Microbiologia —

Distribucion de grupos filogenéticos, factores de virulencia y susceptibilidad
antimicrobiana en cepas de Escherichia coli uropatdogena

Distribution of phylogenetic groups, virulence factors and antimicrobial susceptibility

in strains of uropathogenic Escherichia coli

Ysheth Millan?, Maria Araque? y Ana Ramirez'?

'Laboratorio de Microbiologia del Suelo, Departamento de Microbiologfa y Parasitologia, Facultad de Farmacia y Bioanalisis, Universidad de Los Andes. Mérida, Venezuela.
2Laboratorio de Microbiologia Molecular, Departamento de Microbiologia y Parasitologia, Facultad de Farmacia y Bioanalisis, Universidad de Los Andes. Mérida, Venezuela.

Establecimiento(s) donde se realizo el trabajo: Laboratorio de Microbiologia Molecular de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes, Mérida-Venezuela

(LMMFFB-ULA).
Conflictos de interés: los autores declaran no tener ningln conflicto de interés.

Este trabajo fue financiado a través del proyecto N° FA 598-16-03-B del Consejo de Desarrollo Cientifico, Humanistico y Tecnolégico (CDCHT) de la Universidad de Los Andes.

Recibido (versién final): 18 de diciembre de 2019/ Aceptado: 31 de enero de 2020

Resumen

Introduccion: La diferencia entre los aislados patogenos y co-
mensales de Escherichia coli se fundamenta en sus antecedentes
filogenéticos. En Venezuela son escasos los estudios que describen
el potencial patogénico de los grupos filogenéticos en E. coli. Obje-
tivo: Relacionar la susceptibilidad antimicrobiana, distribucion de
los grupos filogenéticos y genes de virulencia en cepas de E. coli
uropatogena (ECUP) aisladas de pacientes con infeccion del tracto
urinario. Materiales y Métodos: Se estudiaron 17 cepas de ECUP,
aisladas de pacientes adultos hospitalizados en dos instituciones de
salud. La susceptibilidad frente a ocho antimicrobianos se determind
por el método de microdilucion en caldo (MDC). Las B-lactamasas
de espectro extendido (BLEE) y carbapenemasas fueron detectadas
fenotipicamente. Los grupos filogenéticos y la deteccion de los genes
de virulencia se determinaron por reaccion de polimerasa en cadena.
Resultados. Todas las cepas sintetizaban BLEE y de éstas, 41% se aso-
ci6 a la produccion de una carbapenemasa (KPC o MBL). El filogrupo
B2 (41%) fue predominante. Los genes de virulencia mas frecuentes
fueron fimH y fyuA con 82% cada uno. Sélo un aislado clasificado
en el filogrupo F fue positivo al conjunto de seis genes estudiados.
Discusion: La diversidad de asociaciones entre genes de virulencia y
petfiles de resistencia, en las cepas ECUP evolucionan continuamente.
Ademas, su distribucion en los distintos grupos filogenéticos depende
en gran medida de las caracteristicas clinico epidemiologicas de los
grupos de estudios.
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Abstract

Background: The difference between the pathogenic isolates
and commensals of Escherichia coli is based on their phylogenetic
antecedents. In Venezuela there are few studies that describe the
pathogenic potential of phylogenetic groups in E. coli. Aims: Relate
antimicrobial susceptibility, distribution of phylogenetic groups and
virulence genes in strains of uropathogenic E. coli (ECUP) isolated
from patients with UTL. Methods: We studied 17 ECUP strains,
isolated from adult patients hospitalized in two health institutions.
The susceptibility to § antibiotics was determined by the broth mi-
crodilution (MDC) method. Extended spectrum [-lactamases (ESBL)
and carbapenemases were phenotypically detected. The phylogenetic
groups and the detection of the virulence genes were determined by
PCR. Results: All strains synthesized ESBL and of these, 41% were
associated with the production of a carbapenemases (KPC or MBL).
The phylogroup B2 (41%) was the most predominant. The most fre-
quent virulence genes were fimH and fyuA4 with 82% each. Only one
strain from group F was positive to the 6 genes studied. Discussion:
The diversity of associations between virulence genes and resistance
profiles in the ECUP are evolving continuously, their distribution in the
different phylogenetic groups depends to a large extent on the clinical
epidemiological characteristics of the study groups.

Keywords: Uropathogenic Escherichia coli; phylogenetic groups,
virulence genes, 3-lactamases.
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Introduccion

150 millones de personas cada afio en todo el mun-

do, siendo Escherichia coliuropatogena (ECUP) el
agente etioldgico responsable de aproximadamente 50%
de las ITU asociadas a los cuidados de salud (ITU-ACS)!*
y de 70 a 95% en la comunidad®. Venezuela no escapa de
esta realidad mundial y, aunque los estudios publicados
sobre la distribucion de E. coli como agente causal de
las ITU son escasos en nuestro pais, autores como Lopez
y cols., en nifios, Capozzi y cols., y Quijada y cols., en
adultos, reportan frecuencias de 23,2% (44/189), 53,9%
(7/13) y 20% (8/40), respectivamente*®.

La capacidad de ECUP de producir ITU depende de
una compleja interaccion entre las condiciones del hospe-
dero y los diferentes factores de virulencia (FV) que posea
la bacteria’, siendo las fimbrias: tipo 1 (codificado por el
operon fim), P (codificada por operon pap), F1C (focG),
S (Sfa) y las adhesinas no fimbriales Dr (Afa/drBC) y afa
(afaB/C), las que intervienen en las etapas de colonizacion
y adherencia, cuya presencia o ausencia en E. coli puede
variar entre los distintos tipos de ITU (bacteriuria, cistitis
o pielonefritis). Otros FV como la capsula (kpsMT) son
importantes en la evasion de la respuesta inmune y en los

l as infecciones del tracto urinario (ITU) afectan a

Aislados clinicos

LMM-1147
LMM-1195
LMM-15131.1
LMM-15131.2
LMM-1194.3
LMM-1199
LMM-15494.2
A-316

A-099

A-170

A-717

A-719

A-967

A-038

A-726

A-767

A-178

Sexo

Tabla 1. Datos clinicos y epidemiol6gicos de los pacientes con ITU incluidos en el estudio
Edad Patologia o estado fisiolégico asociado
(anos)
73 ITU-AC
43 ITU-AC
53 ITU-AC
42 ITU-AC
34 ITU-AC
68 ITU-AC
70 ITU-AC
68 Cistocele con ITU
79 Atrofia renal con ITU
59 Atrofia renal con ITU
50 Cistocele con ITU
28 ITU-AC
17 Embarazo con ITU
51 Diabetes mellitus con ITU
74 ITU-AC
51 Lupus eritematoso con ITU
75 ITU-AC
ITU-AC: Infeccidn urinaria asociada a catéter vesical. M = masculino; F = femenino.
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cuadros invasores. Ademas, los sider6foros intervienen
en la adquisicion de nutrientes mientras que las toxinas
a-hemolisina (2lyA), el factor citotoxico necrosante (cnf1)
y la toxina auto-transportadora Sat (Saf) son importantes
en el tipo de dafo causado al tejido renal, por lo que
ayudan a definir el cuadro clinico producido por las ECUP
en el tracto urinario”.

Por otra parte, las cepas de E. coli son genéticamente
diversas®, de tal manera que se han descrito 8 grupos
filogenéticos (A, B1,B2,C, D, E, F y clado 1), utilizando
datos obtenidos mediante la tipificacion de secuencias
multilocus (MLST)'. Sin embargo, Clermont y cols., en
2013 describieron y validaron una nueva metodologia
para realizar dicha clasificacion, basandose en el genotipo
obtenido mediante reaccion de polimerasa en cadena
(RPC) multiple que detecta los genes arpA, chud, yjad'y
el fragmento génicoTspE4.C2. Estos autores demostraron
que su metodologia asigna correctamente 95 a 100% de
las cepas al compararla con la técnica MLST!.

En general, se ha reportado que las cepas del grupo
B2 expresan una mayor cantidad de FV y son las mas
frecuentes en casos de cistitis y bacteriuria asintomatica
complicada'?; ademas, estan asociadas con mayor fre-
cuencia con la produccion de B-lactamasas’.

En Venezuela son escasos los estudios que describen
las bases genéticas que sustentan el potencial patogénico
de los grupos filogenéticos de ECUP!>!*13, Por tal motivo,
en este trabajo se relaciond la susceptibilidad antimicro-
biana, distribucion de los grupos filogenéticos y genes
de virulencia en cepas de ECUP aisladas de pacientes
adultos con ITU.

Materiales y Métodos

Este estudio fue de tipo experimental, exploratorio y
descriptivo.

Cepas bacterianas

Se estudiaron 17 cepas de ECUP, pertenecientes a la
coleccion del Laboratorio de Microbiologia Molecular de
la Facultad de Farmacia y Bioandlisis de la Universidad
de Los Andes, Mérida-Venezuela (LMMFFB-ULA), las
que fueron obtenidas de muestras de orina provenientes
de pacientes adultos hospitalizados, 10 cepas durante el
periodo marzo de 2011 a julio de 2013 y 7 durante el
periodo enero a julio de 2015. Los criterios de inclusion
fueron: cepas de E. coli donadas al LMMFFB-ULA, con
sospecha de BLEE, aisladas de pacientes adultos con ITU;
se excluyeron cepas de E. coli que no cumplian con los
criterios antes mencionados. En la Tabla 1 se muestran
las caracteristicas clinicas y epidemiologicas de los
pacientes a partir de quienes se obtuvieron las cepas de
ECUP incluidas en este estudio.
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Prueba de susceptibilidad antimicrobiana

La susceptibilidad antimicrobiana se realizd deter-
minando la concentracion inhibitoria minima (CIM)
mediante el método de microdilucion en caldo (MDC), de
acuerdo a lo descrito por el Clinical and Laboratory Stan-
dards Institute'®. Los antimicrobianos ensayados fueron:
ampicilina (PlusAndex), cefotaxima (VitalisS.A.C.I), pi-
peracilina/tazobactam (CiplaLTD), ampicilina/sulbactam
(Galeno), imipenem (CiplaLTD), amikacina (Rhenochem
AQG), ciprofloxacina (Behrens CA) y aztreonam (SM
Pharma). Escherichia coli ATCC 25922 fue utilizada
como cepa control en estos ensayos.

Determinacion fenotipica de f-lactamasas de
espectro extendido (BLEE) y carbapenemasas

La confirmacion de BLEE se realizo utilizando la
prueba del disco combinado con acido clavulanico
siguiendo la metodologia descrita por el CLSI (2018)'¢.
Como cepas controles se utilizaron E. coli ATCC 25922
(BLEE negativo) y E. coli LMM-26 (BLEE positiva).

La deteccion fenotipica de carbapenemasas tipo
metalo B-lactamasas (MBL) se realizo, utilizando discos
de imipenem (10 pg) (Baltimore Biological Laboratory
(BBL™), meropenem (10 pg BBL™) y acido etilen-
diamino-tetracético-mercaptoacético de sodio (EDTA-
SMA) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA), de acuerdo
a lo descrito por Guevara y cols.!”; como control positivo
se utilizo Pseudomonas aeruginosa 77297 (bla,,,,). Para
la deteccion de la enzima Klebsiella pneumoniae-carba-
penemasa (KPC) se utilizaron discos de acido bordnico
(BBL™) y ertapenem (10 pg BBL™) segtin lo descrito
por Nicolay cols.'®. En esta prueba se utiliz6 como control
positivo K. oxytoca LMM-SA26 (bla

KPCfZ)'

Extraccion del ADN genémico

La extraccion del ADN total se realizd mezclando
varias colonias provenientes de cultivos frescos en 200
uL de agua destilada estéril. Estas suspensiones se some-
tieron a ebullicién durante 15 min. Los residuos celulares
se separaron por centrifugacion (13.000 g durante cinco
min a temperatura ambiente) y el ADN disuelto en el
sobrenadante se recuperd en un tubo Eppendorf estéril.

Deteccion de los grupos filogenéticos

Para la identificacion del grupo filogenético, inicial-
mente se realizé una RPC multiple para determinar los
genes chud, yjaA, arpa y el fragmento génico TspE4.
C2. Para diferenciar el grupo C del A y el grupo E del
D se realizaron dos RPC simples, donde se utilizaron
oligonucledtidos dirigidos al gen trpA y arpA, respecti-
vamente. Todas las reacciones se realizaron utilizando
los iniciadores y condiciones previamente establecidas
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por Clermont y cols."! (Tabla suplementaria 1). Los
resultados fueron interpretados utilizando el esquema de
Clermont y cols.". Para estos ensayos se utilizaron como
cepas control: E. coli 09-ULA (chud+, yjaA+ y TspE4.
C2+), E. coli A038-ULA (arpA +y arpAgE +) y E. coli
SC20-ULA (trpA4 +).

Deteccion de genes de virulencia

Se estudiaron seis genes de virulencia, incluyendo:
capsula polisacarida especifica del grupo I (kpsMTII),
adhesina de la fimbria tipo 1 (fimH), fimbria P (pa-
pAH), marcador de isla de patogenicidadl .. (PAI),
yersiniabactina (sider6foro fyuA) y proteina especifica
uropatogena (usp). Los genes kpsMTII, fimH y PAI fueron
detectados mediante una RPC multiple y el resto (papAH,
Jfyudy usp) por RPC simple, utilizando los iniciadores
y condiciones de amplificacién previamente descritos'?
(Tabla suplementaria 1). Las cepas control utilizadas en
estos ensayos fueron E. coli LMM/E02-ULA (fimH+,
foud+, kpsMTII + y PAI +), E. coli LMM/Sc03-ULA
(papAH+) y E. coli LMM/E02-ULA (usp+).

Resultados

Un total de 17 aislados clinicos de ECUP fueron
evaluados por el método de MDC frente a ocho antimi-
crobianos. En todas las cepas se confirmo fenotipicamente
la produccion de BLEE y de éstas 41% (7/17) se asocio
a la sintesis de una carbapenemasa (KPC o MBL). Sin
embargo, tres (18%) de las cepas resistentes al imi-
penem no resultaron positivas en la prueba fenotipica
para carbapenemasas. También se observo resistencia a
ciprofloxacina en 100% de los aislados.

Por otra parte, al analizar la distribucion de las cepas
con base en los grupos filogenéticos, se determind que
el filogrupo B2 (41%) fue el predominante, seguido de
los grupos A 'y E con 23,5% (4/17) cada uno y so6lo 12%
(2/17) correspondio al filogrupo F (Tabla suplementaria
2). Todas las cepas del grupo A fueron productoras de
BLEE y carbapenemasas, mientras que las clasificadas
dentro del filogrupo F sélo sintetizaban BLEE y las del
grupo B2 mostraron un perfil de resistencia mas hetero-
géneo (Tabla suplementaria 2).

En relacion a la presencia de genes de virulencia, los
mas frecuentes fueron fimHy fyuAd con 82% (14/17) cada
uno, seguidos de usp (53%), KpsMTII (47%) PAI (41%) y
papAH (18%). So6lo un aislado clasificado en el filogrupo
F fue positivo al conjunto de seis genes estudiados (Tabla
suplementaria 2), mientras que dos cepas del grupo A
solo presentaron el gen fimH. La mayoria de los aislados
pertenecientes a los filogrupos B2 y E presentaron entre
tres y cinco genes de virulencia.
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Discusion

Las ECUP incluidas en este estudio presentaron un
alto porcentaje (mayor al 65%) de resistencia frente a
los ocho antimicrobianos ensayados, resultado que es
consistente con lo reportado por varios autores'®?°, sobre
la multi-resistencia de E. coli frente a los antimicrobianos.

Por otra parte, 65% de los aislados clinicos fueron re-
sistente a carbapenemos y en 41% de éstos, el mecanismo
de resistencia implicado fue la sintesis de carbapenemasas
(KPC y MBL), lo que revela un cambio importante en el
patrén de susceptibilidad frente a este grupo de antimi-
crobianos al compararlo con los resultados reportados en
el 2014 por Abreu y cols.?', quienes sefialaron que 100%
de las cepas ECUP de origen hospitalario en Mérida-
Venezuela, eran sensibles a carbapenemos. Es probable
que al utilizar este grupo de antimicrobianos como opcion
terapéutica en infecciones causadas por bacterias produc-
toras BLEE, se ejerciera presion selectiva y las bacterias
rapidamente adquieran mecanismos para evadir la accion
de estos antimicrobianos?.

De igual forma, el elevado porcentaje de resistencia
(100%) frente a ciprofloxacina y la asociacion de dicha
resistencia con la sintesis de BLEE, se correlaciona con
lo referido por Montafiez-Valverde y cols., en cepas
ECUP en Pert. Este hallazgo puede indicar la posible
circulacion de elementos genéticos que codifiquen infor-
macion sobre mecanismos de resistencia a varias familias
de antimicrobianos, aspecto que debe ser confirmado en
estudios posteriores.

Con respecto a la distribucion filogenética en las
cepas de E. coli analizadas se observo, al igual que
otros autores'?* en Alemania (B2: 49%) y en Pakistan
(B2: 44%) que el filogrupo B2 fue el mas frecuente en
cepas ECUP de origen hospitalario, mientras que un
estudio realizado en Mérida-Venezuela con cepas ECUP
de origen extra-hospitalario, predominé el filogrupo
A (54%)", evidenciandose que el origen de la cepa
(hospitalario o extra-hospitalario) es una caracteristica
importante que se debe considerar cuando se establecen
patrones particulares de distribucion filogenética en
cepas de E. coli®.

Si bien es cierto que la distribucion de los FV en las
cepas ECUP es heterogénea y que el potencial patogénico
de estas cepas es multifactorial'2%, nuestros resultados
sobre la fimbria tipo 1 (fimH) (82%) y el sideroforo yer-

siniabactina (fyuA) (82%) coinciden con los reportados
por otros autores en Alemania®®, Mongolia®®, China?’
y Venezuela'?, apoyando asi, lo referido por diversos
autores sobre la importancia de los genes fyud y fimH
como indicadores claves de virulencia en cepas ECUP2.

El predominio de fyjud en ECUP puede estar rela-
cionado con la alta afinidad por el hierro y la mayor
estabilidad que tiene yersiniabactina con respecto a otros
sider6foros®, aspecto importante para la captacion y
acumulacion de hierro, sobre todo en el tracto urinario que
es un ambiente tan limitado de este nutriente?’. De igual
forma, la fimbria tipo 1 (fimH) prevalece en cepas ECUP
debido a que sus receptores especificos se encuentran en el
uroepitelio favoreciendo la entrada al tracto urinario; ade-
mas, promueve la formacion de biopeliculas facilitando la
colonizacion de catéteres vesicales®, factor predisponente
mas frecuente (59%) en este estudio.

En relacion al nimero de genes de virulencia, se deter-
mind que la mayoria (71%) de las cepas ECUP analizadas
contenian tres o mas de los genes investigados. Al compa-
rarlo con lo reportado por Millan y cols.?, se observa una
importante diferencia en la carga genética, ya que estos
autores reportan que 61% de las cepas contenian dos o
menos genes de virulencia. Esta caracteristica, aunado a
los mecanismos de resistencia detectados, revela el alto
grado de virulencia de las ECUP analizadas, pudiendo
junto a los factores inherentes al hospedero conllevar
a que el cuadro clinico sea mas grave en este grupo de
pacientes’.

A pesar que una limitacion del estudio fue el nimero
reducido de cepas analizadas, estos hallazgos, representan
un aporte importante en el ambito cientifico de nuestra
region, ya que permiten conocer cambios en la suscepti-
bilidad antimicrobiana, asi como, la carga genética que
describe la potencialidad patogénica relacionada a los
grupos filogenéticos en cepas ECUP que circulan en las
dos instituciones de salud involucradas en el estudio.

Los hallazgos obtenidos en este trabajo permiten
concluir que la distribucion de las ECUP en los distintos
grupos filogenéticos depende en gran medida de las
caracteristicas clinico epidemiologicas de los grupos de
estudios y que es evidente que la diversidad de asocia-
ciones entre genes de virulencia, perfiles de resistencia,
sintesis de BLEE y carbapenemasas en las cepas ECUP
evolucionan continuamente, planteando un reto impor-
tante en el tratamiento de las ITU.
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Tabla suplementaria 2. Perfil de resistencia y caracteristicas genéticas de cepas ECUP estudiadas

Codigo de cepa
Tipo de B-lactamasa*

IAHULA
LMM-1147 BLEE+MBL
LMM-1195 BLEE+MBL
LMM-15131.1 BLEE+KPC
LMM-15131.2 BLEE+KPC
LMM-1194.3 BLEE+KPC
LMM-1199 BLEE
LMM-15494.2 BLEE

ULE
A-316 BLEE
A-099 BLEE
A-170 BLEE
A-717 BLEE+MBL
A-719 BLEE+KPC
A-967 BLEE
A-038 BLEE
A-726 BLEE
A-767 BLEE
A-178 BLEE

Perfil de resistencia
Resistencia asociada a otros antimicrobianos**

CIP, AK
CIP, AK
CIP, AK
CIP, AK
CIP, AK
cip
CIP, AK, IMP

CIP, AK, IMP
CIP, AK, IMP
CIP, AK
CIP, AK
CIP, AK
clp
CIP, AK
CIP, AK
clp
CIP, AK, IMP

> > > >

- m

B2
B2
B2
B2
B2

m m m m

Grupo filogenético

Genes de virulencia

fimH
fimH
fimH, fyuA, usp
fimH, usp
fimH, fyuA, KposMTII
fimH, fyuA, usp
fimH, fyuA, papAH, KpsMTII, PAI

fimH, fyuA, KosMTII, PAl, usp
fimH, fyuA, KpsMTII,
fyuA, PAI
fimH, fyuA, KosMTIl,usp
fimH, fyuA, KpsMTII, PAl,usp
fimH, fyuA, papAH, KpsMTII,
fyuA, PAI, usp
fimH, fyuA,usp
fyuA, PAI
fimH, fyuA, papAH, KpsMTIl, PAI, usp

*Deteccion fenotipica; **Otros antimicrobianos no incluidos en el perfil de hidrélisis de las B-lactamasas detectadas; IAHULA: Instituto Auténomo Hospital Universitario
de Los Andes; ULE: Unidad de Larga Estancia Ambulatorio Venezuela; BLEE: B-lactamasas de espectro extendido incluye resistencia a penicilinas, cefalosporinas, mo-
nobactamicos, piperacilina/tazobactam, ampicilina/sulbactam y amoxicilina/acido clavulanico; MBL: metalo B-lactamasas; KPC: Klebsiella pneumoniae-carbapenemasa;
CIP: ciprofloxacina; AK: amikacina; IMP: imipenem; fimH: adhesina de la fimbria tipo 1; fyuA: yersiniabactina, usp: proteina especifica uropatdgena; KpsMTIl: capsula

polisacarida especifica del grupo Il; papAH.: fimbria P; PAl: marcador de isla de patogenicidad ICFTO7.
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