
encontraron en otros genomas CoEC, DEC y ExpEC, no considerandose exclusivos de cepas UPEC.
Es posible que el esquema propuesto en este estudio: hlyA, hlyC, cnf-1, papG-Ill, sfaH y fyuA pueda
identificar a este grupo extraintestinal. Es importante mencionar que los genes hlyA, cnf-1y papG-
/1l fueron de poco prevalentes a nulo, en el cepario de varones. Sin embargo, este analisis no solo
se limito a estos genes, por lo que conviene encontrar la mejor combinacion de los demas genes

propuestos para una mejor identificacion de cepas UPEC.
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11
Perspectivas

10.
11.

12.
13.
14.

15.

Retomar los ensayos de conjugacion y transformacién en el cepario de varones.

Realizar ensayos de campos pulsados (PFGE) para la determinacion del perfil plasmidico.
Completar y aplicar los esquemas de identificacién por Johnson et al. 2015 y Spurbeck et al.
2012.

Determinar genes asociados a la captacion de hierro.

Identificar al filogrupo G en las cepas UPEC de varones mexicanos.

Busqueda de mutaciones cromosomicas en los genes gyrA, gyrB, parC y parE, que confieren
resistencia a quinolonas.

Determinar la presencia de integrones de clase 1 en el cepario de varones.

Identificar otros mecanismos de resistencia que puedan conferir resistencia a antibidticos
como bombas de expulsion a multiples farmacos ogxAB, gepA y proteinas de membrana
externa OmpC, OmpF, TolC, OmpX, YddB y TosA.

Determinar genes de resistencia a fosfomicina y ertapenem.

Identificar mutaciones en los genes nfsA 'y nfsB que confieren resistencia a quinolonas.
Profundizar en la importancia y el impacto de los nuevos genes reportados en este estudio
para la identificacion de cepas UPEC.

Encontrar la mejor combinacion de los nuevos genes, encontrados en este estudio.
Aumentar el nUmero de genomas de E. coli en el analisis de gendmica comparativa.
Continuar el analisis de la base de datos elaborada con la pagina de VFDB, para otro posible
esquema de identificacion.

Anotacion de los genomas en el programa Roary, para la identificacion del core entre

genomas y los genes compartidos.
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12
ANexos

ANEXO 1. Distribucidn de los genes de virulencia cldsicos y nuevos en el cepario de varones. Anaranjado. Rojo. Azul: gen presente.
Blanco: gen ausente. MM: biomarcador molecular. NG: nuevos genes. GC: genes cldsicos. SD: sin datos.

DETECCION PCR o
< A MM NG GC 5
5| 3 | o = &
a w2l Fl S
= S mlm|S|3|= é’_ L o
102-| 80 B2
103-| 82 B2
110-1 79 B2
115-1 60 B2
118-1 SD B2
126-| 47 B2
128-1 83 B2
129-1 73 B2
130-| 81 B2
159-| 91 B2
161-1 70 B2
162-1 SD B2
167-1 85 B2
168-| 84 B2
117-1 51 C
125-1 60 C
144-1 55 C
174-| 77 C
108-| 65 E
127-1 46 NA
154-1 77 D
1731 89 CLADO |
132-| 66 A
155-| 59 A




ANEXO 2. Ochenta y tres posibles genes para identificar a UPEC, obtenidos del primer andlisis comparativo de 5 genomas.

NO. GENES ESPECIFICOS CODIFICA
CFT073
1 acts Activador de la amidasa ActS
2 agak Subunidad del transportador de N-acetilgalactosamina PTS
3 agaF Galactosamina/N-acetilgalactosamina
4 agaW Subunidad IIC del transportador de N-acetilgalactosamina
5 agn43 Adhesina autotransportadora Ag43
6 besR Proteina de biosintesis de la celulosa BcsR
7 c3712 acil-AMP ligasa grasa
8 c4222 Proteina protectora del ADN DprA
9 cdiA Efector de inhibicién dependiente del contacto ARNt nucleasa
10 clbk Péptido hibrido no ribosomal de colibactina
11 dpaA Acido meso-diaminopimélico del peptidoglicano
12 drpB Proteina de divisién celular DrpB
13 focG Subunidad menor de la fimbria F1C
14 focH Subunidad de la proteina fimbrial F1C
15 grpA Sistema de utilizacién del propanediol alcohol deshidrogenasa GrpA
16 grpB Sistema de utilizacién del propanediol fosfotransaclasa GrpB
17 grpC Sistema de utilizacién del propanediol chaperona GrpC
18 grpD Sistema de utilizacién del propanediol flavoproteina GrpD
19 grpF Sistema de utilizacién del propanediol proteina de unién al hemo GrpF
20 grpG Sistema de utilizacién del propanediol propionato quinasa GrpG
21 grpl Proteina del microcompartimento de utilizacion del propanediol Grpl
22 grpJ Sistema de utilizacién del propanediol aldehido deshidrogenasa Grp)J
23 grpK Sistema de utilizacién del propanediol proteina hexamérica GrpK
24 grpL Sistema de utilizacién del propanediol proteasa GrplL
25 grpM Diol deshidratasa de radicales glicilicos GrpM
26 groN Enzima activadora de la diol deshidratasa de los radicales glicilicos GrpN
27 grpO Sistema de utilizacién del propanediol permeasa GrpO
28 grpP Sensor de utilizacién de propanediol histidina quinasa GrpP
29 grpQ Factor de transcripcion GrpQ, regulador de la respuesta a la utilizacion del propanediol
30 grpR Sistema de utilizacién del propanediol metionina adenosiltransferasa GrpR
31 grpS Sistema de utilizacién del propanediol proteina hexamérica GrpS
32 hislE Fosforibosil-AMP ciclohidrolasa/fosforibosil-ATP difosfatasa bifuncional HislE
33 hlyA Alfa-hemolisina
34 hlyC Acetiltransferasa
35 hmaA Receptor dependiente de TonB
36 ilvG Subunidad catalitica de la acetolactato sintasa 2
37 puA ADN invertasa tipo tirosina IpuA
38 ipuB ADN invertasa tipo tirosina IpuB
39 ireA Receptor de sider6foros dependiente de TonB IreA
40 {ucA Aerobactina
41 iucB Aerobactina
42 iucC Aerobactina
Continua

74



43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83

iuch
utA
lysB
mchB
mchF
mchl
mcmA
modD
nanQ
paeA
papC
papE
papF
papG-Il
papH
papl
papX
pgtA
pgtB
pgtC
pgtP
pic
pilv
prfH
punC
punR
sat
selO
sinH
sitB
sitC
tepC
timP
tmaR
tosA
traD
upaG
vat
wzz(fepE)
ydaN
zapG

Aerobactina

Receptor de aerobactina

Proteina del sistema de lisis tipo Rz LysB

Microcina H47

Transportador de microcina peptidasa/subunidad de unién al ATP MchF
Proteina de inmunidad microcina H47 Mchl

Microcina McmA

Proteina ModD

N-acetilneuraminato anomerasa

Proteina de la familia de las hemolisinas

Ayudador fimbrias tipo P

Subunidad menor fimbrias tipo P

Proteina distal fimbrias tipo P

Variante alélica de la adhesina fimbrias tipo P

Subunidad menor fimbrias tipo P

Regulador transcripcional del operdn de la subunidad principal del pilus P
Regulador transcripcional tipo HTH

Regulador de la respuesta del sistema de dos componentes PgtA
Sistema de dos componentes sensor de histidina quinasa PgtB
Regulador del transporte de fosfoglicerato PgtC

Transportador de fosfoglicerato PgtP

Toxina autotransportadora de serina proteasa Pic

Sistema de shufflon transferencia conjugativa de plasmidos punta adhesiva PilV
Factor de liberacion de la cadena peptidica H

Transportador de nucledsidos de purina PunC

Activador transcripcional de unidon a ADN PunR

Toxina serina proteasa autotransportada Sat

Proteina adeniltransferasa SelO

Autotransportador inverso tipo intimin SinH

Transportador ABC de hierro/manganeso proteina de union a ATP SitB
Transportador ABC de hierro/manganeso subunidad permeasa SitC
NAD(+) hidrolasa TcpC

Pequeia proteina téxica de la membrana interna TimP

Proteina de la familia DUF496

Proteina hipotética

Proteina de transferencia conjugal TraD

Adhesina autotransportadora trimérica UpaG

Toxina autotransportadora vacuoladora Vat

Regulador de la longitud del antigeno LPS O Wzz(fepE)

Proteina YnaN

Proteina asociada al anillo Z ZapG
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ANEXO 3. Catorce posibles genes para identificar a UPEC, obtenidos del segundo andlisis comparativo de 6 genomas ExPEC.

NO. GENES ESPECIFICOS CODIFICA
CFT073
1 c3712 acil-AMP ligasa grasa
2 c4222 Proteina protectora del ADN DprA
3 focG Subunidad menor de la fimbria F1C
4 focH Subunidad de la proteina fimbrial F1C
5 ipuA ADN invertasa tipo tirosina IpuA
6 ipuB ADN invertasa tipo tirosina IpuB
7 mchB Microcina H47
8 mchF Transportador de microcina peptidasa/subunidad de unidn al ATP MchF
9 mchl Proteina de inmunidad microcina H47 Mchl
10 pic Toxina autotransportadora de serina proteasa Pic
11 tosA Proteina hipotética
12 upaG trimeric autotransporter adhesin UpaG
13 yfdQ Proteina de la familia DUF2303
14 ylcl Proteina de la familia Ylcl/YnfO
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ANEXO 4. Continuacion de la Tabla 20. Genomas UPEC.

NO.| Clasificacion Patotipo Genoma IDGenBank Filogrupo
32 NDM6 CP083869.1 A
33 EcPF16 CP054224.1 A
34 EC29 CP060867.1 A
35 JNQH497 CP091925.1 A
36 W60 CP058342.1 A
37 EC590 CP016182.2 A
38 EBJOO1 CP086336.1 A
39 EC1390 CP082330.1 A
40 EC13 CP060928.1 A
41 EC26 CP060880.1 A
42 Y5 CP013483.1 A
43 5CRES51 CP021175.1 A
44 EC931 CP049118.1 A
45 NDM3 CP083880.1 A
46 PK5074 CP072802.1 A
47 XH993 CP019361.1 A
48 EC4 CP060974.1 A
49 VR50 CP011134.1 A
50 CREC-532 CP024830.1 A
51 EC20 CP084900.1 A
52 EJNOO1 CP086338.1 A
53 52148 CP050382.1 A
54 EC2 CP058571.1 A
55 SUISSEKPC3NDM5 CP083701.1 A
56 CREC-629 CP024815.1 A
57 KL53 CP030919.1 A
58 Combat13F7 CP019245.1 A
59 EC7 CP060963.1 A
60 EC42 CP059119.1 A
61 EC11 CP060938.1 A
62 TCBK21G178 CP048935.1 A
63 NDM5 CP083872.1 A
64 CI5 CP011018.1 B1
65 EC21 CP060899.1 B1

Continua
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66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101

EXPEC

UPEC

ARL09/232
EC6622
EC5502
13KWH46
EC12
MS6193
ECPF20
EC18
13TMH22
EC71

EC10

779

CRE1

MSHS 472
ECO

EC15
MS6192
Combat2C1
M45

F11

uUTI89
1162C
025b:H4
EC28
EcPF40
EcPF5

Ec55
BH100L MG2017
EcPF14
EcPF18
Ec32
81009
UPEC_U013
BH100N MG2017
M24

U15A

CP049967.1
CP096587.1
CP092647.1
CP019250.1
CP060933.1
CP047405.1
CP071441.1
CP060914.1
CP019256.1
CP085622.1
CP060946.1
CP086220.1
CP034399.1
CP041302.1
CP060950.1
CP060919.1
CP054940.1
CP019243.1
CP080119.1
CP076123.1
CP064825.1
CP051659.1
CP015085.1
CP049101.1
CP054214.1
CP054236.1
CP059130.1
CP025716.1
CP054230.1
CP054219.1
CP085619.1
CP021179.1
CP058596.1
CP025703.1
CP080120.1
CP035720.1

B1
B1
B1
B1
B1
B1
B1
B1
B1
B1
B1
B1
B1
B1
B1
B1
B1
B2
B2
B2
B2
B2
B2
B2
B2
B2
B2
B2
B2
B2
B2
B2
B2
B2
B2
B2
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102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135

Continua

UTI89-2
1162invT2
1162T7
NU14

SA186

UPEC 26-1
UPEC132
EC958

U13A

ABU 83972
MNCRE44
uUTI89

EcPF7
UPEC-455U
EC8
K56-43-un
U12A
THO-015
UPEC129
536

JJ1887
BH100 MG2017
M70

4/0
FDAARGOS_144
PA45B
UTI89-OCT °
2/0

ATCC 700415
MS7163
uk_P46212
BH100 MG2014
CFTO073
U14A
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CP062985.1
CP051663.1
CP051661.1
CP019777.1
CP022730.1
CP016497.1
CP040456.1
HG941718.1
CP035477.1
CP001671.1
CP010876.1
CP000243.1
CP054232.1
CP049839.1
CP060953.1
CP053079.1
CP035476.1
AP022549.1
CP071522.1
CP000247.1
CP014316.1
CP025251.1
CP080118.1
CP023849.1
CP014111.1
CP021288.1
CP062228.1
CP023853.1
CP0226009.1
CP026853.1
CP013658.1
CP024650.2
AE014075.1
CP035516.1

B2
B2
B2
B2
B2
B2
B2
B2
B2
B2
B2
B2
B2
B2
B2
B2
B2
B2
B2
B2
B2
B2
B2
B2
B2
B2
B2
B2
B2
B2
B2
B2
B2
B2
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137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171

EXPEC

UPEC

clone D i2
NIPH17_0036
EC24

190

YD786
Ec1079
EC19

EC25
Survcare253
S65EC

EC45

EC27
Survcare321
103

EBJOO3

222

EC1
50579417
28Eco12
FDAARGOS_448
THO-008
118Ul
18070201
UMNO26
EcPF15
XH990
THO-010
Combat1119
EC1515
EC974
MS6198
201609
CLSC36
IAI39
M160133
MSHS 133

CP002211.1
AP024561.1
CP060885.1
CP020520.1
CPO13112.1
CP081306.1
CP060908.1
CP035123.1
CP076305.1
CP036245.1
CP059125.1
CP060873.1
CP076301.1
CP020495.1
CP086334.1
CP020516.1
CP058574.1
CP033884.1
CP038505.1
CP023960.1
AP022536.1
CP032515.1
CP090074.1
CU928163.2
CP054227.1
CP019359.1
AP022540.1
CP021726.1
CP021844.1
CP021840.1
CP015834.1
CP048107.1
CP041300.1
CuU928164.2
CP022164.1
CP041304.1
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ANEXO 5. Relacion entre los filogrupos y los 94 posibles nuevos genes para la identificacion de cepas UPEC.

Filogrupo
No. *Gen Total general
A B1 B2 C D E F

1 hlyC 1 17 1 19
2 hlyA 1 16 1 18
3 clbN 1 15 16
4 clbB 1 14 15
5 cnf1 1 11 1 13
6 papG-Ill 1 11 12
7 sfaH 1 9 10
8 cdil 1 8 1 10
9 sfaS 1 8 9
10 sfaA 1 8 9
11 cah 7 1 1 9
12 fnlA 2 3 2 7
13 yfdx2 2 2
14 yfdX1 2 2
15 trx-G/ 2 2
16 srfl 2 2
17 rfbK1 1 1 2
18 reiD 2 2
19 psiE-Gl 2 2
20 mef(B) 2 2
21 kefB-Gl 2 2
22 iolT2 2 2
23 iolT1 2 2
24 iolR 2 2
25 ioll1 2 2
26 iolG2 2 2
27 iolG1 2 2
28 iolE 2 2
29 iolD 2 2
30 iolC 2 2
31 iolB 2 2
32 iolA 2 2
33 hxsD 2 2
34 hxsB 2 2
35| hsp20-G/ 2 2
36 hsp20 2 2
37| hdeD-GI 2 2
38 gguA 1 1 2
39 estX 2 2
40 clpk 2 2
41 yhjiQ 1 1
42 vasA 1 1
43 trbl 1 1
44 trbG 1 1
45 trbB 1 1
46 trbA 1 1
47 tray 1 1
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48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94

traX
traW
traV
traR
traQ
traN
tral
trak
tral
traG
traF
trak
traC
taaP
senB
rumB
rpsV
rfbG
repA
psiB
ppnK
pemK
peml
nfaA
mviN
mrkA
mdoD
ksgA
atD
iatC
hydA
hmaA
hflB
grokES
fdxH
dipZ
dctP
cybH
clpv
ccdB
ccdA
ble
aztC
aztB
aztA
arsH
afaF

- Qa a4 a2 a4 a4 a4 A 4a A A A A a a a a a
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ANEXO 6. Distribucion de los 54 genomas UPEC, obtenidos de la base de datos de NCBI.

No. Genoma Filogrupo Total general
1 |EcPF16 A

2 |KL53 A

3 [VR50 A

4 |5CRE51 A 8
5 [EC1390 A

6 |EC2 A

7 |EC931 A

8 |[Y5 A

9 |CI5 B1

10 |EcPF20 B1

11 |MSHS 472 B1 5
12 |13KWH46 B1

13 |CRE1 B1

14 1536 B2

15 |ABU 83972 B2

16 |ATCC 700415 B2

17 [BH100 MG2017 B2

18 |BH100L MG2017 B2

19 |BH100N MG2017 B2

20 |CFT073 B2

21 |clon D i2 B2

22 |EC958 B2

23 |EcPF14 B2

24 |EcPF18 B2

25 [EcPF5 B2

26 |EcPF7 B2

27 |F11 B2

28 |NU14 B2

29 |UPEC 26-1 B2 31
30 [UPEC_UO13 B2

31 [UPEC129 B2

32 |[UPEC132 B2

33 [UTI89 B2

34 (81009 B2

35 (4/0 B2

36 [Combat2C1 B2

37 [EC28 B2

38 [FDAARGOS_144 B2

39 (J)1887 B2

40 |K56-43-un B2

41 |M24 B2

42 |M45 B2

43 |M70 B2

44 |PA45B B2

45 |S65EC C 1
46 |118UI D

47 |28Eco12 D 4
48 |EC1 D

49 [Survcare321 D

50 |Combat1119 E

51 [EC1515 E 3
52 [EC974 E

53 |CLSC36 F 2
54 [M160133 F
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ANEXO 7. Relacion entre los grupos filogenéticos y los 144 posibles nuevos genes para la identificacion de cepas UPEC, obtenidos de la

base de datos de eggNOG.
No. *Gen Filogrupo Total
A B1 B2 C D E F G general
1 M1-336 10 10 1 3 8 3 5 40
2 walR 20 1 21
3 hlyA 20 1 21
4 hlyB 20 1 21
5 hlyC 20 1 21
6 hlyD 20 1 21
7 tktB 16 1 17
8 cobW 15 1 1 17
9 cll 13 1 14
10 fnlB 2 1 4 2 1 10
11 ydeT 3 1 3 1 1 9
12 yut 8 8
13 yeiY 7 7
14 virB5 2 2 1 5
15 [MA20 43575 4 1 5
16 Y0084 1 3 4
17 rfbE 4 4
18 pyrL 1 2 1 4
19 mrf) 4 4
20 ganQ 3 1 4
21 ganB 3 1 4
22 cycB 3 1 4
23 bgly 3 1 4
24 aorA 1 3 4
25 abf2 1 3 4
26 | Z012_10445 1 1 1 3
27 yprA 3 3
28 | VY92_07350 3 3
29 | VY92.07345 3 3
30 scrA 1 2 3
31 rgpB 1 2 3
32 prrC 2 1 3
33 mod 3 3
34 mntA 3 3
35 mmsA 1 2 3
36 hin 3 3
37 |2012_10240 2 2
38 | Z2072_06055 1 1 2
39 ymgl 2 2
40 yesJ 2 2
41 |XK27_03330 2 2
42 [vY92.08710 2 2
43 tniB 1 1 2
44 srf) 2 2
45 sojT 1 1 2
46 pvdl 2 2
47 pbuO 1 1 2
Continua

84



[NSTIN NS RN \C R \C RN \S I \C I\ V]

N

48 parA

49 | IV02_10655

50 iolG

51 iolE

52 iolD

53 iolC

54 iolB

55 idhA

56 hspA

57 dipA

58 capD

59 ZRT3

60 | 207210010

61 | 207206670

62 | Z2012_06325

63 | Z012_00440

64 | 201200125

65 ywoG

66 YiXA

67 ymjB

68 ymgA

69 ylcG

70 yajE

71 xylP

72 wcfG

73 wbaP

74 | WA0122

75 vatD

76 ttuC

77 trpG

78 trpF

79 tnsB

80 TMCO3

81 tkt

82 terY

83 terX

84 styA

85 smeB

86 rlfA

87 rfbF

88 puukE

89 pslL

90 pseB

91 prtR3

92 prtQ

93 prpA

94 prkA
Continua
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95

9%

97

98

99

100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144

POL1A
pmfC
pell
pecM
ner
neo
mutB
mtlF
mokC
mgrB
mexF
MA20_32380
MA20_09650
S
letS
[ctP
lctO
LACTB
kdtX
irtB
irp
INT2
hokC
HLCS
hbd
HACL1
gyaR
gmuD
GLT1
glh1
glge
gip
gark
frcA
dinQ
cupB3
clpC
bplB
bepF
bar
arsH
ARSG
amsL
amsF
ALPL
alg8
adrB
ADCK2
ACSS2
acoD

_ A A A A _ A A

_ A A A A A A A A

_ A A A A
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ANEXO 8. Distribucion de los 79 genomas UPEC.

No. Genoma Filogrupo Total general
1 EcPF16 A
2 KL53 A
3 VR50 A
4 52148 A
5 5CRE51 A
6 Combat13F7 A 12
7 EC1390 A
8 EC2 A
9 EC29 A
10 EC931 A
11 PK5074 A
12 Y5 A
13 ARL09/232 B1
14 CI5 B1
15 EcPF20 B1
16 MSHS 472 B1
17 779 B1 10
18 13KWH46 B1
19 13TMH22 B1
20 CRE1 B1
21 MS6192 B1
22 MS6193 B1
23 536 B2
24 ABU 83972 B2
25 ATCC 700415 B2
26 BH100 MG2014 B2
27 BH100 MG2017 B2
28 BH100L MG2017 B2
29 BH100N MG2017 B2
30 CFT073 B2
31 EC958 B2
32 EcPF14 B2
33 EcPF18 B2
34 EcPF40 B2
35 EcPF5 B2
36 EcPF7 B2
37 F11 B2
38 MNCRE44 B2
39 NU14 B2
40 025b:H4 B2 36
41 SA186 B2
42 UPEC132 B2
43 UPEC 26-1 B2
44 UPEC-455U B2
45 UPEC_U013 B2
46 uTI89 B2
47 81009 B2
48 2/0 B2
49 4/0 B2
50 Combat2C1 B2
51 EC28 B2
52 FDAARGOS_144 B2
53 FDAARGOS_448 B2
54 J)1887 B2
55 K56-43-un B2
56 M24 B2
57 M45 B2
58 M70 B2
59 Ec1079 C
60 S65EC C 4
61 Survcare253 C
62 Survcare321 C
63 EcPF15 D
64 UMNO026 D
65 103 D
66 222 D 8
67 18070201 D
68 118U1 D
69 28Eco12 D
70 EC1 D
7 EC974 E
72 Combat1119 E 3
73 EC1515 E
74 1A139 F
75 201609 F
76 CLSC36 F 5
77 M160133 F
78 MS6198 F
79 MSHS 133 G 1
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ANEXO 9. Heatmap generado segtn la asociacion estadistica entre los genes de virulencia en el cepario de varones. Los valores

estadisticamente significativos se indican como sigue: *** p < 0,001, **p < 0,01y * p < 0,05.
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ANEXO 10. Recopilacion de estudios de cepas UPEC tanto en Latino América como en Europa de factores de virulencia asociados

Afio

2017

2018

2019

2020

2021

2017

2018

2019

2020

2021

Autor

Gao
Paniagua-Contreras
Ramirez-Castillo
Ali
Bravata-Alcantara
Shahbazi

Staji

Xicontecatl
Baldiris-Avila
Huelgas
Maonroy-Pérez
Yimaz

Miri Hyun

Rezatofighi

Autor

Gao
Paniagua-Contreras
Ramirez-Castillo
Ali
Bravata-Alcantara
Shahbazi

Staji

Xicontecatl
Baldiris-Avila
Huelgas
Maonroy-Pérez
Yimaz

Miri Hyun

Rezatofighi

adhesion, adquisicion de hierro, evasion del sistema inmune, misceldneos y movilidad.
Funcién / FV (FV)
Adhesion

Pais fimH papC papG-. papEF papA papG agnd3 papF papAH yfcV  sfaS  focG papG-.sfa/fo. sfa  pap afa/dr. sfa/foc papG-1
China
México 4%
México
Pakistan 13%  13% 4% 13% 4%
México
Irdn
Irdn 13% 16%
México 1%
Colombia
México
México 6% 1%

1%

Turquia

7% 8% 3%

- 12% 1% 12% 14% 16% 5%

Corea

Irdn

Funcién / FV (FV)
Adquisicién hierro
el feoB chud tonB iroN irp2 iutD sitd iucC ired

= -

Pais

China

México

México

Pakistan

México

Irdn

Irdn

México

México

México
Turquia

Corea

Irdn
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2017

2018

2019

2020

2021

Autor

Gao
Paniagua-Contreras
Ramirez-Castillo
Ali
Bravata-Alcantara
Shahbazi
Xicontecatl
Baldiris-Avila
Huelgas
Monroy-Pérez
Miri Hyun

Rezatofighi

Funcién / FV (FV)
Evasion respuesta inmune Miscelaneos Movilidad
Pais traT kpsMTIl OmpT kpsMTI K1 usp flic

China 15%
ME‘K ic ° “
México

Pakistan 14%

México

Irdn

México

Colombia

México

Mexico

Corea
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