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RESUMEN

Las infecciones del tracto urinario (ITU) son de las mas comunes y recurrentes que afectan a hombres y mujeres a cualquier
edad. Asimismo, representan un problema de salud publica a nivel mundial. El agente etioldgico principal es Escherichia coli
uropatoégena (UPEC), bacteria presente en mas del 80% de las ITU adquiridas en la comunidad. A la fecha, varios autores han
contribuido con estudios que describen los factores de virulencia que capacitan a Escherichia coli uropatdgena para producir
ITU. Sin embargo, lo que se sabe de la genética de este patdogeno se encuentra restringido a un niimero limitado de genes que
han servido para su clasificacion como son los que codifican para diversos factores de virulencia, que no son compartidos por
la totalidad de las Escherichia coli uropatogenas. Por ello, el objetivo de esta revision es conocer el impacto que el analisis de
la secuenciacion del genoma completo ha tenido para entender el papel de UPEC como patdégeno y como un complemento de
otros estudios.
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Uropathogenic Escherichia coli: example of genomic plasticity

ABSTRACT

Urinary tract infections (UTIs) are among the most common and recurrent bacterial infections affecting men and women at any
age. They also represent a worldwide public health problem. The main etiological agent is uropathogenic Escherichia coli (UPEC),
present in more than 80% of community-acquired UTIs. To date, several authors have contributed studies describing the virulence
factors that enable uropathogenic Escherichia coli to produce UTI. However, what is known about the genetics of this pathogen
is restricted to a limited number of genes that have served for its classification, such as those coding for various virulence factors,
which are not shared by all uropathogenic Escherichia coli. Therefore, the objective of this review is to know the impact that whole
genome sequencing analysis has had in understanding the role of UPEC as a pathogen, as a complement to other studies.
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INTRODUCCION
a infeccion del tracto urinario (ITU) es de las

! infecciones bacterianas mas comunes a nivel

mundial. Su clasificacion difiere de acuerdo con el
enfoque clinico. La guia de infecciones urologicas
de la Asociacion Europea de Urologia (EAU, por sus siglas
en inglés) las agrupa en cinco tipos: ITU no complicada,
complicada, recurrente, asociada a catéteres y urosepsis
(Tabla I), (Bonkat et al., 2021).

Por otro lado, a las ITU también se les clasifica por sus
caracteristicas epidemiologicas y el lugar donde se adquiere la
infeccion que puede ser: la comunidad (CAUTISs), el ambiente
intrahospitalario (HAUTIs) y asociadas al ambiente hospitalario
con inicio de sintomas en la comunidad (CO-HAUTIs). Las
mas comunes son las CAUTIs, afectan a mas de 150 millones
de personas al afio (Oztiirk & Murt, 2020). Sin embargo,
la cantidad esta subestimada debido a que la ITU no es de
notificacion obligatoria en los centros de atencion de salud
primaria a nivel mundial.

En el afio 2018, la Encuesta Nacional De Atencion Médica
Ambulatoria (NAMCS) reportd un total de 3,577 millones de
casos de ITU enlos EE. UU. Ademas, diversos autores estiman
que cada afio mas de 7 millones de personas suelen acudir a
las instituciones de atencion médica por ITU, lo que representa
el 0.7% de los servicios médicos ambulatorios (Tandogdu &
Wagenlehner, 2016; Taur & Smith, 2007).

Enel afio 2022, Yang, Chen, Zheng, Qu, Wang & Yi, realizaron
una recopilacion y analisis de datos globales de las ITU y el
resultado fue un incremento del 60.4% en el nimero de casos
a nivel mundial en el afio 2019 con respecto al afio 1990.

Ellos, reportan un aumento del 140.2% en las muertes globales
asociadas con las ITU, ya que en el afio 1990 fueron un total
de 98,590 con respecto a las 236,790 en el afio 2019. En su
estudio mencionan un crecimiento de su presencia en pacientes
de la tercera edad y el problema de que del 40 al 75% de los
tratamientos con antibidticos son inadecuados.

Enlo querespectaa Latinoamérica, existe una carencia de datos
sobre las ITU. No obstante, en México, el Sistema Nacional
De Vigilancia Epidemiologica (SINAVE) informa de un total
de 3,231,627 casos en el afio 2022 ubicandolas en el segundo
lugar de las veinte principales causas de enfermedad nacional
(Figura 1), (SINAVE, 2024).

Es comun que a las ITU se les relacione con la aparicion de
cepas resistentes y a laincapacidad de erradicar completamente
a los microorganismos, por esto es importante el conocimiento
sobre la variacion genética de los diferentes agentes etiologicos
para llevar a cabo un tratamiento antimicrobiano adecuado
(Abou-Heidar, Degheili, Yacoubian & Khauli, 2019). Almismo
tiempo, el conocimiento sobre la resistencia a los antibidticos
en Latinoamérica, en particular en México, se limita a estudios
de pequefios grupos de investigacion u hospitales con un
restringido niimero de muestras (Ballesteros-Monrreal ef al.,
2023; Barrios-Villa, Picon, Reynaga & Arenas-Hernandez,
2023; de Zavaleta et al., 2015).

Una ITU puede ser por microorganismos del tubo digestivo
del paciente, donde abundan los bacilos gram negativos como
Escherichia coli. Apesar de ser parte de lamicrobiota intestinal,
algunas cepas de E. coli son capaces de causar una enfermedad
extraintestinal como la ITU, por lo que recibe el nombre de

Tabla I. Clasificacion de ITU dentro de la Guia de Infecciones Urolégicas adoptada por la Asociacion Europea de Urologia (Traducido

y modificado de Bonkat et al., 2021).

Clasificacion de ITU

Descripcion

ITU aguda esporadica o recurrente que se presenta en vias inferiores (cistitis no complicada) y/o

renales.

ITU no complicada altas (pielonefritis no complicada). Limitado a pacientes sin anomalias anatémicas y funcionales
relevantes conocidas dentro del tracto urinario o comorbilidades.
ITU en pacientes con mayor probabilidad de un curso complicado, es decir, infecciones
asociadas a factores que comprometen el tracto urinario o la defensa del huésped, incluyendo
ITU complicada en éstas la obstruccion urinaria, la retencion urinaria causada por enfermedades neuroldgicas,

inmunosupresion, falla renal, embarazo y la presencia de cuerpos extrafios como los célculos

ITU recurrente

Término referido indistintamente a ITU complicada y/o no complicada, cuya frecuencia es de tres
episodios por afio o dos episodios en los Gltimos seis meses.

ITU iad. tét L1
asociada a cateter las Gltimas 48 hrs.

ITU en personas cuyo tracto urinario se encuentra cateterizado o ha tenido un catéter colocado en

Urosepsis

huésped ante una ITU.

Disfuncién multiorganica que compromete la vida, causada por una respuesta desregulada del
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Figura 1. Reporte de casos anuales de las infecciones del tracto urinario (Reporte Anual 2000-2022. SINAVE). Creacion propia realizada

en BioRender.com

E. coliuropatogena (UPEC) que es reconocida como el principal
agente etiologico de esta importante enfermedad (Koga et al.,
2014; Torres & Mattera, 20006).

Diversos estudios en Colombia, Argentina y México han
encontrado a UPEC como el agente etioldgico predominante en
laITU conuna incidencia de mas del 70% (Ambuila-Gonzalez,
Ramirez-Lopez, Escobar-Bedoya & Chéavez, 2015; Ballesteros-
Monrreal et al., 2023; Cérdova et al., 2014; Orrego, Henao &
Cardona, 2014).

La vigilancia epidemioldgica de las cepas UPEC en México,
se basa principalmente en la determinacion de los perfiles de
virulencia y de resistencia al evaluar la presencia y/o ausencia
de biomarcadores genéticos mediante pruebas fenotipicas,
pruebas de susceptibilidad antimicrobiana y moleculares,
como la reaccion en cadena de la polimerasa (Polymerase
Chain Reaction o PCR). Se han utilizado otros métodos como
la electroforesis en gel de campos pulsados (Pulsed Field Gel
Electrophoresis o PFGE) para la determinacion de huellas
dactilares del ADN Multi-locus y su tipificacion de secuencias
(Multi-locus Sequence Typing o MLST) para establecer
una relacion clonal entre los aislados. Sin embargo, el uso
de la secuenciacion del genoma completo (Whole Genome
Sequencing o WGS) ha proporcionado un analisis mas profundo
y detallado de la filogenia, virulencia y resistencia de las cepas
de UPEC, lo que permite la identificacion y caracterizacion
de cepas emergentes, su origen y la identificacion de cepas
portadoras de genes de resistencia y virulencia, y la ubicacion
de estos en el genoma bacteriano.

La WGS ha revolucionado los enfoques microbioldgicos
tradicionales para ofrecer un método mas confiable para
caracterizar las cepas clinicas de UPEC. Por ello, el objetivo de

estarevision es conocer el impacto del analisis de la WGS como
un complemento de otros métodos de estudio para entender el
papel de UPEC como patoégeno.

Escherichia coli es un bacilo Gram negativo, anaerobio
facultativo, mide aproximadamente 1.1-1.5 umpor2.0-6.0 pm.
pertenece a la familia Enterobacteriaceae. E. coli se puede
diferenciar serolégicamente mediante tres antigenos principales
de la superficie celular: el O (somatico), H (flagelar) y K
(capsular).

La mayor parte de las cepas de E. coli estan en la microbiota
intestinal. No obstante, algunas han evolucionado a través de
la adquisicion de diversos genes que codifican para factores de
virulencia, que les confieren una mayor adaptacion a nuevos
nichos y provoca una amplia gama de enfermedades (Kaper,
Nataro & Mobley, 2004).

Las cepas de E. coli que tienen la capacidad de generar una
enfermedad se dividen en dos grupos principales: E. coli
diarreogénica (DEC) y E. coli extraintestinal (ExPEC),
(Figura 2).

Las cepas de ExPEC, provocan diversas enfermedades y son las
ITU las mas frecuentes con una alta incidencia a nivel mundial
donde UPEC es el agente etiologico principal responsable de
mas del 80% de los casos.

Las cepas de UPEC generalmente tienen una cantidad
heterogénea de factores de virulencia que lo convierten en
uno de los patdgenos mas exitosos en el desarrollo de una ITU
(Barrios-Villaetal.,2023). UPEC tiene la capacidad de utilizar
diversos entornos nutricionales como el intestino, la vejiga,
los rifiones y el torrente sanguineo, ya que su metabolismo se
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Figura 2. Patotipos de Escherichia coli. Creacién propia realizada en BioRender.com

encuentra altamente regulado y es sensible a ladisponibilidad de
nutrientes, que le permiten sobrevivir en entornos competitivos
y fluctuantes de nutrientes (Mann, Mediati, Duggin, Harry &
Bottomley, 2017).

DIVERSIDAD GENETICA DE E. coli

E. coli es uno de los microorganismos mas utilizados en el
laboratorio por su versatilidad y facilidad de manejo, es el
modelo microbiolégico mas importante dentro de la biologia
molecular, ya que ha sido una pieza medular para el desarrollo
de la fisiologia y genética bacteriana (Blount, 2015). Por la
versatil y diversidad de su genomas es multifacético capaz
de colonizar tanto a humanos como animales; esto se aprecia
en las diferentes combinaciones de factores de virulencia que
varian de acuerdo con el nicho ecoldgico y/o hospedero en el
que se encuentre. Por ello, los diferentes patotipos de E. coli se
encuentran asociados a: condiciones clinicas, la epidemiologia,
la filogenia y los factores de virulencia diferentes (Garcia &
Fox, 2021; Leimbach, Hacker & Dobrindt, 2013).

La versatilidad gendmica de E. coli ha sido revelada gracias
a la WGS. Antes de la introduccidon de esta herramienta, su
estructura clonal se determinaba mediante la serotipificacion de
cepas clinicas, cuya variabilidad serologica no era aleatoria, ya
que algunos serotipos estan asociados a patotipos especificos
(Ingle et al.,2016; Orskov & Drskov, 1992). La electroforesis
enzimatica multi-/ocus (Multilocus Enzyme Electrophoresis
o MLEE) apoy® la teoria de que la variabilidad de E. coli no

se debe a una seleccion natural, sino a su aptitud bacteriana
(Tenaillon, Skurnik, Picard, & Denamur, 2010). La WGS
también reveld su plasticidad gendémica, producto de su
capacidad para cambiar, adquirir o perder genes, y de la
seleccion natural, lo que resulta en su diversidad genética y
fenotipica (Blount, 2015).

Serotipificacion

La serotipificacion es una herramienta clave en el analisis
bacteriano y, desde una perspectiva epidemioldgica, facilita la
identificacion de laprevalencia de unaserovariedad en diferentes
regiones geograficas. En el caso de E. coli, la serotipificacion
se basa en el uso de anticuerpos de conejo' generados contra
los diferentes tipos de antigenos O y H. E. coli presenta una
gran diversidad en su antigeno O, lo que lo convierte en un
biomarcador importante para su clasificacion serologica. Esta
diversidad ha hecho de la serotipificacion el estandar de oro
para la tipificacion de E. coli. La combinacion de los antigenos
O y H (por ejemplo, UPEC 025:H4) son fundamentales para
la deteccion de brotes epidemioldgicos, la diferenciacion
taxondmica de E. coli, la identificacion de serotipos patdgenos
dentro delaespecie, asi como para estudios clonales y evolutivos
(Garcia & Fox, 2021).

' Los anticuerpos de conejo obtenidos al inyectar antigenos (antigeno
somatico o antigeno del flagelo) se usan en la serotipificacion de
E. coli através del método de aglutinacion.
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Se han descrito al menos 186 antigenos O, 56 antigenos H y
80 antigenos K. El uso de los antigenos O y H es suficiente
para identificar a la mayoria de las cepas de E. coli. Emplear
el antigeno O contribuye no s6lo a determinar el serogrupo,
y la combinacion de este con el antigeno H, sino también el
serotipo (Fratamico, DebRoy, Liu, Needleman, Baranzoni &
Feng, 2016; Tenaillon ef al., 2010).

El serotipo es considerado un marcador de tipos o linajes
especificos de E. coli, ya que el nimero de posibles
combinaciones de antigenos O y H conocidos, de esta bacteria,
es superior a 10 000. Se han reportado un gran nimero de
eventos de recombinacion alrededor del /ocus del antigeno
O, la region esta sujeta a una fuerte presion de seleccion de
los sistemas inmunitarios, de los hospederos mamiferos y a
la depredacion de los bacteriofagos. Por tanto, es posible que
dos aislados estrechamente relacionados tengan serotipos
diferentes, o que dos aislados de E. coli de linajes no
relacionados hayan convergido en el mismo serotipo (Ingle
etal., 2016).

E. coli uropatogena se ha asociado a un numero limitado de
serogrupos (O1, 02, 04, 06, 07, 08, 016, 018, 025, 062
y O75) y serotipos (O1:H4, O1:H6, O1:H7, O1:H-, O2:H1,
02:H4, 04:H5, O6:H1, O7:H4, O7:H6, O7:H-, O18ac:H7,
Ol8ac:H-, 0O22:H1, 025:H1, O75:H5 y O75:H7), (Arenas-
Hernandez, Navarro-Ocaiia, Molina-Villa, Martinez-Alvarado,
Aroche-Camarillo & Martinez-Laguna, 2011). Sin embargo,
se han encontrado nuevos serotipos asociados a las cepas de
E. coli que producen infecciones urinarias, aunque es importante
mencionar que un gran porcentaje de estas son no tipificables
(NT), (Ballesteros-Monrreal et al., 2020).

La serotipificacion tradicional tiene limitaciones como su
elevado costo, la presencia de reactividad cruzada de los
antisueros, algunos serogrupos, y la variacion de anticuerpos
entre lotes. Es por ello que se desarrollé6 una metodologia
molecular para la determinacion del serogrupo y el serotipo.
A diferencia de la serotipificacion tradicional que utiliza
antisueros producidos contra los diferentes tipos O y H de
E. coli, la serotipificacion molecular generalmente se refiere
a ensayos basados en la genética que se dirigen a genes
especificos dentro del operon que codifica al antigeno O y
a genes del antigeno H que codifican los diferentes tipos de
antigenos flagelares (Fratamicoeral.,2016; Ingleetal.,2016).

Por su estructura variable, se han reportado hasta 181 antigenos
O y algunos de ellos se dividen en subgrupos, como el 09 (09
y 09a), 018 (O18ab y O18ac), 028 (028ab y O28ac) y O112
(O112ab y Ol112ac), (Liu et al., 2020).

La determinacion genotipica del serotipo se basa en genes
relacionados a la biosintesis de los antigenos O y H. Para el

antigeno O se usan los genes wzx (codifica para una flipasa),
wzy (codifica para una polimerasa), wzm y wzt (codifican para
los transportadores ABC). La determinacion del antigeno H se
basa principalmente en los genes f7iC, flIA y flmA que (codifican
para flagelina), también se usa el gen flkA que (codifica para
una proteina gancho), (Bessonov et al., 2021; Iino et al., 1988;
Ratiner, 1998).

La WGS ha permitido una mayor precision en la identificacion
del serotipo mediante pruebas in silico. El Serotype Finder, es
una herramienta web del Centro de Epidemiologia Genomica
(Epidemiology Genomic Center o CGE que para efecto de lo
anterior utiliza el genoma completo y la base de datos de los
genes del antigeno O (wzx, wzy, wzm y wzt) y del antigeno H
(fliC, flkA, fll4, flmA y finA) que esta en constante actualizacion
(Joensen, Tetzschner, Iguchi, Aarestrup & Scheutz, 2015).
Por consiguiente, la WGS da mejores resultados con respecto
a la tipificacion tradicional, ya que se puede determinar si
existen mutaciones puntuales en los genes utilizados para su
identificacion o si hay discrepancias. Asimismo, se ha observado
quelosantigenos Oy H tienen alelos que son muy similares entre
si, un ejemplo de esto son los antigenos O17, 044, 073,077y
0106 los cuales comparten una similitud del 99% en los alelos
de los genes wzx y wzy. Los antigenos H4 y H17 coinciden en
un 97-99% de similitud en el gen f7iC (Bessonov et al., 2021).

Tipificacion de secuencias multi-locus (MLST)
Latipificacion de secuencias multi-/ocus (MLST, por sus siglas
en inglés) utiliza secuencias completas o fragmentos internos
de genes de mantenimiento?® (usualmente seis o siete genes/
fragmentos) que estan sujetos a escasa presion selectiva. Estas
secuencias/fragmentos son catalogados de acuerdo con su
variacion alélica y se les asigna un tipo de secuencia o linaje
de acuerdo con la combinacion alélica observada en cada uno
de los genes (Maiden et al., 1998; Urwin & Maiden, 2003).

Para llevar a cabo la MLST de una cepa bacteriana en el
laboratorio se amplifican los siete u ocho genes mediante PCR,
se someten a secuenciacion y se realiza la comparacion de los
perfiles alélicos para determinar su secuenciatipo (ST), (Figura
3) (Uelze et al., 2020). Los genes utilizados en los esquemas
MLST son: adk (adenilato kinasa), fumC (fumarato hidratasa),
gvrB (ADN girasa), icd (Isocitrato deshidrogenasa), mdh
(Malato deshidrogenasa), purA (Adenilsuccinato sintetasa), y
recA (Motivo de union ATP/GTP) para el esquema de Achtman
y,dinB (ADN polimerasalV), icdA (Isocitrato deshidrogenasa),
pabB (p-aminobenzoato sintasa), polB (ADN polimerasa II),

2 Genes esenciales para el mantenimiento de las funciones celulares
basicas. Son genes que se expresan de manera estable en todas las
células independientemente de la etapa de desarrollo o del ciclo celular
en la que se encuentre la célula (Joshi, Drangowska-Way, O’Rourke &
Lewis, 2022).
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Figura 3. Analisis integral para el estudio de E. coli. UPEC. Escherichia coli uropatégena; LPS. Lipopolisacarido; O. Antigeno somético;
H. Antigeno flagelar; adk: adenilato kinasa; fumC: fumarato hidratasa; gryB: ADN girasa; icd: isocitrato deshidrogenasa; mdh:
malato deshidrogenasa; purA: adenilosuccinato sintetasa; rec4: motivo de uniéon ATP/GTP; dinB: ADN polimerasa; icdA: isocitrato
deshidrogenasa; pabB: p-amniobenzoato sintasa; polB: polimerasa II; putP: prolin permeasa; trpA: subunidad A de la triptéfano sintasa;
trpB: subunidad B de la triptéfano sintasa; uidA: Beta-glucuronidasa (Clermont ez al., 2013; Genome-NCBI-NLM, n.d.; Kauffmann,

1947). Creacién propia realizada en BioRender.com

putP (Prolin permeasa), trpA (subunidad a de la triptéfano
sintasa), #pB (subunidad B de la triptofano sintasa), widA
(B-glucuronidasa) para el esquema Pasteur. Este método es
capaz de proporcionar datos para la vigilancia epidemiologica
y su analisis requiere la interpretacion detallada de los datos
de secuenciacion obtenidos de los genes de mantenimiento y
la informacion generada a partir de una serie de herramientas
informaticas como las “variaciones alélicas” proporcionadas
porel Centro de Epidemiologia Gendmica (https://cge.food.dtu.
dk/services/MLST/) y la del Instituto Pasteur (https:/bigsdb.
web.pasteur.fr/ecoli/), (Jaureguy et al., 2008).

La herramienta del Centro de Epidemiologia Gendmica,
denominada MLST 2.0, con una base de datos amplia almacena
lainformacién en cinco bases de datos online. Esta informacion

esrecolectada por la Universidad de Oxford mediante una base
de datos publica llamada PubMLST ftil para la tipificacion
molecular y el estudio de la diversidad del genoma bacteriano
(Jolley, Bray & Maiden, 2018; Larsen et al.,2012). Laplataforma
MLST 2.0 cuenta con alrededor de 70 esquemas MLST para 66
especies bacterianas diferentes. Esta herramienta se encuentra
en actualizacion constante mediante un seript® automatizado
para la descarga mensual de todas las secuencias de alelos
y perfiles de ST de las bases de datos del PubMLST. Para la
determinacion de la ST, se sube en la plataforma el genoma
de interés, se especifica la bacteria que se esta trabajando y la
plataforma realiza un BLAST para la busqueda en el genoma

3 Un script o guién (en espafiol) es una secuencia de comandos que
indican a un ordenador una serie de instrucciones a realizar.
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de todos los alelos de los genes que conforman el MLST. En
el caso de E. coli se cuentan con dos esquemas MLST: el
esquema 1, el cual utiliza 7 genes (esquema de Achtman) y el
esquema 2 que emplea 8 genes (esquema de Pasteur). Una vez
identificados los alelos, se determina la ST que se basa en la
combinacion resultante de estos alelos (Larsen et al., 2012).
El uso de herramientas web de libre acceso que se encuentran
en constante actualizacion permite un resultado mas especifico
en la asignacion de la ST.

Filogenia

E. coli es un microorganismo diverso presente en la mayoria de
los mamiferos del mundo. Algunas cepas de E. coli, como se
menciond, tienen la capacidad de causar enfermedades intra 'y
extraintestinales tanto en humanos como en animales (Clermont,
Bonacorsi, & Bingen,2000; Orskov & Orskov, 1992). Al estudiar
la diversidad de las cepas patdgenas de esta bacteria mediante
técnicas de electroforesis enzimatica multi-locus* (MLEE,
por sus siglas en inglés) y ribotipificacion’, encontraron la
existencia de subestructuras genéticas asociadas con su sitio de
aislamiento. Los primeros ensayos filogenéticos determinaron
la presencia de 4 grupos filogenéticos principales (A, B1, B2
y D) y dos accesorios (C y E), (Selander, Caugant, Ochman,
Musser,Gilmour, & Whittam, 1986; Herzer, Inouye, Inouye, &
Whittam, 1990; Tenaillon et al., 2010). Posteriormente, con el
desarrollo de herramientas moleculares como PCR, Clermont
et al. (2000) desarrollaron una PCR triple para poder llevar a
cabo la clasificacion filogenética de las cepas de una manera
mas rapiday eficaz. La PCR triple consiste en la determinacion
de 3 genes, el gen chuA (involucrado en el transporte del grupo
hemo), yjaA (presente en E. coli K-12, funciéon desconocida) y
TspE4.C2 (fragmento de ADN) (Clermont et al., 2000).

En 2008, Jaureguy et al., al trabajar con 161 cepas de E. coli
obtenidas de bacteriemias, e identificar los polimorfismos de
los nucledtidos obtenidos de la secuenciacion de 8 genes de
mantenimiento (dinB, icdA, pabB, polB, putP, trpA, trpB 'y
uidA), encuentran algunas inconsistencias entre la PCR triple
propuesta por Clermont ef al (2000) y los filogrupos obtenidos
ensutrabajo. Al hacerun analisis filogenético conjunto observan
que las cepas se agrupan en 6 filogrupos, los filogrupos A,
B1, B2, D y E, previamente descritos por otros autores, y un
filogrupo nuevo que denominan F, en donde se encuentran
cepas previamente asignadas al grupo D de acuerdo con la PCR
triple. Ademas, Clermont et al. (2011) trabajan con 234 cepas
de E. coli aisladas de humanos y animales, en las que detectan
la presencia de 7 grupos filogenéticos (A, B1,B2,C, D, Ey F);
elfilogrupo C enla PCR triple se identificaba como filogrupo A.

4 Método basado en el polimorfismo de proteinas (enzimas) determinado
mediante su migracion electroforética relativa.

5 Permite obtener una “huella genética” para la identificacion de

microorganismos mediante el uso de polimorfismos de longitud

de fragmentos de restriccion (RFLP) de secuencias gendmicas

codificantes de ARN ribosomal.

Por ello, Clermont, Christenson, Denamur & Gordon, (2013)
hacen una revision de la PCR triple previamente propuesta y
plantean el uso de una PCR cuadruple, donde modifican la
secuencia de nucleotidos de los genes chuA, yjad y TspE4.C2
y adicionan los genes arpA y trpA para confirmar los filogrupos
D y C respectivamente. Esta metodologia proporciona una
correcta asignacion en alrededor del 95% de las 234 cepas
analizadas. Estos datos se validaron al comparar el filogrupo
previamente establecido mediante la secuenciacion de los ocho
genes de mantenimiento utilizados en el esquema del MLST
del Instituto Pasteur, con los resultados obtenidos por la PCR
cuadruple. Parael procesamiento de los datos de la secuencia de
nucleétidos y ubicar el filogrupo se utilizaron las herramientas
BAPSy STRUCTURE, que emplean un algoritmo de asignacion
poblacional (Clermont ef al., 2011; Gordon, Clermont, Tolley
& Denamur, 2008).

En la actualidad con el incremento de datos de WGS se han
podido determinar con mayor precision los grupos filogenéticos
y con potencial de reportar nuevos filogrupos. Lu ez al (2016),
mediante la WGS de cepas de E. coli aisladas de Marmota
himalayana, identificaron dos nuevos grupos filogenéticos (Gy
H) que divergen antes que los otros siete filogrupos previamente
reportados. De estos dos nuevos grupos, el filogrupo H solo
esta en una cepa, por lo que atn no hay datos suficientes para
considerarlo como unfilogrupo nuevo. Elfilogrupo G se localiza
enunacoleccionde cepas previamente reportadas de acuerdo con
laPCR cuadruple, como F 0 B2 demostrando que el filogrupo G
es un grupo intermedio entre estos dos (Clermont et al., 2019).

Gonzalez-Alba, Baquero, Canton & Galan (2019), trabajan
con 6,220 genomas de E. coli disponibles en las bases de
datos del NCBI y realizan una reconstruccion estratificada de
la diversificacion de los filogrupos de la bacteria, a partir de
la construccion de un arbol filogenético, ellos reportan que los
filogrupos se encuentran en 3 linajes: el EB1A (conlos filogrupos
E, Bl y A), el Dy el FGB2 (filogrupos F, G y B2). Ademas,
mediante el uso de SP-mPH®, observaron que el filogrupo D
es el que presenta un menor nimero de cambios en su genoma,
las cepas de este compartian un 99% de los genes ancestrales
de E. coli. Del linaje FGB2, el primero en divergir del genoma
ancestral hipotético fue el B2, seguido porel Gy al final el F. En
el linaje EB1A, el A fue el primero en divergir y el E el tltimo.
El C, no pudo ser diferenciado del B1. Dado que solo hay una
cepa que pertenece al H, no se encontré informacion suficiente
para validarlo como un filogrupo nuevo. Del mismo modo, un
grupo de cepas (0.3%) no las pudieron clasificar en alguno de

¢ Combinacion de las técnicas de “filogenia estratificada (SP, por sus
siglas en inglés)” la cual permite una reconstruccion filogenética
de los procesos de diversificacion genoémica de E. coli, y la técnica
denominada “sello distintivo de polimorfismo molecular (mPH, por
sus siglas en inglés)” que complementa a la SP al realizar un analisis
de identificacion de los nucleodtidos conservados entre las ramas del
arbol filogenético y las variables con respecto al ancestro hipotético.
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los grupos filogenéticos. Dentro de este 0.3%, 23 genomas (el
0.2% del total de genomas) se agruparon dentro de una rama
monofilética que en un futuro podrian considerarse como el
filogrupo I. Sin embargo, aun se necesitan mas estudios y
nuevas herramientas bioinformaticas para proponer la presencia
de nuevos filogrupos.

Por otro lado, Abram et al. (2021) mediante un analisis basado
en Mash’ de 10,667 genomas ensamblados y 95,525 genomas
no ensamblados de E. coli, determinaron la presencia de 12
filogrupos (A, B1,B2-1,B2-2,C,D1,D2,D3,E1,E2(0157),F
y G). Estos comparten genes centrales inicos entre cada uno de
ellos que no estan en el genoma central de los demas. También
observaron que el genoma central de los filogrupos denominados
como patégenos (B2-1, B2-2, D1, D2, D3, E2 (O157), F y
G) estan mas conservados que los identificados como cepas

comensales (B1 y A), lo que concuerda con trabajos previos
donde los eventos de recombinacion son menos frecuentes
en cepas de E. coli patdgenas (intra y extraintestinales) que
en cepas comensales (McNally, Cheng, Harris & Corander,
2013). Se vieron discrepancias en la clasificacion del 7% de
los genomas entre el analisis basado en Mash y la PCR del
ClermonTyping®. Otro 9% de ellos no se pudo clasificar
mediante esta herramienta y 47 mas del filogrupo G quedaron
como F con base en ClermonTyping.

Los trabajos de Gonzalez-Alba et al. (2019) y Abram et al.
(2021) indican que el uso de herramientas analiticas en los
genomas secuenciados permite la determinacion de cambios
genomicos entre los diversos filogrupos, lo cual es util para el
entendimiento de la diversidad genomica de microorganismos
como E. coli (Figura 4).

N
DETERMINACION DE FILOGRUPOS
Diversos estudios se
enfocaron en la buisqueda de PERSPECTIVAS
ciertos genes o fragmentos
de ADN como marcadores de : : v :
grupos filogenéticos Se necesita la 1mplerpent§t?10n de nuevas herramientas
especificos. Actualmente se analiticas para la validacion de nuevos ﬁlogr}lpos y de
han definido ocho grupos aquellas cepas que no se han podido categorizar en un
filogenéticos principales, | filogrupo.
designados como A, B1, B2, Mediante Mash, se determing la presencia de 12 filogrupos (A,
C,D,EFyG Bl, B2-1, B2-2, C, D1, D2, D3, El, E2 (0157), F y G). Las
cepas del mismo filogrupo comparten genes conservados que no
comparten con otro filogrupo.
Mediante una reconstruccion de la diversificacion filogenética de 6,220
genomas de E. coli, se encuentran 3 linajes: EB1A, D y FGB2. El C no
pudo ser diferenciado del B1. No se obtuvo informacion suficiente para
validar del filogrupo H. Proponen la presencia del filogrupo I.
Identificacion, mediante secuenciacion del genoma completo, de dos nuevos
filogrupos: G y H.
Deteccion del filogrupo F en cepas previamente clasificadas como filogrupo D
mendiante la secuenciacion de 8 genes de mantenimiento (dinB, icdA, pabB, polB,
putP, trpA, trpBy uidA).
Determinacion de tres genes como marcadores de grupos filogenéticos especificos para
la clasificacion filogenética mediante PCR de cepas de referencia previamente
clasificadas.
Se encuentran cepas de E. coli responsables de brotes severos de diarrea. Deteccion, mediante electroforesis
enzimatica multi-locus y ribotipificacion, de subestructuras genéticas asociadas con el sitio de aislamiento
de las cepas de E. coli patogenas. Clasificacion en 6 filogrupos: A, B1, B2, C,Dy E.
J

Figura 4. Linea del tiempo de la clasificacién filogenética de E. coli. Creacion propia realizada en Canva.com

7 Andlisis basados en k-meros que permite la agrupacion escalable
de todos el genoma y las distancias de Mash resultantes es una
aproximacion de la tasa de mutacion, lo que realiza aproximaciones
rapidas de filogenias mediante una agrupacion jerarquica (Ondov
etal., 2016).

8 Método in silico que reproduce los resultados de filotipificacion de
E. coli por PCR de acuerdo a lo propuesto por Clermont et al., 2000 y
actualizado en 2013 (Beghain, Bridier-Nahmias, Le Nagard, Denamur
& Clermont, 2018).
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SECUENCIACION DEL GENOMA COMPLETO (WGS) DE
E. coli UROPATOGENA (UPEC)

La WSG ha revolucionado diversas areas de la investigacion,
incluida la microbiologia. Desde la aparicion de los primeros
genomas bacterianos completos, se han secuenciado miles
incluyendo cepas de referencia y aislados de diversos origenes.
E. coli es uno de los microorganismos mas estudiados, como
también se menciond, en el laboratorio a nivel mundial, en la
actualidad en labase de datos del GenBank se encuentran un total
de 255,927 genomas obtenidos de diversos nichos ecologicos.
Estos se encuentran hasta febrero del afio 2024, en diferentes
niveles de ensamble, siendo los no cerrados (incompletos:
scaffold y contig) los mas predominantes (Figura 5) (Genome-
NCBI-NLM, n.d.).

La disponibilidad de estos genomas ha permitido la
identificacion de diversos genes relacionados con la virulencia,
la formacion de biopeliculas y con la resistencia a antibidticos
incluidos los presentes en islas genomicas (GEls, por sus siglas
en inglés), (Subhadra et al., 2018; Torres-Puig et al., 2022;
Welch et al., 2002). El libre acceso a genomas secuenciados
ha permitido la creacion de la Base de Datos De Factores De
Virulencia (VFDB) y la Base de Datos Integral de Resistencia
alos Antibioticos (CARD). Estas bases sirven como servidores
en linea para la identificacion de genes de virulencia y de
resistencia respectivamente, asi como de mutaciones en sitios
blanco de antibidticos que confieren resistencia (Alcock et al.,
2023; Liu, Zheng, Jin, Chen & Yang, 2019). Son también

Cromosoma
Scaffold __ Cromosc ma/ -~

~ 2% /
7% ~°

Contig
89%

- J

Figura 5. Nivel de ensamble de los 255,927 genomas depositados
en la base de datos del NCBI. Desde el afio 1980 a febrero de
2024 se han depositado diversos genomas de libre acceso. Contig:
genomas no cerrados (incompletos); Scaffold: genomas no cerrados
fragmentados compuesto por contigs y gaps (incompletos);
Cromosoma: Genoma cromosomico cerrado (completo); Genoma
completo: Genoma cromosémico y plasmidico (si los contiene)
(Genome-NCBI-NLM, n.d.). Creacién propia realizada en Excel.

utilizadas como base por otras plataformas en linea como
PATRIC, VirulenceFinder y VFanalyzer para factores de
virulencia y ResFinder y PointFinder para resistencia y asi
como ABRricate para ambos. Estas plataformas realizan una
busqueda mediante BLAST para la determinacion in silico de
los factores de virulencia y resistencia en genomas secuenciados,
la mayoria, estan en constante actualizacion (Bortolaia et al.,
2020; Joensenetal.,2014; Seeman, 2016; Wattametal.,2017).

La disponibilidad de los genomas en conjunto con las bases de
datos ha permitido el desarrollo de trabajos bioinformaticos
integrales sobre la diseminacion de resistencia entre cepas
clinicas, asi como las discrepancias entre lo reportado
fenotipicamente con lo reportado a nivel gendmico. Por
ejemplo, en el diagnostico de susceptibilidad a la amoxicilina
con acido clavulanico, por una concentracion estandarizada
para pruebas de susceptibilidad antibidtica, puede dar lugar a
falsas cepas sensibles (Sanchez-Osuna, Barbé, & Erill, 2023;
Vanstokstraeten et al, 2023). Por ello, la WSG no solo ha
proporcionado un mayor entendimiento en la diseminacioén
de resistencia, sino que puede servir como un valioso apoyo
paralaprediccion de laresistencia fenotipica de diversas cepas
mediante el uso de mas de una herramienta bioinformatica.

Las cepas de UPEC pueden ser parte asintomatica de la
microbiota intestinal. Sin embargo, una vez que UPEC
accede al tracto urinario causa ITU que puede ser recurrente,
crénica o en casos graves progresar a una urosepsis (Desvaux,
Dalmasso, Beyrouthy, Barnich, Delmas & Bonnet, 2020). Si
bien la serotipificacion, la filogenia y la MLST han servido en
la deteccion de brotes, para la vigilancia epidemiologica, el
conocimiento que se tenia sobre UPEC se encontrabarestringido
a genes conservados (Figura 3). Las regiones de estos genes
conservados han proporcionado escasa informacion sobre
su evolucidon como patégeno, ya que no hay datos sobre los
procesos por los cuales los factores asociados a la patogenicidad
han sido adquiridos por UPEC con el paso del tiempo (Lo,
Zhang, Foxman & Zéllner, 2015).

La informacion sobre la evolucion patogénica de UPEC ha
sido proporcionada por la secuenciacion del genoma completo
(WGS) de cepas clinicas que han sido usadas como modelos de
estudio para el entendimiento de sumecanismo de patogenicidad
y el origen de los genes asociados a este evento.

El genoma de las cepas prototipo de UPEC oscila entre 5.23
(CFT073), 5.07 (UTI 89) y 4.93 (536) Mpb y es mayor al
tamafio del genoma de una cepa comensal como el de E. coli
K-12 substr. MG1655 (4.64 Mpb). Se estima que la diferencia
en tamafio entre una cepa patdgena y la comensal puede llegar
a ser hasta de 1 Mpb. La diferencia de tamafio se asocia con
la ganancia y pérdida de los genes relacionados a factores
de virulencia y/o resistencia a través de elementos genéticos
moviles como las secuencias de insercion, los transposones,
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los plasmidos y los bacteriofagos diseminados mediante
eventos de transferencia genética horizontal (TGH) como la
transformacion, la transduccion y la conjugacion bacteriana
(Croxen, Law, Scholz, Keeney, Wlodarska & Finlay, 2013;
Croxen & Finlay, 2009).

Se requiere una mejor comprension sobre los genes que
codifican para los factores de virulencia y de resistencia
clinicamente relevantes, su entorno genético, su regulacion
y como fueron adquiridos para el desarrollo de nuevas
estrategias terapéuticas y profilacticas que puedan contribuir
en la reduccion de la morbilidad asociada con las infecciones
urinarias causadas por UPEC.

Los avances en WSG junto con el andlisis bioinformatico, para
la interpretacion de los datos de la secuencia gendémica, han
respondido a cuestiones basicas de la evolucion del genoma
de E. coli y especificamente de UPEC que la ha llevado a
adaptarse mejor al tracto urinario (Figura 6). Ademas, los

estudios de gendmica comparativa mediante el uso de diversas
herramientas bioinformaticas y analiticas de las cepas de UPEC
sugieren que su evolucion a partir de una cepa comensal se
debe a la adquisicion de GEIs mediante diversos eventos de
transferencia genética horizontal. Se ha demostrado que las
GEIs en UPEC contribuyen a la aptitud y a la adaptacion
bacteriana a nuevos nichos ecoldogicos dado que portan genes
relacionados a la virulencia (adhesinas, toxinas, formacion de
biofilm) y resistencia antibiotica (beta-lactamasas), (Desvaux
et al., 2020, Dobrindt, Hochhut, Hentschel & Hacker, 2004;
Tenaillon et al., 2010).

El analisis del genoma de la cepa prototipo de UPEC CFT073
aislada de unamujer con pielonefritisagudaen EE. UU., muestra
que las partes conservadas de su genoma o “core genome™ han
sufrido cambios lentos en su estructura. Sin embargo, en el resto
de su genoma o “genoma accesorio” se presentan una serie de
pérdidas y ganancias de genes recién introducidos a través de
numerosos eventos de TGH. Algunos de los sitios usados en
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Seleccién de Siembra por estria Seleccién de una Incubacién en Extraccién Medicion de
la cepa cruzada en agar colonia aislada y agitacion durante genémica concentracién y
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Figura 6. Guia para la secuenciacion del genoma completo. A) Pasos previos a la secuenciacién del genoma. Realizar una buena
extraccion de ADN de una colonia aislada de la cepa bacteriana problema. Se requiere que el ADN tenga una concentracion >3ug de ADN
genomico y una relacion de absorbancia de 260/280 de 1.8 a 2.0 y absorbancia de 260/230 de 2 a 2.2 B) Analisis de calidad, ensamble y
analisis bioinformatico. La calidad de las secuencias se determina usando la herramienta FastQC que da una distribucion idénea de las
puntuaciones de calidad de las secuencias (Por ejemplo: calidad de secuencia por base, el contenido de secuencia por base y la presencia
de adaptadores), la presencia de adaptadores interfiere al realizar el ensamble. Contintia con la eliminacién de adaptadores, ensamble,
determinacion de la calidad del ensamble. Finalmente, el analisis bioinformatico incluye el uso de varias herramientas. Creacién propia
realizada en BioRender.com
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la TGH sirven como objetivos de insercion universal o “sitios
calientes” utilizados de forma independiente en linajes separados
(Luo, Hu, & Zhu, 2009; Welch et al., 2002). Ademas, al hacer
una comparacion entre cepas de UPEC con cepas de E. coli
comensales se observa que las cepas de UPEC son oportunistas
y no muestran una seleccion preferencial por los factores de
virulencia que adquieren. Como si no fuera suficiente, las cepas
de UPEC que se encuentran estrechamente relacionadas a nivel
filogenético pueden tener fenotipos uropatdgenos diferentes
(Lo et al., 2015).

La cepa UPEC 26-1 fue aislada de un paciente que sufria
de pielonefritis aguda en Corea, con una alta virulencia y
al comparar su genoma se encontr6 que contiene 98,325 pb
adicionales al de CFT(073, donde se encuentran genes que
codifican para proteinas involucradas en la virulencia (por
ejemplo, adhesinas), resistencia a multiples farmacos (bomba
de expulsion MFS resistente a tetraciclina) y formacion de
biopeliculas (sistema toxina-antitoxina), (Subhadraetal.,2018).

Ademas, la WGS ha permitido dilucidar la carga genética de
las cepas previamente utilizadas como modelos en pruebas
fenotipicas, como CI5 y NU14 cuyo genoma ha servido para
el entendimiento del ciclo infectivo de UPEC, asi como su
capacidad para formar colonias bacterianas intracelulares. Estas
cepas han servido también de modelo para el estudio de vacunas
usadas en el tratamiento de las ITU por UPEC (Mehershahi,
Abraham & Chen, 2015; Mehershahi & Chen, 2017).

En México aun cuando se cuenta con poca informacion sobre
el genoma completo de las cepas de UPEC que circulan dentro
de nuestra poblacion, en el afio 2019, Paniagua-Contreras et al.
(2019) realizaron la WGS de 24 UPEC aisladas de pacientes
femeninos (n=20) y de pacientes masculinos (n=4) y observaron
que las secuenciadas presentan un genotipo de resistencia a
multiples farmacos de uso comun en la clinica. Ademas tienen
una gran cantidad de genes de virulencia, su pangenoma es
“abierto”y con una gran familia de genes ortélogos’ (Paniagua-
Contreras et al., 2019).

CONCLUSIONES

Las infecciones del tracto urinario son de las enfermedades
mas recurrentes a nivel mundial que afectan tanto a hombres
como a mujeres, siendo éstas Ultimas las mas propensas a
padecer la enfermedad, pero en los varones es mas grave.
E. coli uropatdgena es el principal agente etiologico de las ITU
que provoca mas del 70% de estas infecciones. Las nuevas
tecnologias de secuenciacion del genoma completo se han
convertido enuna herramienta poderosa para describirlarelacion
que existe entre la presencia de algunos genes, principalmente
aquellos relacionados a su clasificacion filogenética, virulencia

 Son genes homologos donde un gen diverge después de un evento de
especiacion, pero el gen y su funcion principal se conservan.

y resistencia bacteriana, con fenotipos que le han permitido a
este importante patdgeno diseminarse mundialmente.

El nimero de secuencias del genoma completo de E. coli
disponibles en las bases de datos de acceso libre al crecer de
forma exponencial igual que las herramientas bioinformaticas
permiten realizar estudios integrales de genomica comparativa
donde se emplean diversas herramientas. Estos trabajos son de
gran valor, no s6lo, para entender el potencial de virulencia de
UPEC, sino también para clasificarla filogenéticamente con la
ayuda de “biomarcadores especificos” compartidos por todas
las cepas UPEC obtenidos del analisis de WGS de diversas
cepas alrededor del mundo. Sin embargo, esto no descarta
la posibilidad de hallar genes que sean diferentes de acuerdo
con la region geografica de donde estas procedan. Asi como
continuar con el estudio de los genomas de E. coli, en especial
del patotipo uropatogeno de la poblacion mexicana aislado de
ITU, para un mejor control y tratamiento de la enfermedad.
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