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colistina

MDR: Multidrogoresistente

MGE: Elementos genéticos moviles
MLEE: Electroforesis enzimatica multilocus
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MLST: Tipificacion de secuencias
multilocus

NMDR: No multidrogoresistente
NMEC: E. coli asociada a meningitis
neonatal

Omp: Proteina de membrana externa
ORF: Marco de lectura abierta

PAI: Isla de patogenicidad

PCR: Reaccion en cadena de la
polimerasa

PDR: Pandrogoresistente

PFGE: Electroforesis en gel de campos
pulsados

PMN: Polimorfonucleares

PMQR: Genes de resistencia a
guinolonas mediadas por plasmidos.
PTS: Sistema fosfotransferasa

QIR: Reservorios quiescentes
intracelulares

QRDR: Region determinante de
resistencia a las quinolonas

RFLP: Polimorfismo de longitud de
fragmentos de restriccion

RTX: Proteina de repeticién en toxina
Sat: Toxina autotransportadora secretada
SMX: sulfametoxazol

SNP: Sustitucién de un solo nucle6tido
SRA: Archivo de lectura de secuencia
ST: Secuencia tipo

ST131: Secuencia tipo 131

T3SS: Sistema de secrecion de tipo lll
TGI: Tracto gastrointestinal

TMP/SMX: Cotrimoxazol o trimetoprima-
sulfametoxazol

TMP: Trimetoprima

Tn: Transposon

UPEC: E. coli uropatégena

Vat: toxina autotransportadora vacuolante
WGS: Secuencia de genoma completa
XDR: Extremadamente resistente

Ybt: Yersiniobactina



RESUMEN

E. coli patégena extraintestinal (EXPEC) es un patotipo asociado, entre otras
patologias, al desarrollo de ITU, una de las infecciones bacterianas mas comunes,
con aproximadamente 150 millones de casos al afio. En ocasiones no son
diagnosticadas adecuadamente, provocando complicaciones o cronicidad, ademas
de su adquisicion nosocomial y comunitaria. Dentro de las EXPEC, el clon O25:H4-
B2-ST131 se ha asociado a ITU y sepsis, principalmente por su posesion de genes
tanto de virulencia como de resistencia y dentro de este complejo clonal, el subclon
ST131-H30-Rx se considera pandémico. El objetivo del presente trabajo consistié
en analizar las caracteristicas de filogenia, clonalidad, patogenicidad y pladsmidos
en genomas de cepas E. coli O25:H4 obtenidos en bases de datos de libre acceso
usando herramientas bioinformaticas para el andlisis. Se recolectaron 58 genomas
completos cerrados (2005-2018) de cepas aisladas principalmente de sangre
(44.83%), orina (20.69%) y heces (22.41%). Todas pertenecieron al filogrupo B2 y
CC131 (ST131). El alelo fimH30 fue predominante (84.48%) y se subclasificé en los
grupos H30-Rx (67.35%) y H30-R (32.65%). Los genomas No H30 constituyeron un
tercer subgrupo de estudio (15.52%). Se identificaron 58 genes de virulencia
asociados a diversas funciones y los genes reportados en un porcentaje de 90-
100% fueron fimH, csgA, motA, motB, fliC, yfcV, iha, sitA, iucD, iutA, fyuA, chuA,
tonB, sat, iss, ompT y kpsE. En su mayoria se tratd6 de genes con funciones de
adherencia, movilidad y captacion de hierro. También se observaron asociaciones
especificas gen-subclén. Para conocer el potencial de causar una ITU, se
identificaron 3 genes de virulencia altamente asociados a cepas UPEC, en todos los
genomas, indicandonos la capacidad de los genomas ST131 para desencadenar
una ITU pese a ser aislada de otras fuentes ademas de orina. Se realizo la
determinacién de virotipo de acuerdo con el esquema de Blanco et al.,
predominando el virotipo C (74.14%), el virotipo principal en H30-Rx y H30-R fue C
y en las No H30 se traté del D. Se realizé la busqueda de cepas hibridas, localizando
3 cepas (5.17%) con patotipo EXPEC-DAEC. Se analizé la presencia y estructura
del operoén ucl, codificante de una fimbria Ucl, localizandose en 6 cepas prototipo
EXPEC B2 de distintos serogrupos y ST. El operdn ucl también se identific6 en
genomas de estudio aislados de diversos paises, principalmente los del subclén
H30-Rx (63.64%). En su mayoria las cepas clinicas presentaron un operén similar
al identificado en UTI89 y se identificé un segmento de origen viral, posiblemente
parte de un profago encargado de la diseminacion de los genes ucl. Se realizo la
identificacion de 67 determinantes de resistencia hacia 12 familias de antibioticos.
Las familias con mayor incidencia fueron quinolonas (100%), betalactamicos
(94.83%), aminoglucésidos (82.76%), sulfonamidas (58.62%), diaminopirimidinas
(55.17%), fenicoles (53.45%) y tetraciclinas (51.72%). No se detectd resistencia
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hacia rifamicina y nitrofurantoina. El 87.93% de las cepas fueron MDR, en H30-Rx
este porcentaje fue de 93.94%. Todas las cepas presentaron al menos una mutacion
en los genes gyrA, parC o parE. No se identificaron mutaciones en gyrB. Se
identificaron genes blactx-v en 45 genomas (77.6%) de los grupos 1 (63.79%) y 9
(15.52%). El subclon H30-Rx presentd blacrx-m-15 en 96.97% de los genomas. Se
observé una asociacién de blacTx-m-27 con 1S26 (100%) e blactx-m-14 €n su mayoria
con ISEcpl (75%) y blactx-m-15 con 1S26 (66.7%). 52 cepas (89.7%) albergaron al
menos 1 plasmido (n=110) y los replicones mas comunes pertenecieron al grupo
IncF (51.82%), en su mayoria como multirreplicones. H30-Rx presento el porcentaje
mas elevado de asociacion con IncF (65.96%). Se realizé pMLST en los plasmidos
IncF, siendo F2 (10.53%) el mas reportado y distribuido en los 3 subclones. En H30-
Rx se localizé un subconjunto de C2 altamente virulento mediado por F36:A4:B1y
F36:A4:B2. Se realiz6 identificacion de relaxasas MOBF y MOBp. MOBF12 fue
predominante (29.09%) y se asocié con cepas No H30. En conjunto con traT se
identificaron 28 plasmidos conjugativos (25.45%), principalmente en No H30
(42.86%). Con base en este analisis, podemos conocer algunos determinantes de
resistencia y virulencia que distinguen a cepas de E. coli 025:H4-B2-ST131 hasta
ahora secuenciadas, asi como diferencias entre sus subclones y las tasas de
prevalencia de acuerdo con su ubicacién, ya sea cromosomica o plasmidica.
También nos permitié conocer la diversidad presente entre cepas, pese a que todas
pertenecen a la misma secuencia tipo, demostrando la amplia plasticidad gendmica
gue caracteriza a este grupo clonal.

Palabras clave: EXPEC, ST131, subclones, virulencia, MDR, plasmidos.



1. INTRODUCCION

1.1. Infeccion del tracto urinario (ITU)

Las infecciones del tracto urinario (ITU) son el segundo tipo de infeccion mas
frecuente, solo después de las asociadas al tracto respiratorio (Kass, 2002).
Anualmente se reportan aproximadamente 150 millones de personas cursando una
ITU (Stamm & Norrby, 2001). Estas infecciones pueden adquirirse
intrahospitalariamente o en la comunidad, ademas de relacionarse con elevados
indices de morbimortalidad (Daoud et al., 2015; Foxman & Brown, 2003; Kot, 2019).
Las ITU con tratamientos deficientes tienden a complicarse y desarrollar urosepsis,
ademas que su persistencia la convierte en una enfermedad cronica (Arenas-
Hernandez et al., 2012).

Las ITU se definen como la presencia de microrganismos patdégenos en zonas
normalmente estériles del aparato urinario y pueden estar o no asociadas a
sintomatologia, en el 80-90% de los casos el origen es bacteriano (Echevarria
Zéarate & Osores Plenge, 2006). Clinicamente se diagnostican ante la presencia de
210° bacterias/ml en urocultivo y el “estandar de oro” se basa en la deteccion del
patégeno mediante cultivo junto a la presencia de sintomas clinicos conocidos como
sindrome miccional (Brons et al., 2020; Kass, 2002).

Epidemiolégicamente, las infecciones urinarias se consideran una enfermedad
asociada a mujeres, donde se estima que el 40% de mujeres presentara al menos
una ITU en el transcurso de su vida y el 11% de ellas presentara una infeccion
recurrente o ITUr (Foxman, 2014; Micali et al., 2014). La prevalencia de la infeccion
urinaria aumenta con la edad, y en mujeres mayores de 65 afios es
aproximadamente el doble de la tasa observada en la poblacion femenina en
general (Medina & Castillo-Pino, 2019). Del mismo modo en los grupos de mujeres
gue cursan un embarazo donde se ha demostrado que los cambios en sus niveles
de estrogeno impiden un control adecuado por el sistema inmune innato de la vejiga,
dejandolas susceptibles a ITUr (Raz, 2011; Sen et al.,, 2021). Respecto a los
varones, solo 12% padecera de ITU en el transcurso de su vida (Foxman & Brown,
2003).

1.1.1. Clasificacion

Clinicamente las ITU son clasificadas en complicadas y no complicadas (Flores-
Mireles et al., 2015). Las infecciones no complicadas afectan a personas sin
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anomalias estructurales o neuroldgicas del tracto urinario y se dividen en cistitis y
pielonefritis (Hannan et al., 2012; Hooton, 2012). Las infecciones complicadas estan
asociadas a anormalidades anatomicas o fisiologicas que comprometen al tracto
urinario (Levison & Kaye, 2013). Tabla 1.

Tabla 1. Clasificacién de las ITU.

Clasificacion de las ITU

Trastorno

Definicion

Bacteriuria
asintomatica

Urocultivo positivo (2 10° UFC/mL) en ausencia de signos y sintomas.

Afecta a individuos aparentemente sanos, sin anormalidades
funcionales o anatémicas en el tracto urinario, sin deterioro relevante
de funcion renal ni enfermedades concomitantes que promueven la ITU
0 son un riesgo para desarrollar complicaciones serias.

Cistitis aguda no complicada: ITU de vias inferiores.

ITU no Sintomatologia: urgencia para miccionar, disuria, poliuriay dolor
complicada alrededor del pubis (sindrome miccional).
Pielonefritis aguda no complicada: ITU de vias superiores.
Sintomatologia: sindrome miccional acompafnado de dolor en
los costados y/o fiebre mayor a 38°C.
ITU recurrente no complicada: Refiere a =2 episodios
sintomaticos en 6 meses o = 3 episodios sintomaticos en 12
meses.
Asociadas a factores estructurales o neuroldgicos que comprometen el
tracto urinario:
e Enfermedad neurolégica
e Obstruccion / retencidn urinaria
IT.U e Inmunosupresion
complicada

e Fistulas

¢ Insuficiencia renal o célculos

e Embarazo

e Presencia de cuerpos extrafios, como catéter o dispositivos
de drenaje

Modificado de Flores-Mireles et al., 2015; Levison & Kaye, 2013; Medina & Castillo-Pino, 2019;
Smelov et al., 2016; Stamm et al., 1982; Zalewska-Pigtek & Piagtek, 2020.



1.1.2. Etiologia

Las ITU son causadas por bacterias Gram positivas y Gram negativas, asi como
algunas especies de hongos; sin embargo, Escherichia coli uropatégena (UPEC) es
el principal agente causal en la mayoria de las ITU complicadas (65%), como en las
no complicadas (75-90%) (Flores-Mireles et al., 2015; Medina & Castillo-Pino, 2019;
Zhang & Foxman, 2003). Asimismo UPEC se asocia con 70-80% de las infecciones
urinarias adquiridas en la comunidad y 50% de las infecciones intrahospitalarias
(Kot, 2019).

1.2. Escherichia coli

En 1885, Theodor Escherich, un pediatra aleman, aisld6 por primera vez a
Escherichia coli (E. coli), clasificAndola como un microrganismo saprofito,
comunmente encontrado en el tracto gastrointestinal de humanos y otros
vertebrados (Desmarchelier & Fegan, 2016). E. coli pertenece a la familia de las
enterobacterias, es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo, catalasa positivo
y oxidasa negativo, presentan un tamafio promedio de 1.1-1.5 um de ancho por 2—
6 um de largo y en su mayoria con forma de bacilo. De acuerdo con las condiciones
del medio, pueden ser no moviles o0 méviles, con expresion de flagelos peritricos.
Muchas cepas tienen capacidad de producir fimbrias o pili, encargadas de la union
de la bacteria a las superficies que posteriormente colonizardn (Desmarchelier &
Fegan, 2016; Jiménez et al., 2012).

En 1947 Kaufmann estableci6 un sistema de clasificacion para E. coli basado en los
antigenos O, K y H, donde las combinaciones de estos antigenos (O:H:K)
corresponden a un serotipo especifico y el grado de virulencia de una cepa se puede
determinar por la combinacion de antigenos que presente (Dahbi, 2015; Kauffmann,
1947; Liu et al., 2020). El lipopolisacérido O se encuentra en la pared celular y se
han identificado cerca de 188 variedades, el antigeno H corresponde al flagelo y se
conocen cerca de 53 tipos y el antigeno K forma parte del polisacarido capsular y
se han reportado cerca de 103 variantes (Dahbi, 2015; Desmarchelier & Fegan,
2016). Generalmente so6lo se toman en cuenta los grupos O y H pues su
identificacion se realiza por aglutinacion, mientras que el antigeno K necesita de
contrainmunoelectroforesis para su determinacion (Dahbi, 2015). Otras técnicas de
clasificacion consisten en determinacion de biotipo por pruebas bioquimicas; sin
embargo no permite diferenciar entre cepas patdégenas y las que no lo son (Dahbi,
2015). Posteriormente se ha implementado la tipificacibn del genoma,
determinaciéon de perfiles de virulencia, determinacién de filogrupo y clasificacién



por fagos, generalmente asociados a estudios con fines epidemiol6gicos
(Desmarchelier & Fegan, 2016).

1.2.1. Patotipos

E. coli es una especie genéticamente diversa, en su mayoria compuesta por cepas
comensales, las cuales habitan en simbiosis con su hospedero, generalmente
carecen de factores de virulencia y sélo inducen dafio ante eventos como la
presencia de un cuerpo extrafio, la ruptura de las barreras gastrointestinales
normales (peritonitis) o un proceso de inmunosupresion (Russo & Johnson, 2000).
Sin embargo, también abarca patdégenos oportunistas, causantes de infecciones
intestinales y extraintestinales en una variedad de hospederos, provocando
morbilidad y mortalidad en todo el mundo (Croxen et al., 2013).

Se ha establecido una clasificacion en base a criterios clinicos, epidemiolégicos, de
interaccidn con su célula blanco y genéticos en variantes patogénicas de E. coli
llamados patotipos, los cuales comprenden las cepas patdgenas intestinales o
diarreogénicas (DEC) y cepas patdgenas extraintestinales (EXPEC) (Russo &
Johnson, 2000). Las cepas DEC se clasifican en seis grupos: E. coli enteropatdgena
(EPEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli
enteroagregativa (EAEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC) y E. coli de adherencia
difusa (DAEC) y los aislados pueden definirse por la presencia de uno 0 unos pocos
genes de virulencia (Kaper et al., 2004; Nataro & Kaper, 1998). Las cepas EXPEC
son aquellas aisladas fuera del tracto intestinal, capaces de causar dafio en esos
sitios y en diversos hospederos, como aves de corral, animales de compafia y
humanos (Smith et al., 2007). Estas cepas se clasifican como E.
coli uropatégena (UPEC), E. coli asociada a meningitis neonatal (NMEC) y E. coli
patégena aviar (APEC) (Pitout, 2012; Robins-Browne et al., 2016). Contrario a las
cepas DEC, las EXPEC son dificiles de clasificar ya que se han reportado un mayor
namero de genes comunes en las 3 categorias (figura 1), clasicamente este se
otorgaba de acuerdo al sitio de aislamiento de la cepa (Lu et al., 2019).
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Figura 1. Factores de virulencia asociados al patotipo EXPEC. Modificado de Breland et al., 2017.

1.2.2. Filogrupos

Mediante analisis filogenéticos, se ha demostrado que las cepas patégenas de E.
coli no pertenecen a un solo linaje evolutivo, sino que a lo largo del tiempo algunos
clones han adquirido determinantes de virulencia que les han permitido adaptarse
a nuevos nichos y persistir hasta convertirse en diferentes patotipos, cada uno con
un proceso caracteristico (Kaper et al., 2004; Pupo et al., 1997).

La coleccién ECOR estéa formada por 72 cepas de referencia E. coli, obtenidas de
diversos hospederos y regiones geogréficas (1973-1983) (Ochman & Selander,
1984). Este cepario fue pionero en los estudios de filogenia, con técnicas como
electroforesis enzimatica multilocus (MLEE), polimorfismo de longitud de
fragmentos de restriccion (RFLP), polimorfismos de ADN amplificados
aleatoriamente, tipificacion de secuencias multilocus, secuenciacion del genoma
completo (WGS) y reaccién en cadena de polimerasa (PCR), esta Ultima es la mas
utilizada en la actualidad y ha demostrado que E. coli estd compuesta por 8 grupos
filogenéticos: A, B1, B2, C, D, E, Fy G (Clermont et al., 2013, 2019; Jaureguy et al.,
2008; Wirth et al., 2006).
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Figura 2. Grupos y relaciones filogenéticas de Escherichia coli obtenidos a partir de la
metodologia de Clermont. Se muestran los grupos filogenéticos hasta ahora reportados. Tomado
de Clermont et al., 2019.

La mayoria de las cepas comensales fecales, incluida la cepa K-12 MG1655,
pertenecen al filogrupo A (Bidet et al., 2007; Herzer et al., 1990). Las cepas DEC
generalmente se agrupan en los filogrupo B1, E y A (Toval et al., 2014), mientras
que los grupos B2, F y D abarcan casi en su totalidad a las cepas patdgenas
extraintestinales (Clermont et al., 2019; Picard et al., 1999), aunque se han
reportado cepas UPEC que pertenecen al filogrupo B1, asociadas con cepas
comensales causantes de ITU comunitarias (Mosquito et al., 2015). En UPEC, el
filogrupo B2 se ha asociado con cepas causantes de urosepsis y hospederos
inmunocompetentes y portan mayor cantidad de genes de virulencia que otros
filogrupos (Jauréguy et al., 2007; Touchon et al., 2009). Las cepas APEC se
relacionan con los grupos C y F (Breland et al., 2017). Finalmente, el filogrupo G ha
sido el dltimo en ser identificado, principalmente en aves de corral. Se considera un
intermedio entre los grupos F y B2, aunque pocas cepas pertenecen a este linaje,
se cree que destacan por sus altas tasas de virulencia y resistencia a antibiéticos
en cepas EXPEC (Clermont et al., 2019).

1.2.3. Cepas hibridas

Los informes de cepas de E. coli que causan infecciones intestinales y
extraintestinales en el mismo hospedero son poco frecuentes; sin embargo, en afios
recientes se ha comenzado a reportar la aparicién de cepas “hibridas” de E. coli
patdgena, es decir cepas que portan genes de virulencia asociados a patovares
especificos (DEC y/o EXPEC), algunas de ellas con la capacidad de provocar
infecciones intestinales seguidas de infecciones del torrente sanguineo. Estas
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cepas hibridas representan nuevos ejemplos de la plasticidad gendmica de este
microorganismo (Mdller et al., 2007; Valiatti et al., 2020).

En UPEC se han identificado combinaciones de este grupo junto con rasgos
genéticos de EAEC y STEC en Alemania, UPEC/EPEC y EAEC/UPEC en Brasil y
en México se han identificado los patovares UPEC/AIEC, UPEC/ETEC,
UPEC/EIEC, UPEC/EPEC (Abe et al., 2008; Ballesteros-Monrreal et al., 2020;
Barrios-Villa et al., 2018; Lara et al., 2017; Martinez-Gorgonio, 2019; Toval et al.,
2014; Valiatti et al., 2020).

1.3. UPEC

Las cepas UPEC se asocian con serogrupos Yy serotipos especificos (tabla 2),
025:H4 es uno de los mas reportados (Arenas-Hernandez et al.,, 2012; Molina-
Lépez et al.,, 2011). Este serotipo en particular presenta diversos factores de
virulencia, resistencia a antibiéticos y mayor produccion de biofilm en comparacion
con otros serogrupos, caracteristicas que favorecen la supervivencia y crecimiento
bacteriano en tracto urinario y otros ambientes extraintestinales (Noie Oskouie et
al., 2019; Wiles et al., 2008). En México, los serotipos 015 y O8 también portan una
variedad de factores de virulencia y resistencia (Paniagua-Contreras et al., 2017).
Se han asociado algunos serogrupos con personas que padecen alguna
comorbilidad especifica, por ejemplo, los serogrupos O75 y 021 han sido
relacionados a pacientes con diabetes o dafio renal, mientras que 025:H4 y O6:H1
se encuentran en cepas UPEC de mujeres embarazadas (Ballesteros-Monrreal et
al., 2020; Noie Oskouie et al., 2019).

Tabla 2. Distribucién de serogrupos y serotipos reportados en cepas de E. coli uropatégena
y en cepas de E. coli hibridas (UPEC/DEC).

SEROGRUPOS Y SEROTIPOS REPORTADOS EN CEPAS UPEC Y UPEC/DEC
Tipificacion Cepas UPEC Cepas hibridas (UPEC/DEC)
01, 02, 04, 06, 07, 08, 09, | UPEC/DAEC: 01, 02, 06, 011,
011, 012, 014, 015, 016, | 015, 017, 019, 021, 055, 075,
SEROGRUPOS | 017, 018, 021, 022, 025, | 082, O175.

050, 062, 075,077,081, 083 | UPEC/EAEC: 05, 06, 014, 018,
085, 086, 0101, O102. 092. 0166, 0169.

O1:H4, O1:H6, O1:H7, O1:H-, | UPEC/EPEC: 025:H4, O71: H40
02:H1, O2:H4, O4:H5, 0O6:H1, | UPEC/ STEC: O1:H-, O75:H-
SEROTIPOS | O7:H4, O7:H6, O7:H-, | UPEC/DAEC: O2:H6

O18ac:H7, Ol18ac:H-, 022:H1, | UPEC/AIEC: O25:H4




025:H4, O75:H5, O75:H7, | UPEC/ETEC: O25:H4

0O15:K52:H1. UPEC/EIEC: 0O25:H4
UPEC/EAEC/EPEC: O15:H18
DEC=E. coli diarreogénica. Los serogrupos y serotipos marcados en color gris son los mas
reportados en México. Tomado de Abe et al., 2008; Arenas-Hernandez et al., 2012; Ballesteros-
Monrreal et al., 2020; Barrios-Villa et al., 2018; Bidet et al., 2007; Blanco et al., 1994, 1997; Li et al.,
2010; Martinez-Gorgonio, 2019; Molina-Lépez et al., 2011; Noie Oskouie et al., 2019; Nojoomi &
Ghasemian, 2019; Paniagua-Contreras et al., 2017; Valiatti et al., 2020.

Las cepas UPEC suelen agruparse en los filogrupos B2 y D principalmente (Johnson
et al., 2002; Ochoa et al., 2016; Xicohtencatl-Cortes et al., 2019); sin embargo,
también se ha reportado su asociacion a los filogrupos A y B1, relacionados con
cepas comensales fecales, sugiriendo que estos filogrupos han adquirido ciertos
determinantes de virulencia, dando origen a una amplia diversidad de clones,
divergentes tanto en serotipos como en secuencias tipo (ST) (Bidet et al., 2007;
Wirth et al., 2006). Esto se ha demostrado comparando los genomas de algunas
cepas prototipo UPEC (CFT073, 536 y J96), donde la disposicién de los genes y
elementos genéticos moéviles (MGE) difirieron entre cepas (Brzuszkiewicz et al.,
2006; Welch et al., 2002).

1.3.1. Metabolismo de UPEC

Las cepas UPEC tienen la capacidad de habitar dentro del tracto gastrointestinal de
los seres humanos pero a diferencia de las cepas DEC o las comensales, UPEC
posee determinantes que le permiten adaptarse rapidamente a un cambio de nicho
mediante procesos de regulacion metabdlica (Lloyd et al., 2007).

La proteina reguladora Crp es importante para el crecimiento y metabolismo de
UPEC, los sistemas reguladores de doble componente QseBC y KguSR suelen
asociarse con este patotipo; QseBC controla la expresion de 36 reguladores y
KguSR enciende el metabolismo de a-cetoglutarato y energia bajo condiciones de
anaerobiosis (Cai et al., 2013; Donovan et al., 2013; Hadjifrangiskou et al., 2011).
Se han descubierto nuevos reguladores UPEC en afios recientes, asi como la etapa
de la infeccidon en que se expresan, por ejemplo, aunque UPEC sea anaerobio
facultativo, requiere de respiraciébn aerdbica durante las infecciones urinarias
agudas, utilizando el sistema ArcA/B para lograr este cambio (Breland et al., 2017).

Otras adaptaciones metabdlicas en UPEC son una mayor expresion de genes de
proteinas ribosomicas, componentes de la traduccidon y transcripcion,
procesamiento de ARNt y proteinas asociadas a la division celular. En afios
recientes se ha propuesto el rapido crecimiento como un factor de virulencia



(Forsyth et al., 2018; Reitzer & Zimmern, 2020). También se ha evaluado el papel
que tiene la composicién de la orina en el desarrollo de ITU. La concentracion
normal de urea (300 mM), junto a un pH acido tiene efectos desnaturalizantes que
funcionan como un mecanismo de defensa del hospedero (Reitzer & Zimmern,
2020).

El pH de la orina suele encontrarse a niveles de acidez elevada (6.0) por lo que
también se han reportado sistemas asociados a la homedstasis de pH. La lisina
descarboxilasa puede participar en la tolerancia acida al consumir protones y
neutralizar los subproductos acidos de la fermentacion de carbohidratos
(Brzuszkiewicz et al., 2006). El catabolismo de D-serina en UPEC, llevado a cabo
por un sistema de D-serina desaminasa, proporciona una ventaja de crecimiento en
el tracto urinario murino ademas permite utilizar este componente como fuente de
N y C en el tracto urinario (Roesch et al., 2003). Otras cepas UPEC cuentan con
sistemas para el uso de carbohidratos, dependientes o independientes del sistema
fosfotransferasa (PTS) (Brzuszkiewicz et al., 2006).

1.3.2. Patogénesis

La ITU suele iniciar por contaminacion periuretral con cepas UPEC residentes en el
tracto gastrointestinal (TGI), considerado el principal reservorio, seguida de la
adhesidn, colonizacién de la uretra y la posterior migracion del patdgeno a la vejiga
(Flores-Mireles et al., 2015). Estudios recientes han identificado caracteristicas
expresadas tanto en comensales como en cepas patdégenas, destacando la
expresion de pili traslocados por la via chaperona-ayudador (CUP), entre ellas las
fimbrias tipo 1 y Ucl, capaces de expresarse en TGl y tracto urinario (Klein &
Hultgren, 2020).

Cuando se ha colonizado el area periuretral, UPEC asciende por la uretra hasta la
vejiga, donde las condiciones de este sitio anatémico favorecen la expresion de pili
tipo 1 para adherirse a restos de manosa en los receptores de uroplaquina que
recubren las células epiteliales de transicion (Kaper et al., 2004), seguido de la
liberacion de toxinas y proteasas que liberan nutrientes de las células del
hospedero, asi como la obtencion de hierro a través de la sintesis de sideroforos
(Flores-Mireles et al., 2015).

La unién entre la adhesina fimbrial FimH y uroplaguina desencadena apoptosis y
exfoliacién en el uroepitelio con la finalidad de eliminar las bacterias adheridas,
mediante la secrecién de citocinas proinflamatorias (TNFa) y antiinflamatorias (IL-
10) por las células inmunitarias residentes, provocando reclutamiento de neutrofilos



al urotelio (TNFa) seguida de reclutamiento de monocitos y la induccion de muerte
celular programada y exfoliacion, lo que resulta en una disminucién inicial de la
carga bacteriana en la vejiga pero también expone el epitelio de transicion
subyacente (Klein & Hultgren, 2020; Sen et al., 2021). Posteriormente se liberan
citocinas antiinflamatorias, como IL-10, para reducir la inflamacion local, inhibir la
activacion de macréfagos y la produccién de citocinas evitando un proceso de
hiperinflamacion (Sen et al., 2021), este paso es decisivo para el éxito en la
colonizacion o la eliminacién del uropatégeno, ya que UPEC adherido al urotelio
puede ser hasta 100 veces mas tolerante a los antibiéticos (Flores-Mireles et al.,
2015; Zalewska-Piagtek & Pigtek, 2020).

Para evitar la eliminacion, las bacterias pueden sobrevivir y persistir dentro de las
células epiteliales de la vejiga, formando protuberancias en forma de vainas que
luego se internalizan, originando comunidades bacterianas intracelulares (IBC)
(Kaper et al., 2004). Las IBC representan una etapa latente que se activa y se
elimina cuando se suprime la inmunidad del hospedero, volviendo a emerger a la
superficie con morfologia filamentosa, causando las ITU recurrentes, siendo
asociadas a la fase aguda de la infeccion. El proceso de invasion y formacion de
IBC proporciona a UPEC la capacidad de sobrevivir a los estrictos cuellos de botella
en el tracto urinario, incluida la expulsion mediada por el receptor TLR-4, la
exfoliacion de células paraguas, el ascenso a los rifiones, la miccion y la inflamacion
(Flores-Mireles et al., 2015; Hannan et al., 2012). Las IBC estan asociadas a la
formacién de biopeliculas, las cuales dificultan el tratamiento de estas infecciones
debido a la resistencia bacteriana a los antibioticos y dificultando su eliminacion a
través del sistema inmunolégico del hospedero. Las pruebas de laboratorio
destacan que las estructuras de la biopelicula pueden ser 1000 veces mas
resistentes a los antibioticos que las bacterias plancténicas (Zalewska-Pigtek &
Pigtek, 2020).

UPEC también puede formar reservorios intracelulares quiescentes (QIR), los
cuales estan asociados a infeccion cronica inactiva o activa si se trata de un episodio
de bacteriuria asintomatica (ABU). Los QIR son conjuntos de 4-10 bacterias latentes
gue pueden permanecer viables durante meses y reactivarse, ocasionando ITUr
(Flores-Mireles et al., 2015; Hannan et al., 2012).

Si la cepa UPEC tiene la capacidad de causar pielonefritis, en cierto momento se
detendra la expresion de este pili, lo cual causa la liberacion de la cepa de los
receptores en el urotelio, comenzara a expresar el flagelo el cual ayuda a la cepa a
ascender a través de los uréteres hacia los rifiones, donde se unira con los
receptores de digalactésido expresados en el epitelio renal gracias a la fimbria tipo
P o Pap (pilus associated to pyelonephritis). En este sitio anatbmico, comenzara a
sintetizar hemolisina (HIlyA), asociada a mayor produccion de IL-6 e IL-8. HIlyA y el
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lipopolisacarido (LPS) provocan una respuesta inflamatoria aguda que conlleva al
reclutamiento de células polimorfonucleares (PMN). Si la cepa causante de
pielonefritis expresa, ademas, citotoxinas como Sat y Vat, tendra capacidad de
causar dafio en glomérulos y epitelio circundante, pudiendo atravesar la barrera
epitelial tubular para acceder al endotelio, seguido del torrente sanguineo, iniciando
un proceso de bacteriemia (Flores-Mireles et al., 2015; Kaper et al., 2004).

1.3.3. Factores de virulencia

La virulencia se define como la capacidad relativa de un microorganismo para
causar dafio en un hospedero susceptible y estd determinada por los factores de
virulencia que presente dicho organismo; éstos ejercen distintas funciones como
ayudar a los organismos a evadir las defensas del hospedero, adherirse y colonizar
sitios anatomicos clave, invadir y alterar la fisiologia de un tejido determinado y/o
activar una respuesta inflamatoria nociva del hospedero (Casadevall & Pirofski,
2003). En conjunto determinan la secuencia de eventos que conduciran al progreso
de la enfermedad; por lo tanto, para conocer la capacidad patogénica de un
organismo es necesario determinar la prevalencia de genes de virulencia y
comparar estos entre cepas patdgenas y no patdgenas. Las cepas UPEC portan
factores de virulencia especializados, como adhesinas, toxinas, siderdforos, capsula
e invasinas, la mayoria de ellos presentes en el cromosoma dentro de islas de
patogenicidad (PAI) o fuera de este, en plasmidos y fagos que han sido adquiridos
por HGT (Bauer et al., 2002; Brons et al., 2020; Johnson et al., 2001; Lloyd et al.,
2007; Matinfar et al., 2021).

1.3.3.1. Adhesinas

UPEC se adhiere a moléculas especificas (receptores) para facilitar la interaccion
con las células del portador (vejiga o rifidn) y establecer infecciones exitosas. La
adhesion es el primer paso necesario para colonizar y persistir dentro del hospedero
y se lleva a cabo por adhesinas fimbriales (Holden et al., 2007; Vo et al., 2017). Las
proteinas estructurales CsgA del curli, la adhesina FimH de las fimbrias tipo 1, SfaS
en fimbrias tipo S, FocH en F1C, DrA en Dr y las variantes alélicas de papG (I a Ill)
de las fimbrias P son las adhesinas fimbriales mas importantes en el proceso de
colonizacion y adherencia de UPEC en tracto urinario (Luna-Pineda et al., 2018) y
cada una de estas adhesinas reconoce un blanco especifico y desencadena vias
de sefalizacion caracteristicas, que contribuyen a la colonizacion de las células del
uroepitelio (LUthje & Brauner, 2014).
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Las fimbrias tipo 1 son fimbrias similares a pelos involucradas en la adhesion de
UPEC a varias superficies mucosas mediante la interaccion con receptores que
contienen manosa como uroplaquina e integrinas en las células paraguas
superficiales del uroepitelio o la proteina Tamm-Horsfall, secretada por la mucosa
de la vejiga humana (Breland et al., 2017; Buckles et al.,, 2004). El operdn
fimAICDFGH es el encargado de la sintesis de esta fimbria y su expresion se
encuentra regulada por un elemento invertible (fimS) que contiene el promotor
responsable de la transcripcion del gen de la subunidad estructural o pilina (fimA) y
de otros genes accesorios necesarios para el ensamblaje. Estas fimbrias estan
presentes en 80-90% de todas las E. coli, tanto comensales como patdégenas
(Kuwahara et al., 2010; Welch et al., 2002; Werneburg & Thanassi, 2018). Dentro
del complejo clonal ST131, las fimbrias tipo 1 se encuentran presentes casi en su
totalidad. Este clon se ha dividido en 3 clados (A, B, C) coincidiendo con variaciones
alélicas presentes en el gen fimH, siendo el clado C pandémico y asociado con
cepas altamente resistentes y virulentas (Sarkar et al., 2018).

El pili tipo P tiene una distribucién variable en cepas UPEC (50%), asociandose
con mas frecuencia a aquellas con capacidad de causar pielonefritis aguda (81%)
(Blanco et al., 1997). Estas fimbrias son codificadas por un operon de 10 genes
(papBAHCDJKEFG) y la expresion del promotor pap esta finamente regulada por
las proteinas Papl (que se transcribe divergentemente) y PapB, entre varios
reguladores, localizados mayoritariamente en PAIs e insertados en el cromosoma
dentro o adyacente a genes de ARNt pheVy pheU (Biggel et al.,, 2020; Lane &
Mobley, 2007; Werneburg & Thanassi, 2018). La adhesina fimbrial PapG participa
en la colonizacion del rifibn mediante la interaccién con globoceramidas, que son
expresadas en la superficie de las células renales, facilitando la colonizacion de la
pelvis renal y la posterior invasion del parénquima renal (Blanco et al., 1997). La
diversidad de globoceramidas ha favorecido la aparicién de 4 variantes alélicas del
gen papG, caracterizadas en base a su capacidad de union al receptor (Luna-
Pineda et al., 2018). El alelo PapGl fue el primero en ser descrito; sin embargo, es
poco comun en aislados humanos. PapGll se asocia con pielonefritis y bacteremia
en humanos y se ha demostrado que las cepas que contienen esté alelo suelen ser
mas invasivas debido a que la unién con las células renales desencadena la
inflamacion del tejido renal (Ambite et al., 2019; Biggel et al., 2020). PapGlIl esta
relacionado con procesos de cistitis y bacteriuria asintomatica en humanos e
infecciones urinarias en perros y gatos, asi como procesos bacterémicos sélo en
casos de hospederos inmunocomprometidos y respecto a PapGlV, adn son
desconocidos sus sitios de union y el dafio asociado (Lane & Mobley, 2007).

Las fimbrias tipo S estan codificadas en el operon altamente conservado
sfaADEFGSH, localizado en cromosoma y homélogo con los genes codificantes de
la fimbria F1C (operén focAICDFGH) (Werneburg & Thanassi, 2018). Esta fimbria
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fue identificada por primera vez en una cepa UPEC y posteriormente en aquellas
causantes de meningitis y sepsis. Las adhesinas reconocen acido sialico, eritrocitos,
fibronectina humana y laminina. La orina posee mecanismos para inhibir la unién de
estas fimbrias por lo que tienen mayor relevancia en la patogénesis de sitios como
las meninges en comparacion del tracto urinario (Blanco et al., 1997; Werneburg &
Thanassi, 2018).

Las fimbrias Afa/Dr estan codificadas en el operén afa(dra)BCDPE. Son adhesinas
afimbriales (AFA) que median la adhesion y la invasién en cepas DEC y UPEC.
Estas fimbrias constan de una estructura flexible y delgada, compuestas por una
Gnica subunidad de proteina, AfakE (DraE), que también funciona como subunidad
adhesiva, por lo que toda la fibra del pili puede actuar en adherencia. La variante
Afa-VIll se ha asociado con cepas causantes de pielonefritis (Biggel et al., 2020;
Werneburg & Thanassi, 2018).

Las fimbrias Ucl estan localizadas en PAls (leuX y selC) y son homodlogas a las
fimbrias UCA (Adhesina de células uroepiteliales) de Proteus mirabilis. Esta formada
por el operon uclABCD y ayuda a la formacion de biopeliculas sobre superficies
abidticas, asi como la union especifica a células uroepiteliales humanas exfoliadas
y a los O-glicanos en células epiteliales en las criptas inferiores del colon (Klein &
Hultgren, 2020; Wurpel et al., 2016).

La fimbria curli es una proteina de superficie fibrosa que reconoce y se une a las
proteinas de la matriz del hospedero, como la fibronectina, la laminina y el
plasminégeno (Cordeiro et al., 2016). El gen csgA codifica la proteina CsgA del curli
fimbrial (Luna-Pineda et al., 2018). Se ha identificado en la mayoria (= 95%) de las
cepas de UPEC, y se caracteriza por participar en procesos de cistitis y urosepsis.
La proteina CsgA ha sido considerada como una adhesina involucrada en la
adherencia de UPEC a las células de la vejiga y la formacién de biopeliculas
bacterianas (Cordeiro et al., 2016; Luna-Pineda et al., 2018).

YfcV es la subunidad principal de una fimbria de E. coli. El gen yfcV esta codificado
cromosOmicamente y se encuentra altamente conservado en CFT073 y UTI89
(100% de identidad). En afios recientes, yfcV se ha comenzado a utilizar como un
marcador predictivo de cepas UPEC, aumentando las probabilidades de que una
cepa sea UPEC en 99.5 veces si presenta este gen (Spurbeck et al., 2012).

TosA es una adhesina no fimbrial, altamente antigénica y codificada en el operén
tosRCBDAEF, en la PAlcrro7s-aspv (Lloyd et al., 2007). Se une a los receptores de
las células epiteliales en tracto urinario superior y estan asociadas con un alto nivel
de colonizacion del epitelio urinario, contribuyendo a la capacidad de UPEC para
extenderse desde los rifiones a organos distantes (Vigil et al., 2012; Xicohtencatl-
Cortes et al., 2019). La expresion de TosA es mayor en las cepas UPEC productoras
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ESBL y portadoras de integrones, principalmente de clase 1. Se ha asociado a cerca
del 25% de cepas UPEC y 11% de aislados fecales, principalmente pertenecientes
al filogrupo B2. (Vigil et al., 2011; Xicohtencatl-Cortes et al., 2019).

También se ha reportado algunas proteinas con funcion de adhesinas, como lha,
una adhesina homadloga del gen regulado por hierro IrgA de V. cholerae, presente
en la membrana externa de cepas EHEC y UPEC, especialmente aquellas
causantes de cistitis en nifios (74%), pielonefritis (56%) y urosepsis en adultos
(57%) (Johnson et al., 2005). Hra se caracteriza como una proteina hemaglutinante
resistente al calor y a manosa con capacidad de adherirse a las células del
uroepitelio en aproximadamente 50% de cepas UPEC. Se ha identificado en la PAI
V de J96, asi como en IS y transposones en otras cepas UPEC (Srinivasan et al.,
2003) y Tsh es una proteina autotransportadora con funciones de hemaglutinina y
proteasa. Esta codificada en un pldsmido que prevalece en los aislados de APEC y
UPEC presenta 78% de identidad con Vat. Se cree que su funcién es retrasar la
infiltracion de neutrdéfilos en el tracto urinario en respuesta a UPEC al escindir las
glicoproteinas de superficie de los leucocitos que participan en la atraccion y
migracion de neutrofilos (Spurbeck et al., 2012).

1.3.3.2. Toxinas

Generalmente, UPEC carece del sistema de secrecion de tipo 11l (T3SS), usado por
algunos patégenos para inyectar moléculas efectoras en las células del hospedero
y en su lugar suele presentar una variedad de toxinas como a-hemolisina (HIyA),
toxina autotransportadora secretada (Sat) y el factor necrotizante citotéxico (CNF)
los cuales contribuyen al aumento de la capacidad citotéxica en el TU por alteracion
de las vias de sefalizacion en la célula eucariota blanco (Kaper et al., 2004; Luna-
Pineda et al., 2018; Wiles et al., 2008).

El factor citotoxico necrotizante (CNF) es una toxina tipo A-B, asociada a cepas
UPEC y NMEC (Johnson et al., 2001). Se divide en 3 variantes: CNF-1, producido
por cepas de E. coli que causan infecciones extraintestinales en humanos y
animales, provoca necrosis en conejos si se inyecta intradérmicamente y
multinucleacion celular. CNF-2 es producida por cepas aisladas de terneros y
corderos con diarrea y CNF-3, detectada en cepas aisladas de corderos y cabras
sanas, pero también en terneros, corderos y cabras con diarrea. Mientras CNF-1 y
CNEF-3 estan codificados en el cromosoma bacteriano, los genes que codifican CNF-
2 se localizan en un plasmido (Knust & Schmidt, 2010; Mamani, 2015). CNF se une
a su receptor celular, posteriormente es endocitado y llevado al citosol, donde activa
la via de las RhoGTPasas (RhoA, Rac, Cdc42), induciendo cambios celulares
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basado en reordenamientos del citoesqueleto de actina, ademas de alterar las vias
de sefalizacion que activan cascadas de cinasas que regulan la expresion geénica,
la endo y exocitosis, la proliferacion celular y la apoptosis. El sustrato especifico
difiere entre los CNFs: CNF-2 preferentemente modifica RhoA y Rac, mientras que
CNF-1y CNF-3 desaminan RhoA, Rac y Cdc42 (Mamani, 2015).

La toxina autotransportadora vacuolizante (Vat) es un miembro de las proteinas
autotransportadoras de serina proteasa (SPATE), codificadas cromosémicamente
en UPEC y algunas APEC. 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 rifidn, induce la formacién de
vacuolas, la pérdida de contacto célula-célula en urotelio y cambios en la
distribucién de F-actina (Diaz et al., 2020; Jahandeh et al., 2015; Spurbeck et al.,
2012).

La toxina autotransportadora secretada (Sat) pertenece a la familia SPATE y ha
sido identificada en el cromosoma de CFTO073, dentro de la PAI Il (Welch et al.,
2002). Sat desencadena un efecto citotoxico sobre la vejiga y el rifion, asociandose
principalmente a pielonefritis (Jahandeh et al., 2015). La expresion de Sat por
CFTO073 en un modelo murino induce dafio renal, provocando la disolucién de la
membrana glomelular, la pérdida de células epiteliales tubulares y la vacuolizacion
del tejido renal (Wiles et al., 2008).

HlyA es una proteina codificante de a-hemolisina, una toxina de la familia RTX. Se
inserta en las membranas del hospedero y forma poros que permiten la entrada de
Ca?* en las células del hospedero, alterando su fisiologia o provocando la muerte
celular, lo que genera la disponibilidad de nutrientes para los patégenos (Welch,
1991). Esté codificada en ~ 50% de los aislados de UPEC y su expresion se asocia
con una mayor gravedad clinica en pacientes con UTI (Wiles et al., 2008). HIyA
causa dafio a las células uroteliales y tubulares renales e induce oscilaciones
de Ca ?* en las células epiteliales de los tlbulos renales, facilitando el ascenso y
colonizacion de los uréteres y el parénquima renal. También desencadena la muerte
celular proinflamatoria dependiente de caspasa-l/caspasa-4 en las células
epiteliales de la vejiga, lo que da como resultado la exfoliacion celular cambios
inflamatorios, lisis celular y hemolisis (Jahandeh et al., 2015; Terlizzi et al., 2017).
Parte de su expresion esta regulada por el sistema de doble componente CpxR-
CpxA el cual detecta el plegamiento incorrecto de las proteinas, desencadenando
la produccién de HIyA (Klein & Hultgren, 2020).
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1.3.3.3. Sistemas para la captaciéon de hierro

La adquisicion de hierro es necesaria para la supervivencia de UPEC en un entorno
limitado de este nutriente, como lo es el tracto urinario por lo que ha desarrollado
multiples sistemas de captacion que le permiten tomar el hierro del medio y
posteriormente concentrarlo en el citosol bacteriano, donde es liberado (Terlizzi et
al., 2017; Wiles et al., 2008). UPEC tiene tres sistemas de captacion de hierro:
sideroforos, hemoforos y captacion directa de hierro en su estado ferroso
(Gonzales-Rodriguez et al., 2020).

Los sideréforos son quelantes de hierro cuya funcién es unir al hierro férrico (Fe3Y)
con alta afinidad. La adquisicion de hierro consta de 5 pasos: sintesis del sideréforo
en el citoplasma, exportacion del sideroforo, recepcion del complejo sideroforo-
hierro, internalizacion y liberacidn del hierro en el citoplasma o almacenamiento para
su uso posterior (Garénaux et al., 2011; Mamani, 2015). En UPEC se han detectado
4 diferentes sideréforos: enterobactina y salmoquelina (sideréforos catecolatos),
aerobactina y yersiniobactina (sideréforos de tipo hidroxamato), caracteristica que
refleja su adaptacion al entorno del tracto urinario (Lloyd et al., 2007).

Enterobactina es un sider6foro comdn expresado por cepas patdgenas Yy
comensales. Su presencia en E. coli K-12 le otorga la ventaja de colonizar nichos
pobres en hierro, como el tracto urinario. La enterobactina esta codificada por los
genes ent (enzimas biosintéticas), fep (captacion del complejo) y fes (liberacién de
hierro). FepA es el receptor de enterobactina (Lloyd et al., 2007; Wiles et al., 2008).
La enterobactina compite con la transferrina por la unién del hierro; sin embargo, el
sistema inmune del hospedero puede liberar lipocalina-2, molécula que se une
especificamente a enterobactina, evitando que pueda adquirir hierro. Por lo tanto,
las bacterias que expresan solo este sideroforo suelen eliminarse eficientemente en
modelos murinos (Wiles et al., 2008).

Aerobactina es un sistema de captacion codificado en el locus iuc, que consta de
seis genes (shiF, iucA, iucB, iucC, iucD e iutA), los primeros 5 se asocian a su
sintesis y el gen iutA codifica para el receptor de la membrana externa (Garénaux
et al.,, 2011; Mamani, 2015). Generalmente los genes de este sideroforo estan
localizados en el plasmido pColV-K30, pero también pueden integrarse al
cromosoma bacteriano (Mamani, 2015). Aerobactina se ha reportado con mayor
frecuencia en cepas UPEC asociadas a pielonefritis (73%) frente a aquellas
causantes de cistitis (36%) y ABU (48%) (Biggel et al., 2020).

La salmoquelina es un sideroforo variante de enterobactina, el cual ha sido
modificado por glucosilacién para evitar ser inactivado por la lipocalina-2 (Wiles et
al., 2008). Est4a formado por los genes iroN (proteina receptora), iroE, iroD (proteina
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degradadora), iroC (proteina asociada a exportacion), iroB (proteina de biosintesis)
(Garénaux et al.,, 2011). Suele encontrarse en cepas EXPEC. Los genes
responsables para la biosintesis y transporte generalmente se localizan en
plasmidos ColV o ColBM, aunque también pueden ser codificados en PAIls (Mamani,
2015). El gen iroN codifica la sintesis de la proteina IroN, un receptor de sideréforo
catecolato, mas prevalente en E. coli aislada del tracto urinario y sangre que en
cepas aisladas de heces (Russo et al., 2002).

Yersiniobactina (Ybt) es otro sideréforo presente en cepas UPEC, especialmente
durante la infeccion en vejiga y también asociado a desarrollo de septicemia (Klein
& Hultgren, 2020). Ademas de su unién a hierro, se ha demostrado que Ybt tiene la
capacidad de secuestrar iones de cobre, evitando el efecto tdéxico hacia UPEC y
usandolo para las funciones celulares dependientes de Cu (Klein & Hultgren, 2020;
Robinson et al., 2018). Para la sintesis de yersiniobactina, se necesita de la proteina
2 de alto peso molecular (HMWP2), codificada por el gen irp2 y regulada por los
niveles ambientales de hierro. La formacién de Ybt es compleja e involucra la
sintesis de 4 operones: dos operones son los encargados codificar las proteinas
asociadas al transporte de la membrana externa e interna, FyuA e YbtPQ. Los otros
dos operones codifican proteinas asociadas a la biosintesis de Ybt y el factor de
transcripcion YbtA, que es necesario para la expresion de los cuatro operones
(Robinson et al., 2018). El gen fyuA es el encargado de codificar al receptor de
yersiniobactina (Lloyd et al., 2007). La proteina FyuA, una vez que ha captado hierro
o0 cobre procederd a la internalizacion hacia el citoplasma con ayuda de las
proteinas YbtP-YbtQ (Klein & Hultgren, 2020).

TonB es una proteina de membrana externa trasportadora de hierro (Buckles et al.,
2004). Los receptores de sideroforos requieren el complejo TonB, localizado en la
membrana citoplasmatica, un sistema de adquisicién de hierro de alta afinidad que
permite la union y la quelacién del hierro en la superficie celular para promover su
absorcion (Terlizzi et al., 2017; Wiles et al., 2008). TonB es reclutado para transferir
energia al receptor e inducir un cambio conformacional que permite la
internalizacién de hierro-sideroforo en el periplasma (Mamani, 2015).

El operén chu esta formado por ocho genes que codifica proteinas implicadas en el
transporte de residuos hemo a la célula bacteriana y en su procesamiento posterior.
ChuA es el receptor de hemo/hemoglobina, localizado en la membrana externa que
forma parte de un mecanismo especificos para adquirir directamente el hierro del
hospedero, que es dependiente de TonB. ChuA se unen al grupo hemo,
directamente o después de su eliminacion de las hemoproteinas, y lo transporta al
periplasma, donde los transportadores ABC especificos lo transfieren al citoplasma
(Hagan, 2009).
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IreA es una proteina receptora de hierro presente en la membrana externa y
principalmente asociada a cepas UPEC de los filogrupos B2 y D, asi como en cepas
APEC (Hagan, 2009; Yaxin Li et al., 2016).

1.3.3.4. Evasion de larespuestainmune

Iss es una proteina de incremento de supervivencia en suero, reportandose en
aumentos de hasta 20 veces en la resistencia del complemento. El gen iss se
localiza en cromosoma y plasmidos (ColV) de cepas EXPEC y comparte similitud
con gen bor del bacteriéfago A, que se cree es el ancestro de las variantes alélicas
de iss (Johnson et al., 2008). TraT también ayuda en la resistencia al suero, gracias
a la neutralizacion del efecto bactericida del suero humano (Valiatti et al., 2020),
ademas de asociarse con la disminucion de la sensibilidad de E. coli a la fagocitosis
por macrofagos a través del antagonismo con opsonizacién del complemento
(Carattoli, 2009). Suele identificarse en cepas UPEC causantes de cistitis,
pielonefritis y bacteriemia (Jahandeh et al., 2015).

Las proteinas de membranas externa (Omp) tienen funciones importantes en
UPEC. OmpA es necesaria para la maduracion de IBC independientemente de la
produccion de pili de tipo 1, lo que sugiere que juega un papel en la agregacién o
supervivencia intracelular, ademas media la entrada en las células epiteliales
gastrointestinales (Fagan & Smith, 2007; Nicholson et al., 2009) y OmpT se
relaciona con los procesos de ABU y UTI. Su funcion se centra en la activacion del
plasminégeno y la resistencia a los péptidos antimicrobianos en la orina humana y
puede expresarse en ambientes altamente desnaturalizantes (Hui et al., 2010).

Las capsulas son estructuras generalmente formadas de polisacaridos de alto peso
molecular y adhesioén firme que envuelven la superficie bacteriana, protegiendo a la
célula de la opsofagocitosis y la muerte mediada por el complemento. Se han
identificado aproximadamente 80 serotipos capsulares en E. coli, con vias de
biosintesis y ensamblaje comunes, subdivididas en 4 grupos, donde las capsulas
del grupo 1 y 4 son termoestables y comparten un sistema de ensamblaje comun,
diferente del que se usa para las capsulas del grupo 2 y 3 (Whitfield, 2006). Los
grupos 1y 4 se asocian con cepas DEC, mientras que las capsulas de los grupos 2
y 3 se encuentran en cepas EXPEC (Whitfield, 2006). La capsula del grupo 2 se
asocia con infecciones extraintestinales graves, ha demostrado tener capacidad
termorreguladora, ya que a 20°C es transcripcionalmente silenciosa y se asemeja a
glicoconjugados de vertebrados (K1, K4, K5) lo cual evita el desarrollo de una
respuesta de anticuerpos fuerte por parte del sistema inmune del hospedero (Rowe
et al., 2000). Estas capsulas se sintetizan en el loci kps, formado por 3 regiones,
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donde 1y 3 corresponden a genes kps conservados y la region 2 es especifica de
serotipo. El polimero capsular se exporta a través de la membrana interna por un
transportador ABC, compuesto por KpsMT, mientras que la proteina Kpsk se
localiza en la region 1 y es la encargada del acoplamiento para los pasos de
traslocacion posteriores (Whitfield, 2006).

1.3.3.5. Invasinas

IbeA es una invasina para el endotelio cerebral, pero también tiene papel en el
desarrollo de ITU, especificamente en la invasion al uroepitelio, siendo
caracteristica de las cepas EXPEC del filogrupo B2 (Fléchard et al., 2012; Johnson
et al., 2001).

1.3.3.6. Miscelaneos

Los flagelos son organelos que confieren motilidad, formacion de biofilm,
colonizacion, ascenso y desencadenamiento de la activacion de células inmunes
innatas del hospedero, como macréfagos y neutréfilos (Jahandeh et al., 2015;
Kakkanat et al., 2015). Tienen importancia durante la maduracion y salida de UPEC
de las IBC en vejiga, donde expresan el flagelo para lograr motilidad y posterior
diseminacién, asi como en su ascenso por los tubulos renales para colonizar rifidn.
Suelen presentarse en 70% de cepas UPEC en mujeres con ITU agudas,
asintométicas o recurrentes (Wright et al., 2005).

El antigeno 43 es una proteina autotransportadora de superficie celular codificada
cromosdmicamente por el gen agn43 y se involucra en la adhesion, autoagregacion,
formacion de biopeliculas en superficies abioticas y uroepitelio, la formacion de IBC
y la colonizacién mejorada del epitelio vesical murino. Su expresion se asocia a un
decaimiento en la expresion de flagelos y con una mayor resistencia hacia agentes
antimicrobianos (Biggel et al., 2020; Ulett et al., 2006; Wurpel et al., 2016). Ag43
presenta variantes alélicas caracteristicas de diferentes cepas de E. coli, como K12,
EHEC 0157:H7 EDL 933 y UPEC CFT073, en esta ultima como 2 variantes alélicas
denominadas Ag43ay Ag43b (Klemm et al., 2004).

Usp es una proteina especifica uropatégena clasificada como una ADNasa
inespecifica perteneciente a la familia de nucleasas HNH y también como una
bacteriocina asociada a invasion e inflamacion. Es prevalente en cepas UPEC
causantes de ITU severa y localizada en el cromosoma, dentro de una PAI
(Jahandeh et al., 2015; Lai et al., 2016; Ostblom et al., 2011). No ha sido detectada
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en cepas fecales/comensales o DEC (Lloyd et al., 2007). El segmento codificante
de Usp presenta 3 marcos de lectura abierta (ORF): orfU1, orfU2 y orfU3, de 98, 97
y 96 aminoacidos y se han reportado tres tipos de variacion de tamafio para el gen
usp (1, 2.5y 3 kb), variantes en la region terminal 3". El conjunto de usp y los ORF
forman la PAI usp, dividida en 6 segmentos (B-G), donde a excepciéon del ultimo,
pueden variar en su ordenamiento o incluso estar ausentes, asociando la variacion
de tamafo a esta estructura de mosaico (Nakano et al., 2001).

malX codifica la enzima Il del sistema fosfotransferasa (PTS), y se utiliza como
marcador de isla de patogenicidad de la cepa CFT073 (Valiatti et al., 2020). La
funcién del sistema PTS es el transporte activo de carbohidratos, catalizando la
fosforilacion de los sustratos de azucares entrantes y translocandolos a través de la
membrana celular. Este sistema esta involucrado en el transporte de maltosa y
puede transportar glucosa (Reidl & Boos, 1991). Se ha demostrado la presencia de
malX en cepas UPEC persistentes, recurrentes y en cepas aisladas de TGl de
bebés sanos (Ostblom et al., 2011, Valiatti et al., 2020).

1.3.4. Virotipo

Se han desarrollado 2 esquemas de virotipificacion, propuestos por distintos grupos
de estudio. El primero, desarrollado por Blanco et al., estd basado en la
amplificacion mediante PCR de los genes: afaFM955459 que codifica para la
adhesina Afa/Dr, iroN para un receptor de catecolato, ibeA para una proteina de
invasion endotelial y sat para una toxina autotransportadora secretada (Blanco et
al., 2013). Posteriormente, en 2019, Martinez-Gorgonio identifico la presencia de un
quinto virotipo (E), estrechamente asociado a cepas ST131. Los virotipos A, By C
son mas frecuentes entre los aislados 025:H4-ST131 (Blanco et al., 2013; Martinez-
Gorgonio, 2019).

El segundo esquema fue propuesto por Nicolas-Chanoine et al., y se basa en la
asignacion de virotipo (A, B, C, D, E) mediante la amplificacion de 10 genes:
afa/draBC, iroN, ibeA, sat, papGll, cnf-1, hlyA, PapGlll, cdtB, neuC-K1 y el operén
fimbrial afa. Barrios-Villa et al., afladieron 2 nuevos virotipos (Fy G) (Barrios-Villa
et al., 2018; Nicolas-Chanoine et al., 2014).

1.4. E.coli ST131

Algunas cepas EXPEC y UPEC han adquirido determinantes genéticos que les han
permitido predominar sobre otras cepas y se han agrupado en ciertos grupos
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clonales, como ST69, ST73, ST95, ST127 y ST131, siendo este Ultimo tan exitoso
gue hoy en dia se considera pandémico (Biggel et al., 2020; Croxall et al., 2011;
Johnson et al., 2013; Matinfar et al., 2021).

ST131 es un clon de alto riesgo, de extensa diseminacion y productor de BLEE,
ademas de apto para colonizar nuevos nichos como el tracto urinario (Banerjee &
Johnson, 2014; Peirano & Pitout, 2010), por lo que esta fuertemente asociada con
infecciones en vejiga, infecciones renales, urosepsis e infecciones del torrente
sanguineo a nivel mundial (Kondratyeva et al., 2020; Price et al., 2013). Presenta
resistencia a diversos antimicrobianos y esta fuertemente asociado con el gen
blactx-m (Canton & Coque, 2006; Ludden et al., 2020). Generalmente las cepas de
este clon pertenecen al filogrupo B2 y principalmente al serotipo O25:H4, seguido
de O16:H5 (Blanc et al., 2014).

1.4.1. Estructura clonal

ST131 se ha agrupado en 3 clados, en base a variaciones alélicas del gen que
codifica la adhesina fimbrial tipo 1 especifica de manosa, fimH (Johnson et al.,
2013). El clado A presenta la variante fimH41, el clado B fimH22 y el clado C fimH30,
asimismo, el clado C se subdivide en los subclones C1/H30-R si se trata de una
cepa resistente a FQ debido a mutaciones puntuales en los genes gyrA y parC
(Petty et al., 2014), o en C1/H30-R-M27 si es portadora de blactx-m-27 (Fernandes
et al., 2020). Si ademas de dichos alelos, expresa blactx-w-15 se define como C2/H30-
Rx, nombrado asi por su resistencia mas extensa (Price et al., 2013).

1.4.2. Epidemiologia de ST131

En el afio 2008 fue identificado un nuevo grupo clonal de E. coli nombrado
secuencia tipo 131 (ST131) en cepas pertenecientes a 8 paises: Francia, Portugal,
Espafia, Suiza, Libano, India, Corea y Canada, confirmandose su diseminacion
pandémica (Nicolas-Chanoine et al., 2008). El serotipo O16:H5 suele ser poco
prevalente; sin embargo en China se reporta con mayor frecuencia (Li et al., 2017,
Zhong et al., 2019). En México, se ha reportado a E. coli 025: H4 ST131 como el
clon aislado con mas frecuencia durante procesos de cistitis (Morales-Espinosa et
al., 2016).

Se sugiere que ST131 se ramifico en los clados Ay el ancestro de los clados By C
hace ~130 afios, en el sudeste asiatico. Hace veinticinco afios, el clado C emergio
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del clado B en Norteamérica y fue seguido por la division entre los subclados C1/
H30-R y C2/ H30-Rx aproximadamente 25 afios atras, con el uso generalizado de
FQ y cefalosporinas de espectro extendido. Posteriormente, los subclados se
diseminaron en Europa y Asia (Stoesser et al., 2016). En afios recientes, el subclén
H30-R-M27 (clado C) comienza a tener gran importancia en regiones como Japon
y Europa (Fernandes et al., 2020; Peirano & Pitout, 2019).

ST131 productora de BLEE suele mantenerse como reservorio en ancianos y
centros de atencion a largo plazo (Ludden et al., 2020). Generalmente, ST131 se
asocia con produccion de BLEE, especialmente CTX-M-15, en algunas zonas
ST131 es BLEE negativo, pero presenta resistencia hacia FQ (Johnson et al., 2013).
Aunque ST131 se reportd por primera vez en el aflo 2008, se han identificado
aislados ST131 que datan de 1967 y en un andlisis de cepas aisladas en el periodo
1967-1999, solo se encontraron subclones susceptibles a FQ (FQ-S),
predominantemente H22 (clado B) y H35 (Johnson et al., 2012, 2013). Actualmente
se ha reportado aislados ST131, tanto productores como no productores de enzimas
BLEE en TGI en personas sanas; sin embargo, la mayoria de estudios tanto clinicos
como epidemiologicos suelen enfocarse solamente en aquellos aislados
pertenecientes a este grupo clonal asociados a la produccion de BLEE,
especialmente CTX-M-15 (Lépez-Cerero et al., 2014).

1.4.3. Plasmidoma en ST131

La mayoria de los plasmidos codificantes de BLEE en ST131 pertenecen al grupo
de incompatibilidad IncF y poseen numerosos genes de resistencia a distintas
familias de antibiéticos como fluoroquinolonas, macrélidos y aminoglucdsidos,
dificultando el tratamiento. También portan genes de virulencia, de transferencia y
sistemas toxina-antitoxina que garantizan su prevalencia para las generaciones
siguientes. Otra caracteristica importante de estos plasmidos es la capacidad de
interactuar y regular factores patégenos codificados cromosémicamente (Whitmer
et al., 2019).

Un estudio del plasmidoma en secuencias ST131 mostré asociacion de plasmidos
IncF codificantes de CTX-M-27 con el clado C1 mientras que los plasmidos IncF,
codificantes de CTX-M-15 se asociaron al clado C2, sugiriendo adaptaciones clado-
plasmido. También se observdé que estos plasmidos son de rango estrecho y
limitados a E. coli (Kondratyeva et al., 2020). Para lograr una caracterizacion clado-
plasmido especifica, Johnson et al., realizaron analisis comparativos en ST131,
encontrando diversos plasmidos IncF, relacionados con la evolucién de los
principales clados de ST131. Dentro de este proceso evolutivo, destaca la
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secuencia de insercion 1S26, relacionada a las pérdidas, ganancias vy
reordenamientos de genes de supervivencia y adaptacion en enterobacterias (He et
al., 2015;Johnson et al., 2016).

En los sublinajes de ST131, se cree que la variante alélica H22 (clado B) es un
ancestro de las variantes H30 (clado C) y a su vez, H30-S fue predecesora de H30-
R, de este clado se desprenden los clados hermanos H30-R1 y H30-Rx, este ultimo
posiblemente surgio por la adquisicion de un plasmido que contiene blactx-m-15 y que
posteriormente, gracias a IS se ha integrado en distintos sitios cromosomicos en
algunas cepas (Peirano & Pitout, 2019).

También se han identificado combinaciones alélicas especificas de los replicones
FIIA (F), FIA (A) y FIB (B), segun el subclon. Las cepas H30-R1 presentan en su
mayoria la combinacién F1:A2:B20, los subclones H41, H22, H30S Y H35
compartieron en comun los alelos F29:B10; sin embargo, también presentaron
variaciones individuales, pudiendo deducir que la adquisicion y pérdida de
plasmidos F18 y F29:B10 estan estrechamente relacionados con la evolucion de los
primeros subclados de ST131. Finalmente, como se puede observar en la figura 3,
los subclones H30-R1 y H30-Rx presentan combinaciones alélicas distintas. Se
propone que H30-R1 sufrié la pérdida del plasmido F2:A1:B20 y adquirié a F2:A1l,
el cual logr6é adaptarse a este subclén. Por otro lado, el subclon H30-Rx perdi6 el
alelo B1 de FIB y probablemente adquirié un casette de resistencia a antibiéticos
gue contiene blacTx-m-15y posiblemente catB, blaoxa-1, aac(6’)Ib-cr y tetA a través de
multiples eventos de recombinacién mediados por 1S26, llevando a la pérdida del
casette de resistencia, integraciébn cromosémica de blacrtx-m-15s 0 pérdida del
plasmido con integracién previa de los genes determinantes de resistencia en
cromosoma (Johnson et al., 2016; Price et al., 2013).
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Figura 3. Evoluciéon del clon ST131 principalmente a causa de ganancias y pérdidas de
plasmidos tipo F. Se observan los alelos de los replicones FIIA (F), FIA (A) y FIB (B) y su distribucion
mas prevalente en cada subclén. Se observa una prevalencia de F29:B10 en H41, H35, H22 y H30-
S ademas de otros plasmidos encontrados en el mismo subclén (recuadro naranja) asi como
variantes alélicas en H30-R1 y H30-Rx pudiendo asociar este cambio con nuevas caracteristicas
presentes en estos subclones. Modificado de Price et al, 2013; Johnson et al, 2016; Martinez-
Gorgonio, 2019.

1.5. Tratamiento de infecciones por UPEC

El tratamiento de ITU no complicadas, cuando se trata de un episodio de cistitis no
complicada, consistirA en TMP/SMX, FQ, nitrofurantoina, fosfomicina vy
amoxicilina/acido clavulanico (Barrios-Arnau et al., 2019; Levison & Kaye, 2013),
prevaleciendo el uso de nitrofurantoina sobre las FQ en el tratamiento empirico
debido a las altas tasas de resistencia en E. coli (Gupta et al., 2011). Si la ITU se
localiza en tracto superior (pielonefritis), se recomienda iniciar el tratamiento con
antibioticos parenterales, como FQ, cefalosporina de espectro extendido o
piperacilina/tazobactam con o sin un aminoglucésido, o un carbapenémico (Gupta
et al., 2011). Si el paciente ha desarrollado pielonefritis intrahospitalaria y se conoce
la microbiota resistente del lugar, se debe iniciar la terapia con antibiéticos que
probablemente sean efectivos para esos probables microorganismos (Levison &
Kaye, 2013).

En caso de una ITU complicada, se debe sospechar de un organismo infeccioso
resistente, asi como alguna complicacion (calculos o anormalidades) al momento
de iniciar la terapia. Estas infecciones se caracterizan por presentar
concentraciones de UFC muy elevadas. Los antibiéticos recomendados son FQ,
nitrofurantoina y fosfomicina, pero asegurandose que el microorganismo es
susceptible. Si la infeccién es grave, el tratamiento inicial debera conformarse por
FQ intravenosa junto con una cefalosporina de tercera generacion, cefipime,
piperacilina/tazobactam o un carbapenémico. Finalmente, si la cepa presenta
resistencia a todos los compuestos anteriores, se recomienda el uso de colistina,
tigeciclina o fosfomicina intravenosa (si esta disponible) para infecciones graves. La
duracion del tratamiento también es importante, no debe ser menor de 14 dias en
pielonefritis y 7 dias para cistitis (Barrios-Arnau et al., 2019; Levison & Kaye, 2013;
Nordmann et al., 2009). Cuando el diagnéstico es urosepsis, se debe utilizar un
antibiético con una concentracion seérica alta (Levison & Kaye, 2013).

Respecto al uso de ciertos antibioticos, las FQ se recomiendan como farmacos de
segunda linea, para el tratamiento de pielonefritis y cistitis aguda no complicada y
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complicada (Zalewska-Pigtek & Pigtek, 2020); sin embargo, su uso en altas dosis
propicia el desarrollo de resistencia, principalmente debido a mutaciones
cromosOmicas en girasa Yy topoisomerasa IV (Matinfar et al., 2021). La
nitrofurantoina y la fosfomicina no alcanzan niveles tisulares efectivos en el rifién y
no deben usarse en pacientes con cistitis que también pueden tener pielonefritis
(Levison & Kaye, 2013) y finalmente, los carbapenémicos son el tratamiento de
altimo recurso para tratar muchas infecciones debidas a bacilos gramnegativos
multirresistentes pero sensibles a estos farmacos (Levison & Kaye, 2013).

1.6. Resistencia alos antibi6ticos

La resistencia a los antimicrobianos se produce cuando ciertos microorganismos se
adaptan y son capaces de crecer en presencia de este, lo que dificulta el tratamiento
de infecciones comunes y aumenta el riesgo de que dichas enfermedades se
propaguen, los sintomas de los pacientes sean mas graves y lleven a la muerte del
portador (WHO, 2015, 2021). Frecuentemente, el desarrollo de la resistencia esta
asociado a un tratamiento empirico, uso excesivo o inadecuado del antibiotico y la
falta de un cultivo previo (Barrios-Arnau et al., 2019). Aproximadamente el 30% de
todos los antibioticos recetados en los hospitales de cuidados intensivos en Estados
Unidos son innecesarios o inapropiados (CDC, 2017). Muchas veces la resistencia
a un antibiético especifico conlleva a desarrollarla en toda la familia a la que
pertenece (WHO, 2015).

Las bacterias cuentan con varios mecanismos de resistencia a los antibiéticos que
trabajan en conjunto para conferir resistencia a un solo agente antimicrobiano,
puesto que ningln mecanismo por si solo se considera totalmente responsable de
la resistencia. Los mecanismos de resistencia mas comunes son inactivacion o
alteracién del farmaco por accion de enzimas como betalactamasas, enzimas
modificadoras de aminoglucésidos o cloranfenicol acetiltransferasa. Otros
mecanismos son: modificacion de sitios de union a farmacos, reduccion de los
niveles del farmaco acumulado intracelularmente gracias a una disminucion de
porinas o por efecto de bombas de expulsion y formacion de biopelicula (CDC, 2020;
Hazlehurst & Hacker, 2009; Santajit & Indrawattana, 2016).
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Figura 4. Principales mecanismos de resistencia bacteriana a antibioticos. Modificado de
Hazlehurst & Hacker, 2009.

La preocupacion mas importante asociada a la resistencia a los antibiéticos es que
estd superando al desarrollo de nuevos tratamientos. En promedio, desarrollar
nuevos antibidticos representa costos mayores a $500 millones de dolares y
periodos de desarrollo cercanos a los 10 afios, mientras que la resistencia
generalizada hacia este antibidtico puede aparecer en lapsos menores a 3 afios
(Bethke et al., 2020; O’Neill, 2016).

1.6.1. Resistenciaen E. coli ST131

En la actualidad, E. coli es el principal microorganismo productor de BLEE, tanto en
infecciones comunitarias como intrahospitalarias, asi como en los centros de
rehabilitacion y centros de cuidados a largo plazo (Barrios-Arnau et al., 2019). En
UPEC, la resistencia ha incrementado, principalmente hacia antibiéticos empiricos
de primera linea como TMP/STX, llevando a un uso mas frecuente de FQ como
terapia de primera linea para la cistitis; sin embargo, el uso generalizado,
especialmente de ciprofloxacino en pacientes ambulatorios, ha provocado un
aumento continuo de la resistencia a estos farmacos (Gupta et al., 2005; Kot, 2019).
Las cepas UPEC pertenecientes al clon ST131 presentan altos niveles de
resistencia contra un importante numero de betalactamicos, cefalosporinas,
quinolonas y sulfonamidas, principalmente por la adquisicion de plasmidos de
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resistencia portadores de genes BLEE junto con otros genes asociados a resistencia
(Gupta et al., 2005; Levison & Kaye, 2013).

1.6.2. Enzimas betalactamasas

Los betalactamicos son la familia de antibioticos mas utilizados a nivel mundial; sin
embargo, los bacilos Gram negativos son capaces de producir betalactamasas,
enzimas capaces de hidrolizar los antimicrobianos betalactamicos, inactivandolos y
haciéndolos inefectivos (Bonomo, 2017). Estas enzimas se han convertido en el
factor mas importante para la resistencia a esta familia de antibidticos y afio tras
afio presentan incremento, principalmente a causa de la presion selectiva
permanente junto a la capacidad de los genes de betalactamasa para instalarse en
MGE, como transposones o plasmidos, llevando a la diversificacion de los
mecanismos de resistencia, permitiendo la prevalencia de las cepas mejor
adaptadas (Bush, 2013; Rafael Cantén et al., 2012; Roshani et al., 2018).

Las enzimas AmpC confieren resistencia a penicilinas, cefalosporinas, incluidas las
cefalosporinas de amplio espectro, cefamicinas y aztreonam. Estas betalactamasas
no son inhibidas por inhibidores de betalactamasas como el &cido clavulanico,
sulbactam y tazobactam. Los productores de AmpC suelen ser susceptibles a los
carbapenémicos, siendo este el tratamiento actual contra dichos microorganismos;
sin embargo algunas cepas presentan otros mecanismos de resistencia como
disminucién de la expresion de los canales de porina o el aumento del flujo de salida,
provocando resistencia a los carbapenémicos (Levison & Kaye, 2013).

Las enzimas carbapenemasas se encuentran codificadas en su mayoria por
plasmidos. Tienen la capacidad de hidrolizar penicilinas, cefalosporinas,
monobactamicos y carbapenémicos. La mayoria son resistentes a los inhibidores
de betalactamasas comercialmente viables (Livermore & Woodford, 2006;
Nordmann & Poirel, 2002). Ninguna carbapenemasa que sea parte de un
mecanismo innato de resistencia a los carbapenémicos se ha asociado con
resistencia adquirida y se localizan casi en su totalidad en cromosoma (Nordmann
& Poirel, 2002).

Pertenecen a las clases moleculares A, B y D. Las enzimas de clase Ay D tienen
un mecanismo hidrolitico a base de serina, mientras que las enzimas de clase B son
metalobetalactamasas que contienen zinc en el sitio activo. EI grupo de
carbapenemasas de clase A incluye miembros de las familias SME, IMI, NMC, GES
y KPC. De estas, las carbapenemasas KPC son las mas prevalentes y se
encuentran principalmente en plasmidos en K. pneumoniae. Las carbapenemasas
de clase D consisten en las enzimas OXA que se detectan con frecuencia en A.
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baumannii y las metalobetalactamasas (MBL) pertenecen a las familias IMP, VIM,
SPM, GIMy SIM y se han detectado principalmente en P. aeruginosa. Sin embargo,
la presencia de estas enzimas en enterobacterias crece a nivel mundial (Nordmann
& Poirel, 2002; Queenan & Bush, 2007). En el afio 2009 se reporto el descubrimiento
de una nueva MBL en Nueva Delhi, India. Fue nombrada NDM-1 y se asocia con
plasmidos de amplia diseminacion, principalmente en K. pneumoniae y E. coli
(Kumarasamy et al., 2010).

1.6.2.1. BLEE

Las BLEE pueden localizarse en cromosoma y en plasmidos (Gupta & Bhadelia,
2014), aquellas que estan codificadas en plasmidos pueden localizarse junto a
genes de resistencia hacia otras familias de antibiéticos como aminoglucésidos,
quinolonas y sulfonamidas. La adquisicién de estos pladsmidos gracias a eventos de
HGT en las bacterias resulta en la aparicion y propagacion de resistencias a
multiples farmacos (Gupta & Bhadelia, 2014; Zalewska-Piagtek & Piagtek, 2020).

Estas enzimas presentan actividad hidrolitica hacia penicilinas, cefalosporinas,
incluidas las de 3° generacién y monobactamicos incluido aztreonam (Doi et al.,
2017; Matinfar et al., 2021), pero no afectan a los compuestos de cefamicina y
carbapenémicos (Canton et al., 2008), ademas, son bloqueadas por inhibidores de
betalactamasas como clavunato, sulbactam o tazobactam) (Levison & Kaye, 2013).

Las BLEE representan el grupo mas diverso de las betalactamasas de clase A e
incluyen tres tipos principales, TEM, SHV y CTX-M (Rivera et al., 2014), ademas de
otras con menos prevalencia como OXA, TLA, VEB, PER, GES, estas ultimas son
inhibidas por clavunato (Canton et al., 2008). Las primeras BLEE descritas fueron
derivados de las enzimas TEM-1, TEM-2 y SHV-1 durante la década de 1980 en
Europa, principalmente en aislados de K. pneumoniae y E. coli en infecciones
comunitarias (Cantén et al., 2008). El origen de las enzimas TEM parte de TEM-1y
TEM-2, ambas contenidas en plasmidos, mientras que las SHV tienen origen
cromosémico (D’Andrea et al.,, 2013; Rivera et al., 2014). Las CTX-M, tienen
actividad BLEE intrinseca y fueron originadas en el cromosoma de Kluyvera spp
(D’Andrea et al., 2013). Hasta el afio 2018, se habian reportado 223 variantes TEM,
193 para SHV y 172 variantes CTX-M (Ramadan et al., 2019).
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1.6.2.1.1. Enzimas CTX-M

En 1989 se identificdé una nueva familia de BLEE en paises como Alemania,
Argentina, Francia e Italia y se les nombré CTX-M por su capacidad de conferir
resistencia predominantemente a cefotaxima (Bauernfeind et al., 1990; Cantén et
al., 2008). Estas enzimas comprometen la eficacia de todos los betalactamicos,
excepto los carbapenémicos y las cefamicinas. En lo que respecta a una patologia,
se encuentran fuertemente asociados a ITU (Cantén et al., 2008; Canton & Coque,
2006; Coque et al., 2008).

Las BLEE de tipo CTX-M constituyen las betalactamasas mas diseminadas en todo
el mundo, es frecuente encontrarlas en aislamientos de E. coli y fueron detectadas
en un inicio entre patdgenos adquiridos en la comunidad y posteriormente dentro
del entorno intrahospitalario, en pacientes sanos, animales de compariia y muestras
ambientales como aguas superficiales y peces de agua dulce (Brifias et al., 2003;
Pallecchi et al., 2004; Zurfluh et al., 2015; Cortés-Cortés, 2016).

Algunas de las enzimas CTX-M tienen una elevada distribuciébn en regiones
especificos, como CTX-M-3 en Europa del Este, CTX-M-9 en Espafia y CTX-M-14
en Espafa, China y Canada, CTX-M-1 en Italia y CTX-M-2 en la mayoria de los
paises de América del Sur, Japon e Israel (Canton et al., 2008; Cantén & Coque,
2006; Stoesser et al., 2016). La variante CTX-M-27 esta surgiendo en ciertas partes
del mundo, especialmente en Japon y Europa, ademas de su reciente
descubrimiento en Sudamérica (Fernandes et al., 2020; Peirano & Pitout, 2019),
mientras que, por su distribucion global, las enzimas CTX-M-15 se consideran
pandémicas (Cantén & Coque, 2006).

Las enzimas CTX-M se dividen en 5 grupos, en base a su secuencia de aminoacidos
y cada uno con variantes especificas y originadas en determinadas especies de
Kluyvera, un microorganismo de la microbiota intestinal humana, ademas de
patbgeno saprofitico y oportunista en el que se identificaron estos genes
cromosOmicamente y que pudieron dar origen al grupo (tabla 3) (Cantén et al.,
2012; Coque et al., 2008; D’Andrea et al., 2013).

Tabla 3. Clasificacion de las enzimas CTX-M con base en su origen.

Clasificacion de las enzimas CTX-M

Grupo Variantes (CTX-M) Origen (gen)
1, 3, 10-12, 15, 22, 23, 28-30, 32-34, 36, 42, 52-55, .
1 57, 58, 60-62, 66, 68, 69, 71, 72, 79, 80, 82, 88, 96, (KIuC)
101, 103 107-109, 114, 116, 117, 133
5 2,4-7, 20, 31, 43, 44, 56, 59, 92, 97, 124, 131 K. ascorbata
5,76, 77, 95,124, (KluA)
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K. georgiana
8 8. 40, 63 e
9. 13, 14, 16-19, 21, 24, 27,38, 46-51, 6567 81.83- < aeordiana
9 87,90,93,98 99.102,104-106, 110-113, 121, 122, 126 - georg
(KIuY)
134
25 25, 26, 39, 41, 89, 91, 94.100 K. georgiana
(blacTx-m-7s)
Sin grupo | 45, 64, 74, 75, 123, 132

Tomado de Cantén et al., 2012; D’Andrea et al., 2013; Mamani, 2015.

1.6.21.1.1. CTX-M-15

El gen blactx-v-15 Se reportd por primera vez en la India durante el afio 2001 (Karim
et al., 2001). Actualmente es la BLEE dominante a nivel mundial y la principal causa
de resistencia hacia cefalosporinas de 32 generacion en Enterobacteriaceae
(Kumarasamy et al., 2010). La enzima resultante deriva de CTX-M-3 por sustitucion
de 1 aminoacido en Asp240Gly, causando mayor actividad hidrolitica hacia
ceftazidima, ademas de la reportada para cefotaxima (Lartigue et al., 2006; Poirel
et al., 2002).

Se sugiere que el gen, residente en Kluyvera se inserté en un plasmido, lo cual
ayudo a su diseminacion. Los plasmidos portadores de blacTx-m-15 suelen pertenecer
al grupo IncFll solo o en asociacion con los replicones FIA o FIB, son conjugativos
y pueden ser parte de MGE (integrones, IS, Tn), ademas de estar asociado con
otros genes que confieren resistencia, como blaoxa-1, aac (6')-Ib-cr y blatem-1. Estos
plasmidos a su vez estan relacionados a los clones ST131 y ST405, siendo ST131
uno de los principales grupos causante de ITU y bacteriemias (Cantén et al., 2008;
Coque et al., 2008; Price et al., 2013).

1.6.3. Antibidticos no betalactamicos

1.6.3.1. Aminoglucdsidos

Los aminoglucésidos son antibioticos bactericidas de amplio espectro que inhiben
la sintesis de proteinas bacterianas al unirse a la subunidad ribosémica 30S
(Mosquito et al., 2011). Son utilizados para el tratamiento de infecciones bacterianas
graves, a menudo junto con antimicrobianos que tienen como blanco la pared celular
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bacteriana. Los aminoglucésidos se excretan casi en su totalidad a través de los
rinones por filtracion glomerular (Soleimani et al., 2016).

Hay tres mecanismos de resistencia a los aminoglucésidos: captacion reducida y
aumento de eflujo, alteracion del ARN diana y modificacion enziméatica del
aminoglucésido (Houghton et al., 2010). La modificacién enzimatica es el tipo mas
comun de resistencia a los aminoglucdésidos (Soleimani et al., 2016) y los genes que
codifican las enzimas modificadoras de aminoglucésidos se clasifican en tres
clases: acetiltransferasas (aac), nucleotidiltransferasas (ant) y fosfotransferasas
(aph). Dentro de cada clase, las enzimas se agrupan de acuerdo con los sitios de
las modificaciones de los aminoglucésidos (Ramirez & Tolmasky, 2010).

1.6.3.2. Quinolonas

Las quinolonas inhiben la actividad de las enzimas ADN girasa y topoisomerasa
bacterianas, esenciales para la replicacién (Namboodiri et al., 2011). La resistencia
cromosOmica estd mediada principalmente por mutaciones en la regidn
determinante de resistencia a las quinolonas (QRDR), basada en polimorfismos de
un solo nucledtido (SNP) en los genes gyrA, gyrB, parC y parE encargados de
codificar subunidades en ADN girasa, los dos primeros y topoisomerasa IV los 2
restantes. Dichos SNP inducen cambios conformacionales en la enzima, evitando
la union de las quinolonas al complejo ADN-sustrato, pero conservando la funcion
enzimatica (Hawkey, 2003; Namboodiri et al., 2011).

Tabla 4. Mutaciones los genes gyrA, gyrB, parC y parD asociadas ala aparicién de resistencia
cromosémica a quinolonas.

Mutaciones QRDR reportadas

Gen Sustitucion Nota
Mutacion fuera de QRDR en cepas in vitro.
Ala51 — Val Mostré reduccion en el nivel de susceptibilidad a
ciprofloxacina.
Alab7 — Ser
Gly81 — Cys Gly81—Asp asociado a bajos niveles de resistencia a FQ.
— Asp

gyrA . — . .
Asociado a bajos niveles de resistencia a FQ.

Asp82 — Gly Asp82—Gly mas Gly81—Asp confieren resistencia a FQ y
acido nalidixico.

Ser83 — Leu Mutaciones mas comunes encontradas en cepas clinicas.
—Trp La sustituciéon por leucina confiere alto nivel de resistencia
— Ala al acido nalidixico y menor susceptibilidad a las FQ.
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— Val

La mutacidn Ser83—Ala se asocia con niveles mas bajos de
resistencia a FQ que Ser83—Leu.

Ala84 — Pro
— Vla

Asp87 — Asn Si esta mutacion viene acompafiada con otra en Ser83, la
— Gly cepa presentara un elevado nivel de resistencia para acido
— Tyr nalidixico y FQ.
— His Si el cambio es por Gly o Tyr, la resistencia a ciprofloxacina
— Val sera menor que si se sustituye por Asn.

GIn106 — His GIn106—Arg asociado a un incremento de Resistencia a FQ

— Arg | y en menor grado para acido nalidixico.
Alal96 — Glu Unica mutacion fuera de QRDR en cepas clinicas.

Asp426 — Asn

Asociada con menor susceptibilidad a FQ.
Confirié resistencia hacia todas las quinolonas probadas.

gyrB Brindo6 resistencia al acido nalidixico, pero hipersensibilidad
Lys447 — Glu a ciprofloxacina, pero si esta acompafiada por otro cambio
en gyrA, puede revertirse la hipersensibilidad.
Ala56 — Thr Mutacién fuera del QRDR de parC.
Ser57 — Thr Mutacién fuera del QRDR de parC.
Gly78 — Asp Gly78—Asp aumenta la resistencia a las FQ, pero no al
— Lys acido nalidixico.
parC Sy :ﬁ;g Ser80—lle es la sustitucién mas comun.
Ser83 — Leu
Glu84 — Gly Glu84 a Gly, Lys o Val también son relativamente comunes.
— Lys Glu84—Lys es diez veces mas resistente a las FQ que una
— Val cepa parC de tipo salvaje.
Ala108 — Val
Leu416 — Phe | Fuera de QRDR de parE.
lle444 — Phe Mutacién identificada en cepa UPEC.
Leu445 — His Resistencia al repeler el grupo piperazinilo de las FQ.
parE | Ser458 — Thr Mutacién identificada en cepa UPEC.
Glu460 — Asp | Fuera de QRDR de parE.
lle464 — Phe Fuera de QRDR de parE.
[le529 — Leu Mutacion identificada en cepa UPEC.

Modificado de Hopkins et al., 2005.

La resistencia a quinolonas también puede ser causada por la presencia de genes
de resistencia a quinolonas mediadas por plasmidos (PMQR), que confieren un nivel
bajo de resistencia a las quinolonas, pero pueden diseminarse mediante HGT y
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ayudar a la seleccién y prevalencia de cepas resistentes y que ademas cuenten con
otros mecanismos de resistencia adicionales, causando que estas cepas adquieran
MDR (Poirel et al., 2012; Ramirez-Castillo et al., 2018). Los genes gnr se encuentran
en un entorno de tipo integron ya que rio arriba se localizan los genes qacEA1y
sull (Hopkins et al., 2005).

Finalmente, el tercer mecanismo asociado se basa en la regulaciéon ascendente de
las bombas de eflujo, encargadas de expulsar quinolonas y otros antimicrobianos
fuera de la célula bacteriana. Las mutaciones en el gen acrR que codifica un
represor de los genes acrAB de la bomba de eflujo inducida por estrés ACRR, estan
asociados con la resistencia a quinolonas (Hopkins et al., 2005; Wang et al., 2001).
En un ensayo, AcrA se sobreexpreso en 9/10 aislados clinicos de E. coli resistentes
a las fluoroquinolonas en niveles elevados (CMI>32 mg/L) (Mazzariol et al., 2000).

Tabla 5. Principales mecanismos responsables de la resistencia hacia las quinolonas.

Resistencia a quinolonas

QRDR PMQR
(Region determinante de la resistencia a (Resistencia a quinolonas mediada por
las quinolonas) plasmidos)

e QnrA, QnrB, QnrS, QnrC y QnrD:
Proteinas Qnr, inhiben la unién de

_ las quinolonas a las proteinas
e Girasa: gyrAy gyrB diana.
e Topoisomerasa IV: parCy parE

Mutaciones cromosémicas en:

e aac(6')-Ib-cr: Variante de la enzima
modificadora de aminoglucésido
acetiltransferasa, codifica una
enzima acetilante de FQ.

o QepAy OgxAB: Bombas de eflujo.

Tomado de Martinez-Martinez et al., 1998; Poirel et al., 2012; Ramirez-Castillo et al., 2018; Robicsek
et al., 2006.

1.6.3.3. Inhibidores de la via del folato (sulfonamidas y diaminopirimidinas)

Las sulfonamidas son una familia de farmacos utilizados en el ambito humano y
veterinario desde los afios 30°s del siglo pasado y su uso descontrolado ha llevado
al desarrollo de resistencia, principalmente hacia sulfametoxazol. Posteriormente se
comenzo a introducir en conjunto con las diaminopirimidinas, grupo al que pertenece
el trimetoprim (Mosquito et al., 2011). Las sulfonamidas acttan inhibiendo la sintesis
de la dihidropteroato sintasa (dhps), una enzima clave en la ruta del &cido félico y el
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trimetoprim actla inhibiendo la enzima dihidrofolato reductasa (dhfr), otra enzima
importante en la sintesis de acido félico (Ho et al., 2009).

El trimetoprim-sulfametoxazol (TMP/SMX) se utiliza en el tratamiento de infecciones
del tracto urinario, gastrointestinal y respiratorio (Huovinen, 1997) y a menudo es la
primera opcion en pacientes ambulatorios con ITU no complicadas. Es un antibidtico
econOémico, generalmente se tolera bien y se toma dos veces al dia (Wright et al.,
1999). Sin embargo, la resistencia codificada por plasmidos ha provocado un
aumento en los dltimos afios a nivel mundial, principalmente en los paises en
desarrollo donde sigue utilizandose como un tratamiento empirico y muchas veces
sin un control, propiciando ambientes de presién selectiva que contribuyen al
incremento constante de estas tasas de resistencia (Wright et al., 1999). En paises
europeos, la resistencia de UPEC oscila entre el 14,6% y el 60% (Kot, 2019).

1.6.3.4. Polimixinas

Familia de antibioticos desarrollada a finales de 1940, la polimixina B y colistina
forman parte de esta familia y en los Ultimos afios su prescripcion ha resurgido
gracias al incremento de bacterias resistentes. Estos farmacos tienen especificidad
por los LPS de bacterias Gram negativas; sin embargo, su uso se asocié con un alto
grado de nefrotoxicidad y neurotoxicidad, llevando a su reemplazo con el
surgimiento de nuevos antibiéticos (Peleg & Hooper, 2010).

En bacterias MDR, incluidas las portadoras de betalactamasas capaces de
hidrolizar carbapenémicos, las polimixinas (colistina) son la ultima opcién de
tratamiento (Paterson & Lipman, 2007). Al ser farmacos antiguos, durante su
desarrollo no se realizaron los procesos para caracterizar su perfil farmacocinético
y es en afos recientes que se realizan ensayos para establecer las dosificaciones
Optimas acorde a los requerimientos del paciente. Cuando se ha observado algun
indicio de toxicidad, esta es reversible al suspender el tratamiento (Li et al., 2006;
Paterson & Lipman, 2007; Peleg & Hooper, 2010).

1.7. Elementos genéticos moviles (MGE)

Los genomas bacterianos tienen la capacidad de modificar su contenido genético a
una velocidad relativamente alta gracias a una variedad de procesos que implican
la transferencia horizontal de genes (HGT). Estos procesos son los responsables
de producir grandes cambios en periodos de tiempo considerados cortos (Hacker &
Carniel, 2001; Ochman et al., 2000) y se definen como la transferencia de material
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genético entre células bacterianas sin division celular de por medio (Lawrence,
2005). Los MGE puede ser adquiridos por 3 procesos: transformacion con ADN
libre, transduccion con fagos o la captacion de plasmidos o fragmentos
cromosomicos por conjugacion. Estos procesos dan como resultado la generacion
de nuevas variantes de patdégenos (Hacker et al., 1997). Se ha demostrado, al
comparar cepas patdégenas y no patégenas de E. coli, que ambos grupos comparten
aproximadamente 40% de todo su genoma, indicando que el resto se ha adquirido
horizontalmente durante la evolucion (Gal-Mor & Finlay, 2006; Welch et al., 2002).

Los MGE también pueden integrar elementos de control como promotores rio arriba
de los determinantes de la resistencia, induciendo mayor expresion del gen (He et
al., 2015; Siguier et al., 2014).

1.7.1. Plasmidos

Los plasmidos son moléculas de ADN extracromosomales, en su mayoria
circulares, covalentemente cerrados y superenrollados. Se replican de forma
autonoma, coexisten de manera estable con los cromosomas y se destacan como
impulsores de la transferencia horizontal de genes (HGT) en la evolucion bacteriana
(Alvarado et al., 2012; Rodriguez-Beltran et al., 2021). Presentan tamafos y
contenido variable, desde aquellos con 1 kb de longitud y portadores de unos pocos
genes asociados a replicacion y movilidad, hasta mega plasmidos, mayores a 1 Mb,
gue pueden ser considerados cromosomas secundarios para la célula hospedera,
por contener genes esenciales para este (Alvarado Garcia & Andrés, 2016). Los
plasmidos tienen sistemas que garantizan su replicacion autbnoma pero también
tienen mecanismos que controlan su nimero de copias y aseguran una herencia
estable durante la division celular (Carattoli, 2009).

Los plasmidos tienen un papel importante en la evolucion bacteriana al transferir
rasgos beneficiosos dentro y entre especies de bacterias, en un proceso conocido
como conjugacion, contribuyendo a la adaptacién hacia nuevos nichos de la bacteria
que lo porta, proveer de ventaja frente a competidores naturales o ayudarle a
superar presiones selectivas artificiales (Alvarado et al., 2012; Garcillan-Barcia et
al., 2009; Rodriguez-Beltran et al., 2021). En analisis de la microbiota humana se
ha demostrado que la transferencia plasmidica se realiza incluso en ausencia de
tratamiento con antibiéticos (Gumpert et al., 2017; Porse et al., 2017).

La diversidad plasmidica permite que estos se clasifiquen mediante distintos
criterios, como tamafo, nimero de copias, tipo de genes que contiene, el rango de
hospedero, grupo de incompatibilidad (Inc), es decir, la incapacidad de 2 plasmidos
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para coexistir dentro de la misma célula debido a interacciones en la replicacion y
por tipificacion de replicones debido a que la relaxasa es el Unico elemento que
siempre estara presente en los plasmidos movilizables y conjugativos (Alvarado et
al., 2012; Rafael Canton et al., 2012). 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, donde T4CP puede o0 no estar presente por lo que este tipo de
plasmidos requiere de un plasmido conjugativo para ser movilizado (Alvarado
Garcia, 2016).

En las cepas ST131, los plasmidos se han asociado con diversificacion de este
grupo clonal (Rodriguez-Beltran et al., 2021). Los genes blactx-w se han identificado
en plasmidos de rango estrecho de hospedero: IncFl, IncFll, IncHI2 e Incl y de
amplio rango: IncN, IncP, IncL/M e IncA/C (Carattoli, 2009; Carattoli et al., 2014). La
diseminacién pandémica de blacTtx-m-15 Se ha asociado a plasmidos del grupo IncF,
en muchos casos como plasmidos multirreplicones (IncFll, IncFIA e IncFIB),
ademas de los plasmidos Incll (Dimude & Amyes, 2012; Zurfluh et al., 2015). Los
genes blactx-wm-9 se ha asociado a una diseminacion por plasmidos de rango
estrecho del grupo de incompatibilidad HI2, mientras que blactx-m32 se ha
propagado principalmente por plasmidos de amplio rango de hospederos, como
IncP e IncN, respectivamente (Canton & Coque, 2006). Los plasmidos asociados a
blacTtx-m-15 también pueden presentar otras BLEE como blatewm-1, blaoxa-1y el gen
aac(6 ’)-lb-cr, que brinda resistencia hacia FQ (Dimude & Amyes, 2012).

1.7.2. Islas de patogenicidad

Las islas de patogenicidad (PAI) se definen como elementos genéticos que
originalmente no formaban parte del cromosoma, pero gracias a procesos de HTG
lograron insertarse en este, siendo identificados en una gran variedad de patégenos
bacterianos (Gal-Mor & Finlay, 2006). Estas regiones pueden tener un tamafo
desde 10 hasta 200 kb en donde almacenan una gran cantidad de genes de
virulencia (Hacker et al., 1997). Si el segmento adquirido tiene un tamafo de 1-10
kb, se denomina “islote de patogenicidad”. Algunas PAI presentan estructuras tipo
mosaico, lo cual indica que se formaron a partir de material genético de distintos
donantes (Gal-Mor & Finlay, 2006), causando variacidon genética en un menor
periodo de tiempo y como consecuencia, la evolucion en bacterias (Groisman &
Ochman, 1996).

Las PAIl suelen presentar ciertas caracteristicas comunes: portar 21 genes de
virulencia, tener un contenido de G/C y un uso de codones diferentes al resto del
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genoma, insertarse preferentemente en un sitio de ARNt, estéds flanqueadas por
secuencias de repeticion directas (DR) y poseer genes que les ayudan en la
movilizacion, como secuencias IS, integrasas, transposasas, genes de fagos y
origenes de replicacion (Gal-Mor & Finlay, 2006).

Las cepas UPEC suelen albergar dos o més PAI, asociando su presencia con la
diversidad de genes de virulencia que portan (Blum et al., 1994; Guyer et al., 1998;
Swenson et al., 1996), cuanto mayor sea el nimero de PAI que tiene una cepa
UPEC, mas probable sera su persistencia (Ostblom et al., 2011). La cepa prototipo
UPEC CFTO073 tiene 10 islas gendmicas o Gl y 3 regiones profagos (Lloyd et al.,
2007; Xicohtencatl-Cortes et al., 2019) (tabla 6). El genoma de CFTO073 es
particularmente rico en genes que codifican adhesinas fimbriales,
autotransportadores, sistemas de adquisicion de hierro y recombinasas de cambio
de fase, asimismo, dentro de distintas cepas prototipo UPEC, como CFT073, J96 y
536 hay variaciones respecto a las PAIs que porta cada una de ellas (Welch et al.,
2002).

Tabla 6. Islas gen6micas identificadas en la cepa prototipo CFT073.

Islas genémicas de CFT073

No. Nombre ARNt Ta(r:s)no % G/C Genes identificados
y | PARCETO7S-aspy aspV 100 47 | cdiAy picU
(PAI lllcFrors
2 | ¢-CFT073-b0847 33 50 Profago
mchBCDEF, operon
3 | PAI-CFTO73-serX serX 113 49 Sfa/F1C, iroNEDCB,
agn43
4 | ¢-CFT073-potB 44 51 Profago
5 | PAI-CFTOQ73-icdA 54 50 Profago y sitDCBA
PAI-CFTO73-
6 asnT 32 57 fyuA
asnT (HPIcrro73) Y
7 | GI-CFTO73-asnW asnw 54 53
GI-CFT073-cobU 44 50
9 | ¢-CFTO73-smpB 48 49 Profago
10 | PAI-CFT073-metV metV 32 53 Proteinas Hcp y ClpB
Operdén pap, hlyA, iha,
11 ng'I(I:FTm)S phev pheV 123 47  |sat, iutA, iucDCBA,
crrors agn43y kpsMT.
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12 | GI-CFT073-selC selC 68 47
PAI-CFTQ073-pheU

(PAI llcrro7s)
Tomado de Lloyd et al., 2007.

13 pheU 52 48 Operoén pap

1.7.3. Integrones/ casettes de resistencia

Los integrones son MGE, localizados en ubicaciones independientes y capaces de
integrar casetes de genes de resistencia a antibidticos en diversas especies
bacterianas (Hall, 2012; Nordmann & Poirel, 2002). Fueron identificados en 1989 y
nombrados elementos de integracién de ADN. Los elementos completos constan de
dos segmentos conservados en los extremos y un segmento central de longitud y
secuencia variable que incluye genes de resistencia a antibidticos insertados
(Stokes & Hall, 1989). Como consecuencia de la adquisicién de diferentes genes,
los integrones se presentan en una variedad de formas que difieren en el nUmero y
la naturaleza de los genes insertados. Por tanto, los integrones contribuyen a la
generacion de diversidad en los genomas bacterianos, plasmidos, transposones y
PAls, facilitando un amplio intercambio de informacion entre bacterias (Hall, 2012).

Se conocen mas de 100 tipos de integrones, la mayoria en cromosomas bacterianos
(Hall, 2012), pero los integrones de clase 1, clase 2 y clase 3 se asocian con la
diseminacién reciente de genes de resistencia a antibiéticos, en gran parte por su
agrupacion con transposones, lo que mejora su transporte en plasmidos (Hall,
2012). Todos los integrones presentan un gen codificante de una integrasa (Intl), un
sitio especifico de recombinacion (sitio attl) que es reconocido por la integrasa y
dentro del cual se inserta el casette y un promotor, que dirige la transcripcion de los
genes codificados en el casette (Hall et al., 1999). Los casetes generalmente
contienen solo un gen, potencialmente cualquier gen, y un sitio de recombinacién
(attC). En la actualidad, se conoce la secuencia de miles de casettes, que pueden
ser reconocidos por una cantidad considerablemente menor de integrasas; sin
embargo, la eficiencia de recombinacién en diferentes tipos de attC varia, y los Intl
individuales reconocen algunos tipos de sitios attC de manera mas eficiente que
otros (Hall, 2012).

1.7.4. Secuencias de insercion

Las secuencias de insercion (IS) son MGE pequefios, con un tamafo <2.5 kb,
capaces de transponerse dentro y entre genomas procariotas. Estan formados por
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sitios de repeticiones invertidas, donde pueden llevarse a cabo procesos de
recombinacion homologa, es decir, pueden participar como mediadores para
incorporar MGE de mayor tamafo dentro del cromosoma, ayudando a la formacion
de PAI o a su eliminacion (Hacker et al., 1997; Roshani et al., 2018).

IS Ecpl fue importante en los procesos de captura de genes blactx-w de los
cromosomas de Kluyvera spp, facilitando su movilidad hacia cepas de E. coli.
(Lartigue et al.,, 2006; Poirel et al., 2005). Estad implicada en la movilizacion,
propagacion y expresion de genes blacrx-v pertenecientes a los grupos 1, 2, 9y 25,
a menudo localizados rios arriba del gen; sin embargo, el segmento entre el gen'y
la IS suele variar incluso dentro del mismo tipo de CTX-M, indicando que han
ocurrido distintos eventos de insercion (Lartigue et al., 2006; Rossolini et al., 2008).
Ademas de la funcién de movilizacion, IS Ecpl aporta secuencias promotoras para
la expresion de alto nivel de los genes blactx-m-14, blactx-m-17, blactx-m-18 y blacTx-m-19
(Lartigue et al., 2006).

IS 26 se ha asociado con el reclutamiento y propagacion de genes de resistencia a
antibioticos en bacterias Gram negativas y con integrones clase 1 (Harmer et al.,
2014; Harmer & Hall, 2020). Dentro de ST131 H30-Rx los plasmidos F2:Al
contienen numerosas copias de IS 26 a lo largo del plasmido y estan asociados a
eventos de reordenamientos como fusiones de replicones, inversiones de ADN y
deleciones, dando como resultado reorganizaciones en estos plasmidos (He et al.,
2015; Johnson et al., 2016). En algunas cepas portadoras de blactx-m-15, IS 26 se
localiza rio arriba, cercano a IS Ecpl y truncando su movilizacion y confinandolo a
un genotipo especifico (figura 5) (Dimude & Amyes, 2012).

48bp

| 1secptl” 1S26 CTX-M-15

Intergenic
region

L3y

Figura 5. Contexto genético de CTX-M-15, 1S26 e ISEcpl. Se han reportado cepas que portan
blactx-m-15 junto con IS Ecpl e IS 26 truncandola y evitando su movilizacion, de esta manera el gen
codificante de la BLEE puede confinarse a un clon especifico. Tomado de Dimude & Amyes, 2012.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Antecedentes generales

Clermont et al., (Francia, 2000) desarrollan una PCR para identificar los filogrupos
A, B1, B2 y D mediante la amplificacion de los genes chuA, yjaA y TspE4.C2. La
PCR se prueba con 230 cepas previamente tipificadas, asociando las cepas EXPEC
con B2 y D (Clermont et al., 2000). Posteriormente, en el afio 2013 se amplia la
tipificacion a 8 filogrupos: A, B1, B2, C, D, E, F y clado | mediante modificaciones
en los oligonucleodtidos para los 3 genes previos y la adicibn de nuevos
oligonucledtidos para identificar arpA (Clermont et al., 2013) y, en el afio 2019 se
afade la determinacion del filogrupo G, mediante una PCR extra para las cepas B2
y F, identificando los genes ybgD y cfaB (Clermont et al., 2019). En 2018, Beghain
et al., (Francia) desarrollan ClermonTyper, una interfaz que permite asignar 7
filogrupos in silico a WGS (Beghain et al., 2018).

Se han disefiado 3 esquemas de tipificacion de secuencias multilocus (MLST) en E.
coli. Whittam et al., (USA, 2000) utilizan 7 genes de mantenimiento, dirigido en un
inicio a cepas EPEC, Atchman (Reino Unido) selecciona 7 genes, mientras que
Brisse & Denamour (Francia) eligen 8 genes para su disefo, actualmente alojado
en el Instituto Pasteur. Los dos ultimos esquemas no se centraron en ningln grupo
particular de E. coli. Wirth et al., (Alemania, 2006) evaltan el esquema de Atchman
con 462 aislados de diversas fuentes, coincidiendo con resultados MLEE previos
(Wirth et al., 2006).

Nicolas-Chanoine et al., (Francia, 2008), identifican por primera vez a E. coli
025:H4 ST131. Aislan 41 cepas de E. coli productoras BLEE de 8 paises. Reportan
36 aislados (88%) con caracteristicas en comun: pertenecer al filogrupo B2, serotipo
025:H4, resistencia a ciprofloxacina y perfil ST131 mediante MLST, similitud del
68% en PFGE y también evallan la presencia de 46 genes de virulencia, donde los
mas prevalentes (91-100%), son fimH, sat, fyuA, usp y malX (100%) y los reportados
en menor medida (<12%) son hlyF, iss e iroN (Nicolas-Chanoine et al., 2008).

Coque et al., (Espafia, 2008) analizan 43 cepas de E. coli productoras de CTX-M-
15 y 6 plasmidos que codifican el gen blacrx-m-15s en 7 paises. Los filogrupos
prevalentes son B2 (50%) y D (25%) y en todos los paises se reporta la presencia
de ST131. Determinan una asociacién de ST131 y blactx-m-15 por adquisicion de un
plasmido IncF, principalmente IncFll, con un tamafio de 85-200 kb y que puede
conferir multiresistencia a antibiéticos por su capacidad de albergar los genes
blatem-1, blaoxa-1, asi como genes de resistencia a aminoglucosidos y quinolonas
(Coque et al., 2008).
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Dimude & Amyes, (Escocia, 2012) analizan 62 cepas de E. coli aisladas de sangre,
7 cepas (11.3%) presentan blacrx-m-15, blaoxa-1 y aac(6')-Ib-cr. De estas, 4 cepas
portan 7 plasmidos (57.1%), 2 cepas 4 plasmidos (28.6%) y 1 cepa 8 plasmidos
(14.3%). Identifican IS Ecp1l rio arriba de blactx-w-15 en 5 aislados (71.4%) y en 2
cepas identificaron IS Ecpl e IS 26 (28.6%), esta ultima truncando a IS Ecpl. Todas
las cepas portan plasmidos del grupo IncF en distintas combinaciones
(multirreplicones) e IncN. La pMLST de IncF muestra 2 tipos: F2:A1:B (28.6%) y
F33:A1:B26 (71.4%) (Dimude & Amyes, 2012).

Roshani et al., (Iran, 2018) evaltan 56 cepas E. coli aisladas de orina (62.5%) y
sangre (26.25%), principalmente. Prueban la resistencia hacia diversos antibidticos:
ampicilina (100%), ciprofloxacino (44.64%), imipenem (7.14%), gentamicina
(30.35%), ceftazidima (53.57%), cefotaxima (57.14%), amikacina (16.07%),
levofloxacina (62.5%) y ceftriaxona (58.92%). EvalGan la presencia de los grupos
de las enzimas CTX-M, reportando prevalencia del grupo 1 (89.28%), 2 (14.28%), 8
(7.14%) y 9 (25%) y de las IS 26 (100%), IS Ecpl (96.4%) e IS 903 (69.6%) (Roshani
et al., 2018).

Price et al., (USA, 2013) trabajan con 524 secuencias ST131 para reconstruir su
historia evolutiva, reportando que la resistencia a FQ y la produccion de BLEE
habian sido adquiridas por multiples clones ST131 a través de eventos genéticos
independientes. Relacionan la resistencia a FQ mediada por mutaciones en los
genes cromosomicos gyrA y parC mayormente con el subclon H30-R y dentro de
este subclon (anidado), identifican la presencia de otro, llamado H30-Rx (91%)
cuyas cepas se caracterizan por presentar resistencia a FQ y la presencia del gen
blactx-m-15 asi como un incremento en el riesgo de provocar sepsis (Price et al.,
2013).

Petty et al., (Australia, 2014) analizan 95 ST131 de 6 paises durante 2000-2011,
todas agrupadas en el filogrupo B2. Reportan que la estructura clonal se conforma
por 3 clados principales (A, By C) gracias a eventos de recombinacién, HGT y SNP.
Identifican una asociacion del clado A con el serogrupo H5 y los clados B y C con
H4 asi como la introduccién de alelos fimH especificos de clado, fimH41 para el
A, fimH22 en el clado By fimH30 en el clado C, este ultimo dividido en los subclados
C1/H30-R y C2/H30-Rx (Petty et al., 2014).

Stoesser et al., (Reino Unido, 2016) analizan las secuencias de 215 genomas E.
coli ST131 recolectadas en 3 continentes. Identifican los clones A (11.63%), B
(23.72 %) y C (64.65%) asi como los subclones C1 (41%) y C2 (59%). 105 cepas
(48.84%) portan blacrx-m, variantes blacrx-m-1s, 14, 27, 19, 24, 55. Predomina blacrx-m-15 con
el subclado C2 (94.2%), principalmente localizado en plasmidos (87.7%) y con una
fuerte asociacion con IS 26 e IS Ecpl (70.18%) e ISEcpl sola (29.82%). Los genes
blactx-m-14 se asocian con los clados A (40%) e IS Ecpl (100%) y el subclon C1
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(40%) se relaciona con IS Ecpl (87.5%) sola o en combinacion IS 26 e IS Ecpl
(12.5%). blacTx-m-27 se ubica en el clado A (25%) y C1 (75%) y se asocia en su
totalidad con IS Ecpl (100%). También se asocian los plasmidos IncF (95.81%) con
ST131, principalmente los replicones Fll (92.56%), FIB (72%) y FIA (67.44%) con
C2; los plasmidos tipo Col (88%), asi como IncH con el clado B e Incl con el clado
C1. Finalmente, establecen que la aparicién de los subclados C1/H30-R y C2/H30-
Rx data de aproximadamente 25 afios (Norteamérica) debido a la presién de
seleccion por el mal uso de FQ y cefalosporinas de espectro extendido (Stoesser et
al., 2016).

Blanco et al., (Espafia, 2013) disefian un esquema de virotipificacion basado en la
amplificacion por PCR de los genes afaFM955459, iroN, ibeA y sat. Los virotipos A,
B y C son més frecuentes entre los aislados O25:H4-ST131 (Blanco et al., 2013).
Posteriormente, Martinez-Gorgonio (México, 2019) identifica la presencia de un
quinto virotipo (E) en cepas ST131 (Martinez-Gorgonio, 2019).

Merino et al., (Espafia, 2017) tipifican 48 aislados ST131 del torrente sanguineo. El
44% de las cepas portan BLEE, 98% pertenecen al serotipo O25 y 83% al patotipo
EXPEC y se identifican los subclones H30-Rx (65%), H30-R (21%) o no-H30 (15%).
Analizan la presencia de 49 genes de virulencia, sat (95%), iha (93%) y malX (100%)
se agrupan en las cepas H30 e ibeA (83%) e iss (57%) lo hacen con las no-H30 y
asignan puntajes de virulencia para H30-Rx (12), H30-R (10) y no H30 (11). Los
virotipos predominantes (Esquema de Blanco et al.,) son C (31%) y A (25%) (Merino
et al., 2017). Existe una amplia diversidad plasmidica y hay grupos Inc que no se
conocen, por tanto, no es posible asignarlos dentro de un grupo de PBRT, esto ha
llevado a la implementacién de otros esquemas de replicacién plasmidica, como el
desarrollado por Alvarado et al., (Espafia, 2012) quienes disefian cebadores para
identificar relaxasas de 5 familias MOB, denominando al método “Tipificacion MOB
con Primers Degenerados” (DPMT). Analizan 2 ceparios, el primero de 135
enterobacterias productoras de BLEE (104/135 E. coli), identificando 237 relaxasas,
principalmente MOBps (29.5%), MOBF12 (25.3%), MOBp12 (16.5%), MOBF11 (5.9%),
MOBqu (4.6%). Un segundo cepario esta formado por 49 cepas UPEC adquiridas
en la comunidad que contienen 77 relaxasas, pertenecientes a los grupos
MOBF12 (39%), MOBps (23.4%) y MOBqu (5.2%) (Alvarado et al., 2012).

Johnson et al., (USA, 2008) analizan 1047 aislados del patotipo EXPEC: UPEC
(531), APEC (462) y NMEC (91). En general, el filogrupo predominante es B2 (90%).
En cepas UPEC las prevalencias son de 62.7% para B2 y 22.7% para grupo D.
Analizan 67 genes de virulencia asociados a estos patotipos, prevaleciendo en
UPEC: traT (67.8%), SitA (83.4%), iutA (48.4%), papA (54.8%), papC (59.7%), papE
(55.4%), kpsll (78.5%), malX (68.2%), fyuA (80.6%), ompT (81.5%). También
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realizan PBRT para conocer los replicones con mayor frecuencia, identificando
IncB/O (14.55%), IncFIIA (3%) e IncFIB (33.5%) (Johnson, et al., 2008).

Molina et al., (México, 2011) recolectan 119 cepas de E. coli en muestras de orina.
Identifican el serotipo 025:H4 (21,2%) como predominante. Evalian la
susceptibilidad hacia diversos antibiéticos obteniendo altas tasas de resistencia
para ampicilina (83.7%); piperacilina (53.8%); fluoroquinolonas (55.5-60.6%) y
trimetoprima/sulfametoxazol (TMP/SMX) (56.4%). Ademas, 36 (30.2%)
aislamientos son MDR y 13 cepas se identifican como clones de E. coli 025-ST131.
El analisis filogenético muestra que 15 de 17 aislamientos con serotipo O25:H4
pertenecen al grupo B2. Establecen una correlacion entre el serotipo O25:H4 y la
resistencia a multiples farmacos en las cepas UPEC (Molina-Lopez et al., 2011).

Ostblom et al., (Suecia, 2011) analizan muestras EXPEC de aislados fecales en 130
nifios. Identifican la presencia de PAI asociadas a EXPEC y su relacién con los
genes malX y usp. Los resultados obtenidos ayudan a comprender los factores para
la persistencia de las cepas: las cepas asociadas a colonizaciones a largo plazo (>
12 meses) portan PAIl llcrrors, PAIl IVs3s y PAI llaes, asi como malX y usp,
caracteristicas que no poseen las cepas colonizadoras de duracion intermedia (1 a
11meses) y las cepas de los brotes transitorios (< 3 semanas). La acumulacion de
PAI se relaciona positivamente con el tiempo de persistencia en el colon. El grupo
filogenético B2 representa el 69% de colonizadores a largo plazo, 46% de
colonizadores intermedios y 14% de cepas transitorias (Ostblom et al., 2011).

Reyna-Flores (México, 2013) analiza caracteristicas asociadas a E. coli 025-ST131.
Obtiene 4,735 muestras de UPEC aisladas en México, reportando 483 cepas
productoras de BLEE (10,2%), principalmente CTX-M-15 (96.4%), SHV-2a (3%) y
TLA-1 (1%). Evalla la presencia de genes PMQR (94.6%), aac (6")-Ib-cr (92.1%) y
gepAl (7%). Identifica E. coli O25b-ST131 en 25% de los aislamientos, los cuales
presentan un plasmido no conjugativo de 160 kb perteneciente al grupo IncFIA,
portador del gen blactx-m-15, y genes PMQR (Reyna-Flores et al., 2013).

Paniagua-Contreras et al., (México, 2017) trabajan con cepas UPEC adquiridas en
la comunidad. Evaltan 24 genes de virulencia, obteniendo mayor prevalencia en
kpsMT (92.2%), usp (87.1%), irp2 (79.3%), iha (64.9%), fimH (61.3%), sat (36%),
astA (33.5%), pap (24.7%) y papGll (21.1%). El serogrupo prevalente es 025
(20.6%), seguido de O15 (17%), O8 (6.1%) y O75 (4.6%). 97% de las cepas son
MDR (3-11 antibidticos), con resistencia principalmente a cefalotina (97.9%),
ampicilina (97.4%) y carbenicilina (97.4%) (Paniagua-Contreras et al., 2017).

Abe et al., (Brasil, 2008) trabajan con 225 cepas UPEC, buscando la presencia de
varias propiedades asociadas a cepas hibridas DEC/UPEC. Identifican genes DEC
y 16 cepas (7.1%) presentan fenotipo de adherencia agregativay/o la
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secuencia aatA, caracteristicas de cepas EAEC, demostrando que una cepa de E.
coli puede presentar caracteristicas de 2 patotipos (Abe et al., 2008).

Lara et al., (Brasil, 2017) trabajan con 258 aislamientos UPEC (n=79). Buscan
cepas hibridas EAEC/UPEC por identificacion de 21 genes de virulencia,
determinan filogrupos, ST y ensayos de adherencia para aquellas cepas con un
fenotipo hibrido y evaltan la formacion de biopeliculas. Los genes UPEC més
frecuentes son chuA (85%) y fyuA (78%) y para EAEC, aatA (3.4%) y aggR (3.4%).
En todas las cepas hibridas (9/258) se presentan los genes fyuA y pap. Se analizan
2 cepas representativas (UTI y bacteremia), perteneciendo una de ellas al filogrupo
D/ST69 y la segunda al filogrupo A/ST478 (Lara et al., 2017).

Respecto a la identificacion de cepas UPEC, estas suelen compartir una gran
cantidad de genes de virulencia EXPEC, dificultando el disefio de un diagnostico
preciso basado en la identificacion de algunos genes; sin embargo, Spurbeck et al.,
(USA, 2012) disefian una PCR basada en la presencia de 4 genes: yfcV, chuA, vat
y fyuA que pueden ayudar en la identificacion de UPEC. Analizan 202 cepas (57
cepas fecales humanas, 32 fecales animales, 37 cistitis y 76 cepas de pieloneffritis)
obteniendo bajo este esquema 113 cepas UPEC, lo cual coincide con el sitio de
aislamiento (Spurbeck et al., 2012). Posteriormente, Brons et al., (Paises Bajos,
2020) desarrollan otra PCR que utiliza 3 genes (C3509, yrbH, chuA) caracteristicos
de UPEC, permitiendo identificar cepas UPEC en un tiempo inferior a una hora,
probandolo en 128 cepas clinicas (UTI) con una eficacia de 97.7% (Brons et al.,
2020).

Wourpel et al., (Australia, 2016), realizan un analisis en el proteoma de cepas UPEC
e identifican una nueva fimbria, denominada UCA-like (Ucl), codificada por el operon
uclABCD, que pertenece a las fimbrias tipo CUP, esta formada por 4 subunidades
(principal, chaperona, usher y adhesina), se localiza en PAIl y se asocia con cepas
de los filogrupos B2 y D. En ensayos de adherencia, las cepas portadoras de fimbria
Ucl promueven la formacion de biopelicula en superficies abidticas y median la
unién especifica a células uroepiteliales humanas exfoliadas (Wurpel et al., 2016).

2.2. Antecedentes especificos

El laboratorio de Biologia Molecular de Enteropatégenos (LBME), a cargo de la DC
Margarita Maria de la Paz Arenas Hernandez y perteneciente al Instituto de Ciencias
de la BUAP (ICUAP), se ha involucrado en los ultimos afios en el estudio de cepas
patogenas de UPEC, obteniendo muestras clinicas durante el periodo 2009-2016.
Las cepas pertenecen a 6 ceparios de distintos origenes: hospitales publicos y
privados de los estados de Puebla, México y Sonora. La incidencia de cepas UPEC
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aisladas de mujeres respecto a hombres es de 9:1 y pertenecen a aproximadamente
52 serotipos diferentes, destacando 025:H4 (8-16%), ademas de diversos grupos
filogenéticos: A, B1, B2, C, Dy F, siendo B2 (36-92%) mas prevalente.

Zarzoza-Mendoza (2016) analiza las caracteristicas de virulencia de 65 cepas
UPEC 025 pertenecientes a hombres (12.3%), mujeres (76.9%) y nifios (10.8%).
Mediante confirmacion molecular por PCR determina el serotipo O25:H4 en 55
cepas (88%). El filogrupo predominante es B2, identificado en 60 cepas (92%),
seguido de C en 3 cepas (5%), y el grupo A en 2 cepas (3%) todas O25:H4. Analiza
la presencia de 10 genes de virulencia. El 96% de las cepas presenta de 1-9 genes,
siendo los mas prevalentes fimH (100%), iha (91%), iucD (89%) y sat (71%). El
conjunto de genes fimH+ iha+ iucD+ sat se encuentra en 49%. La PAI Icrro7s se
detecta en 95% de las cepas, seguida de PAI llcrro7s en 63% mientras que PAI Il
se presenta en 3% y ninguna cepa reporta PAI liss. 80% de las cepas presentan de
1-7 pldsmidos, con tamafios de 1-127 kb. La mayor frecuencia de resistencia a
antibiéticos es para ampicilina y cefalotina (97%), &cido nalidixico (85%),
ciprofloxacino (83%), levofloxacino (82%) y norfloxacino (80%). La nitrofurantoina
es el antibiético con mayor porcentaje de sensibilidad (91%), pudiendo ser utilizada
como la mejor opcion de tratamiento. Todas las cepas presentan MDR de acuerdo
con los criterios de Magiorakos et al., y dentro de estas, predominaron las XDR
(54%) sobre las PDR (28%) (Zarzoza-Mendoza, 2016).

Ixtepan-Tejero (2018) trabaja con dos ceparios UPEC, uno de ellos conformado por
las 65 cepas 025 parcialmente analizadas por Zarzoza-Mendoza y el segundo
cepario consiste en 51 cepas de E. coli aisladas de mujeres con ITU proporcionadas
por el ISSSTE durante 2015-2016. Identifica genes de virulencia en el cepario
ISSSTE, reporta presencia de los genes fimH (96%), iucD (65%), iha (35%), hlyA
(19%) y cnf-1 (11%). 98% de las cepas presenta de 1-9 genes. En el cepario 025
se evalla resistencia a betalactamicos de 12 generacion (96.9%), quinolonas de 2°
generacion (81.1%), aminoglucosidos (53.8%), fosfomicina (12%), colistina (12%) y
ertapenem (2%). Para el cepario ISSSTE también se realiza la determinacién de
resistencia a 12 familias de antibibticos, reportando altos indices para
betalactamicos de 1° generacion (95.2%), quinolonas (94.9%) y aminoglucosidos
(52.2%). Se identifican genes codificados por BLEE: el cepario O25 presenta los
genes blarem (40%), blaoxa-1 (17%), blactx-m (13%) y el cepario ISSSTE, a pesar de
contener los mismos genes, difiere en la prevalencia, reportando blatem (66%),
blactx-m (25%) y blaoxa-1 (9%). Finalmente detecta los genes traT y MOBF12. El
cepario O25 presenta traT (100%) y MOBF12 (40%), mientras que el cepario
ISSSTE se asocia con traT (48%) y MOBF12 (34.7%) (Ixtepan-Tejero, 2018).

Martinez-Gorgonio (2019), realiza un estudio con 55 cepas 025:H4 aisladas en un
periodo de 4 afios (2011-2015) de pacientes ambulatorios (9.09%), nifios
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hospitalizados (12.73%) y mujeres con displasia cervical (78.18%). Identifica ST131
en 44 cepas (80%), todas formando parte del clado C (fimH30) y 40 cepas son
subclon H30-Rx (90.9%). Determina la presencia de MOBF12 (95%), traT (66%) v el
conjunto MOBFr12 y traT (61%) asi como los genes asociados a virulencia iroN (75%),
kpsMII-K2 (72.7%), iss (54.5%), ibeA (43.1%), cvaC (38.6%) y afaFM955459
(31.8%). Realiza virotipificacion, reportando al grupo D (43%) como el mas
prevalente, seguido de C (20%), B (18%) y propone el E (14%). También determina
la presencia de cepas hibridas UPEC/DEC donde el 60% presenta el patotipo
UPEC/EIEC (ipaH), seguido de un 4% UPEC/EPEC (escD). La asociacion de
025:H4-ST131-H30Rx con blacTx-m es de 95% (Martinez-Gorgonio, 2019).

Cortez de la Puente (2020) continua con la caracterizacion del cepario ISSSTE
(2015-2016), correspondiente a 51 aislados exclusivos de mujeres poblanas.
Determina grupos filogenéticos, prevaleciendo B2 (37%), D (20%), A (16%) y C
(16%). Identifica 13 genes de virulencia, siendo frecuentes fimH (98%), iucD (76%),
iha (45%), satA (33%) y papGll (27%). Identifica PAI llcrro7s (33%), PAI lla96 (4%) y
en 11 cepas el conjunto PAI Icrro7s + PAI llcrrozs (22%) y en una cepa las 3 (2%).
Reporta 16 serotipos, 025:H4 es el mas prevalente (22%), seguido de aquellas NT
(16%) y 0102:H6 (14%). Determina las variantes alélicas fimH de 36 cepas
(secuenciacion de fimH), siendo fimH54 (25%) la mas encontrada, seguida de
fimH30 (17%) y fimH29 (11%). Respecto a la busqueda de genes asociados con
transferencia genética mediada por plasmidos, se identifican los genes traT (53%),
MOBq11 (2%), MOBqi2 (12%) y MOBqu (8%). Finalmente, selecciona 10 cepas para
realizar transferencia, reportando la adquisicion de resistencia hacia ampicilina
(100%), cefalotina (100%), amoxicilina con acido clavulanico (100%), ceftazidima
(88%), cefotaxima (75%), tetraciclina (60%), cloranfenicol (57%) y gentamicina
(56%) asi como los genes de virulencia iha (100%), iucD (80%) y satA (70%) (Cortez
de la Puente, 2020).
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3. JUSTIFICACION

Escherichia coli es un microorganismo que puede habitar como comensal 0 como
patégeno, asociado a diarreas (DEC) y/o infecciones extraintestinales (ExPEC).
Algunos linajes ExXPEC se han vuelto resistentes a diversos antibibticos,
principalmente por la adquisicion de betalactamasas de espectro extendido (BLEE),
destacando las enzimas CTX-M. Estos linajes son limitados, se asocian con los
filogrupos B2 o D, principalmente, asi como a una gran variedad de serotipos y
serogrupos, siendo 025:H4 uno de los mas prevalentes en la actualidad.

En afos recientes, el serotipo O25:H4 perteneciente a la secuencia tipo 131 (ST131)
ha comenzado a considerarse como un grupo clonal pandémico y de alto riesgo.
Dichas cepas tienen la capacidad de portar gran diversidad de genes de virulencia
y resistencia principalmente por diseminacion en plasmidos IncF, dificultando el
tratamiento e incrementando considerablemente los niveles de morbilidad y
mortalidad, principalmente por ITU y sepsis, convirtiendo a O25:H4 ST131, en un
problema de salud publica, tanto a nivel mundial como nacional.

Se sabe que, a pesar de tratarse de una misma secuencia tipo, las caracteristicas
de este grupo clonal difieren entre un pais y otro, ademas sus perfiles de resistencia
y virulencia también tienden a variar. En México, son pocos los estudios que se han
realizado a cepas de E. coli O25:H4 ST131, en su mayoria aisladas durante
episodios de ITU; sin embargo, es posible observar ciertas caracteristicas propias
de cepas aisladas en el pais. Esta investigacion se centra en analizar determinantes
gendmicos, tanto en cromosoma como en plasmido, de un conjunto de genomas de
cepas clinicas 0O25:H4 aisladas de sangre, orina y heces en distintas partes del
mundo, incluida una cepa mexicana, para conocer la caracterizacion genotipica del
clon ST131, asi como de 3 subclones que derivan de este grupo: H30-Rx, H30-R y
No H30 con la finalidad de conocer los determinantes propios de cada ST131 y
subclones que podrian ayudarnos a un diagndéstico mas rapido, preciso y diferencial.
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4.

4.1.

OBJETIVOS

Objetivo particular

Determinar caracteristicas filogenéticas, clonales, genotipicas, de virulencia, de
resistencia y plasmidicas in silico en una coleccién de genomas de E. coli O25:H4.

4.2.

W n

©o~NObs

Objetivos especificos

Determinar el perfil de bandas plasmidicas de 55 cepas UPEC 0O25:H4.
Determinar la presencia del gen blactx-v en 55 cepas UPEC O25:H4.
Buscar y seleccionar genomas completos de E. coli reportadas como
pertenecientes al serotipo O25:H4 en bases de datos de libre acceso.
Identificar los grupos filogenéticos en los genomas.

Asignar la secuencia tipo en los genomas.

Identificar los alelos fimH y los subclones H30-Rx y H30-R.

Identificar los perfiles de virulencia en los genomas 025:H4.

Identificar genes de virulencia asociados a cepas UPEC.

Identificar el virotipo de los genomas.

10 Analizar la presencia de genomas hibridos EXPEC-DEC.
11.Identificar los genes ucl, posicion y entorno genético en el genoma de cepas

prototipo y cepas 025:H4.

12.Disefiar oligonucledétidos para la identificacion de los genes uclA y uclD.
13.Identificar genes de resistencia a antibiéticos y las categorias de resistencia.
14.Identificar las variantes del gen blactx-m, SuU asociacion con 1S26 e ISEcpl y

el grupo al que pertenecen.

15.Analizar la presencia, numero, tamafio y grupo de incompatibilidad de

plasmidos.
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5.

DIAGRAMA DE TRABAJO

E. coli 025:H4

55 cepas UPEC O25:H4
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bla..,,, Y asociacion con IS
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Andlisis de resultados
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Seccion de analisis experimental

6.1.1. Material biolégico

El cepario de estudio se conformé por 55 cepas UPEC 025:H4 aisladas de
poblacibn mexicana durante los afios 2011-2015. El serotipo se asignd por
serotipificacion con anticuerpos y por la presencia del alelo pabB, especifico de
cepas O25b disefiado por Clermont et al., (Clermont et al., 2009) y realizado por
Zarzoza-Mendoza (Zarzoza-Mendoza, 2016). La edad de los donadores es
desconocida. 44 de las 55 cepas pertenecen a ST131 y de estas, 40 pertenecen al
subclon H30-Rx y 4 al H30-R (Martinez-Gorgonio, 2019). La tabla 7 resume las
caracteristicas del cepario, mientras que la tabla 8 presenta las caracteristicas de
las cepas utilizadas como control positivo.

Tabla 7. Caracteristicas generales del cepario de estudio 025:H4
Cepario de estudio O25:H4
55 cepas UPEC recolectadas de un Laboratorio de Salud Publica del

C':(;;:ey Estado de Puebla, dos laboratorios cll’nico.s particulares de la Ciuda.d.de
origen Puebla y del Departamento de Salud Publica de la Facultad de Medicina
de la UNAM.
43 mujeres con displasia cervical (78.18%), 7 nifios (12.73%) y 5 varones
Donadores (9.09%),

Filogrupos | A (1.8%), B2 (92.7%) y C (5.5%).
Virotipos | B (18.2%), C (20.45%), D (43.2%), E (13.64%) y ND (4.54%).
ST 44 cepas ST131 (80%) y 11 cepas no ST131 (20%)
Subclones
ST131 40 cepas ST131-H30 Rx (90.9%) y 4 cepas ST131-H30 R (9.09%).
(44 cepas)
Factores | 55 cepas MDR (100%)
de AM (97%), CF (97%), CFX (76%), CFZ (67%), AMC (84%), AN (85%), LVX
resistencia | (82%), CIP (83%), OFX (81%), NOR (81%), AMK (78%), GM (75%).
Factores fimH (100%), PAIl lcrro7a (95%), iha (91%), PAI ”CFT073, iucD (89%), iroN
de (74.55%), kps (74.55%), sat (71%), traT (65.45%), sat (65.45%), iss
virulencia | (50.9%), ibeA (40%), cvaC (34.55%) y afa (25.45%).
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Tabla 8. Caracteristicas generales de las cepas control utilizadas.

Cepas Control
Cepa control para la deteccion de CTX-M-U aislada de paciente
E. coli C7230 masculino de 52 afios. Pertenece a 025:H4-B2-ST131. Porta el
gen blactx-m-15. Donada por el LMHyC.
Cepa control para extraccion plasmidica y traT. Cepa aislada de
ITU procedente de ISSSTE PUEBLA y parte del cepario de LBME.

E. coli 058l

Las cepas de trabajo se mantienen en crioconservacion a -70°C. Cuando se requirio
su uso se utilizaron 20 pul de los crioviales y se inoculé en medio liquido LB, a 37°C,
a 220 rpm de 18-24 h.

6.1.2. Extraccion de ADN plasmidico

El ADN plasmidico se obtuvo por el método de lisis alcalina de acuerdo con el
protocolo de Sambrook (2001). Las alicuotas con 70 ul de ADN plasmidico
obtenidas se almacenaron a -20 °C para su uso posterior. Una vez obtenido el
material plasmidico, la concentracion y pureza del ADN se midi6 en un equipo
NanoDrop 2000c, a una absorbancia de 280 nm y con el fin de conocer el perfil
plasmidico de las extracciones, se realiz6 un corrimiento electroforético en gel de
agarosa al 0.7% utilizando 4 pl de cada una de las muestras problema, asi como de
la cepa 0581 y un marcador de peso molecular (MPM) como controles, seguido de
una tincién con bromuro de etidio (BET). El gel tefiido se examiné bajo luz UV para
encontrar la presencia de bandas plasmidicas y con el uso de los controles,
determinar el peso molecular aproximado.

6.1.3. Caracterizacion de genes blacrtx-m por PCR

Para identificar las cepas portadoras de blactx-m se utiliz6 como templado DNA
plasmidico y oligonucleétidos universales previamente disefiados a partir de una
region conservada de todas las variantes del gen. Los oligonucleotidos fueron
compartidos por el LIHC (tabla 9).
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Tabla 9. Oligonucleétidos utilizados para la deteccion del gen blacrx.wm.

Gen Producto Secuencia Tamano
Gen CTXM-UNI-F: CGATGTGCAGTACCAGTAA 566 pb
e (Batchelor
blactxwm | codificante de  al
una BLEE. CTXM-UNI-R: TTAGTGACCAGAATCAGCGG 2035'3

Posteriormente se realizd corrimiento electroforético en gel de agarosa al 1%, los
geles se tifieron con BET durante 15 minutos, seguido de 2 minutos en agua y se
visualizaron mediante un transiluminador UV o un fotodocumentador MiniBIS Pro.

6.2. Seccidén de andlisis bioinforméatico

6.2.1. Busqueda de genomas secuenciados 025:H4

Se realiz6 la busqueda de genomas de E. coli O25:H4 en la base de datos de libre
acceso del Centro Nacional de Informacion Biotecnolégica (NCBI), utilizando los
filtros de busqueda de la base de datos para obtener cepas patdbgenas humanas.
Se eligieron los genomas de cepas en las que se pudiera acceder a la secuencia de
nucleotidos con el programa SnapGene Viewer 5.2.4 asi como la descarga del
archivo en formato FASTA para los posteriores analisis.

Para ampliar el nimero de genomas a estudiar, se utilizaron oligonucle6tidos
disefiados para amplificar una regién del gen wzy especifica del serogrupo 025
(tabla 10) (Li et al., 2010), con los cuales se obtuvo el amplicén de la cepa prototipo
EC958 (No. acceso HG941718), obteniendo un fragmento de 230 pb que se sometio
a BLASTn (NCBI). Se analizaron los genomas que presentaron el fragmento de
interés, seleccionando los que cumplieran con las caracteristicas de inclusion.

Tabla 10. Oligonucleétidos utilizados para la deteccién de las cepas pertenecientes al
serogrupo 025.

Gen Producto Secuencia Tamarfio
Polimerasa, asociada con el | \\i_.14666:

procesamiento de las | AGAGATCCGTCTTTTATTTGTTCGC | 230pb

wzy | unidades O. Region alélica (Lietal.,
caracteristica del serogrupo | Wl-14667: 2010)
025. GTTCTGGATACCTAACGCAATACCC
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6.2.2. ldentificacion de las caracteristicas del cepario de estudio

Una vez identificado y seleccionado el numero total de genomas 025:H4 de NCBI
y los genomas O25 aportados por BLASTn, las cepas seleccionadas fueron aquellas
gue cumplieron con los criterios de inclusién a saber: genoma cerrado, acceso a
la secuencia completa de nucleétidos, descarga en formato FASTA, aislados de
humanos, informacion de sitio anatomico, lugar y afio de aislamiento entre 2005-
2018. Los criterios de exclusion fueron aquellas cepas no 025:H4 u 025, aisladas
de un hospedero distinto al hombre o sin acceso a su secuencia del genoma.

La plataforma NCBI proporcioné los nimeros de acceso, tamafio del genoma, tipo
de genoma (cerrado o abierto), cantidad de genes, niumero de plasmidos y el %GC
en cromosoma y plasmidos. Si la informacion no estaba disponible en la base de
datos, se cargo la secuencia de nucleétidos en la plataforma de Anotacién Rapida
usando Tecnologia de Subsistemas (RAST) la cual permiti6 conocer estas
caracteristicas. La recopilacion del sitio y afio de aislamiento, pais de origen, género
y edad del hospedero se buscaron en los datos del aislamiento (BioSample) de cada
genoma (NCBI). Cuando no estaba disponible dicha informacién, se realizé una
bldsqueda en los articulos de referencia.

6.2.3. Confirmacién de serotipo

La confirmacion de serotipo O25:H4 se realiz6 utilizando la herramienta
SerotypeFinder 2.0 que forma parte de las aplicaciones para el analisis
bioinformético, disefiado a través del Centro de epidemiologia gendmica (CGE) de
la Universidad de Dinamarca (DTU) (Disponible en
https://cge.cbs.dtu.dk/services/SerotypeFinder/). Las secuencias de los genomas se
cargaron en la plataforma utilizando como paradmetros un umbral de identidad de
85%, longitud minima de 60% y una lectura para genoma ensamblado/borrador en
formato FASTA.

6.2.4. Identificaciéon de filogrupo

Para conocer el grupo filogenético se utilizo la plataforma ClermonTyping
(Disponible en http://clermontyping.iame-research.center/) (Beghain et al., 2018).
Esta herramienta permite identificar los filogrupos A, B1, B2, C, D, Ey F de E. coli
mediante un analisis del genoma en formato FASTA.

53


https://cge.cbs.dtu.dk/services/SerotypeFinder/
http://clermontyping.iame-research.center/

El analisis se realiz6 en abril del 2021, fecha en la cual ain no estaba disponible la
determinacion del filogrupo G, por lo que se realizé la busqueda de este grupo por
PCR in silico del gen ybgD (Clermont et al., 2019) a los genomas que pertenecieran
a los filogrupos B2 y F. La visualizacion se realizé con SnapGene Viewer 5.2.4.

Tabla 11. Oligonucledtidos utilizados para la determinacién de cepas pertenecientes al
filogrupo G.

Gen Producto Secuencia Tamarno
Gen especifico del | ybgD.1: 177 pb
flogrupo G. Codifica | TATGCGGCTGATGAAGGATC

ybgD para una adhesina tipo | ybgD.2: (Clermont et

o al., 2019)

fimbrial. GTTGACTAAGCGCAGGTCGA

6.2.5. Identificacion de secuenciatipo (ST)

La secuencia tipo se asigné utilizando el programa MLST 2.0 del CGE (Disponible
en https://cge.cbs.dtu.dk/services/MLST/). Se usaron los genomas de estudio en
formato FASTA. Los parametros para la determinacion fueron configuracion MLST
de Escherichia coli #1 para el analisis alélico de 7 genes de mantenimiento basados
en el esquema de Atchman y el tipo de lectura para genoma ensamblado/borrador
en FASTA.

6.2.6. Identificaciéon de las variantes alélicas en el gen fimH

Se utilizd la herramienta de CGE FimTyper 1.0 (Disponible en
https://cge.cbs.dtu.dk/services/FimTyper-1.0/) para conocer las variantes alélicas
del gen fimH, codificante de la adhesina fimbrial tipo 1. Los parametros utilizados
fueron umbral de identidad de 95% y una lectura de genoma ensamblado/contig.
Posteriormente se asociaron algunas variantes alélicas con clados previamente
definidos en ST131 (Petty et al., 2014), el clado B con el alelo fimH22, el clado C
fimH30, asi como otras variantes alélicas menores relacionadas. El alelo fimH41,
gue da forma al clado A no se tomé en cuenta ya que se relaciona con el serotipo
016:H5.
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6.2.7. Determinacion de subclones

Se seleccionaron los genomas de las cepas portadoras del alelo fimH30, para la
identificacion de los subclones H30-R y H30-Rx. Se realizaron dos PCR in silico
basadas en la deteccién de SNP especificos de cepas pertenecientes al subclon
H30-R (90C, 96T en fimH30) (Colpan et al., 2013) y H30-Rx (G723A en ybbW)
(Banerjee et al., 2013) (tabla 14).

Tabla 12. Genes utilizados para diferenciar los subclones H30-R y H30-Rx.

Gen Producto Secuencia Tamafo
Variante alélica del gen | fimHF-21:
fimH que codifica una | CCGCCAATGGTACCGCTATT 354 pb
fimH30 | adhesina fimbrial tipo 1, | fimHR-20: (Colpan et
propia del subclon H30- | CAGCTTTAATCGCCACCCCA al., 2013)
R.
Gen codificante  de | APfor63:
alantoina. En cepas | GGTTGCGGTCTGGGCA 194 pb
ybbW | ST131 H30-Rx presenta | APrev66: (Banerjee et
un  SNP  especifico: | CAATATCCAGCACGTTCCAGGTG | al., 2013)
G723A.

6.2.8. Busqueda de determinantes de virulencia

Los genes de virulencia en las cepas EXPEC pueden clasificarse por su papel en la
adherencia, evasion del sistema inmune, invasinas, toxinas, adquisicion de hierro y
miscelaneos. La determinacion de genes que codifican los factores de virulencia se
realizd por dos modalidades. La primera consistio en un analisis con la herramienta
VirulenceFinder 2.0 (Disponible en
https://cge.cbs.dtu.dk/services/VirulenceFinder/). Los parametros utilizados fueron
un umbral de identidad de 90%, longitud minima de 60% Yy lectura de genoma
ensamblado/ contig. Los genes reportados se muestran en la tabla 18.

Tabla 13. Genes identificados con VirulenceFinder 2.0 en 58 genomas de estudio.

Funcion Gen Producto
afaA Regulador transcripcional
_ afaB Chaperona periplasmatica
Adhesinas
afaC Usher
afaD Adhesina afimbrial
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afak Adhesina
papA-F43 Subunidad principal de pilina F43
papC Usher
hra Hemaglutinina resistente al calor
iha Adhesina homologa de IrgA
nfak Adhesina afimbrial NFA
tsh Hemaglutinina sensible a la temperatura
yfcV Proteina fimbrial
sat Toxina autotransportadora secretada
cnfl Factor citotoxico necrotizante
astA Enteroxina termoestable 1.
Toxinas cvaC Microcina C
hlyF Hemolisina F
mcbA Microcina B17
senB Enterotoxina secretada TieB
Invasinas ibeA Proteina de invasion del endotelio cerebral
SitA Transportador de hierro
iucC Sintesis de aerobactina
iutA Receptor de aerobactina
Adquisicion de fyuA Receptor de yersiniobactina
hierro chuA Receptor de hemo/hemoglobina
roN Receptor del sider6foro  salmoquelina/
catecolato
ireA Receptor de hierro en la membrana externa
iss Incremento de la supervivencia sérica
ompT Proteina de membrana externa
traT OMP, resistencia sérica.
cma Colicina M
, EvasiQn del Proteina de transporte de &cido polisdlico.
slgieme (e KpSMII-KS Cépsula del Grupo 2, serogrupo Kb5.
neuC Proteina de biosintesis de capsula de acido
polisélico.
kpsE Pro.tein(,a' membranal de exportacion del
polisacarido capsular.
Miscelaneos usp Proteina uropatdégena especifica

Con la finalidad de ampliar la busqueda de genes de virulencia asociados con cepas
EXPEC 025:H4, se realizd una busqueda bibliografica para seleccionar
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oligonucledtidos que permitieran realizar PCR in silico utilizando SnapGene Viewer

5.2.4. Tabla 19.

Tabla 14. Genes de virulencia asociados a distintas funciones identificados por PCR in silico
en 58 genomas de estudio.

Gen Producto Secuencia Tamar]o
replicon
FimH-F: 975 pb
. Adhesina de | CACTCAGGGAACCATTCAGGCA P
fimH , . - (Batchelor,
fimbria tipo 1 FimH-R: et al., 2005)
CTTATTGATAAACAAAAGTCAC h
PapGI-F: 692 pb
Alelo 1 de 1a o)) cerTaeTeTCAATCTTTACTG (Tiba et al
papGl adhesina de pili : g
tipo P PapGI-R: 2008)
CATGGCTGGTTGTTCCTAAACAT
PapGlI-F:
Alelo Il de1a | - ) A TGTGGTGATTACTCAAAGG 562 pb
papGil| adhesina de pili (Tiba et al.,
tipo P PapGlI-R: 2008)
P TCCAGAGACTGTTCAAGAAGGAC
Alelo Il de " la Eiﬁ%lgg'GGTTGTTCCTAAACAT 421 pb
papGilil adhesina de pili (Tiba et al.,
tipo P PapGllI-R: 2008)
TCCAGAGACTGTGCAGAAGGAC
F-papF: 500 pb
§ papF Subunidad menor | GTTTTCTGTACCGCTCTCCG (Luna-Pineda
'g,: de pili tipo P R-papF: et al., 2018)
< CATGCTCATACTGGCCGTG
< papC-forward: 350 pb
bapC Usher de pili fipo P GACGGCTGTACTGCAGGGTGTGGCG (Blanco et
papC-reverse: al., 1997)
ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA
Adhesina resistente | Afa-O25F: 25l
afaFM a manosa | GAGTCACGGCAGTCGCGGCGG (Blanc% ot
955459 especifica de | Afa-O25R: al., 2009)
ST131 TTCACCGGCGACCAGCCATCTCC h
TosA-F: 589 pb
Adhesina afimbrial | TosA-R: 2016)
CCAGCATGTTACCACGAATG
CsgA-F:
GGCGGATCCATGGACATGAAACTTTTA 185 ob
Curlina, subunidad | AAAGTAGCAGC P
CSgA o . (Ochoa et al.,
principal del curli CsgA-R: 2016)
GCGAGCTCTTAGTACTGATGAGCGGT
CG
motA F:
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GCGGATTTTTCACCGCACGC 632 pb
Subunidad A del R: (Luna_Pineda
tor flagel :
motorfagetar GGATCTGCTGGCTCTGC etal., 2018)
F: 864 pb
MotB Subunidad B del | CCTCGGTTCGGCTGATGG (Luna-Pineda
motor flagelar R: etal., 2018)
GCAGCACATGGATCGTGG
F:
349 pb
. . CCAGTCTGCGCTGTCGAG .
fliC Flagelina (Luna-Pineda
R: etal., 2018)
CACGTTCACGCCGTTGAAC h
SfaSf: 240 pb
Adhesina de fimbria | GTGGATACGACGATTACTGTG P
sfaS (Johnson &
S/F1C SfaSr: Stell, 2000)
CCGCCAGCATTCCCTGTATTC '
Subunidades Afaf:
chaperona Y | GGCAGAGGGCCGGCAACAGGC 559 pb
afa/draBC | proteina de anclaje (Johnson &
de las adhesinas | Afar Stell, 2000)
Afa/Dr CCCGTAACGCGCCAGCATCTC
fcV-f d:
yfcV-forwar 292 pb
. . . ACATGGAGACCACGTTCACC
yfcV Proteina fimbrial (Spurbeck et
yfcV-reverse: al., 2012)
GTAATCTGGAATGTGGTCAGG h
UclA-F:
UelA Subunidad principal | CGCTCATTTCAGGGTAAAGCA 817
de fimbria Ucl. UclA-R: (Este trabajo)
CCAGAAGAAAACAGGGCAGTA
uclD-F:
ucld Adhesina de fimbria | TCTCAGCTCGTTCCTGTTCTG 1226
Ucl. uclD-R: (Este trabajo)
GGAACACCGGCAATCAGCAAA
. SAT-F:
sat Toxina ACTGGCGGACTCATGCTGT 387 pb
autotransportadora (Johnson et
secretada SAT-R: al., 2003)
AACCCTGTAAGAAGACTGAGC N
. Sat-F:
Toxina GTTGTCTCTGGCTGTTGC 501 pb
satA autotransportadora (Ananias &
3 secretada SatR: Yano, 2008)
; AATGATGTTCCTCCAGAGC '
o HIyA-F:
= y 789 pb
- CGTGGACACAGCTGCCAGCA .
hlyA Hemolisina A (Tiba et al.,
HIyA-R: 2008)
TGCAGCGTGGCGGGCATCAT
. i Cnfl-F: 543 pb
cnfl i?C:?;i necrotizante | G A ACTTATTAAGGATAGT (Tiba et al.,
ciotoxico CnfL-R: 2008)
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CATTATTTATAACGCTG
: Vat-forward:
vat Toxina TCAGGACACGTTCAGGCATTCAGT 1100 pb
autotransportadora - (Vigil et al.,
vacuolizante vatreverse: 2011)
GGCCAGAACATTTGCTCCCTTGTT
© ; ibel0 f:
= Proteina de | AGGCAGGTGTGCGCCGCGTAC 170 pb
@ ibeA invasion del — (Johnson &
= endotelio cerebral | P€10T: Stell, 2000)
- TGGTGCTCCGGCAAACCATGC
Receptor del | Ironec-f: 668 bb
. sideroforo AAGTCAAAGCAGGGGTTGCCCG P
iroN . (Johnson et
salmoquelina/ Ironec-r: al., 2000)
o catecolato GACGCCGACATTAAGACGCAG )
@ .
I s ge | F: GTAAACAATCTTCCCGCTCGGCAT (V?ffele
e iniobactina : 9 N
o yersinio : R: TGACGATTAACGAACCGGAAGGGA 2011)
c
3 Sintesis de | At TACCGGATTGTCATATGCAGACCGT 602 pb
g iucD baci (Yamamoto
§ aerobactina. B: AATATCTTCCTCCAGTCCGGAGAAG | et al., 1995)
Transportador de | F: GCATTGAAGGGCAGGTTAAAGTT 173 pb
tonB hierro de (Rahmani et
membrana externa. | R: GGATATTCACCACAATCCCACTG al., 2020)
Proteina de | ST 325 pb
. . . CAGCAACCCGAACCACTTGATG (Rodriguez-
9 iss supervivencia —— .
o Sérica is-r. Siek et al.,
E, ' AGCATTGCCAGAGCGGCAGAA 2005)
3 Transporte de acido | Kpsll f: 578 pb
@ polisidlico. Capsula | GCGCATTTGCTGATACTGTTG (Johnson &
=1 kpsMII-K2 . ,
o tipo 2, serogrupo | Kpsll-K2r: O’Bryan,
2 K2. AGGTAGTTCAGACTCACACCT 2004)
\Q
= KpsMIIf:
& .
< Dimero - exportador | o A\ T TTGCTGATACTGTTG 272 pb
| kpsMTII del polimero KosMIIr- (Johnson &
capsular. P ' Stell, 2000)
CATCCAGACGATAAGCATGAGCA
RPAi: f: 925 pb
Marcador de PAI p
ACATCCTGTTACA A
o malX T Ctema | SGACATCCTGTTACAGCGCGC (Johnson &
2 PTS RPAI T Stell, 2000)
S ' TCGCCACCAATCACAGCCGAAC
o) =3
S agn43-F: 433
= . CTGGAAACCGGTCTGCCCTT .
= agn43 Antigeno 43 20nd3R (Restieri et
g ' al., 2007)
CCTGAACGCCCAGGGTGATA

Se realiz6é la busqueda de 58 genes de virulencia distintos en los genomas de
estudio. En los genes que presentaron problemas tales como genomas sin anotar o
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el alineamiento de solo uno de los dos oligonucleédtidos, se identificaron las
caracteristicas del gen o la region sin alinear por 2 métodos. El primero consistié en
copiar la secuencia del gen o region de interés y corroborar que se encontrara en
direccién 5°- 3" 0 que iniciara con ATG o el coddn de inicio reportado, si no se
encontraba de esta manera se utilizé la herramienta Sequence Utilities (Disponible
en: http://molbiol.ru/eng/scripts/01_12.html) con la opcion “display complementary
sequence in 5> 3’direction” y se procedié a realizar un alineamiento con una
secuencia del gen de interés previamente identificada en Clustal Omega localizando
la similitud en la opcién “Matriz de identidad porcentual”.

Si en el genoma no estaba anotado el gen en cuestion, se ubic6 el segmento de
interés con los oligonucledtidos, se copid la secuencia en direccion 5°- 3" (ATG),
posteriormente se tradujo con la herramienta “traslate” de la plataforma Expasy
(Disponible en: https://web.expasy.org/translate/) y se llevé a cabo un alineamiento
usando BLASTp (Disponible en: https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) lo que
permitid identificar la proteina codificante.

6.2.9. Identificacion de genes asociados con el patotipo UPEC

La asignacién de un probable patotipo UPEC se realizé de acuerdo con el esquema
desarrollado por Spurbeck y cols (2012), basado en la presencia de =3 genes
asociados a cepas uropatdgenas (vat, fyuA, chuA y yfcV). Se utilizé el programa
SnapGene Viewer 5.2.4 para realizar la identificacién de oligonucledtidos in silico y
localizar los amplicones correspondientes a los genes.

Tabla 15. Oligonucleétidos utilizados para amplificar genes altamente asociados a UPEC.

Gen Producto Secuencia Tamafio
Toxina F: TCAGGACACGTTCAGGCATTCAGT 1100 pb

vat | autotransportadora (Vigil et al.,
vacuolizante. R: GGCCAGAACATTTGCTCCCTTGTT 2011)
Receptor de | F: GTAAACAATCTTCCCGCTCGGCAT 850 pb

fyuA iniobaci (Vigil et al.,
yersiniobactina. R: TGACGATTAACGAACCGGAAGGGA 2011)

F: CTGAAACCATGACCGTTACG 652 pb

chuA Receptor del grupo (Spurbeck
hemo. R: TTGTAGTAACGCACTAAACC etal,
2012)

F: 292 pb

foV Proteina fimbrial | ACATGGAGACCACGTTCACC (Spurbeck
y putativa. R: et al.,
GTAATCTGGAATGTGGTCAGG 2012)
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6.2.10. Identificacidn de virotipo

Se utilizé el esquema de Blanco et al., (Blanco et al., 2013) el cual asigna un virotipo
de acuerdo con la presencia o ausencia de 4 genes (afaFM955459, iroN, ibeA y sat)
en cepas ST131. Inicialmente fueron propuestos 4 virotipos (A, B, C y D), pero en
2019, Martinez-Gorgonio (Martinez-Gorgonio, 2019) determiné el virotipo E (tabla
15), en aislados UPEC de poblacién mexicana. Para la determinaciéon de virotipos
se utilizd6 SnapGene Viewer 5.2.4 para realizar PCR in silico usando los
oligonucledtidos de la tabla 16.

Tabla 16. Esquema de virotipificacion desarrollado por Blanco et al., (2013).

Virotipo afaFM955459 iroN ibeA sat
A + - - +/-
B - + - +/-
C - - - +
D - +/- + +/-
E + + - +

Este esquema identifica 5 virotipos basados en la presencia/ausencia de 4 genes. El virotipo E
(amarillo) fue propuesto posteriormente por Martinez-Gorgonio (2019).

Tabla 17. Genes utilizados para asignar virotipo a las cepas de estudio.

Gen Producto Secuencia Tamano
. AFA-O25F: 207 pb
afa Qgh::i'f?:a afa/[;g GAGTCACGGCAGTCGCGGCGG (Blanco
FM955459 STpls A AFA-O25R: etal.,
' TTCACCGGCGACCAGCCATCTCC 2009)
Receptor de IRON-F: 667
. P AAGTCAAAGCAGGGGTTGCCCG (Johnson
iroN catecolato/
salmoquelina IRON-R: etal,
d ' GACGCCGACATTAAGACGCAG 2000)
IBEA 10F: 170
ibeA Proteina de invasion | AGGCAGGTGTGCGCCGCGTAC (Johnson
endotelial. IBEA 10R: & Stell,
TGGTGCTCCGGCAAACCATGC 2000)
. SAT-F: 387
Toxina
ACTGGCGGACTCATGCTGT (Johnson
sat autotransportadora
SAT-R: et al.,
secretada.
AACCCTGTAAGAAGACTGAGC 2003)
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6.2.11.

Determinacion de cepas con patotipo hibrido EXPEC-DEC

Se realiz6 la busqueda de genes especificos para la identificacion de los patotipos
diarreogénicos mediante PCR in silico utilizando oligonucleotidos de diversos
autores (tabla 22).

Tabla 18. Oligonucleétidos utilizados para la caracterizacion de cepas DEC.

Gen Producto Secuencia Tamarno
MP2-aggR-F 400 pb
200R* Activador/  regulador | ACGCAGAGTTGCCTGATAAAG (MUIIeF: ot
99 transcripcional. MP2-aggR-R al., 2007)
AATACAGAATCGTCAGCATCAGC B
Proteina de | cvD432-F: 630 pb
O membrana que ayuda | CTGGCGAAAGACTGTATCAT (Panchalin
LIJ * -7
< | aatA* | en la traslocacion de _ gam et al
w proteinas  (sistema CVD432-R: N
aat-PABCE). CAATGTATAGAAATCCGCTGTT 2012)
Proteina criptica AAICF: 215 pb
: P ATTGTCCTCAGGCATTTCAC (Panchalin
aaiC | presente en Gl
ortadora de T6SS AAICR: gam et al,
P ' ACGACACCCCTGATAAACAA 2012)
HEMOA727:
hivA | Hemolisina GATGGGCTGGATGTTGTCTC 826 pb
y HEMOA1553R: (LBME)
GCCTCTAAAAGCCCTCCATT
MP4-stx1A-F:
CGATGTTACGGTTTGTTACTGTGA 244 pb
8 stx1 | Toxina Shiga tipo 1 CAGC (Mdiller et
. MP4-stx1A-R: al., 2007)
AATGCCACGCTTCCCAGAATTG
MP3-stx2A-F:
GTTTTGACCATCTTCGTCTGATTA 324 pb
stx2 | Toxina Shiga tipo 2 TTGAG (Mdiller et
MP3-stx2A-R: al., 2007)
AGCGTAAGGCTTCTGCTGTGAC
LTb-1: 322 pb
: - TCTCTATGTGCATACGGAGC (Tamanai-
It Toxina termolabil .
LTL-2: Shacoori
8 CCATACTGATTGCCGCAAT et al.,1994)
i ST-1:
iC ' 147 pb
: TTAATAGCACCCGGTACAAGCAG
st Toxina termoestable G (Hornes et
al., 1991)
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ST-2:
CTTGACTCTTCAAAAGAGAAAATT
AC
29654f:
Proteina de | CGCAACAATTTCCCCCTTTGGC 759 b
escD | membrana en PAI | USRLP1265: (LBMpE)
LEE GCTTCATAGGGCGTGGGTTGCCC
ATCA
BFPA-F: 367 pb
bfpA* Subunidad estructural | GGAAGTCAAATTCATGGGGG (Panchalin
P principal de BFP. BFPA-R: gam et al.,
) GGAATCAGACGCAGACTGGT 2012)
o MP3-bfpB-F: s
w Lipoproteina de | GACACCTCATTGCTGAAGTCG N P
bfpB (Muller et
membrana externa MP3-bfpB-R: al., 2007)
CCAGAACACCTCCGTTATGC h
EAE-F:
CCCGAATTCGGCACAAGCATAAG 881 pb
eae | Intimina ¢ (Panchalin
EAE-R: gam et al.,
CCCGGATCCGTCTCGCCAGTATT 2012)
CG
daaE-F:
8 . L 542 pb
! Adhesina fimbrial | GAACGTTGGTTAATGTGGGGTAA .
< | daakE . (Vidal et
3 (F1845) daaE-R: al., 2005)
TATTCACCGGTCGGTTATCAGT B
ipaH-F: 933 pb
: _ _ CTCGGCACGTTTTAATAGTCTGG (Rugeles
ipaH | Regulador de invasina |-
ipaH-R: etal.,
GTGGAGAGCTGAAGTTTCTCTGC 2010)
(Ld MP2-invE-F:
w Ul CGATAGATGGCGAGAAATTATAT 766 pb
. . . CCCG .
invE* | intermediario de : (Mdller et
rotefnas Ipa MP2-InvE-R: al., 2007)
- : CGATCAAGAATCCCTAACAGAAG | O
AATCAC
*Genes presentes en plasmido.
6.2.12. Andlisis del operdn fimbrial ucl

Se identifico la presencia del operon uclABCD en cepas prototipo de E. coli.
Utilizando las bases de datos NCBI y UniProt, se seleccionaron cepas comensales,
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DEC y EXPEC, incluyendo cepas UPEC. En cada una de las cepas prototipo se
descargo el formato FASTA correspondiente (plasmido y cromosoma) e identifico el
grupo filogenético (ClermonTyping), serotipo (SerotypeFinder 2.0) y ST (MLST 2.0).
Se realiz6 una PCR in silico con el programa SnapGene Viewer 5.2.4, utilizando los
oligonucledtidos desarrollados por Wurpel et al., (Wurpel et al., 2016) (tabla 23).

Tabla 19. Oligonucle6tidos para identificar las subunidades que conforman el operdn ucl.

Gen Producto Secuencia Tamano
uclA- | Subunidades | 3377: AAGTTGTAGCTCAGACCTGC 1236 pb
| estructural y (Wurpel et
uclB chaperona. 3378: CCAGAACAGATTCTCCTTGC al., 2016)
3379: TAGTCATGGTAACCCTGTGC 1021 pb
uclC | Usher (Wurpel et
3380: TCCTGAAGCTGTGGTAAGAC al., 2016)
3381: TATGTGCCTTCGCAGATAGC 966 pb
uclD | Adhesina (Wurpel et
3382: TCCAGGTGTAGTTGCATCAG al., 2016)

En las cepas ucl positivas, se tomaron las secuencias de nucleotidos
correspondientes a cada gen que conforma el operon, se realizé un alineamiento
multiple utilizando Clustal Omega para identificar el grado de homologia y la
presencia de alelos en las subunidades. Ademas, se esquematizd el contexto
gendémico del operon.

La presencia del operon ucl también se busco6 en los genomas de estudio (n=58),
analizando su distribucion en los 3 subclones de estudio (H30-Rx, H30-R y No H30)
y distribucion geografica. Se utilizd SnapGene Viewer 5.2.4 para identificar la
presencia o ausencia de los genes ucl, posteriormente se determiné el grado de
homologia con un alineamiento mdultiple y se esquematizé el contexto genético del
operon.

6.2.13. Desarrollo de oligonucleétidos para la identificacion de los
genes uclAy uclD

Para continuar con la caracterizacion genotipica de los ceparios con que cuenta el
LBME y con base en las revisiones bibliograficas que destacan la importancia de la
fimbria Ucl, la carencia de reportes actuales sobre su prevalencia y la diversidad de
secuencias de nucledtidos codificantes de las subunidades estructurales obtenidas
de cepas prototipo y cepas clinicas 025:H4, se disefiaron oligonucleétidos que
permitieran amplificar los genes uclA (subunidad estructural) y uclD (adhesina).
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Estos oligonucledtidos, a diferencia de los disefiados por Wurpel et al., comienzan
y terminan aproximadamente 100 pb mas alla de la longitud del gen, con la finalidad
de obtener la secuencia completa para analizarla y conocer su homologia respecto
a las cepas prototipo y clinicas previamente reportadas en este trabajo.

Se utilizaron los programas SnapGene Viewer 5.2.4 para el analisis de la secuencia
de nucleétidos, Sequence Utilities (Disponible en:
http://molbiol.ru/eng/scripts/01_12.html) para obtener secuencias en direccion 5°-3"
y complementarias, Sequence massager para la obtencion de la secuencia
antiparalela complementaria 5.3 y OligoCalc (Disponible en:
http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html) para el analisis de los
posibles oligonucledtidos. Finalmente se representd el segmento amplificado en el
esquema del operdn ucl de UTI89.

6.2.14. Busqueda de determinantes de resistencia

Se evaluo la presencia de 67 genes asociados a la resistencia para 12 familias de
antimicrobianos (tabla 19). La caracterizacién de estos genes se realizé utilizando
la herramienta de andlisis ResFinder 4.1 (Disponible en
https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/) que, al igual que otras herramientas de
CGE, identifica segmentos de genes mediante alineamientos con secuencias
almacenadas en su base de datos. Los parametros para el analisis fueron
Escherichia coli como especie de estudio, lectura de genomas ensamblados/ contig,
mutaciones puntuales cromosoOmicas y genes adquiridos de resistencia
antimicrobiana.

Tabla 20. Genes de resistencia identificados con ResFinder 4.1 en los genomas de estudio

Betalactamicos

blactx-m-32, blacTx-m-55

Familia Gen Producto
b|ac -M-3, b|ac -M-14, . .
M M-S variantes de la enzima CTX-M
blacTx-m-1s, blacrx-m-27,

(BLEE).

blaoxa-1, blaoxa-e

Variantes de la enzima OXA (BLEE).

blarem-1a, blatem-18

Variantes de la enzima TEM (BLEE).

blacmy-2, blacmy-s

Variantes de la enzima CMY (AmpC).

blanom-1

Variante de la enzima NDM (MBL).

blakpc-2, blakpc-s

Variantes de la enzima KPC
(carbapenemasa).

blavp-1

Variante de la enzima IMP (MBL).

Quinolonas

gyrA, gyrB

Subunidad de ADN girasa.
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parC, parkE Subunidad de topoisomerasa IV.
aac(6)-Ib-cr PMQR

aac(6")-lb-cr, aac(6')-Ib-
Hangzhou, aac(3)-lla, | Acetiltransferasas.
aac(3)-lld, aac(3)-IV
aadAl/ ant(3")-1a,
Aminoglucésidos | aadA2, aadA>5, | Nucleotidiltransferasas.
aadB/ant(2")-la
aph(3)-la, aph(3)-VI,
aph(4)-la, strA/aph(3")- | Fosfotransferasas.
Ib, strB/ aph(6)-Id

Variantes del gen sul, mutante de

Sulfonamidas sull, sul2, sul3
dhps.

N L dfrAl12, dfrAl4, dfrAl7, .
Diaminopirimidinas dffBL, dfrB2 Variantes del gen dfr, mutante de dhfr.

Tetraciclinas tet(A), tet(B) Genes de resistencia a la tetraciclina.
catB1, catB2, catB3 Cloranfenicol acetiltransferasas.
cmlAL Exportador de cloranfenicol codificado

Fenicoles por plasmido o Tn.
cml Gen de resistencia al cloranfenicol.
floR Gen de resistencia al florfenicol.
Polimixinas mcr-1.1 Gen mdvil de resistencia a la colistina.
o mph(A) Macrolido 2'-fosfotransferasa.
Macrolidos :
mph(B) Macrolido 2'-fosfotransferasal |l.
Fosfonatos fosA3 Glutatiéon S-transferasa.
Rifamicina arr-2, arr-4 ADP-ribosil transferasas

El andlisis se complementé con la busqueda de genes de resistencia a quinolonas
mediada por plasmidos (PMQR), genes asociados con las bombas de eflujo QepA
y OgxAB y a nitrofurantoina. Se realiz6 por PCR in silico, utilizando oligonucle6tidos
previamente disefiados y probados. La visualizacién se realiz6 con el programa
SnapGene Viewer 5.2.4. Tabla 20.

Tabla 21. Oligonucledtidos para identificar genes de resistencia a quinolonas y nitrofuranos.

Familia Gen Producto Secuencia Tamarfo
n gnrA-forward:
& TCAGCAAGAGGATTTCTCA 605 pb
o gnrA PMQR (Maynard et
o gnrA-reverse: al., 2004)
% GGCAGCACTATTACTCCCA B
o gnrB | PMOR gnrB-forward: 469 pb
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GATCGTGAAAGCCAGAAAGG (Robicsek et
gnrB-reverse: al., 2006)
ACGATGCCTGGTAGTTGTCC
gnrC-forward 447 ob
GGGTTGTACATTTATTGAATC P
gnrC PMQR (Wang et al.,
gnrC-reverse 2001)
TCCACTTTACGAGGTTCT
gnrD-forward 582 ob
CGAGATCAATTTACGGGGAATA P
gnrD PMQR (Cavaco et
gnrD-reverse al., 2009)
AACAAGCTGAAGCGCCTG B
gnrS-forward 417 ob
PMQR ACGACATTCGTCAACTGCAA . P
gnrS (Robicsek et
gnrS-reverse al., 2006)
TAAATTGGCACCCTGTAGGC B
gepA-forward 403 pb
Bomba de | CTGCAGGTACTGCGTCATG p
gepA . (Cattoir et
eflujo. gepA-reverse al., 2008)
CGTGTTGCTGGAGTTCTTC h
OgxA-F: 392 pb
Bomba de | CTCGGCGCGATGATGCT .
0QgxA . (Kim et al.,
eflujo. OgxA-R: 2009)
CCACTCTTCACGGGAGACGA
OgxB-F: 512 pb
Bomba de | TTCTCCCCCGGCGGGAAGTAC .
ogxB . (Kim et al.,
eflujo. OgxB-R: 2009)
CTCGGCCATTTTGGCGCGTA
nfsA-F1:
. ATTTTCTCGGCCAGAAGTGC 1036 pb
Z nfsA* Nitroreductasa (Sandegren
= nfsA-R1: et al.,2008)
S AGAATTTCAACCAGGTGACC
'S nfsB-F1: 923 pb
z nfsB* Nitroreductasa :S:CéﬁGCAGCCTATGATGAC (Sandegren
CTTCGCGATCTGATCAACG £, 2008

En la evaluacion de resistencia a nitrofurantoina, perteneciente a la familia de
nitrofuranos se siguio el protocolo de Sandergren et al., (Sandegren et al., 2008),
quienes disefiaron oligonucleodtidos para la amplificacion de los genes nfsA y nfsB
(con una longitud de 100-150 pb rio arriba y rio abajo de la secuencia codificante).
Se identifico el inicio del gen (ATG), posteriormente se tradujo con la herramienta
“traslate” (Expasy), eligiendo el marco de lectura que abarcara toda la secuencia
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para identificar la presencia de cambios aminoacidicos determinados por
Mottaghizadeh et al., (Mottaghizadeh et al., 2020) (tabla 20). Las proteinas NfsA 'y
NfsB del genoma de la cepa 2/0 se utilizaron como control negativo.

Tabla 22. Mutaciones en NfsA y NfsB asociadas con resistencia a nitrofurantoina.

Proteina (aa, kDa) Mutacion Fenotipo
H11Y NIT-R
NfsA (tamafo) S33N NIT-R
S38Y NIT-R
W212R NIT-R
NfsB (tamafio) P45S NIT-R
F84S NIT-R

Tomado de Mottaghizadeh et al.

6.2.15. Identificacién de mutaciones cromosomales en girasay
topoisomerasa IV

Se identificaron las mutaciones presentes en los genes de girasa y topoisomerasa
de las que se conoce el fenotipo resultante de acuerdo con el esquema de Hopkins
et al., (Hopkins et al., 2005) utilizando los resultados obtenidos con la plataforma
ResFinder 4.1.

6.2.16. Busqueda de variantes en genes blacrx-m, asociaciéon con las
secuencias de insercion IS 26 e IS Ecpl y determinacion de grupo (1,
2,8y 9).

Se utilizaron los resultados obtenidos con el programa ResFinder 4.1 para la
identificacion de las variantes de blactx-m. Los resultados se corroboraron por
identificacion del gen en el genoma utilizando SnapGene Viewer 5.2.4 con la
localizacion arrojada por ResFinder 4.1. Asimismo, para identificar la presencia de
IS adyacentes a los genes blactx-v se usaron los oligonucleotidos disefiados por
Latirgue et al., (Lartigue et al., 2004) para la localizacion de ISEcpl y los disefiados
por Curiao et al., (Curiao et al., 2011) para 1S26 (tabla 21).
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Tabla 23. Oligonucledtidos utilizados para la identificacion de blactxm, sus 4 grupos
principales y las 1S26 e ISEcp1.

Gen Producto Secuencia Tamarfo
Secuenciade | F: GCAGGTCTTTTTCTGCTCC 526 pb
ISEcpl |. L, (Lartigue et
Insercion. R: TTTCCGCAGCACACCGTTTGC al., 2004)
Secuenciade | F: AGCGGTAAATCGTGGAGTGA 134 pb
1S26 . - (Curiao et al.,
Insercion. R: AGGCCGGCATTTTCAGCGTG 2011)

Las variantes de blactx-v se asignaron a un grupo con base en los resultados
reportados por Canton et al., 2012; D’Andrea et al., 2013; Mamani, 2015 (tabla 3).

6.2.17. Identificacidn y caracterizacion de plasmidos en los genomas de
estudio

Durante la caracterizacion de los genomas de estudio se identificé el nimero de
plasmidos cerrados por cepa, posteriormente se realizé una busqueda en NCBI y
en los articulos de referencia para conocer las caracteristicas (tamafio, %GC) y los
nameros de acceso de cada uno, asi como la descarga de la secuencia de
nucleotidos en formato FASTA para analisis posteriores.

La caracterizacion de plasmidos se realiz6 utilizando esquemas de tipificacion
basados en replicones de diversos grupos Inc, en la asignacién de alelos para los
replicones del grupo IncF, asi como las variantes de las relaxasas MOB.

6.2.17.1. ldentificacion de replicones

La caracterizacién de plasmidos en base a sus replicones se realiz6 utilizando la
herramienta PlasmidFinder 2.1 (Disponible en:
https://cge.cbs.dtu.dk/services/PlasmidFinder/) la cual realiza BLASTn para
identificar homologias entre la base de datos del programa y las secuencias de
interés. Los pardmetros de analisis utilizados fueron la base de datos para
Enterobacteriaceae, umbral de identidad de 95%, cobertura minima de 60% y una
lectura de genoma ensamblado/contig.
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6.2.17.2. Asignacion de secuencia tipo (pMLST)

La determinacion de secuencia tipo se realizé solo a los replicones de IncF, con la
finalidad de determinar los alelos mas frecuentes en el cepario de estudio. Se utilizo
pMLST 2.0 (Disponible en: https://cge.cbs.dtu.dk/services/pMLST/). Las
caracteristicas de analisis fueron configuracion pMLST IncF RST y una lectura de
genoma ensamblado/contig.

6.2.17.3. Busqueda de relaxasas MOB y traT en plasmidos

Se identific6 la capacidad de movilidad plasmidica identificando el gen traT
utilizando oligonucleétidos disefiados por el LBME. Mediante el uso de los
cebadores degenerados disefiados por Alvarado et al., (Alvarado et al., 2012)
identificamos relaxasas MOB asociadas a plasmidos que portan determinantes de
resistencia hacia antibiéticos de las familias MOBF (MOBFr11, MOBFr12) y MOBo
(MOBg11, MOBg12 Y MOBQqu).

Tabla 24. Oligonucledtidos utilizados para la identificacion del gen traT y las relaxasas MOB.

Gen Funcién Secuencia Tamafio
OMP que | traT. F:
confiere TGATGATGGTTGCACTGGTCA
traT resistencia al 739 pb
suero. Parte de | traT. R: LBME
operén asociado | TCAGATCAGCCTCCTGACGA
a la conjugacion.
Subfamila  de | L1 234 pb
M%Bimﬁilaxasz GCAGCGTATTACTTCTCTGCTGCCGAY ( Alvar';’ "
MOBE11 . GAYTAYTA
de plasmidos F1r etal.,
IncW e Inch. ACTTTTGGGCGCGGARAABTGSAGRTC 2012)
= F12-f:
I\S/I‘g;im';glaxagz AGCGACGGCAATTATTACACCGACAAG ( Azlizrzgo
MOBE12 . GAYAAYTAYTA
de plasmidos et al.,
IncF. Fi 2012)
ACTTTTGGGCGCGGARAABTGSAGRTC
Subfamilia  del | Q11-f: 331 pb
clado MOBgq. | CAATCGTCCAAGGCGAARGCNGAYTA (Alvarado
MOBo11
Relaxasa de | Q11-r: etal.,
plasmidos IncQl | CGCTCGGAGATCATCAYYTGYCAYTG 2012)
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Ql2-: 341 pb

MOBox2 Subfamilia  del | CTGGAATATACTGAACACGGNAAYATGCC | (Alvarado
clado MOBq Q12-r: et al.,
ATCCTTGGTGTTAGCACGTTTRAARWAYTG 2012)
Qu-f: 179 pb

MOBas Subfamilia  del | AGCGCCGTGCTGTCCGCBGCNTAYCG (Alvarado
clado MOBgy Qu-r: et al.,
CTCCGCAGCCTCGRCSGCRTTCCA 2012)
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7. RESULTADOS

7.1. Seccion de analisis experimental

7.1.1. Material biolégico

El cepario de estudio consisti6 en 55 cepas UPEC serotipo O25:H4, 44 cepas
pertenecen a ST131 (80%) y de estas, 40 cepas son H30-Rx (90.9%) y 4 H30-R
(9.09%) (Grafica 1).

ST131 H30-Rx

No ST131

. coli 025:H4
ST131 H30-R

A. Cepario de estudio E. coli 025:H4 B. Cepario de estudio E. coli 025:H4 ST131 H30Rx/R
(n=55) (n=44)

Grafica 1. Cepario de E. coli 025:H4 de estudio. (A) El cepario lo constituyen 55 cepas 025:H4,
44 pertenecientes al complejo ST131 (naranja) y 11 son no ST131 (amarillo). (B) Las ST131
pertenecen a los subclones H30-R (n=4) (verde) y H30-Rx (n=40) (azul) (Zarzoza-Mendoza, 2016;
Martinez-Gorgonio, 2019).

7.1.2. Extraccion de ADN plasmidico

Con el objeto de conocer la cantidad de cepas que poseen plasmidos, se realizé
extraccion plasmidica por el método de lisis alcalina a 47 cepas O25:H4. Las
muestras de DNA plasmidico se sometieron a una electroforesis de agarosa al 0.7%
(figura 6). La gréfica 2 y anexo 1 muestran la presencia de bandas plasmidicas en
35 cepas (74.47%), donde el tamafio aproximado de las bandas plasmidicas
visualizadas oscil6 entre <0.5 a >3.5 kb, principalmente 3-3.5 kb (25%).
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Figura 6. Determinacion de perfil plasmidico. Geles de agarosa (0.7%) representativos de la
electroforesis de extracciones plasmidicas. (A) Gel observado en un equipo transiluminador UV. Se
observan las bandas plasmidicas y el marcador de peso molecular (MPM) de 100 pb en el primer
carril. (B) Gel observado en un equipo fotodocumentador MiniBIS Pro. El cuarto carril corresponde a
un MPM de 100 pb. El nimero de cada muestra es indicado para cada carril.

>3.5kb  <0.5kb
4.17% 1.04%
4

(1)

Cepas con
plasmidos

74.47%

(3%)

A. Determinacion de plasmidos en el cepario de B. Distribucién de bandas plasmidicas por

estudio 025:H4. tamaino.
(n=47) (n=96)

Grafica 2. Caracterizacion de bandas plasmidicas en el cepario de estudio. (A) Representacion
de las cepas portadoras y no portadoras de bandas plasmidicas. En azul 35 cepas (74.47%)
albergaron aproximadamente de 1-6 bandas, dando un total de 96. (B). Distribucion del tamafio de
bandas plasmidicas. En colores se muestra los diferentes tamafios aproximados de bandas
plasmidicas usando como referencia un MPM de 100 pb.

73



7.1.3. Amplificacion de genes blactx-m por PCR

Para determinar la presencia del gen blactx-w en las cepas de trabajo, se realizo
una PCR, utilizando como templado las extracciones plasmidicas previamente
obtenidas. Se obtuvieron 21 (45%) cepas portadoras. La figura 7 muestra el
resultado de electroforesis en gel de agarosa representativo de los fragmentos
amplificados obtenidos por PCR y en la grafica 3, se observa el porcentaje de cepas
portadoras y no portadoras de blactx-w.

60%

12 3 45 6 7 8 9 10

50%
55%
(26)

40% 45%

21)
30%

20%

blagry.m
(566 pb) 10%
0% e E—
blacTx-m (-) blacTx-m (+)
Figura 7. Determinacion del gen blacrxwm. Grafica 3. Porcentaje de cepas
Electroforesis en gel de agarosa al _1% correspondiente portadoras (amarillo) y no
a la deteccion de un amplicon de 566 pb portadoras (azul) de blacrxu.

correspondiente al gen blacrx-m. Carril 1. MPM. Carril 2.
cepa C7230, utilizada como control positivo (+), Carril 3.
control negativo. En amarillo cepas positivas a blacrx-m.

7.2. Seccidén de andlisis bioinforméatico

7.2.1. Busqueda de genomas secuenciados 025:H4

Se realiz6 una busqueda de genomas de E. coli en la base de datos de NCBI,
encontrando 132,203 secuencias de genomas parciales y completos, con fecha de
corte al 9 de abril del 2021. Posteriormente, utilizando los filtros de busqueda, se
identificaron 2,318 genomas completos de E. coli y de estos, 333 (14.37%)
correspondian a secuencias del serotipo O25:H4. Se aplico un filtro para obtener
solo los aislados patdgenos humanos, obteniendo 54 secuencias. Se encontré que
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254 cepas no se encontraban clasificadas por su fuente de aislamiento y se procedié
a realizar una revision manual a las cepas sin origen determinado para incluirlas
dentro de nuestro material de estudio (grafica 4).

No determinado
76.3%
(254)

Patégenos
en animales
3% (10)

Patégenos en
aljmentos/ambiente
4.5% (15)

A. Genomas de E. coli parciales y completos (NCBI) B. Genomas completos de E. coli 025:H4
(n=132, 203) (n=333)

Gréfica 4. Genomas de E. coli en base de datos, seleccion de genomas del serotipo O25:H4 y
su distribucién por origen. Andlisis de los genomas de E. coli disponibles en la base de datos NCBI
(n= 132,203) y la posterior seleccién de aquellos genomas que pertenecen al serotipo O25:H4
divididos por su origen. Datos obtenidos a abril del 2021.

Utilizando la base de datos de NCBI, seleccionamos 32 cepas 025:H4 que
cumplieran con los criterios de inclusion. Para complementar la seleccion de
genomas, se realizé un BLASTn usando un fragmento especifico del serogrupo 025
(alelo del gen wzy) disefiado por Li et al., (Li et al., 2010), aumentando los genomas
de estudio a 58, con fecha de corte al 14 de abril del 2021.

7.2.2. ldentificacion de las caracteristicas del cepario de estudio

Se seleccionaron 58 genomas completos (cromosoma y plasmido) y cerrados de
cepas E. coli 025:H4 pertenecientes a 14 paises de 4 continentes (figura 8).
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Figura 8. Pais de origen y nimero de genomas E. coli O25:H4 identificados en cada uno.

Las fuentes de aislamiento predominantes fueron sangre (44.83%), heces (22.41%)
y orina (20.69%); sin embargo, también se identificaron cepas provenientes de otras
fuentes (6.9%) como liquido peritoneal, esputo, hisopado vaginal y una cepa de un
estudio de Astra Zeneca (gréafica b5).

45%

44.83%
40% (26)

35%
30%

25%

20% 22.41%
(13)
15%

10%

5%

Sangre Heces Orina Otras No datos
Grafica 5. Distribucion de los genomas de estudio por su origen de aislamiento.

0%

Se identificé el tamafio del genoma, nimero de genes, el porcentaje de guanina-
citosina y la distribucion de plasmidos en el cepario total (n=58) y en cada uno de
los 3 principales grupos de aislamiento. Estas caracteristicas fueron variables en
cada grupo de aislados y se resumen en la tabla 25, donde se muestran los valores
minimos y maximos, asi como el promedio. Se observa que los aislados de heces
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presentan un tamafio de genoma, nimero de genes y %GC mayor que los genomas
obtenidos de sangre y orina; sin embargo, los genomas obtenidos de orina
mostraron el mayor nimero de plasmidos por cepa. El anexo 2 presenta las
caracteristicas identificadas en los genomas de estudio.

Tabla 25. Caracteristicas de tamafio, nimero de genes, %GC y numero de plasmidos en
genomas y grupos por aislamiento de los genomas E. coli O25:H4.

Grupo Caracteristica \{a!or Valor maximo | Promedio
minimo
Tamafio del genoma 4.83 Mb 7.57 Mb 5.27 Mb
Gterlolmas NGmero de genes 4,890 6,448 5,311
otales
(n=58) %}GC' 50% 50.9% 50.74%
Plasmidos 0 7 1.88
_ Tamafio del genoma 5.01 Mb 5.65 Mb 5.32 Mb
Aislados de "Ny mero de genes 5,092 5,763 5,429
sangre
(n=26) %,GC- 50.6% 50.9% 50.75%
Plasmidos 0 6 1.42
_ Tamafio del genoma 4.83 Mb 5.3 Mb 5.06 Mb
Aislados de "Ny mero de genes 4,890 5,498 5,189
orina
(o) 0, 0, 0
(n=13) /o,GC' 50% 50.8% 50.7%
Plasmidos 0 6 2.5
_ Tamafio del genoma 5.03 Mb 7.57 Mb 5.45 Mb
A'Sr']ados de "Numero de genes 4,977 6,448 5,481
eces
(n=12) %,GC. 50.6% 50.9% 50.76%
Plasmidos 0 5 1.54

7.2.3. Confirmacion de serotipo

Para confirmar que las cepas pertenecieran al serotipo O25:H4, previamente
identificado en la revision del filtro de inclusion, se utilizé SerotypeFinder 2.0 (CGE).
El programa reportd que las 58 cepas (100%) pertenecen al serotipo O25:H4. Como
ejemplo la figura 9 muestra el formato de reporte de resultados para la cepa B36
en la que se observa la presencia y ubicacién en el genoma de los genes
codificantes de flipasas del antigeno O wzx y wxy, utilizados en la determinacion de
este serogrupo y el gen fliC, codificante de una subunidad flagelar que permite
identificar la variante de antigeno H.
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Figura 9. Determinacidn de serotipo utilizando el programa SerotypeFinder 2.0. Se observa el
gen utilizado para la asignacién de serogrupo (O:H), el porcentaje de identidad de acuerdo con el
resultado de un alineamiento entre la base de datos del programa y la secuencia de estudio, asi
como la longitud del segmento, el contig donde se ubica y la posicién dentro de este y finalmente el
namero de acceso. El genoma de la cepa B36 presenta los genes wzx y wzy en posiciones cercanas
entre ellos.

7.2.4. Identificacion de filogrupo

Para conocer el grupo filogenético se utilizo el programa ClermonTyping. Todas las
cepas (100%) se agruparon en el filogrupo B2. Posteriormente se realizd la
busqueda del gen ybgD (asociado a cepas del filogrupo G) pero no se encontrod para
ninguna cepa. La figura 10 muestra, como ejemplo, el reporte de resultados
aportado por el programa para la cepa ESBL41.

CIermonT
yping

This is the results of your analysis 1633229479286

This link results.php?job=1633229479286 is anly active for 1 day.
Having some issue about the results? Check out the Help section!

ClermonTyping Report

Date: Sun Oct 3 04:53:23 2021

file quadruplex supp phylogroup mash_group

ESBL41.fasta -+t + trpAgpC B2 B2
Figura 10. Ejemplo del resultado obtenidos con el programa Clermon Typing paralaasighacion
de filogrupo. La primera columna corresponde al hombre del archivo que se cargé, la segunda
muestra el resultado de la presencia(+) /ausencia(-) de los genes arpA, chuA, yjaA y TspE4.C2 en
ese orden. La tercera columna indica variantes alélicas especificas, la cuarta el filogrupo asignado y
la quinta la confirmacién por Mash, un método de deteccion de filogrupo alternativo.
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7.2.5. Identificacion de secuenciatipo (ST)

Se identifico la secuencia tipo (ST), utilizando el programa MLST 2.0, con los
parametros correspondientes al esquema de Atchman, 56 cepas (96.55%) se
agruparon en la secuencia tipo 131 (ST131) y 2 cepas (3.45%) en ST2279 (anexo
2), ambas pertenecientes al complejo clonal (CC) 131 (Umene et al., 2015) (grafica
6). La tabla 26 muestra las variantes alélicas obtenidas con MLST 2.0 en una cepa
representativa de cada ST identificado.

100%

20% 95(-55;%
80% ESBL94 EcPF7
oo Locus ST131 ST2279
(alelos) (alelos)

60% adk adk_53 adk_53
30% fumC fumC_40 fumC_40
40% gyrB gyrB_47 gyrB_47
30% icd icd_13 icd_13
20% mdh mdh_36 mdh_36
o 3.45% purA purA_28 purA_8

n (2) recA recA 29 recA 29

o l( ST131 ST2279 J

cCc131

Grafica 6. ST identificadas en los T1abla 26. Variantes alélicas de 7 genes de

genomas 025:H4. Las dos ST mantenimiento utilizados para realizar MLST

reportadas pertenecen al CC131. (Atchman). Se tomaron los resultados de la cepa
ESBL94 (ST131) y ECPF7 (ST2279). Ambos ST
pertenecen al CC131, con solo un cambio de alelo en
purA (amarillo).

Con los datos del segmento de analisis para el locus purA (478 pb) en los genomas
ESBL94 y EcPF7, se realiz6 un alineamiento, observando que en el nucleétido 263,
el alelo purA_28 (ST131) presenta una T y el alelo purA_8 (ST2279), una G.

7.2.6. Identificacion de las variantes alélicas en el gen fimH

Se utilizé el programa FimTyper 1.0 para conocer las variantes alélicas de fimH en
los genomas de estudio, siendo predominante H30 (84.48%) o clado C, seguido de
H22 (5.17%) o clado B, de acuerdo a la clasificacion de Petty et al., (Petty et al.,
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2014). También se identificaron los alelos H27 (3.45%), alelos poco comunes como
H1196 (1.72%) y H161 (1.72%). En 2 cepas no se identifico la presencia del gen
fimH (3.45%). Grafica 7.

90%

80% Clado C
84.48%
70% (49)
60%
50%
40%
30%
20%
Clado B
10% 2.17% 3.45% 3.45% 3.45%
(3) 2) ) )
0% P
H30 H22 H27 Otras ND

Grafica 7. Variantes alélicas del gen fimH determinadas en los genomas de estudio mediante
el programa FimTyper 1.0. En la columna “Otras” se encuentran H1196 y H161.

Con el programa BLASTN, se hizo un alineamiento con las secuencias de los alelos
H1196 y H161 para conocer hacia que variantes alélicas presentaban mayor
similitud. H161 difiere en un nucle6tido con H22 y H1196 lo hace con H30.

7.2.7. Determinacion de subclones

Se seleccionaron los genomas de las cepas con el alelo fimH30 para identificar los
subclones H30-R y H30-Rx mediante 2 PCR in silico de SNP especificos de cada
subclon, 90C, 96T en fimH30 (H30-R) y G723A en ybbW para H30-Rx.

Los 58 genomas se clasificaron en los grupos clonales C/H30 (n=49), B/H22 (n=3),
las variantes H27 (n=2) y 2 alelos poco frecuentes, H161 y H1196. Dentro del grupo
clonal C se anidaron los subclones H30-R (n=16) y H30-Rx (n=33). El conjunto de
resultados se observa en la grafica 8.
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B. Subclones H30

(n=58) (n=46)
Grafica 8. Grupos clonales y subclones en los genomas de estudio. (A) Los 58 genomas se
ubicaron en los grupos C/H30 (azul), B/H22 (amarillo), asi como las variantes H27 (verde) y
derivados mutacionales de estas (rojo y naranja). (B) Dentro del grupo C se anidaron los subclones
H30-R (morado) y H30-Rx (violeta).

A. Alelos fimH y grupos clonales

El anexo 3 presenta los genomas analizados, con los cuales se formaron 3 grupos
de estudio, cepas H30-Rx, H30-R y no H30. A partir de aqui, los resultados se
representardn globalmente como grupo ST131 (n=58) y los 3 subclones
mencionados.

7.2.8. Busqueda de determinantes de virulencia

Para caracterizar los genomas de estudio, se realizé la identificacion de 58 genes
de virulencia utilizando los programas VirulenceFinder 2.0 y SnapGene Viewer
5.2.4. Los resultados se reportaron agrupando los genes por su funcién en la
adherencia (n=27), evasion del sistema inmune (n=9), invasinas (n=9), toxinas
(n=9), adquisicién de hierro (n=9) y miscelaneos (n=4). La identificacidon se realizé
en plasmido y cromosoma. Los anexos 4 y 5 presentan mapas de la distribucion de
los genes de virulencia. EI anexo 13 incluye las tablas 27-31 con los valores
reportados en cada gen analizado y agrupados de acuerdo con su funcion.

Las graficas 9, 10y 11 muestran los genes asociados con la adherencia y motilidad.
Se observé que, aunque los genes sfaS y tosA se han asociado con cepas EXPEC
y 025:H4, no se identificaron en los genomas analizados, al igual que papGl. tsh
s6lo se localizé en el plasmido de una cepa (1.72%). Los genes motA, motB, fliC y
yfcV se identificaron en todos los genomas (100%), seguido de fimH y csgA
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(96.55%), iha (91.38%), papA_F43 (89.66%), papC, papF y hra (43.1%), papGli
(41.38%), uclA y uclD (39.66%), afaA, afaC, afaD (20.69%), nfaE (15.52%),
afaFM955459 y afa/draBC (12.07%), afak (6.9%), afaB (5.17%) y papGlll (1.72).

La gréfica 12 presenta los genes relacionados con la adquisicién de hierro. Los
genes prevalentes en cromosoma fueron fyuA y chuA (100%), continuando con sitA
(96.55%), tonB (94.83%), iucD e iutA (91.38%), iucC (89.66%), iroN (3.45%) e ireA
(1.72%). En plasmido se identificaron los genes sitA e iutA (5.17%), iroN (3.45%) e
iucC (1.72%).

La gréfica 13 indica la disposicion de genes codificantes de toxinas. En cromosoma
se reportaron los genes sat (91.38%), seguido de hlyA (25.86%), cnfl (24.14%),
astA (12.07%) y senB (6.9%). En plasmido se identificaron senB (15.52%), hlyF,
cvaC y mcbA (5.17%).

La gréfica 14 muestra los genes con un papel en la evasion de las defensas del
huésped, reportando incidencias para kpsk (96.55%), ompT (94.83%), iss (93.1%),
kpsMII-K5 (60.34%), kpsMTII (43.1%), kpsMII-K2 (27.59%), traT (13.79%) y neuC
(1.72%) con localizacion cromosdmica. Los genes traT (43.1%), cma (6.9%) e iss 'y
ompT (5.17%) se localizaron en plasmidos.

Finalmente, la gréafica 15 presenta genes con funcion en la invasion y otras, todos
los genes se identificaron en cromosoma. Los genes malX y agn43 estuvieron
presentes en todos los genomas de estudio (100%), seguido por usp (98.28%) e
ibeA (8.62%).
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7.2.9. Identificacion de genes asociados con el patotipo UPEC.

Se realizaron PCR in silico con el programa SnapGene Viewer 5.2.4 para identificar
4 genes altamente asociados a cepas uropatdégenas (=3 genes), de acuerdo con el
trabajo de Spurbeck et al. Todas las cepas (100%) presentaron los genes fyuA,
chuA y yfcV y ninguna cepa porto el gen vat (grafica 16). La figura 11 muestra la
ubicacion de los oligonucledtidos dentro de un genoma de estudio.

100% (100%
0% (58) (58)
80%
70%
60%
oty : i
40%
3 359, fy
10%
0%
0%
fyuA chuA yfeV vat

Figura 11. Identificacion de los genes fyuA, Gréfica 16. Distribucion de 4 genes (fyuA,
chuA y yfcV en el genoma de la cepa chuA,yfcVy vat) asociados a cepas UPEC.
ESBL94 por alineamiento de Se consideran cepas uropatégenas aquellas
oligonucleodtidos in silico. Imagen obtenida que presentan 23 genes (100%).

con SnapGene Viewer 5.2.4.
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7.2.10. Identificacién de virotipo

Con el objeto de conocer la distribucion de virotipos altamente asociados a cepas
025:H4 ST131, se utilizo el esquema de virotipificacion de Blanco et al., con
modificaciones de Martinez-Gorgonio (tabla 16). La distribucién en cada grupo se
muestra en los anexos 6 y en la tabla 32/anexo 13. La grafica 17 muestra que, en
general predominé el virotipo C (74.14%), seguido del A (10.34%), D (8.62%), B
(3.45%), finalmente una cepa se asocié con el virotipo E (1.72%) y otra no presento
ningun gen de virulencia (1.72%). A nivel de subclones, el virotipo C fue dominante
en H30-Rx y H30-R, pero en el grupo No H30, el virotipo D (55.56%) prevalecio

sobre el C (44.44%).
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Gréfica 17. Distribucion de los genomas de estudio por virotipo. Los virotipos se asignaron de
acuerdo con la presencia/ausencia de los genes afaFM955459, iroN, ibeA y sat. La categoria ND se
refiere a las cepas que no presentaron ninguno de los 4 genes de estudio.

7.2.11. Determinacion de cepas con patotipo hibrido EXPEC-DEC

En la revision bibliografica previa se reportd la presencia de genes daa (fimbria
F1845), en el genoma de la cepa de estudio SK1144 (025:H4 ST131, No H30),
presentando un patotipo EXPEC/DAEC (Tanimoto et al., 2019). En el analisis de
este genoma se obtuvo el amplicon perteneciente a afa/draBC, asi como a daaE,
ambos marcadores para las fimbrias Afa/Dr. En la busqueda del gen daak,
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caracteristicos de las cepas DAEC, se identificaron 3 genomas, ademas de SK1144,
pero solo se alinearon en el oligonucleétido foward daakE-F. Para determinar que se
tratara de un gen daaE, se utiliz6 a SK1144 (DAEC confirmada) como control
positivo, se tomo6 un segmento de 800 pb desde el inicio del oligonucledtido daaE-F
en las 3 cepas problema (B1370-PB_2012, B1194-PB_ 2012 y SCU-479) y se
procedio a realizar un alineamiento multiple en Clustal Omega para conocer el
porcentaje de identidad respecto a SK1144 (tabla 33).

Tabla 33. Porcentaje de identidad del gen daaE con respecto a SK1144, previamente reportada
como ExPEC-DAEC.

SK1144
100%

SCU-479
99.5%

B1194-PB_2012
99.75%

B1370-PB_2012
53.64%

SK1144

Con el resultado obtenido se establecié que los genomas de las cepas SK1144,
SCU-479 y B1194-PB_2012 portan genes codificantes de la fimbria F1845,
responsable de la adherencia celular difusa caracteristica de cepas DAEC (Servin,
2005) (tabla 34, gréfica 18).

Tabla 34. Distribucién de genomas hibridos ExXPEC-DAEC.

Grafica 18. Distribucién de genomas hibridos EXPEC-DAEC.
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No se identificaron genes de virulencia asociados a los patotipos EPEC, ETEC,
EHEC, EAEC Yy EIEC.

7.2.12. Andlisis del operon fimbrial ucl en cepas prototipo y genomas
025:H4 ST131

En trabajos recientes, como los publicados por Wurpel et al., y Klein & Hultgren,
destaca el papel de ciertos determinantes de virulencia capaces de expresarse en
TGl y en sitios extraintestinales, entre ellas se encuentra la fimbria Ucl, codificada
por el operon uclABCD e identificada en cepas UPEC que presentan
exclusivamente los filogrupos B2 y D.

Para corroborar que estas fimbrias son exclusivas de cepas UPEC, se realiz6 la
busqueda de genomas de 15 cepas prototipo de E. coli. Se seleccionaron cepas en
las que el programa SnapGene Viewer pudiera visualizar su secuencia de
nucleotidos. Se incluyeron 15 cepas previamente clasificadas como comensales
(n=2), DEC (n=3) y EXPEC (n=10). Se identifico su filogrupo, serotipo y ST, asi como
la presencia de plasmidos pera realizar la busqueda del operon ucl en todo el
genoma. El operdn se localizd en el cromosoma de 6 cepas (40%), todas EXPEC y
pertenecientes a los filogrupos B2 (83.33%) y una no determinada (16.67%).

Tabla 35. Caracteristicas de las cepas prototipo utilizadas para identificar el operén ucl.

Genoma/Cepa
(No. acceso)

K-12/ MG 1665
(U00096)
Plasmido F*
(AP001918)
K-12/ W3110
(AP009048)
55989
(CU928145) EAEC
55989p*
(CU928159)
2348/69
(FM180568)
pMar2* (FM180569) EPEC B2 0127:H6 ST15 -
pe2348-2*
(FM180570)
0157:H7/ EC4115
(CP001164)

Grupo Patotipo | Filogrupo | Serotipo ST Ucl (+)

Comensal A 016:H48 ST10 -

Comensales

Comensal A 016:H48 ST10 -

Bl 0104:H4 ST678 -

DEC

EHEC E 0157:H7 ST11 -
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https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/CU928159
https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/CP001164

pO157*
(CP001165)
01 (NC_008563) APEC B2 O1:H7 ST95 -
02-211 (CP006834) APEC G 02:H4 ST117 -
RS218
(CP007149)
pRS218*
(CP007150)
UMNO026
(NC_011751.1) 017/044/ | ST597
plESCUM* UPEC D O77:H18 i
(CU928148)
CFTO073 (AE014075) UPEC B2 06:H1 ST73 -
UMEA 3121-1
(AWBG01000000)
ABU83972
(CP001671)

F11
(AAJU02000003)
UTI89
(NC_007946.1)
pUTIB9*
(CP000244)

536

(CP000247)

NMEC B2 018:H7 ST95 +

UPEC ND ND ND +

ExXPEC

UPEC B2 025:H1 ST73 +

UPEC B2 06:H31 +

UPEC B2 018:H7 ST95 +

UPEC B2 06:H31 ST127 +

*Plasmido

NMEC

16.67%
(1

Comensal

13.33%
@)

A. Cepas totales de E. coli B. Cepas ExPEC Ucl(+)
(n=15) (n=6)
Grafica 19. Busqueda del operén ucl en cepas prototipo. A. Distribucién de las cepas prototipo
utilizadas en este estudio. B. Todas las cepas Ucl (+) pertenecieron al patotipo EXPEC, incluyendo
cepas UPEC y NMEC.
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Se identificaron 6 genomas positivos para el operdon Ucl en 5 cepas UPEC (83.33%)
y 1 NMEC (16.67%). En todas se analiz6 el tamafio, contenido genético del operon
y el entorno genético. Se encontré variacion de tamafio anicamente en el gen uclA,
codificante de la subunidad principal o pilina. La tabla 36 muestra los tamafios y la
homologia de cada gen constituyente del operon en comparacion con UTI89. Se
observa que la subunidad uclA presenta menor homologia con respecto a las otras
subunidades analizadas.

Tabla 36. Tamafio y % de homologia de los genes que forman el operédn ucl en cepas prototipo
con respecto a UTI89.

* . * * o *
38 g E = - S| g
Cepa <e® = a2, 3 S S Qc =
prototipo | S 2G| E sge E S < = =R =
S e o = o o o = o
» = < 5 < 2 < 5 <
T a S ~ S =3 < =3
UPEC
UTI89 549 | 100 | 726 | 100 | 2535 | 100 | 1080 | 100
536 552 | 73.22 | 726 | 99.45 | 2535 | 99.64 | 1080 | 99.81
ABU83972 | 306 | 99.67 | 726 | 99.45 | 2535 | 99.64 | 1080 | 99.63
F11 549 | 100 | 726 | 100 | 2535 | 100 | 1080 | 100
51M2EA1 552 | 7322 | 726 | 99.31 | 2535 | 99.61 | 1080 | 99.72
NMEC
RS218 | 549 | 100 | 726 | 100 | 2535 | 99.96 | 1080 | 100

*0%% de homologia respecto a UTI89.

Se realizdé un esquema comparativo de los 6 operones de estudio de los diferentes
genomas de cepas prototipo, como se observa en la figura 12. Los 6 genomas
presentaron los 4 genes que conforman el operdn ucl, se encuentran flanqueados
a los extremos por proteinas aun no caracterizadas y el contenido de G/C es mas
bajo (42%) en comparacion con el resto del genoma.
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| Lo |

Figura 12. Esquemas de los operones ucl en 6 cepas prototipo EXPEC (5 UPEC y una NMEC).
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También se realizd este analisis en los genomas que conforman el cepario de
estudio. Se identificé el operén mediante PCR in silico utilizando los oligonucleoétidos
de Wurpel et al. La tabla 37 presenta las cepas portadoras, el subclon al que
pertenecen y su pais de origen y la grafica 20 muestra la presencia del operén ucl
en los genomas de estudio y su distribucion por subclones.

Tabla 37. Busqueda del operén ucl en cepario ST131.

ClLE Cepas porjtadoras del Pais de origen Continente
clonal operén Ucl
B1370-PB_2012 Suecia
C0134-PB_2013 Suecia
B1131-PB_2011 Suecia
B1033-PB_2012 Suecia
C0107-PB_2013 Suecia Eqrane
B1017-PB_2011 Suecia
B1323-PB_2011 Suecia
B1316-PB_2011 Suecia
B1320-PB_2011 Suecia
H30-Rx C0014-PB_2012 Suecia
63.64% C4435* México América
(n=21) | 4/o* Suecia Europa
TO217* Alemania
55989* Pakistan Asia
ESBL41* USA
ESBL94 USA América
pl1A USA
p4A USA
S65EC* Australia Oceania
Ecol AZ146* Italia Europa
RH-048-CS* Bangladesh Asia
H30-R NP
No H30 Hera General 1* Arabia Saudita
22.22% * . Asia
(n=2) 2247 China

* Cepas seleccionadas para un analisis comparativo con la cepa UTI89
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Gréfica 20. Prevalencia de ucl en los genomas de estudio y subclones.
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El operdn ucl prevalece en el subclon H30-Rx (63.64%), solo en 2 de los 9 genomas
No H30 (22.22%) y no se encontrd en ninguno de los 16 genomas de H30-R. Las
cepas portadoras fueron aisladas en paises pertenecientes a los 4 continentes de

estudio.

Del total de genoma positivos para el operon ucl (n=23), se eligieron 10, cada uno
de un pais distinto para comparar el % de homologia utilizando el genoma de la
cepa UTI89 como referencia (tabla 38), asi como la esquematizacion de sus
entornos genéticos (figura 13).

Tabla 38. Caracteristicas de los genes que forman el oper6n ucl en cepas clinicas con

respecto a UTI89.

Eala| B &8 | .| & |E | &
c=| 8 |L% 8 |,2| 8 |8 g
Genoma/Cepa | 3 G 5 |25| 5 SR S < o 5
. SE= o = c @ S a
O025:HASTI31 | 25 | € |[S&3| € c 2 £ | 32 £
N o o o » o = o
< = = 2 = 2 < o) =
58| = | §| % S |3 S
> = 5
UTI89* 549 100 726 100 2535 100 1080 100
C4435 549 100 726 100 2535 100 1080 100
4/0 549 100 | 726 100 2535 100 1080 100
TO217 549 100 | 726 100 2535 100 1080 100
55989 549 100 726 100 2535 100 1080 100
ESBL41 549 100 726 100 2535 100 1080 100
S65EC 549 100 726 100 2535 100 1080 100
Ecol _AZ146 549 100 | 726 100 2535 100 1080 100
RH-048-CS 549 100 | 726 100 2535 100 1080 100
Hera Gral 1 549 100 726 100 2535 100 1080 100
2247 549 99.45 | 726 | 9945 | 2535 99.64 | 1080 | 99.63

*0% de homologia respecto a UTI89.
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C4435 (México)

uclA

210pb

1080 pb 2535 pb 726 pb 549 pb 399 pb

4/0 (Suecia)

399pb

{ uclA wio

549 ph 726 pb 2535pb 1080 pb 210pb

TO217 (Alemania)

210pb

uclp m Y o

1080 pb 2535pb 726 pb 549 pb 399 pb

99




55989 (Pakistan)

uclp uclA

210pb 1080 pb 2535 pb 726 pb 549 pb 399 pb

| - '

ESBL41 (USA)
= e

399 pb 549 pb 726 pb 2535pb 1080 pb 210 pb

| - '
S65EC (Australia)

Z) > u >@
399 pb 549 pb 726 pb 2535pb 1080 pb 210pb
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Ecol_AZ146 (Italia)

M“%

399 pb 549 pb 726 pb 2535pb 1080 pb 210pb

| Coae |
RH-048-CS (Bangladesh)
<o i

210pb 1080 pb 2535pb 726 pb 549 pb 399 pb

| o '

Hera_General_1 (Arabia Saudita)

uclA uclp

399 pb 549 pb 726 pb 2535pb 1080 pb 210 pb
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Z247 (China)

uclp uclA

210pb 1080 pb 2535 pb 726 pb 549 pb 399 pb

| - |

Figura 13. Esquemas de los operones ucl en 10 genomas de cepas clinicas 025:H4 ST131.
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A excepcion de la cepa Z247, todas las cepas clinicas evaluadas presentan 100%
de homologia con UTI89. Para conocer si las sustituciones de nucleétidos en 2247
modifican el marco de lectura, se obtuvo la secuencia de aminoacidos de las
subunidades en UTI89 y Z247 y se realizé un alineamiento con Clustal Omega. La
subunidad UclA mostré un cambio tnico de A20T, la subunidad UcIB un cambio de
R117G, UclIC arroj6 4 cambios A51V, R131S, S182N y L3241 y finalmente UclD
presentd la sustitucion 1259T. Se necesitaria una mayor cantidad de cepas clinicas
secuenciadas para conocer la prevalencia de estas dos variantes identificadas en
las cepas de estudio, asi como ensayos que nos permitan determinar si las
mutaciones estan involucradas en cambios en el fenotipo.

En el esquema comparativo para todos los genomas analizados se observa, que a
575 pb rio arriba del inicio de uclA, se encuentra un gen que codifica para una
proteina de 399 pares de bases, anotada como parte de la familia DoxX. Se realizé
un alineamiento con BLASTp identificando esta secuencia como perteneciente al
gen yphA (flecha en morado), codificante de una proteina de membrana interna. En
el otro extremo del operdn, a una distancia de 18 pb de uclD, se puede apreciar que
todas las cepas clinicas presentan una proteina hipotética de 210 pb. Se identifico
esta secuencia en todas las cepas prototipo, pese a que no se encontraba anotada
en algunos genomas. Se realizé un alineamiento multiple, indicando un % de
homologia en este segmento respecto a UTI89 en un rango de 97.14%-100%.

Se obtuvo la secuencia de aminoacidos de la proteina hipotética de 210 pb (69
aminoacidos) y se sometié a BLASTp y a Pfam pero no se reportaron resultados
que pudieran indicarnos una funcién asociada. Debido a su presencia en todos los
genomas analizados y el %CG menor que el resto del genoma tanto en el operén
ucl como en este segmento (42%) se cree que este podria tratarse de un MGE
responsable de la insercion del operén en el cromosoma. Por otra parte, se utilizaron
herramientas bioinformaticas de libre acceso para predecir la estructura secundaria
de la secuencia de estudio (69 aminoacidos), basandose en estructuras similares
reportadas (figuras 14 y 15).

IIC- ZIC- BI‘C- -1l-l:- E;C- BIC-
jP_UAfKGIM-82 MESNRGCKFSSPGLCPRHESRISIRYRATPLPSGYATDPSPY ENMAGTPA | SKGEEDKRLIYFLSLFFILI
R L T T e R RN

Lupas_ 14 - - - - - - - o o o o o o o o o o o oo - -
Lupas 28 - - - - - o o o o o o o o o o oo e o o o o o oo oo oo oo

jnetprad -
JMETCOMF
BB BT FH2 25877 778651588 8REB1IG 7T T FTBEBT T T T T TI7TTE558677042200000000828814
JMETEOL2S ------B-B---BBB--B--B-B-B-BB-B--BBB--- - - B--B---BB------- BEBEBEBBEE- BEBEB- -
JMETSOLE = = = = = = = = = = == = = B----- Be Bommmm e m e e e e e e e e aae e BB--B--~----
=T
INETHMM S —
INETPSSM N

JHNETJURY
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Figura 14. Prediccion de la estructura secundaria de un segmento conservado de 69
aminoacidos mediante el servidor Jpred 4. En verde se observa una posible estructura p-plegada
y en rojo, a-hélices.

10 20 30 40 50

1 MS SNRGCKFSSPGLCPRHSRI SI RYRATPLPSGYATDPSPYENAGTPAI S
51 K G S S DK IR BEN NS Y0 RS DN 0SS LN RS RES IS B |

10 20 30 40 50
Strand Helix Coil |:| Disordered
|:| Disordered, protein binding Putative Domain Boundary Membrane Interaction Transmembrane Helix
Extracellular . Re-entrant Helix Cytoplasmic Signal Peptide

Figura 15. Otro método para la prediccion de estructura secundaria en una secuencia de
aminodacidos utilizando PsiPred. Se observan dos regiones asociadas a estructura de hebra
(amarillo) y hélice (rosa).

La herramienta CellO nos indico una posible localizacion en citoplasma y Phyre2
predijo una estructura terciaria realizando una comparacién con las secuencias
almacenadas en PDB (figura 16).

Template Alignment Coverage Conﬁ:ence %% i.d. Template Information
PDB header:dna binding protein
Chain: B: PDB Molecule:immediate-early protein 2;
PDBTitle: human herpesvirus 6a immediate early protein 2 c-terminal
SwxSB domain
1 cigxg 29.7 PDB Entry: PDBe RCSB PDBj
PDB header:hydrolase
Chain: E: PDB Molecule:spike glycoprotein;
PDBTitle: aystal structure of nl63 respiratory coronavirus receptor-
3kbhE - binding2 domain complexed with its human receptor
2 o0 21.0 PDB Entry: PDBe RCSB PDB;
P'lpi Run Investigator
PDB header:viral protein
Chain: A: PDB Molecule:protein (gag polyprotein);
— PDBTitle: nucleocapsid protein from mason-pfizer monkey virus (mpmv)
3 % 201 PDB Entry: PDBe RCSB PDBj
P"’i Run Investigator

Figura 16. Prediccion de la estructura terciaria de la secuencia de 69 aminoacidos utilizando
Phyre2. Se muestran los 3 primeros resultados (mayor % de identidad) reportados por el programa,
todos correspondientes a proteinas de origen viral.

Se observa que los 3 resultados principales presentan un puntaje de confianza muy
bajo; sin embargo, los resultados indican identidad con diversas proteinas de origen
viral. Esto nos podria indicar que el operdn ucl pudo hacer sido insertado por un
elemento profago en el cromosoma de cepas ExPEC.
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7.2.13. Desarrollo de oligonucledtidos para la identificacion de las
subunidades uclA y ucID en cepas clinicas.

Se disefiaron oligonucledtidos para la identificacion de uclA (subunidad estructural)
y uclD (adhesina). Se realiz6 un alineamiento multiple entre UTI89 (cepa prototipo
UPEC) y los 23 genomas de estudio portadores del operdn para identificar las
regiones conservadas que nos permitieran el disefio de los oligonucleotidos. Se
obtuvo la region correspondiente al segmento intergénico de 100 pb rio arriba y rio
abajo de uclA y uclD en direccion 5°- 3'utilizando SnapGene Viewer 5.2.4 y se
usaron otras herramientas como Sequence Ultilities y Sequence massager para
obtener las cadena complementaria y antiparalela complementaria 5-3". El analisis
de las caracteristicas se realiz6 con OligoCalc (tablas 39 y 40).

Tabla 39. Andlisis de los oligonucleétidos para laidentificacion de uclA.

Caracteristicas de los oligonucle6tidos para identificar uclA

Caracteristica Forward Reverse
Secuencia (5'- 3) éCCIBAC\EECATTTCAGGGTAAAGCA g:%/XEAAGAAAACAGGGCAGTA
Tamafio 21 pb 21 pb
% GC 47.6% 47.6%
Tm 52.4 °C 52.4 °C
Tm (sales) 59.5 °C 59.5 °C
Horquillas No No
Autoalineamiento | No No
Complementarias | No No
TR

Ubicacién < e < — 4 —

108008 253508 7268 5490

Tabla 40. Andlisis de los oligonucleétidos para la identificacion de uclD.

Caracteristicas de los oligonucledtidos para identificar uclD

Caracteristica Forward Reverse
. PR uclD-F: uclD-R:
Secuencia (5-3) | 1cTcAGCTCGTTCCTGTTCTG GGAACACCGGCAATCAGCAAA
Tamarfio 21 pb 21 pb
% GC 52.4% 52.4%
T 54.4 54.4
Tm (sales) 61.2 61.2
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Horquillas No No
Autoalineamiento | No No
Complementarias | No No
uclD-R uclD-F
o= 1226pb  ----- -«

Ubicacion —< uco < ulc o m

1080 pb 2535 pb 726 pb 549 pb

Los oligonucledtidos se probaron mediante PCR in silico en las cepas prototipo y
las cepas clinicas en donde previamente se habia determinado el operén ucl,
obteniendo un resultado positivo.

7.2.14. Busqueda de determinantes de resistencia

Para conocer los genes de resistencia y la frecuencia de estos en los genomas de
estudio, se identificaron 67 determinantes de resistencia (genes y mutaciones
especificas) hacia 12 familias de antibidticos utilizando las plataformas ResFinder y
SnapGene Viewer 5.2.4. Los resultados se presentan agrupando los genes que
confieren resistencia a una misma familia de antibioticos, disponibles en las tablas
41-45 (anexo 13).

Las gréaficas 21 y 22 indican los genes de resistencia hacia betalactdmicos, siendo
los mas presentes blactx-m-15 en cromosoma (31.03%) y plasmido (39.66%), blaoxa-
1 en cromosoma (18.97%) y plasmido (37.93%) y blatem-18 en cromosoma (6.9%) y
plasmido (31.03%). En menor porcentaje se reportaron los genes blacrx-m-27 en
plasmido (10.34%) y blacTtx-m-14 en cromosoma (5.17%) y plasmido (1.72%), blaTtewm-
1A en plasmido (5.17%), blacmy-2 y blacmy-s en cromosoma (1.72%), blanom-1 en
plasmido (1.72%), blakpc-2 en cromosoma (1.72%) y plasmido (1.72%), blakec-3 en
plasmido (1.72%) y blave-1 solo en cromosoma (1.72%).

La gréfica 23 muestra los genes de resistencia para las quinolonas. Se reporto la
presencia de mutaciones cromosomales en gyrA (91.38%), parC (87.93%) y parE
(96.55%), aac(6”)-Ib-cr se localiz6 en cromosoma (24.14%) y plasmido (34.48%) y
gnrS se presento en 1 plasmido (1.72%).

La grafica 24 muestra la distribucion de los genes que confieren resistencia a los
aminoglucésidos, los genes mas prevalentes fueron aac(6’)-lIb-cr en cromosoma
(24.14%) y plasmido (34.48%), aac(3)-lla en cromosoma (20.69%) y plasmido
(12.07%), aadA5 en cromosoma (6.9%) y plasmido (44.83%), strA y strB en
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cromosoma (5.17%) y plasmido (24.14%) y aac(3)-1ld en cromosoma (1.72%) y
plasmido (8.62%).

La gréafica 25 presenta genes asociados con resistencia para tetraciclinas, tet(A) se
presentd en cromosoma (8.62%) y plasmido (46.55%) y tetB en plasmido (1.72%).
También se analizaron genes de resistencia a fenicoles, localizando los genes catB3
en cromosoma (22.41%) y plasmido (36,21%), cmlAl se identificé en cromosoma y
plasmido (1.72%) y cml y floR se identificaron Unicamente en plasmidos (1.72% y
3.45%). Para la resistencia a macrolidos, se localizé el gen mph(A) en cromosoma
(10.34%) y plasmido (41.38%) y no se identificaron determinantes de resistencia
para rifamicina y nitrofuranos.

La grafica 26 muestra genes de resistencia para fosfonatos, donde el gen fosA3 se
identificé solo en 1 plasmido (1.72%), el gen de mcr-1.1 que confiere resistencia
hacia polimixinas se localizé en 2 plasmidos (3.45%). Para la resistencia hacia
diaminopirimidinas y sulfonamidas se reportaron principalmente los genes dfrAl7
en cromosoma (6.9%) y plasmido (43.1%), dfrA14 en plasmido (5.17%), sull en
cromosoma (8.62%) y plasmido (46.55%) y sul2 en cromosoma (5.17%) y plasmido
(24.14%).

El mapa de distribucion de los genes se presenta en los anexos 7y 8.
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Genes de resistencia a betalactamicos
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Grafica 21. Distribucion de genes asociados a resistencia a betalactamicos (blactx-v-3—blaoxa-g).
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Genes de resistencia a aminoglucosidos
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Gréfica 24. Distribucién de genes asociados a resistencia a aminoglucosidos.
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Genes de resistencia a tetraciclinas, fenicoles, macrélidos, rifamicina y nitrofuranos.
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Grafica 25. Distribucion genes asociados a resistencia a tetraciclinas, fenicoles, macrélidos, rifamicina y nitrofuranos.



Genes de resistencia a fosfonatos, polimixinas, diaminopirimidinas y sulfonamidas.
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Se identific6 en niumero de familias a las que presentaba resistencia cada uno de
los genomas. El anexo 9 muestra las familias de antibioticos evaluadas (12) y la
presencia/ausencia de resistencia hacia ellas. La tabla 46 y grafica 27 indican la
distribucion de las familias por categorias.

Tabla 46. Distribucion del genotipo de resistencia a 12 familias de antibioticos en los genomas
de E.coli 025:H4 ST131.

Familia de ST131 H30-Rx H30-R No H30

antibiéticos n=58 (%) n=33 (%) n=16 (%) n=9 (%)
Betalactamicos 55 (94.83) 32 (96.97) 15 (93.75) 8 (88.89)
Quinolonas 58 (100) 33 (100) 16 (100) 9 (100)
Aminoglucosidos 48 (82.76) 28 (84.85) 13 (81.25) 7 (77.78)
Tetraciclinas 30 (51.72) 21 (63.64) 6 (37.5) 3(33.33)
Fenicoles 31 (53.45) 25 (75.76) 2 (12.5) 4 (44.44)
Macrolidos 27 (46.55) 15 (45.45) 10 (62.5) 2 (22.22)
Rifamicina 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Nitrofurantoina 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Fosfonatos 1(1.72) 0 (0) 0 (0) 1(11.12)
Polimixinas 2 (3.45) 0 (0) 0 (0) 2 (22.22)
Diaminopirimidinas 32 (55.17) 16 (48.48) 12 (75) 4 (44.44)
Sulfonamidas 34 (58.62) 16 (48.48) 11 (68.75) 7 (77.78)
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Grafica 27. Distribucidn del perfil genotipico de resistencia a 12 familias de antibioticos en los genomas de estudio.
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La clasificacion por perfil de resistencia se realiz6 de acuerdo con las categorias
propuestas por Magiorakos et al. La mayoria de genomas ST131 se agrup6 dentro
de las MDR (87.93%). Dentro de los subclones de estudio, H30-Rx presento6 el
porcentaje mas elevado de MDR (93.94%). Los genomas SK1144 (Japon, No H30)
y 55989 (Pakistan, H30-Rx) presentaron resistencia Unicamente hacia quinolonas
mientras que SA186 (Arabia Saudita, No H30) portaba determinantes que le
permitieron asociarse con resistencia hacia 9 familias, siendo la mayor cantidad
reportada (anexo 9). Ningun genoma presentdé genes o mutaciones que le
confirieran resistencia a rifamicinas o nitrofuranos por lo que no se reportaron
genomas dentro de las categorias XDR o PDR. La tabla 47 y grafica 28 muestran
la distribucién de cepas NMDR y MDR.

Tabla 47. Distribucion de genomas MDR y NMDR.

Categorias de ST131 H30-Rx H30-R No H30
Magiorakos n=58 (%) n=33 (%) n=16 (%) n=9 (%)
NMDR 7 (12.07) 2 (6.06) 3 (18.75) 2 (22.22)
MDR 51 (87.93) 31 (93.94) 13 (81.25) 7 (77.78)

MDR=multidrogoresistente, NMDR=no multidrogoresistente.
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Grafica 28. Distribucién de genomas MDR y NMDR. La clasificacion se realizé utilizando los
criterios propuestos por Magiorakos et al., y no se tomaron en cuenta las clasificaciones XDR y PDR
debido a que todos los genomas carecieron de generes de resistencia para rifamicina y nitrofuranos.
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7.2.15. Identificacién de mutaciones en girasay topoisomerasa IV

La plataforma ResFinder 4.1 permitié identificar los genomas que presentaron
mutaciones en los genes gyrA (91.38%), gyrB (0%), parC (87.93%) y parkE (96.55%)
causantes de resistencia a FQ (tabla 48, gréfica 29). Posteriormente se localizaron
las sustituciones de aminoacidos especificas y la frecuencia de estas en cada
subclon de estudio (tabla 49, grafica 30). Los datos de las sustituciones en cada

genoma se muestran en el anexo 10.

Tabla 48. Mutaciones en los genes de girasa y topoisomerasa V.

Gen ST131 H30-Rx H30-R No H30
n=58 (%) n=33 (%) n=16 (%) n=9 (%)
gyrA 53 (91.38) 33 (100) 15 (93.75) 5 (55.55)
gyrB - - - -
parC 51 (87.93) 33 (100) 15 (93.75) 3 (33.33)
parE 56 (96.55) 32 (96.97) 16 (100) 8 (88.88)
El gen gyrB no presenté mutaciones asociadas con resistencia hacia FQ.
100% — —
90% = g B g & § —
70% 8 P < o 3
60% Z =
50% S
40% §
30% Q
20%
10% 2 2 4 2
% L ST131 ' 1 H30-Rx i ‘ H30-R l No H30 |—
(n=58) (n=33) (n=16) (n=9)
ogyrA mgyrB @parC OparE

Gréfica 29. Porcentaje de cepas con mutaciones en girasay topoisomerasa IV relacionadas
con laresistencia a FQ. No se reportaron cambios en el gen gyrB. Se utilizé el programa ResFinder

4.1.

Tabla 49. Mutaciones especificas en los genes de girasa y topoisomerasa IV.

Gen Mutaciones | ST13L H30-Rx H30-R No H30
n=58 (%) n=33 (%) n=16 (%) n=9 (%)

- S83L 53 (91.38) 33 (100) 15(93.75) | 5 (55.55)
DS7N 50 (86.21) 33 (100) 15(93.75) | 2(22.22)
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D87G 1(1.72) 0 (0) 0(0) 1(11.11)
gyrB - - - - -
S80I 50 (86.21) 33 (100) 15 (93.75) 2 (22.22)
parC S80R 1(1.72) 0(0) 0 (0) 1(11.11)
E84V 50 (86.21) 33 (100) 15 (93.75) 2 (22.22)
parE 1529L 56 (96.55) 32 (96.97) 16 (100) 8 (88.88)
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90% |8 3 ) =2 —
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Grafica 30. Mutaciones especificas en los genes gyrA, parC y parE asociadas con resistencia
a FQ.

7.2.16. Busqueda de variantes en genes blacrx-m, asociacion con las
secuencias de insercion IS 26 e IS Ecpl y determinacion de grupo (1,

2,8y9)

Con los resultados obtenidos mediante ResFinder 4.1, se identificaron las variantes
blactx-m y se visualizé su ubicacion en el genoma con SnapGene Viewer 5.2.4, los
resultados se muestran en la tabla 50 y grafica 31. El gen blactx-w-15 fue el mas
prevalente (60.34%), en las ubicaciones cromosémica (31.03%) y plasmidica
(39.66%), seguido de blactx-m-27 (10.34%), localizado sé6lo en plasmido y blactx-m-14
(6.9%) en cromosoma (5.17%) y plasmido (1.72%). El gen blacrx-m-15 se presento
en 96.97% de los genomas que forman el subclén H30-Rx y blactx-m-27 en 31.25%

de los genomas H30-R.
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Tabla 50. Variantes de blacrx-midentificadas en los genomas de estudio.

o - ST131 H30-Rx H30-R No H30

% = n=58 n=33 n=16 n=9

= 8 % % % %

> | G c P G c | P | G C P G C P

CTX- 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0

M-3 1.72 0 1.72 3.03 0 3.03 0 0 0 0 0 0

CTX- 35 18 23 32 17 20 2 1 2 1 0 1

M-15 60.34 | 31.03 | 39.66 | 96.97 | 51.52 | 60.6 | 12.5 6.25 12.5 11.11 0 11.11
CTX- 1 0 1 0 0 0 1 0 1 0 0 0

M-32 1.72 0 1.72 0 0 0 6.25 0 6.25 0 0 0

CTX- 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1

M-55 1.72 1.72 1.72 0 0 0 0 0 0 11.11 | 11.11 | 11.11
CTX- 4 3 1 0 0 0 3 3 0 1 0 1

M-14 6.9 5.17 1.72 0 0 0 18.75 | 18.75 0 11.11 0 11.11
CTX- 6 0 6 0 0 0 5 0 5 1 0 1

M-27 10.34 0 10.34 0 0 0 31.25 0 31.25 | 11.11 0 11.11

G=genoma, C=cromosoma, P=plasmido
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Posteriormente, se analizé la asociacién que presentaron los genes blactx-v mas
reportadas en este trabajo (blactx-m-15, blacTx-m-14 y blactx-m-27) con las secuencias
de insercion IS 26 e IS Ecpl. Previamente se identifico la ubicacion de los genes
blactx-m con los resultados reportados con ResFinder 4.1 y se utilizaron
oligonucledtidos especificos para identificar las IS en una distancia de hasta 2 kb
rio arriba y rio abajo. Se analizo el contexto gendmico existente entre ambos
elementos en 27 genes blactx-m-15, 4 genes blacTx-m-14 Y 2 genes blactx-m-27 en los
que se visualizé su secuencia de nucleétidos con SnapGene Viewer 5.2.4 (tabla
51, grafica 32). Se observé una fuerte relacion de blacrtx-m-15 con IS 26 (66.7%),
blactx-m-14 con IS Ecpl (75%) y blactx-m-27 con IS 26 (100%).

Tabla 51. Asociacidn entre blacrx-m-15, blactx-w-14 ¥ blactx-m27 con las secuencias de insercién

1S26 e ISEcp1l.
IS blacrtx-m-15 blacrtx-m-14 blacrx-m-27
n=27 (%) n=4 (%) n=2 (%)
1S26 18 (66.7%) 1 (25%) 2 (100%)
ISEcpl 5 (18.5%) 3 (75%) 0 (0%)
1S26 e ISEcpl 4 (14.8%) 0 (0%) 0 (0%)
IS=secuencias de insercion
100%
100%
90% (2)
80%
70%
. 66.7%
60% (18)
50%
40%
30%
20% 25%
(1)
10%
0% 0% 0%
0%
blagrx.m.s blactx.aa blac x.m.z7
(n=27) (n=4) (n=2)
Oi1s26 @ IS Ecp1 M IS 26elS Ecpt

Gréafica 32. Asociacion entre blacrx-m-15, blacrx-m-14 Y blacrx.m-27 con las secuencias de insercién
IS26 e ISEcpl. Se muestra da distribucion de los genes codificantes de CTX-M-15, CTX-M-14 y
CTX-M-27. La asociacion de cada variante con una IS sola 0 en combinaciéon se marca con los
colores azul, si se trata de 1S26, naranja si es ISEcpl y rosa si se presentan ambas IS.
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Se identificaron los grupos a los cuales pertenecen las variantes blactx-v reportadas
de acuerdo con la tabla 3, realizada en base a lo publicado por Canton et al., 2012;
D’Andrea et al., 2013; Mamani, 2015, donde los genes blactx-w-3, blactx-m-15, blactx-
m-32 Y blactx-m-s5 pertenecieron al grupo 1 y blactx-m-14 junto con blactx-m-27 al grupo
9. No se identificaron genes pertenecientes a los grupos 2y 8.

Los resultados se identificaron en genoma, plasmido y cromosoma (tabla 52,
gréfica 33). Se encontr6 que el subclén H30-Rx porta Unicamente genes del grupo
1 (96.97%) mientras que H30-R presenta genes del grupo 9 (43.75%) y 1 (18.75%)
y el No H30 también reporta genomas con las variantes 1 y 9 (22.22% cada una).

Tabla 52. Genes blacrx-m. pertenecientes a los grupos 1, 2, 8 y 9 localizados en el genoma,
cromosomay plasmidos.

ST131 H30-Rx H30-R No H30
S n=58 n=33 n=16 n=9
g % % % %
G C P G C P G C P G C
1 37 19 26 32 17 21 3 1 3 2 1 2
63.79 | 32.76 | 44.83 | 96.97 | 51.5 | 63.64 | 18.75 | 6.25 | 18.75 | 22.22 | 11.11 | 22.22
9 9 3 7 0 0 0 7 3 5 2 0 2
15.52 517 12.07 0 0 0 43.75 | 18.75 | 31.25 | 22.22 0 22.22

G=genoma, C=cromosoma, P=plasmido
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Grafica 33. Distribucion los grupos 1 y 9 de blactx.v. Se muestran los resultados de la
identificacién en el genoma (amarillo), asi como los porcentajes asociados con la ubicacion en
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cromosoma (rosa) y plasmido (turquesa). No se reportaron variantes asociadas con los grupos 2 y
8, por lo que se omiten en la grafica.

El anexo 11 muestra todos los datos reportados en esta seccion.

7.2.17. Identificacidn y caracterizacion de plasmidos en los genomas de
estudio

Se determind la cantidad de plasmidos albergados en los genomas de estudio (tabla
53/anexo 13, gréafica 34), reportando la presencia de 110 plasmidos cerrados en
52 genomas (89.7%), con cantidades de 1-7 plasmidos por cepa, principalmente
aquellas con 1 (48.1%) y 2 (19%). Respecto a los subclones, en todos se
mantuvieron predominantes los genomas con 1 plasmido (37.5-54.55%) y para las
No H30 también aquellos con 3 (44.44%). Las cepas no portadoras se agruparon

principalmente en H30-Rx (15.15%).
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Grafica 34. Distribucién del nimero de plasmidos reportados en los genomas de estudio.

7.2.17.1. ldentificacion de replicones

La caracterizacion de plasmidos en base a replicones se realizé con el programa
PlasmidFinder 2.1. Los genomas de estudio portadores de plasmido (n=52)
albergaron un total de 110 elementos, distribuidos en los subclones H30-Rx (n=47),
H30-R (n=42) y No H30 (n=21). El grupo de incompatibilidad predominante fue IncF
(51.82%), generalmente en las composiciones de multirreplicones IncFIA, IncFll
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(11.8%), IncFIA, IncFIB, IncFll (10%) e IncFll como el replicén Gnico predominante
(7.27%). También se detectaron replicones del tipo Col (10%), Incll (5.45%) y 25
plasmidos (22.73%) no fueron tipificables. IncF también predomind en el subclén
H30-Rx (65.96%), en H30-R (38.1%) y no H30 (62%). H30-R fue el subclén que
presento la mayor cantidad de plasmidos no tipificables (30.95%) (tabla 54/anexo
13, grafica 35).
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Gréfica 35. Prevalencia de replicones en el cepario de estudio. Se identificaron 110 plasmidos
cerrados en los genomas ST131 (n=58), con replicones del grupo IncF como los mas reportados
(51.82%). IncF también predominé en el subcléon H30-Rx, en H30-R y no H30. H30-R también
presentd la mayor cantidad de plasmidos no tipificables (NT).

7.2.17.2. Determinacién de la secuenciatipo plasmidica (pMLST)

El uso de PlasmidFinder 2.1 permitié seleccionar los plasmidos que pertenecen al
grupo IncF en el total de genomas analizados/ST131 (n=57), asi como los subclones
de estudio H30-Rx (n=31), H30-R (n=16) y No H30 (n=10).
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La determinacion de secuencia tipo o ST para los pldsmidos IncF se realiz6
identificando los alelos mas prevalentes de los replicones FIIA (F), FIA (A) y FIB (B)
(tipificacion FAB) en las cepas ST131, asi como en subclones, con la finalidad de
conocer la prevalencia de plasmidos con combinaciones alélicas especificas en
cada uno de los grupos de estudio (tabla 55/anexo 13, grafica 36). El alelo
predominante fue F2 (10.53%), presente en los 3 subclones, con mayor porcentaje
en No H30 (20%). El subclon H30-Rx mostré una asociacion especifica con F2:A1
(6.45%), F36:A4:B1 (6.45%) y F36:A6:B1 (9.68%), por su parte H30-R se asocio
con todos los alelos F1:A2:B20 (31.25%) y las No H30 con F29:B10 (30%).
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Grafica 36. Distribucién de los alelos FAB asociados a plasmidos IncF en los genomas de
estudio. La categoria “Otros” agrupa los alelos reportados en solo 1 pladsmido y “ND” a los que no
lograron tipificarse con el programa.

7.2.17.3. Busqueda de relaxasas MOB y traT en plasmidos

Conocer la posible capacidad de conjugacion y movilidad plasmidica en los
plasmidos de estudio se determiné identificando la presencia del gen traT y las
relaxasas MOB de las familias MOBF (MOBF11, MOBF12) y MOBg (MOBg11, MOBg12
y MOBoqu), asociadas a plasmidos grandes (>60 kb) y pequefios (<5 kb) en E. coli,
respectivamente. En la tabla 56/anexo 13 y grafica 37 se observa la presencia y
distribucion de estos genes.

El gen traT fue determinado en 30 plasmidos (27.27%), con mayor presencia en No
H30 (42.86%) y en menor medida en H30-Rx (25.53%) y H30-R (21.43%). En el
analisis de relaxasas MOBF, la relaxasa MOBF12 fue la méas reportada (29.09%) y se
identifico en los 3 subclones con porcentaje variable (23.8-42.86%) y la relaxasa
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MOBF11 (1.8%) se agrupdé en H30-R (2.38%) y No H30 (4.76%). Referente a la
familia MOBg, MOBqu (5.45%) se present0 en los 3 grupos, con mayor presencia en
plasmidos H30-R (9.52%), MOBq12 (3.6%) se asocio con H30-R (7.14%) y H30-Rx

(2.13%) y MOBq11 no se reporto.
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Grafica 37. Distribucién del gen traT y las relaxasas MOBry MOBg en los genomas de estudio.

Con los datos obtenidos identificamos los plasmidos con probable capacidad de
conjugacion (relaxasa y traT), movilizables (relaxasa) y no movilizables (no
relaxasa). Los resultados se muestran en la tabla 57 y gréfica 38. El cepario
025:H4 se constituyd por 28 plasmidos con capacidad de conjugacion (25.45%),
presentes en proporcién similar para H30-Rx (21.28%) y H30-R (21.43%) pero
mayores en No H30 (42.86%). 16 plasmidos se catalogaron como movilizables
(14.55%), en su mayoria agrupados en H30-R (21.43%) y 66 plasmidos no
movilizables (60%), presentes principalmente en H30-Rx (68.09%).

Tabla 57. Caracterizacion de la movilidad plasmidica.

Caracteristica ST131 H30-Rx H30-R No H30
n=110 (%) N=47 (%) n=42 (%) n=21 (%)

Conjugativo 28 (25.45) 10 (21.28) 9 (21.43) 9 (42.86)
Movilizable 16 (14.55) 5 (10.64) 9 (21.43) 2 (9.52)

No movilizable 66 (60) 32 (68.09) 24 (57.14) 10 (47.62)
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ST131 25.45%
(n=110) (28)
H30-Rx 21.28%
(n=47) (10)
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Grafica 38. Caracterizacion de la movilidad plasmidica.

Todos los resultados referentes a plasmidos se encuentran en el anexo 12.
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8. DISCUSION

Este trabajo se enfocO en el estudio de cepas 0O25:H4 ST131l. Debido las
condiciones actuales provocadas por la pandemia de COVID-19 se realiz6 en 2
secciones, la primera nombrada de analisis experimental y la segunda de analisis
bioinformético. En cada una de ellas se utilizaron ceparios y la busqueda de
caracteristicas distintas.

La seccién experimental consistié en 55 cepas UPEC 0O25:H4 aisladas de pacientes
mexicanos. A 47 cepas se le realiz6 una extraccion de plasmidos, identificando
cepas no portadoras (25.53%) y portadoras (74.47%), estas ultimas presentaron de
1-6 bandas plasmidicas con tamafios de <0.5 kb (1.4%) a >3.5 kb (4.17%),
predominando aquellos con un tamarfio de 3-3,5 kb (25%). Mukherjee & Mukherjee
realizaron un estudio similar con cepas UPEC, reportando 1-7 plasmidos, con
tamafios de 1-12 kb y con un pladsmido de 12 kb en todas las cepas. Posteriormente
se realiz6 una PCR para determinar la presencia del gen blactx-v, identificAndose
en el 45% de las cepas; sin embargo, los porcentajes de prevalencia son variables
dependiendo de la region geografica, como lo mostraron Dimude & Amyes., Reyna-
Flores et al., y Stoesser et al., en trabajos realizados en Escocia (11.3%), Reino
Unido (48.84%) y México (96.43%).

Para realizar el andlisis bioinformatico fue necesario crear un cepario de estudio con
genomas de E.coli 025:H4. Basandonos en los criterios de seleccion, se eligieron
58 genomas de cepas aisladas en 14 paises y 4 continentes, diversidad similar a la
reportada por Nicolas-Chanoine et al., quienes trabajaron con E. coli productora de
BLEE aislada de 8 paises de 3 continentes y Petty et al., que realizaron un analisis
en cepas 025 ST131 de 6 paises pertenecientes a 4 continentes. Suecia fue el pais
gue presento6 la mayoria de los genomas, con 28 (48.28%), seguido de EUA con 12
(20.69%).

Los sitios de aislamiento principales fueron sangre (44.83%), seguido de heces
(22.41%) y orina (20.69%), difiriendo con los reportes de Coque et al., Liet al., y
Petty et al., donde la orina es el principal origen (53.5-77%), seguido de sangre
(14.5-21.2%) y heces (11.11%). Sin embargo, los estudios de Brzuszkiewicz et al.,
Mao et al., y Vimont et al., han demostrado que las cepas E. coli 025:H4 se asocian
a diversas patologias que van desde cistitis no complicadas hasta sepsis, siendo
los agentes causales mas comunes de las ITU, también se sabe que estas cepas
tienen la capacidad de habitar en TGI, considerado el principal reservorio para las
cepas UPEC.
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Se identificaron los valores minimos (4.83 Mb) y maximos (7.57 Mb) del tamafio del
cromosoma, con un promedio de 5.27 Mb. Estos resultados son similares a lo
reportado por Desmarchelier & Fegan, quienes mostraron que las cepas E. coli
patdgenas poseen genomas con un tamano cercano a 5.4 Mb, en comparacion de
las comensales (4.5 Mb), principalmente por adquisicion de material genético que
les ha permitido adaptarse a nuevos nichos.

Se realizé la confirmacion de serotipo (SerotypeFinder), coincidiendo con los datos
previos (100%). Las interacciones entre el antigeno O y el sistema inmunolégico
son importantes para determinar la ventaja selectiva de cada clon ya que esta sujeto
a una intensa seleccion por parte del sistema inmunolégico del huésped, llevando a
la seleccibn de solo unas pocas variantes (Reeves, 1995). En los estudios
realizados por Ciesielczuk et al., y Rosenberg et al., el serogrupo 025 es uno de los
mas prevalentes en cepas EXPEC, mientras que el serotipo H4 tiene un papel en el
aumento de la adherencia e invasion de las células de la vejiga y la estimulacion de
IL-10 (Kakkanat et al., 2015). Ademas, las cepas de E. coli que ingresan al tracto
urinario, se enfrentan a obstaculos durante la colonizacion que causan cuellos de
botella poblacionales, reduciendo la diversidad y seleccionando clones aptos, entre
ellos 0O25:H4 (Hannan et al., 2012), el cual se sabe porta diversos genes para la
adhesion, evasion de la defensas y adquisicion de hierro.

Todos los genomas de estudio pertenecieron al filogrupo B2 (100%). Trabajos
anteriores realizados por Biggel et al., Carattoli et al., y Ochoa et al., coinciden en la
asociacion de cepas EXPEC y/o 025:H4 con los filogrupos B2 (39-96.4%); sin
embargo, el filogrupo D también suele reportarse en estas cepas (3.6-54.9%). La
nula deteccion de genomas del filogrupo G concuerda con resultados que lo han
asociado mas a ciertos serotipos especificos (024:H4, O33:H4, 0114:H4, 0O119:H4
y 0143:H4) (Clermont et al., 2019).

La tipificacibn de secuencias multilocus (MLST) proporciona informacion
complementaria y util, ya que nos permite caracterizar las cepas en complejos
clonales y secuencias tipo (Beghain et al., 2018). En este trabajo se identificaron 56
cepas (96.55%) ST131 y 2 cepas (3.45%) ST2279. Hertz et al., reportaron que
ST2279 se ha relacionado con cepas no productoras de BLEE (7%) y se diferencia
de ST131 en el locus purA, portando el alelo purA_8, mientras que ST131 contiene
el alelo purA_28; sin embargo, ambas ST pertenecen al CC131, es decir estan
estrechamente emparentadas (Deshpande et al., 2021).

Diversos estudios se han enfocado en la relacion existente entre el serotipo O25:H4
y ST131. Nicolas-Chanoine et al., aislaron 41 cepas, donde 36 aislados (88%)
mostraron un perfil genético similar perteneciendo al filogrupo B2, serotipo 025:H4
y perfil MLST ST131; Blanco et al., recolectaron 1021 cepas, reportando 195 (19%)
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agrupadas en el serotipo 025:H4 y ST131; Mamani, 2015 analiz6 94 cepas, en su
mayoria aislada de pacientes cursando una ITU (72%) determinando el serotipo
025:H4 como el mas comun (32%) y asociado el filogrupo B2 y ST131 en todas las
cepas, ademas trabajo con otro cepario de 500 muestras EXPEC, donde 59 cepas
(12%) pertenecieron al serotipo O25:H4 y todas fueron ST131. Todos estos estudios
se realizaron en cepas de E. coli productora de betalactamasas en diversas
regiones geogréficas evidenciando que la prevalencia general de ST131 varia de
acuerdo con la regién de aislamiento, pero se encuentra estrechamente relacionada
con el serotipo O25:H4 y el filogrupo B2. En nuestro equipo de trabajo, Martinez-
Gorgonio report6 55 cepas UPEC 025:H4 donde 80% pertenecieron a ST131.

ST131 tiene una estructura basada en clados, caracterizada por haber presentado
multiples eventos de recombinacion. Petty et al., identificaron genes codificantes de
adhesinas fimbriales y motilidad dentro de fragmentos recombinantes, coincidiendo
con las variantes alélicas asociadas a clado. Dentro del clado A, el alelo fliC
corresponde al serogrupo H5 mientras que los clados B y C poseen el alelo H4,
adyacente a una region de insercion de un profago (Phi5). El gen fimH también se
encuentra dentro de otro fragmento recombinante caracteristico de ST131,
explicando la diversidad de alelos especificos de clado (fimH41 en el clado A,
fimH22 en el clado B y fimH30 en el clado C).

De acuerdo con lo reportado por Petty et al., los genomas H30 también pueden
clasificarse como subgrupo C y los H22, subgrupo B. En este trabajo se utilizé
FimTyper 1.0 para identificar las variantes alélicas de fimH en los genomas ST131,
predominando H30/C (84.48%), seguido por H22/B (5.17%) y en menor proporcion
H27 (3.45%), H1196 (1.72%) y H161 (1.72%). Trabajos realizados por Li et al.,
Mamani y Stoesser et al., reportaron el subgrupo C en menor porcentaje (64%) pero
en el subgrupo B fue mas prevalente (24-30%). Mediante BLAST se encontrd
relacion del alelo H161 con H22 y H1196 con H30, coincidiendo con lo reportado
por Liu et al.

Posteriormente se eligieron los genomas H30/C (n=49) para identificar la presencia
de 2 subclones anidados dentro de este grupo. 33 genomas pertenecieron al
subclén H30-Rx (67.35%) y 16 a H30-R (32.65%). Estos valores difieren de lo
reportado por Li et al., Mamani, Martinez-Gorgonio y Stoesser et al., en China,
donde la incidencia de H30-Rx es mayor (75.47%) frente a H30-R (24.53%), en
Espafia se han reportado cifras de 46.9% para H30-Rx y 53.1% para H30-R; en
México el subclén H30-Rx predomind (90.9%) frente a H30-R (9.1%) y en Reino
Unido, 59% para H30-Rx y 41% para H30-R. Estos resultados indican que la
incidencia estéa ligada a la region donde se ha realizado el aislamiento.
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Price et al., realizé un analisis evolutivo en cepas ST131, asociando el subclén H30-
R con resistencia a FQ por mutaciones en los genes cromosémicos gyrA 'y parCy
el subclén H30-Rx con la posterior adquisicion de blactx-m-15, incrementando el
riesgo de provocar sepsis.

Una vez definidos los clados y subclones, los genomas de estudio se nombraron
como grupo ST131 (n=58), ademas, para conocer las diferencias entre los
principales subclones que lo conforman, se analizaron 3 subgrupos de estudio,
denominados H30-Rx que incluye 33 genomas (56.9%), H30-R con 16 genomas
(27.59%) y No H30 (15.52%), donde se han agrupado 7 genomas no H30 y 2 cepas
ST131 que no presentan el gen fimH. Nuestros porcentajes son similares a lo
reportado por Merino et al., con valores de 65% para H30-Rx, 21% en H30-R y el
15% No H30.

Las cepas de E. coli ST131 se caracterizan por presentar diversos genes de
virulencia comunmente compartidos entre las EXPEC. Es probable que las
diferencias en el contenido de genes de virulencia contribuyan al potencial de
virulencia variable de ST131 (Petty et al.,, 2014). En este trabajo se analiz6 la
presencia de 58 genes de virulencia asociados a funciones de adherencia, evasion
del sistema inmune, invasinas, toxinas, adquisicion de hierro y miscelaneos con la
finalidad de conocer aquellos altamente presentes, asi como la asociacién gen de
virulencia-subclén. El analisis se realizd en plasmido y cromosoma, haciendo uso
del programa VirulenceFinder 2.0 asi como PCR in silico.

Analizamos 27 genes asociados a la adherencia. Los genes motA, motB, fliC y yfcV
se identificaron en todos los genomas (100%), seguido de fimH y csgA (96.55%),
iha (91.38%), papA F43 (89.66%), papC, papF y hra (43.1%), papGll (41.38%),
uclA y uclD (39.66%), afaA, afaC, afaD (20.69%) y los genes nfak, afaFM955459,
afa/draBC, afak, afaB, papGlll y tsh (<20%). En trabajos realizados por Biggel et
al., Blanco et al., Coelho et al., Cordeiro et al., Dadi et al., Johnson et al., Mamani,
Merino et al., Nicolas-Chanoine et al., Paniagua-Contreras et al., Srinivasan et al., y
Wurpel et al., el gen fimH se reporté con un porcentaje de prevalencia de 61.3-
100%, otros genes con presencia variable segun el pais de aislamiento son afa
(2%), papA (33-54.8%), papC (24.7-74.8%), papF (35-77%), papGll (15.4-64%),
papGlll (2%), afaFM955459 (31.8-33%), afa/draBC (22-33%), csgA (100%), ucl
(29%), hra (35-55%) e iha (64.9-91%).

Los genes papGl, sfaS y tosA no se encontraron en los genomas de estudio,
coincidiendo con el trabajo de Mamani en cepas ST131 espafiolas quien tampoco
identificO cepas portadoras de papGl y sfaS. Li et al., en China, tampoco
encontraron el gen papGil, pero si a sfaS (8.4%) y a diferencia de este trabajo, no
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identificaron el gen nfaE. Vigil et al., asoci6 la presencia de tosA con cepas UPEC
(25%); sin embargo, en este trabajo no se identifico el gen, aun en cepas 025:H4
ST131 aisladas de orina.

En lo referente a genes asociados a subclon en porcentajes de 90-100% para H30-
Rx fueron fimH, papA_F43, csgA, motA, motB, fliC, yfcV e iha, en el subclén H30-R
se presentaron los genes fimH, csgA, motA, motB, fliC, yfcV e iha y en las No H30
los genes csgA, motA, motB, fliC y yfcV, demostrando que la capacidad de adhesion
es importante en 025:H4 ST131, independientemente del subclén al que pertenece,
ademas son varias las vias para lograr la adherencia, lo cual se observo en la
diversidad de genes presentes. El gen afaFM955459 se agrup6 solo con el subclén
H30-Rx y los genes papGlll y tsh lo hicieron con las No H30, coincidiendo con lo
reportado por Merino et al. El gen tsh solo se identific6 en 1 plasmido, coincidiendo
con lo reportado por Coelho et al., quienes asociaron a tsh con cepas EXPEC no
ST131. Su baja presencia (1.72%) podria indicarnos que proviene de un plasmido
no ST131.

Se identificaron 9 genes codificantes de sistemas de captacion de hierro,
localizando en todos los genomas a fyuA y chuA, ademas de sitA (96.55%), tonB
(94.83%), iucD e iutA (91.38%), iucC  (89.66%), iroN (3.45%) e ireA (1.72%). En
trabajos realizados por Campos et al., Johnson et al., Mamani, Martinez-Gorgonio,
Merino et al., Nicolas-Chanoine et al., y Zarzoza-Mendoza, reportaron los genes
fyuA en un rango de 78-100%, predominando aquellos con la presencia del gen en
todas sus cepas, chuA (85-100%), sitA (83.4%), tonB (98.13%), iucD (89-93%), iutA
(48.4-97%), iroN (11-75%). Johnson et al., mostraron que ireA no suele asociarse
con ST131, coincidiendo con nuestros resultados.

Los subclones H30-Rx y H30-R presentaron porcentajes de 90-100% en sitA, iucC,
iucD, iutA, fyuA, chuA y tonB, mientras que las No H30 lo hicieron solo con fyuA,
chuA 'y tonB. Estos resultados son similares a los reportados en Espafia y China por
Li et al., y Merino et al. En relacion con genes especificos de subcldn, iroN e ireA se
agruparon solo con los genomas H30-Rx; Merino et al., reportaron la presencia de
iroN en los subclados H30-Rx y No H30. Los resultados obtenidos nos permiten
asociar la presencia de mayor cantidad de sistemas de captacion de hierro con
cepas H30, especificamente las cepas H30-Rx.

La busqueda de genes codificantes de toxinas incluy6 9 variables, principalmente
sat (91.38%), seguido de hlyA (25.86%), cnfl (24.14%), senB (15.52%) y astA
(12.07%). En estudios realizados por Dadi et al., Merino et al., Nicolas-Chanoine et
al., y Paniagua-Contreras et al., la presencia de estos genes es variable, sat (36-
100%), hlyA (19-51.5%), cnfl (11-29%), cvaC (38.6-8%), hlyF (8-15%) y astA
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(33.5%). En esta trabajo no se identifico la presencia de vat, coincidiendo con los
datos de Johnson et al. En la asociacién gen-subclon, sat se agrup6 con H30-Rx y
H30-R (90-100%), en contraste con los resultados de Merino et al.,, quienes
asociaron sat con los 3 subclones.

Se buscaron 9 genes con funcién en la evasién de las defensas del huésped,
principalmente kpsk (96.55%), ompT (94.83%), iss (93.1%), kpsMII-K5 (60.34%),
kpsMTII y traT (43.1%) y kpsMII-K2 (27.59%). Estudios similares realizados por
Johnson et al., Mamani, Merino et al., Mohammed & Ibrahim y Nicolas-Chanoine et
al., identificaron los genes ompT (81.5-100%), iss (8-54.5%), kpsMII-K5 (2-56.6%),
kpsMII-K2 (39-72.7%), kpsMT (80%) y neuC (10%). El gen cma sdlo se identificd en
plasmidos (6.9%) y esta baja frecuencia se debe a su asociacion mas frecuente en
cepas ST95 (Chen et al., 2021). El gen kpsE codifica una proteina que acopla el
transportador ABC para la posterior translocacion a la superficie celular (sintesis
capsular) (Whitfield, 2006) y sin embargo, no se identificaron reportes de la
prevalencia de este gen en cepas ST131.

Los genes iss, ompT, y kpskE se localizaron en un rango de 90-100% en los
subclones H30-Rx y H30-R y neuC se asocio6 solo en los genomas No H30. Merino
et al., identificaron iss en los 3 subclones, principalmente No H30 (57%), pero
reporté porcentajes de prevalencia menores. También identific6 ompT con valores
en los subclones cercanos a los identificados en este trabajo.

Finalmente se identificaron genes codificantes de diversas funciones. Los genes
malX y agn43 estuvieron presentes en todos los genomas de estudio (100%). Los
trabajos de Cordeiro et al., Johnson et al., y Nicolas-Chanoine et al., presentaron
valores similares para malX (68-100%) pero menores para agn43 (19.4%). La
incidencia menor de agn43 puede deberse a la presencia de 2 variantes del gen
asociadas a cepas UPEC y el uso de primers especificos de un solo alelo (Klemm
et al., 2004), por el contrario, este estudio identifico la presencia de todo el gen sin
importar el alelo al que perteneciera. El gen usp (98.28%) se encontr6 en todas las
cepas H30-Rx y H30-R e ibeA (8.62%) solo se presentd en las cepas No H30. Los
reportes de Martinez-Gorgonio, 2019; Merino et al., y Paniagua-Contreras et al.,
difieren en la prevalencia de usp (87-100%) e ibeA (12.5-43.1%). También se
compararon los resultados de este trabajo con los reportados por Li et al., en cepas
UPEC para malX (66%) y usp (57%). Los valores mas bajos en cepas UPEC podrian
indicarnos que estos genes estan mas asociados a cepas 025:H4 ST131.

De los 58 genes analizados, 50 genes (86.2%) se detectaron en al menos 1
genoma, cifra mayor que la reportada por Nicolas-Chanoine et al., quienes
evaluaron 46 genes de virulencia en cepas ST131, identificando solo 16 (35%) en
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al menos 1 cepa. Este estudio identifico6 genes en cromosoma y plasmidos,
localizando la mayoria en cromosoma. Las cepas de E. coli extraintestinales portan
en su mayoria (93%) al menos una PAI, elementos genéticos que contribuyen a la
virulencia y diversidad en cepas UPEC (Moreno et al., 2006). La mayoria de las
adhesinas estan codificadas en PAI, excepto las fimbrias conservadas, como el pili
tipo 1; sin embargo, la expresidbn de esta se encuentra regulada por genes
localizados en estos fragmentos, al igual que los genes del operon pap y tos. Las
fimbrias F1C/S se encuentran con frecuencia en PAI de NMEC, pero raramente en
cepas UPEC y/o ST131, coincidiendo con la ausencia de genes codificantes de
estas fimbrias en el presente trabajo. Otros genes, como tsh, vat, sat y aquellos con
papel en la captacion de hierro forman parte de islas localizadas en cepas ExPEC.
Finalmente, algunos serotipos capsulares (K1, K4, K5) también estan codificados
en PAI (Desvaux et al., Lane & Mobley, 2007; Lloyd et al., 2007, 2009; Whitfield,
2006).

Banerjee et al., trabajaron con cepas ST131 y determinaron que el subclén H30-Rx
a menudo tienen una virulencia mas alta en comparaciéon con otros subclones.
Totsika et al., analizaron la cepa EC958 ST131, identificando diversos MGE no
presentes en cepas no ST131, entre ellos siete elementos de profago (Phi 1-7) y
cuatro islas genémicas (Gl-pheV, Gl-selC, Gl-leuX y GI-thrW). Posteriormente,
Petty et al., identificaron estos determinantes en 95 cepas ST131, en su mayoria
conservadas en cepas H30, pero total o parcialmente ausentes en las cepas H22 y
H41. Ben Zakour et al., relacionaron las toxinas HIyA y CNF-1 y el antigeno 43
(agn43) con una Gl-pheV adquirida por cepas del fimH30 ST131. Estos resultados
coinciden con los reportados en este trabajo, donde las cepas H30 presentaban
porcentajes mayores de presencia de los genes de virulencia identificados y dentro
de estos genomas, los pertenecientes a H30-Rx portaban una mayor cantidad.

Las cepas EXPEC suelen presentar una gran variedad de genes de virulencia entre
los distintos patotipos que las conforman (UPEC, APEC, NMEC). Spurbeck et al.,
identificaron 4 genes asociados con la capacidad de E. coli para causar una ITU,
independientemente del sitio de aislamiento, es decir, pese a que una cepa sea
aislada de sangre o heces, si presenta estos genes tiene una alta probabilidad de
colonizar el TU y llegar a desarrollar una ITU. Todos los genomas de estudio
cumplieron con los criterios para presentar la capacidad de desarrollar una ITU. Los
trabajos realizados por Mamani et al., y Merino et al., obtuvieron resultados similares
utilizando este esquema en aislados ST131 (90.2-98%).

La virotipificacion se realizé basado en la presencia de 4 genes de virulencia que
permiten la clasificacion en 5 virotipos (Blanco et al.,, 2013; Martinez-Gorgonio,
2019). En el grupo ST131 predomina el virotipo C (74.14%), seguido del A (10.34%),
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D (8.62%), B (3.45%), finalmente una cepa se asocio con el virotipo E (1.72%) y otra
no presentd ninguno de los 4 genes de virulencia (1.72%). Estos resultados se
compararon con los de Mamani, que trabajé con cepas ST131 espafiolas e
internacionales, coincidiendo en el virotipo C como predominante (31.5-65%) pero
diferenciandose en el segundo virotipo prevalente, siendo para las cepas espafiolas
el B (30.77%) y para las internacionales el A (17.1%). En México, Martinez-Gorgonio
reporto el virotipo D como principal (43%), seguido del C (20%) y en Francia, Blanc
et al., reportaron el grupo A (72.73%) y C (27. 27%).

Este estudio también analiz6 por primera vez los virotipos predominantes en los
subclones de ST131. Los genomas H30-Rx se agruparon mayoritariamente en el
virotipo C (72.73%), seguido del A (18.18%) y B (6.06%). El grupo H30-R se asocio
casi en su totalidad con el grupo C (93.75%) y las No H30 pertenecieron a los grupos
D (55.56%) y C (44.44%). Mora et al., analizaron los virotipos cepas ST131
espafiolas y realizaron una asociacién por alelos, donde las fimH30 se agrup6 en
los virotipos A, B, C y E mientras que fimH22 lo hizo con D, coincidiendo con los
resultados obtenidos en este trabajo, al igual que lo reportado Olesen et al., quienes
analizaron 128 aislados ST131 de 16 paises y reportaron asociacion virotipo-
subclén, donde las no H30 se relaciond con virotipo D (52%), H30-R con virotipo C
(76%) y H30-Rx con el A (67%)).

La presencia de cepas hibridas, es decir, que pueden actuar como DEC y EXPEC
habia sido poco frecuente, hasta hace algunos afios que se ha comenzado a
reportar E. coli capaz de causar infecciones intestinales seguidas de infecciones del
torrente sanguineo (Valiatti et al., 2020). En el presente estudio realizamos la
busqueda de determinantes de virulencia utilizados para categorizar los 6 patotipos
diarreogénicos (ETEC, EPEC, EHEC, EAEC, DAEC y EIEC). Soélo se localizaron
cepas EXPEC/DAEC (5.17%) por identificacién del gen daaE, codificante de una
adhesina fimbrial (F1845). Las cepas hibridas se agruparon en los subclones No
H30 (22.22%) y H30-Rx (3.03%). Nuestros resultados contrastan con otros trabajos
de cepas EXPEC/DEC en ST131, como el realizado por Mandomando et al., quienes
identificaron las fimbrias AggR y AAF/V (EAEC) en cepas fimH27 (No H30), ademas
de los genes propios de ExXPEC. Martinez-Gorgonio identifico, en cepas UPEC
025:H4 mexicanas, los patotipos hibridos UPEC/EIEC (60%), UPEC/EPEC (4%),
UPEC/EAEC (1.8%) y UPEC/EHEC (1.8%).

En el subclon H30-Rx, el genoma B1194-PB-2012 presentd genes de resistencia a
8 familias de antibidticos (MDR), se identificd blacrx-m-15 en cromosoma y plasmido,
diversos genes con funcion en adhesion, captacion de hierro y evasion de las
defensas y un plasmido IncF. En el subclon No H30, se identificaron 2 cepas
hibridas, la cepa SCU-479 fue MDR, porté los genes blacmy-2, blacmy-6 y blatem-1 pero
no presento blactx-m y se identificé un plasmido conjugativo IncF de 112 kb portando
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sblo el gen senB y la cepa SK1144 se clasificO como NMDR (solo presento
resistencia a FQ por la mutacion 1529L de parE), pero albergé diversos genes con
funcién de adhesion, captacion de hierro y evasion de las defensas. Se identifico un
plasmido conjugativo IncF de 169 kb conteniendo mcbA y senB.

Los factores de virulencia no estan, en general, restringidos a un grupo de
patégenos, también pueden ocurrir en otros patotipos, mejorando las caracteristicas
de virulencia del portador; sin embargo, hay indicios de que no todas las
combinaciones de factores de virulencia llegan a ser exitosas, ya que ciertos
factores necesitan de un trasfondo genético especifico (Muller et al., 2007), este
podria ser el caso de la baja incidencia en cepas hibridas EXPEC-DEC ST131.

Recientemente se ha informado que el TGl es el principal reservorio de cepas UPEC
y ciertos sistemas de adhesién como los pili tipo 1 y la fimbria Ucl, cuya funcién
ayuda a UPEC a adherirse en las criptas de las células epiteliales del colon e invadir
este sitio anatomico (Klein & Hultgren, 2020). Las fimbrias Ucl presentan la via de
secrecion chaperona-ayudador (CU) en la que es necesaria una proteina chaperona
periplasmica y una proteina ayudadora/usher de membrana externa, ademas de la
subunidad principal, constituida por aproximadamente 500-3000 monémeros y la
subunidad de adhesina en la punta distal (Phan et al., 2011). La presencia de estas
fimbrias ha sido reportada en 4 cepas UPEC B2 y D, presentando un alto grado de
conservacion en los genes que la codifican, a excepcién del gen uclA (Wurpel et al.,
2016).

En este trabajo se realiz6 la busqueda del operén uclABCD en diversas cepas
prototipo de E. coli, con la finalidad de identificar su asociacion hacia un grupo
especifico, localizandola en el cromosoma de 6 cepas EXPEC, en su mayoria
conformado por cepas UPEC (83.33%) y una NMEC (16.67%) y todas fueron parte
del filogrupo B2. Se identific6 el porcentaje de homologia en base a UTI89,
localizandose un grupo, formado por UTI89, RS218 y F11 portadoras de
subunidades con la misma secuencia. Un segundo grupo (UMEA 3121-1,
ABU83972 y 536) mostré divergencia en comparacion con UTI89; sin embargo, los
porcentajes de homologia siguieron siendo elevados (>99%) a excepcion de uclA
(73.22-99.67%), la Unica subunidad que no conservo la misma longitud en todas las
cepas (306-552 pb).

Posteriormente, identificamos el operéon ucl en los genomas 025:H4 ST131. El
operon se localizé en 23 genomas (39.66%), principalmente en el subclon H30-Rx
seguido de No H30. Los genomas portadores del operén provenian de 10 paises de
4 continentes, mostrando la presencia de esta fimbria en aislados distantes
geograficamente. Se selecciond 1 cepa representativa de cada pais para determinar
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el % de homologia en relacion con UTI89, observando que, en todos los genomas
clinicos, excepto Z247 (China, No H30) se ha conservado la similitud de secuencia
con la presente en UTI89, pero presentando distinta orientacion del operén e
insercion en distintos sitios del genoma

Se analizaron las diferencias entre UTI89 y Z247 identificando sustituciones de
aminoacidos en los 4 genes del operdn; sin embargo, no se conocen que
alteraciones en el fenotipo podrian estar asociadas. También se esquematizé el
contexto genético del operon ucl en los genomas 025:H4, identificando genes
conservados en los extremos. El gen yphA, colindd a uclA y codificé una proteina
de membrana interna y a 18 pb de uclD se identific6 una secuencia de 210 pb
conservada, incluso en las cepas prototipo. Dicha secuencia no se encontraba
anotada en todos los genomas, pese a estar presente y mostré un porcentaje de
identidad de 97.14-100% con ITU89 como referencia y un %GC bajo, pudiendo
tratarse de un MGE asociado en la diseminacion de la fimbria Ucl. Se analiz6 la
secuencia de aminoacidos en bases de datos, pero no se obtuvo informacion por lo
gue se utilizaron herramientas bioinformaticas para el analisis de proteinas que nos
indicaron similitud con proteinas de origen viral. Esto nos podria indicar que el
operon ucl pudo ser insertado por un elemento profago en el cromosoma de cepas
EXPEC, dada la elevada plasticidad gendémica que se sabe presentan y
posteriormente haber eliminado los elementos encargados de la movilidad genética
de ese segmento, pero conservando un remanente, es decir, el segmento analizado.

Para conocer el perfil de resistencia en los genomas estudiados, se analiz6 la
presencia de 67 determinantes de resistencia, incluidos genes y mutaciones
especificas. Los genes se agruparon en 12 familias de antibioéticos y la busqueda
se realizé en plasmido y cromosoma. En la familia de antibiéticos betalactamicos,
los genes prevalentes fueron blactx-w-15 en cromosoma (31.03%) y plasmido
(39.66%), blactx-m-27 en plasmido (10.34%), blactx-v-14 en cromosoma (5.17%) y
plasmido (1.72%), blaoxa-1 en cromosoma (18.97%) y plasmido (37.93%), blatem-18
en cromosoma (6.9%) y plasmido (31.03%) y blatem-1a en plasmido (5.17%).
También se reportaron en menor proporcién los genes blacTtx-m-3, blactx-m-32, blacTx-
m-55, blaoxa-o, blacmy-2, blacmy-6, blanom-1, blakec-2, blakpc-3 y blave-1. Valores distintos
han sido reportados en otros paises. En Reino Unido, Hopkins et al., trabajaron con
cepas de E. coli codificantes de los genes blacrtx-m y blacmy. Identificaron cepas
portadoras de blactx-m (52.94%), variantes blactx-m-15 (88.88%), blactx-m-2 (5.56%) y
blactx-m-40 (5.56%). También reportaron cepas que presentaron blacwy (47.06%),
variantes blacwy-2 (25%) y blacmy-s (75%). En Italia, Carattoli et al., identificaron
aislados de E. coli BLEE, siendo prevalentes blactx-m-15 (92.86%), blatem-1 (79%),
blaoxa-1 (75%) y en menor medida blasnv-11 (7.14%), blacTx-m-14 (3.57%) y blastv-12
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(3.57%) y en Espafia, Mamani, trabajo con 94 cepas E. coli BLEE, reportando blacTx-
M-14 (46%), blacTx-m-15 (26%) y blasnv-12 (18%).

En la asociacion con subclones, H30-Rx albergé a blactx-w-3, blactx-m-15 y blaoxa-1,
H30-R se relaciono con blacTx-m-14, blactx-m-27 y blactx-m-32, blakpc-3 y blaime-1. Por su
parte, el subclon No H30 se asoci6 con blactx-m-s5, blacmy-2, blacmy-6 y blanowm-1.

Los genes blactx-m fueron los més reportados en los genomas de estudio,
actualmente son los mas diseminados a nivel mundial, generalmente se encuentran
en E. coli, codifican BLEE y confieren resistencia hacia diversos betalactamicos,
principalmente a la cefotaxima, pero también brindan resistencia hacia ampicilina y
ticarcilina y sensibilidad reducida para las cefalosporinas de 3° generacion (excepto
ceftazidima), cefepime y ceftriaxona y aztreonam (Cantén et al., 2008). Distintos
estudios han relacionado la presencia de variantes blactx-v con la zona geogréfica
(Canton et al., 2008; Canton & Coque, 2006; Stoesser et al., 2016). Este trabajo
demostrd una asociacion de variantes con subclones especificos.

Dentro de blactx-m, la variante blactx-v-15 ha presentado un incremento de incidencia
en las dltimas décadas. Hernandez et al., realizaron un estudio de cepas BLEE en
el afio 2000, reportando 0.5% de cepas E. coli BLEE, predominando blactx-m-9
(27.3%), blasnv-12 (23.9%) y blactx-m-14 (20.5%) pero no hubo reportes de la
presencia de cepas E. coli portadoras de blactx-v-15. En 2006 Diaz et al., realizaron
un estudio similar, encontrando que la prevalencia de E. coli BLEE habia aumentado
a 4.04%, principalmente por blactx-m (72%), incluida blactx-v-15 (14.56%), seguidas
de blasnv (26.8%). En nuestro trabajo, las cepas portadoras de blacrx-m-15 a menudo
se asociaron con la presencia de blaoxa-1 (78%), similar a lo reportado en Espafna
por Blanco et al., y Coelho et al. En este trabajo también se identific6 a blactx-m-27
con frecuencia, coincidiendo con los trabajos de Fernandes et al., y Peirano & Pitout,
ha han localizado este gen en distintas partes del mundo y asociado al subclén H30-
R. En los genomas de estudio también identificamos la presencia del gen blanom-1
insertado en un pladsmido y cromosoma. Este gen codifica una MBL descubierta en
Nueva Delhi (2009), asociada a plasmidos de amplia diseminacion, principalmente
en K. pneumoniae y E. coli (Kumarasamy et al., 2010). En nuestros resultados,
también identificamos la presencia de blakrc-2 y blave-1, ambas codificantes de
carbapenemasas. Wang et al., reportaron la presencia de blakpc-2 en algunos clones
de E. coli, incluido ST131, aunque su incidencia en general es muy bajay Nordmann
& Poirel, reportaron que blaive-1 encuentran a menudo en pladsmidos de gran tamafio
transferibles entre enterobacterias.

La resistencia hacia la familia de quinolonas estd mediada principalmente por
mutaciones en QRDR (gyrA, gyrB, parC y parE) y los determinantes PMQR
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(Hawkey, 2003; Namboodiri et al., 2011). Identificamos 13 determinantes de
resistencia, reportando la presencia de mutaciones cromosomales en gyrA
(91.38%), parC (87.93%) y parE (96.55%). No se identificacion SNP en el gen gyrB.
Por lo que estas mutaciones no se asocian con ST131 en los genomas estudiados.
Las mutaciones en los genes codificantes de girasa y topoisomerasa IV son
importantes en los subclones de ST131, como lo han reportado Stoesser et al.,
quienes relacionaron el grupo No H30 con una o ninguna mutacién en las regiones
QRDR de gyrA y parC mientras que la mayoria de las cepas H30 (95%) tienen una
mutacion en ambos genes lo que le confiere resistencia a FQ en niveles elevados.
Esta mutacion doble se cree aparecio hace aproximadamente 25-30 afios, cuando
comenzaron a introducirse el uso de FQ en la préactica clinica. En contraste, nuestro
trabajo identificé mutaciones de gyrA, parC y parE en los 3 subclones de estudio,
con porcentajes >95% para H30-Rx, >90% en H30-R y de 30-90% en las No H30.

En este trabajo, el gen aac(6")-lb-cr se reportdé en cromosoma (24.14%) y plasmido
(34.48%), también encontramos la presencia de este gen en el 73.1% de las cepas
que portan blacrx-m-15. EStos porcentajes son menores a los reportados por Coelho
et al., quienes identificaron aac(6)-lb-cr en 60% de cepas ST131 espafiolas, y en el
95% de las portadoras de blactx-w-15. En los genomas de estudio también se
buscaron genes gnrA, gnrB, gnrC, gnrD y gnrS, localizando soélo al ultimo en 1
plasmido (1.72%). También se busco la presencia de genes gepA, ogxA y ogxB,
codificantes de bombas de eflujo, sin resultados. En estudios similares como el
realizado por Robicsek et al., se reporto la presencia de gnrA y aac(6)-Ib-cr y su
asociacion con elevada resistencia a ciprofloxacina en comparacion con la sola
presencia de aac(6)-Ib-cr. Reyna-Flores et al., analizaron cepas UPEC en México,
encontrando presencia de aac (6™)-lb-cr (92.1%) y gepAl (7%) y los genomas con
determinantes PMQR también contenian blacrx-m-15. En China, Li et al., identificaron
la presencia de genes gnr en porcentajes bajos (4.8%) y asociados a los subclones
H30-R y No H30 y Matinfar et al., detectaron genes gnrB, qnrC y gnrA en cepas
UPEC BLEE, sobre todo en presencia de blactx-m, indicando una asociacion entre
cepas UPEC resistentes a betalactamicos y FQ. Los resultados de Matinfar et al.,
difieren con nuestro trabajo, realizado con cepas 025:H4 ST131 pero coinciden con
los resultados de Rogers et al., quienes concluyeron que los genes gnr estan poco
representados en el clon ST131. Finalmente, la presencia de un gen gnrS en un
plasmido movilizable (MOBF11) y con un tamafio de 75 kb, coincide con lo reportado
por Carattoli, que asocio este gen con plasmidos pequefios movilizables.

La resistencia hacia aminoglucosidos se identificd en base a 14 genes. Los genes
codificantes de acetiltransferasas (aac) prevalentes fueron aac(6')-lb-cr en
cromosoma (24.14%) y plasmido (34.48%) y aac(3)-lla en cromosoma (20.69%) y
plasmido (12.07%). En menor proporcion se presentaron aac(6')-lb-Hangzhou,
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aac(3)-1ld y aac(3)-1V. Los codificantes de nucleotidiltransferasas (ant) fueron aadA5
en cromosoma (6.9%) y plasmido (44.83%), principalmente y con menor incidencia
aadAl, aadA2 y aadB. También se localizaron genes que codifican
fosfotransferasas (aph), principalmente strA y strB en cromosoma (5.17%) y
plasmido (24.14%), ademas de aph(3')-la, aph(3')-VI y aph(4)-la. Los resultados
obtenidos en este trabajo son similares a los reportados por Tsukamoto et al., en
estudio realizado en Japon con cepas O25:H4 ST131 donde identificaron los genes
aac(3)-1l (24.14%) y aadB (1.15%), estos resultados son similares a los
presentados aqui, afiadiendo que ambos genes se asociaron principalmente con el
subclon H30-Rx en nuestro trabajo. En China, Huang et al., identificaron el gen
aadA5 (26.5%) en cepas ST131, una incidencia menor a los resultados de este
estudio, donde ademas, se asocié con H30-Rx y H30-R. Sundin & Bender, indicaron
gue los genes strA y strB estan ampliamente diseminados en enterobacterias por
plasmidos y se han localizado en cepas de humanos, plantas y animales,
coincidiendo con nuestro trabajo, donde se identific la presencia de ambos genes
juntos en la misma cepa, con mayor incidencia en plasmidos y principalmente dentro
del subclon H30-R. En general, los genes de resistencia hacia aminoglucésidos
fueron detectados en plasmidos, con porcentajes bajos (<45%), similar al trabajo de
Rogers et al., quienes detectaron genes de resistencia para aminoglucosidos con
poca incidencia.

La resistencia a tetraciclinas se identific6 por la presencia de los genes tet(A) en
cromosoma (8.62%) y plasmido (46.55%) y tetB en plasmido (1.72%),
principalmente en el subclon H30-Rx. La elevada prevalencia de tet(A), coincide con
lo reportado por Kallonen et al., que asocian su presencia en ST131 principalmente
por plasmidos IncF, que ademas presentan otros genes de resistencia. Nuestros
resultados son menores a los reportados por Nicolas-Chanoine et al., quienes
trabajaron con 36 cepas ST131, identificando resistencia a tetraciclinas en 83% y
Mbelle et al., que reportaron la presencia de tet(A) en 80% de cepas ST131 (n=10),
ademas, la presencia de tet(B) se asocio con ST744, ST617 y ST10. Rogers et al.,
analizaron dos plasmidos del subclon H30-Rx, identificando tet(A) en ambos.

Se identificaron genes que confieren resistencia a fenicoles. EI mas reportado fue
catB3 en cromosoma (22.41%) y plasmido (36,21%), ademas se asocid en mayor
proporcion con el subclon H30-Rx. Otros genes identificados en porcentajes
menores fueron cmlAl, cml y floR, principalmente en plasmidos y en los subclones
H30-Rx y No H30. Mbelle et al., reportaron la presencia del gen catB3 con una
incidencia mayor en cepas ST131 aisladas en Sudafrica.

La resistencia a macrélidos se asocio con el gen mph(A) en cromosoma (10.34%) y
plasmido (41.38%), distribuidos en los 3 subclones de estudio. Dos analisis
realizados en Australia por Dmitriy et al., y Rogers et al., identificaron a mph(A) en
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46% de cepas ST131 y dentro del subclén H30-Rxen K. pneumoniae, P. aeruginosa
y enterobacterias (Mandell et al., 2015).

La resistencia a fosfonatos se determiné por la presencia del gen fosA3, localizado
s6lo en 1 plasmido (1.72%) del subclon No H30. Demirci-Duarte et al., Li et al., y
Sardar et al., también identificaron la presencia de este gen, reportando valores de
0-7.8% indicando que aun es poco diseminado; sin embargo, se considera como un
gen asociado a plasmidos, existiendo el riesgo de diseminacidn en afios posteriores.
Ito et al., indicaron que fosA3 incrementa la resistencia hacia fosfomicina en
plasmidos, se asocia con enterobacterias y se cree que se movilizé del cromosoma
de K. georgiana por un evento mediado por IS 26 similar a lo ocurrido con blacTx-m.

Se localizé el gen mcr-1.1, que brinda resistencia a colistina, en 2 plasmidos
(3.45%), del subclon No H30. Ambos plasmidos portan los replicones IncHI2,
IncHI2A, demostrando una asociacién gen-plasmido, coincidiendo con un estudio
realizado en Espafia por Migura-Garcia et al., que caracterizé plasmidos portadores
de mcr-1.1 con los replicones IncX4, IncHI2 e Incl2. En EUA, McGann et al.,
reportaron por primera, vez en 2016, una E. coli resistente a la colistina que
albergaba los genes mcr-1 y blactx-m. En la actualidad, la colistina es el antibi6tico
de ultimo recurso para tratar enterobacterias MDR y la reciente aparicién de genes
mcr provoca preocupacion ante la posibilidad de no tener mas opciones para
combatir la MDR (Migura-Garcia et al., 2019).

La resistencia a diaminopirimidinas y sulfonamidas estuvo mediada principalmente
por la presencia de los genes dfrA17 en cromosoma (6.9%) y plasmido (43.1%),
sull en cromosoma (8.62%) y plasmido (46.55%) y sul2 en cromosoma (5.17%) y
plasmido (24.14%). En bajos porcentajes se reporto la presencia de dfrAl12, dfrAl4
y sul3. Estos resultados coinciden con lo reportado por Jouini et al., y Dmitriy et al.,
en Tunez y Australia donde los genes dfrA12 (18-55%), dfrA17 (38-55%) y sull (55-
69%) presentaron mayor prevalencia. Mbelle et al., identificaron los genes dfrAl7
(50%), dfrAl4 (20%), sull (40%) y sul2 (60%) en cepas ST131 de Sudafrica. Kot,
indic6 que la resistencia a trimetoprim en EXPEC causantes de ITU oscila entre 54-
82%.

Identificamos los porcentajes de resistencia hacia cada una de las 12 familias
evaluadas. Todos los genomas de estudio presentaron al menos 1 mutacion en los
genes de girasa y topoisomerasa IV que confieren resistencia a las quinolonas
(100%), seguido del grupo de betalactdmicos (94.83%), principalmente por la
presencia de genes blactx-v, aminoglucosidos (82.76%) donde aac(6')-1b-cr, aac(3")-
lla y aadA5 fueron los principales mediadores, sulfonamidas (58.62%) vy
diaminopirimidinas (55.17%), con dfrAl7 y sull como los genes prevalentes,
fenicoles (53.45%) con catB3, tetraciclinas (51.72%) con tet(A), macrolidos
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(46.55%) con mph(A), polimixinas (3.45%) con mcr-1.1 y fosfonatos (1.72%) con
fosA3. En los grupos rifamicina y nitrofurantoina no se identificaron determinantes
gue les brindaran resistencia.

El clon ST131 se ha caracterizado por poseer determinantes de resistencia
consistentes que incluyen BLEE y los genes mph(A), catB4, tetA,
dfrA7, aadA5 y sull, presentando tasas elevadas de resistencia a cefalosporinas,
monobactamicos, fluoroquinolonas, trimetropim-sulfametoxazol, aminoglucésidos y
tetraciclinas, coincidiendo con lo reportado en este trabajo. Ademas, algunos genes
codificantes de betalactamasas, como blarem-1/-2, blasnv-1 y blaoxa-1 se encuentran
con frecuencia asociados con blactx-v dentro de plasmidos IncF y estas mismas
cepas suelen ser resistentes a FQ (Cantén & Coque, 2006; Mathers et al., 2015;
Nicolas-Chanoine et al., 2014). Generalmente, los genes asociados con resistencia
a multiples farmacos se reportan en plasmidos (Matinfar et al., 2021), nuestros
resultados muestran que estos genes se encuentran distribuidos tanto en plasmidos
COmMo en cromosoma.

El subclon H30-Rx mostré porcentajes de genes de resistencia para betalactamicos,
quinolonas, aminoglucésidos, tetraciclinas y fenicoles mayores a los registrados
para todo el clon ST131. El subclén H30-R presentd esta asociacion con el grupo
de macrolidos, diaminopirimidinas y sulfonamidas. La resistencia en fosfonatos y
polimixinas se asoci6é solo con el subclon No H30. Este es el primer trabajo que
evalla la resistencia por familia en los subclones que conforman ST131.

Utilizamos la clasificacion desarrollada por Magiorakos en los genomas de estudio.
Todos los genomas presentaron genes de resistencia hacia 1-9 familias de 12, por
lo que no se identificaron cepas XDR o PDR. La mayoria se agrup6 dentro de las
MDR (87.93%) seguido de No MDR (12.07%). Estos resultados coinciden con los
reportados Espafia, Brasil y México por Campos et al., Mamani y Martinez-Gorgonio
donde las cepas ST131 MDR se han reportado en, en un rango de 62-100%.
Johnson et al., determinaron que las cepas ST131 representan >50% de los
aislamientos de E. coli MDR por lo que se considera una caracteristica de este clon,
complicando los tratamientos. En el presente trabajo también se identificé la tasa de
MDR en cada subclén de estudio, siendo mas alta en los genomas H30-Rx
(93.94%), seguido de H30-R (81.25%) y No H30 (77.78%).

Dentro de la resistencia a quinolonas, los resultados obtenidos con ResFinder 4.1
mostraron la presencia de al menos una mutacion cromosomal en los genes gyrA,
parC y parE. Esta distribucion fue diferente en los subclones de estudio. En H30-
RX, todos los genomas presentaron mutaciones en gyrAy parC y todos los genomas
H30-R presentaron mutaciones en el gen parE. Posteriormente, se localizaron los
cambios aminoacidicos especificos de acuerdo con el esquema de Hopkins et al.,
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identificando en gyrA las mutaciones S83L (91.38%), D87N (86.21%) y D87G
(1.72%), en parC se identificaron las mutaciones S80I (86.21%), S80R (1.72%) y
E84V (86.21%) mientras que parE presentd 1529L (96.55%). Estos resultados son
similares con los reportados por Li et al., en China, quienes trabajaron con cepas
ST131 en donde identificaron las mutaciones S83L, D87N y S80I en todas las cepas
de estudio, mientras que E84V e I529L no se localizaron en todas las cepas. En
conjunto, estas mutaciones se asociaron con las cepas H30 y el serogrupo O25. En
Australia, Rogers et al., reportaron las mutaciones S83L, D87N, D87G, S801 y E84V
en cepas ST131. Hopkins et al., y Paltansing et al., analizaron las mutaciones
frecuentes en ST131, donde S83L es uno de los cambios mas comunes
encontradas en cepas clinicas y la sustitucion por leucina brinda alto nivel de
resistencia al acido nalidixico y menor susceptibilidad a las FQ. La mutacion D87N
presenta un elevado nivel de resistencia para acido nalidixico y FQ si viene
acompafnada con otra en S83 pero si el cambio es por G 0 Y, la resistencia a
ciprofloxacina serd menor, S80I es la sustitucion mas comun en parC, aunque
también se ha informado la presencia de S80R y E84V y finalmente, 1529L también
esta asociada con cepas UPEC ST131.

Se analiz6 la presencia de las variantes alélicas de los genes blactx-v debido a su
importancia en la diseminacion de ST131. Los genes con mayor incidencia fueron
blacTtx-m-15 (60.34%), blacTtx-m-27 (10.34%) y blacTx-m-14 (6.9%). En menor porcentaje
se encontraron blacrx-m-3, blactx-m-32 y blactx-m-s5 (<1.72%). En contraste, Flament-
Simon et al., identificaron, en cepas ST131 espafiolas y francesas los genes blactx-
M1 (7.6% y 20.8%, respectivamente), blactx-m-15 (44.6% y 50%), blacTx-m-32 (2.2% vy
0%), blactx-m-55 (0% y 1%), blactx-m-14 (31.5% y 10.4%) y blactx-m-27 (6.15% y
15.6%), Osawa et al., en Japén, determinaron la presencia de blactx-m-1 (1.4%),
blactx-m-15 (12.5%), blactx-ms5 (13.9%), blactx-m2 (41.7%), blactx-m-14 (45.9%) vy
blacTtx-m-27 (19.4%). Carattoli et al., en Italia reportaron a blactx-m-15(92.86%) y blacTx-
v-14 (3.57%); en Reino Unido, Hopkins et al., encontraron los genes blactx-m-15 (80%),
blactx-m-2 (5%) y blactx-m-40 (5%). Un andlisis realizado por Stoesser et al., con cepas
ST131 de 3 continentes, identificd a blactx-v-15 (34.42%), blactx-m-55 (0.46%), blacTx-
m-14 (9.3%), blactx-m-27 (3.72%), blacTx-m-19 (0.46%) y blactx-m-27 (0.46%).

En este trabajo, el subclon H30-Rx se asocié con blactx-m-15 (96.97%), H30-R con
blacTtx-m-14 (18.75%) y blactx-m-27 (31.25%) y No H30 presentd blactx-m-15, blactx-m-ss,
blactx-m-14 y blactx-m-27 en proporciones bajas (11.11%). Nuestros resultados
coinciden con los trabajos realizados por Fernandes et al., Kondratyeva et al., y
Price et al., enfocados en la estructura clonal de ST131, integrada por los subclones
H30-R/C1, generalmente asociada con blacrx-m-14, H30-R-M27/C1 si es portadora
de blactx-m-27 y H30-Rx/C2 cuando alberga a blactx-v-15. Ademas, los genes blactx-
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m pueden localizarse en cromosoma (mediado por IS), o a través de plasmidos IncF,
mostrando una asociacion entre subclén, plasmido y variante blactx-wm.

En este estudio, 13/58 genomas (22.41%) no presentaron genes blactx-m, €n su
mayoria dentro del subclén No H30 (66.66%), seguido de H30-R (37.5%) y s6lo 1
genoma H30-Rx (3.03%) no portd en gen. Estudios anteriores realizados por
Carattoli et al., Mamani y Stoesser et al., reportaron cepas ST131 no portadoras de
blactx-m en un rango de 3.57-51.52%. Johnson et al., determinaron que la presencia
de cepas ST131 BLEE negativo suele presentarse en mayor medida en ciertas
regiones, pero estas cepas son resistentes hacia las FQ. Lopez-Cerero et al.,
report6 aislados ST131, tanto productores como no productores de enzimas BLEE
en TGI en personas sanas; sin embargo, la mayoria de los estudios, tanto clinicos
como epidemioldégicos suelen enfocarse solamente en aquellos aislados que
presentan BLEE, principalmente mediadas por blactx-m-1s.

Se determind la relacion de blactx-w-15, blactx-m-14 y blactx-m-27 con IS 26 e IS Ecpl.
El gen blactx-v-15 se relaciond con 1S26 (66.7%), ISEcpl (18.5%) e 1S26 + ISEcpl
(14.8%). El gen blactx-m-14 con 1S26 (25%) e ISEcpl (75%) y blactx-m-27 solo se
asocio con 1S26 (100%). Los resultados de este trabajo son similares a los
realizados por Canton & Coque y Roshani et al., quienes han informado la fuerte
asociacion de ISEcpl en los genes blacTx-m-14, blactx-m-1y blactx-m-9. Coque et al.,
Jouini et al., y Ludden et al., identificaron a blacrx-m-15 en cromosoma, donde se cree
que ISEcpl es el MGE principal que participa para integrarse a un plasmido o
transponerse. En ocasiones, blactx-v1s estd flanqueado por una ISEcpl
parcialmente truncada, rio arriba de IS 26 y la presencia de ambas IS puede afectar
la movilizacion y expresion del gen blacrtx-m-15. Stoesser et al., identificaron la
estructura 1S Ecpl-blactx-v-15-ORF477 dentro de ST131, ademas de asociar a
blactx-m-27 s6lo con ISEcpl, contrario a lo reportado aqui. Respecto a IS 26, He et
al., y Johnson et al., han relacionado este elemento con los pldsmidos F2:Al del
subclon H30-Rx, los cuales contienen numerosas copias de IS 26 a lo largo del
plasmido y estédn asociados a eventos de reordenamientos como fusiones de
replicones, inversiones de ADN vy deleciones, dando como resultado
reorganizaciones en estos plasmidos que llevan a la adaptacion del subclon.

La importancia de las IS radica en su papel en los procesos de insercion y
eliminacion de elementos genéticos mas grandes en el cromosoma bacteriano,
ayudando a la adaptacion del microorganismo (Roshani et al., 2018). ISEcpl se
cree que ayudo en la captura de genes blactx-v de los cromosomas de Kluyvera
spp, facilitando su movilidad hacia cepas de E. coli. También aporta secuencias
promotoras para la expresion de alto nivel de los genes blacrtx-m-14, blactx-wm-17,
blactx-m-18 ¥ blactx-m-19 (Lartigue et al., 2006; Poirel et al., 2005) e 1S26 esta
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involucrado con el reclutamiento y propagacion de genes de resistencia a
antibioticos en gram negativas (Harmer et al., 2014; Harmer & Hall, 2020).

Las variantes blactx-v se reportan en 5 grupos de acuerdo con su secuencia de
aminoécidos y su ancestro comun, pues derivan de distintas especies de Kluyvera.
Los grupos més reportados son 1, 2, 8 y 9 (Canton et al., 2012; D’Andrea et al.,
2013). En este trabajo se realizé la identificacion de los genes blacrx-m (previamente
identificada la variante alélica) en su grupo. Reportamos la presencia de los grupos
1 (63.79%) y 9 (15.52%). El grupo 1 abraco las variantes blactx-m-3, blactx-m-1s,
blactx-m-32 y blactx-m-s5 y el grupo 9 a blactx-m-14 y blactx-m-27. No se identificaron
genes blacTtx-m de los grupos 2 y 8. Estudios similares realizados por Flament Simon
et al., quiene trabajaron con cepas E. coli BLEE en Espafia y Francia, reportaron
que las cepas espafolas portadoras de blacrtx-m pertenecieron a los grupos 1
(54.3%) y 9 (38%), difiriendo en porcentaje con las cepas francesas, pertenecientes
alos grupos 1 (71.8%)y 9 (26%). En Reino Unido, Hopkins et al., identificaron genes
blactx-m en, de los grupos 1 (80%), 2 (5%), 8 (5%) y 9 (10%); en ltalia, Caratolli et
al., aislaron cepas E. coli productoras de BLEE, identificando las enzimas CTX-M
asociadas con el grupo 1 (92.86%) y grupo 9 (3.57%). Dos estudios espafioles
realizados con aislados ST131 en diferentes hospitales por Mamani, reportaron la
presencia de los grupos 1 (63.33% Yy 79.24%) y 9 (10% y 16.16%). En Japon, Osawa
et al., reportaron los grupos 1 (30.6%), 2 (4.2%) y 9 (65.3%). Stoesser et al.,
trabajaron con ST131 de Asia, Europa y Norteamérica. Identificaron la presencia de
los grupos 1 (34.88%) y 9 (13.97%). Con estos resultados se observa que los grupos
1y 9 son los mas reportados en cepas E. coli a nivel mundial, mientras que el grupo
2 se asocia con paises especificos y las tasas de prevalencia cambian dependiendo
el pais de aislamiento; sin embargo, un mayor porcentaje del grupo 1 sobre el 9 es
constante. El andlisis de asociacion grupo-subclon reveld que el subcléon H30-Rx se
relaciono solo con el grupo 1 (96.9%), H30-R englobd la mayoria de los genes del
grupo 9 (73.7%) y No H30 albergd genes de ambos grupos en porcentajes bajos
(<22.22%).

La ultima parte de esta investigacion consistio en un analisis basado en distintos
métodos de tipificacion plasmidica. Los plasmidos son moléculas de ADN circulares
o lineales de doble hebra, capaces de replicarse autbnomamente y transferirse entre
diferentes especies y clones confiriendo a su huésped fenotipos que le brindan
ventaja sobre otros microorganismos, como genes de virulencia o resistencia hacia
antimicrobianos; alterando la prevalencia de la cepa o clon portador (Carattoli et al.,
2014). La presencia de plasmidos tiene un papel importante en los mecanismos de
HGT y promueve la transferencia de material genético entre entornos
intrahospitalarios y en la comunidad (Villa et al., 2010)
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Como parte de los criterios de inclusion, se realizé la busqueda de plasmidos
cerrados en los genomas de estudio, para andlisis posteriores. 52 genomas
(89.7%), reportaron de 1-7 plasmidos por cepa, principalmente 1 (48.1%)y 2 (19%).
En los 3 subclones de este estudio, prevalecio la presencia de genomas con 1
plasmido (37.5-54.55%) y para las No H30 también aquellos con 3 (44.44%). Estos
resultados difieren de los reportados en México por Zarzoza-Mendoza y Martinez-
Gorgonio, quienes trabajaron con cepas ST131 donde predominaron genomas con
3 plasmidos (25.5%), 1 (17%) y 2 (15%).

52 genomas presentaron un total de 110 plasmidos en los que se caracterizaron sus
replicones utilizando el programa PlasmidFinder 2.1. (CGE). El grupo de
incompatibilidad mas reportado fue IncF, en 57 plasmidos (51.82%), generalmente
en las composiciones de multirreplicones IncFIA, IncFll (11.8%), IncFIA, IncFIB,
IncFIl (10%) e IncFIl como el replicon Unico predominante (7.27%). También se
detectaron replicones del tipo Col (10%), Incl1 (5.45%) y 25 plasmidos (22.73%) no
fueron tipificables. Estos resultados difieren en porcentaje con los reportados por
Zurfluh et al., en Suiza, quienes localizaron plasmidos IncF (37.5%), Incll (25%) y
no tipificables (25%), Kondratyeva et al., en Israel donde 90% de sus replicones se
agruparon en IncF y Col, solos o combinados y Carattoli et al., en Italia quienes
reportaron plasmidos IncF en la totalidad de sus cepas y todas con el replicén Fll
(100%), la mayoria como multireplicones, principalmente en las combinaciones FIA,
FIB, Fll (50%) y FIA, Fll (35.7%), mientras que la presencia de solo el replicon FlI
(10.7%) fue baja, indicando que el plasmidoma, aun entre cepas similares es
variable.

El andlisis de los subclones mostré6 que H30-Rx presenté un indice mayor de
replicones IncF (65.96%) en comparacion con H30-R (38.1%) y No H30 (47.62%).
Los replicones Col fueron predominantes en H30-R (14.28%), seguido de H30-Rx
(8.51%) y en menor medida en las No H30 (4.76%). Se presentaron
combinaciones de replicones especificas de subclén; en H30-Rx los replicones
IncFIA, IncFIB (2.13%) e IncFll, IncN (4.26%) y en No H30 los replicones IncFIB,
IncFIl, Col156 (14.29%) e IncHI2, IncHI2A (9.52%). H30-R no mostré replicones
especificos de subclon, ademéas del porcentaje mas alto de replicones no
tipificables (30.95%).

La base de datos PlasmidFinder 2.1 incluye actualmente 133 secuencias de
replicones de plasmido Unicas y esta en constante actualizacion; sin embargo, la
diversidad plasmidica es muy grande por lo que una cantidad considerable no
puede ser tipificada (Carattoli & Hasman, 2020), ademas muchos plasmidos
contienen varios replicones, lo que dificulta la clasificacion. Por ejemplo, los
plasmidos IncF albergan hasta tres replicones, algunos de ellos presentando
recombinacién (Garcillan-Barcia et al., 2009). Coque et al., recabaron secuencias
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plasmidicas de ST131 en distintos paises (Canad4a, Francia, Espafiay Reino Unido)
coincidiendo en que la mayoria de ellos pertenece al grupo IncF (IncFll). Villa et al.,
caracterizaron a los plasmidos InckF como elementos de bajo niUmero de copias,
>100 kb de tamafio y, a menudo con mas de un replicon, esto ultimo como un medio
por el cual los plasmidos con un rango estrecho de hospederos pueden lograr una
replicacion de rango amplio y permitir la adquisicion de plasmidos que portan
replicones incompatibles cuando la replicacion es impulsada por uno compatible,
demostrando gran capacidad de adaptacibn mediada por la evolucién de las
secuencias reguladoras de los replicones, ademés, de acuerdo con Johnson &
Nolan y Villa et al., estos plasmidos se encuentran con frecuencia en cepas de
enterobacterias clinicas asociadas con la diseminacion de genes de virulencia
especificos, como bacteriocinas, sideroforos, citotoxinas y factores de adhesion, asi
como de resistencia a diversos antimicrobianos principalmente por genes BLEE.

Se analizaron los plasmidos IncF, identificando combinaciones alélicas especificas
de los replicones FIIA (F), FIA (A) y FIB (B), también llamada tipificacion FAB. Se
utilizé la herramienta pMLST 2.0. (CGE) para el estudio de los 57 plasmidos
previamente reportados como IncF, obteniendo 18 combinaciones de alelos FAB
distintas, de las cuales so6lo 6 se presentaron en 2 0 mas replicones, agrupando
los 12 restantes en un solo grupo (21%), ademas, 24 plasmidos (42.1%) no
tipificables. Se observé que el alelo predominante fue F2 (10.53%), en los 3
subclones de estudio, lo cual podria fundamentarse en la presencia de un plasmido
antiguo F2:A1:B20 comun en ST131 que posiblemente perdi6 los alelos A1:B20
pero continud transmitiéndose en algunas cepas de esta ST. En este trabajo se
observé una asociacion de alelos con subclones, donde H30-Rx mostré6 una
asociacion especifica con F2:Al (6.45%), F36:A4:B1 (6.45%) y F36:A6:B1
(9.68%). Por su parte H30-R se asocié con todos los alelos F1:A2:B20 (31.25%) y
las No H30 con F29:B10 (30%). Estos datos coinciden con los reportados por
Johnson et al., que realizaron una asociacion subclon-plasmido, relacionando a
H30-Rx con F2:A1, H30-R con F1:A2:B20 y F29:B10 y No H30-R (H41, H22, H30S
y H35), con F18. Los trabajos realizados por Johnson et al., Price et al., y Stoesser
et al., analizaron los subclones de ST131. Las cepas H30-Rx con frecuencia portan
el alelo F2:A1, que posiblemente proviene de F2:A1:B20, un plasmido ancestral en
ST131 el cudl perdio el alelo B20, pero adquiri6 genes de resistencia y logré su
estabilizacién gracias a IS 26. El subclén H30-R elimind la presencia del plasmido
antiguo (F1:A2:B20) y adquirié uno con el alelo F1:A2:B20 que logré integrarse de
manera estable y prevalecer en este subclén. Por su parte, el alelo F29:B10 se
relaciona con las primeras cepas ST131. Pajand et al., identificaron, en cepas H30-
Rx, plasmidos F36:A4:B1 y F36:A6:B1. Al caracterizarlos los asociaron con mayor
resistencia y virulencia en comparacion con cepas del clado H30-R/C1. La aparicion
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de estos alelos demuestra el potencial de diversificacion en ST131 y el surgimiento
de subpoblaciones con mayor potencial de supervivencia

Se realiz6 un tercer esquema de tipificacion plasmidica basado en las relaxasas
MOBF y MOBq (DPMT). En el andlisis de relaxasas MOBF, la relaxasa MOBF12 fue
la més reportada (29.09%) y se identifico en los 3 subclones con porcentaje variable
(23.8-42.86%), la relaxasa MOBF11 se agrup6 en H30-R y No H30. Referente a la
familia MOBq, MOBqu (5.45%) se presento en los 3 grupos y MOBgi2 (3.6%) se
asocié con H30-R y H30-Rx. Estos resultados son similares a los reportados por
Alvarado Garcia en un analisis de cepas UPEC espafiolas donde presentd las
relaxasas MOBF12 (39%), MOBps (23.4%) y MOBqu (5.2%) y un segundo estudio
espafol, enfocado en ST131 mostré resultados similares reportando la presencia
de las relaxasas MOBFi12 (28.21%), MOBF11 (10.26%), MOBqu (10.26%), MOBo12
(10.26%) y la ausencia de relaxasas MOBq11, ademas de reportar plasmidos con
relaxasas de la familia MOBp (35.9%). La presencia de las relaxasas MOBF como
uno de los grupos predominantes en ST131 y UPEC se debe a que estas
se encuentran en plasmidos clinicamente relevantes en enterobacterias (Alvarado
et al., 2012), predominantemente en conjugativos grandes (Garcillan-Barcia et al.,
2009). También se han asociado algunas relaxasas con grupos de incompatibilidad,
MOBF12 estd compuesto por plasmidos IncF, con frecuencia, responsables de la
diseminacién de los determinantes de resistencia a los antibiéticos y factores de
virulencia y MOBF11 se asocia con plasmidos IncW e IncN, este dltimo relacionado
con la diseminacion de MDR (Alvarado et al., 2012; Garcilldn-Barcia et al., 2009;
Lanza et al., 2014). La familia MOBq se asocia con plasmidos pequefios
movilizables, que pueden conjugarse con ayuda de plasmidos auxiliares lo cual les
ayuda a diseminarse en un gran numero de huéspedes. Se ha reportado
movilizacion de plasmidos MOBgq gracias a funciones de genes tra localizados
cromosdomicamente (Francia et al., 2004).

Para determinar los plasmidos conjugativos, se identificé el gen traT, que codifica
una proteina de membrana con funcion en la conjugacién (transferencia).El gen traT
fue determinado en 30 plasmidos (27.27%), con mayor presencia en No H30
(42.86%). Estos resultados fueron menores a los presentados por Martinez-
Gorgonio, que analizé la presencia de la relaxasa MOBF12 (95%) y traT (65%) en
ST131.

Los plasmidos conjugativos son los principales responsables de la diseminacion
mundial de determinantes genéticos de importancia clinica, como la resistencia a
los antimicrobianos o los rasgos de virulencia (Alvarado et al., 2012; Douarre et al.,
2020). Los genomas analizados en este trabajo presentaron 28 plasmidos con una
posible capacidad de conjugacion (25.45%), presentes en proporcion similar para
H30-Rx (21.28%) y H30-R (21.43%) pero mayores en No H30 (42.86%). 16
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plasmidos se catalogaron como movilizables (14.55%), en su mayoria agrupados
en H30-R (21.43%) y 66 plasmidos no movilizables (60%), presentes principalmente
en H30-Rx (68.09%). Redondo & Alonso trabajaron con cepas E. coli MDR;
encontraron plasmidos conjugativos en 41.67% mientras que Thingholm et al., y
Martinez-Gorgonio determinaron tasas de conjugacion de 33.33% y 61%
respectivamente en ST131.
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9. CONCLUSIONES

En la primera parte de este estudio se analizo la presencia de material plasmidico y
presencia del gen blactxm en cepas UPEC 0O25:H4 aisladas de pacientes
mexicanos, mostrando que la presencia de plasmidos es caracteristica de este
grupo. Algunas cepas pueden carecer del gen blactx-v pero causar una ITU debido
a la elevada cantidad de genes de virulencia que portan.

La segunda parte identific6 genomas completos 025:H4 de 14 paises, demostrando
la estrecha asociacion que hay entre este serotipo, la ST131 y el filogrupo B2 a nivel
mundial. ST 131 se formo por los alelos fimH30, fimH22 y fimH27, principalmente y
dentro de fimH30 el subclon H30-Rx prevalecié sobre H30-R. Se evaluaron
determinantes de virulencia y resistencia en ST131 y 3 subclones de estudio,
observando una gran diversidad de genes de virulencia asociados con los procesos
de adhesion, adquisicion de hierro y evasion de las defensas del hospedero. El
subcléon H30-Rx presentd los porcentajes mas altos en la prevalencia de estos
genes, incluida la fimbria Ucl, que recientemente ha comenzado a tener importancia
por su papel como factor de virulencia, probablemente adquirido por HGT. En el
subclén No H30 se identific6 mayor diversidad de genes presentes, principalmente
localizados en plasmidos. La presencia de cepas hibridas fue escasa, posiblemente
porque estas combinaciones no llegan a ser exitosas en ST131, ademas de su
capacidad para permanecer en el TGI del hospedero como reservorio.

También se evaluaron genes de resistencia, asociando la presencia el gen blactx-m-
15 casi en su totalidad con el subclon H30-Rx, ademas de tasas elevadas de
resistencia para betalactdmicos, aminoglucdésidos y quinolonas, pero observando
nuevamente mayor diversidad de genes en el subclon No H30. Se localizaron genes
blactx-m solo pertenecientes a los grupos 1 y 9. Se identificé la relacién entre las
blactx-m mas detectadas y las IS 26 e IS Ecpl donde la variante blacTx-m-27 se asocio
especificamente con IS 26. Los genomas H30-Rx presentaron mayores indices de
MDR.

En el andlisis del plasmidoma de observé la prevalencia de los plasmidos IncF,
principalmente multirreplicones. Estos se encontraron en mayor proporcion en H30-
Rx; sin embargo, el subclon No H30 presentd mayor cantidad de plasmidos
conjugativos.

Estos resultados sugieren que dentro de ST131, el subclon H30-Rx presenta mayor
homogeneidad en su composicion de determinantes de virulencia y resistencia,
adquiridos principalmente por eventos de HGT, observandose en la presencia de IS
y plasmidos, principalmente IncF, lo que les confiere un elevado potencial de dafio;
sin embargo, el subclon No H30 muestra mayor diversidad de genes asi como la
presencia de patotipos hibridos, abriendo la posibilidad de que ST131 continte
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diversificandose, adquiriendo nuevos determinantes de virulencia, resistencia y
adaptandose a nuevos nichos, elevando el nivel de dafio al que se asocia
actualmente.
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10.

PERSPECTIVAS

Secuenciar el genoma completo de cepas UPEC 0O25:H4 ST131.

Identificar al filogrupo G en ceparios de UPEC mexicanas.

Identificar la presencia de CTX-M en cromosoma y plasmido.

Determinar la presencia de los grupos CTX-M en el cepario O25:H4 ST131,

incluyendo los subclones H30-Rx y H30-R.

Determinar los genes usp, malX y agn43 en el cepario O25:H4 ST131.

6. Disefar primers que abarquen la totalidad del gen agn43 para conocer la
variante a la que pertenecen.

7. Determinar PAI en los genomas.

8. ldentificar la presencia de integrones clase I, Il y lll en los genomas de estudio
025:H4 ST131.

9. ldentificar otros mecanismos de resistencia que puedan conferir resistencia
a rifamicina y nitrofuranos.

10. Identificar otras familias de relaxasas en plasmidos O25:H4 ST131.

11.Identificar las cepas portadoras del operén Ucl en los ceparios UPECy UPEC
025:H4 ST131.

12.Secuenciar las subunidades uclA y uclD para conocer el tipo de variante.

13.Realizar la caracterizacion bioinformatica en cepas O16:H4 ST131.

PwbdE

o
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11. ANEXOS

Anexo 1. NOmero y tamafio de plasmidos encontrados en el cepario O25:H4

(LBME) (n=47).

Tamafio aproximado (pb)
S o o o o o o
o S o o o o o
= = S 9 8 & ] & S
Genoma/ | & 3 F.' . . . . . o)
Cepa | S v b=, S S S S S X
o
& 2 S| 2] & & 8
CR0O4 3 1100 | 1700 | 2500
CRO7 2 3130 | 3800
1300/
CR14 3 1500 2600
CR15 1 1200
CR19 3 1700 3000 | 3150
3260/
CR22 3 1700 3052
CR33 1 2506
CR35 2 1200 2700
CR50 3 1300 | 1700 3000
CR51 1 1200
CR52
CR53 3 1500 | 1800 3200
CR59
CR69
CR70
CR72 1 1400
CR93
CR98 1 2800
CR99 3 1500 | 1800 2800
CR115 1 1300
CR117 1 3200
CR122 1 3217
CR141
CR150 2 850 2000
CR152 2 1000 | 1100
CR153 3 450 650 1700
1200/
CR156 4 600 1500 2500
3187/
CR159 4 600 3375 3750
CR162
CR182
CR185 1000 3100
CR192 5 S10IY 1900 | 2300 | 3000
1000
CR193 2 800/
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1000

CR204
CR210 2 800 1200
CR211 3 800 2788 | 3138
CR214 1500 | 1900 2815 | 3092 3692/
3800
CR222
3375/
003l 3 700 3081
018l
3375/
0191 4 1000 | 1300 3200
3375/
030l 3 1000 3300
3187/
052] 6 1000 | 1300 2100 | 3000 3375
070l
3184/
079l 5 850 1700 2600 3092
0o7H 4 1200 | 1600 2785 | 3086
12H 3 1500 2500 3086
Total 96 1 17 20 12 5 13 24 4

Nota: Las cepas resaltadas en amarillo no presentaron bandas plasmidicas.
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Anexo 2. Caracteristicas de los genomas de estudio (n=58).

= ©
9 e =
= o o o 0 % ks
= o o c ) o 7S o
2 = = 55 o Q 2 G o %) 5 S
(@) o> @© o (O] = — = = o
o o © o2 S 7 g < ¥ @ | 0
Genoma/ cepa = 2 e | < S S & S i
(No. acceso) 0 - = < o 2
8 | @
(%))
B1370-PB_2012 . _
SEVB00000000.1 025:H4 B2 131 5.65 5,763 50.7 1 Sangre 2012 Suecia ND ND
C0134-PB_2013 . _
SEVN00000000.1 025:H4 B2 131 5.62 5,777 50.7 NP Heces 2013 Suecia ND ND
B1131-PB_2011 . _
SEVJ01000001.1 025:H4 B2 131 5.58 5,738 50.7 1 Sangre 2011 Suecia ND ND
B1033-PB_2012 . _
SEVL01000002.1 025:H4 B2 131 551 5,628 50.8 NP Sangre 2012 Suecia ND ND
C0107-PB_2013 . _
SEVQ00000000.1 025:H4 B2 131 5.40 5,475 50.8 1 Heces 2013 Suecia ND ND
B1194-PB_ 2012 . _
SEVI00000000.1 0O25:H4 B2 131 5.48 5,562 50.7 1 Sangre 2012 Suecia ND ND
B1017-PB_2011 . _
SEVM00000000.1 025:H4 B2 131 5.57 5,681 50.7 2 Sangre 2011 Suecia ND ND
B1118-PB_ 2011 . _
SEVK00000000.1 0O25:H4 B2 131 5.39 5,485 50.8 NP Sangre 2011 Suecia ND ND
B1323-PB_2011 _ )
SEVD01000001.1 025:H4 B2 131 5.24 5,251 50.7 1 Sangre 2011 Suecia ND ND
B1316-PB_2011 . _
SEVF01000002.1 025:H4 B2 131 5.28 5,293 50.7 1 Sangl’e 2011 Suecia ND ND
B1320-PB_2011 . _
SEVE01000003.1 025:H4 B2 131 5.26 5,263 50.7 1 Sangre 2011 Suecia ND ND
B1041-PB_2011 . _
SEVU01000007.1 025:H4 B2 131 5.43 5,586 50.7 1 Sangre 2011 Suecia ND ND
B1360-PB_2012 . _
SEVT01000005.1 025:H4 B2 131 5.38 5,506 50.7 2 Sangre 2012 Suecia ND ND
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/1668581227
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/1668308513
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/1668370214
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/1668306002

5;3231%%638;?1 O25:H4 | B2 | 131 | 534 | 5397 | 509 | 1 Sangre 2012 Suecia ND | ND
S'?El\‘;’%'l%%aggﬁ O25:H4 | B2 | 131 | 533 | 5370 | 509 | 1 Sangre 2012 Suecia ND | ND
SBEl\,/E’VZV%)-fOBoB%)%;Zl O25:H4 | B2 | 131 | 523 | 5258 | 508 | 1 Sangre 2012 Suecia ND | ND
scé)vogé'l%%aégi O25:H4 | B2 | 131 | 534 | 539 | 509 | 1 Heces 2013 Suecia ND | ND
gg\}égi%%aggfl O25:H4 | B2 | 131 | 522 | 5250 | 508 | 1 Heces 2013 Suecia ND | ND
gécigl%?)aggizl 025:H4 B2 131 5.22 5,241 50.8 1 Sangre 2012 Suecia ND ND
SBEl\jlig-ng)%aggizl 025:H4 B2 131 511 5,092 50.8 1 Sangre 2012 Suecia ND ND
S'?’El\%'%'l'i)%agg;zl O25:H4 | B2 | 131 | 532 | 5384 | 508 | 1 Sangre 2012 Suecia ND | ND
SBEl\fg%'lPO%ng;_ll O25:H4 | B2 | 131 | 540 | 5488 | 50.8 | 2 Sangre 2011 Suecia ND | ND
533%31%%6582.21 O25:H4 | B2 | 131 | 546 | 5553 | 50.8 | 1 Heces 2012 Suecia ND | ND
gg&s&%%ag%_ll O25:H4 | B2 | 131 | 540 | 5455 | 507 | 1 Sangre 2011 Suecia ND | ND
S?Eo\}ég%%gg;i O25:H4 | B2 | 131 | 529 | 5345 | 509 | 1 Heces 2013 Suecia ND | ND

@?)221???0. . O25:H4 | B2 | 131 | 483 | 5415 | 508 | 5 Orina 2012 SA;Sg:; F | 2
Apéggggm O25H4 | B2 | 131 | 504 | 5163 | 508 | 5 (ng'rif/ﬁis) 2018 Japén ND | ND
Cpgg;"ggl_ . O25:H4 | B2 | 131 | 520 | 5554 | 508 | 1 ptmgfeoal 2010 '\F",‘j’éit‘;l‘;/ F mles
o O25:H4 | B2 | 2279 | 499 | 3002 | 567 | 3 Orina 2018 USA F | >40
CF,EgsF;lelsg_l O25:H4 | B2 | 131 | 501 | 5098 | 507 | 4 Orina 2018 USA F | >40
Cﬁg&g{?_l O25:H4 | B2 | 2279 | 519 | 5149 | 506 | 1 Heces 2018 USA ND | >20
E302 O25:H4 | B2 | 131 | 5.24 | 5374 | 50.8 | NP Heces 2015 Japén ND | ND
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AP022362.1
oo aatrs 025H4 | B2 | 131 | 508 | 5393 | 508 | © Sangre 2008 Sk M | am
ng'ffgjj L 025:H4 | B2 | 131 | >?3 | 5361 | 508 | 1 Sangre 2007 USA ND | ND
ng'flzgjg . 025H4 | B2 | 131 | 516 | 5500 | 507 | 3 Sangre 2006 USA ND | ND
cPooR 1 ozsra | B2 | 131 | O | 536 | 509 | 2 | SPUS | 2017 China | ND | ND
CP022C/3%53.1 025:H4 B2 131 5.17 5,553 50.7 5 Heces 2009 Suecia ND ND
CPO;é%49.1 025:H4 B2 131 5.24 5,792 50.7 3 Heces 2009 Suecia ND ND
s 025H4 | B2 | 131 | 203 | 4977 | 507 | 1 | Heces (DAEC) | 2007 Japén ND | ND
A 025H4 | B2 | 131 | 511 | 5607 | 508 | 2 ND 2015 USA ND | ND
CPoay0. 1 025H4 | B2 | 131 | 493 | 4973 | 508 | 6 Orina 2015 USA F | 78
et o25H4 | B2 | 131 | 212 | 5243 | 507 | 2 Orina 2015 Brasil ND | ND
L cooman 1 o025H4 | B2 | 131 | >0 | 5484 | 506 | 2 ND 2018 | Alemania | ND | ND
Risoens 1 025:H4 | B2 | 131 | 515 | 5212 | 508 | 2 Sangre 2018 | Australia | ND | ND
W el 025:H4 | B2 | 131 | 499 | 5031 | 508 | 7 ND 2017 USA ND | ND
CP823284_1 025:H4 B2 131 4.99 4,890 50.8 NP Orina 2016 Pakistan ND ND
CP(|)_|211(31% i1 025:H4 | B2 | 131 | 498 | 5325 | 507 | 1 H\i/sa%?r?a?lo 2010 |  Alemania F | s5
cpoa | o2sHa | B2 | 131 | > | 4087 | 508 | 1 Orina 2009 Eg?ggéoss M | 76
ggaigggézl 025:H4 B2 131 5.11 5,267 50.8 1 Orina 2005 Reino Unido ND ND
055481;‘;1_1 o25H4 | B2 | 131 | 212 | 5442 | 508 | 2 Orina 2014 USA ND | ND
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ESBL94 ) .
CP041578.1 025:H4 B2 131 5.16 5,498 | 50.8 2 Orina 2014 USA ND ND
Sangre
pl1A . 5.30 (bacteriemia
CP049077.2 025:H4 B2 131 5,492 | 50.7 2 recurrente/ 2015 USA ND ND
cancer)
Sangre
p4A . (bacteriemia
CP049085.2 025:H4 B2 131 5.26 5129 | 50.7 | NP recurrente/ 2015 USA ND ND
cancer)
S65EC 025:H4 B2 131 5.19 5,265 | 50.7 1 Orina 2009 Australia ND ND
CP036245.1 ' . ' :
Ecol_AZ146 ) Estudio Astra .
CP018991 1 025:H4 B2 131 5.43 6,264 | 50.6 7 Zeneca 2012 Italia ND ND
Hera_General 1 . . Arabia
CPO15085.1 025:H4 B2 131 5.29 50 3 Orina 2014 Saudita M ND
RH-048-CS )
CP050205.1 025:H4 B2 131 7.57 6,448 | 50.7 | NP Heces 2017 Bangladesh ND ND
2247 ) _
CP021207.1 025:H4 B2 131 5.01 5,622 | 50.6 3 Sangre 2015 China ND ND

NP= no presenta, m= meses
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Anexo 3. Asignacién de alelos fimH y subclones (n=58).

Genomal/Cepa

Alelo FimH
(FimTyper1.0)

PCR de SNP in silico

para determinar
subclén

H30
(H30-R)

ybbW
(H30-Rx)

Clado

Subclén

B1370-PB_2012

C0134-PB_2013

B1131-PB_2011

B1033-PB_2012

C0107-PB_2013

B1194-PB_2012

B1017-PB_2011

B1118-PB_2011

B1323-PB_2011

B1316-PB_2011

B1320-PB_2011

B1351-PB_2012

B1527-PB_2012

C0064-PB_2013

C0114-PB_2013

B1212-PB_2012

B1250-PB_2011

C0014-PB_2012

C0129-PB_2013

C4435

2/0

4/0

TO217

B36

55989

uk_P46212

ESBL41

ESBL94

pl1A

p4A

S65EC

Ecol_AZ146

RH-048-CS

H30

H30-Rx
56.9%
(n=33)

B1041-PB 2011

B1360-PB_2012

B1522-PB_2012

B1483-PB_2012

B1439-PB_2012

18044

EcPF18

E302

CCUG 73778

H30

H30-R
27.59%
(n=16)
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3385

AR_0086

U15A

BR43-DEC

AR _451

H105

81009

SA186

GNO02545

GN02448

H22

EcPF7

SCU-479

H27

Hera General 1

H1196

2247

H161

B1137-PB_2011

SK1144

ND

No H30
15.52%
(n=9)

*H161 es un derivado mutacional de H22 y H1196 deriva de H30.
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Anexo 4. Caracterizacion de 27 genes de adherencia en genomas de E. coli
025:H4 ST131 (n=58).

Adhesinas

Genoma/
Cepa

Grupo
clonal
fimH
afaA
afaB
afaC
afaD
afakE
papA-F43
papC
papF
papGl
papGll
papGlil
afaFM955459
afa/draBC
sfas
csgA
motA
motB
flic
uclA
uclD
yfeV
10SA
hra
iha
tsh
nfaE

B1370-PB 2012
pl
C0134-PB_2013
NP
B1131-PB 2011
pl
B1033-PB 2012
pl
C0107-PB_2013
pl
B1194-PB 2012
pl
B1017-PB_2011
pl
p2
B1118-PB 2011
NP
B1323-PB_2011
pl
B1316-PB 2011
pl
B1320-PB 2011
pl
B1351-PB 2012
pl
B1527-PB 2012
pl
C0064-PB 2013
pl
C0114-PB 2013
pl
B1212-PB 2012
pl
B1250-PB 2011
pl
p2
C0014-PB_2012
pl
C0129-PB 2013

H30-Rx
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p4 0.2

p4 0.3

TO217

plasmid: 2

plasmid: 3

B36

plasmid: 2

plasmid: 3

55989

NP

uk_P46212

puk_P46212

ESBL41

pa1-1

pa1-2

ESBL94

p94-1

p94-2

pl1A

pllA pl

pllA p2

P4A

NP

l
B
_

S65EC

pS65EC

Ecol AZ146

|
B

pECAZ146_1

HEE EEE BN
HEEEEEEEEE

L
HNEEEEEEEE
HEE EEE BN

pECAZ146_KPC

pECAZ146 3

PECAZ146 4

pECAZ146 5

pECAZ146 6

pECAZ146 7

RH-048-CS

NP

H30-R

B1041-PB_2011

pl

B1360-PB_2012

pl

p2

B1522-PB_2012

pl

B1483-PB_2012

pl

B1439-PB_2012

pl

18044

P18044 1

P18044 2

P18044 3

P18044 4

P18044 5

EcPF18

pl
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CCUG_73778

pSUH-1

pSUH-2

pSUH-3

pSUH-4

pSUH-5

pSUH-6

3385

unnamedl

unnamed?2

AR_0086

-
|

|
||

unnamed1

unnamed?2

U15A

pU15A A

pU15A B

pU15A C

pUl5A D

pU15A E

pU15A F

BR43 DEC

-
|

|
||

unnamed1

unnamed?

AR-451

unnamedl

unnamed?2

unnamed3

unnamed4

unnamed5

unnamed6

unnamed7

H105

pH105

81009

pEC-81009

No H30

SA186

pSA186_MCR1

pSA186_2

m

pSA186_3

pSA186_4

pSA186 5

GNO02545

p2545-1

GN02448

p2448-1

p2448-2

p2448-3

EcPF7

pl

mimni

p2

p3

SCU-479

pSCU 479 1

Hera_General 1

P1

P2

P3

2247

p2474-NDM1

m

;
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p2474-MCR1

p2474-3

B1137-PB_2011

pl

SK1144

pSK1144

Nota: Los genes sombreados en color negro se identificaron en cromosoma, los rojos en
plasmidos.
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Anexo 5. Caracterizacion de 31 genes de virulencia en genomas de E. coli
025:H4 ST131 (n=58).

Evasion sistema Misc

Inv.

Captacion de hierro Toxinas

5
3
c
=
®

Genoma/
Cepa

Grupo
clonal

hiyF
astA
cvaC
mchbA

H30-Rx
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plasmid: 2

plasmid: 3

B36
plasmid: 2

plasmid: 3

uk_P46212
puk_P46212

ESBL41

p41-1

ESBL94

Ecol AZ146
pECAZ146_1

pECAZ_KPC

PECAZ146 3

pECAZ146_4

pECAZ146 5

pECAZ146_6

ECAZ146 7
RH-048-CS

H30-R

P18044 1

I LT HLLn

P18044 2

P18044 3

P18044 4

P18044 5

EcPF18

CCUGT3778

166
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pSUH-1

pSUH-2

pSUH-3

pSUH-4

pSUH-5

pSUH-6

3385

|

unnamed1

unnamed?2

unnamed1

AR_0086

unnamed?2

pU15A A

U15A

 ER EEw

pU15A B

pU15A C

pU15A D

pU15A E

unnamed1

UL5A F
BR43_DEC

unnamed?2

AR-451

unnamedl

i

unnamed?2

unnamed3

unnamed4

unnamed5

unnamed6

unnamed?

No H30

pSA186_3

pSA186 4

2247

p247-NDM1

p247-MCR1
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p2474-3

B1137

pl

SK1144

pSK1144
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Anexo 6. Asignacion de virotipo por PCR in silico (n=58).

Grupo clonal

Genoma/
Cepa

PCR in silico para determinar

virotipo

afaFM
955459

iroN ibeA

sat

Virotipo

ST131 H30-Rx
56.9%
(n=33)

B1370-PB 2012

C0134-PB_2013

B1131-PB_2011

B1033-PB_2012

C0107-PB_2013

B1194-PB_2012

B1017-PB_2011

B1118-PB_2011

B1323-PB_2011

B1316-PB_2011

B1320-PB_2011

B1351-PB_2012

B1527-PB_2012

C0064-PB_2013

C0114-PB_2013

B1212-PB_2012

B1250-PB_2011

C0014-PB_2012

C0129-PB_2013

C4435

2/0

4/0

TO217

B36

55989

uk_P46212

AR R R R R A R R R R A E A R A R E R R A A R

ESBL41

ESBL94

pl1A

p4A

S65EC

Ecol AZ146

RH-048-CS

ST131 H30-R
27.59%

B1041-PB_2011

B1360-PB_2012

B1522-PB_2012

B1483-PB_2012

B1439-PB_2012

18044

EcPF18

E302

CCUG 73778

|||

3385

%OOOOOOOOOOOOOOWUJ)>O>OO>OOOO>O>>OOOOOOOOOOOI‘H
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(n=16)

AR_0086

U15A

BR43-DEC

AR_451

H105

81009

|+ |+ ||+ |+

ST131 No H30
15.52%
(n=9)

SA186

GNO02545

GN02448

+ [+ [+

EcPF7

SCU-479

=+ |

Hera General 1

|+ [+ |+ |+ ]

2247

+

B1137-PB_2011

+

SK1144

elleliviieliviieliviiviiviiolioliel(el(e](@)
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Anexo 7. Caracterizacion de 30 genes de resistencia hacia betalactamicos,
guinolonas y tetraciclinas en genomas de E. coli 025:H4 ST131 (n=58).

©

= Betalactamicos Quinolonas

© Genoma/

S Cepa <=l = 5

2 HHEHE R E R :

O Slalald| s 2l SlE|a(ele|e|s g@
SR BRI REE Bl5|5|5|5|5(8|B (8|55

m

B1323
pl
B1316
pl
B1320
pl
B1351
pl
B1527
pl
C0064
pl
C0114
pl
B1212

pl
B1250

H30-Rx

EEEEEEEE | —

pl

p2

C0014
pl

Il BN B B BB DN N EEEm B

171




C0129

pl

C4435

130

2/0

p2 0.1

p2_0.2

p2_0.3

p2 0.4

p2 0.5

4/0

p4 0.1

p4 0.2

p4 0.3

TO217

plasmid: 2

plasmid: 3

B36

plasmid: 2

plasmid: 3

55989

NP

uk_P46212

puk_P46212

ESBL41

p41-1

p41-2

ESBL94

p94-1

p94-2

pl1A

pllA pl

pllA p2

P4A

NP

S65EC

pS65EC

Ecol_AZ146

LI R LN 0 LR

pECAZ146 1

pECAZ_KPC

pECAZ146 3

pECAZ146_4

pECAZ146 5

pECAZ146_6

pECAZ146 7

RH-048-CS
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NP

H30-R

B1041

pl

B1360

pl

p2

B1522

pl

B1483

pl

B1439

pl

18044

P18044 1

P18044 2

P18044_3

P18044_4

P18044 5

EcPF18

pl

p2

p3

p4

E302

NP

CCUG73778

pSUH-1

pSUH-2

pSUH-3

pSUH-4

pSUH-5

pSUH-6

3385

unnamedl

unnamed?2

AR_0086

unnamedl

H

unnamed?2

U15A

pU15A A

H

pU15A B

pU15A C

pU15A D

pU15A E

pU15A F

BR43_DEC
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unnamedl

unnamed?2

AR-451

unnamedl

unnamed?2

unnamed3

unnamed4

unnamed5

unnamed6

unnamed?7

H105

pH105

81009

pEC-81009

No H30

SA186

pSA186MCR

pSA186 2

pSA186 3

I

pSA186 4

pSA186 5

GN02545

p2545-1

GN02448

p2448-1

p2448-2

p2448-3

EcPF7

pl

-

p2

p3

SCU-479

pSCU 479

||
B

m

Hera_Gral_1

P1

j-i.. Til &

H

P2

P3

2247

p247-NDM1

p247-MCR1

p2474-3

B1137

pl

SK1144

pSK1144

g

*Genes que confieren resistencia a la familia de tetraciclinas.



Anexo 8. Caracterizacion de 36 genes de resistencia para aminoglucdésidos,
fenicoles, diaminopirimidinas, sulfonamidas, macrélidos, rifamicina,
nitrofuranos, fosfonatos y polimixinas en genomas de E. coli O25:H4 ST131
(n=58).

Genes de resistencia hacia 9 familias de antibiéticos

Genoma/
Cepa

aac(6)-Ib-Hangzhoy

Grupo clonal
aac(6)-lb-cr
aac(3)-lla
aac(3)-lid
aac(3)-1IV
aadA1
aadA2
aadA5
aadB
aph(3)-ia
aph(3)-vi
aph(4)-la
strA
strB
catB1
catB2
catB3
cmiA1
cmi
floR
drfA12
dfrA14
ofrA17
dfrB1
dfrB2
sult1
sul2
sui3
mph(A)
mph(B)
arr-2
arr-4

nfsA
nfsB
fosA3
mer-1.1

B1370

C0134

.

B1118

NP

B1323

pl

H30-Rx

B1316

pl

B1320

pl

B1351

pl

B1527

pl

C0064

pl

C0114

pl

B1212

p1 [ i H N

B1250

p1 H
p2
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pl

C0014 . .

C0129

pl

C4435

130

2/0

p2 0.1

p2_0.2

p2_0.3

p2 0.4

p2 0.5

4/0

p4 0.2

p4 0.1 ! !

p4 0.3
TO217
plasmid: 2

plasmid: 3

B36

plasmid: 2

plasmid: 3

55989

NP

uk_P46212

puk_P46212

ESBL41

p41-1

p41-2

ESBL94

S65EC

pECAZ146 1

S65EC
Ecol_AZ146 . .

I

pECAZ_KPC

pECAZ146_3

pECAZ146 4

pECAZ146 5

pECAZ146 6
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ECAZ146_7

RH-048-CS

NP

H30-R

B1041

pl

B1360

pl

p2

B1522

pl

B1483

pl

B1439

pl

18044

P18044 1

P18044 2

P18044 3

P18044_4

P18044 5

EcPF18

pl

p2

p3

p4

E302 | ]

NP

CCUG73778

SUH-1
SSUH-Z . .

pSUH-3

pSUH-4

pSUH-5

pSUH-6

3385

unnamedl

unnamed?2

AR_0086

unnamedl .

unnamed?2

U15A

pU15A_A | ]

pU15A B

pU15A C

pU15A D

pU15A E
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pU15A F

BR43_DEC

unnamedl

unnamed?2

AR-451

unnamed1

unnamed?2

unnamed3

unnamed4

unnamed5

unnamed6

unnamed?7

H105

pH105

81009

pEC-81009

No H30

SA186

pSA186MCR

pSA186 2

pSA186 3

pSA186_4

pSA186 5

GN02545

p2545-1

GN02448

p2448-1

p2448-2

p2448-3

EcPF7

pl

p2

p3

SCU-479

_

pSCU 479

Hera_Gral_1

P1

P2

P3

2247

p247-NDM1

p247-MCR1

p2474-3

B1137

pl

SK1144

pSK1144
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Anexo 9. Resistencia hacia 12 familias de antibiéticos en los genomas de

estudio en genomas de E. coli 025:H4 ST131 (n=58).

Grupo clonal.

Genoma/Cepa

H30-Rx

B1370-PB_2012

C0134-PB_2013

B1131-PB_2011

B1033-PB_2012

C0107-PB_2013

B1194-PB_2012

B1017-PB_2011

B1118-PB_2011

B1323-PB_2011

B1316-PB_2011

B1320-PB_2011

B1351-PB_2012

B1527-PB_2012

C0064-PB_2013

C0114-PB_2013

B1212-PB_2012

B1250-PB_2011

C0014-PB_2012

C0129-PB_2013

C4435

2/0

4/0

TO217

B36

55989

uk_P46212

ESBL41

ESBL94

pl1A

p4A

S65EC

Ecol_AZ146

RH-048-CS

H3

B1041-PB_2011

B1360-PB_2012

Betalactamicos

Quinolonas

Aminoglucdsidos

Tetraciclinas

Fenicoles

Macrélidos

Rifamicina

Nitrofurantoina

Fosfonatos

Polimixinas

Diaminopirimidinas
Sulfonamidas

O WIWO|F ||~ N|A~[(N|00(W|00(U10T1|00(UT|UT{UT|OTN|00|00 (0 |N (N~ (o1 Total

R
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B1522-PB_2012
B1483-PB_2012
B1439-PB_2012
18044

EcPF18

E302

CCUG 73778
3385

AR_0086

U15A
BR43-DEC

AR_451
H105
81009

SA186
GNO02545

GNO02448
EcPF7

SCU-479
Hera_General_1
2247
B1137-PB_2011
SK1144

No H30

Nota. Las marcas amarillas indican genomas NMDR, de acuerdo con los criterios de Magiorakos.
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Anexo 10. Mutaciones en las subunidades de girasay topoisomerasa IV en
genomas de E. coli 025:H4 ST131 (n=58).

B1370-PB_2012 Sgi; '5888‘:)\( 15291
C0134-PB_2013 Sgi; EsSg‘:)Y 15291
B1131-PB_2011 Sgi; EsSsL:)Y 15291
B1033-PB_2012 Sgi; ::f\l/ 15291
C0107-PB_2013 [S)gitl 5882\'/ 15201
B1194-PB_2012 [S)S;I:I ES?B%\I/ 15201
B1017-PB_2011 Sg?; ES%‘(‘)\I/ 15291
B1118-PB_2011 E;z;ltl s:f\'/ 15201
B1323-PB_2011 Zz;lcl s:f\'/ 15291
B1316-PB_2011 Sgi::l ESSBA?\I/ 1520
B1320-PB_2011 2223 Esssf\'/ 15291
H30-Rx | B1351-PB_2012 S83L E84V 1529L
D87N 80l
B1527-PB_2012 Sg;ﬂkl ESSS%Y 15291
C0064-PB_2013 S:;%h Essgf\l/ 15291
C0114-PB_2013 [3)2:7;'3 s:f\l/ 15201
B1212-PB_2012 [8)327%::' ESSS%Y 15291
B1250-PB_2011 [8)327%'!:' s:f\l/ 15201
C0014-PB_2012 zggltl ESSST)\I/ 15291
C0129-PB_2013 [S)S%I:I 5882\'/ 15201
C4435 E;zgtl '5888‘:)\( 15201
210 Sg;tl 5882\'/ I529L
410 Sg?kl EsSai)Y I529L
TO217 Zg;'tl '5888%\( I520L
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B36

D87N

E84V

o7 <00 5291
55989 SS?; ::f\l/ I520L
uk_P46212 S83L E84V

D87N S80l
ESBL41 E;ggtl ::f\l/ I520L
ESBLO4 Zggtl ::f\l/ I520L
p11A Sg?tl 588‘?\'/ I529L
p4A Sg?kl 5’882\'/ 1529L
S65EC Sgih s:f\'/ I520L
Ecol_AZ146 [s)gtl 5882\'/ 15201
RH-048-CS SS?E '5388‘:)\( 15201
B1041-PB_2011 [s)ggtl s:f\'/ 15291
B1360-PB_2012 2223 Esssf\'/ 15291
B1522-PB_2012 222[1 ESSSA(I)\I/ 15291
B1483-PB_2012 Igggltl ESSSA?\I/ 15291
B1439-PB_2012 S:;%h ESSBA?\I/ 15291
18044 Sgih '5888‘8\( I520L
EcPF18 E;Z;tl s:f\'/ 15201

Hao.R | E302 [S)gih ESSS%Y 1529
CCUG 73778 1529L
3385 22;’3 '5888‘8( I520L
AR_0086 [S)gi;b Essgf\'/ I529L
U15A Sgih Essst\ll I520L
BR43-DEC [S)g’;%; '5888‘:)\{ 15201
AR _451 Sg?h '5888"6\{ 15201
H105 Zzgltl Es?;)\( I520L
81009 S:?h ES::’\'/ I520L
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No H30

SA186 S83L
GNO02545 1529L
GN02448 1529L
EcPF7 D87G

S83L S80R 1529L
SCU-479 1529L
Hera_General_1 D87N E84V

S83L S80I 15291
2247 S83L 1529L
B1137-PB_2011 S83L S80I

D87N E84V 15291
SK1144 1529L

183




Anexo 11. Variantes alélicas de blactx-mreportadas en los genomas, grupo
CTX-M al que pertenecen y presencia de 1S26 e ISEcp1, tanto rio arriba como
rio abajo (n=58).

Grupo 1 Grupo 9
<
5 £ o £ o
rT) Genoma/ o © o o
(%)) (%)
g | Cepa o 0 a % S % E | o
= = o g ~<_6
= o et o
) O O
CTX- CTX-
i
B1370 M-15 1S262 M-15 ND
CTX-
-
co134 | M. | Is262
CTX- CTX-
-
B1131 M-15 IS262 M-3 ND
CTX-
B1033 V15 ISEcp1—
CTX- 1S26— CTX-
0107 M-15 | ISEcp1« | M-15 ND
CTX-
ISEcp1— | CTX-
B1194 M-15 1526 M-15 ND
(2)
CTX- CTX-
B1017 M-15 | ISEcp1«+ | M-15 ND
2 2
CTX-
X
& B1118 .15 | ISEcPT—
o
™ CTX-
T B1323 e ND
CTX-
B1316 M-15 ND
CTX-
B1320 M-15 ND
CTX-
B1351 v.15 | SEcP1—
CTX-
B1527 M-15 | 1S26—
©)
CTX-
C0064 M-15 ND
CTX-
C0114 e ND
CTX-
B1212 M-15 ND
B1250 CTX- ND
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M-15
CTX- | 1S26—
Co0014 M-15
CTX-
C0129 M-15 ND
CTX-
C4435 M-15 ND
CTX- | ISEcp1—
2/0 M-15
CTX- 1S262
4/0 M-15 | ISEcp1—
CTX- | 1S26—
TO217 M-15
CTX-
-
B36 M-15 1S262
55989
CTX-
-
uk_P46212 M-15 1S262
CTX-
=
ESBL41 M-15 1S262
CTX-
-
ESBL94 M-15 1S262
CTX- CTX-
=
pl1A M-15 1S26+— M-15 1S262
CTX-
=
P4A M-15 I1S262
CTX- | ISEcp1—
S65EC M-15 1S26—
CTX-
-
Ecol_AZ146 M-15 1S262
CTX-
= o -
RH-048-CS M-15 1S262
CTX- | ISEcp1— | CTX-
B1041 M-15 1S26— M-15 ND
CTX-
B1360 M-32 ND
CTX- CTX-
B1522 M-14 ISEcp1— M-27 ND
CTX-
i B1483 M-27 ND
8 CTX-
I
B1439 M-27 ND
CTX-
18044 M-14 | ISEcp1«
&)
EcPF18 1S26
E302
CCUG73778 CTX- 1S262
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M-15 | ISEcp1—
3385 1S26
CTX-
AR_0086 M-14 :25221_’
-
3)
U15A 1S26
BR43_DEC
AR-451 1S26
CTX-
—_
H105 M-27 IS262
CTX-
=
81009 M-27 1S262
SA186
GNO02545
GNO02448 1S26
EcPF7 1S26
8 SCuU479
CTX-
T -
§ Hera Gral_1 M-15 1S262
CTX- CTX- CTX-
-
2247 M-55 ISEcp1— M55 ISEcp1— M-14 IS262
CTX-
B1137 M-27 ND
SK1144 1S26

Nota: 2 (localizacién rio arriba y rio abajo), — (sélo rio arriba), < (sélo rio abajo),
(n) (indican el nimero de inserciones). Los genomas marcados en amarillo no
presentaron BLEE y dentro de estos, las secuencias de insercidn color rojo indican
que estas se encontraron en el genoma.
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Anexo 12. Caracteristicas de los pldsmidos pertenecientes a los genomas de
E. coli O25:H4 ST131 (genomas=58, plasmidos=110).

Replicacién Transferencia
—~~ ~~~
_ = 5
g 88 | ¥
o = — O < — N - o~
S | Genoma | £ ¢ o |a| g b ~ | & & 8| 3|8
c /Cepa n @ < © = I c | 0| 0| n|m
S %U = e o 2 S s 0| 0|0 | O g
B1370 pl ND | ND | IncFIA | ND
C0134 NP
B1131 pl ND | ND | IncN
B1033 pl IncFll_ | ND
IncFIA,
C0107 pl ND | ND | IncFIB, | ND
IncFll
IncFIA,
B1194 pl ND [ ND | | ND
pl ND | ND | NT
B1017
0 2 ND | ND | IncFIA | ND
B1118 NP
B1323 pl ND | ND | IncFIB | ND
B1316 pl ND | ND | IncFIB | ND
B1320 pl ND | ND | IncFIB | ND
B1351 pl N | D | MCFIA D
IncFII
B1527 pl noo [ np | MCPA D
IncFII
X
X | cooss pl no [ np | MCPA D
o IncFIl
e InCFIA,
Co114 pl ND | ND | IncFIB, | ND
IncFII
B1212 pl N [ np | A D
IncFII
pl ND | ND | Incil
B12
50 02 ND | ND | IncFll | ND
C0014 pl ND | ND | NT
C0129 pl ND | ND | IncFIA | ND
Ca435 130 130 | ND | IncFIB | ND
1350 | 51. | MFA L EagarB4
p2_0.1 IncFIB,
5 4 9
IncFll
2/0 p2 0.2 4.06 21' NT .
p2 0.3 233 |- | NT
p2 04 210 |- | Col
p2 05 155 |- | NT
138.6 | 53. | IncFIA, o
410 p4 0.1 . o pen | F2ALB . .
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110.4 | 46.
p4_0.2 5 5 IncFIB | ND
p4 0.3 10.61 ?4' Col
IncFIA,
plasmid:2 ;28'9 21' IncFIB, | F36:A4:B1
TO217 IncFlI
plasmid:3 86.37 gl' IncFlI F35:A-:B-
. 1125 | 53. | IncFIA, "
B36 plasmid:2 9 4 NIl F2:A6:B
plasmid:3 1.55 - Col
55989 NP
puk_P4621 | 143.7 | 52. | IncFIA, "
uk_P46212 5 5 8 IncEll F2:A1:B
IncFIA,
p41-1 ;21'4 38' IncFIB, | F36:A6:B1
ESBL41 IncFll
119.7 | 51. | IncN, N
p4l-2 9 8 IncEll F2:A-:B
119.1 | 51. | IncN, N
p94-1 8 8 IncEll F2:A-:B
ESBL94 IncFIA,
p94-2 1214 48. IncFIB, | F36:A6:B1
4 4
IncFll
51.
p11A pi 7074 | o IncFll | F10:A-:B-
IncFIA
p1l1A :
180.9 | 52. | IncFIB, o
pl1lA_p2 6 0 IncFll. F36:A6:B1
Col156
P4A NP
146.7 | 50. IncFIB, | F1:A-:B23
S65EC pS65EC 9 8 IncEll
IncFIA,
pECAZ_1 150.9 | 52. IncFIB, | F36:A4:B1
9 7
IncFll
pECAZ_KP 54.
C 85.87 5 IncR
pECAZ_3 34.53 48. NT
Ecol_AZ14 5
6 pECAZ_4 6.99 27' NT
pECAZ 5 6.08 gg_ Col156
pECAZ_6 5.63 27' NT
pECAZ 7 | 257 |- NT
RH-048-
cs NP
0 IncFIA,
8 B1041 pl ND ND IncEll ND
L ['B1360 pl ND ND | IncN
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p2 ND ND | IncFIA | ND
IncFIA,
B1522 pl ND ND IncEll ND
B1483 p1 N | ND | MCFIA T D
IncFIl
IncFIA,
B1439 pl ND ND IncEll ND
IncFIA,
139.4 | 52. | IncFIB, o
P18044 1 5 0 IncFIl, F1:A2:B20
Col156
P18044 2 67.92 5L NT -
18044 - ' 5
P18044_3 5.17 ;17' NT
P18044 4 4.06 21' NT
P18044 5 1.55 - Col
IncFIA,
128.9 | 50. | IncFIB, o
pl 5 9 IncFIl. F1:A2:B20
Col156
50.
EcPF18 p2 86.74 1 Incll
47.
p3 5.17 5 Col156
p4 1.5 50. Col
2
E302 NP
IncFIA, o
DSUH-1 161.3 | 51. IncFIB, F22:A1:B2
7 7 0
IncFlI
51. | IncFIA, L
pSUH-2 79.95 6 IncEll F2:A-:B-
CCUG737 47.
H- . |
78 pSUH-3 5.63 0 Co
pSUH-4 5.17 27' Col
pSUH-5 5.06 119' Col
pSUH-6 1.72 - NT
unnamed1 101.3 | 46. IncFIB | ND
4 3
3385 50 IncFIA,
unnamed?2 89.32 5' IncFIB, | F1:A2:B20
IncFll
IncFIA,
unnamedl | 140.5 22. ::EE:F F2:A2:B20
AR_0086 Col156
51.
unnamed2 41.87 1 IncN

189




109.0 | 51.
PULSA_ A | ; Incl1
50.
pU1l5A_B 69.54 - IncFIl F2:A-:B-
48.
ULEA PUISAC |521 | NT
pUISA D | 8.17 39' NT
pUISA E | 5.63 37' NT
pULSA F | 151 |- NT
unnamedl 5.78 ar. NT
BR43_DE ' 5
c unnamed2 | 33.1 gl' IncX4
unnamedl | 75.28 ?2' IncN
unnamed2 | 34.93 28' Incll
50.
unnamed3 35.51 9 IncFIA | F-:A2:B-
AR-451 unnamed4 | 16.9 gg_ NT
unnamed>5 1.55 - NT
unnamed6 | 4.08 gg_ NT
unnamed7 | 7.59 85' NT
IncFIA,
H105 pH105 1349 | 21 | INCFIB. Feq 0820
9 IncFll,
Col156
IncFll,
135.7 | 51. | IncFIA, o
81009 p81009 > 9 InCFIB, F1:A2:B20
Col156
IncHI2,
p186MCR1 241.6 | 46. IncHI2
0 2
A
198.7 | 49. | IncFIB, N
p186_2 5 4 IncEll F18:A-:B1
SA186 p186_3 213'1 ?O' IncFIl F16:A-:B-
p186_4 96.66 1'8' p0111
106.9 | 49.
p186_5 4 9 Incll
51.
GNO02545 p2545-1 78.6 4 IncFII F2:A-:B-
o
™
T 1240 | 53. | MCFIA,
o | GN02448 p2448-1 IncFIB, | F2:A1:B23
z o 4 IncFll
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02448-2 54.24 21' IncN
p2448-3 97.94 38' p0111
o 129.6 | 51. :EEE:F F29:A-
3 5 | conse | B0
ECPFY p2 4.07 :1' NT

p3 1.55 il' Col
IncFIB, .
SCU479 pSCU479 ;12'1 gl' IncFlI, F;fOA
Col156 | °
52 IncFIA,
P1 130 6. IncFIB, | F1:A1:B16
IncFll
Hera_ 52
Gral_1 P2 32 1' NT
P3 29.5 gl' NT
p2474- 50. P
NDM1 75.55 8 IncFIl F2:A-:B
IncHI2
p2474- 223.9 | 45. '
2247 MCR1 8 8 IncHI2
A
p2474-3 86.73 gg_ Incll
IncFIA,
B1137 pl ND ND IncEll ND
IncFll, .
SK1144 pSK1144 269'5 il' IncFIB, F;lgoA
Col156 | °

Nota: Los genomas resaltados en amarillo no presentaron plasmidos. NP=No presenta.

191




Anexo 13. Tablas de resultados

Tabla 27. Genes de virulencia asociados con la adhesion en los genomas de estudio.

Genes asociados a adherencia
ST131 H30-Rx H30-R No H30
n=58 n=33 n=16 n=9
Gen % % % %

*C *P *C *P *C *P *C *P

— 56 0 33 0 16 0 7 0
9655)| (0 | (@oo) | (@ | @oo) | © | 7778 | (0

afan 12 0 9 0 0 0 3 0
20.69) | (0) | @721y | (0) (0) 0) | (33.33) | (0)

B 3 0 2 0 0 0 1 0
517) | (0 | (6.08) | (0) (0) 0 | @111 | ()

afaC 12 0 9 0 0 0 3 0
20.69) | (0) | @721y | (0) (0) 0) | (33.33) | (0)

oD 12 0 9 0 0 0 3 0
20.69) | (0) | @721 | (0) (0) 0) | (3333) | (0)

Ao 4 0 2 0 0 0 2 0
(6.9) ©) | (6.08) | (0) (0) 0) | (2222 | (0)

papA_F4 | 52 0 32 0 14 0 6 0
3 (89.66) | (0) | (96.97)| (0 | (87.5) | (0) | (66.67) | (0)

c 25 0 22 0 0 0 3 0
bap 431 | (© |®66.67)] (0 (0) ©0) | (3333) | (0)
- 25 0 22 0 0 0 3 0
bap 431 | (0 |®66.67)| (0) (0) 0) | (3333) | (0)
papGl - - - - - - - -
. 24 0 22 0 0 0 2 0
bap (41.38) | (0) | (66.67) | (0) (0) ©) | (22.22) | (0)
oGl 1 0 0 0 0 0 1 0
P pf (1.72) | (0) © | ( © | (0 | (@111) | ()
ala 7 0 7 0 0 0 0 0
PSS w20n | © |@2y| © | © | © | © 0)
afa/draB 7 0 5 0 0 0 2 0
C (12.07) | (0) | (15.15) | (0) (0) 0% | (22.22) | (0)
sfas - - - - - - - -
A 56 0 31 0 16 0 9 0
€S9 (96.55) | (0) |(93.94)| (0 | (@oo) | (0) | (100) (0)
A 58 0 33 0 16 0 9 0
mo (100) | (0) (100) | (0) (100) | (0) (100) (0)
otB 58 0 33 0 16 0 9 0
100) | (@ | (@00) | © | @o0o) | © | (100) (0)

fic 58 0 33 0 16 0 9 0
200) | (@ | (oo) | (@ | @oo) | (0 | (100 (0)
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uclA 23 0 21 0 0 0 2 0
(39.66) 0 (63.64) (0) (9)] (0) (22.22) (0)
uclD 23 0 21 0 0 0 2 0
(39.66) (0) (63.64) (0) (0) (0) (22.22) (0)
foV 58 0 33 0 16 0 9 0
y (100) 0 (100) (0) (100) 0% (100) 0
tosA - - - - - - - -
hra 25 0 23 0 0 0 2 0
(43.1) (0) (69.7) (0) (0) (0) (22.22) (0)
iha 53 0 31 0 15 0 7 0
(91.38) 0 (93.94) (0) (93.75) (0) (77.78) (0)
tsh 0 1 0 0 0 0 0 1
0) (1.72) (0) (0) (0) (0) (0) (11.11)
nfaE 9 0 7 0 0 0 2 0
(1552) | (0 | (21.21) | (0) (0) (0) | (22.22) (0)
*C=cromosoma, *P=plasmido.
Tabla 28. Genes de virulencia asociados con sistemas de captacién de hierro en los
genomas de estudio.
Genes asociados a sistemas de captacién de hierro
ST131 H30-Rx H30-R No H30
G n=58 n=33 n=16 n=9
en % %
*C *P *C *P *C *P *C *P
SitA 56 3 33 2 15 0 8 1
(96.55) | (5.17) | (100) | (6.06) | (93.75) | (0) | (88.89) | (11.11)
iucC 52 1 31 0 15 0 6 1
e (89.66) | (1.72) | (93.94) | (0) | (93.75) | (0) | (66.67) | (11.11)
iuch 53 0 32 0 15 0 6 0
e 91.38) | (0) | (96.97)| (0 | (93.75) | (0) | (66.67) | (0)
iUtA 53 3 31 2 15 0 7 1
(91.38) | (5.17) | (93.94) | (6.06) | (93.75) (0) (77.78) | (11.11)
FVUA 58 0 33 0 16 0 9 0
yu (100) | (@ | (00) | (@ | @oo) | (o) | (100) (0)
huA 58 0 33 0 16 0 9 0
chu (100) | (0) | (100) | (©) | (100) | (0 | (100) (0)
iroN 1 2 1 2 0 0 0 0
o (1.72) | (3.45) | (3.03) | (6.06) | (0) (0) (0) (0)
ireA 1 0 1 0 0 0 0 0
(1.72) (0) (3.03) 0) (0) (0) (0) (0)
tonB 55 0 30 0 16 0 9 0
(94.83) | (0) | (90.91) | (0) (100) (0) (100) (0)

*C=cromosoma, *P=plasmido.
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Tabla 29. Genes de virulencia codificantes de toxinas en los genomas de estudio.

Genes asociados a toxinas

ST131 H30-Rx H30-R No H30
Gen n=58 n=33 n=16 n=9
% % % %
*C *P *C *P *C *P *C *P
t 53 0 31 0 15 0 7 0
sa (91.38) | (0) | (93.94)| (© | (93.75) | (©) | (77.78) | (0)
vat - - - - - - - -
s 14 0 12 0 1 0 1 0
(2414)| (0 |(36.36)| () | 625 | (© | @riy | (0
VA 15 0 12 0 1 0 2 0
y (25.86) | (0) |(36.36)| (0) | 625 | (0) | (22.22) | (0)
HIVE 0 3 0 2 0 0 0 1
y © | 6an | © | 6.08) | (0 (0) ) | (11.11)
AStA 7 0 6 0 0 0 1 0
(12.07) | (0) | @8.18) | (0) (0) 0) | 1111 | ()
cvaC 0 3 0 2 0 0 0 1
© | 6an | © | 6.08) | (0 (0) ) | (11.11)
T cbA 0 3 0 1 0 1 0 1
© | G| © |@0o3)| © | ®25 | (0 |@1.11)
cenB 4 9 3 1 1 5 0 3
(6.9) | (15.52) | (9.09) | (3.03) | (6.25) | (31.25)| (0) | (33.3)

*C=cromosoma, *P=plasmido.

Tabla 30. Genes de virulencia asociados con evasion del sistema inmune en los genomas de

estudio.
Genes asociados a evasion del sistema inmune
ST131 H30-Rx H30-R No H30
n=58 n=33 n=16 n=9
Gen % % % %
*C *P *C *P *C *P *C *P
iss 54 3 31 2 15 0 8 1
(93.1) | (5.17) | (93.94) | (6.06) | (93.75) (0)) (88.89) | (11.11)
ompT 55 3 31 2 16 0 8 1
(94.83) | (5.17) | (93.94) | (6.06) (100) (0) (88.89) | (11.11)
traT 8 25 6 0 2 8 0 8
(13.79) | (43.1) | (18.18) (0) (12.5) 50% (0) (88.89)
cma 0 4 0 2 0 0 0 2
(0) (6.9) (0) (6.06) (0) (0) (0) (22.22)
kpsMII- 16 0 15 0 0 0 1 0
K2 (27.59) 0) (45.45) (0) (0) 0) (11.11) 0
kpsMII- 35 0 18 0 10 0 7 0
K5 (60.34) (0) (54.55) (0) (62.5) (0) (77.78) (0)
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KpSMTII 25 0 9 0 10 0 6 0
431 | © |@r2n| © | .25 | (0 | 66.67) | (0)

KDSE 56 0 33 0 15 0 8 0
(96.55) | (0) (100) | (0) | (93.75) | (0) | (88.89) | (0)

euC 1 0 0 0 0 0 1 0
1.72) | (0) (0) (0) (0) 0% | (11.11) | (0)

*C=cromosoma, *P=plasmido.

Tabla 31. Genes de virulencia asociados con una invasinay miscelaneos en los genomas de

estudio.
Genes asociados a invasinas y miscelaneos
ST131 H30-Rx H30-R No H30

n=58 n=33 n=16 n=9

et % % % %
*C *P *C *P *C *P *C *P
ibeA 5 0 0 0 0 0 5 0
(8.62) (0) (0) 0) 0) (0) | (55.56) (V)
usp 57 0 33 0 16 0 8 0
(98.28) (0) (100) (0)] (100) (0) (88.89) (0)
malx 58 0 33 0 16 0 9 0
(100) (0) (100) (9)] (100) (0) (100) (0)
agn43 58 0 33 0 16 0 9 0
(100) (0) (100) (0)] (100) (0) (100) (0)

*C=cromosoma, *P=plasmido.

Tabla 32. Distribucién de los virotipos en los genomas de estudio y subclones.

Virotipo ST131 H30-Rx H30-R No H30
n=58 (%) n=33 (%) n=16 (%) n=9 (%)
A 6 (10.34) 6 (18.18) 0(0) 0(0)
B 2 (3.45) 2 (6.06) 0(0) 0(0)
C 43 (74.14) 24 (72.73) 15 (93.75) 4 (44.44)
D 5 (8.62) 0(0) 0(0) 5 (55.56)
E 1(1.72) 1 (3.03) 0(0) 0(0)
ND 1(1.72) 0(0) 1 (6.25) 0(0)
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Tabla 41. Genes de resistencia a betalactamicos, presentes en los genomas de estudio.

Genes asociados a resistencia hacia betalactamicos

ST131 H30-Rx H30-R No H30
n=58 n=33 n=16 n=9
GEl % % % %
*C *P *C *P *C *P *C *P
bla 0 1 0 1 0 0 0 0
e (0) 1.72) ) (3.03) (0) (0) (0) (0)
bla. 3 1 0 0 3 0 0 1
oMt | (5.47) | (1.72) (0) (0) (18.75) | (0 (0) (11.11)
bl 18 23 17 20 1 2 0 1
acmemis | (31 03) | (39.66) | (51.52) | (60.6) | (6.25) | (12.5) (0) (11.11)
bl 0 6 0 0 0 5 0 1
demxm2r | (g) | (10.34) | (0) (0) (0) | (31.25) (0) (11.11)
blachues 0 1 0 0 0 1 0 0
- (0) 1.72) 0) (0) (0) (6.25) (0) (0)
bla. 1 1 0 0 0 0 1 1
CTCMSS | (1.72) | (1.72) (0) (0) (0) (0) (11.11) | (11.12)
bla 11 22 10 19 1 2 0 1
OXA1 | (18.97) | (37.93) | (30.3) | (57.58) | (6.25) | (12.5) (0) (11.11)
blaosa 0 2 0 1 0 1 0 0
OXA-9 (0) (3.45) (0) (3.03) (0) (6.25) (0) (0)
bla 0 3 0 1 0 1 0 1
TEM-A (0) (5.17) (0) (3.03) (0) (6.25) (0) (11.11)
bla 4 18 1 9 1 5 2 4
TEMIB 1 (6.9) | (31.03) | (3.03) | (27.27) | (6.25) | (31.25) | (22.22) | (44.44)
blacuy. 1 0 0 0 0 0 1 0
| (A.72) (0) 0) Q) 0) 0) (11.11) (0)
blacuy.c 1 0 0 0 0 0 1 0
i (1.72) (0) 0) (0) (0) 0) (11.11) (0)
blaous 0 1 0 0 0 0 0 1
i (0) (1.72) 0) Q) 0) 0) 0 (11.11)
bla 1 1 0 1 1 0 0 0
KPez | 72) | .72 (0) (3.03) | (6.25) (0) (0) (0)
blacees 0 1 0 0 0 1 0 0
i (0) (1.72) 0) 0 0) (6.25) 0 (0)
bl 1 0 0 0 1 0 0 0
i (1.72) (0) 0) (0) (6.25) 0) (0) (0)

*C=cromosoma, *P=plasmido.
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Tabla 42. Genes de resistencia a quinolonas, presentes en los genomas de estudio.

Genes asociados aresistencia hacia quinolonas

ST131 H30-Rx H30-R No H30
Gen n§58 n=33 n=16 n=9
% % % %

*C *P *C *P *C *P *C *P

53 0 33 0 15 0 5 0
9Y*A | 9138)| (0) | (100) ©) | (9375 | (0 | (55.56) | (0)
gyrB - - - - - - - -

51 0 33 0 15 0 3 0
parC | g793)| (0) | (100) © | ©375 | (© |@3333) | (0

56 0 32 0 16 0 8 0
ParE | 9655 | () |(96.97)| (0 100) | (0) | (88.89) | (0)
aac(6)- | 14 20 12 16 2 3 0 1
lb-cr | (24.14) | (34.48) | (36.36) | (48.48) | (12.5) | (18.75)| (0) |(11.11)
anA - - - - - - - -
anB - - - - - - - -
anC - - - - - - - -
anD - - - - - - - -

0 1 0 0 0 1 0 0
anrs © | @) | © (0) ©) | (625 | (0) (0)
gepA - - - - - - - -
OC]XA - - - - - - - -
OC]XB - - - - - - - -

*C=cromosoma, *P=plasmido.

Tabla 43. Genes de resistencia a aminoglucésidos, presentes en los genomas de estudio.

Genes asociados aresistencia hacia aminoglucésidos

ST131 H30-Rx H30-R No H30
n=58 n=33 n=16 n=9
Gen % % % %
*C *P *C *P *C *P *C *P
aac(6)-lb- | 14 20 12 16 2 3 0 1
cr (24.14) | (34.48) | (36.36) | (48.48) | (125) | (18.75) (0) (11.11)
aac(6')-lb- 1 0 0 0 1 0 0 0
Hangzhou (1.72) (0) (0) (0) (6.25) (0) (0) (0)
A 12 7 12 6 0 1 0 0
aac@d)-lla | 5 69) | (12.07) | (36.36) | (18.18) | (0) | (6.25) 0) 0)
aac(3)-1Id 1 5 0 2 0 2 1 1
(172) | (8.62) (0) (6.06) (0) (125) | (11.11) | @111
aBc(3) 1V 0 1 0 0 0 0 0 1
(0) (1.72) ©) 0) ©) ©) ©) (11.11)
AL 1 3 1 0 0 1 0 2
aa 172) | (5.17) | (3.03) (0) (0) (6.25) (0) (22.22)
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aadA2 2 2 0 1 1 0 1 1
(3.45) | (3.45) 0) (3.03) | (6.25) © | @111 | @111
dAS 4 26 3 14 1 10 0 2
aa 6.9 | (44.83) | (9.09) | (42.42) | (6.25) | (62.5) (0) (22.22)
nadB 1 1 1 0 0 0 0 1
1.72) | @.72) | (3.03) (0) (0) (0) (0) (11.11)
aoh@ya | O 2 0 1 0 0 0 1
P (0) (3.45) (0) (3.03) (0) (0) 0) (11.11)
— 0 1 0 0 0 0 0 1
e (0) (1.72) (0) (0) (0) (0) (0) (11.11)
aph(@)1a 0 1 0 0 0 0 0 1
(0) (1.72) (0) (0) (0) (0) (0) (11.11)
StA 3 14 2 4 0 8 1 2
(5.17) | (24.14) | (6.06) | (12.12) (0) (50) | (11.11) | (22.22)
B 3 14 2 4 0 8 1 2
st (5.17) | (24.14) | (6.06) | (12.12) (0) (50) | (1111) | (22.22)

*C=cromosoma, *P=plasmido.

Tabla 44. Genes de resistencia a tetraciclinas, fenicoles, macrélidos, rifamicina, nitrofuranos,
fosfonatos y polimixinas, presentes en los genomas de estudio.

Genes asociados a resistencia hacia tetraciclinas, fenicoles, macrélidos,
rifamicina, nitrofuranos, fosfonatos y polimixinas
ST131 H30-Rx H30-R No H30
n=58 n=33 n=16 n=9
Gen % % % %
*C *P *C *P *C *P *C *P
tet(A) 5 27 4 19 0 6 1 2
(8.62) | (46.55) | (12.12) | (57.58) (0) (37.5) | (11.11) | (22.22)
tet(B) 0 1 0 1 0 0 0 0
(0) (1.72) (0) (3.03) (0) (0) (0) (0)
catB1l - - - - - - - -
catB2 - - - - - - - -
catB3 13 21 12 18 1 2 0 1
(22.41) | (36.21) | (36.36) | (54.55) | (6.25) (12.5) (0) (11.11)
cmlAL 1 1 1 0 0 0 0 1
(1.72) (1.72) (3.03) (0) (0) (0) (0) (11.11)
cml 0 1 0 0 0 0 0 1
(0) (1.72) (0) (0) (0) (0) (0) (11.11)
floR 0 2 0 0 0 0 0 2
©) (3.45) (0) (0) ©) ©) ©) (22.22)
mph(A) 6 24 5 13 1 9 0 2
(10.34) | (41.38) | (15.15) | (39.39) | (6.25) | (56.25) (0) (22.22)
mph(B) - - - - - - - -
arr-2 - - - - - - - -
arr-4 - - - - - - - -
nfsA* - - - - - - - -
nfsB* - - - - - - - -
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fosA3 0 1 0 0 0 0 0 1
(8) (1-272) (8) (8) (8) (8) (8) (11211)
Ml o e o | @ @ o | o |[@2
. *C=cromosoma, *P=plasmido.
Tabla 45. Genes de resistencia a diaminopirimidinas y sulfonamidas, presentes en los
genomas de estudio.
Genes asociados a resistencia hacia inhibidores de la via del folato
(diaminopirimidinas y sulfonamidas)
ST131 H30-Rx H30-R No H30
n=58 n=33 n=16 n=9
et % % % %
*C *P *C *P *C *P *C *P
1 1 0 1 0 0 1 0
dirAl2 | 17y | 1720 | © | 303) | (0 0 |aiin| ()
dfrAl4 0 3 0 1 0 1 0 1
(0) (5.17) (0) (3.03) (0) (6.25) (0) (11.12)
dfrAl7 4 25 3 13 1 10 0 2
(6.9) (43.1) | (9.09) | (39.9 (6.25) (62.5) (0) (22.22)
dfrB1 - - - - - - - -
dfrB2 - - - - - - - -
sull 5 27 3 14 1 10 1 3
(8.62) | (46.55) | (9.09) | (42.42) (6.25) (62.5) | (11.11) | (33.3)
sul2 3 14 2 4 0 8 1 2
(5.17) | (24.14) | (6.06) | (12.12) (0) (50) | (11.11) | (22.22)
sul3 0 1 0 0 0 0 0 1
© | @72 (9 ()] ()] Q) 0 |(1111)
*C=cromosoma, *P=plasmido.
Tabla 53. Distribucién de genomas portadores de 0-7 plasmidos.
No. de ST131 H30-Rx H30-R No H30
plasmidos/cepa n=58 (%) n=33 (%) n=16 (%) n=9 (%)
1 28 (48.31) 18 (54.55) 6 (37.5) 4 (44.44)
2 11 (19) 7(21.21) 4 (25) 0 (0)
3 5 (8.6) 1(3.03) 0 (0) 4 (44.44)
4 1(.7) 0 (0) 1(6.25) 0 (0)
5 3(5.2) 1(3.03) 1(6.25) 1(11.112)
6 2 (3.4) 0 (0) 2 (12.5) 0 (0)
7 2 (3.4) 1(3.03) 1 (6.25) 0 (0)
0 6 (10.3) 5 (15.15) 1(6.25) 0 (0)
Total 110 (100) 47 (42.73) 42 (38.18) 21 (19.09)
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Tabla 54. Replicones de diversos grupos Inc detectados en los genomas de estudio y

subclones.
Replicon ST131 H30-Rx H30-R No H30
n=110 (%) n=47 (%) n=42 (%) n=21 (%)
InCcFIA 5 (4.55) 3 (6.38) 2 (4.76) 0 (0)
IncFIB 6 (5.45) 5 (10.64) 1(2.38) 0 (0)
IncFll 8 (7.27) 4 (8.51) 1(2.38) 3 (14.29)
IncFIA, IncFIB 1(0.9) 1(2.13) 0 (0) 0 (0)
IncFIA, IncFll 13 (11.8) 7 (14.89) 5 (11.9) 1(4.76)
IncFIB, IncFll 2(1.8) 1(2.13) 0 (0) 1(4.76)
IncFll, IncN 2(1.8) 2 (4.26) 0 (0) 0 (0)
IncFIA, IncFIB, IncFll 11 (10) 7 (14.89) 2 (4.76) 2 (9.52)
IncFIA, IncFIB, IncFll,
Col156 6 (5.45) 1(2.13) 5(11.9) 0 (0)
IncFIB, IncFll, Col156 3 (2.73) 0 (0) 0 (0) 3 (14.29)
Col 9 (8.18) 3 (6.38) 5(11.9) 1(4.76)
Col156 2(1.8) 1(2.13) 1(2.38) 0 (0)
Incll 6 (5.45) 1(2.13) 3(7.14) 2 (9.52)
IncN 5 (4.55) 1(2.13) 3(7.14) 1(4.76)
IncHI2, IncHI2A 2 (1.8) 0 (0) 0 (0) 2 (9.52)
Otros 4 (3.64) 1(2.13) 1(2.38) 2 (9.52)
NT 25 (22.73) 9 (19.15) 13 (30.95) 3 (14.29)
Tabla 55. Alelos reportados en los replicones IncF de los genomas de estudio.
Replicones ST131 H30-Rx H30-R No H30
IncF n=57 (%) n=31 (%) n=16 (%) n=10 (%)
F-:A2:B- 1(1.75) 0 (0) 1(6.25) 0 (0)
F1.A-:B23 1(1.75) 1(3.23) 0 (0) 0 (0)
F1.A1:B16 1(1.75) 0 (0) 0 (0) 1(10)
F1.A2:B20 5(8.77) 0 (0) 5 (31.25) 0 (0)
F2:A-:B- 6 (10.53) 2 (6.45) 2 (12.5) 2 (20)
F2:A1:B- 2 (3.5) 2 (6.45) 0 (0) 0 (0)
F2:A1:.B23 1(1.75) 0 (0) 0 (0) 1(10)
F2:A2:B20 1(1.75) 0 (0) 1(6.25) 0 (0)
F2:A6:B- 1(1.75) 1(3.23) 0 (0) 0 (0)
F10:A-:B- 1(1.75) 1(3.23) 0 (0) 0 (0)
F16:A-:B- 1(1.75) 0 (0) 0 (0) 1(10)
F18:A-:B1 1(1.75) 0 (0) 0 (0) 1(10)
F22:A1:B20 1(1.75) 0 (0) 1(6.25) 0 (0)
F29:A-:B10 3 (5.26) 0 (0) 0 (0) 3 (30)

200




F35:A-:B- 1(1.75) 1(3.23) 0 (0) 0 (0)
F36:A4:B1 2 (3.5) 2 (6.45) 0 (0) 0 (0)
F36:A6:B1 3 (5.26) 3 (9.68) 0 (0) 0 (0)
F48:A1:B49 1(1.75) 1(3.23) 0 (0) 0 (0)

ND 24 (42.1) 17 (54.8) 6 (37.5) 1 (10)

Los resultados marcados en amarillo fueron seleccionados para el reporte de resultados por
presentarse en mas de 2 plasmidos.

Tabla 56. Disposicion del gen traT y las relaxasas MOBF y MOBQ en los genomas de

estudio.
Gen ST131 H30-Rx H30-R No H30
n=110 (%) n=47 (%) n=42 (%) n=21 (%)
traT 30 (27.27) 12 (25.53) 9(21.43) 9 (42.86)
MOBF11 2(1.8) 0(0) 1(2.38) 1(4.76)
MOBF12 32 (29.09) 13 (27.66) 10 (23.8) 9 (42.86)
MOB 11 - - - -
MOBq12 4 (3.6) 1(2.13) 3(7.14) 0 (0)
MOBqu 6 (5.45) 1(2.13) 4 (9.52) 1(4.76)
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