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. RESUMEN

Las infecciones causadas por Dbacterias pertenecientes a la familia
Enterobacteriaceae resistentes a los antibioticos, incluyendo Escherichia coli, han ido
en aumento a nivel mundial. La resistencia a los antibidticos (RA) es un fenbmeno
complejo y multidimensional que involucra el uso excesivo e inadecuado de los
antibioticos en los sectores de salud humana, animal/agricola y ambiental, asi como
el intercambio de material genético asociado a la resistencia conllevando al
surgimiento, seleccion y diseminacion de bacterias multirresistentes (MDR) dentro de
esta triada ecoldgica. La implementacién de técnicas de secuenciacibn masiva en
paralelo representa una alternativa de estudio vanguardista en la vigilancia de la RA.
El presente trabajo tuvo como objetivo analizar los determinantes de virulencia
(VAGS), resistencia a antibidticos (ARGSs), contenido plasmidico y profagico de 15
genomas de E. coli incluyendo cepas de origen ambiental, animal y clinico aisladas
en Sinaloa y establecer las relaciones filogenéticas respecto a cepas provenientes de
distintas fuentes de aislamiento y regiones geograficas del mundo. Se realizé
secuenciacion de genoma completo empleando la plataforma lllumina MiniSeq (2 x
150 pb). Los genomas ensamblados de novo se anotaron con el servidor RAST y se
determindé de manera in silico el serogrupo, filogrupo y la tipificacién multilocus de
secuencias (MLST). La identificacion de VAGs y ARGs se realizé con las bases de
datos VirulenceFinder y ResFinder, respectivamente. Se establecieron las relaciones
filogenéticas basado en MLST. Asimismo, se reconstruyeron filogenias basadas en el
esquema de core-genome MLST (cgMLST) sobre los grupos clonales de alto riesgo
identificados empleando una coleccién global genémica. El tamafio del genoma fue
el esperado para E. coli. La tipificacion in silico evidenci6 diversos perfiles genéticos
en los genomas analizados. Se detectaron grupos clonales de relevancia clinica
pertenecientes a los linajes ST4, ST40, ST69, ST410, ST617 y ST2279. Se
identificaron multiples VAGs implicados en la adherencia bacteriana, captacion de
hierro, proteinas autotransportadoras, produccién de toxinas y sistemas de
secrecion, principalmente en cepas de origen clinico. Por otro lado, se identificaron
ARGs que confieren resistencia a aminoglucésidos, anfenicoles, [B-lactamicos,
desinfectantes, fosfomicina, lincosamidas, macrélidos, quinolonas/fluoroquinolonas,
tetraciclinas y trimetoprima/sulfametoxazol. Es importante resaltar la presencia de 3-
lactamasas de espectro extendido (BLEE; CTX-M-15) e integrones de clase 1 entre
cepas de origen clinico y ambiental. Ademas, del reconocimiento de la nueva
variante fosA7.5 involucrada en la resistencia a fosfomicina en una cepa de origen
ambiental obtenida en el 2013. Independientemente del origen de aislamiento, el
analisis de cgMLST indic6 que todos los aislados de E. coli se derivan del humano y
fueron introducidas a los ambientes secundarios tales como el drenaje agricola y
estanques acuicolas. El contenido de VAGs, ARGs, plasmidos y profagos es diverso
entre los genomas de E. coli provenientes de distintas fuentes de aislamiento.

Palabras clave: Escherichia coli, Secuenciacion del genoma completo, MDR, grupos
clonales de alto riesgo



. ABSTRACT

Antibiotic-resistant infections caused by bacteria belonging to Enterobacteriaceae,
including Escherichia coli, have been rising worldwide. Antibiotic resistance (AR) is a
complex and multidimensional phenomenon that involves the excessive and
inappropriate use of antibiotics in human, animal/agricultural, and environmental
health sectors, and the exchange of genetic material associated with resistance,
leading to the emergence, selection, and dissemination of multidrug-resistant (MDR)
strains within this triad. Implementing next-generation sequencing technologies
represents a cutting-edge alternative in the AR surveillance. The primary aim of this
study was to analyze the virulence-associated genes (VAGS), antimicrobial resistance
genes (ARGs), and plasmid and prophage contents of 15 E. coli genomes of
environmental, animal, and human origin obtained from Sinaloa State and to establish
the phylogenetic relationships with E. coli strains from diverse isolation sources and
geographical locations. Whole-genome sequencing (WGS) was performed on the
lllumina MiniSeq platform (2 x 150 bp). De novo-assembled genomes were annotated
using the RAST server, and serotyping, phylogrouping, and multilocus sequence
typing (MLST) were assessed in silico. Identification of VAGs and ARGs was
performed using VirulenceFinder and ResFinder databases, respectively. An MLST-
based phylogeny was reconstructed. In addition, core-genome MLST (cgMLST)
analysis was performed on identified high-risk clones using a respective genomic
global collection. Overall, all sequenced genomes were similar in length as expected
for E. coli. In silico typing revealed genetic diversity among the studied E. coli
genomes. Moreover, clinically relevant clonal groups were detected in our genomic
dataset, namely ST4, ST40, ST69, ST410, ST617, and ST2279 lineages. Multiple
VAGs categorized in bacterial adherence, iron uptake, autotransporter proteins, toxin
production, and secretion systems were identified, mainly in human-sourced strains.
On the other hand, several ARGs associated with aminoglycosides, amphenicols, -
lactams, disinfectants, fosfomycin, lincosamides, macrolides, tetracyclines,
trimethoprim/sulfamethoxazole, and quinolones/fluoroquinolones resistance were
identified. It is noteworthy that the presence of extended-spectrum [-lactamases
(ESBL; blactx-m-15) and class 1 integrons were detected only in human and
environmental-sourced strains. Moreover, a novel fosA7.5 variant involved in
fosfomycin resistance was discovered in an environmental-sourced strain isolated in
2013. The cgMLST analysis indicated that all E. coli isolates are human-derived
strains introduced into secondary habitats such as agricultural drainage and
aquaculture ponds. The genetic content of VAGs, ARGSs, plasmids, and prophages is
diverse and independent of the source origin.

Keywords: Escherichia coli, WGS, MDR, high-risk clones



I1l. INTRODUCCION

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) es en uno de los principales
problemas de salud publica del siglo XXI. La Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) ha catalogado la resistencia a antimicrobianos como una emergencia de
seguridad sanitaria mundial que amenaza la prevencion y el tratamiento efectivo de
una gama cada vez mayor de infecciones causadas por virus, bacterias, hongos y
parasitos (WHO, 2014). Particularmente, la problematica de la RAM es
especialmente urgente con respecto a la resistencia a los antibiéticos (RA). La RA es
un fendmeno complejo y multidimensional que involucra el uso excesivo e
inadecuado de los antibioticos en los sectores de salud humana, animal/agricola y
ambiental conllevando al surgimiento, seleccion y diseminacion de bacterias

multirresistentes dentro de esta triada (Prestinaci et al., 2015).

A nivel mundial, las infecciones causadas por bacterias pertenecientes a la
familia Enterobacteriaceae resistentes a los antibidticos, incluyendo Escherichia coli,
han ido en aumento posicionandola en el primer lugar de la lista de patégenos de
prioridad critica de la OMS por sus elevadas tasas de resistencia a cefalosporinas de
3.2 generacion, quinolonas/fluoroquinolonas y carbapenémicos (Tacconelli et al.,
2017). E. coli es un microorganismo altamente versatil que forma parte de la
microbiota intestinal del ser humano y mamiferos, asi como de aves, reptiles y peces.
Sin embargo, en humanos y animales es capaz de causar importantes sindromes
diarreicos, infecciones del tracto urinario y del torrente sanguineo, sintomatologia que

eleva las tasas de mortalidad por el fracaso en el tratamiento (Kaper et al., 2004).



Al aumento significativo de la resistencia a antibiéticos en E. coli contribuye en
gran medida la flexibilidad genémica de este microorganismo. Esta caracteristica le
permite la continua adquisicion e intercambio de determinantes genéticos implicados
en la resistencia a los antibioticos, los cuales suelen estar asociados a elementos
genéticos méviles (MGEs — por sus siglas en inglés) como plasmidos, transposones
e integrones que facilitan la diseminacion de tales determinantes en el ambiente que

la bacteria se encuentre habitando (Leimbach et al., 2013).

Datos generados en diversos estudios epidemiolégicos realizados en el estado
evidencian una alta proporcion de resistencia a antibiéticos en cepas de E. coli
patdbgenas y no patdgenas provenientes de reservorios humanos, no humanos y
ambientales (Canizalez-Roman et al., 2013, 2016, 2019; Murillo Llanes et al., 2011;
Uribe-Beltran et al.,, 2017). No obstante, los métodos convencionales de
susceptibilidad a antibacterianos tienen limitaciones en cuanto a la correcta
caracterizacion de los atributos que confieren dicha resistencia. Por ello, la
implementacion de técnicas de secuenciacibn masiva en paralelo (NGS — por sus
siglas en inglés) representan una alternativa de estudio y permiten generar

contribuciones significativas en la vigilancia de la resistencia a los antibiéticos.

Actualmente, es necesario comprender la relacibn entre E. coli, sus
determinantes genémicos de virulencia y resistencia antimicrobiana y los probables
mecanismos de diseminacion. Para ello se requiere del empleo de estrategias
multisectoriales como “One Health” y hacer uso de técnicas de alto rendimiento y
poder resolutivo como las tecnologias de NGS. EIl objetivo del presente trabajo es

analizar los determinantes de virulencia y resistencia a antibidticos en 15 genomas



de E. coli incluyendo cepas de origen ambiental, animal y clinico aisladas en Sinaloa,
con respecto a genomas de E. coli provenientes de distintas regiones geograficas del
mundo. Resultados de la implementacion de este enfoque contribuiran a la
generacion de informacion sobre los rasgos genomicos que definen la virulencia y la
resistencia a antibiéticos en cepas de E. coli que circulan localmente y al potencial
desarrollo de estrategias para un mejor control de la resistencia a antibiéticos en

México y el mundo.



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1. Resistencia alos antimicrobianos

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) es uno de los principales problemas
de salud publica del siglo XXI. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha
catalogado la resistencia antimicrobiana como una emergencia de seguridad
sanitaria mundial que amenaza la prevencion y el tratamiento efectivo de una gama
cada vez mayor de infecciones causadas por virus, bacterias, hongos y parasitos que
no son susceptibles a los medicamentos comunmente empleados para su
tratamiento (WHO, 2014). En ese sentido, la problematica de la RAM es
especialmente urgente con respecto a la resistencia a los antibiéticos debido a que

amenaza los logros de la medicina moderna.

La resistencia a los antibidticos es un fendmeno complejo y multidimensional
con una creciente preocupaciéon mundial que involucra el uso excesivo e inadecuado
de los antibidticos en los sectores de salud humana, animal/agricola y ambiental; asi
como el desarrollo y la diseminacion de una variedad de mecanismos de resistencia
entre las bacterias pertenecientes a estos habitats (Prestinaci et al., 2015). Lo
anterior, ha permitido el surgimiento y la persistencia de bacterias multirresistentes
(MDR - por sus siglas en inglés) dentro de esta triada ecoldgica teniendo un mayor
impacto en bacterias patdégenas de relevancia en medicina humana y veterinaria por
la subsecuente ineficiencia de las terapias estandar, elevacion en los costos de
tratamiento, aumento del tiempo de hospitalizacién y el alza de las tasas de

morbilidad y mortalidad que generan (Aslam et al., 2018).



Por ello, la comprension de los diversos factores que genera y promueven la
resistencia a los antibiéticos es clave para abordar dicha problematica. Desde una
perspectiva bioldgica, la resistencia a los antibiéticos es un fendmeno evolutivamente
natural en respuesta a la presion selectiva ejercida por una sustancia con efecto

antibacteriano en determinado ambiente.

La mayoria de los antibioticos son producidos de manera natural por bacterias
sapréfitas y hongos ambientales, otros son de caracter semisintético y pocos son
completamente sintéticos. En ese sentido, las bacterias han desarrollado diversos
mecanismos para protegerse del efecto de estos farmacos, los cuales incluyen el
impedimento de entrada o transporte del farmaco, alteraciones del sitio blanco o la

produccion de enzimas que degraden o modifiquen el farmaco (Holmes et al., 2016).

Inicialmente se especulaba que la produccion de compuestos con actividades
antimicrobianas por organismos saprofitos proveia una ventaja competitiva
inhibiendo el desarrollo de otros microorganismos residentes en determinado nicho.
No obstante, recientes descubrimientos sugieren una interaccion mas compleja. Ya
gue las concentraciones de compuestos antimicrobianos parecen ser bastante bajas
para inhibir el crecimiento de otras bacterias. En consecuencia, las concentraciones
subletales de dichos antimicrobianos tienen un efecto considerable en la fisiologia y
evolucion bacteriana; éstos actian como moléculas de sefalizacion que afectan la
expresion génica bacteriana, pudiendo aumentar la tasa mutacional en respuesta a la

presion ejercida (Holmes et al., 2016).

Ademas de las mutaciones espontaneas, la adquisicion e intercambio de

material genético entre microorganismos en un ambiente determinado desempefian



un papel clave en la evolucion y diseminacion de la resistencia antibacteriana. Lo
anterior es impulsado especialmente por el fenomeno de la transferencia horizontal
de genes (THG). Los mecanismos de THG son conjugacion, transformacion y
transduccion. Siendo la conjugaciéon el que mas impacta en la diseminacion de la
resistencia a antibioticos de microorganismos comensales y ambientales a especies

patogenas (von Wintersdorff et al., 2016).

Por otra parte, el uso excesivo e inadecuado de los antibiéticos en los diferentes
sectores de salud humana, medicina veterinaria, agricola y ambiental ha propiciado
el incremento y seleccion de bacterias resistentes a los antibiéticos (Allel et al., 2023;
Aslam et al., 2018). Particularmente, en medicina humana se tienen practicas que
incrementan la adaptabilidad y persistencia de las bacterias patdgenas resistentes a
antibioticos, entre ellas se puede mencionar esquemas de tratamiento empirico,
prescripcion de regimenes inadecuados, uso prolongado de farmacos
antibacterianos en ambientes hospitalarios, el desconocimiento y rango de actividad
de los antibidticos por parte de la poblacién general, la interrupcién temprana del

tratamiento, asi como la automedicacion (Prestinaci et al., 2015).

En el sector animal y medicina veterinaria, una proporcién substancial de
antibioticos es empleada inapropiadamente (Tiseo et al., 2020). En ese sentido, el
uso de farmacos antibacterianos con fines de promocién del crecimiento, la
prevencion (profilaxis/metafilaxis) y el tratamiento de enfermedades en animales
destinados para la produccion de alimentos y acuicultura es probablemente uno de
los principales contribuyentes al problema general de la resistencia antibacteriana a

nivel mundial (Marshall & Levy, 2011). De igual manera, dentro del sector agricola el



uso extensivo de ciertos antibidticos, empleados principalmente como pesticidas en
el cultivo de arboles frutales, expone a las poblaciones bacterianas que habitan en la
superficie y el suelo de los cultivos a cantidades subinhibitorias, ejerciendo una
presion selectiva y favoreciendo el desarrollo de aquellos microorganismos
resistentes frente a los susceptibles, alterando de manera radical la ecologia

microbiana (Stockwell & Duffy, 2012).

Por otro lado, el ambiente per se desempefia un papel importante en la
diseminacion de la resistencia a los antibioticos. El suelo es reconocido como el
principal reservorio de genes asociados a la resistencia a los antibiéticos, ya que la
mayoria de los farmacos antibacterianos derivan de microorganismos productores
saproéfitos que son intrinsicamente resistentes. Asimismo, los cuerpos de agua
fungen como vehiculos facilitando la diseminacion de bacterias resistentes entre los

diferentes ecosistemas (Baquero et al., 2008; Prestinaci et al., 2015).

Debido a que la mayoria de las bacterias y los genes asociados a la resistencia
a los antibiéticos pueden movilizarse entre humanos, animales y el ambiente, las
adaptaciones microbianas a causa del uso y la presidn selectiva de antibidticos
dentro de un sector se ve reflejado en otro; por lo que la resistencia antibacteriana es
considerada un problema ecolégico y su estudio no puede ser dirigido Unicamente
considerando el sector de la medicina humana. Por consiguiente, el abordaje de la
resistencia a los antibidticos debe considerar su naturaleza compleja y aplicar
aproximaciones multisectoriales como el de “Una salud” (One health) (Collignon &

McEwen, 2019).



El concepto de “Una salud” se define como un enfoque colaborativo,
multisectorial y transdisciplinario — que trabaja a nivel local, regional, nacional y
global — para lograr resultados Optimos de salud y bienestar, reconociendo las
interconexiones entre personas, animales, plantas y el entorno que comparten

(Commission, 2020).

De esta manera, la integracion de los elementos biolégicos necesarios para el
entendimiento de la evolucion de la resistencia a los antibidticos, incluyendo los
microorganismos Yy vectores implicados en su diseminacidn y emergencia, los
organismos hospederos, y el ambiente involucrado, junto con las repercusiones
culturales y socioecondmicas, pueden ser comprendidas mediante el abordaje de

“Una salud”.
4.1.1. Impacto de la resistencia a antibacterianos y panorama mundial

En medicina humana, las infecciones a causa de microorganismos resistentes
conducen a la falla terapéutica con antibiéticos de primera linea, haciendo necesario
la implementacion de antibiéticos de segunda o tercera linea, uso de equipo
especializado, estadias mas prolongadas en el hospital y procedimientos de

aislamiento de los pacientes.

En la actualidad, diversos procedimientos de la medicina moderna dependen de
la efectividad profilactica de los antibidticos. Al respecto, procedimientos como
cirugias, trasplante de Organos, tratamiento quimioterapéutico para cancer, el
cuidado intensivo de nacimientos prematuros y diagnostico invasivo se han visto
severamente obstaculizados con un aumento correspondiente en la morbilidad y
mortalidad a causa de infecciones bacterianas secundarias. De hecho, las
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infecciones causadas por bacterias multirresistentes son los principales factores que
influyen en la morbilidad y mortalidad de pacientes sometidos a estos procedimientos

(Prestinaci et al., 2015).

El impacto de la resistencia a los antibidticos en términos de morbilidad,
mortalidad y costos de salud publica es dificil de estimar ya que deben tomarse en
cuenta diversos factores. A pesar de ello, el Centro para el Control y Prevencion de
Enfermedades (CDC) de Estados Unidos registré una prevalencia anual para el 2013
de mas de 2 millones de infecciones por microorganismos resistentes y al menos
23,000 decesos (CDC, 2013). Estas cifras aumentaron en 2019 a 2.8 millones y
35,000, respectivamente (CDC, 2019). En Europa, se registraron 400,000 infecciones
por bacterias multirresistentes (Staphylococcus aureus, E. coli, Enterococcus
faecium, Streptococcus pneumoniae, Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas

aeruginosa) y 25,000 defunciones (ECDC/EMEA, 2009).

En el 2014, el proyecto “The Review on Antimicrobial Resistance (AMR)”
auspiciado por el Reino Unido realizé un analisis prospectivo al 2050 sobre el
fendbmeno de resistencia a antibiéticos a nivel mundial, incluyendo predicciones del
costo econémico global y el costo humano. El estudio mostré una disminucién del
producto interno bruto (PIB) mundial del 2 — 3.5 %, lo que se traduce a costos
superiores a los 100 mil millones de ddlares y una mortalidad mundial cercana a los
10 millones cada afio (RAR, 2014). No obstante, dicha prediccion solamente
contemplé el impacto de un pequefio subgrupo de bacterias resistentes a los
antibioticos: S. aureus, K. pneumoniae y E. coli, por lo que dichas predicciones

podrian estar subestimadas.
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Por otro lado, la OMS en su informe del 2014 “Antimicrobial resistence: global
report on surveillance”, declara que 129 de los 194 paises miembros que conforman
la red de vigilancia epidemioldgica, incluyendo México, reportan la presencia de
infecciones resistentes a antibioticos. Dicho informe se centr6 en siete de los
principales agentes patégenos de relevancia internacional para la salud publica (E.
coli, K. pneumoniae, S. aureus, S. pneumoniae, Salmonella no tifoidea, especies de
Shigella y Neisseria gonorrhoeae) (WHO, 2014). E. coli destaca por su amplia
distribucion mundial, casos de infecciones asociadas y sus altos niveles de
resistencia a cefalosporinas de 3.2 generacion y fluoroquinolonas, antibiéticos
utilizados ampliamente para el tratamiento de infecciones en la medicina humana y

veterinaria.

Posteriormente, la OMS reuni6 un grupo de expertos en el 2017 que realizaron
la estratificacion de patégenos bacterianos de acuerdo con el tipo de resistencia que
presentan y la urgente necesidad de investigacion y desarrollo de nuevas estrategias
de tratamiento efectivos (Tacconelli et al., 2017). Como resultado, la lista fue

categorizada en tres niveles de prioridad:

i) Prioridad critica: Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa

y especies pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae.

i) Prioridad alta: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Helicobacter pylori, Campylobacter, Salmonella spp. y Neisseria

gonorrhoeae.

iii) Prioridad media: Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae
y Shigella spp.
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Es importante resaltar que bacterias de la familia Enterobacteriaceae,
incluyendo E. coli, estan incluidas en la categoria de prioridad critica, presentando

resistencia a carbapenémicos y cefalosporinas de 3.2 generacion.

Asimismo, el informe “Global Antimicrobial Resistance and Use Surveillance
System (GLASS) Report: Early Implementation 2020” de la OMS presenta datos de
vigilancia epidemioldgica de la resistencia a antibioticos durante el 2018-2019 en 82
paises inscritos al programa GLASS, de los cuales México no forma parte. Asi, 66
paises manifiestan la frecuencia de aislamiento y resistencia a antibiéticos en ocho
patdogenos de prioridad alta (Acinetobacter spp., E. coli, K. pneumoniae, N.
gonorrhoeae, Salmonella spp., Shigella spp., S. aureus y S. pneumoniae) causantes
de infecciones del torrente sanguineo, tracto urinario, gastrointestinales y urogenital.
Entre ellas, E. coli resulté el patbgeno mas frecuentemente aislado en casos de
infecciones del torrente sanguineo (51%) y de tracto urinario (89%); presentando
proporciones variables de resistencia a carbapenémicos (0 — 35%), cefalosporinas de
3.2 generacion (8 — 100%) y fluoroquinolonas (8 — 88%) en infecciones del torrente
sanguineo, asi como a B-lactdmicos (42 — 98%), carbapenémicos (0 — 38%),
cefalosporinas de 3.2 y 4.2 generacion (3 — 92%/ 2 — 89%), fluoroquinolonas (9 —
93%) y trimetoprima/sulfametoxazol (20 — 97%) en infecciones del tracto urinario

(WHO, 2020).
4.2. Generalidades de Escherichia coli

Escherichia coli, originalmente designada como Bacterium coli commune, fue
aislada a partir de heces de neonatos en 1885 por el microbiélogo Theodor von

Escherich (Escherich, 1885). Sin embargo, no fue hasta 1954 que se nombré como
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Escherichia coli en honor a su descubridor. E. coli es una bacteria con morfologia
bacilar, Gram negativa, anaerobio facultativo, mesofilo (6ptimo 37°C), no esporulado
y generalmente movil (flagelos peritricos). Sus caracteristicas bioquimicas principales
son produccion de acido y gas a partir del metabolismo de la glucosa, fermentacion
de lactosa, produccion de indol a partir del metabolismo del triptéfano, capacidad de
reducir nitratos a nitritos, produccion de catalasa y carencia de la enzima citocromo

oxidasa (Rodriguez-Angeles, 2002).

Taxondmicamente, E. coli pertenece al filo Proteobacteria, clase
Gammaproteobacteria, orden Enterobacterales, familia Enterobacteriaceae, género
Escherichia y especie coli. Esta bacteria forma parte de la microbiota intestinal del
ser humano y mamiferos, asi como de aves, reptiles y peces (Leimbach et al., 2013).
E. coli es un organismo comensal de la microbiota intestinal y raramente ocasiona
patologia. Sin embargo, E. coli puede translocar el epitelio intestinal cuando las
barreras gastrointestinales estdn comprometidas/alteradas o en situaciones de
inmunosupresion y alcanzar otros sitios anatémicos convirtiéndose en un patégeno

oportunista (Kaper et al., 2004; D. Yu et al., 2021).

El nicho ecolégico de E. coli en el ser humano es la capa mucosa del colon
donde desempefia procesos metabdlicos esenciales para el hospedero, por ejemplo
mediante la produccion de vitamina K y B12, asi como por el impedimento del
establecimiento de bacterias patogenas en el intestino (Bentley & Meganathan,
1982). Es importante mencionar que la mucosa del colon presenta un alto recambio y

favorece el desprendimiento de E. coli y su excrecion en la materia fecal al ambiente.
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Fuera del hospedero, E. coli debe adaptarse al desafio constante de los
factores ambientales bidticos y abidticos que influencian su crecimiento y
supervivencia. Factores entre los que se incluyen temperatura, oxigeno, humedad,
radiacion solar, pH, disponibilidad de nutrientes, incluso la competencia con otros
microorganismos residentes (van Elsas et al., 2011). Sin embargo, la robustez, la
flexibilidad metabdlica y amplitud de sustratos que presenta E. coli permiten que
persista tiempos prolongado con las condiciones fluctuantes del ambiente logrando
establecerse y formar parte de las comunidades microbianas del suelo, agua y

plantas (Berthe et al., 2013; van Elsas et al., 2011).

Ademas de la interaccion hospedero-bacteria de E. coli, en la que esta Ultima se
desempefia como microrganismo comensal, la plasticidad que presenta su genoma
por la adquisicion de atributos inter- o intraespecificos adaptativos y/o virulencia ha
permitido que este microorganismo evolucione a variantes patdégenas capaces de
causar enfermedades y sindromes de relevancia para la salud publica de humanos y

animales.
4.3. Evolucion del genoma de E. coli

La estructura dinamica y plasticidad de un genoma bacteriano, se clasifica en
dos categorias: genoma central (core genome) y genoma flexible o accesorio. El
genoma central es el conjunto de genes altamente conservados, compartidos entre
las distintas cepas de una misma especie y que participan en procesos celulares
esenciales como el metabolismo, la replicacion, transcripcion y traduccion. En
cambio, el genoma flexible o accesorio engloba aquellos genes que se encuentran

anicamente presentes en ciertas cepas bacterianas y que son responsables de las
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diversas caracteristicas adaptativas y fenotipicas en un ambiente especifico. La
unificacion del genoma central y el genoma flexible o accesorio conforman el pan-
genoma, es decir, el repertorio genético global en toda una especie bacteriana

(Medini et al., 2005).

A diferencia del genoma central, cuya evolucion se rige principalmente por
mutaciones; la evolucion del genoma flexible o accesorio se encuentra sujeta a la
adquisicion y pérdida continua de material genético. La ganancia y pérdida paralela
de elementos genéticos moviles tales como bacteriéfagos, plasmidos, islas
gendmicas, transposones (Tn) y elementos de secuencias de insercidon (IS — por sus
siglas en inglés), y su propagacion mediante los mecanismos de transferencia
horizontal de genes han permitido la evolucion y la variabilidad del contenido

gendmico entre especies e intraespecies (Dobrindt, 2005; Medini et al., 2005).

En ese sentido, la diversidad genética y fenotipica que subyace a E. coli se
encuentra reflejada en la plasticidad de su genoma. Esta caracteristica es de
particular interés por la capacidad de adquisicion e integracidbn de elementos
genéticos accesorios, conllevando a una reorganizacion estructural tipo mosaico de
su genoma Yy propiciando el surgimiento de nuevas variantes dentro de la misma
especie. Es decir, desde E. coli comensales residentes del tracto gastrointestinal
hasta una diversidad de cepas patdgenas. Adicionalmente, la reduccién gendmica
mediada por eventos de delecion ha favorecido la adaptabilidad de las diferentes

cepas a un nicho en particular (Leimbach et al., 2013).

En consecuencia, el tamafio del genoma de E. coli puede variar

aproximadamente hasta en un millon de pares de bases (Mpb) entre una cepa
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comensal y una variante patégena. Hecho demostrado en el analisis genémico
comparativo entre la cepa de laboratorio E. coli K12 MG1655 y la cepa EDL933
causante de un brote epidemioldégico asociado al consumo de carne molida en
Estados Unidos. El estudio mostré que 4.1 Mpb se encontraban conservados en
ambos genomas, registrandose un incremento de 1.34 Mpb en el genoma de
EDL933 debido a la adquisicion de 177 islas genomicas, un plasmido y la integracion
cromosomica de distintos bacteridfagos (Perna et al., 2001). Lo anterior, demostré el
grado de diversidad entre dos miembros de la misma especie y la contribucién de la

THG en la patogénesis de dicha bacteria.

Paralelamente, el andlisis mediante enfoques comparativos de datos genémicos
provenientes de diversos aislados de E. coli ha revelado que el genoma central es
altamente colinear entre los genomas, incluso, mostrando solamente hasta un 3% de
divergencia nucleotidica. Por otra parte, la continua acumulacién de informacion
gendmica demuestra la diversidad intra-especifica en E. coli dilucidando la
plasticidad que presenta su genoma, resultando en una estructura pan-genémica
abierta (Leimbach et al., 2013). Mientras que el genoma tipico de E. coli contiene
aproximadamente 5,000 genes, distintos estudios gendmicos comparativos han
demostrado la contribucion del genoma flexible o accesorio en el dinamismo
evolutivo de E. coli y en el tamafio del genoma nuclear y pan-genoma (Kaas et al.,

2012; Rasko et al., 2008; Touchon et al., 2009).

Recientemente, el andlisis de 491 genomas de E. coli revel6 diferencias
substanciales entre el nimero de genes y el tamafio del genoma. Adicionalmente, el

namero de genes que constituyen el genoma central y el pan-genoma resulté de 867
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y 43,415 genes, respectivamente (Z.-K. Yang et al., 2019). Por ende, la
secuenciacion de nuevos genomas conlleva al descubrimiento de nuevos genes

dentro de la especie extendiendo el tamafio del pan-genoma continuamente.

Si bien el contenido genético adicional suele conceder rasgos importantes de
adaptabilidad y flexibilidad metabdlica; la asociacion de atributos de virulencia o
resistencia a agentes antimicrobianos con elementos genéticos moéviles resulta
alarmante. Esto, debido a que las islas de patogenicidad (PAIS) e islas de resistencia
(RIs) — subgrupos de islas genémicas — fungen como sitios de integracion génica
agrupando una enorme variedad de determinantes de virulencia y de resistencia,
respectivamente. Por lo que diversos fenotipos patogénicos y de resistencia pueden
ser adquiridos simultaneamente entre los distintos linajes de E. coli, permitiendo la

evolucion de clonas separadas (Figura 1) (Leimbach et al., 2013).
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Figura 1. Contribucion de elementos genéticos moviles en la evolucién de E.
coli patégena. Los factores de virulencia de E. coli pueden encontrarse codificados
en elementos genéticos moviles, incluyendo transposones (Tn) (ST de ETEC),
plasmidos (LT de ETEC/factores de invasion en EIEC), bacteri6fagos (Stx en EHEC)
e islas de patogenicidad (PAIls) — (LEE de EPEC/EHEC; PAIs | y Il de UPEC). Las
cepas comensales de E. coli sufren alteraciones como deleciones, mutaciones

puntuales, rearreglos cromosémicos que contribuyen a su diversidad genética.

Modificada de Kaper et al. (2004).
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4.4. E. coli patégena

La adquisicidon y el conjunto de combinaciones de factores de virulencia (FV) ha
originado el desarrollo de linajes patogénicos exitosos — denominandoseles patotipos
— capaces de causar enfermedades y sindromes de gran relevancia para la salud
publica en humanos y animales. De acuerdo con el sitio anatomico de infecciéon y el
cuadro clinico que ocasionan, las variantes patogenas de E. coli son clasificadas en
E. coli patdgenas intestinales (INPEC — por sus siglas en inglés) y E. coli patégenas
extraintestinales (EXPEC — por sus siglas en inglés) (Kaper et al.,, 2004; Nataro &

Kaper, 1998).
4.5. E. coli patdégenas intestinales (INnPEC)

Las variantes INPEC comprenden un grupo de cepas causantes de importantes
enfermedades de tipo entéricas/diarreicas. Estas bacterias se subclasifican basado
en el conjunto de factores de virulencia que portan, tropismo tisular, mecanismos de
infeccidn/colonizacion, y manifestaciones clinicas en siete diferentes patotipos: E. coli
enteropatogena (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli
enterohemorragica/productora de toxina Shiga (EHEC/STEC), E. coli enteroinvasiva
(EIEC, incluye Shigella spp.), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli de adherencia
difusa (DAEC), y E. coli adherente-invasiva (AIEC) (Gomes et al., 2016; Kaper et al.,
2004). Las caracteristicas respectivas al sitio anatdbmico de colonizacion, cuadro
clinico producido, reservorios y factores de virulencia de los patotipos INPEC se

muestran en el Cuadro 1.
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4.5.1. E. coli enteropatégena (EPEC)

Las cepas EPEC son un grupo de bacterias patdgenas conocidas por su
habilidad de formar lesiones distintivas sobre la superficie de las células epiteliales
del intestino denominadas lesiones de “adherencia y esfacelamiento” (A/E). Estas se
caracterizan por la degeneracion de las microvellosidades y la alteracion de la
morfologia de la region apical del enterocito debido a la polimerizacion de actina del
citoesqueleto, formando estructuras en forma de pedestal en el sitio de union de la
bacteria (Vidal et al., 2007). Esta particularidad, ademas de no producir toxina tipo

Shiga (Stx), distingue a las cepas EPEC de otros patotipos INPEC.

La habilidad fenotipica de inducir lesiones A/E es atribuible a los genes dentro
del Locus de Esfacelamiento Enterocitico (LEE), PAI que contiene 41 marcos de
lectura abiertos (ORFs) entre los que figuran los genes codificantes de la intimina
(eae) y el receptor translocado para intimina (tir), asi como otras proteinas efectoras
gue son secretados mediante un sistema de secrecion tipo Il (SSTIII) (Kaper et al.,
2004). Por otra parte, estas cepas pueden ser clasificadas a su vez en subtipos
tipicos (tEPEC) y atipicos (aEPEC) basado en la presencia o ausencia del plasmido

del factor de adherencia de EPEC (pEAF), respectivamente (Trabulsi et al., 2002).
4.5.2. E. coli enterotoxigénica (ETEC)

El grupo ETEC se considera el principal agente etiologico de la diarrea del
viajero y diarreas endémicas en los paises subdesarrollados, aislandose de
portadores sintomaticos y asintomaticos. Las cepas ETEC son un importante agente
causal de diarrea infantil en paises en desarrollo, donde estan asociadas a tasas de
mortalidad altamente significativas (Nataro & Kaper, 1998). Adicionalmente, la

21



industria porcina se ve afectada negativamente ya que la diarrea neonatal y

posdestete por ETEC causa elevadas tasas de morbi-mortalidad en cerdos.

Las cepas ETEC se caracterizan por la produccion de la enterotoxina termolabil
(LT), enterotoxina termoestable (ST), o ambas simultaneamente, junto con proteinas
de superficie denominados factores de colonizaciéon (CFs) para la adherencia al
epitelio intestinal. Los CFs se encuentran principalmente asociados a plasmidos
(Croxen et al., 2013). La enterotoxina LT es codificada por el gen eltAB y se
encuentra estrechamente relacionada en estructura y funcién con la enterotoxina CT
expresada por Vibrio cholerae. Por otra parte, la toxina ST es codificada por el gen
estA y contiene multiples residuos de cisteina cuyos enlaces disulfuro contribuyen a

la termo-estabilidad de esta toxina (Croxen et al., 2013; Nataro & Kaper, 1998).
4.5.3. E. coli enterohemorragica/productora de toxina Shiga (EHEC/STEC)

Las cepas EHEC/STEC son un grupo de patégenos transmitidos por alimentos
y de distribucion mundial. La caracteristica distintiva y factor de virulencia principal
del grupo EHEC/STEC es la produccion de toxina Stx. Adicionalmente y al igual que
en cepas EPEC, las cepas EHEC generan lesiones A/E en el epitelio intestinal. En
conjunto, EHEC/STEC provocan desde diarreas leves hasta colitis hemorragica (CH);
cuadros clinicos que pueden progresar a cuadros mas severos como el sindrome
urémico hemolitico (SUH). En este grupo, el principal serotipo asociado a
enfermedades humanas y aislado con mayor frecuencia en los brotes epidémicos es

EHEC 0157:H7 (Croxen et al., 2013; Nataro & Kaper, 1998).

La secuencia de la toxina Stx (stx) se encuentra asociada al genoma de
bacteriéfagos lamboides, los cuales se rigen por ciclos lisogénicos que culminan con
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la integracion de su material genético al genoma bacteriano. La toxina Stx se clasifica
en dos tipos: Stx1l y Stx2. Stx1 presenta tres subtipos (a, b, d); mientras que Stx2
presenta siete variantes (a — g). Las cepas integrantes del grupo EHEC/STEC
pueden expresar solamente alguna de las variantes de Stx1, Stx2 o ambas toxinas
simultaneamente; siendo las variantes de Stx2 las asociadas con enfermedades mas

severas en humanos (Gyles, 2007).
4.5.4. E. coli enteroinvasiva (EIEC)

Shigella spp. y el grupo EIEC estan estrechamente relacionado bioquimica-,
genética- y taxonémicamente; ambos son patdégenos intracelulares facultativos y
agentes etiologicos de la disenteria bacilar (Nataro & Kaper, 1998). Su sitio de

infecciéon es la mucosa colénica.

Las cepas pertenecientes al grupo EIEC son patdégenos altamente invasivos
que utilizan el medio intracelular de células del epitelio intestinal como su nicho
replicativo, lo que conduce a la destruccion epitelial y una elevada respuesta
inflamatoria. La capacidad invasiva de EIEC depende de la presencia del plasmido
de invasion (pINV), el cual alberga factores de virulencia incluyendo componentes del
SSTII (Mxi-Spa) y cerca de 25 proteinas efectoras con actividades implicadas en la
supresion de la respuesta inmunoldgica, reorganizacion y alteracion del
citoesqueleto, asi como la produccion de enterotoxinas de Shigella 1 y 2

(ShET1/ShET2) (Croxen et al., 2013; Gomes et al., 2016).
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4.5.5. E. coli enteroagregativa (EAEC)

El grupo EAEC incluye cepas de E. coli que no secretan enterotoxinas LT o ST
y presentan un fenotipo de adherencia denominado “adherencia agregativa (AA)”
sobre la superficie de células HEp-2 en cultivo, asi como en la superficie de
cubreobjetos libres de células HEp-2. El fenotipo AA se caracteriza por la prominente
auto-aglutinacion de las células bacterianas en una configuracion similar a ladrillos
apilados (Kaper et al.,, 2004). Este patotipo afecta a la poblacion de paises
desarrollados y en vias de desarrollo, donde con frecuencia es reconocido como
agente causal de diarrea persistente en adultos y principalmente infantes, asi como
la segunda causa mas comun de la diarrea del viajero, después de ETEC (Okhuysen

& Dupont, 2010).

El mecanismo patogénico y de colonizacion del grupo EAEC es bastante
complejo y las cepas que integran dicho patotipo son bastante heterogéneas en
cuanto a su contenido de genes de virulencia. El fenotipo AA es producido por la
participacion de adhesinas fimbriales tipo AAF y afimbriales cuya expresion y
biogénesis se encuentra regulada por AggR. Estas adhesinas estan codificadas en el
plasmido de virulencia pAA (Croxen et al.,, 2013). Asimismo, se ha descrito la
participacion de diversas toxinas con efectos citotdxicos o enterotoxicos dentro de la
patogénesis de EAEC. Esto incluye la citotoxina Pet, perteneciente a la familia de
Serina Proteasas Autotransportadoras de Enterobacteriaceae (SPATE — por sus
siglas en inglés), la enterotoxina termoestable EAST1, la SPATE Pic y enterotoxinas

ShET1y ShET2 (Clements et al., 2012).
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4.5.6. E. coli de adherencia difusa (DAEC)

El patotipo DAEC se constituye por cepas que fenotipicamente presentan
patrones de adherencia no caracteristico en cultivo celular, por ejemplo, de
adherencia localizada (LA), lesiones A/E o AA. En cambio, las cepas DAEC exhiben
un patron inespecifico denominado adherencia difusa (DA). Tanto en paises
desarrollados como en vias de desarrollo, las cepas DAEC han sido asociadas a
brotes diarreicos en infantes menores de 12 meses (Jafari et al., 2012; Kaper et al.,

2004).

El patrén de DA es mediado, principalmente, por el conjunto de adhesinas no
fimbriales pertenecientes a la familia de adhesinas Afa/Dr. Los miembros que
integran la familia Afa/Dr son las adhesinas Afak-l, Afak-Il, Afag-Ill, AfaE-V, Dr, Dr-II,
F1845 y NFA-I. Todos los miembros de la familia Afa/Dr tienen como diana el factor
de aceleramiento del deterioro (DAF), molécula altamente expresada sobre la
superficie apical de los enterocitos. La unién de Afa/Dr — DAF induce cambios
conformacionales en el citoesqueleto de la célula epitelial ocasionando la destruccion
e incluso el reordenamiento de las microvellosidades. Asimismo, la participacion de
la SPATE Sat en la patogénesis de DAEC ha sido ampliamente evidenciada

(Clements et al., 2012).

Debido a la enigmética naturaleza del grupo DAEC en cuanto a sus perfiles de
FV asociados en la infeccion, los datos epidemiologicos permanecen inciertos. De
igual forma, hasta el momento se desconocen los mecanismos de transmision y los
posibles reservorios (Servin, 2014). Por otra parte, si bien se ha considerado que los

adultos mayores se vuelven portadores asintomaticos, se ha especulado que en este
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grupo de pacientes la colonizacion puede desencadenar enfermedades inflamatorias
intestinales (IBD — por sus siglas en inglés), como la enfermedad de Crohn (CD — por

sus siglas en inglés) (Croxen et al., 2013).
4.5.7. E. coli adherente-invasiva (AIEC)

El patotipo AIEC, a diferencia de los grupos patégenos anteriormente descritos,
tiene la habilidad fenotipica de adherirse e invadir las células epiteliales del intestino,
asi como internalizarse y replicarse dentro de macrofagos sin inducir la muerte de
éstos (Glasser et al., 2001). El grupo AIEC ha sido implicado como uno de los
agentes causales de enfermedades inflamatorias intestinales, tales como CD Yy colitis
ulcerativa (UC — por sus siglas en inglés). Lo anterior, como resultado de la alta
prevalencia de cepas AIEC encontrada en pacientes con CD (Darfeuille-Michaud et
al., 2004). Si bien los factores genéticos involucrados en este fenotipo de
adherencia/invasion no se encuentran del todo definidos, la secuenciacion del
genoma ha contribuido a la identificacion de potenciales determinantes de virulencia
asociados a AIEC: sistema de secrecion tipo VI (SSTVI), fimbria tipo 1, varios
reguladores transcripcionales de genes de virulencia, y genes implicados en la
captacion de hierro (Nash et al., 2010). Estudios mas recientes sugieren que la
proteina IbeA parece desempefiar el papel central en el proceso de invasién en
cepas AIEC (Cieza et al., 2015). Aunque los datos epidemioldgicos respecto a su rol
patogénico y prevalencia continian siendo escasos, la informacion disponible
muestra una correlacion entre la presencia de AIEC y la ocurrencia de la enfermedad
de Crohn y colitis ulcerativa, haciendo de este patotipo una amenaza para la salud y

blanco terapéutico relevantes (Lee et al., 2019).

26



Cuadro 1. Caracteristicas generales de cepas patdgenas intestinales de E. coli

(INPEC).

Patotipo Hospedero

Sitio de

colonizacién

Cuadro clinico

Reservorios

Factores de

virulencia
LEE,
o ~ Intimina, Tir,
tEPEC N'”OS; “T’tanos y Humanos SSTIII,
T Intestino Diarrea acuosa PEAF, BFP,
delgado perABC
o Humanos y . L.EE’ .
aEPEC Adultos y niflos animales Intimina, Tir,
SSTIII
o ~ Enfermedad del
!\lI.nOS < > anos, Intestino viajero; diarrea  Humanos 'y
ETEC Viajeros, personas deloado acu’osa animales ST, LT, CF
inmunocomprometidas €9 osay
persistente
Diarrea acuosa,
EHEC/ Adultos y nifios Colon e ileon colitis Humanosy  LEE, Stx1,
STEC distal hemorragica y animales Stx2, pO157
SUH
Niflos < 5 afios, Humanos y pINV, VirF,
EIEC Viajeros, personas Colon Disenteria animales VirB, mxi,
inmunocomprometidas spa,ShET1/2
Intestino Enf(\a/r_m_edad del bortad XAAI,QAS\F{
. iajeroy ortadores gogR, Pet,
EAEC Adultos y nifios dzlﬁféi%y dia_rrea adultos EAST1, Pic,
persistente ShET1
Diarrea acuosa
. : ersistente, . Adhesinas
DAEC Adultos y nifios Intestino erf}ermedad de Desconocido Afa/Dr. Sat
Crohn
OmpA, lbeA,
AIEC Adultos y nifios fleon Enfegmedad de Desconocido  Lpf, Fimbria
rohn tipo 1
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4.6. E. coli patégenas extraintestinales (EXPEC)

Las cepas EXPEC comprenden un grupo de cepas de E. coli epidemiolégica- y
filogenéticamente diferentes a las cepas comensales y variantes INPEC. Si bien, las
cepas EXPEC son consideradas incapaces de causar enfermedades entéricas,
pueden colonizar de forma eficiente el tracto gastrointestinal del hospedero, inclusive
llegando a ser la variante mas predominante en el 20% de individuos sanos (Russo &

Johnson, 2000).

A diferencia del grupo INPEC, las cepas integrantes del grupo EXPEC presentan
una amplia diversidad gendmica al portar combinaciones bastante heterogéneas de
genes asociados a la virulencia, incluyendo mudltiples variantes de adhesinas,
toxinas, capsulas de polisacéaridos, invasinas y sistemas de captacion de hierro. Por
lo tanto, las cepas EXPEC pueden causar enfermedades fuera del intestino. Por su
diversidad genética, el grupo EXPEC incluye importantes patégenos para humanos y
animales sanos, por lo que son definidas principalmente con base en su sitio de
aislamiento. Los grupos EXPEC clinicamente mas relevantes son E. coli
uropatogénicas (UPEC), E. coli casusantes de meningitis neonatal (NMEC), E. coli
septicémica (SEPEC) y E. coli patogénica aviar (APEC) (Ewers et al., 2007; J. R.

Johnson & Russo, 2018).
4.6.1. E. coli uropatégenas (UPEC)

Las cepas UPEC son la principal causa mundial de infecciones del tracto
urinario (ITU) adquiridas en la comunidad, ocasionando principalmente cuadros
clinicos de cistitis y pielonefritis aguda (Croxen & Finlay, 2010). Se ha estimado que
las cepas UPEC son responsables del 70 — 95% de casos de ITU adquiridas en la
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comunidad y del 50% de ITU adquiridas en ambiente hospitalario, incrementando
tasas de morbilidad, mortalidad y monto de gastos médicos; especialmente en
individuos que cursan ITU recurrentes (ITU-R) (Foxman, 2010). El principal
reservorio de cepas UPEC se cree que es el tracto gastrointestinal humano. Las
cepas UPEC emplean un amplio repertorio de factores de virulencia para colonizar e
infectar el tracto urinario de manera ascendente; sin embargo, existe evidencia de
gue UPEC puede ser transmitido por el consumo de comida contaminada y mediante

via sexual (Foxman, 2010; Wiles et al., 2008).

El proceso patogénico de UPEC durante la ITU implica las siguientes etapas: i)
colonizacion de la uretra; ii) ascension a la vejiga y crecimiento celular planctonico en
la orina; iii) adherencia e interaccion con el epitelio de la vejiga; iv) formacién de
biopelicula; v) invasion y replicacion dentro del epitelio de la vejiga formando
comunidades bacterianas intracelulares (IBCs — por sus siglas en inglés)
quiescentes; y vi) colonizacién y dafio al tejido renal incrementando el riesgo de
bacteriemia/septicemia (Terlizzi et al., 2017). Distintos FV altamente regulados
contribuyen de manera orquestada en este complejo proceso infeccioso, incluyendo
componentes estructurales como el lipopolisacarido (LPS), los polisacaridos
capsulares, el flagelo, las vesiculas de membrana externa (OMVs — por sus singlas
en inglés), las proteinas de membrana externa (OMPs — por sus siglas en inglés),
multiples adhesinas fimbriales/no fimbriales, asi como la produccion y secrecion de

toxinas y sistemas de captacion de hierro (Terlizzi et al., 2017).

La heterogeneidad respecto a los atributos de virulencia con el que cuentan las

cepas UPEC hace casi imposible definir un perfil fenotipico caracteristico. Sin
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embargo, la expresion de fimbrias tipo 1 y P, hemolisina, SPATE Sat, factor
necrosante citotoxico tipo 1 (CNF1), aerobactina, resistencia al suero y produccion de
capsula se asocian epidemiolégicamente a cepas causantes de cistitis y pielonefritis

aguda (J. R. Johnson & Russo, 2018).
4.6.2. E. coli asociada a meningitis neonatal (NMEC)

Las cepas integrantes del grupo NMEC son la causa mas frecuente de
meningitis asociada a bacterias Gram negativas en recién nacidos; estas infecciones
alcanzan tasas de mortalidad del 15 al 40%, mientras que hasta el 50% de los
individuos sobrevivientes presentan secuelas neuroldgicas severas tales como
convulsiones, hidrocefalia, encefalopatias y retraso en el neurodesarrollo (Chu et al.,

2014; Dale & Woodford, 2015).

La patogénesis de NMEC es un proceso bastante complejo que involucra la
translocacion bacteriana del lumen intestinal o tracto urinario hacia el torrente
sanguineo y posterior colonizacion del sistema nervioso central. Este proceso
transcurre sin dafio aparente de la barrera hematoencefalica, pero provoca
inflamacion meningea, pleocitosis del liquido cefalorraquideo (LCR) y dafio neuronal
(Croxen & Finlay, 2010). La infeccién comienza con la replicacién bacteriana (> 102
UFC/ml de sangre) y su diseminacion via hematdgena hasta lograr la penetracion de
la barrera hematoencefalica mediada por mecanismo transcelular y paracelular de
las células endoteliales microvasculares cerebrales (CEMB), asi como mediante la

invasion de macrofagos (Breland et al., 2017; Mittal et al., 2011).

De modo similar a lo que ocurre en UPEC, la expresion de una diversidad de
genes asociados en la virulencia bacteriana contribuye en la patogénesis de las

30



cepas NMEC. Los determinantes de virulencia fuertemente relacionados con la
capacidad invasiva de la barrera hematoencefadlica y la habilidad de causar
meningitis neonatal incluyen las proteinas de invasion del endotelio cerebral (IbeA,
IbeB, 1beC), proteinas de membrana externa OmpA, AslA, expresion del antigeno
capsular K1, adhesinas fimbriales (tipo 1, -P, -S) y toxina CNF1 (Breland et al., 2017;

Croxen & Finlay, 2010).
4.7. Mecanismos de resistencia a antibioticos en E. coli

La resistencia a los antibidticos es el resultado de las diversas estrategias
ejercidas por las bacterias para evadir los mecanismos de accion de un farmaco en
su contra. Estos farmacos son categorizados de acuerdo al proceso que involucran:
i) modificacidbn e inactivacion del farmaco antibiético; ii) disminucion en la
permeabilidad y aumento en expulsion del antibiético; iii) alteraciones en el sitio
blanco; y iv) adaptacion global de la célula bacteriana mediada por la modulacion de

distintas rutas metabdlicas (Munita & Arias, 2016).

El aumento significativo de la resistencia a antibioticos en E. coli ha
obstaculizado el tratamiento y el manejo apropiado de las infecciones que este
microorganismo ocasiona en humanos y animales, especialmente por la
multirresistencia que posee frente a los antibiéticos de primera linea. Las principales
clases de antibiéticos empleados para el tratamiento de las infecciones humanas de
tipo comunitarias y de ambiente hospitalario, asi como en medicina veterinaria por
cepas de E. coli resistente a los antibiéticos son los aminoglucésidos, B-lactamicos,

anfenicoles, fosfomicina, macrélidos, quinolonas, trimetoprima/sulfametoxazol y, mas
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recientemente, polimixinas para el caso particular de infecciones por cepas de E. coli

MDR.
4.7.1. Mecanismos de resistencia a aminoglucésidos

Los aminoglucosidos son un grupo de farmacos que presentan un anillo
aminociclitol unido a azucares aminados, teniendo una actividad de amplio espectro
contra bacterias Gram positivas y Gram negativas. Particularmente, los
aminoglucésidos se unen al ARN ribosdmico (ARNr) 16S, componente de la
subunidad ribosdmica 30S, inhibiendo la sintesis de proteinas. Dentro de este grupo
farmacoldgico, los miembros mas representativos empleados para el tratamiento de
infecciones humanas y de origen animal son amikacina, estretopmicina, gentamicina,
kanamicina, neomicina y tobramicina. No obstante, su administracion requiere un
monitoreo constante para limitar su potencial nefrotoxicidad y otototoxicidad (Mella

M. et al., 2004).

En E. coli se han descrito diversos mecanismos de resistencia a
aminoglucésidos destacando i) la inactivacibn enziméatica mediada por enzimas
modificadoras de aminoglucosidos (EMAS); ii) alteraciones en el sitio de union
ribosémico; y iii) modificaciones en la membrana celular y bombas de expulsion. La
inactivacion mediada por EMAs es el mecanismo de resistencia mas frecuentemente

identificado.

La familia de las EMAs se subdivide en funcion de la reaccion de acetilacion,
fosforilacion o adenilacion de los grupos aminos e hidroxilos de la molécula del
aminoglucésido, ocasionando una disminucion en la unién del farmaco al ribosoma
bacteriano. Por lo tanto, las EMAs se clasifican en N-acetiltransferasas (AACs), O-
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fosfotransferasas (APHSs) y O-nucleotidiltransferasas (ANTS), respectivamente. Cabe
destacar que los genes codificantes de las EMAs son altamente movilizables debido
a que estan codificados en plasmidos, integrones, transposones y otros elementos
genéticos moviles, en conjunto con genes de resistencia a otros agentes

antibacterianos (Ramirez & Tolmasky, 2010).

Por otra parte, la alteracion del sitio de unidén ribosomico es lograda por la
accion de enzimas denominadas metiltransferasas del ARNr 16S (RMTasas),
mismas que adicionan un grupo metilo en las posiciones G1405 y A1408 del sitio’A”
de la subunidad ARNr 16S confiriendo altos niveles de resistencia a la mayoria de los
miembros que integran los aminoglucosidos. Los genes codificantes de las RMTasas
se encuentran asociados en plasmidos conjugativos que portan genes adicionales de
resistencia a antibidticos, siendo las enzimas ArmA y RmtB las mas prevalentes en

E. coli (Griffey et al., 1999; J. Yang et al., 2011).

Debido a la estructura catiénica e hidrofilica que presentan los aminoglucésidos,
ha sido hipotetizado que éstos atraviesan la membrana externa bacteriana a través
de canales de difusion denominados porinas. No obstante, bacterias mutantes
deficientes de porinas son capaces de captar continuamente aminoglucésidos; por lo
gque ha sido planteado que éstos interactian con la membrana externa,
desestabilizandola e ingresando directamente a la célula bacteriana. Por ello, la
modificacion en la permeabilidad de la membrana mediante la alteracion de las
cargas electroestaticas del LPS constituye un mecanismo de resistencia contra
aminoglucoésidos. Un ejemplo de esto, el adicionamiento de fosfoetanolamina (pENTt)

al motivo del lipido A del LPS (Garneau-Tsodikova & Labby, 2016).
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Respecto a los sistemas de expulsion, la bomba de eflujo a multiples drogas
AcrAD-TolC, miembro de la familia de transportadores resistencia-nodulacion-division
(RND — por sus siglas en inglés), desempefia un importante papel en la resistencia
intrinseca a aminoglucésidos en bacterias Gram negativas, incluyendo E. coli (Aires

& Nikaido, 2005).
4.7.2. Mecanismos de resistencia a B-lactamicos

Los antibidticos B-lactamicos comprenden un extenso grupo de moléculas con
propiedades bactericidas y estan definidos estructuralmente por la presencia de un
anillo B-lactamico. En general, los B-lactamicos interrumpen la biosintesis de la pared
celular bacteriana como resultado de su interaccion con las proteinas ligadoras de
penicilina (PBPs — por sus siglas en inglés), enzimas que catalizan las reacciones de
transpeptidacion de los precursores de peptidoglicano, interfiriendo asi con el
entrecruzamiento del peptidoglicano y generando la desestabilizacion de la pared

celular y la consecuente lisis bacteriana (Tooke et al., 2019).

En la actualidad, los agentes pertenecientes a las clases de las penicilinas,
cefalosporinas, carbapenémicos y monobactamicos se emplean principalmente en la
practica médica humana y veterinaria. El uso extensivo, excesivo e inadecuado de
estos antibidticos ha conducido a la emergencia y diseminacion de la resistencia. A
este respecto, se han descrito multiples mecanismos de resistencia en E. coli: i) la
modificacion de su sitio blanco (mutacion en o expresion de PBPs alternativas); ii) la
reduccion en la permeabilidad celular por la disminucidon en la expresion o
mutaciones en genes codificantes de porinas, tales como OmpF y OmpC; iii) la

sobreexpresion de sistemas de eflujo, particularmente la bomba AcrAB-TolC; y iv) la
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produccion de enzimas degradativas, es decir, B-lactamasas. Este ultimo, es el
principal mecanismo de resistencia a los [p-lactimicos descrito en E. coli

(Matlashewski et al., 2017).
4.7.2.1. B-lactamasas

Las B-lactamasas son una extensa familia de enzimas producidas por bacterias
Gram positivas y Gram negativas que catalizan la hidrolisis del enlace amida en el
anillo B-lactdmico, inactivando la molécula antibiotica. Actualmente, un gran niamero
de genes codificantes de B-lactamasas (bla) continian describiéndose en cepas de
E. coli de origen humano y animal; genes que forman parte del cromosoma
bacteriano o se localizan en elementos genéticos moviles. En E. coli, las -
lactamasas cromosomicas (tipo AmpC) son intrinsecas, pero no suelen conferir una
resistencia significativa debido al bajo nivel de expresion constitutiva. En cambio, las
B-lactamasas adquiridas (TEM, SHV, CTX-M) son responsables de conferir altos

niveles de resistencia a farmacos B-lactamicos (Tooke et al., 2019).

Actualmente, las B-lactamasas son clasificadas empleando dos sistemas, el
Ambler y Bush-Jacoby-Medeiros (Cuadro 2). El sistema Ambler divide a las enzimas
en cuatro clases (A, B, C, D) basado en la secuencia aminoacidica y su mecanismo
de hidrolisis de sustrato. Las clases A, C y D poseen serina en su centro catalitico y
las de clase B, denominadas metalo-B-lactamasas, requieren iones divalentes de

Zinc para efectuar la hidrolisis del sustrato (Ambler, 1980).

Por otro lado, el sistema Bush-Jacoby-Medeiros clasifica las enzimas con base
en su perfil funcional, incluyendo la especificidad del sustrato y su patron de
inhibicion, y las agrupa principalmente en tres grupos y varios subgrupos (Bush et al.,
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1995). Si bien, mas de 1,000 variantes de B-lactamasas con distintas afinidades
frente a B-lactamicos se han descrito, destacan por su impacto clinico y
epidemioldgico las B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) [TEM, SHV, CTX-M],

cefalosporinasas (AmpC, CMY) y carbapenemasas (KPC, IMP, NDM, VIM, OXA).
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Cuadro 2. Clasificacién molecular y funcional de enzimas B-lactamasas.

Clasificacion Clasificacion Perfil Espectro de Enzimas
Bush-Jacoby- . .~ . . s
Ambler . inhibitorio actividad representativas
Medeiros
Penicilinas, AmpC, CMY,
c 1 cefalosporinas, ACT, FOX,
cefamicinas, DHA, ACC,
monobactamicos MOX
Penicilinas,
cefalosporinas de
A obe reducido y amplio TEM, SHV,
espectro, CTX-M, KPC
Acido monobactamicos,
clavulanico carbapenémicos
Penicilinas,
D od cefaloqurln_as, OXA
monobactamicos,
carbapenémicos
B 3 EDTA Mayoria de VIM, IMP, NDM
B-lactdmicos

37



4.7.3. Mecanismos de resistencia a quinolonas/fluoroquinolonas

Las quinolonas (Q) y fluoroquinolonas (FQ) son compuestos sintéticos con
actividad antibacteriana de amplio espectro utilizados para el tratamiento de un
amplio rango de infecciones dentro de la medicina humana y veterinaria.
Particularmente, las Q y FQ interrumpen la replicacion del ADN bacteriano al inhibir
dos enzimas cruciales, la ADN topoisomerasa Il (ADN girasa) y la topoisomerasa IV.
A pesar de la potente actividad bactericida de Q y FQ contra bacterias Gram
positivas y negativas, su uso extendido e inadecuado ha resultado en la aparicion de

cepas resistentes alrededor del mundo (Redgrave et al., 2014).

E. coli cuenta con distintos mecanismos de resistencia a Q y FQ: i) mutaciones
en los genes codificantes de las enzimas ADN girasa (gyrA y gyrB) y topoisomerasa
IV (parC y parE) localizados en una regién cromosémica definida como region
determinante de resistencia a quinolonas (QRDR — por sus siglas en inglés); ii)
presencia de genes de resistencia a quinolonas mediada por plasmidos (PMQRs —
por sus siglas en inglés); iii) permeabilidad reducida; y iv) acumulacion reducida por
sistemas de eflujo intrinsecos. Al respecto, la mutacion de genes es el mecanismo de
mayor relevancia clinica al conferir altos niveles de resistencia (Hopkins et al., 2005;

Jacoby, 2005).

Mutaciones en los genes blanco dentro de la region QRDR originan cambios
aminoacidicos que alteran la estructura proteica, disminuyendo la afinidad de la
enzima hacia la molécula antibiética dando lugar a la resistencia. Estas mutaciones
suelen presentarse primero sobre la subunidad GyrA de la ADN girasa, en las

posiciones Ser83 y Asp87, y con menor frecuencia en los residuos Asp426 y Lys447
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de la subunidad GyrB. Asimismo, de manera secundaria, mutaciones en las
subunidades que conforman a la topoisomerasa IV contribuyen al alto grado de
resistencia hacia FQ. Cambios en los codones codificantes de los residuos Ser80 y
Glu84 de la subunidad ParC e lle444, Ser458, Asp475, 11e529 de la subunidad ParE
son las mas frecuentemente identificadas (Hopkins et al., 2005; van der Putten et al.,

2019).

Por otro lado, en elementos genéticos moviles (PMQRSs) se han identificado un
gran numero de genes que mediante diferentes mecanismos disminuyen la
susceptibilidad a Q y FQ. Entre los genes involucrados se incluyen miembros de la
familia génica gnr (gnrA, gnrB, qnrC, qnrD, qnrS), éstos codifican proteinas que se
unen y previenen la inhibicion de la ADN girasa y topoisomerasa IV. El gen aac(6’)-
Ib-cr codifica una acetiltransferasa con actividad dual contra aminoglucésidos y
quinolonas. Mientras que los sistemas de expulsion ogxAB y gepA codifican bombas

de eflujo para Q y FQ (Redgrave et al., 2014).

La pérdida de la permeabilidad en la membrana por la disminucion de la
expresion o mutaciones en genes de porinas OmpC y OmpF contribuye poco en la
resistencia a Q y FQ; mientras que la sobreexpresion de la bomba de eflujo AcrAB-
TolC tiene una contribucion significativa (Hopkins et al., 2005). Este ultimo ha sido

particularmente demostrado en cepas de E. coli MDR (T. Sato et al., 2013).
4.7.4. Mecanismos de resistencia a trimetoprima/sulfametoxazol

Al igual que las quinolonas/fluoroquinolonas, los agentes trimetoprima y
sulfametoxazol son compuestos sintéticos involucrados en la intervencion de dos
pasos enzimaticos clave dentro de la ruta biosintética del folato. En este sentido, las

39



sulfonamidas inhiben competitivamente la enzima dihidropteroato sintasa (DHPS),
mientras que la trimetoprima inhibe la actividad enzimatica de dihidrofolato reductasa
(DHFR). De manera individual, actian como agentes bacteriostaticos; sin embargo,
su combinacibn — denominada cotrimoxazol — resulta en un efecto sinérgico

bactericida en microorganismos susceptibles (van Duijkeren et al., 2018).

En la actualidad, se han descrito mecanismos de resistencia intrinseca y
adquirida a sulfonamidas y trimetoprima en E. coli; i) mutaciones en los genes
cromosomicos nativos dhps y dhfr; y ii) adquisicion de genes codificantes de
variantes enzimaticas de la dihidropteroato sintasa y dihidrofolato reductasa no
susceptibles a sulfonamidas y trimetoprima, respectivamente. En particular, la
substitucion de un uUnico aminoacido en la enzima DHPS nativa da lugar a la
resistencia a sulfonamidas. En cambio, mutaciones dentro de la regidon promotora del
gen dhfr son responsable de la sobreexpresion de la enzima DHFR promoviendo la

resistencia a trimetoprima (Eliopoulos & Huovinen, 2001).

Por otro lado, la adquisiciébn de enzimas no susceptibles es responsable de los
altos niveles de resistencia a ambos agentes antibacterianos. Actualmente, tres
variantes de enzimas DHPS resistentes son codificadas por los genes sull, sul2 y
sul3. Estos suelen estar asociados a elementos genéticos modviles como los
integrones de clase 1, transposones Tn5393 y pladsmidos conjugativos,
respectivamente, junto con otros genes de resistencia a diversos agentes
antibacterianos. Por el contrario, 41 distintas enzimas DHFR resistentes a
trimetoprima son codificadas por las variantes de los genes dfr, considerando sus

estructuras, éstos son divididos en dos grupos principales: 33 variantes tipo dfrA y
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ocho variantes tipo dfrB (Pattishall et al., 1977). En su mayoria, las distintas variantes
dfr forman parte de casetes génicos, plasmidos o transposones, favoreciendo la

diseminacion de la resistencia.

Considerando que el genoma de E. coli es muy dinamico, la adquisicion e
integracion constante de nuevos elementos genéticos accesorios que albergan
factores de virulencia y determinantes de resistencia a agentes antimicrobianos
resulta alarmante para la medicina humana y animal, favoreciendo el surgimiento de
clonas altamente virulentas y multirresistentes a los antibioticos. Por consiguiente, la
caracterizacion puntual y el diagnéstico de estos patdégenos emergentes son
necesarios y la implementacion de técnicas de secuenciacion masivas del ADN es

una invaluable alternativa de estudio.

Los avances en la secuenciacion del ADN han acelerado significativamente las
investigaciones y los descubrimientos en las areas biologicas. Particularmente, el
analisis gendmico ha aportado informacion relevante respecto al contenido,
variabilidad, funcionalidad y regulacion genética que presentan organismos tan
heterogéneos como E. coli. Por ejemplo, la caracterizacibn genémica de cepa de E.
coli hetero-patébgena causante del brote epidemiolégico del 2011 en Europa
proporcion6 informacién acerca de los rasgos patogénicos caracteristicos de los
patotipos EAEC y STEC, asi como de los determinantes de resistencia a multiples
clases de antimicrobianos (aminoglucdsidos, B-lactamicos, anfenicoles, tetraciclinas y
metales pesados), todos ellos contenidos en elementos movilizables (Brzuszkiewicz

et al., 2011).
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4.8. Secuenciacion del ADNy su relevancia en la gendmica

La secuenciacion del ADN es el conjunto de metodologias empleadas para
determinar el orden secuencial de las bases nucleotidicas (A, G, C, T) en un
determinado fragmento de ADN, gen o incluso el genoma completo de un organismo
(Carter & Shieh, 2015). En la actualidad, las tecnologias NGS o “de alto rendimiento”
incluyen técnicas basadas en la generacion y secuenciacion de millones de
fragmentos cortos de ADN de manera paralela y a un costo relativamente bajo

(Shendure & Ji, 2008).

Las técnicas de NGS comparten una estrategia metodologica semejante
implicando: i) la fragmentacion del ADN; ii) adicion de secuencias adaptadoras al
ADN fragmentado que indican el punto de partida para la secuenciacion; iii)
amplificacion de los fragmentos de ADN - adaptadores mediante técnicas de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR — por sus siglas en inglés); iv)
secuenciacion de los fragmentos de ADN; y v) reconstruccion de la secuencia
completa (Rodriguez-Santiago & Armengol, 2012; Rubio et al., 2020). Estas nuevas
tecnologias tienen el potencial de detectar todos los tipos de variacion gendémica en
un unico experimento, incluyendo variantes de nucleétido Unico o mutaciones
puntuales, pequefias inserciones y deleciones, asi como variantes estructurales tanto
equilibradas (inversiones y translocaciones) como desequilibradas (deleciones o

duplicaciones) (Rodriguez-Santiago & Armengol, 2012).

Con el desarrollo de tecnologias NGS y de la bioinforméatica, la secuenciacion
de genomas completos (WGS - por sus siglas en inglés) y su analisis permitio el

surgimiento de una nueva area dentro de la biologia denominada gendmica. La
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genodmica tiene como objetivo predecir la funcidbn de los genes a partir de su
secuencia o de sus interacciones con otros genes. Esta disciplina se subdivide en
dos grandes areas: gendémica estructural, orientada a la caracterizacion y localizacion
de las secuencias que conforman el ADN de los genes, y la gendémica funcional que
se encarga de la recoleccion sistematica de informacion sobre las funciones de los

genes (Encarnacion-Guevara, 2006; Kaur, 2013).

Las técnicas de secuenciacion de ADN a gran escala han permitido adquirir una
nueva percepcion global sobre los genomas y del conocimiento genético de un
organismo. Particularmente, el estudio de las secuencias gen6micas de
microorganismos ha aportado informacion relevante acerca de sus propiedades
bioldgicas, relaciones que presentan con otros microorganismos e interacciones con
el medio ambiente que habitan. Lo anterior, ha hecho posible determinar los genes
responsables de procesos celulares comunes y exclusivos de cada especie.
Asimismo, mediante la comparacion de su genoma contra un genoma de referencia,
es posible conocer el grado de similitud o diferencia existente entre dos organismos

de la misma especie (Garza-Ramos et al., 2009).

Respecto a bacterias patdgenas, la genémica permite predecir y comprobar el
conjunto de genes implicados en la interaccion con el hospedero, asi como
evidenciar los genes asociados en la adaptabilidad, proliferacion y supervivencia a
los factores bidticos y abidticos del nicho en que habitan. Asimismo, se han
reconocidos los determinantes asociados directamente en los distintos mecanismos
de resistencia antimicrobiana y la virulencia bacteriana; factores que exacerban las

infecciones ocasionadas por los mismos. Por otro lado, los estudios genomicos han
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permitido evidenciar la plasticidad que presentan los genomas bacterianos y
demostrar la influencia que ejercen los mecanismos de THG sobre la evolucion del
propio genoma, conllevando al surgimiento de nuevos agentes patdgenos causantes
de brotes epidemiolégicos severos (Garza-Ramos et al., 2009; Hernandez et al.,

2020).

Consecuentemente, el estudio de bacterias desde una perspectiva genémica
tiene innumerables aplicaciones, destacando la identificacion y caracterizacion
evolutiva de patdégenos emergentes, el descubrimiento de nuevos blancos
terapéuticos y potenciales candidatos a vacunas para el tratamiento de las

infecciones ocasionadas por microorganismos resistentes a antibidticos.
4.9. Antecedentes

4.9.1. Estudios gendmicos de E. coli multirresistente derivadas de diversas

fuentes de aislamiento

Las tecnologias NGS han permitido obtener un nimero creciente de genomas
de E. coli secuenciados a nivel mundial. La disponibilidad de los genomas en bases
de datos ha hecho posible comparar genomas de cepas derivadas de multiples
fuentes de aislamiento. Investigaciones realizadas en diferentes paises muestran la
relevancia de los estudios gendmicos sobre E. coli multirresistente. Estos estudios
plantean las posibles rutas de transmision entre los diferentes nichos ecoldgicos que
habitan (Y. Li et al., 2021; Ma et al., 2021; McDougall et al., 2021), la deteccion y
diseminacion de los determinantes de resistencia antimicrobiana (Sonda et al., 2018;
Yasir et al., 2020), el contenido génico de virulencia que portan (Lindsey et al., 2016;
Mazumder et al., 2021) y las plataformas genéticas (MGEs) en las que los
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determinantes de resistencia antimicrobiana y de virulencia se diseminan (Sabenca

et al., 2021; Sadek et al., 2021).

Al respecto, Runcharoen et al. (2017) mostraron la diversidad genética existente
en una coleccion de aislados de E. coli productores de BLEE provenientes de fuentes
ambientales y humanas en Tailandia. En este estudio identificaron la presencia de
diversos grupos clonales de alto riesgo internacional, predominando el tipo de
secuencia clonal (ST) ST131 en cepas derivadas de muestras humanas. Asimismo,
evidenciaron las bases genéticas de la produccion de BLEE e identificaron diversas
variantes génicas de la familia CTX-M, predominando las variantes CTX-M-55y CTX-

M-14, en aislados clinicos y ambientales, respectivamente.

En Kenia, Wawire et al. (2021) investigaron la presencia de los determinantes
de resistencia antimicrobiana y de virulencia en un conjunto de cepas de E. coli
provenientes de aislamientos clinicos y de aguas residuales. Los autores emplearon
el esquema de tipificacion del Instituto Pasteur e identificaron a ST43 como grupo
clonal predominante, linaje perteneciente al extenso grupo clonal de alto riesgo
ST131. Asimismo, encontraron que las cepas de E. coli poseian un numero similar
de genes de resistencia antimicrobiana y de virulencia, independientemente de su
origen de aislamiento. No obstante, en los aislados de origen clinico ambas clases de
determinantes se localizan principalmente en plasmidos, mientras que en su
contraparte provenientes de aguas residuales se encuentran codificados en el
cromosoma; sugiriendo que los plasmidos son el impulsor principal en la

diseminacion de estos determinantes.

45



Recientemente, en Nueva Zelanda la vigilancia espaciotemporal en paisajes
pristinos por Cookson et al. (2022) mostro la distribucion poblacional y el viruloma de
E. coli en muestras ambientales (agua, perifiton, sedimento y suelo) y de heces de
animales salvajes. En este estudio, mediante WGS se identificé la presencia de los
siete filogrupos (A, B1, B2, C, D, E y F), el filogrupo B1 fue el mas prevalente entre
los distintos tipos y sitios de muestreo. Aunque la deteccion de determinantes de
resistencia antimicrobiana fue escasa reconociéndose solo una cepa MDR en dicha
coleccion; la posesion de genes de virulencia resultdé mas abundante en cepas
pertenecientes a los filogrupos B2, D, E y A, especificamente, los grupos B2 y D
enriquecidos por factores de virulencia relacionados con EXPEC. Lo anterior,
demostré la distribucion clonal entre aislados ambientales y animales, asi como el
posible papel adicional de los factores de virulencia en la persistencia y

supervivencia ambiental de las cepas.
4.9.2. Resistencia antimicrobiana de E. coli en Sinaloa

En el estado de Sinaloa han sido estudiados aislados patogénicos y no
patogénicos de E. coli, derivados de muestras de alimentos, ambientales, animales y
humanas. Al respecto, las investigaciones han demostrado la existencia de una alta
proporcion de cepas que presentan resistencia a los antibiéticos de primera linea
empleados en el tratamiento de infecciones ocasionadas por E. coli. En ese sentido,
Murillo et al. (2011) determinaron los patrones de resistencia a antibiéticos, por el
meétodo de difusion en disco, de una coleccién de aislados de E. coli restringidos a
ambiente hospitalario. Al respecto, los autores identificaron cepas con altos niveles (>

70%) de resistencia a antibidticos B-lactamicos (penicilinas y cefalosporinas de 1.2y
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3.2 generacion), quinolonas y antagonistas de la ruta biosintética del folato;
permaneciendo solo susceptibles al subgrupo de carbapenémicos, farmacos

utilizados en el tratamiento de infecciones por microorganismos multirresistentes.

Canizalez-Roman et al. (2016) realizaron trabajo de vigilancia epidemiolégica
en poblacién general en el estado de Sinaloa, demostrando alta prevalencia de
cepas InPEC (n = 242) asociadas a cuadros diarreicos y los patrones de resistencia a
antibioticos de las mismas. La identidad de las cepas se determind mediante
ensayos de PCR y el patréon de resistencia por difusién en disco. Los patotipos mas
prevalentes encontrados en el estudio fueron EAEC, EPEC y ETEC; asimismo, el
81% de las cepas INPEC exhibieron fenotipos de multirresistencia antimicrobiana,
principalmente a tetraciclinas, ampicilina y cotrimoxazol; mientras que soélo el 9%

permanecio susceptible a los antibibticos evaluados.

Igualmente, Uribe-Beltran et al. (2017) evidenciaron altos niveles de resistencia
a antibidticos en aislados derivados de infantes (< 5 afios) con y sin diarrea mediante
difusién en disco. El 95% del total de aislados obtenidos (n = 205) exhibi6 resistencia
a al menos uno de los farmacos evaluados, principalmente, con antibiéticos de las
clases de B-lactdmicos, antagonistas de la ruta biosintética del folato y quinolonas y
en menor frecuencia a aminoglucésidos. Sin embargo, cerca del 45% de éstos
mostraron fenotipos de multirresistencia, solamente permaneciendo susceptibles a
farmacos pertenecientes al subgrupo de cefalosporinas (3.2 y 4.2 generacion),

carbapenémicos y aminoglucésidos (amikacina y gentamicina).

Por otro lado, Canizalez-Roman et al. (2019) estudiaron diferentes cuerpos

acuaticos (n = 472) del estado de Sinaloa resaltando que todas las fuentes de agua
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estudiadas presentan alto nivel de contaminacién por E. coli (43%). Del total de
aislados (n = 206), el 14% (29/206) fueron caracterizados como cepas InPEC
mediante PCR y sus patrones de resistencia antimicrobiana fueron determinados por
la técnica de difusion en disco. Los subgrupos mas prevalentes resultaron EAEC,
EPEC, DAEC y ETEC. De estos, el 90% (26/29) resulto resistente al menos a uno de
los farmacos evaluados, principalmente aquellos perteneciente a las clases de [3-
lactamicos, tetraciclinas y antagonistas de la ruta biosintética del folato; resaltando la
resistencia frente a la cefalosporina de 3.2 generacion cefotaxima. Asimismo, se
identificaron cepas multirresistentes que exhibieron resistencia antimicrobiana

adicional a las clases de aminoglucosidos, anfenicoles y quinolonas.

4.9.2.1. Resistencia antimicrobiana de E. coli multirresistente desde una perspectiva

gendmica

Los estudios anteriormente mencionados demuestran el panorama
concerniente respecto a la resistencia antimicrobiana que exhiben los aislados de E.
coli provenientes de diversas fuentes de aislamiento en el estado de Sinaloa. Sin
embargo, los estudios citados utilizaron solamente métodos fenotipicos, sin abordar
los mecanismos moleculares y determinantes gendémicos que propician los fenotipos
de resistencia observados, asi como la posible diseminacién de estos facilitada por

elementos genéticos moviles.

Recientemente, nuestro grupo de investigacion secuencié y analizé el genoma
de dos aislados clinicos de E. coli multirresistentes, derivados de distintos infantes
con diarrea, para evidenciar sus rasgos epidemiologicos, potencial patogénico y los

determinantes de resistencia a antibidticos que codificaban. Ambos aislados
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resultaron miembros pertenecientes del grupo filogenético B2. De acuerdo con la
tipificacion basada en el genoma y el contenido génico de virulencia, uno de los
aislados se caracteriz6 como una cepa que expresa el serotipo O55:H51, pertenece
al grupo clonal ST5342 y al subgrupo patogénico tEPEC (Magafna-Lizarraga et al.,
2018). Por otro lado, el segundo aislado se caracterizé6 como una cepa con serotipo
025:H4 y del grupo clonal ST131; linaje de alto riesgo perteneciente al extenso grupo
EXPEC responsable de infecciones multirresistente a antibiéticos a nivel internacional

(Magafna-Lizarraga et al., 2019).

Respecto a la resistencia antimicrobiana en ambos genomas se identificaron
diversas variantes génicas responsables de la resistencia a farmacos pertenecientes
a las clases de aminoglucésidos (aadA5, aadA24, aac(3)-lld, aph(3")-lb, aph(6)-1d),
antagonistas de la ruta biosintética del folato (dfrAl5, dfrAl7, sull, sul2), B-
lactamicos (blatem-18) Yy tetraciclinas [tet(A)]; algunos de ellos asociados a integrones
de clase |. Adicionalmente, la cepa EXPEC 025:H4-B2-ST131 presentd diversas
mutaciones puntuales en la region QRDR conduciendo a mutaciones no sinénimas
en los blancos génicos GyrA (S83L, D87N), ParC (S80I, E84V) y ParE (1529L),
asociadas a la elevada resistencia frente a quinolonas y fluoroquinolonas (Magafia-

Lizarraga et al., 2018, 2019).
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V. JUSTIFICACION

La resistencia a antibidticos (RA) representa un desafio significativo y una de
las amenazas mas alarmantes que aqueja la salud publica mundial. Para el 2050, se
prevé que el niumero de defunciones anuales relacionadas a la RA ascenderan a los
10 millones de casos a nivel mundial. Entre las bacterias que poseen gran relevancia
por su creciente RA estan los miembros pertenecientes a la familia
Enterobacteriaceae, principalmente E. coli, agente causal de infecciones intestinales
y extraintestinales en humanos y animales. En el 2020, la OMS declaré a E. coli
como patdgeno de distribucibn cosmopolita que exhibe alta variabilidad en
resistencia a B-lactamicos (42—-98%), carbapenémicos (0—35%), cefalosporinas de 3.2
(8-100%) 'y 4.2 generacibn  (2-89%), fluoroquinolonas (9-93%) vy
trimetoprima/sulfametoxazol (20—97%) en las seis regiones de la OMS en el mundo.
En México, estas proporciones son del 54, 59 y 62% para cefalosporinas de 3.2
generacion, quinolonas Yy trimetoprima/sulfametoxazol, respectivamente. Para
abordar esta problematica, se ha reconocido la importancia de estudiar el
surgimiento de patdgenos resistentes y los mecanismos que subyacen a la RA desde
un enfoque multisectorial. Con la implementacion de las tecnologias de
secuenciacion masiva (NGS) es posible analizar simultdneamente el repertorio
génico y mecanismos que contribuyen a la RA, asi como las estrategias de
diseminacion a través de distintos reservorios y/o ambientes. Por ello, es
fundamental escrutar los genomas de variantes comensales, patogénicas y
ambientales de E. coli empleando tecnologias NGS para generar informacion sobre
los rasgos gendmicos que definen la virulencia y resistencia a antibidticos de E. coli,
contribuyendo al desarrollo de estrategias para un mejor control de la resistencia a

antibiéticos en México y el mundo.
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VI. HIPOTESIS

La naturaleza genomica de los determinantes de virulencia y resistencia a
antibioticos en aislamientos ambientales, de animales y clinicos de E. coli
sinaloenses es conservada independientemente del origen del aislado. Asimismo,
estas cepas no comparten relacion con cepas de otras regiones geograficas a nivel

mundial.
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VII.OBJETIVOS

7.1. Objetivo general

Analizar los determinantes de virulencia y resistencia a antibidticos en 15
genomas de E. coli incluyendo cepas de origen ambiental, animal y clinico aisladas
en Sinaloa, con respecto a genomas de E. coli provenientes de distintas regiones

geograficas del mundo.
7.2. Objetivos especificos

7.2.1. ldentificar el conjunto de determinantes de virulencia presentes en los

genomas de las cepas de E. coli bajo estudio.

7.2.2. Determinar el repertorio de genes adquiridos involucrados en la resistencia a
antibioticos en los genomas de las cepas de E. coli bajo estudio y relacionarlo

con su fenotipo.

7.2.3. Investigar la presencia de elementos genéticos moviles en cada genoma de las

cepas bacterianas en estudio.

7.2.4. Establecer las relaciones filogenéticas entre las cepas de E. coli secuenciadas
en este trabajo y genomas de E. coli provenientes de diferentes paises

reportados en bases de datos.
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VIIl. MATERIALES Y METODOS

8.1. Disefo de estudio

Se realizé un estudio prospectivo, descriptivo y observacional, en el cual la
secuencia del genoma de cepas de E. coli de origen ambiental, animal y clinico

aisladas en Sinaloa fueron obtenidas y analizadas.
8.2. Objeto del estudio

De la coleccién de microorganismos que conforman el cepario bacteriano de la
Unidad de Investigaciones en Salud Publica “Dra. Kaethe Willms” (UISP), de la
Facultad de Ciencias Quimico-Biologicas en la Universidad Autbnoma de Sinaloa, se
seleccionaron 15 aislados de E. coli derivados de muestras de origen ambiental,

animal y clinico para la secuenciacion y el analisis de su genoma (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Caracteristicas de cepas de E. coli seleccionadas para la

secuenciacion del genoma completo.

Aislados de  Origen/Fuente _— b Afo de . e
: . : Padecimiento : . Origen geografico
E. coli aislamiento? aislamiento
CCDC44-3 Clinico/Heces Sano 2004 Culiacan, Sinaloa
FD20-2 Clinico/Heces D|Sp¢p$la 2016 Culiacan, Sinaloa
funcional
FD21-2 Clinico/Heces ?'Sp?ps'a 2016 Culiacan, Sinaloa
uncional
RUTIO1 Clinico/Orina ITU-R 2017 Culiacan, Sinaloa
RBR72 Clinico/Heces Gastroenteritis 2015 Los Mochis, Sinaloa
RBR95 Clinico/Heces Gastroenteritis 2015 Los Mochis, Sinaloa
U13824 Clinico/Orina ITU 2019 Culiacan, Sinaloa
ADD105 Amblenta_I/_ N/A 2013 Navolato, Sinaloa
Agua superficial
ADD147 Ambiental/ N/A 2013 Navolato, Sinaloa
Agua superficial
ADD167 Ambiental/ N/A 2013 Navolato, Sinaloa
Agua superficial
ADD169 Ambiental/ N/A 2013 Navolato, Sinaloa
Agua superficial
ADD183 Ambiental/ N/A 2013 Navolato, Sinaloa
Agua superficial
ACMb5 Animal/Acuicultura N/A 2011 Culiacan, Sinaloa
ACM22 Animal/Acuicultura N/A 2013 Culiacan, Sinaloa
ACM47 Animal/Acuicultura N/A 2014 Culiacan, Sinaloa

aFuente de aislamiento: Agua superficial, drenaje agricola “La Michoacana”;
Acuicultura, cultivo de Tilapia (Oreochromis sp.).

bpadecimiento: ITU-R, Infeccion del tracto urinario recurrente; ITU, Infeccion del
tracto urinario; N/A, no aplica.
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8.3. Reactivacion y preservacion de cepas de E. coli

Inicialmente, los aislados de E. coli en estudio se encontraban en
criopreservacion contenidos en caldo Infusion Cerebro-Corazén (BHI — por sus siglas
en inglés) y dimetilsulféxido (DMSQO) a una concentracion final del 8% (v/v). Para su
recuperacion, cada aislado criopreservado se sembrd en cajas de Petri con agar
sangre y agar MacConkey, incubandose a 37 + 2 °C durante 24 h. Se evalud la
pureza del cultivo y se seleccionaron colonias para reconfirmar la identidad
bacteriana mediante pruebas bioquimicas convencionales. Para este propoésito, se
evalué la capacidad de utilizacion de distintas fuentes de carbono (citrato y
malonato), fermentacion de carbohidratos (glucosa, lactosa y sacarosa), produccion
de gas y acido sulfhidrico (H2S), movilidad, produccion de indol, y descarboxilacion
de aminoacidos (lisina y ornitina). Confirmada la pureza e identidad bacteriana, los
aislados de E. coli se mantuvieron en cultivos inclinados de agar Soya Tripticaseina

(TSA — por sus siglas en inglés) y almacenados a 4 °C para su uso posterior.
8.4. Perfil de susceptibilidad antimicrobiana

La evaluacion de la susceptibilidad a los antimicrobianos se realiz6 mediante el
método de difusion en disco (Kirby-Bauer), siguiendo el protocolo y lineamientos
descritos en la guia M02 (Ed13:2018) del Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI — por sus siglas en inglés) (CLSI, 2018). Para lo anterior, se evaluaron 12
discos de antibiéticos comerciales (Multibac 1.D. PT-35, Investigacion Diagnostica —
ID) pertenecientes a distintas clases de antimicrobianos: aminoglucésidos (amikacina
[AK; 30 pug], gentamicina [GE; 10 pg], netilmicina [NET; 30 pug]), B-lactamicos

(ampicilina [AM; 30 ug], carbenicilina [CB; 100 ug], cefalotina [CF; 30 pg], cefotaxima

55



[CFX; 30 pg]), fluoroguinolonas (ciprofloxacino [CPF; 5 pg], norfloxacino [NOF; 10
ug]), nitrofuranos (nitrofurantoina [NF; 300 pg]), anfenicoles (cloranfenicol [CL; 30
ugl), y antagonistas de la ruta biosintética del folato (trimetoprima/sulfametoxazol

[SXT; 1.25/23.75 pug]).

La cepa de E. coli ATCC 25922 se empled con fines de control de calidad del
ensayo. Se midieron los halos de inhibicion utilizando un Vernier y los diametros
resultantes se interpretaron de acuerdo con los puntos de corte establecidos en la
tabla 2A de la guia M100 (Ed31:2021) del CLSI (CLSI, 2021). De acuerdo con
Magiorakos et al. (2012) los aislados que mostraron un fenotipo de resistencia al
menos a un agente antibacteriano perteneciente a tres o mas distintas clases de

antimicrobianos fueron clasificados como cepas MDR.
8.5. Extraccion de ADN gendémico

Para la obtencién de un cultivo bacteriano fresco, cada aislado de E. coli se
resembrd en cajas de Petri con agar TSA e incubd a 37 + 2 °C durante 24 h. A
continuacion, una colonia correspondiente a cada aislado se inoculé en tubos con 5
mL de caldo Luria-Bertani (LB) y fueron incubados a 37 + 2 °C durante 18 h.
Finalmente, la suspension bacteriana se centrifugd a 3,500 x g durante 5 min y se
decantd el sobrenadante. Con el paquete celular colectado (25 — 50 mg de bacteria
en peso humedo), se realiz6 la extraccion del ADN genémico (ADNg) usando el kit
comercial ZymoBIOMICS™ DNA Miniprep (Zymo Research, Irvine, CA, USA),
siguiendo las instrucciones del fabricante. La concentracién y pureza del ADNg se
determind mediante espectrofotometria utilizando el equipo Nanodrop Lite (Thermo

Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). La integridad del material genético se verifico
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mediante electroforesis en geles de agarosa al 1% tefiidos con GelRed™. El ADNg
extraido de las cepas bajo estudio se almacend a -20 °C hasta su procesamiento

para la secuenciacion.
8.6. Secuenciacion del genoma completo

Para la secuenciacion del genoma completo (WGS), los ADNg extraidos fueron
enviados al Laboratorio de Gendmica Microbiana del Centro de Investigacion en
Alimentacion y Desarrollo A.C. — Unidad Mazatlan, en la ciudad de Mazatlan,
Sinaloa, México, para su procesamiento y subsecuente secuenciacion. Se
construyeron bibliotecas gendmicas individuales empleando el kit comercial lllumina
Nextera XT DNA Library Prep (lllumina, San Diego, CA, USA), siguiendo el protocolo
descrito en el manual de Nextera XT DNA Library Prep Reference Guide [Document
#15031942 v03 — February 2018] de lllumina Inc., con algunas modificaciones.
Preparadas las bibliotecas gendmicas estas fueron secuenciadas en la plataforma
MiniSeq (lllumina, San Diego, CA, USA) empleando el kit de secuenciacion MiniSeq
Mid OutPut (300 ciclos) generando lecturas pareadas (paired-end — PE) de una
longitud de 150 pb (2 x 150 pb). Se calculé una profundidad tedrica de secuenciacion

de al menos 30X para cada genoma.
8.7. Anélisis bioinformatico
8.7.1. Preprocesamiento de lecturas de secuenciacion y control de calidad

Como resultado de la implementacion de las plataformas de lllumina en la
secuenciacion del genoma completo mediante PE, se obtienen dos archivos en

formato FASTQ. Cada uno de los archivos FASTQ contiene las lecturas de
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secuenciacion (reads) crudas en sentido forward (R1) y reverse (R2),
respectivamente, junto con los valores de calidad asociados a cada base nucleotidica
gue conforman dichas secuencias. Estos ultimos, expresados como valor Phred (Q),
gue determina la confiabilidad con que cada base fue asignada durante el proceso de
llamado de las bases (base calling) en la secuenciacién; es decir, un valor asignado
de Q30 indica una precision del 99.9% en la identidad de la respectiva base

nucleotidica.

Para evaluar la calidad inicial de los reads crudos de cada genoma
secuenciado, se emple6 el programa FastQC v0.11.9 (Andrews, 2010).
Posteriormente, se realizé una limpieza (trimming) y filtrado de los reads crudos con
el programa Cutadapt v2.4 (Martin, 2011) para eliminar la presencia de posibles
secuencias residuales de adaptadores, bases nucleotidicas ambiguas (N’s), de baja
calidad (< Q30), y reads cortos (< 50 pb). Se verifico la calidad final nuevamente con
FastQC y los reads procesados se analizaron con la base de datos que integra la
herramienta en linea KmerFinder v3.2 (Hasman et al., 2014; Larsen et al., 2014) del
Center for Genomic Epidemiology (CGE)

(http://www.genomicepidemiology.org/services/)  para  descartar la  posible

contaminacion gendmica, asi como la confirmacién de la especie bacteriana mas

cercana.
8.7.2. Ensamble y anotacioén de genomas

Posterior al paso de limpieza vy filtrado, se realiz6 el ensamble de novo de los
genomas con la herramienta SPAdes v3.15.1 (Bankevich et al., 2012) utilizando

solamente reads de alta calidad (> Q30). Para lo anterior, la corrida de SPAdes se
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configuré6 para minimizar el numero de mismatches e indeles cortos (opcion --
careful), y ensamblar a diferentes longitudes de k-mer (-k 21,33,55,77,99,107,117).
Finalizado el ensamble de genoma, se generaron dos archivos en formato FASTA
denominados: contigs.fasta y scaffolds.fasta; ambos contienen la secuencia
resultante del borrador (draft) del genoma ensamblado a nivel de contigs y scaffolds,
respectivamente. Estos ultimos, son los recomendados para utilizarse en analisis
posteriores. Para realizar la evaluacion y validacion del ensamble de cada genoma

se empled la herramienta QUAST v5.0.2 (Gurevich et al., 2013).

Debido a que los ensambles de novo resultaron fragmentados (> 200
contigs/scaffolds), se realiz6 un proceso de andamiaje (scaffolding) asistido por un
genoma de referencia a cada uno de los genomas de E. coli bajo estudio. Para ello,
se empled la herramienta MeDuSa (Bosi et al., 2015), en su versidbn web

(http://combo.dbe.unifi.it/medusa), y se utilizo6 como referencia la secuencia del

genoma completo filogenéticamente mas cercano a cada genoma de E. coli en
estudio, resultante del analisis con KmerFinder. Los scaffolds con una longitud menor
a 300 pb fueron excluidos. La prediccion y anotacion automatica de las secuencias
génicas presentes en cada uno de los genomas ensamblados se realizé utilizando la
plataforma en linea RAST (Rapid Annotation Subsystem Technology v2.0)

(http://rast.nmpdr.org) empleando la configuracién predeterminada (Aziz et al., 2008).

Los datos crudos de secuenciacion y los ensambles de los genomas se
depositaron en las bases de datos: Sequence Read Archive (SRA) y Assembly,

respectivamente. Estas pertenecen al National Center for Biotechnology Information
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(NCBI) y se registraron dentro del BioProject PRINA715781

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/PRIJNA715781).

8.7.3. Tipificacién molecular in silico

Para la determinacion de los rasgos epidemiologicos presentes en los genomas
de E. coli bajo estudio se utilizaron diversas herramientas y bases de datos

asociadas pertenecientes al CGE (http://www.genomicepidemiology.org/services/)

usando la configuracion predeterminada. Particularmente, para la prediccion del
serotipo (O:H) se implementé la base de datos que integra la herramienta
SerotypeFinder v2.0 (Joensen et al.,, 2015). Dicha base de datos contiene las
secuencias alélicas de los genes involucrados en el procesamiento y exporte del
antigeno somatico (antigeno O) (wzx, wzy, wzm, y wzt) y el antigeno flagelar

(antigeno H) (fliC, flkA, fllA, flmA, y finA).

El tipo de secuencia clonal (ST — por sus siglas en inglés) se determind
mediante la tipificacion multilocus de secuencias (MLST — por sus siglas en inglés);
método en el que la secuencia de un determinado niumero de genes o fragmentos
internos derivados de genes constitutivos altamente conservados en los genomas
bacterianos son analizados y posteriormente comparados para catalogar perfiles
alélicos unicos (Maiden et al., 1998). Para ello, se utilizé la herramienta MLST v2.0
(Larsen et al.,, 2012), empleando el esquema propuesto por Achtman (opcion
“Escherichia coli #1”). El esquema de Achtman integra las variantes alélicas de siete
loci: adk (adenilato ciclasa), icd (isocitrato/isopropilmalato deshidrogenasa), fumC

(fumarato hidratasa), recA (motivo de uniébn de ATP/GTP), mdh (malato
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deshidrogenasa), gyrB (ADN girasa) y purA (adenilsuccinato deshidrogenasa)

permitiendo la asignacion a determinado linaje o ST (Wirth et al., 2006).

Finalmente, para determinar el filogrupo al que pertenecen los aislados de E.
coli analizados en el presente trabajo, se utilizO la herramienta en linea

ClermonTyping v21.03 (http://clermontyping.iame-research.center/) (Beghain et al.,

2018). Dicha herramienta se basa en el esquema de tipificacion por PCR de
Clermont (arpA, chuA, yjaA, TspE4.C2, ybgD y cfaB) adaptado de manera in silico
para la discriminacion y asignacion de los grupos filogenéticos A, B1, B2, C, D, E, F,

y G en cepas de E. coli (Clermont et al., 2013, 2019).

8.7.4. Determinacidon de genes asociados a virulenciay resistencia

antimicrobiana

Para la determinacion de los genes, tanto de virulencia bacteriana como de
resistencia antimicrobiana, presentes en los genomas de E. coli bajo estudio se
utilizaron herramientas pertenecientes al CGE

(http://www.genomicepidemiology.org/services/). Particularmente, para identificar los

genes involucrados en la codificacion de factores de virulencia (FV) se utilizé la base
de datos que integra la herramienta VirulenceFinder v2.0 (Joensen et al., 2014;
Malberg Tetzschner et al., 2020). Dicha base de datos contiene las secuencias de FV
principales involucrados en procesos patogénicos de cepas INPEC y EXPEC, como lo
son adherencia bacteriana, adquisicion de nutrientes, invasion celular, produccion de

toxinas/enzimas hidroliticas y protecciéon bacteriana.

Para identificar los determinantes de resistencia adquiridos y mutaciones
cromosOmicas que participan en la resistencia antimicrobiana se empled la
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herramienta ResFinder v4.1 (Bortolaia et al., 2020; Zankari et al., 2017). Dicha
herramienta implementa dos bases de datos para su analisis: ResFinder y
PointFinder. La primera, alberga diversas secuencias alélicas de multiples genes que
confieren resistencia directa a 16 diferentes clases de antimicrobianos, incluyendo
desinfectantes. Por otro lado, PointFinder integra diversas mutaciones puntuales en
genes cromosomicos diana, conocidas por conferir de manera parcial o total

resistencia a antimicrobianos.
8.7.5. Identificacion y caracterizacién de elementos genéticos moviles

Para la identificacion de los elementos genéticos mdviles presentes en los
genomas de E. coli en estudio fueron empleadas diversas herramientas.
Particularmente, se determiné la presencia de secuencias plasmidicas utilizando la
base de datos conformada por secuencias correspondientes a replicones de
plasmidos pertenecientes al orden Enterobacterales y la herramienta en linea
PlasmidFinder v2.1 (Carattoli et al., 2014; Carattoli & Hasman, 2020). Dicha

herramienta pertenece al CGE (http://www.genomicepidemiology.org/services/) y los

pardmetros de busqueda establecidos para la interrogacién de cada genoma fueron

del 90% y 60% de identidad nucleotidica y de longitud minima, respectivamente.

Por otra parte, para la identificacion de regiones asociadas a bacteriéfagos
insertados en el cromosoma (profagos) o mantenidos de forma extracromosdmica,

asi como la anotacion de sus secuencias génicas, se empled la herramienta en linea

PHASTER (http://phaster.ca/). De acuerdo con la ponderacion resultante de la

evaluacion con PHASTER, las regiones asociadas a bacteriofagos son predichas
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como regiones intactas (= 90), cuestionables (70 — 90) e incompletas (< 70) (Arndt et

al., 2016).
8.7.6. Andlisis filogenéticos

Para establecer las relaciones filogenéticas entre los genomas de E. coli
secuenciados en el presente trabajo, se realiz6 un analisis basado en MLST. Las
secuencias alélicas de los genes constitutivos del esquema Achtman (adk, fumC,
gyrB, mdh, icdA, purA, recA) fueron extraidos de cada genoma, concatenados y
alineados empleando el programa Clustal Omega (Sievers et al., 2011) para generar
un alineamiento multiple de secuencias (MSA — por sus siglas en inglés). A partir del
MSA, se determinaron las distancias genéticas del conjunto de datos y se
reconstruyd la filogenia empleando una variante del algoritmo de neighbor-joining
(NJ), denominado BIONJ (Gascuel, 1997), el modelo evolutivo de Kimura-2
paradmetros (K80) (Kimura, 1980) y 1,000 repeticiones de Bootstrap como soporte y
robustez en la topologia del arbol. EI MSA y la reconstruccion filogenética se
realizaron con la plataforma SeaView v5.0.5 (Gouy et al., 2021). El arbol filogenético
fue visualizado y anotado mediante la plataforma en linea Interactive Tree of Life

(iTOL) (https://itol.embl.de/) v6.7.4 (Letunic & Bork, 2021).

8.7.6.1. Contexto global de grupos clonales de alto riesgo

Dada la presencia de grupos clonales de relevancia médica entre el conjunto de
genomas de E. coli en estudio y con la finalidad de situarlas en un contexto global, se
realizaron inferencias filogenéticas empleando colecciones internacionales de cepas
de E. coli pertenecientes al mismo grupo clonal (ST), es decir, ST4, ST40, ST69,
ST410, ST617 y ST2279. Para ello, se consultd la base de datos de EnteroBase
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(https://enterobase.warwick.ac.uk/species/index/ecoli) usando como patrones de
basqueda el “Origen de aislamiento” y el esquema de tipificacion por MLST de

Achtman (Zhou et al., 2020).

Se construyeron arboles filogenéticos individuales basados en el esquema de
tipificacion de core-genome MLST (cgMLST) V1 + Hierarchical Clustering (HierCC)
V1 de EnteroBase (2,513 loci) para cada grupo clonal implementando la funcion
GrapeTree, el cual genera arboles recubridores minimos (MST — por sus siglas en
inglés), y el algoritmo de rapid neighbor-joining (RapidNJ) (Zhou et al., 2018). La
longitud de las ramas se utiliz6 para determinar las diferencias alélicas (cgMLST)

entre cepas estrechamente relacionadas.
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8.8. Andlisis estadisticos

La asociacion entre variables cualitativas: resistencia por antimicrobiano,
resistencia por clase de antimicrobiano y fenotipo MDR dado el origen de aislamiento
de las cepas de E. coli se evalud con la prueba exacta de Fisher. Para las variables
cuantitativas se determind la media y desviacion estandar. Para evaluar la
normalidad de los datos se empled la prueba de Shapiro-Wilk. Las diferencias entre
variables cuantitativas: longitud del genoma, numero de genes, numero de
secuencias codificantes de proteinas respecto el origen de aislamiento de las cepas
de E. coli se determinaron mediante analisis de varianza (ANOVA) de un factor,
utilizando como prueba post-hoc la prueba de Tukey. Las variables que no
cumplieron con el supuesto de normalidad: categorias funcionales por subsistemas
de RAST en relacién con el origen de aislamiento se evaluaron mediante la prueba
de Kruskal-Wallis y la prueba de suma de rangos de Wilcoxon con correccion de
Bonferroni para las comparaciones multiples pareadas por grupo. Se consideré un
valor p < 0.05 como significancia estadistica. Todos los analisis estadisticos se

efectuaron con el software R v4.3.1.
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IX. RESULTADOS

9.1. Caracterizacion fenotipicay susceptibilidad antimicrobiana

La susceptibilidad a antimicrobianos se realiz6 mediante el método de difusion
en disco e interpreté de acuerdo con los puntos de corte establecidos por el CLSI. En
general, de los 12 agentes antimicrobianos evaluados, ampicilina (AM) y amikacina
(AK) resultaron los antibioticos a los cuales los aislados de E. coli presentaron mayor
frecuencia de resistencia (67%) y susceptibilidad (93%), respectivamente. Asimismo,
se observaron altas frecuencias de resistencia a ciprofloxacino (CPF; 60%),
carbenicilina (CB; 47%) y trimetoprima/sulfametoxazol (SXT; 40%). Por el contrario,
se obtuvieron susceptibilidades mayores al 73% para cloranfenicol (CL),
nitrofurantoina (NF), netilmicina (NET), cefotaxima (CFX), cefalotina (CF),

gentamicina (GE) y norfloxacino (NOF) (Figura 2).

El Cuadro 4 muestra los patrones de resistencia y/o susceptibilidad de los
aislados de E. coli de origen ambiental, animal y clinico. El 93% de los aislados de E.
coli (14/15) exhibieron susceptibilidad reducida al menos a un agente antibacteriano,
principalmente a antibioticos pertenecientes a las clases de p-lactamicos (AMy CB) y
fluoroquinolonas (CPF). Cabe destacar que los aislados de origen clinico RBR95 y
U13824, asi como ADD167 de origen ambiental exhibieron resistencia a CFX, agente
B-lactdmico del subgrupo de cefalosporinas de 3.2 generacidén, sugiriendo
presuntivamente un fenotipo de produccion de BLEE. Del mismo modo, los aislados
RBR95 y ADD167 fueron los unicos que presentaron susceptibilidad reducida a

nitrofurantoina; ademas de amikacina, en el caso de RBR95 (Cuadro 4).
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De acuerdo con los perfiles fenotipicos de resistencia observados, diversos
aislados de origen clinico (3) y ambiental (3) se clasificaron como cepas MDR, siendo
sus perfiles comparables respecto a la resistencia que exhibieron frente agentes
antimicrobianos de las clases de los B-lactamicos, fluoroquinolonas y antagonistas de
la ruta biosintética del folato. En cambio, los aislados de origen animal soélo
exhibieron susceptibilidad reducida a ampicilina, con excepcion del aislado ACM47
gue resulté pansusceptible (Figura 3; Cuadro 4). Al compararse las frecuencias de
resistencia observadas por antibiético, clase de antimicrobiano, o cepas MDR frente
al origen de aislamiento de las cepas de E. coli, no se obtuvieron asociaciones

estadisticamente significativas (p > 0.05) entre dichas variables (Cuadro 5).
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Figura 2. Susceptibilidad antimicrobiana de aislados de E. coli de origen
ambiental, animal y clinico. Las barras apiladas se encuentran coloreadas de
acuerdo con el resultado de interpretaciéon de la susceptibilidad antimicrobiana
indicada. Agentes antimicrobianos: AM, ampicilina; CB, carbenicilina; CF, cefalotina;
CFX, cefotaxima; AK, amikacina; GE, gentamicina; NET, netilmicina;, CPF,
ciprofloxacino; NOF, norfloxacino; CL, cloranfenicol; NF, nitrofurantoina; SXT,

trimetoprima/sulfametoxazol.
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Cuadro 4. Patrones de resistencia y/o susceptibilidad a antibiéticos de aislados

de E. coli de origen ambiental, animal y clinico.

AlsEI.agé)“de Origen Resistente Intermedio Susceptible
AK, CFX, CPF, CL,
CCDC44-3 Clinico AM, CB, CF GE, NET, NF, NOF,
SXT
AK, AM, CB, CF,
FD20-2 Clinico CPF --- CEX, CL, GE, NET,
NF, NOF, SXT
AK, AM, CB, CF,
FD21-2 Clinico SXT CL CFX, CPF, GE,
NET, NF, NOF
AK, AM, CB, CF,
RUTIO1 Clinico --- CPF CFEX, CL, GE, NET,
NF, NOF, SXT
AK, CB, CF, CFX,
RBR72 Clinico SXT AM, CPF CL, GE, NET, NF,
NOF
. AM, CB, CF, CFX,
RBR95 Clinico CPF, NOF AK, NET, NF CL, GE, SXT
AM, CB, CF, CFX,
U13824 Clinico CPF, GE, NOF, NET AK, CL, NF
SXT
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Cuadro 4. (Continuacion).

Aislado de

E coli Origen Resistente Intermedio Susceptible
AK, CB, CF, CFX,
ADD105 Ambiental AM --- CPF, CL, GE, NET,
NF, NOF, SXT
AM, CB, CPF, CL,
ADD147  Ambiental GE, NET, NOF, AK, CF, CFX, NF

SXT
AM, CB, CF, CFX,

ADD167  Ambiental CPF. NOF, SXT GE, NF AK, CL, NET
: AK, CF, CFX, CL,
ADD169  Ambiental AM, CB, GE, SXT CPF NET, NF, NOF
AK, AM, CB, CF,
ADD183  Ambiental --- CPF CFX, CL, GE, NET,
NF, NOF, SXT
AK, CB, CF, CFX,
ACM5 Animal --- AM CPF, CL, GE, NET,
NF, NOF, SXT
AK, CF, CFX, CPF,
ACM22 Animal --- AM, CB CL, GE, NET, NF,
NOF, SXT
AK, AM, CB, CF,
ACM47 Animal --- --- CFX, CPF, CL, GE,

NET, NF, NOF, SXT

Antimicrobianos: B-lactdmicos (AM, ampicilina; CB, carbenicilina; CF, cefalotina;
CFX, cefotaxima); Aminoglucésidos (AK, amikacina; GE, gentamicina; NET,
netilmicina); Fluoroquinolonas (CPF, ciprofloxacino; NOF, norfloxacino); Anfenicoles
(CL, cloranfenicol); Nitrofuranos (NF, nitrofurantoina); Antagonistas de la ruta
biosintética del folato (SXT, trimetoprima/sulfametoxazol).
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Figura 3. Perfiles de resistencia de aislados de E. coli de origen ambiental,
animal y clinico por clase de antimicrobianos. Las barras apiladas se encuentran
coloreadas de acuerdo con la clase de antimicrobiano a la cual se presentd
resistencia (aminoglucoésidos, naranja; antagonistas de la ruta biosintética del folato,
verde; B-lactamicos, azul; anfenicoles, amarillo; fluoroquinolonas, gris; nitrofuranos,

azul claro).
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Cuadro 5. Rasgos fenotipicos de resistencia asociados al origen de aislamiento

de las cepas de E. coli.

No. (%) de aislamientos

Clinico Ambiental Animal Valor p*
(n=7) (n=5) (n=3)
Antimicrobianos
Ampicilina 4 (57.1) 4 (80) 2 (66.6) 0.7902
Carbenicilina 3 (42.8) 3 (60) 1 (33.3) 1
Cefalotina 3(42.8) 1 (20) 0 (0) 0.4615
Cefotaxima 2 (28.5) 1 (20) 0 (0) 1
Amikacina 1(14.2) 0 (0) 0 (0) 1
Gentaminica 1(14.2) 2 (40) 0 (0) 0.5385
Netilmicina 2 (28.5) 1 (20) 0 (0) 1
Ciprofloxacino 5(71.4) 4 (80) 0 (0) 0.1469
Norfloxacino 2 (28.5) 2 (40) 0 (0) 0.7692
Cloranfenicol 1(14.2) 2 (40) 0 (0) 0.5385
Nitrofurantoina 1(14.2) 1 (20) 0 (0) 1
Trimetoprima/
sulfamet%xazol 3(42.8)  3(60) 0 (0) 0.3287
Clase
antimicrobiano
Aminoglucésidos 2 (28.5) 2 (40) 0 (0) 0.7692
Anfenicoles 1(14.2) 2 (40) 0 (0) 0.5385
Antagonistas ruta
d% folatos 3(42.8) 3 (60) 0 (0) 0.3287
B-lactdmicos 4 (57.1) 4 (80) 2 (66.6) 0.7902
Fluoroquinolonas 5 (71.4) 4 (80) 0 (0) 0.1469
Nitrofuranos 1(14.2) 1 (20) 0 (0) 1
Fenotipo MDR®
MDR 3 (42.8) 3 (60) 0 (0) 0.3287

aPrueba exacta de Fisher.
bMultirresistencia antibidtica.
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9.2. Secuenciacion, ensamble y anotacion del genoma
9.2.1. Ensamble de genomas de E. coli

Las lecturas PE crudas de secuenciacion se almacenaron en la base de datos
SRA perteneciente al NCBI bajo los numeros de acceso indicados en el Anexo
14.1.1. El rango del niamero de lecturas PE crudas oscilé de 0.64 a 3.60 millones (M).
Realizada la limpieza y filtrado, el nimero de las lecturas PE oscil6 de 0.62 M a 3.43
M, conservandose lecturas de alta calidad en una proporcion superior al 94% para

cada uno de los genomas.

Los 15 genomas de E. coli fueron ensamblados de novo y validados
produciéndose genomas con una profundidad promedio de 45X (17X — 91X), una
longitud de genoma de 4.99 Mpb (4.63 — 5.51 Mpb), asi como un contenido de GC
promedio de 50.73% (50.42% — 50.94%). Debido a que se obtuvieron ensambles de
genomas fragmentados (> 200 scaffolds), se procedié a realizar un scaffolding
asistido por un genoma de referencia obteniéndose drafts de genomas con una
longitud promedio de 5.00 Mpb (4.62 — 5.53 Mpb), contenido de GC de 50.54%
(50.14% — 50.78%) y 50 scaffolds (6 — 144 scaffolds) con una longitud mayor a 300
pb (Cuadro 6). Los ensambles de genomas se almacenaron en la base de datos
Assembly perteneciente al NCBI bajo los nimeros de acceso indicados en el Anexo

14.1.1.
9.2.2. Anotacion de genomas de E. coli

La anotacibn gendmica consiste en la prediccion de las regiones con

secuencias codificantes de proteinas (CDS — por sus siglas en inglés), asi como la
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asignacion funcional de las secuencias génicas predichas a lo largo del genoma. En
el presente trabajo los genomas ensamblados de E. coli fueron anotados empleando
el servidor RAST. El proceso de anotacion de RAST implica la identificacion de las
secuencias codificantes y la asignacion de estas a los subsistemas correspondientes,
es decir, a una coleccion de familia de proteinas funcionalmente relacionadas. En
general, el nimero promedio determinados de genes y CDS resulté de 5,284 (4,741

—5,826) y 5,113 (4,586 — 5,658), respectivamente (Cuadro 6).

En promedio, el 30% de los CDS identificados en cada uno de los 15 genomas
tuvieron asignacion dentro de algun subsistema (Figura 4A). Lo que indica que en
promedio 3,589 CDS no presentan la suficiente evidencia para una asignacion y
reconstruccion de una red metabdlica de acuerdo con RAST; hecho posiblemente
explicado por el elevado namero de secuencias putativas (33%) que presentan
homologia con secuencias previamente identificadas en genomas cercanos, pero su
funcién continba siendo desconocida. Respecto a las asignaciones funcionales
determinadas (Figura 4B), las categorias mas representadas resultaron metabolismo
de carbohidratos (X = 359 CDS), metabolismo de amino&cidos y sus derivados (X =
305 CDS), metabolismo de proteinas (X = 228 CDS) y transporte de membrana (X =

119 CDS).

Al evaluarse la variacion en la longitud (4.99 + 0.27 Mpb), numero de genes
(5,284 + 354) y numero de CDS (5,113 * 343) en los genomas de E. coli respecto a
su origen de aislamiento se encontré diferencia estadisticamente significativa en la
longitud del genoma (p = 0.0252) y el nimero de CDS codificados (p = 0.0318). Las

comparaciones multiples determinaron que las cepas de origen clinico presentan
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genomas con longitud promedio mayor, seguido de las cepas de origen animal; sin
embargo, su diferencia no es significativa. En cambio, las cepas de origen ambiental
presentan genomas mas pequefos, encontrandose diferencia estadisticamente
significativa (p = 0.0234) respecto a las cepas de origen clinico (Figura 5A). El mismo
efecto se identificé con el nimero de CDS contenido en los genomas, encontrandose
diferencia significativa (p = 0.0282) entre las cepas de origen clinico y ambiental

(Figura 5B).

Con relacion al analisis comparativo de las categorias funcionales por
subsistemas de RAST con mayor asignacion de CDS respecto al origen de
aislamiento, solo la categoria asociada con la adquisicion y metabolismo del hierro
presentd diferencia estadisticamente significativa (p = 0.0047). Al realizarse la
comparacion multiple, se determind que existe diferencia significativa (p = 0.016) en
el contenido de CDS que presentan las cepas de origen clinico en comparacion con

las de origen ambiental en este subsistema.
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Cuadro 6. Caracteristicas generales de los genomas de E. coli de origen ambiental, animal y clinico.

Anotacion génica

Aislados.de Longitud del GC Profundidad Scaffolds
E. coli genoma (Mpb) (%) (> 300 pb) i
Genes CDS® ARNr ARNt Subsistemas
CCDC44-3 5.29 50.14 54X 48 5564 5394 14 87 395
FD20-2 5.07 50.72 91X 44 5365 5,197 13 82 375
FD21-2 5.53 50.62 46X 22 5826 5,658 15 83 405
RUTIO1 491 50.67 56X 75 5134 4983 12 86 385
RBR72 4.99 50.23 17X 144 5,634 5,503 7 65 383
RBR95 4.82 50.61 29X 50 4,902 4,787 7 76 378
u13824 5.37 50.6 43X 41 5628 5,535 7 76 391
ADD105 4.62 50.71 30X 32 4,741 4,586 10 76 374
ADD147 4.77 50.45 60X 47 4,971 4,837 7 79 378
ADD167 4.65 50.67 60X 22 4,784 4,646 11 81 373
ADD169 4.87 50.54 44X 38 5119 4,988 8 79 372
ADD183 4.88 50.52 44X 6 5541 4976 13 78 381
ACM5 5.27 50.4 38X 83 5702 5,524 14 95 390
ACM22 5.07 50.45 33X 40 5303 5,161 10 76 385
ACM47 4.88 50.78 30X 60 5,052 4,919 9 74 380

aCDS, Secuencias codificantes de proteinas.

76



u Sin subsistema ®Subsistema

100 -
90 -
® 80 -
§ 70-
3 60 -
£
2 50
S 40 -
i
s 30 4
£
2 20 -
=]
O 10 -
0 u
© o~ o~ - o™ n < wn r~ M~ D [ 71 o~ ~
I $ & & & g §|g ¥ g ¢ == o 32
o o o o 0 [a] [a] [a) [a] [a]
s & B 2 = ¢ 5/2 3 23 28 2|% 2 <
(]
Clinico Ambiental Animal
B
Carbohidratos ACMAT
Aminoacidos y derivados
Respuesta al estrés ACm22
Respiracion ACM5
Regulacion vy sefializacion celular " ADD183
Metabolismo de ADN . = ADD169
Mobilidad y quimiotaxis ADD167
Ciclo y divisidn celular = ADD147
Metabolismo de proteinas ADD105
Metabolismo de ARN mU13824
Adquisicion y metabolismo de hierro = RBR95
Transporte de membrana — = RBR72
Fagos, pro_fagos,_elementos transponibles, .. | = RUTION
Virulencia, defensa y enfermedad = FD21-2
Capsula y Pared Celular —
mFD20-2

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 = CCDC44-3
Secuencias asignadas

Figura 4. Representacion esquematica de la anotacion funcional en RAST de
secuencias codificantes de proteinas (CDS) de E. coli de origen ambiental,
animal y clinico. A. Cobertura de asignaciones funcionales en subsistemas de
RAST. B. Categorias funcionales con mayor asignacion de CDS. Las cepas de E.

coli se encuentran indicadas de acuerdo con la leyenda de color.
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Figura 5. Variabilidad del tamafio del genoma y secuencias codificantes (CDS)
de E. coli de origen animal, ambiental y clinico. A. Boxplot representando la
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B. Boxplot representando la comparacion los CDS de E. coli respecto al origen de

aislamiento. Letras diferentes indican diferencia estadistica entre grupos (p < 0.05).
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9.3. Tipificacion molecular in silico

El uso conjunto de SerotypeFinder, MLST y ClermonTyping permitio determinar
las caracteristicas epidemiolégicas de las cepas de E. coli de origen ambiental,
animal y clinico, evidenciando la variabilidad genética y la correcta discriminacion
entre ellas. El Cuadro 7 muestra los rasgos epidemiolégicos mas relevantes de las

cepas de E. coli bajo estudio.

En general, 13 diferentes serotipos fueron determinados entre las cepas de E.
coli, reconociéndose un par de cepas de origen clinico, una cepa de origen animal y
una cepa de origen ambiental que pertenecen al mismo serotipo (Cuadro 7). Cabe
resaltar que, a diferencia de las cepas de origen clinico, cepas provenientes de agua
superficial del drenaje agricola (2) y acuicultura (2) fueron caracterizadas con
serogrupos (antigeno O) no tipificables (ONT — por sus siglas en inglés); es decir,
carecen del conjunto de genes que intervienen en el ensamble y exporte de las
unidades del antigeno O mediada por la via dependiente de Wzx/Wzy (wzx — wzy —
wzz), asi como de aquellos involucrados en el transporte del antigeno O via

dependiente de transportadores de la familia ABC (wzm — wzt).

De acuerdo con el genotipo determinado por el esquema de MLST de Achtman,
las 15 cepas de E. coli pertenecen a 14 distintos STs, asignandose el mismo tipo de
secuencia clonal (ST617) a las cepas de origen clinico RBR95 y ambiental ADD167
(Cuadro 8). El andlisis reveld la presencia de clones de relevancia clinica entre el
conjunto de cepas de E. coli analizadas independientemente de su origen de
aislamiento, destacando los linajes ST4, ST40, ST69, ST410 y ST617. Al respecto,

los linajes ST69, ST410 y ST617 han sido reconocidos como clones de alto riesgo de
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caracter internacional por su facil transmisién y persistencia en el hospedero, asi

como la posesion de distintos determinantes de resistencia antibidtica.

Es importante sefialar que las cepas clinicas tipo EAEC CCDC44-3, RUTIO1 y
ambiental ADD169 fueron asignados a linajes no reportados con anterioridad. Por lo
tanto, al registrarse en la base de datos publica de EnteroBase se designaron tres
nuevos STs: ST12036, ST12035 y ST13498, respectivamente; constituyendo los
anicos reportados a nivel internacional hasta la realizacion del presente trabajo. Por
otro lado, la comparacion y el analisis de los perfiles alélicos permitié agrupar los 14
STs identificados en complejos clonales (CCs), reconociéndose nueve diferentes
CCs constituidos principalmente por un uUnico aislado de E. coli (Cuadro 7). No
obstante, siete cepas pertenecieron al CC ST10 (ST4, ST218, ST617, ST1491,

ST12035, ST13498), considerandose asi el CC mas representativo.

En cuanto a la estructura poblacional, la filoagrupacion identificé cinco grupos
filogenéticos, es decir, los filogrupos A, B1l, B2, C y D (Cuadro 7). El filogrupo A
(8/15) fue el principal grupo filogenético identificado en la coleccion de cepas
estudiadas, seguido del filogrupo B1 (3/15); ambos distribuidos independientemente
de su origen de aislamiento. El filogrupo A se constituyd por cepas que presentaron
la mayor variabilidad genética en cuanto a serotipos y STs. No obstante, la mayoria
pertenecen al CC ST10. Asimismo, el filogrupo Bl se constituyé por cepas
genéticamente variables en cuanto serotipo, STs y CCs. Sin embargo, resalta el
hecho que tres de cuatro cepas caracterizadas como ONT pertenecen al filogrupo
B1l. Las cepas restantes se distribuyeron en los filogrupos D (2/15), B2 (1/15) y C

(1/15).
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Cuadro 7. Rasgos epidemiolégicos de E. coli de origen ambiental, animal y

clinico.
Allszlagé)“de Origen Serotipo? STsP cce Filogrupo
CCDC44-3  Clinico 017/077:H18 12036 ST394 D
FD20-2 Clinico  013/0129:H30 399 ST399 A
FD21-2 Clinico 017/077:H18 69 ST69 D
RUTIOL Clinico 08:H30 12035 ST10 A
RBR72 Clinico 025:H16 1491 ST10 A
RBR95 Clinico O101:H9 617 ST10 A
u13824 Clinico 025:H4 2279 ST131 B2
ADD105 Ambiental ONT:H7 9006 ST446 Bl
ADD147  Ambiental ONT:H9 410 ST23 C
ADD167 Ambiental O101:H10 617 ST10 A
ADD169 Ambiental 096:H19 13498 ST10 A
ADD183 Ambiental 06:H16 4 ST10 A
ACM5 Animal ONT:H21 40 ST40 Bl
ACM22 Animal ONT:H7 11732 ST278 Bl
ACM47 Animal 0160:H34 218 ST10 A

a80ONT, Antigeno O no tipificable.
bSTs, Tipo de secuencia clonal.
¢CC, Complejo clonal.
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Cuadro 8. Perfiles alélicos de MLST de E. coli de origen ambiental, animal y

clinico.

AlsEIa((:j(;)”de Origen  adk® fumCP gyrB¢ icd® mdh® purA’ recA9 STsh
CCDC44-3 Clinico 1306 35 61 52 5 5 4 12036
FD20-2 Clinico 6 4 1 95 69 8 20 399
FD21-2 Clinico 21 35 27 6 5 5 4 69
RUTIO1 Clinico 10 11 4 8 8 977 2 12035
RBR72 Clinico 6 11 4 223 8 78 2 1491
RBR95 Clinico 10 11 4 8 8 13 73 617
u13824 Clinico 53 40 47 13 36 8 29 2279
ADD105 Ambiental 6 19 3 16 773 8 6 9006
ADD147  Ambiental 6 4 12 1 20 18 7 410
ADD167 Ambiental 10 11 4 8 8 13 73 617
ADD169 Ambiental 10 7 4 1676 12 35 2 13498

ADD183 Ambiental 6 5 4 8 8 8 2 4
ACMb5 Animal 6 4 5 26 20 8 14 40
ACM22 Animal 9 1751 64 18 11 8 6 11732
ACM47 Animal 10 11 4 12 8 8 2 218

aadk, Adenilato ciclasa.

bfumC, Fumarato hidratasa.

¢gyrB, ADN girasa.

dicd, Isocitrato/isopropilmalato deshidrogenasa.

®mdh, Malato deshidrogenasa.

purA, Adenilsuccinato deshidrogenasa.

9recA, Motivo de union de ATP/GTP.

hSTs, Tipo de secuencia clonal.
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9.4. Determinantes genéticos asociados a virulencia y resistencia

antimicrobiana
9.4.1. Genes asociados a la virulencia (VAGS)

El analisis gendmico empleando la base de datos de VirulenceFinder revelo la
presencia de 43 potenciales factores de virulencia entre los 15 genomas
secuenciados, mismos que se agruparon de acuerdo con el proceso patogénico en el
cual se encuentran implicados. Los genes asociados a la virulencia (VAGs — por sus
siglas en inglés) identificados con mayor frecuencia correspondieron a terC (100%,
15/15), perteneciente al operén de resistencia a telurio (terZABCDE); gad (80%,
12/15), codificante de la enzima glutamato descarboxilasa; iss (53%, 8/15) y traT
(46%, 7/15), ambos codifican de proteinas de membrana externa (OMPs) que
promueven la supervivencia y resistencia al complemento sérico; ademas, IpfA (46%,
7/15), codificante de la subunidad principal de la fimbria polar larga (Lpf — operdn

IpfABCDE).

El nimero de VAGs presentes en los genomas analizados oscilé de dos a 22
genes por genoma; cada cepa de E. coli mostré6 una combinacién particular de
factores de virulencia. La Figura 6 muestra la distribucién y perfiles genotipicos de

VAGs identificados en las cepas de E. coli bajo estudio.

El analisis de distribucion de VAGs indico que las cepas U13824 (22 VAGS),
FD21-2 (15 VAGs) y CCDC44-3 (11 VAGs) derivadas de muestras clinicas presentan
una mayor prevalencia de determinantes de virulencia; mientras que las cepas
ADD183 y ACM5, de origen ambiental y animal, presentaron 11 y 15 VAGsS,
respectivamente. Al respecto, los perfiles genotipicos de VAGs mas representados
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fueron los implicados en procesos patogénicos de adherencia, captacion de hierro,
proteccion bacteriana (protectinas) y supervivencia al estrés. En base a lo anterior,
diversos grupos patogénicos fueron identificados entre la coleccion de cepas en

estudio, incluyendo los patotipos aEPEC, ETEC, tipo EAEC y EXPEC/UPEC.

Particularmente, la cepa proveniente de acuicultura ACM5 (ST40/B1) se
caracterizo por albergar diversos VAGs codificantes de intimina (eae), el receptor de
intimina Tir (tir), proteinas estructurales (espAl/espF) y efectoras (cif, espJ, nleB,
nleC) del sistema de secrecidn tipo Il y la enterotoxina EAST1 (astA). Sin embargo,
no se identificd ningun gen integrante del operén bfp (bfpABCUDEFPHIJKLM) ni del
regulador transcripcional Per (perABC). En consecuencia, E. coli ACM5 se clasificd
como cepa perteneciente al patotipo aEPEC. Por otra parte, las cepas clinicas
RBR72 (ST1491/A) y ambiental ADD183 (ST4/A) compartieron un perfil genotipico
de virulencia bastante similar (Figura 6), identificAndose genes involucrados en la
produccion de la enterotoxina LT (ltcA), biosintesis de polisacaridos capsulares
pertenecientes al grupo 3 (kpsk, kpsMlll, kpsM_K15) y la SPATE EatA (eatA). Por lo

qgue, de acuerdo con el perfil de VAGs ambas se asignaron al patotipo ETEC.

Las cepas clinicas CCDC44-3 (ST12036/D) y FD21-2 (ST69/D) compartieron
parcialmente su perfil de virulencia, destacando la presencia de air y eilA;
determinantes ampliamente prevalentes en cepas del patotipo EAEC. Genes que
codifican para la adhesina agregativa Air, que presenta repeticiones de
inmunoglobulina, y el regulador transcripcional EilA homologo a HilA de Salmonella.
Aunque los factores de virulencia clasicos caracteristicos de EAEC como fimbrias

agregativas (AAF/I — AAF/V), dispersina (aap), AggR, enterotoxina EAST1 y SPATEsS
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Pet o Pic no fueron identificados, ambas cepas fueron clasificadas como “tipo EAEC”
dada la heterogeneidad respecto al contenido génico de virulencia que presenta este

patotipo.

Finalmente, el genoma de la cepa clinica U13824 (ST2279/B2) albergd diversos
VAGs implicados en todos los procesos patogénicos aqui descritos, con excepcion
del grupo de regulador transcripcional (Figura 6). Entre ellos destaco la presencia de
multiples sistemas de adherencia, incluyendo la fimbria tipo P (papa_F43, papC), la
fimbria YcfV (yfcV), y factores de adherencia Hra (hra) e lha (iha); diversos sistemas
para la captacion de hierro mediada por sideroforos (fyuA, irp2, iucC, iutA),
adquisicion del grupo hemo (chuA) y transportadores de iones metalicos (sitA).
Asimismo, resaltd la identificacion de distintos genes involucrados en la produccion
de toxinas, entre ellas la toxina CNF1 (cnfl) y Usp (usp), la biosintesis de
polisacaridos capsulares pertenecientes al grupo 2 (kpsg, kpsMIl_K5), la
supervivencia/resistencia al complemento sérico (iss, ompT, traT) y la produccion de
la SPATE Sat (sat). Lo anterior demuestra el potencial patogénico de E. coli U13824,
aislado derivado de ITU, corroborando su naturaleza como cepa EXPEC y por ende

UPEC.
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Figura 6. Perfil genotipico de VAGs en E. coli de origen ambiental, animal y
clinico. Mapa de calor que indica la presencia (rojo) o ausencia (gris claro) de los
VAGs identificados en los genomas de las cepas de E. coli provenientes de diversos
origenes. Anotacién horizontal: Origen de aislamiento de cada cepa de E. coli
(clinico, rojo oscuro; ambiental, verde oscuro; animal, turquesa oscuro). Anotacion
vertical: Proceso patogénico asociado (adherencia, verde limén; captacion de hierro,
café rojizo; metabdlico, amarillo; regulador transcripcional, gris; produccion de
toxinas, azul; produccion de SPATESs, verde brillante; protectinas, rosa americano;
sistemas de secrecion [SS] y efectores, azul claro; supervivencia al estrés, salmon).
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9.4.2. Genes asociados a laresistencia antimicrobiana (ARGS)

El analisis de los 15 genomas secuenciados, empleando las bases de datos de
ResFinder y PointFinder, reveld la presencia de 35 diferentes determinantes génicos
implicados en la resistencia antimicrobiana adquirida y seis mutaciones
cromosomicas dentro de genes diana en la region QRDR (gyrA, parC, parE). Entre
los genes asociados a la resistencia antimicrobiana (ARGs — por sus siglas en inglés)
se identificaron diversas variantes implicadas en la resistencia a aminoglucésidos
(11), anfenicoles (3), B-lactamicos (3), desinfectantes (3), fosfomicina (1),
lincosamidas (1), macrdlidos (2), quinolonas (2), sulfonamidas (3), tetraciclinas (2) y
trimetoprima (4). No se identificaron determinantes asociados a la resistencia de
carbapenémicos y colistina. La Figura 7 muestra la distribucion y los perfiles

genotipicos de ARGs reconocidos en las cepas de E. coli en estudio.

Para la clase de aminoglucésidos, los ARGs mas prevalentes fueron las
variantes aph(3")-Ib y aph(6)-ld que confieren resistencia a estreptomicina. Cabe
seflalar que se identificé la variante aac(6')-lb-cr implicada a su vez en la
susceptibilidad reducida a ciprofloxacino. Entre los genes identificados que confieren
resistencia a B-lactamicos, la variante mas prevalente resulté blatem-18, misma que
codifica para una B-lactamasa de espectro reducido tipo TEM-1. En menor frecuencia
fueron identificadas las variantes génicas blaoxa1 y blactx-m-1s. La primera codifica
una B-lactamasa de la clase D perteneciente a la familia OXA con susceptibilidad
reducida a la combinacion del grupo de farmacos penicilina/inhibidor de -
lactamasas, mientras que la segunda codifica para una BLEE de la familia CTX-M

gue media la resistencia a cefalosporinas de amplio espectro y monobactamicos.
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Adicionalmente, resalta la identificacion de ARGs implicados en la resistencia a

fosfomicina (fosA7) y lincosamidas [Inu(F)].

La prediccion de los determinantes de resistencia antimicrobiana basada en el
analisis del genoma confirmd, de manera parcial, los perfiles de resistencia fenotipica
descritos previamente. Lo anterior se debié que cepas provenientes de agua del
drenaje agricola ADD105 (ST9006/B1) y de acuicultura aEPEC ACM5 (ST40/B1) y
ACM22 (ST11732/B1) exhibieron resistencia y susceptibilidad reducida a ampicilina,
respectivamente; aunque no se identificé ningin determinante adquirido asociado
con la resistencia a B-lactamicos. Todos los genomas analizados albergaron al
menos un determinante de resistencia antimicrobiana. El gen mdf(A), codificante de
un sistema de eflujo a mdiltiples drogas, resultd el mas representado entre la
coleccion analizada; sin embargo, este determinante presenta mayor grado de

afinidad por moléculas no antibiéticas.

Con respecto a las cepas MDR identificadas, las cepas clinicas ETEC RBR72
(ST1491/A), RBR95 (ST617/A), EXPEC/UPEC U13824 (ST2279/B2) y ambientales
ADD147 (ST410/C), ADD167 (ST617/A) y ADD169 (ST13498/A) presentaron un
mayor numero de determinantes de resistencia en sus genomas, incluyendo

mutaciones cromosémicas en los genes diana gyrA, parC y parkE (Figura 7).

Si bien la cepa tipo EAEC FD21-2 (ST69/D) no exhibié un fenotipo MDR, y solo
mostro resistencia a SXT y susceptibilidad reducida a CL, albergd en su genoma 11
determinantes de resistencia distintos, incluyendo ARGs asociados a tetraciclinas
[tet(B)] y macrdlidos [mph(A)] (Figura 7). Sin embargo, estos agentes antimicrobianos

no fueron evaluados en el ensayo de susceptibilidad fenotipica. Consecuentemente,
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E. coli FD21-2 podria considerarse una cepa MDR al basarnos en el genotipo de su

genoma.

Asimismo, resalté la presencia de dos integrones de clase 1 en el genoma de
FD21-2. El primero contiene el casete génico ant(2")-la-aadAl-cmlAl en su region
variable, que confiere resistencia a aminoglucésidos (ant(2")-la, aadAl) vy
cloranfenicol (cmlAl), asi como su regién 3’ conservada (3’'CS) gacEA1-sull-orf5 que
estd asociada a la resistencia a desinfectantes y sulfonamidas. El segundo integrén
carece de la clasica region 3'CS y contiene solamente el gen dfrAl7 en su region
variable, implicado en la resistencia a trimetoprima. Corriente abajo, se identifico el
operon de resistencia a tetraciclina con tet(B) como variante génica. No se
identificaron mutaciones en la region QRDR asociadas a niveles elevados de
resistencia a fluoroquinolonas. No obstante, se identifico la variante génica qnrB19,

PMQR asociado a bajos niveles de resistencia a fluoroquinolonas.

En ETEC RBR72 se identificaron seis ARGs y una mutacién dentro de QRDR.
La mutacion corresponde a la substitucion no-sinébnima S83L en la subunidad GyrA
de la ADN girasa y esta relacionada a susceptibilidad reducida hacia ciprofloxacino.
Asimismo, se encontro6 la variante génica tet(A), asi como un integron de clase 1 con
el casete génico dfrAl5-aadA24 estructurado en su regidn variable y region 3'CS
clasica intacta (qacEA1-sull-orf5). Por el contrario, el genoma de RBR95 co-albergd
diez ARGs, asi como cuatro mutaciones puntuales en la region QRDR que propician
multiples substituciones no-sindénimas en las subunidades GyrA (S83L, D87N), ParC

(S801) y ParE (S458A) de la topoisomerasa IV (Figura 7).
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Aungque en RBR95 no se identifico la presencia de algun integron, se reconocio
un loci complejo de resistencia antibiotica (CRL — por sus siglas en inglés) que
albergo ARGs frente a B-lactamicos (blatem-18), tetraciclinas [tet(A)], aminoglucosidos
(aph(6)-Id, aph(3")-1b) y sulfonamidas (sul2). Adicionalmente, resalta la presencia de
los genes blactxwm-15 ¥ blaoxa1. Este dltimo fue identificado dentro de un casete
génico flanqueado por catB3, variante alélica involucrada en la resistencia a
cloranfenicol mediante la codificacion de una enzima acetiltransferasa, y aac(6')-1b-cr,
variante génica codificante de la EMA implicada en la resistencia dual frente

aminoglucésidos y ciprofloxacino.

La cepa EXPEC/UPEC U13824 co-albergé 14 distintos determinantes de
resistencia en su genoma y comparte un perfil de ARGs similar al de RBR95,
diferenciandose por la posesion adicional de los genes aac(3)-lla, tet(B) y dfrA8, asi
como las mutaciones en ParC (E84V) y ParE (1529L) (Figura 7). Asimismo, a
diferencia de la region CRL identificada en RBR95, la regién CRL de E. coli U13824
se encontrd constituida por los genes aac(6')-Ib-cr, blaoxa-1, catB3A, sul2, aph(3")-1b,

aph(6)-1d y aac(3)-lla.

Con respecto a las cepas ambientales, E. coli ADD147, ADD167 y ADD169
poseen 14, 11 y 10 ARGs, respectivamente (Figura 7). Mientras que las cepas
ADD147 y ADD167 presentaron un perfil mutacional en QRDR similar, esto es,
substituciones en GyrA (S83L, D87N), ParC (S80I) y ParE (S458A), E. coli ADD169
albergd la variante qnrB6. Estas caracteristicas contribuyeron al fenotipo de

resistencia y susceptibilidad reducida observada a CPF de ADD147/ADD167 y
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ADD169, respectivamente. En los genomas de las tres cepas MDR ambientales se

reconocieron integrones de clase 1 con distintos ARGs asociados.

Particularmente, el integron identificado en E. coli ADD147 destaca por
presentar el casete génico dfrAl2—orfF—aadA2-cmlAl-aadAl-gacH-tnp440-sul3
que porta determinantes implicados en la resistencia frente a trimetoprima,
aminoglucésidos, cloranfenicol, desinfectantes y sulfonamidas, respectivamente. El
gen de resistencia a anfenicoles (floR) se localizé corriente arriba del integron de
clase 1 asociado a sul3. En contraste, el integron identificado en la cepa ADD167 se
encuentra flanqueado por regiones que co-albergan diversos ARGs. Corriente arriba
se encontrd la unidad de transposiciéon que moviliza a la BLEE CTX-M-15 (ISEcpl-
blactx-m-15-0rf477A) y el gen aac(3)-lla, mientras que corriente abajo se identifico el
re-arreglo génico sul2-aph(3")-Ib-aph(6)-Id. La region variable albergdé el casete
génico dfrAl7-aadA5 vy la regién 3’CS (qacEA1-sull-orf5) se conservé intacta. En E.
coli ADD169, el integréon analizado carecia de la region clasica 3'CS y mostré un
casete geénico constituido por los genes dfrAl2-orf-aadA2-gacEA1 contiguo al

fragmento insB-repA-repC-sul2-aph(3")-Ib-aph(6)-Id.
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Figura 7. Perfil genotipico de ARGs en E. coli de origen ambiental, animal y
clinico. Mapa de calor que indica la presencia (azul) o ausencia (gris claro) de los
ARGs identificados en los genomas de las cepas de E. coli provenientes de diversos
origenes. Anotacion horizontal: Origen de aislamiento de cada cepa de E. coli
(clinico, rojo oscuro; ambiental, verde oscuro; animal, turquesa oscuro). Anotacion
vertical: Resistencia a clase de antimicrobiano (aminoglucésidos, verde limén;
anfenicoles, amarillo; B-lactdmicos, café rojizo; desinfectantes, gris; fosfomicina, azul;
lincosamidas, verde brillante; macrdlidos, rosa americano; fluoroquinolonas, azul
claro; sulfonamidas, naranja; tetraciclinas, salmon; trimetoprima, morado).



9.5. Contenido plasmidico y profagico

El escrutinio de los 15 genomas de E. coli empleando la base de datos que
integra PlasmidFinder permitio identificar 23 replicones plasmidicos pertenecientes a
diferentes grupos/familias de plasmidos pequefios y de gran tamafio; siendo los
replicones plasmidicos tipo Col y del grupo de incompatibilidad (Inc) tipo F lo mas
representados, respectivamente. Todas las cepas de E. coli albergaron replicones
plasmidicos, excepto la cepa ambiental ADD105 (ST9006/B1). La Figura 8 muestra
la distribucién y los perfiles genotipicos de los replicones plasmidicos encontrados en

las cepas de E. coli en estudio.

Los replicones plasmidicos IncF fueron identificados en la mayoria de las cepas
de E. coli independientemente de su origen de aislamiento. Los plasmidos IncF son
de naturaleza multireplicon y algunas cepas albergaron distintas combinaciones de
las variantes alélicas de los replicones IncFIA, IncFIB, e IncFll. Notablemente, los
replicones del grupo IncY, plasmidos tipo bacteriéfago, solamente se encontraron en
las cepas clinicas FD20-2 (ST399/A), tipo EAEC FD21-2 (ST69/D) y RUTIO1

(ST12035/A).

Es importante sefialar que la reconstruccion de secuencias plasmidicas
completas empleando estrategias de secuenciacion de lecturas cortas resulta un
desafio. Lo anterior se debe a que los plasmidos presentan elementos de insercion
(IS), secuencias repetidas y alto nivel de variabilidad genética. Por lo tanto, su
reconstruccion genera ensambles incompletos o fragmentados en multiples
contigs/scaffolds. Sin embargo, el analisis realizado a los scaffolds que contienen los

replicones plasmidicos permitié evidenciar la presencia de algunos ARGs y VAGSs. El
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Cuadro 9 muestra soOlo las cepas de E. coli en los que se logré identificar
determinantes de resistencia y/o virulencia albergados en los scaffolds que contienen

replicones plasmidicos.

Basado en esta estrategia se presentan las siguientes observaciones: i) en los
genomas analizados, los plasmidos del grupo IncF contienen los ARGs y VAGS; ii)
las cepas de origen clinico presentan un mayor numero de determinantes de
resistencia antimicrobiana asociados a plasmidos del grupo IncF, contrario a los
aislados provenientes de origenes ambiental y animal en el que prevalecieron
solamente determinantes de virulencia; y iii) el replicon plasmidico Col(pHAD28)
identificado en el genoma de la cepa ADD167 (ST617/A) corresponde a plasmidos
de tamafo pequefio (< 6 kpb). Sin embargo, el scaffold (28.7 kpb) que contenia dicho
replicon co-albergé la mayoria de los ARGs identificados, incluyendo la BLEE CTX-
M-15; hecho que pudiera deberse a un artefacto generado durante el ensamble del

genoma.
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Figura 8. Perfil plasmidico de E. coli de origen ambiental, animal y clinico. Mapa
de calor que indica la presencia (amarillo) o ausencia (gris claro) de los replicones
plasmidicos identificados en los genomas de las cepas de E. coli provenientes de
diversos origenes. Anotacion horizontal: Origen de aislamiento de cada cepa de E.
coli (clinico, rojo oscuro; ambiental, verde oscuro; animal, turquesa oscuro).
Anotacion vertical: Familia/Grupo de Incompatibilidad (Inc) de plasmidos (Tipo Col,
verde limoén; IncB/O/K/Z, amarillo; IncF, café rojizo; IncH, gris; Incl, azul; IncQ, verde
brillante; IncX, rosa americano; IncY, azul claro; tipo p0111, naranja).
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Cuadro 9. Replicones plasmidicos asociados a determinantes de resistencia

antimicrobiana y virulencia en E. coli de origen ambiental, animal y clinico.

Aislado de . . Scaffold
E coli Origen Replicones (kpb) ARGs VAGs
] . IncFIB(AP001918) .
CCDC44-3  Clinico . IncFIl(pHN7AS) 1771 blatem-18 cia, traT
FD21-2 Clinico INCEIA
IncFIB(AP001918) 83.6 dfrAl7, tet(B) traT
RUTIO1 Clinico Col(pHAD28) 5.3 gnrB19
RBR72  Clinico NCFIB(APOO1S1E) 45 5 ItcA
, IncFlI(pCoo)
IncFlI 58.9 traT
aac(6')-Ib-cr, blaoxa-1,
RBR95  Clinico  MCFIB(PB171) 422 catB3A
aph(6)-1d, aph(3")-Ib,
IncFIA 213 blarews, sul2, tet(A)
IncFIA,
U13824 Clinico  IncFIB(AP001918) 85.9 blarem-1s, tet(A)
, IncFlI
aac(3)-lla, aph(6)-1d,
. aadAb5, aph(3")-1b,
ADD167 Ambiental Col(pHAD28) 28.7 sull, sul2, dfrAl7,
blacTx-m-15, gacEAl
astA,
. capu,
ADD183 Ambiental IncFlI(pCoo) 125.3 catA. ItcA,
traT
astA,
ACM22 Animal IncFIB(AP001918) 207.3 ompT,
, IncFlI traT
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El andlisis del contenido profagico en los genomas de E. coli usando PHASTER
mostré 176 regiones asociadas a bacteridfagos: 56 intactas, 36 cuestionables y 84
incompletas (Cuadro 10). El contenido profagico vari6 de 4 a 20 profagos por
genoma de E. coli, con longitudes de 3.8 a 96.8 kpb. Los genomas de E. coli de
origen animal y clinico presentaron, en promedio, un mayor niumero de regiones
asociadas a profagos, destacando las cepas aEPEC ACM5 (ST40/B1) con 18 y tipo
EAEC FD21-2 (ST69/D) con 20 regiones. De acuerdo con PHASTER, las regiones
profagicas asociadas a los replicones plasmidicos IncY identificados en las cepas
FD20-2 (ST399/A), FD21-2 (ST69/D) y RUTIO1 (ST12035/A) presentaron homologia
con los bacteriofagos P1 de Escherichia (NC_005856), SJ46 de Salmonella
(NC _031129) y RCS47 de Escherichia (NC_042128), respectivamente. Sin embargo,
los elementos similares a P1 y SJ46 fueron anotados como profagos incompletos

(cripticos), mientras que RCS47 como cuestionable.

La inspeccién manual de las regiones asociadas a profagos permitié evidenciar
la presencia de ciertos ARGs y VAGs codificados dentro dichas regiones. De los 15
genomas analizados, las regiones profagicas en CCDC44-3 (ST12036/D), ADD147
(ST410/C) y ADD169 (ST13498/A) no presentaron determinantes de resistencia
antimicrobiana o de virulencia. La mayoria de los elementos profagicos que
codificaron algin ARG o VAG fueron predichas como cuestionables o cripticos. El
Cuadro 11 muestra las regiones profagicas que albergaron ARGs, VAGs y replicones

plasmidicos identificadas en los genomas de E. coli.

Solamente cuatro de los genomas analizados albergaron determinantes de

resistencia antimicrobiana asociados a elementos profagicos, especificamente, las
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cepas MDR provenientes de origen clinico (3) y ambiental (1). Los ARGs codificados
en dichas regiones confieren resistencia a aminoglucésidos (aac(3)-lla, aadA5,
aadA24), B-lactamicos (blactx-m-15), sulfonamidas (sull), tetraciclinas (tet(B)) y
trimetoprima (dfrA15, dfrAl7). Estos ARGs estan principalmente codificados en
elementos con homologia al bacteriéfago SJ46 de Salmonella (NC_031129) (Cuadro

11).

En contraste, la presencia de VAGs en las regiones profagicas fue
independiente del origen de aislamiento de las cepas de E. coli, donde iss y ompT
fueron los mas prevalentes. Si bien el cargo de iss y ompT se presentd en elementos
profagicos con distintas identidades, estos estuvieron principalmente asociados a los
bacteri6fagos BP-4795 de Enterobacteria (NC_004813) y DE3 de Escherichia

(NC_042057), caracterizados como elementos intactos de acuerdo con PHASTER.

Cabe destacar que las cepas pertenecientes a los grupos patogénicos aEPEC
(ACMb5) y ETEC (ADD183) albergaron una mayor cantidad de VAGs codificados en
profagos. Sin embargo, los elementos profagicos que los contenian fueron
considerados como profagos cripticos o cuestionables (Cuadro 11). Asimismo, la
enterotoxina LT (ItcA) presente en la cepa ETEC ADD183 (ST4/A) se identifico en un
elemento profagico similar al bacteriéfago phiKO2 de Klebsiella (NC_005857), hecho
que sugiere que la adquisicion de dicha toxina es derivada de un evento de

transduccion, uno de los mecanismos de transferencia horizontal génica.
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Cuadro 10. Contenido profagico identificado en E. coli de origen ambiental,

animal y clinico.

: Profagos Profagos Profagos
Alsélagg”de Origen intac?os cuestior?ables incompgl]etos

' (Longitud) (Longitud) (Longitud)
CCDC44-3 Clinico 2 (34-4-60.2kpb) 3 (6 —45.3 kpb) 5 (4.6 — 49.8 kpb)
FD20-2 Clinico 6 (28.7 — 63.4 kpb) 1 (42.6 kpb) 7 (5.5 -19.1 kpb)
FD21-2 Clinico 5(39.4-64.1kpb) 5(3.9-61.2kpb) 10 (3.8-24.9 kpb)
RUTIOL Clinico 2 (25.5-45.8kpb) 2(26.8-33.5kpb) 8 (5.5-30.1 kpb)
RBR72 Clinico 4 (5.4-48.8kpb) 5(9.2-44.7kpb) 6 (4.5—-24.4 kpb)
RBR95 Clinico 1 (37 kpb) 1 (19.6 kpb) 2 (25.8 — 40.9 kpb)
u13824 Clinico 8(10.8-90.2 kpb) 2(32.2-36.3kpb) 3 (7.1- 38.6 kpb)
ADD105 Ambiental 2 (44.9 —59.5 kpb) 2 (10.7 — 26.6 kpb)
ADD147 Ambiental 1 (11.5 kpb) 8 (4.2 — 26.5 kpb)
ADD167 Ambiental 2 (15.1 —40.4 kpb) 1 (12.6 kpb) 6 (5.8 — 27.3 kpb)
ADD169 Ambiental 3(26.9-43.1kpb) 3(18.4-96.8 kpb) 4 (5.6 —25.5 kpb)
ADD183 Ambiental 4 (10.3 -53.7 kpb) 5 (13.5-27.4kpb) 6 (5.5-30.1 kpb)
ACM5 Animal  5(14.8 -58.1 kpb) 4 (21.7 —50.3 kpb) 9 (9.2 —37.5 kpb)
ACM22 Animal 7 (16.8-49.2 kpb) 3 (6.1 - 26 kpb) 2 (7.9 -14.2 kpb)
ACM47 Animal 4 (35.2 — 46.6 kpb) 1 (41.4 kpb) 6 (5.3 - 21.5 kpb)
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Cuadro 11. Regiones profagicas asociadas a determinantes de resistencia

antimicrobiana, virulencia y replicones plasmidicos en E. coli de origen ambiental,

animal y clinico.

Aislado de Profago Prediccion Replicon
E. coli N NCBI) region ARGs VAGs lasmidico
(Origen) (No. acceso (Longitud) b
FD20-2 Escherichia P1 Incompleto IncY
(clinico) (NC_005856) (13.1 kpb)
Salmonella SJ46 Incompleto IncY
(NC_031129) (16.2 kpb)
Enterobacteria Sfl Cuestionable omoT
FD21-2 (NC 027339) (34.5 kpb) b
(clinico) Escherichia DE3 Intacto iss. SitA
(NC_042057) (64.1 kpb) '
Escherichia RCS47  Incompleto tet(B),
(NC_042128) (24.9 kpb) dfrA17
Escherichia RCS47  Incompleto IncY
RUTIO1 (NC_042128) (33.5 kpb)
(clinico) Escherichia RCS47  Incompleto astA
(NC _042128) (23.1 kpb)
dfrAl5,
Salmonella SJ46  Cuestionable aadA24,
(NC_031129) (25.3 kpb)  gacEA1, N
RBR72 sull
(clinico) Escherichia HK544 Intacto iss
(NC_019767) (32.4 kpb)
Fago Stx2 1717 Cuestionable
(NC_011357) (9.2 kpb) IncFIB(AP001918)
RBROS Enterobacteria Intacto _
(clinico) BP-4795 (37 kpb) Iss
(NC_004813)
Salmonella SJ46 Incompleto aac(3)-lla,
U13824 (NC_031129) (16.2 kpb)  blactxmis
(clinico) Escherichia HK629 Cuestionable iss
(NC_019711) (32.2 kpb)
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Cuadro 11. (Continuacion).

Aislado de Profado Prediccion Replicon
E'.COH (No accesf)J NCBI) regig’)n ARGs VAGs plaspmidico
(Origen) ' (Longitud)
ADD105 Escherichia DE3 Intacto omoT
(ambiental)  (NC_042057) (59.2 kpb) P
Enterobacteria Intacto
BP-4795 iss
(NC 004813) (204 kpb)
ADD167 S"E‘I'\I”(‘:O'Be:!'flgg;m '?g°8mkp£;° blacrxw-1s
(ambiental) - : aac(3)-lla
Mycobacterium | df '
Charle (3000 asdas,
.5 kp aadA>5,
(NC_023729) gacEA1, sull
Escherichia Incompleto
vB_EcoS swanO1 -- ompT, iss
(NC 048202) (129 kpb) i
ADD183 Escherichia Cuestionable
(ambiental) 520873 capU
(NC 049344) (27.4 kpb)
Klebsiella phikO2 Cuestionable ItcA
(NC_005857) (16.3 kpb)
Shigella 75/02 Stx  Incompleto SitA
(NC_029120) (27.5 kpb)
Escherichia Cuestionable
ACHS o @SSkD T e
(animal) Shigella 75/02 Stx  Incompleto iss
(NC_029120) (21.8 kpb)
Salmonella SJ46 Intacto nleC
(NC_031129) (55.4 kpb)
Fago Stx2a_F451 Cuestionable estC
ACM22 (NC_049924) (13.6 kpb)
(animal) Yersinia PY54 Intacto ompT,
(NC_005069) (16.8 kpb) astA
Escherichia
ACMA47 Incompleto
(animal) SH2026Stx1 (7.3 kpb) -- IncFIA(HI1)

(NC_049919)
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9.6. Analisis filogenético

La concatenacion de las secuencias de los siete genes constitutivos (adk, fumcC,
gyrB, mdh, icdA, purA, recA) empleadas en el esquema MLST de Achtman, generé
grupos de secuencias con una longitud de 3,423 nucleoétidos. Los 3,423 residuos
nucleotidicos fueron empleados para la reconstruccion del arbol filogenético basado
en el algoritmo de BIONJ. La Figura 9 muestra el arbol filogenético Neighbor-joining
(NJ) resultante del conjunto de datos concatenados de los genes constitutivos de

MLST extraidos de los genomas de E. coli.

La reconstruccion filogenética basada en MLST agrupé las 15 cepas de E. coli
en cuatro clados de acuerdo con el filogrupo al que pertenecen. El clado 1y 2
albergan a la mayoria de las cepas en estudio (12/15) y, por tanto, una mayor
diversidad genética respecto a sus rasgos epidemiologicos (serotipo/STs). Ambos
clados contuvieron cepas provenientes de los tres origenes de aislamientos. El clado
1 (n = 7) se conforméd por cepas restringidas al filogrupo A y al complejo clonal (CC)
ST10. El clado 2 (n = 5) incluy6 principalmente cepas del filogrupo Bl y restringidas a
serogrupos ONT. No obstante, el clado 2 también albergd a las cepas FD20-2 y
ADD147, pertenecientes al filogrupo A y C, respectivamente. La cepa ADD147 se
posiciond entre la Unica cepa del filogrupo A y el conjunto de cepas del filogrupo B1

(Figura 9).

Las cepas pertenecientes a grupos patogénicos y MDR se distribuyeron en los
cuatro clados. De las siete cepas catalogadas como MDR, la mayoria fueron
agrupadas en el clado 1, entre las cuales, aquellas pertenecientes al linaje ST617

albergan la BLEE tipo CTX-M-15, al igual que la cepa ExPEC/UPEC U13824, unico

102



aislado perteneciente al filogrupo B2. De acuerdo con el analisis filogenético, las
cepas ETEC RBR72 y ADD183, asi como la tipo EAEC CCDC44-3 y FD21-2 se
encuentran estrechamente relacionadas (Figura 9). Sin embargo, difieren
considerablemente por su origen de aislamiento, perfiles fenotipicos de resistencia

antimicrobiana, caracteristicas epidemiologicas, asi como en su repertorio de ARGSs.

103



0.001  |r—— 'QO QOG')
3 N
S 5 &
T T
[ &1 ° U13824  O25:H4 ST2279 ox
[ 82 , @ CCDC44-3 017/077:H18 ST12036 O
e 100 L e FD21-2 017/077:H18  ST69 .
Oo — e ADD105  ONT:H7 ST9006 )
Clado 2 P
o : ACMS5  ONTH21 sta0 [l O
Origen de aislamiento 40 4|— ] (:_\
@ciio | 47 . ACM22 ONT:H7 ST11732 )
@ Arven 21 _:. ADD147  ONT:H9 ST410 .
@ Animal 33 60 FD202  013/0129:H30 ST399 )
PY ADD169  096:H19 ST13498
Patotipes ADD183  O6:H16 ST4 O
I =EPEC 45 100 |:. RBR72 025:H16 ST1491 @
W eree Clado 1 95 — ACMA4T  O160:H34  ST218 )
[ tipo EAEC =
B ceeopec ” RUTIO1 08:H30 ST12035 O
Z ] ADD167  O101:H10 ST617 o
Resistencia antimicrobiana 100 6 RBR95 0101:H9 STe17 . *
@ MDR
(") NoMDR
W CTX-M-15

Figura 9. Arbol filogenético Neighbor-Joining (NJ) de los 15 genomas de E. coli de origen ambiental, animal y
clinico. La reconstruccion filogenética se realiz6 basada en la concatenacién de las secuencias MLST de los genes
constitutivos adk, fumcC, gyrB, mdh, icdA, purA, recA (3,423 nucleétidos) empleando el algoritmo de BIONJ y el modelo
evolutivo de Kimura-2 parametros (K80). Los valores de Bootstrap se indican para cada rama. La barra de escala indica

el nimero de substituciones nucleotidicas por sitio.
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9.6.1. Contexto global de grupos clonales de alto riesgo

La busqueda en EnteroBase indicé que las cepas pertenecientes a los grupos
clonales ST9006, ST11732, ST12035, ST12036 y ST13498 estan subrepresentadas,
identificAndose solamente registros dobles (ST9006, ST11732) o Unicos (ST12035,
ST12036, ST13498) en la base de datos. Por lo tanto, éstas no fueron consideradas
para el andlisis filogenético. Por otro lado, la busqueda del conjunto de genomas de
los grupos clonales analizados (ST4, ST40, ST69, ST410, ST617 y ST2279) permitio
obtener colecciones de cepas de E. coli de caracter internacional que pertenecen a

linajes de relevancia médica.

Es importante destacar la casi nula presencia de cepas de E. coli de origen
mexicano en la base de datos de EnteroBase. Hasta la realizacion del presente
trabajo, so6lo se cuenta con 237 genomas provenientes de México, incluyendo los 15
agui secuenciados, lo que representa el 0.00083% del total de registros en
EnteroBase. En general, las colecciones globales de los grupos clonales analizados
se encontraron representadas predominantemente por cepas derivadas de
aislamientos humanos. Sin embargo, un numero significativo de cepas también se
encontraron asociadas a otros hospederos, principalmente ganado, y en menor
medida a cepas de origen ambiental o alimentario; mientras, que de algunas otras se

carecia de la informacién de su origen de aislamiento o procedencia.

De acuerdo con EnteroBase, el grupo clonal ST4, linaje perteneciente al CC
ST10, es un grupo clonal patogénico INPEC representado principalmente por el
patotipo ETEC (Figura 10A). La coleccion global del linaje ST4 se encuentra

constituida por un total de 247 cepas, la mayoria son procedentes de Reino Unido y
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Estados Unidos y s6lo dos provienen de México (ADD183 y FMUQ73332). Asimismo,
el 57% de las cepas provienen de fuentes humanas, principalmente de heces, y solo

dos cepas de cuerpos acuaticos, incluyendo a ADD183, aqui estudiada (Figura 10B).

Si bien E. coli ADD183 (Sinaloa) y FMUO073332 (Morelos) son cepas mexicanas,
no se encuentran estrechamente relacionadas de acuerdo con el esquema de
cgMLST, identificAndose una diferencia superior a 200 alelos entre ellas. La rama
que albergd a E. coli ADD183 incluye 27 cepas que mostraron una distancia alélica
entre 2 — 34 del esquema cgMLST con respecto a ADD183. Asimismo, ADD183 se
encontré en un sub-clado que contiene cinco cepas de E. coli de origen desconocido,
todas procedentes de Estados Unidos. Las cepas mas estrechamente relacionadas a
ADD183 fueron aquellos identificados con el barcode de EnteroBase
ESC _HA3106AA, ESC HA3105AA y ESC _HA3103AA difiriendo por dos, tres y

cuatro alelos cgMLST, respectivamente (Figura 10C).

Igualmente, el grupo clonal ST40, linaje perteneciente al CC ST40, comprende
un grupo patogénico establecido por distintos patotipos INPEC, entre los que
destacan EPEC, STEC, ETEC y EHEC; siendo el primero de ellos el mas prevalente
(Figura 11A). La coleccion global del linaje ST40 se conforma por 427 cepas, la
mayoria son procedentes de Reino Unido (40%) y Estados Unidos (12%) y en menor
medida de China (5%), Espafa (5%) y Alemania (2%). El linaje ST40 se integra
principalmente por cepas aisladas de muestras de heces de fuentes humanas y
animales; la cepa E. coli ACM5 (Sinaloa) derivada de animales acuaticos

(Oreochromis sp.) e identificada en la presente investigacion y la cepa MEX-17
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(Yucatan), derivada de heces de un infante, son las Unicas procedentes de México

(Figura 11B).

No obstante, ACM5 y MEX-17 presentan una diferencia alélica superior a 200
alelos cgMLST vy sus perfiles de VAGs difieren clasificandolas en cepas aEPEC y
EAEC, respectivamente. E. coli ACM5 se agrupd en una rama discreta constituida
por 20 cepas derivadas principalmente de fuentes humanas, sin embargo, ACM5
presentd gran divergencia en comparacion con el resto de las cepas y formé un nodo
anico. E. coli ACM5 se encuentra estrechamente relacionado al sub-clado que
contiene seis cepas provenientes de Reino Unido (2), Estados Unidos (2), Dinamarca
(1) y regién geografica desconocida (1); las distancias alélicas con respecto ACM5

estuvieron entre 150 — 162 (Figura 11C).

El grupo clonal ST69, linaje perteneciente al CC ST69, resultd
considerablemente el linaje con mayor nimero de genomas entre los grupos clonales
de alto riesgo aqui analizados. Esta coleccién incluye 3,903 cepas procedentes
principalmente de Estados Unidos (23%), Reino Unido (6%), Australia (5%),
Dinamarca (4%), Canada, Francia y Paises Bajos (3%). Aproximadamente, el 29%
de las cepas de esta coleccion son de procedencia geografica desconocida y solo
seis cepas (0.15%) son procedentes de México, entre ellas E. coli FD21-2. Dado que
el grupo clonal ST69 se ha reconocido como un linaje EXPEC de caracter
pandémico, menos del 2% de las cepas son catalogadas como cepas STEC de
acuerdo con EnteroBase; principalmente por la posesion de la toxina Stx2 (Figura

12A).
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El 64% de las cepas que integran la coleccién del linaje ST69 proceden de
fuentes humanas, principalmente de aislamientos a partir de muestras de orina y
sangre; mientras que, en conjunto, cerca del 21% provienen de hospederos no
humanos, como aves de corral y ganado. Sélo el 4% de cepas se encuentran
asociadas a muestras de origen ambiental, y en menor medida a muestras
alimentarias (0.81%) (Figura 12B). Las cepas mexicanas de origen humano 118Ul
(CDMX), FD21-2 (Sinaloa), MEX-4 (Yucatan) y MEX-10 (Yucatan) se encuentran
mas estrechamente relacionadas entre si en comparacion a su contraparte de origen
animal MOD1-EC914 (primate) y MOD1-EC983 (aviar), identificAndose una distancia

alélica superior a los 100 alelos de cgMLST contra las primeras.

E. coli FD21-2 se agrupd en una rama constituida por 329 cepas provenientes
de distintos origenes, principalmente humano y animal (Figura 12B). A su vez, FD21-
2 se encontr6 en un sub-clado de 89 cepas que compartian, en general, una
distancia alélica menor a los 50 alelos cgMLST. Las cepas mas estrechamente
relacionadas a FD21-2 resultaron aquellas identificadas con el barcode de
EnteroBase con origen geografico desconocido (ESC_BA7162AA, ESC_HA3230AA)
y de Estados Unidos (ESC_BB8172AA, ESC_XA8668AA y ESC_BB6982AA)

compartiendo distancias alélicas de 37 — 53 respecto a E. coli FD21-2 (Figura 12C).

Dos mil noventa y tres cepas conforman la coleccion global del grupo clonal
ST410, linaje perteneciente al CC ST23. De estas cepas, el 13%, 7%, 6% y 5%
proceden de Estados Unidos, Alemania, China y Tailandia, respectivamente. Cabe
resaltar que se desconoce la procedencia geografica del 26% de las cepas de dicha

coleccion y que la cepa E. coli ADD147 aqui secuenciada es la unica de México. De
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acuerdo con EnteroBase, menos de 1% de las cepas del linaje ST410 corresponden
a algun grupo patogénico INPEC (Figura 13A). Cerca del 54% de cepas provienen de
aislamientos humanos, principalmente de orina, del tracto gastrointestinal y sangre;
mientras que un 12% proceden de distintos hospederos de origen animal,
especialmente ganado. Los aislamientos derivados de fuentes ambientales solo
corresponden al 3% de la coleccion, dentro los que destacan aquellos provenientes

de fuentes acuéticas (48) (Figura 13B).

E. coli ADD147 se agrup6 dentro de una rama conformada por 92 cepas que
comprende aislamientos de origen humano y animal, cepas que difieren por menos
de 100 alelos del esquema cgMLST. A su vez, ADD147 formd un nodo singular
dentro de un sub-clado constituido por 19 cepas que mostraron una distancia alélica
de 60 — 86 con respecto a ADD147. Las cepas estrechamente relacionadas a
ADD147 identificadas con el barcode de EnteroBase fueron originarias de Canada
(ESC_ABB8451AA, ESC_ABT7045AA y ESC_OA5418AA; 60 — 61 alelos cgMLST),
Singapur (ESC_ LA8671AA; 61 alelos cgMLST) y de regién geografica desconocida

(ESC_EA7552AA; 62 alelos cdMLST) (Figura 13C).

La coleccion global del grupo clonal ST617, linaje perteneciente al complejo
clonal ST10, incluye 745 cepas procedentes de distintas regiones geograficas,
principalmente de Estados Unidos (14%), Alemania (7%), China y Paises Bajos (6%),
Francia (4%) y Canada (3%). Sin embargo, la procedencia geografica de
aproximadamente el 30% de las cepas se desconoce. E. coli RBR95 y ADD167,
secuenciadas en el presente trabajo, son las Unicas cepas reportadas de México que

se agrupan en el linaje ST617. Asimismo, cerca del 47% de las cepas que integran
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dicha coleccién son derivadas de fuentes humanas, principalmente de muestras del
tracto digestivo, orina y sangre; en cambio, cerca del 15% se derivan de hospederos
no humanos, destacando ganado, animales de compafiia y aves de corral. Menos del
5% corresponden a cepas derivadas de muestras ambientales, principalmente de
fuentes acuaticas, y se desconoce el origen de aislamiento del 32% de cepas que

integran dicha coleccion (Figura 14A).

Aunque E. coli RBR95 (Los Mochis, Sinaloa), derivada de heces de un adulto
mayor, y ADD167 (Navolato, Sinaloa), derivada de agua de un drenaje agricola,
fueron obtenidas de zonas geograficas cercanas, éstas presentaron distancias
alélicas de cgMLST cercanas a los 200 alelos entre ellas distribuyéndose en distintas
ramas. Particularmente, RBR95 se albergé en una rama conformada por 37 cepas
derivadas en su mayoria de aislamientos de origen humano y en menor grado de
origen ambiental y animal. Asimismo, se posicion6 dentro de un sub-clado formando
un nodo singular en el que las cepas mas cercanas mostraron una distancia alélica
entre 32 — 50 del esquema cgMLST con respecto a RBR95; todas ellas procedentes
de paises de América del Norte, Europa, Africa Occidental y Medio Oriente. Las
cepas estrechamente relacionadas a E. coli RBR95 resultaron identificadas con el
barcode de EnteroBase y originarias de Alemania (ESC_EA3921AA; 32 alelos
cgMLST), Polonia (ESC_QA7151AA; 32 alelos cgMLST) y Suiza (ESC_HA9993AA;

34 alelos cgMLST) (Figura 14B).

Por otro lado, E. coli ADD167 se alojé en una rama constituida por 216 cepas
derivadas de fuentes humanas, principalmente. Esta se posicioné en un sub-clado

con 29 cepas que en general comparten una distancia alélica menor a los 50 alelos
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cgMLST. El andlisis cgMLST mostré que E. coli ADD167 forma un grupo de seis
cepas con distancias alélicas de 28 — 39 con respecto a ADD167. Sin embargo, las
cepas mas estrechamente relacionadas, identificadas con el barcode de EnteroBase,
fueron procedentes de Malawi (ESC_RA4943AA; 26 alelos cgMLST), Francia
(ESC_BABL832AA; 28 alelos cgMLST), Alemania (ESC_BA5832AA; 28 alelos
cgMLST) y de origen desconocido (ESC_EA3831AA; 28 alelos cgMSLT,
ESC_DA3742AA; 33 alelos cgMLST y ESC_LA4981AA; 33 alelos cgMLST) (Figura

14C).

El grupo clonal ST2279, linaje perteneciente al CC ST131, incluyé el menor
namero de genomas entre los grupos clonales de alto riesgo aqui analizados De
acuerdo con EnteroBase, la coleccion global del linaje ST2279 incluye 48 cepas
procedentes principalmente de Estados Unidos (35%), Australia y Canada (8%) vy
México y Zimbabue (4%). En general, cerca del 65% de cepas del linaje ST2279 son
derivadas de fuentes humanas, principalmente aisladas de muestras de orina y
sangre, mientras que solo el 6% provienen de hospederos animales. El 29% de las
cepas en este linaje tienen origen desconocido, en el que pudieran incluirse cepas
provenientes de otras fuentes de aislamiento, incluyendo del medio ambiente (Figura

15A).

La mayoria de las cepas que integran el linaje ST2279 se agruparon en dos
ramas con una distancia alélica cgMLST menor a 50 alelos. En el clado 1 aparecen
cepas originarias de paises norteamericanos, mientras que el clado 2 contuvo cepas
de diversos origenes geograficos, incluyendo Africa, Asia y Europa. E. coli U13824

se alojo en el clado 1 (Figura 15A). El analisis cgMLST mostro que E. coli U13824

111



estd estrechamente relacionada con UTI-U7 (barcode ESC_BB4791AA), cepa
derivada de infeccion del tracto urinario igualmente aislada en Culiacan, Sinaloa,
México, con la que comparte una distancia cgMLST de 11 alelos. Asimismo, las
cepas identificadas con los barcode vy originarias de Estados Unidos
(ESC_BB9856AA y ESC_CBO081AA) y Canadd (ESC_  AB8S614AA vy
ESC_RA3879AA) comparten distancias alélicas de 17 — 23 respecto a E. coli U13824

(Figura 15B).
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Figura 10. Arbol filogenético NJ del grupo clonal ST4 basado en las distancias alélicas del esquema cgMLST. A.
Coleccion global del linaje ST4 (n = 247) distribuidos por grupo patogénico. B. Origen de aislamiento. C. Sub-clado que
incluye a E. coli ADD183. Filogenia reconstruida por el algoritmo de RapidNJ y el esquema cgMLST V1 + Hierarchical
Clustering (HierCC) V1. Los nodos estan codificados por colores como se indica en la leyenda. La barra de escala indica

las diferencias alélicas de cgMLST.
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Figura 11. Arbol filogenético NJ del grupo clonal ST40 basado en las distancias alélicas del esquema cgMLST. A.
Coleccion global del linaje ST40 (n = 427) distribuidos por grupos patogénicos. B. Origen de aislamiento. C. Sub-clado
gue incluye a E. coli ACM5. Filogenia reconstruida por el algoritmo de RapidNJ y el esquema cgMLST V1 + Hierarchical
Clustering (HierCC) V1. Los nodos estan codificados por colores como se indica en la leyenda. La barra de escala indica
las diferencias alélicas de cgMLST.
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Figura 12. Arbol filogenético NJ del grupo clonal ST69 basado en las distancias
alélicas del esquema cgMLST. A. Coleccion global del linaje ST69 (n = 3,903)
distribuidos por grupos patogénicos. B. Origen de aislamiento. C. Sub-clado que
incluye a E. coli FD21-2. Filogenia reconstruida por el algoritmo de RapidNJ vy el
esquema cgMLST V1 + Hierarchical Clustering (HierCC) V1. Los nodos estan
codificados por colores como se indica en la leyenda. La barra de escala indica las

diferencias alélicas de cgMLST.
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Figura 13. Arbol filogenético NJ del grupo clonal ST410 basado en las distancias alélicas del esquema cgMLST.
A. Coleccion global del linaje ST410 (n = 2,093) distribuidos por grupos patogénicos. B. Origen de aislamiento. C. Sub-
clado que incluye a E. coli ADD147. Filogenia reconstruida por el algoritmo de RapidNJ y el esquema cgMLST V1 +
Hierarchical Clustering (HierCC) V1. Los nodos estan codificados por colores como se indica en la leyenda. La barra de
escala indica las diferencias alélicas de cgMLST.
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Figura 14. Arbol filogenético NJ del grupo clonal ST617 basado en las distancias alélicas del esquema cgMLST.
A. Coleccion global del linaje ST617 (n = 745) distribuidos por origen de aislamiento. B. Sub-clado que incluye a E. coli
RBR95. C. Sub-clado que incluye a E. coli ADD167. Filogenia reconstruida por el algoritmo de RapidNJ y el esquema
cgMLST V1 + Hierarchical Clustering (HierCC) V1. Los nodos estan codificados por colores como se indica en la leyenda.
La barra de escala indica las diferencias alélicas de cgMLST.
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Figura 15. Arbol filogenético NJ del grupo clonal ST2279 basado en las distancias alélicas del esquema cgMLST.
A. Coleccion global del linaje ST2279 (n = 48) distribuidos por origen de aislamiento. B. Sub-clado que incluye a E. coli
U13824. Filogenia reconstruida por el algoritmo de RapidNJ y el esquema cgMLST V1 + Hierarchical Clustering (HierCC)
V1. Los nodos estan codificados por colores como se indica en la leyenda. La barra de escala indica las diferencias

alélicas de cgMLST.
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X. DISCUSION

10.1. Caracterizacion fenotipica y susceptibilidad antimicrobiana

Los ensayos de susceptibilidad antimicrobiana indicaron prevalencias de
resistencia del 40% al 67% a los farmacos ampicilina, carbenicilina, ciprofloxacino y
cotrimoxazol entre las cepas de E. coli en estudio. Estos resultados son consistentes
con lo reportado en estudios a nivel internacional (Nji et al., 2021; Pormohammad et
al.,, 2019; Wang et al., 2023) y nacional (Garza-Gonzalez et al., 2019) y revelan el
elevado grado de resistencia que presenta E. coli proveniente de mdltiples fuentes de
aislamiento. La resistencia es contra farmacos de primera y segunda linea de
tratamiento, principalmente, aquellos pertenecientes a las clases de antagonistas de
la ruta biosintética de folatos (> 60%), B-lactamicos (> 50%), fluoroquinolonas (>

50%) y tetraciclinas (> 40%).

La OMS destaca la preocupante resistencia bacteriana a farmacos
pertenecientes al subgrupo de cefalosporinas de 3.2 y 4.2 generacion, caracteristica
conferida por la produccion de BLEE (Paterson & Bonomo, 2005; WHO, 2014).
Asimismo, este rasgo se vincula a un fenotipo MDR. Consecuentemente, el manejo
de las infecciones ocasionadas por microorganismos MDR requiere del uso de
farmacos considerados de Udltimo recurso como carbapenémicos, colistina vy
tigeciclina (Sheu et al., 2019). Al respecto, entre los aislados de origen clinico y
ambiental se identificaron cepas con fenotipos MDR que exhibieron resistencia a
cefotaxima, sugiriendo que producen BLEE. Aunque dicho rasgo no fue corroborado

de manera fenotipica en este trabajo, resulta de interés evaluar el espectro de
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resistencia frente a distintas cefalosporinas que pudiesen presentar dichas cepas de

E. coli, asi como el perfil inhibitorio de la BLEE que expresan.

Diversos estudios independientes realizados en Sinaloa demuestran una
elevada prevalencia de aislados de E. coli resistentes a los antibiéticos y de cepas
MDR patogénicas procedentes de diferentes origenes, incluyendo humanos ded
entornos hospitalarios y comunitarios (Canizalez-Roman et al., 2016; Garcia
Cervantes et al., 2021; Murillo Llanes et al., 2011; Uribe-Beltran et al., 2017), de
cuerpos acuaticos (Ahumada-Santos et al., 2022; Canizalez-Roman et al., 2019), de
alimentos derivados de origen animal (Canizalez-Roman et al., 2013) y animales de
granja (Amézquita-Lépez et al., 2016). Lo anterior evidencia que cepas de alto riesgo
para la salud publica humana y veterinaria estan circulando dentro de la interfaz
humano-animal-medio ambiente en Sinaloa. Por lo tanto, la realizacion de estudios
de vigilancia epidemiolégica molecular y gendmica para una caracterizacion integral

apropiada de las cepas resulta fundamental.

El presente trabajo no encontré asociacion estadistica significativa del origen de
aislamiento contra la resistencia a los farmacos evaluados, la clase de antimicrobiano
o la presencia de cepas MDR. En contraste, Salinas et al. (2019) reportaron una
prevalencia de fenotipos de resistencia superior entre aislados obtenidos de infantes
(n = 63) comparado a los provenientes de animales (n = 174), asi como una
asociacion estadisticamente significativa en la resistencia a amoxicilina-clavulanato,
ampicilina, estreptomicina, sulfisoxazol y cotrimoxazol. Del mismo modo, aislados
derivados de urocultivos humanos (n = 107) provenientes de dos distintas regiones

geograficas de Meéxico exhibieron resistencia estadisticamente significativa contra
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ampicilina, cefotaxima, ceftazidima, acido nalidixico, tetraciclina y nitrofurantoina
(Miranda-Estrada et al., 2017). Por lo que, la falta de asociacion observada en el
presente trabajo puede ser atribuida a la heterogeneidad fenotipica per se de las
cepas caracterizadas, asi como al limitado nimero de aislados que conformaron los

grupos de aislamiento.
10.2. Secuenciacién, ensamble y anotacién del genoma

La profundidad de secuenciacibn — entendida como el nimero de veces
promedio que una base nucleotidica es representada en un conjunto de secuencias
crudas (Sims et al., 2014) — fue calculada a priori a 30X para cada genoma
obteniéndose en la mayoria de los genomas profundidades superiores a dicho valor.
La profundidad promedio del conjunto de genomas analizados fue de 45X,
cumpliendo con lo recomendado para la obtencién de la representacion del genoma
completo bacteriano a partir de la implementaciéon de secuenciacion con lecturas
cortas (35X — 50X) (Desai et al., 2013). Si bien los genomas de las cepas de origen
clinico RBR72 y RBR95 fueron la excepcion al calculo tedrico de la profundidad,
Desai et al. (2013) reportaron que una profundidad cercana a 20X es suficiente al
ensamblar un conjunto de lecturas derivadas de un genoma de E. coli para obtener
una representacion del genoma superior al 97%. Por lo tanto, ambos genomas

fueron conservados para la realizacion de los analisis subsecuentes.

Por otro lado, durante la preparacion de las bibliotecas gendmicas es proclive la
introduccion de sesgos en las regiones del genoma con bajo contenido de GC,
principalmente, en aquellos protocolos donde se emplea PCR para la amplificacion

de las bibliotecas y transposasas para la fragmentacion del ADNg, ocasionando que
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el material genético se fragmente de forma no aleatoria y que su posterior
reconstruccion se dificulte (Lan et al., 2015; M. P. Sato et al., 2019; Seth-Smith et al.,
2019). Ademas, es importante mencionar que uno de los aspectos limitantes de la
secuenciacion con lecturas cortas (75 — 300 pb) es la generacion de genomas
fragmentados dado que la longitud de las lecturas no logra resolver las regiones con
elementos repetitivos complejos, es decir, MGEs (elementos de insercion,
transposones), genes ribosdmicos, clisteres génicos de rutas biosintéticas de
metabolitos secundarios, regiones CRISPR; lo que genera bucles sin resolver
durante el ensamble, quiebres en las secuencias, y por tanto, su fragmentacion en

multiples contigs/scaffolds (Kingsford et al., 2010).

Recientemente, Bogaerts et al. (2021) validaron la profundidad de
secuenciacion y la longitud de lecturas PE en funcion del rendimiento e impacto
sobre los andlisis bioinformaticos, incluyendo el ensamble del genoma, deteccion
génica, mutaciones puntuales en genes diana de resistencia antimicrobiana y
prediccién del serotipo. Particularmente, los autores reportan para E. coli que la
contigliidad en el ensamble mejora significativamente con lecturas de mayor tamafio
(201 pb — 251 pb) y a una profundidad superior a 20X. Asimismo, el estudio mostré
qgue una profundidad = 15X y una longitud de lecturas de 150 pb es suficiente para

obtener resultados confiables en funcién de la anotacién génica.

En este trabajo, el ensamble de novo de lecturas PE (2 x 150 pb) generé
reconstrucciones con valores esperados para E. coli respecto a la longitud del
genoma (X = 4.99 Mpb), contenido de GC (X = 50.73%) y CDS (X = 5,113). Sin

embargo, los drafts de genomas resultaron moderadamente fragmentados para cada
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ensamble (X = 469 scaffolds). Dado que las profundidades de secuenciacion se
cumplieron, el grado de fragmentacion observado en el ensamble inicial con SPAdes
a nivel de -contigs/scaffolds puede ser explicado por los sesgos inherentes
introducidos durante la preparacion de las bibliotecas gendémicas, la estrategia de
secuenciacion implementada, asi como por el contenido de elementos repetitivos en

los genomas analizados.

Por tanto, la contigtidad de las secuencias y su analisis fue mejorado al realizar
un scaffolding asistido por el genoma completo de referencia filogenéticamente mas
cercano. Sin embargo, para superar las limitaciones y sesgos técnicos impuestos por
la secuenciacién con lecturas cortas, la implementacién en conjunto de estrategias
de secuenciacion con lecturas largas representa una opcidn atractiva para la

obtencién de genomas completos (Forde et al., 2019; Goldstein et al., 2019).

En relacién con la longitud y nimero de CDS codificados en los genomas, se
encontré variabilidad estadisticamente significativa respecto al origen de aislamiento,
particularmente, entre cepas de origen clinico y ambiental. El resultado coincide con
lo descrito por Touchon et al. (2020), donde cepas asociadas a ambientes
secundarios poseen genomas de menor tamafio, mientras que las asociadas a
hospederos sucede un efecto inverso. Asimismo, los autores indican que la
variabilidad en el tamafio total (~ 8%) y contenido génico (~ 34%) del genoma de E.
coli esta sujeta al grado de adquisicion de MGEs, caracteristica que depende del
origen de aislamiento y trasfondo genético (filogrupo). Por tanto, la variabilidad

genomica depende principalmente de la densidad de los MGEs presentes en los
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ambientes donde E. coli habita y de las tazas de seleccion e intercambio posterior a

su adquisicion (Touchon et al., 2020).

La anotacion funcional de los genomas asigné un numero considerable de CDS
en categorias asociadas al metabolismo bacteriano primario. Las mas representadas
son funciones constitutivas relacionadas con la produccion de energia y el transporte
de moléculas. Sin embargo, en ninguno de estos subsistemas se observaron
diferencias estadisticamente significativas con respecto al origen de aislamiento, con
excepcion del implicado en la adquisicion y metabolismo de hierro entre las cepas de
origen clinico y ambiental. Por tanto, los efectos de variabilidad observados entre los
origenes de aislamiento pueden ser atribuido a la adquisicién de rasgos adaptativos
especificos mediada por MGEs con funciones asociadas a la supervivencia dentro
del hospedero (humano y peces). Sin embargo, esto requiere de una exploracion
incluyendo un nimero mayor de cepas regionales provenientes de distintas fuentes

de aislamiento.
10.3. Tipificacion molecular in silico

Distintos rasgos de relevancia epidemiolégica fueron extraidos a partir de las
secuencias de los genomas de las cepas de E. coli de origen ambiental, animal y
clinico, particularmente, el serotipo, grupo clonal (ST) y filogrupo. En relacién con el
serotipo, la prediccion mostré la diversidad existente entre el conjunto de cepas
analizadas reconociéndose 13 uUnicos serotipos, y aunque ninguno de ellos resulté
representativo entre los diferentes origenes de aislamiento, destaca la presencia de

los serogrupos O6 y 025; ambos relacionados con cepas del patotipo ETEC y

124



EXPEC. Asimismo, resalta la frecuencia de serogrupos no tipificables (ONT) entre las

cepas de origen ambiental y animal.

La presencia de cepas ONT ya ha sido reportada con anterioridad en diversos
estudios. La frecuencia de cepas ONT es baja (< 9%) cuando el conjunto de aislados
estudiados son derivados de fuentes humanas (Lang et al., 2019; Mazumder et al.,
2021; Paramita et al., 2020; Sonda et al., 2018); mientras que esta frecuencia es
mayor (> 23%) entre aislados derivados de fuentes ambientales y/o animales
(Cookson et al., 2022; McDougall et al., 2021), como se observo en este estudio. Lo
anterior sugiere que la pérdida del cluster génico del antigeno O puede derivarse de
un evento adaptativo. Sin embargo, dada la relevancia del antigeno O en la
interaccidn hospedero-patdégeno y la virulencia bacteriana (Liu et al., 2020; Sarkar et
al., 2014), el grado de ventaja o desventaja impuesto por este evento en el nuevo

nicho ecoldgico es desconocido y resulta de interés su exploracion.

Respecto a los grupos clonales (ST) y filogrupos determinados, destaco la
identificacion de cepas de relevancia clinica pertenecientes a distintos linajes
considerados como de alto riesgo en el ambito internacional (ADD183-ST4/A; ACM5-
ST40/B1; FD21-2-ST69/D; ADD147-ST410/C y ADD167-ST617/A; RBR95-ST617/A).
La denominacién “alto riesgo” describe poblaciones bacterianas altamente
especializadas con habilidad mejorada para colonizar, diseminar y persistir en nichos
particulares, posterior a la adquisicion de rasgos adaptativos que incrementan su
potencial patogénico y epidemicidad, incluyendo la resistencia antimicrobiana
(Baquero & Coque, 2011). Un ejemplo destacado es el linaje EXPEC ST131/B2,

grupo clonal diseminado a nivel mundial con rasgos mejorados de supervivencia,
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patogenicidad y multirresistencia antimicrobiana (Stoesser et al., 2016). Sin embargo,

a pesar de su dominancia, no fue identificado entre el conjunto de cepas estudiadas.

Diversos estudios muestran la presencia y la amplia distribucion de grupos
clonales de alto riesgo en muestras relacionadas al medio ambiente, animales y
humanos. Particularmente, el grupo clonal ST4, perteneciente al filogrupo A, se ha
vinculado a casos de enfermedad diarreica en humanos ocasionados por cepas
ETEC alrededor del mundo, incluyendo paises de América Latina (Rasko et al., 2019;
Rodas et al., 2011; Saldafia-Ahuactzi et al., 2017), Asia (Kwon et al., 2017; Y. Li et
al., 2017; F. Yu et al., 2018) y Europa (Kartsev et al., 2015). ST4 esta constituido por
cepas genéticamente heterogéneas respecto a factores de virulencia, resistencia

antimicrobiana y serotipos, predominando el serotipo O6:H16.

Del mismo modo, el linaje ST40 del filogrupo B1 incluye cepas con amplia
distribucion geogréfica y que estan directamente asociadas a sindromes diarreicos
en humanos y en menor medida en animales. En contraste al grupo clonal ST4, las
cepas del linaje ST40 pertenecen al extenso grupo InPEC, prevaleciendo
principalmente los patotipos aEPEC (de Frutos et al., 2020; Saidenberg et al., 2020;
Watson et al., 2021; Xu et al., 2017) y EAEC (Dallman et al., 2012; Ellis et al., 2020;
Llorente et al., 2023). Por tanto, ST40 destaca por su heterogeneidad patogénica con

potencial zoondtico y por su relevancia en la salud publica humana y veterinaria.

Posterior al linaje ST131 del filogrupo B2, el grupo clonal ST69 perteneciente al
filogrupo D se caracteriza como uno de los linajes EXPEC MDR mas predominantes
a nivel mundial. ST69 esta vinculado principalmente a infecciones humanas del

torrente sanguineo e ITU (Manges et al., 2019). Sin embargo, también ha sido
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reportado en muestras proveniente de distintos animales y ambientes (A. Silva et al.,
2023), lo que resalta el extenso potencial de transmision entre especies y nichos

ecologicos que presentan las cepas pertenecientes a este linaje.

Los grupos clonales ST410 y ST617, pertenecientes a los filogrupos C y A,
respectivamente, representan linajes MDR con notable transmision intersectorial
entre productos alimenticios, medio ambiente, animales y humanos a nivel mundial.
Particularmente, las cepas integrantes del linaje ST410 se han asociado a la
posesion de multiples ARGs, resaltando las variantes de BLEE CTX-M-15, CMY-2 y
NDM-5 (Falgenhauer et al., 2016; Roer et al., 2018; Schaufler et al., 2016).
Asimismo, para el linaje ST617 se ha reportado la predominancia de las variantes
CTX-M-15, OXA-1 y en menor medida CMY-2 (Monte et al., 2019; Rocha-Gracia et

al., 2015; Zong et al., 2018).

Es importante mencionar que actualmente el grupo clonal ST2279/B2, aqui
identificado con un Unico aislado, no es reconocido como un linaje de alto riesgo de
caracter internacional. Sin embargo, este linaje representa un potencial grupo
patogénico de caracter EXPEC subrepresentado considerando su asociacion al CC
ST131, aislamiento de muestras humanas y rasgos fenotipicos MDR (de Souza da-
Silva et al., 2020; Umene et al., 2015), principalmente asociados con la produccién
de BLEE, carbapenemasas (Peirano et al., 2022; Sarwar et al., 2022) e inclusive la
presencia del determinante mcr-1, variante génica involucrada en la resistencia de

colistina (Jamil et al., 2022).
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10.4. Determinantes genéticos asociados a virulenciay resistencia

antimicrobiana
10.4.1. Genes asociados a la virulencia (VAGS)

Independientemente del origen de aislamiento, la prediccion y distribucion de
los VAGs permiti6 identificar de cepas InPEC y EXPEC entre la coleccion de
genomas estudiados, asi como determinantes accesorios de virulencia previamente
reportados (Pakbin et al., 2021; Sarowska et al., 2019). La presencia de cepas
hetero-patogénicas o hibridas no fue develada (Santos et al., 2020). Como era de
esperarse, las cepas de origen clinico presentan perfiles genotipicos de VAGs mas
enriquecidos y relacionados con distintos procesos patogénicos, principalmente,
adherencia, protectinas y captacion de hierro. El hierro es un elemento esencial para
la supervivencia y virulencia bacteriana dado que diversos procesos patogénicos
estan regulados por este elemento, incluyendo la produccion de toxinas y formacion
de biopeliculas, y su obtencion se encuentra facilitada mediante la accion de

sideroforos (Khasheii et al., 2021).

La anotacion funcional de RAST mostré el enriqguecimiento de los sistemas para
la captacion y metabolismo de hierro, concordando con la asociacion de VAGs
identificada entre los genomas de origen clinico. Por ejemplo, la cepa EXPEC/UPEC
U13824 co-alberga tres distintos mecanismos: producciéon de distintos sideroforos,
captacion del grupo hemo y transporte de iones metalicos (Mn?*/Fe?*). La produccion
de multiples sideréforos se ha asociado a cepas UPEC y el grado de patogenicidad
es dependiente del tipo de sideréforo, siendo yersiniabactina y salmoquelina los mas

prevalentes; éste ultimo, factor importante en el desarrollo de ITU recurrentes
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(Henderson et al., 2009). Sin embargo, los genes codificantes de salmoquelina (iroB-
CDEN) estan ausentes del genoma de las cepas derivadas de orina humana RUTIO1
y U13824. Ahora bien, los principales genes involucrados en la biosintesis de
yersiniabactina (fyuA, irp2) fueron identificados en cepas derivadas de heces (FD20-
2, tipo EAEC FD21-2 y RBR95). No obstante, Henderson et al. (2009) reportan que
su expresion es diferencial en cepas de origen intestinal. Lo anterior resalta el papel
fundamental de este sideréforo durante la colonizacion de tejidos (e.g. uroepitelio) en

condiciones de baja disponibilidad de hierro.

La enterotoxina EAST1, codificada por el gen astA y descrita por primera vez en
cepas EAEC, se distribuye en cepas patogénicas y no patogénicas de E. coli
asociadas a humano (L. E. Silva et al., 2014; Yamamoto & Echeverria, 1996) y
animales de granja, principalmente en cerdo (Osek, 2003; Zajacova et al., 2012). En
el presente trabajo, astA fue identificado en cepas patogénicas (aePEC ACMS5,
ETEC ADD183) y no patogénicas (RUTIO1, ADD167, ACM22) provenientes de los
tres origenes de aislamiento; sin embargo, ninguna de ellas se derivo directamente
de heces humana o animal. Aunque la expresién de EAST1 se ha vinculado con
enfermedades diarreicas en humanos y animales, su implicacién patogénica en el
desencadenamiento de cuadros diarreicos es controversial. Lo anterior puede
deberse a la falta de expresion en los modelos in vitro e in vivo utilizados para la
evaluacion de su toxicidad, asi como el nimero de copias de astA presentes en el

genoma bacteriano (Dubreuil, 2019; Ruan et al., 2012).

La categoria de protectinas se conforma por un conjunto de factores de

virulencia tales como los polisacaridos capsulares, el LPS y componentes de
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membrana externa implicados en la supervivencia/resistencia al complemento sérico,
y por tanto el desarrollo de bacteriemia/septicemia en el hospedero (Miajlovic &
Smith, 2014). Los genes iss y traT son determinantes asociados al bacteriéfago A y
plasmidos tipo ColV/BM y F, respectivamente, y codifican OMPs involucradas en la
inhibicion de la formacion del complejo de ataque a la membrana (MAC — por sus
siglas en inglés); sin embargo, el mecanismo subyacente a esta caracteristica no ha
sido dilucidado hasta el momento (T. J. Johnson et al., 2008; Montenegro et al.,
1985). Mientras que el gen ompT tiene como producto a la proteasa de membrana
externa OmpT implicada en la degradacidon de péptidos antimicrobianos (Thomassin

et al., 2012).

La asociacion directa de los determinantes iss, ompT y traT a cepas EXPEC ya
ha sido demostrada, principalmente con cepas provenientes de humanos y animales
de granja, incluyendo ganado y aves de corral. Guerra et al (2020) reportaron
prevalencia moderada de ompT (35.1%) y traT (81.6%) entre cepas derivadas de
mastitis bovina. Asimismo, Ranjan et al. (2017) registraron la prevalencia de estas
protectinas en cepas asociadas a pielonefritis (17%), septicemia (15%) e infecciones
de piel y tejidos blandos (29%) en humanos. De manera similar, la presencia de los
determinantes iss (53%), ompT (40%) y traT (46%) en los genomas analizados en el
presente trabajo resulté moderada, independientemente de la fuente de aislamiento y
grupo patogénico. Lo anterior, pone en evidencia la posible implicacion de los
mecanismos de THG en la adquisicion de estos determinantes, asi como la historia

evolutiva a la que cada cepa aqui estudiada ha sido sujeta.
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10.4.2. Genes asociados a laresistencia antimicrobiana (ARGS)

El analisis del genoma permitié identificar y mostrar la distribucion de perfiles
genotipicos de los ARGs similares entre cepas de origen ambiental y clinico,
particularmente, entre aquellas pertenecientes a los grupos clonales de alto riesgo
internacional ST69 (FD21-2), ST410 (ADD147) y ST617 (RBR95 y ADD167). Aunque
las cepas RBR95 y ADD167 pertenecen al mismo linaje, el perfil genotipico de los
ARGs difirio ligeramente entre ellas. Por el contrario, los perfiles de ARGs para las
cepas RBR95 y ExPEC/UPEC U13824 (ST2279/B2) presentan mayor similitud a
pesar de no presentar ninguna relacion epidemioldgica. Lo anterior, probablemente
explicado por su asociacion con el humano y la inherente presion selectiva dado el
historial farmacolégico de los pacientes de donde derivaron estos aislados, la
microbiota asociada a la fuente de aislamientos, asi como a la dinamica y densidad
de MGEs que circundan las fuentes de aislamiento propiciando dicha variabilidad

(Touchon et al., 2020).

Las cepas RBR95 y U13824 co-albergan diversos mecanismos de resistencia y
ARGs de gran interés, esto es, diversas mutaciones puntuales en la region QRDR, la
variante aac(6')-lb-cr codificante de la EMA con accién sobre fluoroquinolonas y
multiples p-lactamasas con diversos espectros de accion, incluyendo TEM-1, OXA-1
y CTX-M-15. Este patron de coproduccién de ARGs ya ha sido reconocido con
anterioridad en diversas regiones geograficas, principalmente en cepas
ExPEC/filogrupo B2 provenientes de Portugal (Machado et al., 2006; Mendoncga et
al., 2006), Reino Unido (Livermore et al., 2019), México (Cortés-Cortés et al., 2017),

ExXPEC/filogrupo A de China (Sun et al., 2018), Nigeria (Iroha et al., 2012) e inclusive
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en cepas de K. pneumoniae pertenecientes al linaje ST405 originarias de Espafia
(Luque-Gonzalez et al., 2019), y su movilizaciéon se ha vinculado a la familia de

plasmidos conjugativos del grupo IncF.

La relevancia del grupo clonal ST617 respecto a su rasgo MDR ya ha sido
ampliamente descrita (Monte et al., 2019; Rocha-Gracia et al., 2015; Zong et al.,
2018). En contraste, la informacion para el linaje ST2279 es muy limitada y su
presencia ha sido escasamente estudiada. Recientemente, Jamil et al. (2022)
reportaron la presencia de determinantes que codifican diversas BLEE y mcr-1 entre
aislados pertenecientes a ST2279. Aunque en el presente trabajo no se identificaron
genes asociados a la resistencia frente a farmacos considerados de altimo recurso,
destaca el alarmante escenario en un futuro proximo respecto al desafio en la
utilizacién de B-lactamicos en la regidén sinaloense. Lo anterior, por la posible co-
diseminacién de multiples B-lactatamasas y la circulacién de cepas de alto riesgo
entre la comunidad. Por lo que se requiere la realizacion de investigaciones
moleculares adicionales que brinden claridad en relacién con las variantes alélicas de

BLEE que portan los aislados de E. coli en la regién sinaloense.

Los integrones de clase 1 son plataformas genéticas que capturan y expresan
ARGs. Estos integrones utilizan plasmidos o transposones conjugativos como
vehiculos para su movilizacién contribuyendo en gran medida en el surgimiento de
cepas MDR patogenas (Gillings et al., 2008). En esta investigacion se identificaron
integrones de clase 1 en el genoma de aislados clinicos derivados de heces (tipo
EAEC FD21-2 y ETEC RBR72) y ambientales (ADD147, ADD167 y ADD169)

portando distintas configuraciones de casetes génicos. Al respecto, destaca el
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alojamiento del integron de clase 1-sul3 en el genoma de la cepa ADD147, en el que
la region 3’CS que contiene a sull es sustituida por la variante génica sul3 (Moran et

al., 2016).

El integrén clase 1-sul3 es un elemento poco comun e inicialmente descrito en
Salmonella no tifoidea (Antunes et al., 2007); éste se caracteriza por presentar
distintas estructuras génicas y su expansion a E. coli se ha atribuido principalmente a
plasmidos de los grupos IncHI2 e Incll (Curiao et al., 2011; Zingali, Chapman, et al.,
2020). El re-arreglo dfrAl2—orfF—aadA2—cmlAl-aadAl—-gacH-tnp440—sul3
observado en la cepa ADD147 representa la estructura mas prevalente a nivel
mundial y ha sido identificado tanto en aislados clinicos humanos como de origen
porcino (Le-Vo et al., 2019; Zingali, Chapman, et al., 2020; Zingali, Reid, et al., 2020).
Estos resultados corroboran el rol clave de los integrones en la captura simultanea
de ARGs y de los plasmidos como vehiculos de diseminacion de regiones complejas
de multirresistencia y, por ende, su contribucién a la diversidad genotipica de ARGs

entre cepas de diferentes origenes de aislamiento.

Con relacién a la resistencia y susceptibilidad reducida observada en las cepas
de origen ambiental (ADD105) y animal (aEPEC ACM5 y ACM22) frente ampicilina,
respectivamente, éstas cepas presentan el sistema de eflujo a mdultiples drogas
MdfA. Sin embargo, a pesar de que la expresion y actividad de dicho transportador
confiere altos niveles de resistencia a compuestos y farmacos quimicamente no
relacionados, este no confiere resistencia a B-lactamicos, posiblemente por la falta de
acoplamiento a un canal de membrana externa que permita la extrusion del farmaco

desde el espacio periplasmatico (Edgar & Bibi, 1997; Nishino et al., 2003). Por ello, la
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combinacion de otros mecanismos moleculares no considerados en el presente
estudio podrian estar contribuyendo a la resistencia observada, tales como
mutaciones en la region promotora de la B-lactamasa cromosémica AmpC, cambios
en la permeabilidad de la membrana celular, la sobreexpresion de distintos sistemas
de eflujo o la presencia de nuevos genes no descritos asociados en la resistencia (M.

Li et al., 2019).

Diversos mecanismos de resistencia a fosfomicina se han descrito dentro de la
familia Enterobacteriaceae, destacando la inactivacion enzimatica mediada por
plasmidos que se asocia a la accion de la glutation S-transferasa codificada por las
variantes génicas fosA (Silver, 2017). Mdltiples variantes alélicas de fosA se han
descrito en aislados de E. coli de diversos paises como Canada (Milner et al., 2020),
China (Pan et al., 2021), Espafia (Loras et al., 2021), Estados Unidos (Balbin et al.,
2020), México (Galindo-Méndez et al., 2022), Portugal (Grilo et al., 2023). La variante
predominante es fosA3 y usualmente se co-alberga junto a otros ARGSs, incluyendo

BLEE tipo CTX-M, carbapenemasas (KPC, NDM, VIM) y MCR-1.

En el presente trabajo, se identific6 una secuencia homéloga a fosA7 como
ARG adicional en el genoma de la cepa ambiental ADD105. Sin embargo, se
desconoce su fenotipo de resistencia a fosfomicina y no posee secuencias
plasmidicas. Comparando con la secuencia nucleotidica de la variante original fosA7
identificada en una cepa de Salmonella enterica serovar Heidelberg derivada de
pollos en Canada (Rehman et al.,, 2017), el ARG homdélogo mostré6 93.85% de

similitud. Recientemente, Milner et al. (2020) identificaron y caracterizaron una nueva
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variante homologa de fosA7 en E. coli, denominandola fosA7.5, variante similar a la

que alberga el genoma de E. coli ADD105.

Si bien la variante fosA7.5 ya ha sido reconocida en aislados clinicos de
Canada (Milner et al., 2020) y de animales de China (L.-J. Zhang et al., 2023; X.
Zhang et al., 2022), en nuestro conocimiento, este seria la primera descripcion de la
variante génica fosA7.5 en una cepa de origen ambiental de E. coli aislada de agua
superficial de un drenaje agricola en México. Por lo tanto, la realizacion de estudios
moleculares que permitan conocer la diversidad y la prevalencia de los
determinantes fosA en cepas aisladas de los sistemas riego y drenaje agricola en el
estado es importante, considerando la relevancia clinica de la fosfomicina como
primera opcion en el tratamiento exclusivo de ITU no complicadas en humanos

ocasionada por patdgenos MDR, incluyendo E. coli productores de BLEE.
10.5.Contenido plasmidico y profagico

Multiples replicones plasmidicos pertenecientes a distintos grupos de
incompatibilidad fueron identificados. Sin embargo, la obtencién de secuencias
plasmidicas completas fue imposible dado el grado de fragmentacién en los
ensambles generados asociado a las limitantes de las estrategias de WGS
empleando lecturas cortas para la resolucion estructural de MGEs (Arredondo-Alonso
et al., 2017). En ciertos casos, se logré determinar la asociacion de ARGs, VAGs o
ambos a scaffolds con replicones plasmidicos, asi como la identificacion de
plasmidos de tamafio pequefio tipo Col de manera correcta. La reconstruccion de
MGEs a partir de estrategias de secuenciacion de lectura corta es compleja. Por lo

que la implementacion en conjunto de estrategias de secuenciacion con lecturas
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largas representa una opcion atractiva para la recuperacion de plasmidos completos

y conocer la sintenia de los genes asociados a estos (Goldstein et al., 2019).

La relevancia de los grupos plasmidicos IncHI1, Incll, IncQ, IncX en el
transporte y diseminacion de ARGs ya ha sido reconocida a nivel mundial
(Rozwandowicz et al.,, 2018). Algunos de estos replicones plasmidicos fueron
reconocidos entre el conjunto de genomas estudiados, sin embargo, no fue posible
determinar si portan ARGs o VAGs asociados. Los plasmidos IncF representan uno
de los grupos plasmidicos conjugativos mas prevalentes entre los miembros de la
familia Enterobacteriaceae provenientes de distintas fuentes de aislamiento y su
relevancia reside en el alto contenido de genes de virulencia y resistencia que

albergan (Villa et al., 2010).

Al respecto, diversos replicones tipo IncF fueron reconocidos entre los genomas
analizados y presentaron gran diversidad de ARGs o VAGs. La mayor prevalencia de
determinantes de resistencia se registr0 entre cepas de origen clinico,
particularmente, B-lactamasas TEM-1 y OXA-1 y de resistencia a aminoglucésidos y
tetraciclinas. Por el contrario, la prevalencia de VAGs en las cepas asociadas al
drenaje agricola o acuicultura resultd mayor, destacando los codificantes de
enterotoxinas LT, EAST1 y de resistencia al complemento sérico TraT. Si bien lo
anterior brinda evidencia respecto a los ARGs y VAGs albergados en plasmidos IncF
y la posible dominancia entre poblaciones de E. coli regionales no relacionadas entre
si, el grado de diseminacion y el repertorio génico presente en ellos permanece

desconocido y requiere ser explorado.

136



Los plasmidos del grupo IncY son frecuentemente reconocidos en la familia
Enterobacteriaceae y se han asociado al cargo del determinante blacrx-m-15. La uso
conjunto de PlasmidFinder y PHASTER permitio el reconocimiento de plasmidos tipo
bacteriéfago con replicon IncY en los genomas de las cepas clinicas FD20-2, FD21-2
y RUTIOL. Sin embargo, estos no presentan ningun determinante de virulencia o
resistencia asociado y no se resolvieron como un elemento extracromosomico,
imposibilitando la determinacion de su tamafo aproximado y estructura génica.
Resulta de interés mencionar que el gen mcr-1, determinante que confiere
resistencia al farmaco considerado de ultimo recurso a polimixina, se ha asociado a
plasmidos IncY (C. Zhang et al., 2017). Lo que evidencia un nuevo mecanismo de
diseminacién adicional a los ya reconocidos por plasmidos Incl2, IncX4 e IncHI2,

representando una amenaza de salud publica mundial (Matamoros et al., 2017).

Respecto a las regiones asociadas a profagos, PHASTER permitié asociar la
presencia de algunos ARGs y VAGs codificados dentro de regiones correspondientes
a profagos, independientemente del origen de aislamiento de las cepas. Es
importante sefialar que algunas de estas regiones profagicas se co-albergaron en
scaffolds donde replicones plasmidicos del grupo IncF se encuentran asociados.
Hecho que sugiere eventos de recombinacién del ADN viral/plasmidico y el
surgimiento de plasmidos mosaicos entre los genomas analizados (Pesesky et al.,
2019). En ese sentido, otros MGEs no analizados, tales como ISs y transposones,
pueden haber influido en la evolucion de los plasmidos IncF presentes en los

genomas de este estudio. Por tanto, para corroborar la hipétesis anterior, la
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secuenciacion con lecturas largas es requerida para descartar un posible artefacto

originado durante el ensamble.

Las regiones profagicas identificadas entre las cepas MDR clinicas (FD21-2,
RBR72 y U13824) y ambiental (ADD167) albergaron determinantes de resistencia a
las clases de aminoglucésidos (aac(3)-1la, aadA5, aadA24), B-lactamicos (blacTx-m-15),
sulfonamidas (sull), tetraciclinas (tet(B)) y trimetoprima (dfrAl5, dfrAl7). Estas
regiones fueron descritas como incompletas, sin embargo, estudios previos reportan
la implicacién de los bacteriéfagos en la movilizacién de diversas variantes alélicas
de los determinantes aqui identificados; esto principalmente observado en ambientes
impactados por actividades antropogénicas (Calero-Céaceres et al., 2019; Gabashvili
et al., 2020). Lo que evidencia el impacto de las actividades humanas en el desarrollo
de la RAM, asi como el papel clave de los bacteriéfagos en la adquisicion,
mantenimiento y diseminacién de ARGs contribuyendo a la evolucion bacteriana en

aislados clinicamente relevantes.
10.6. Analisis filogenético

Considerando la heterogeneidad genética identificada entre las cepas de E. coli,
el analisis filogenético basado en MLST, fue insuficiente para establecer relaciones
directas de transmision entre las diferentes fuentes de aislamiento. En ese sentido,
dos cepas pertenecientes al grupo clonal ST617 fueron identificadas, sin embargo,
éstas difieren considerablemente respecto al contenido génico de ARGs, VAGs,
origen, tiempo y ubicacion geografica de aislamiento. Consecuentemente, es poco

probable que estas cepas tengan una relacion mas alla de pertenecer al mismo
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linaje. La Unica asociacion reconocible resulté a nivel poblacional, en el que el

analisis agrup0 a las cepas conforme al filogrupo al que pertenecen.

Aunque la siguiente suposicion presenta limitaciones dado el nimero de cepas
analizadas, el agrupamiento observado a nivel de filogrupo permiti6 determinar que
los grupos filogenético A y B1 son mas generalistas, esto es, albergan cepas
patdgenas y no patdgenas provenientes de distintas fuentes de aislamiento.
Asimismo, es importante hacer notar que cepas MDR y productoras de BLEE
pertenecen al filogrupo A. Por el contrario, los grupos B2 y D se encontraron
constituidos por grupos patégenos de E. coli asociados al humano. Hecho que
coincide con lo ya extensamente reportado y afiade mas evidencia al respecto

(Chakraborty et al., 2015; Sajeev et al., 2023; Valat et al., 2012).

Por otro lado, los analisis basados en cgMLST demuestran la ubiquidad de los
linajes de alto riesgo internacional identificados (ST4, ST40, ST69, ST410, ST617 y
ST2279) y el grado diversidad genética entre los miembros que los conforman. En
general, todas las inferencias filogenéticas demostraron la predominancia de cepas
de E. coli asociadas a reservorios humanos. Sin embargo, este efecto puede ser
atribuido al sesgo dado el gran nimero de estudios dirigidos al analisis de genomas
de E. coli de origen humano comparado con los provenientes de nichos secundarios
(Zhou et al., 2020). Por lo que, los andlisis aqui realizados pueden cambiar conforme
un mayor numero de genomas de E. coli provenientes de fuentes o reservorios no

humanos sean integrados a la base de datos de EnteroBase.

De acuerdo con la informacion de EnteroBase y el resultado del analisis por

cgMLST, los linajes ST4 y ST40 son grupos clonales restringidos a patotipos INPEC.
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Lo anterior indica que la presencia de las cepas ETEC ADD183 (ST4) y aEPEC
ACM5 (ST40) es de relevancia clinica/epidemiolédgica, particularmente, dado su
origen de aislamiento. La primera, al ser derivada de agua superficial de un drenaje
agricola donde es subsecuentemente utilizada en el riego de cultivos, ganaderia y
acuicultura, y la segunda, derivada del cultivo de tilapia (Oreochromis spp.). Esto
puede tener un gran impacto en la salud publica por la capacidad de estos nichos de
fungir como reservorio directo de cepas de E. coli con el potencial patogénico para
desencadenar sindromes diarreicos en el ser humano (Ahumada-Santos et al., 2014;

Cardozo et al., 2018).

La cepa FD21-2 (ST69), si bien fue obtenida de heces humanas, esta presenta
una mayor relacion con cepas aisladas de muestras de orina y sangre humana. Esto
sugiere que FD21-2 tiene el potencial patogénico de desencadenar enfermedades de
tipo extraintestinal. Ademas, aunque no se encontraron los VAGs en el genoma para
considerarse como cepa EXPEC de acuerdo con Johnson et al. (2015), si se
identificaron factores de virulencia relacionados a cepas EXPEC implicados en la
adquisicion de hierro (yersiniabactina, operdn chu, transportador Sit) y protectinas
(capsula grupo 3, Iss, OmpT, TraT). Lo que sugiere que la cepa FD21-2 es en
realidad una cepa EXPEC y posee un repertorio distinto de determinantes de
virulencia no definidos en el presente trabajo y requiere de experimentacion para

explorar estos aspectos con mayor detalle.

Aunque el objetivo principal del analisis por cgMLST no fue determinar el origen
directo de las cepas aqui secuenciadas, éste permitio establecer parcialmente las

relaciones entre las cepas de esta investigacion con respecto aquellas derivadas de
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diferentes fuentes de aislamiento a nivel mundial. Por ejemplo, las cepas MDR
ADD147 (ST410) y ADD167 (ST617), si bien fueron obtenidas de una fuente
ambiental, el analisis filogenético sugiere que se derivan de hospederos humanos y
que fueron introducidas al drenaje agricola mediante el drenaje doméstico
(Ahumada-Santos et al., 2014). El grupo clonal ST2279 es un linaje EXPEC de
relevancia clinica por los rasgos fenotipicos MDR que presenta (de Souza da-Silva et
al., 2020; Umene et al., 2015), y aunque se encuentra aun subrepresentado a nivel
mundial, su monitoreo es de importancia para evitar su diseminacion y expansion
satisfactoria como el de otros linajes EXPEC de alto riesgo tales como ST131, ST69,

ST38, ST73, ST95, ST405, ST410, ST1193 (Manges et al., 2019).

Finalmente, es importante sefalar que esta investigacién genero los primeros
reportes en México sobre la presencia de los linajes de E. coli de alto riesgo ST410 y
ST617 en ambientes acuaticos, asi como la descripcion global del linaje ST2279

desde una perspectiva genémica.
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Xl. CONCLUSIONES

11.1.Conclusién general

El contenido de determinantes implicados en la virulencia bacteriana,
resistencia antimicrobiana, plasmidos y profagos es diverso entre los genomas de E.

coli provenientes de distintas fuentes de aislamiento en Sinaloa.
11.2.Conclusiones especificas

1. Los genomas de E. coli derivados de fuentes humanas presentan un
enriqguecimiento de determinantes de virulencia implicados en la captacion de hierro,
adherencia bacteriana y la supervivencia/resistencia al complemento sérico. Se
reconocieron grupos patogénicos INPEC (aeEPEC, ETEC) y EXPEC (UPEC) en cepas
provenientes de los tres origenes de aislamientos.

2. El perfil fenotipico de resistencia y la posesion de determinantes
gendmicos de resistencia antimicrobiana asociado al perfil es coincidente. Se
identificaron integrones de clase 1 y regiones complejas de multirresistencia,
principalmente, en cepas de origen clinico y ambiental. No se identificé ningun
determinante asociado a la resistencia frente a carbapenémicos o polimixinas. La
variante BLEE CTX-M-15 fue identificada con baja predominancia. En este trabajo se
identifico y describié por primera vez en México la nueva variante fosA7.5 implicada
en la resistencia a fosfomicina.

3. Plasmidos y bacteri6fagos co-albergan determinantes de virulencia y
resistencia antimicrobiana. Plasmidos del grupo IncF y tipo Col predominan entre los

genomas de E. coli independientemente del origen de aislamiento. Los plasmidos
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IncF que poseen las cepas analizadas presentan estructura de mosaico albergando
regiones profagicas.

4. Existe relacion filogenética entre las cepas aisladas en Sinaloa y cepas
de otras regiones geograficas a nivel mundial. La investigacion demostré la
circulacion de linajes de E. coli de alto riesgo de caracter internacional en muestras
de diferentes origenes. Por lo tanto, su diseminacion puede ser facilitada
representando una amenaza para la salud publica, especialmente, en el caso de las
cepas patogénicas MDR. El origen de las cepas aisladas de ambientes secundarios

es derivado de fuentes humanas.
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XII.PERSPECTIVAS DEL PROYECTO

1. Aumentar el numero de aislados a caracterizar de manera fenotipica y
gendmica, incluyendo cepas provenientes de diversas fuentes de aislamiento,
es decir, alimentos, aves, ganado, mascotas, suelos, sedimentos. Para el caso
de humanos y animales incluir cepas comensales y patégenas; de este ultimo,
de cardcter intestinal y extraintestinal.

2. Implementar secuenciacion de lecturas largas para obtener reconstrucciones
completas de secuencias plasmidicas, elementos repetitivos y la sintenia de

los genes de resistencia y/o virulencia en los genomas.
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XIV. ANEXOS

14.1. Documentos complementarios

14.1.1. Datos de secuenciacion genomas de E. coli de origen ambiental, animal

y clinico asociados al BioProject PRINA715781 del NCBI.

Aislado_de Origen NQ. acceso No. acceso No. acceso
E. coli BioSample SRA?® Assembly
CCDC44-3 Clinico SAMN18352689 SRR14018341 GCA 033843345.1
FD20-2 Clinico SAMN18352690 SRR14018340 GCA_033843445.1
FD21-2 Clinico SAMN18352691 SRR14018339 GCA_033843405.1
RUTIO1 Clinico SAMN18352692 SRR14018338 GCA 033843385.1
RBR72 Clinico SAMN30247024 SRR21010778 GCA 033843425.1
RBR95 Clinico SAMN30247025 SRR21010777 GCA_033843465.1
U13824 Clinico SAMN30247026 SRR21010776 GCA_033843365.1
ADD105 Ambiental SAMN30247030 SRR21010773 GCA _033843565.1
ADD147  Ambiental SAMN18352997 SRR14018337 GCA 033843545.1
ADD167  Ambiental SAMN18352998 SRR14018336 GCA 033843585.1
ADD169 Ambiental SAMN30247031 SRR21010772 GCA _033843625.1
ADD183  Ambiental SAMN18352999 SRR14018335 GCA 033843605.1
ACM5 Animal SAMN18353000 SRR14018334 GCA_033843485.1
ACM22 Animal SAMN30247028 SRR21010775 GCA 033843505.1
ACM47 Animal SAMN30247029 SRR21010774 GCA 033843525.1

aSRA, Base de datos Sequence Read Archive.
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14.2. Productos Académicos

De la presente tesis doctoral se derivaron los siguientes trabajos en modalidad
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Asimismo, parte de la tesis doctoral derivaron los siguientes articulos cientificos
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Abstract: Aquatic environments are recognized as one of the main reservoirs for the emergence
and dissemination of high-risk lincages of multidrug-resistant (MDR) bacteria of public health
concern. However, the genomic characteristics of antibiotic-resistant Escherichia coli isolates from
aquatic origins remain limited. Herein, we examined the antibiotic resistance and virulence genomic
profiles of three E. coli recovered from surface water in northwest Mexico. Antimicrobial susceptibility

testing, whole-genome sequencing (WGS), and in-depth in silico analysis were performed. Two E. coli
exhibited MDR phenotypes. WGS-based typing revealed genetic diversity, and phylogenetic analysis

corrot i a notable diverg lationshi

p among the studied E. coli. One E. coli strain, harboring

enterotoxigenic and extraintestinal pathogenic-associated virulence genes, was assigned to the ST4

lineage. MDR E. coli, belonging to the international high-risk clones ST410 and ST617, carried
N

genes and
tetracyclines, and trimethoprim. This study describes, for the first time, the detection and genomic
profiling of high-risk lineages of E. coli ST410 and ST617 from surface water in Mexico. Additionally,
our results underscore the role of surface water as a reservoir for critical pathogenic and MDR E. coli
clones and the need for the surveillance and monitoring of aquatic environments via WGS from the
One Health perspective.

resistance to glycosides, B-lactams, quinolones, sulfonamides,

Keywords: multidrug-resistance; envi 1 E. coli; aquatic environment; high-risk E. coli clones;
ETEC O6; class 1 integron; whole-genome sequencing; agricultural drainage

1. Introduction

Antimicrobial resistance (AMR) has been a primary global public health issue in recent
decades. AMR hinders clinical effectiveness and limits the therapeutic options for infectious
diseases, leading to increased healthcare costs, treatment failure, morbidity, and mortality
rates. At present, the estimated AMR-related death toll accounts for 700,000 annually, and
it is projected to increase to 10 million deaths per year by 2050 unless action is taken [1].
AMR phenomenon represents a complex and multifaceted threat of growing concern to the
human, animal, and environmental health due to the emergence, persistence, and spread
of antibiotic resistance genes (ARGs) and their acquisition by clinically relevant bacteria in
each interconnected sector [2].

Microorgarisms 2022, 10, 662. https: / /doi.org/ 103390 /microorganisms 10030662

htps:/ / dpi.com /journal /

Magafa-Lizarraga J.A., Gomez-Gil B., Rendén-Maldonado J.G., Delgado-
Vargas F., Vega-Lopez I.F., Baez-Flores M.E. (2022). Genomic Profiling of Antibiotic-
Resistant Escherichia coli Isolates from Surface Water of Agricultural Drainage in
North-Western Mexico: Detection of the International High-Risk Lineages ST410 and
ST617. 10(3), 662. ISSN: 2076-2607. DOI:
10.3390/microorganisms10030662
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Aquaculture is one of the fastest-growing food-producing sectors worldwide and
tilapia (Oreochromis spp.) farming constitutes the major freshwater fish variety
cultured. Because aquaculture practices are susceptible to microbial contamination
derived from anthropogenic sources, extensive antibiotic usage is needed, leading
to aquaculture systems becoming an important source of antibiotic-resistant and

pathogenic bacteria of clinical relevance such as Escherichia coli (E. coli). Here,

Strain Denved from Oreochromis

spp. Farms Using Whole-Genome
Sequencing. J. Vis. Exp. (190), e64404,
doi:10.3791/64404 (2022).

the antimicrobial resistance, virulence, and mobilome features of a pathogenic E.
coli strain, recovered from inland farmed Oreochromis spp., were elucidated through
whole-genome sequencing (WGS) and in silico analysis. Antimicrobial susceptibility
Date Published testing (AST) and WGS were performed. Furthermore, phylogenetic group, serotype,
December 23, 2022 multilocus sequence typing (MLST), acquired antimicrobial resistance, virulence,
plasmid, and prophage content were determined using diverse available web tools.
Dol The E. coli isolate only exhibited intermediate susceptibility to ampicillin and was
10379184404 characterized as ONT:H21-B1-ST40 strain by WGS-based typing. Although only a

URL single antimicrobial resistance-related gene was detected [mdf(A)], several virulence-

associated genes (VAGs) from the atypical enteropathogenic E. coli (aEPEC)
jove.com/video/64404
pathotype were identified. Additionally, the cargo of plasmid replicons from large
plasmid groups and 18 prophage-associated regions were detected. In conclusion,
the WGS characterization of an aEPEC isolate, recovered from a fish farm in Sinaloa,
Mexico, allows insights into its pathogenic potential and the possible human health
risk of consuming raw aquacultural products. It is necessary to exploit next-generation
sequencing (NGS) techniques for studying environmental microorganisms and to

adopt a one health framework to leam how health issues originate.

Copyright © 2022 JoVE Journal of Visualized Experiments jove.com December 2022+ 190+ e64404 + Page 10f 14

Magafa-Lizarraga J.A., Gomez-Gil B., Enciso-lbarra J., Baez-Flores M.E.
(2022). Characterization of a Pathogenic Escherichia coli Strain Derived from
Oreochromis spp. Farms Using Whole-Genome Sequencing. Journal of Visualized
Experiments. (190), e64404. ISSN: 1940-087X. DOI: 10.3791/64404
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XV. SIGLAS Y ABREVIACIONES

A/E: Lesiones de adherencia y esfacelamiento

AA: Fenotipo de adherencia agregativa

ADN: Acido desoxirribonucleico

ADNg: Acido desoxirribonucleico genémico

aEPEC: E. coli enteropatégena atipica

AIEC: E. coli adherente-invasiva

APEC: E. coli patogénica aviar

ARGs: Genes asociados a resistencia antimicrobiana
ARN: Acido ribonucleico

ARNr: Acido ribonucleico ribosémico

ARNt: ARN ribonucleico de transferencia

BHI: Caldo infusion-cerebro-corazon

BLEE: Beta-lactamasa de espectro extendido

CC: Complejo clonal

CD: Enfermedad de Crohn

CDC: Centro para el Control y la Prevencién de Enfermedades
CDS: Secuencia codificante de proteina

CEMB: Células endoteliales microvasculares cerebrales
CF: Factores de colonizacion

CGE: Centro de Epidemiologia Gendmica

cgMLST: Tipificacion multilocus de secuencias del genoma central

CH: Colitis hemorragica
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CLSI: Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio
CNF1: Factor necrosante citotéxico tipo 1

CRL: Loci complejo de resistencia antibiotica
DA: Fenotipo de adherencia difusa

DAEC: E. coli de adherencia difusa

DAF: Factor de Aceleramiento del Deterioro
DHFR: Dihidrofolato reductasa

DHPS: Dihidropteroato sintasa

DMSO: Dimetilsulfoxido

EAEC: E. coli enteroagregativa

EHEC/STEC: E. coli enterohemorragica / productora de toxina Shiga
EIEC: E. coli enteroinvasiva

EMA: Enzima modificadora de aminoglucosidos
ETEC: E. coli enterotoxigénica

EXPEC: E. coli patégena extraintestinal

FV: Factores de virulencia

IBC: Comunidades bacterianas intracelulares
IBD: Enfermedad inflamatoria intestinal

Inc: Grupo de Incompatibilidad

INPEC: E. coli patdégena intestinal

IS: Secuencia de insercion

ITU: Infeccion del tracto urinario

ITU-R: Infeccion del tracto urinario recurrente

kpb: Mil pares de bases
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LA: Fenotipo de adherencia localizada

LB: Caldo Luria-Bertani

LCR: Liquido cefalorraquideo

LEE: Locus de Esfacelamiento Enterocitico
LPS: Lipopolisacéarido

LT: Enterotoxina termolabil

M: Millén

MAC: Complejo de ataque a la membrana
MDR: Multirresistencia antibiotica

MGE: Elemento genético movil

MLST: Tipificacion multilocus de secuencias
Mpb: Millones de pares de bases

MSA: Alineamiento Multiple de Secuencias
MST: Arboles Recubridores Minimos

NCBI: Centro Nacional para la Informacion Biotecnoldgica
NGS: Secuenciacion masiva en paralelo

NJ: Algoritmo Neighbor-joining

NMEC: E. coli causante de meningitis neonatal
OMP: Proteinas de membrana externa
OMS: Organizacion Mundial de la Salud
OMV: Vesiculas de membrana externa
ONT: Antigeno O No tipificable

ORF: Marco de lectura abierto

PAI: Isla de patogenicidad
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pb: Pares de bases

PBP: Proteina ligadora de penicilina

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

PE: Lecturas pareadas

pH: Potencial de hidrogeno

PHASTER: Version mejorada de herramienta de busqueda de Fagos
PIB: Producto Interno Bruto

PMQR: Resistencia a Quinolonas Mediada por Plasmidos

QRDR: Regién Determinante de Resistencia a Quinolonas

RA: Resistencia a los antibioticos

RAM: Resistencia a antimicrobianos

RAST: Tecnologia de anotacion rapida por subsistemas

RI: Isla de resistencia antibittica

RND: Transportadores de la familia resistencia-nodulacion-division
SEPEC: E. coli septicémica

SPATE: Serina Proteasa Autotransportadora de Enterobacteriaceae
SRA: Archivo de Lecturas de Secuenciacion

SSTIII: Sistema de secrecidn tipo I

SSTVI: Sistema de secrecion tipo VI

ST: Enterotoxina termoestable

ST: Tipo de secuencia clonal

Stx: Toxina tipo Shiga

SUH: Sindrome urémico hemolitico

tEPEC: E. coli enteropatogena tipica

192



THG: Transferencia horizontal de genes

Tn: Transposon

TSA: Agar soja tripticaseina

UC: Colitis ulcerativa

UFC: Unidad Formadora de Colonia

UPEC: E. coli uropatogena

VAGs: Genes asociados a virulencia bacteriana

WGS: Secuenciacion del genoma completo
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