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Resumen

En este estudio se determiné el perfil de distribucion de grupos filogéneticos y la detec-
cion genética de factores de virulencia en cepas de Escherichia coli uropatdgena (ECUP)
productoras de B-lactamasa CTX-M-15. Veintiocho cepas fueron aisladas de pacientes
con infeccion del tracto urinario (ITU) que asistieron al Laboratorio de Salud PUblica del
estado Mérida, Venezuela, durante el lapso comprendido entre enero 2009 y julio 2011.
La determinacion de los grupos filogenéticos y la deteccion de seis genes de virulencia,
fimH, fyuA, kpsMTII, usp, PAl'y papAH, se realizé mediante amplificacién por PCR. Quince
cepas de 28 se ubicaron principalmente en el filogrupo A, seguidos por el B2 (12/28) y D
(1/28). No se observo una relacion directa entre la recurrencia o gravedad de la ITU y
la distribucion de los filogrupos. Todos los factores de virulencia estudiados se encontra-
ron con la frecuencia mas alta en el grupo B2. El perfil de virulencia prevalente estuvo
conformado por la asociacion de tres genes principales: fimH, fyuAy kpsMTIl y en menor
frecuencia, por la presencia de otros determinantes como usp, PAl y/o papAH. Estos
resultados indican que la mayoria de ECUP estuvieron dotadas de tres propiedades viru-
lentas importantes: adhesion, captacion de hierro y evasion de la fagocitosis, las cuales
favorecieron la produccion de ITU recurrentes. Este es el primer trabajo que describe la
asociacion de grupos filogenéticos con el potencial de virulencia de cepas de ECUP pro-
ductoras de B-lactamasa CTX-M-15 en Venezuela.

© 2014 Asociacion Argentina de Microbiologia. Publicado por Elsevier Espaia, S.L. Todos
los derechos reservados.
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Distribution of phylogenetic groups and virulence factors in CTX-M-15 j-lactamase-
producing uropathogenic Escherichia coli strains isolated from patients
in the community of Mérida, Venezuela

Abstract

In this study, the distribution of phylogenetic groups and the genetic detection of
virulence factors in CTX-M-15 B-lactamase-producing uropathogenic Escherichia coli
(UPEC) strains were analyzed. Twenty eight strains were isolated between January 2009
and July 2011 from patients with urinary tract infection (UTIl) who attended the Public
Health Laboratory at Mérida, Venezuela. Determination of phylogenetic groups and
detection of six virulence genes, fimH, fyuA, kpsMTII, usp, PAl and papAH, were performed
by PCR amplification. Fifteen of the 28 isolates were mainly located in the phylogenetic
group A, followed by B2 (12/28) and D (1/28). No direct relationship between the severity
or recurrence of UTI and the distribution of phylogroups was observed. All studied
virulence factors were found in group B2 strains with the highest frequency. The prevalent
virulence profile included the combination of three main genes: fimH, kpsMTIl and fyuA
and, to a lesser extent, the presence of other determinants such as usp, PAl and/or
papAH. These results indicate that virulent UPEC incorporated three important properties:
adhesion, iron uptake and evasion of phagocytosis, which favored the production of
recurrent UTI. This is the first report describing the association of phylogenetic groups
with the potential virulence of CTX-M-15 B-lactamase producing UPEC strains in

Venezuela.

© 2014 Asociacion Argentina de Microbiologia. Published by Elsevier Espana, S.L. All

rights reserved.

Introduccién

Escherichia coli es uno de los mas importantes agentes cau-
sales de infeccion extraintestinal®'. Esta especie bacteriana
puede ser agrupada en cepas comensales, patotipos intesti-
nales y patdgenos extraintestinales. En este Gltimo grupo se
encuentran las cepas de E. coli uropatogena (ECUP), las
productoras de sepsis y meningitis?.

ECUP es el agente etiologico mas cominmente involucra-
do en las infecciones del tracto urinario (ITU). Se estima que
entre un 70 % a 95 % de las ITU de inicio comunitario y
aproximadamente un 50 % de las de origen nosocomial son
producidas por ECUP%:3', Las cepas de E. coli son genética-
mente diversas, de manera que las diferencias entre aisla-
dos patdgenos y comensales se fundamentan en sus antece-
dentes filogenéticos. Las cepas comensales pertenecientes a
los grupos Ay B1 son consideradas de bajo poder virulento,
mientras que las patogenas extraintestinales, ademas de al-
bergar genes que codifican factores de virulencia responsa-
bles de promover las etapas de colonizacion, adherencia,
invasion y la evasion de los mecanismos de defensa del hos-
pedero humano, derivan principalmente de los filogrupos B2
y D231, | as cepas de ECUP del grupo B2 producen el 69 % de
las cistitis, 67 % de las pielonefritis y el 72 % de las sepsis con
punto de partida en el tracto urinario>'2:26:2831,

La prevalencia y frecuencia de aislamiento de ECUP en
ITU en pacientes de la comunidad se ha relacionado con el
incremento de la resistencia antimicrobiana, especialmen-
te a los antibidticos B-lactamicos, por la produccion de
B-lactamasas de espectro extenso (BLEE), principalmente
las del tipo CTX-M":26, La B-lactamasa CTX-M-15, una de las
variantes del grupo CTX-M-1, es la BLEE de mas amplia dise-
minacién mundial®'25:3,

Es controversial la asociacion de genes que median la re-
sistencia antimicrobiana, grupos filogenéticos y la presen-
cia de determinantes de virulencia como indicadores de
patogenicidad®'321.2228, Sin embargo, Lee et al.'® encontra-
ron una estrecha relacion entre los genes involucrados en el
transporte del hierro y la supervivencia en el suero (genes
iutA 'y traT, respectivamente) y la presencia de CTX-M-1y
CTX-M-9 en cepas de ECUP del grupo B2. En este contexto,
recientemente reportamos por primera vez en Latinoaméri-
ca la presencia de ECUP productora de CTX-M-32, filogrupo
B2 que portaba cuatro genes asociados a virulencia (fimH,
kpsMTII, fyuA'y usp)?.

En Venezuela son escasas las publicaciones que describen
las bases genéticas que sustentan el potencial patogénico
de los grupos filogenéticos de ECUP productoras de BLEE
que circulan en la comunidad®?. Por tal motivo, en este
estudio se determiné por primera vez la distribucion de los
filogrupos y la presencia genética de factores de virulencia
en cepas de ECUP productoras de B-lactamasa CTX-M-15
aisladas de pacientes con ITU provenientes de la comunidad
de Mérida, Venezuela.

Materiales y métodos
Cepas bacterianas

Se estudio una coleccion de 28 cepas de E. coli productoras
de CTX-M-15 aisladas de muestras de orina provenientes de
pacientes que asistieron al Laboratorio de Salud Publica del
estado Mérida, Venezuela, con diagnostico de infeccion uri-
naria durante el periodo enero 2009 a julio 2011. Estas ce-
pas fueron caracterizadas fenotipica y genéticamente para
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genes bla, .. en un estudio previo''. Dentro de las caracte-
risticas clinico-epidemioldgicas de los pacientes que asis-
tieron a este centro de salud, resalta que la edad promedio
fue 49,8 anos (rango de 8 a 86 afnos), 24 pacientes pertene-
cieron al género femenino y 4 al masculino. Veinticuatro
casos tenian diagnostico de infeccidn urinaria recurrente y
la mitad de estos (12) presentd otra patologia o condicion
clinica asociada, tales como: litiasis renal, vejiga neurogé-
nica, atrofia renal, prolapso genital o vesical, diabetes me-
llitus y embarazo.

Preparacion del ADN genémico

La extraccion del ADN total se realizé mezclando varias co-
lonias provenientes de cultivos frescos en 200 ul de agua
destilada estéril. Estas suspensiones se congelaron a -20 °C
durante 30 min y luego se sometieron a ebullicion durante
15 min. Los residuos celulares se separaron por centrifuga-
cion (13 000 g durante 5 min a temperatura ambiente) y el
ADN disuelto en el sobrenadante se recuperd en un tubo
eppendorf estéril, el cual se almacend a -20 °C hasta el
momento de su uso.

Deteccién de los grupos filogenéticos
Las cepas fueron clasificadas dentro de los biotipos filoge-

néticos (A, B1, B2 y D) de acuerdo a la presencia de los ge-
nes chuA, yjaA y el fragmento génico TspE4.C2, mediante

una PCR multiple utilizando los iniciadores (tabla 1) y con-
diciones previamente establecidas®. La mezcla de amplifi-
cacion se realizé en un volumen final de 25 ul y estuvo com-
puesta por: 2,5 ul del buffer de reaccion (10X; Bioneer,
Daejeon, Korea), 1,5 ul de MgCl, (50 mM; Bioneer), 1,5 ul
de dNTPs (10 mM; Bioneer), 2,5 ul de cada iniciador
(10 pmol/pul), 0,3 ul de la Taqg polimerasa (5 U/ul; Bioneer),
2,2 ul de agua bidestilada ultrapura y 2 ul del ADN extraido.
Los resultados fueron interpretados con base en el esquema
de Clermont et al.® mediante la ausencia (-) o presencia (+)
de los elementos antes descritos: grupo A: chuA -y TspE4.
C2 -; B1: chuA - y TspE4.C2 +; B2: chuA + y yjaA +y el filo-
grupo D: chuA + y yjaA -. Para estos ensayos se utilizaron
como cepas control: E. coli LMM36-ULA (chuA +y yjaA +)y
E. coli LMM32-ULA (TspE4.C2 +).

Deteccion de genes de virulencia

Se estudiaron 6 genes de virulencia, los cuales incluyeron:
capsula polisacarida especifica del grupo Il (kpsMTIl), adhe-
sina de la fimbria tipo 1 (fimH), fimbria P (papAH), marca-
dor de isla de patogenicidad (PAl), yersiniabactina (sidero-
foro fyuA) y proteina especifica uropatdgena (usp). Los
genes kpsMTII, fimH y PAl fueron detectados mediante una
PCR multiple y el resto (papAH, fyuAy usp) por PCR simple,
utilizando los iniciadores sefalados en la tabla 1 y las con-
diciones de amplificacion previamente establecidas®. La
mezcla de reaccion para las PCR mdltiple estuvo compuesta

Tabla 1 Iniciadores utilizados en este estudio
Gen o fragmento de ADN  Nombre del iniciador Secuencia del oligonucleétido Tamano del amplicon (pb)? Referencia
53"

chuA chuA 1 GACGAACCAACGGTCAGGAT 279 8
chuA 2 TGCCGCCAGTACCAAAGACA

yjaA yjaA 1 TGAAGTGTCAGGAGACGCTG 211 8
yjaA 2 ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC

TspE4.C2 TspE4C21 GAGTAATGTCGGGGCATTCA 152 8
TspE4C22 CGCGCCAACAAAGTATTACG

kpsMTII KpsMTIIF GCGCATTTGCTGATACTGTTG 272 16
KpsMTIIR CATCCAGACGATAAGCATGAGCA

fimH fimHF TGCAGAACGGATAAGCCGTGG 508 16
fimHR GCAGTCACCTGCCCTCCGGTA

PAIP PAIF GGACATCCTGTTACAGCGCGCA 930 16
PAIR TCGCCACCAATCACAGCCGAAC

papAH papAHF ATGGCAGTGGTGTCTTTTGGTG 720 16
papAHR CGTCCCACCATACGTGCTCTTC

fyuA fyuAF TGATTAACCCCGCGACGGGAA 880 16
fyuAR CGCAGTAGGCACGATGTTGTA

usp uspF ATGCTACTGTTTCCGGGTAGTGTGT 1000 23
uspR CATCATGTAGTCGGGGCGTAACAAT

2 pb; pares de bases.

b PAl; Posicion genomica: PAIF: 1021-1042; PAIR: 1921-1942 (Genbank accession n® AF003742).
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por 2,5 ul de agua bidestilada ultrapura, 2,0 ul de buffer
(10X; Bioneer), 2,0 ul de dNTPs (10 mM; Bioneer), 1,5 ul de
MgCL, (50 mM; Bioneer), 0,3 pl de Tag polimerasa (5 U/ul;
Bioneer), 2,5 ul de cada iniciador (10 pmol/ul) excepto
para el fimH que se utilizd 2 ul y de ADN 2 ul para un volu-
men final de 25 ul. Para las PCR simples se utilizaron
12,3 ul de agua bidestilada ultrapura, 2,5 ul de buffer (10X;
Bioneer), 1,5 ul de dNTPs (10mM; Bioneer), 1,5 ul de MgCl,
(50 mM; Bioneer), 0,2 ul de Taq polimerasa (5 U/ul; Bio-
neer), 2,5 ul de cada iniciador (10 pmol/ul) y 2 ul de ADN
para un volumen final de 25 ul. Las cepas control utilizadas
en estos ensayos fueron E. coli LMM/EQ2-ULA (fimH +, fyuA +,
kpsMTII +y PAl +) y E. coli LMM/Sc03-ULA (papAH +) y E. coli
LMM/EO2-ULA (usp +).

En todos los ensayos, los productos amplificados se sepa-
raron en un gel de agarosa (Sigma-Aldrich Co. St. Louis, MO,
USA) al 1%, tehido con bromuro de etidio (0,5 pug/mL; Sig-
ma-Aldrich) y fotografiados con el UVP Biodoc-It System. Se
utilizé el marcador de peso molecular de 100 pb (Bioneer)
para identificar el tamano de los productos amplificados.

Las cepas de control utilizadas en este estudio pertene-
cen a la coleccion de referencia del Laboratorio de Micro-
biologia Molecular (LMM) de la Facultad de Farmacia y Bio-
analisis, Universidad de Los Andes (ULA), Mérida, Venezuela,
las cuales fueron caracterizadas genéticamente en estudios
anteriores? 20,

Resultados

La distribucion de los grupos filogenéticos en las 28 cepas
de ECUP productoras de CTX-M-15 y su relacion con el diag-
nostico clinico se muestran en la tabla 2. Quince de los
28 aislados se concentraron principalmente en el filogrupo A.
El filogrupo B2 estuvo representado por 12 cepas, mientras
que la muestra restante se ubico en el filogrupo D (1/28).
En esta coleccion de ECUPs no se encontraron cepas perte-

Tabla 2 Distribucion de los filogrupos de ECUP
productoras de CTX-M-15 de acuerdo al diagnostico
clinico

Grupo filogenético

n A B2 D

Diagnostico Clinico 28 15 12 1
ITU 4 3 1 0
ITU recurrentes 12 6 5 1
ITU recurrentes asociadas con: 12 6 6 0
Litiasis renal 3 2 1 0
Vejiga neurogénica 1 0 1 0
Atrofia renal 1 0 1 0
Prolapso genital o vesical 4 2 2 0
Diabetes mellitus 2 1 1 0
Embarazo 1 1 0 0

2 |TU: Infeccion del tracto urinario.

necientes al grupo B1. La relacion de esta caracteristica y
el tipo de diagnostico clinico, demostro que las cepas aisla-
das en pacientes con ITU sin complicacion, o no recurren-
tes, se ubicaron mayoritariamente en el filogrupo A (3/4).
En el caso de las ITU recurrentes sin asociacion a otra pato-
logia o condicion, las cepas se distribuyeron casi equitativa-
mente entre el grupo A (6/12) y B2 (5/12) y fue en este
grupo de pacientes donde se encontro la Unica cepa de
ECUP del filogrupo D (1/12). Las cepas aisladas de ITU recu-
rrentes asociadas con otras patologias o0 embarazo se ubica-
ron con igual nimero (6/12) en los filogrupos Ay B2.

En la tabla 3 se muestran los factores de virulencia de-
tectados en las cepas de ECUP y su frecuencia en los filogru-
pos A, B2 y D. Todos los factores de virulencia estudiados se
encontraron con una frecuencia mayor en el grupo B2. El
gen fyuA fue el mas frecuente (19/28), seguidos de fimH
(14/28) y kpsMTII (10/28). El gen usp fue detectado exclu-
sivamente en las cepas pertenecientes al filogrupo B2
(7/28) y represento el tercero mas frecuente en este grupo
(7/15) luego de los genes fyuA (11/15), fimH y kpsMTII
(9/15). En el grupo A no se encontré kpsMTII ni usp, mien-
tras que solo 3 genes de virulencia (fyuA, fimHy kpsMTIl) de
los 6 estudiados, fueron detectados en la Unica cepa del
grupo D.

Tabla 3 Distribucion de los factores de virulencia
en los diferentes filogrupos de ECUP productoras
de CTX-M-15

Factores de Virulencia Grupo filogenético Total
A B2 D n
15 12 1 28
FimH 4 9 1 14
FyuA 7 11 1 19
KpsMTII 0 9 1 10
PAI 1 5 0 6
PapAH 1 1 0 2
Usp 0 7 0 7

La presencia y las diferentes asociaciones de factores de
urovirulencia, asi como la ausencia de estos en las cepas
estudiadas, permitié identificar varios perfiles (tabla 4). El
mayor nimero de cepas con ausencia de factores de viru-
lencia fue observado en el filogrupo A (5/15), mientras que
el grupo B2 concentré el mayor niUmero de ECUP con la mas
alta frecuencia de asociaciones de genes de virulencia, en
la que se incluyeron cepas con 4 (7/12) y 5 combinaciones
diferentes (2/12).

Discusion

La ITU es una de las afecciones clinicas mas frecuentes en
el ambito de la asistencia primaria en salud, especialmente
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Tabla 4 Perfil de genes de virulencia en cepas de ECUP
productoras de CTX-M-15 y su distribucion de acuerdo
a grupos filogenéticos

Cantidad de Perfil genético de los Grupo Total
genes de factores de virulencia filogenético
virulencia
A B2 D n
15 12 1 28
0 - 5 1 0 6
1 fyuA 5 0 0 5
fimH 3 0 O 3
2 fyuA, PAI 0 2 0 2
fyuA, fimH 1 0 O 1
3 fyuA,PAl, papAH 1 0 O 1
fyuA, kpsMTII, fimH 0O 0 1 1
4 usp, fyuA, kpsMTIl, fimH 0 5 0 5
fyuA, kpsMTII, PAIl, fimH 0 2 O 2
5 usp, fyuA, kpsMTII, PAIl, 0 1 0 1
fimH
usp, fyuA, kpsMTIl, fimH, 0 1 0 1
papAH

en el género femenino. Se estima que el 10 % de las mujeres
padece, por lo menos, una ITU al afo y hasta un 60 % sufre
un episodio en algiin momento de su vida>?'. En este estu-
dio, la mayoria de las cepas de E. coli fueron aisladas en
pacientes femeninas (24/28) que cursaron con ITU recu-
rrente y la mitad de estas se asociaron a otra patologia o
condicion clinica (tabla 2). Johnson et al.”™ sefalaron que
las cepas de E. coli que causan ITU recurrentes, ademas de
ser favorecidas por condiciones subyacentes del hospedero
humano, poseen factores genéticos que facilitan su persis-
tencia en el tracto urinario.

Durante los ultimos afios se ha incrementado el aisla-
miento de cepas de E. coli productoras de CTX-M-15 como
un patogeno prevalente en infecciones de inicio comunita-
rio, especialmente las relacionadas con el tracto urina-
rio®"1317.25 Varios estudios informan que independiente-
mente de la diversidad genética de las cepas de E. coli, las
B-lactamasas tipo CTX-M se encuentran extensamente dis-
tribuidas en este género bacteriano gracias a una platafor-
ma genética eficiente que le permite a esta enzima disemi-
narse y movilizarse entre microorganismos diferentes®'*?.
En este estudio, las cepas de ECUP productoras de CTX-
M-15 se distribuyeron en tres (A, B2 y D) de los cuatro prin-
cipales grupos filogenéticos, siendo el grupo A el dominante
(tabla 2). Aunque los grupos B2 y D son considerados como
los mas frecuentemente implicados en ITU por su capacidad
patogénica'®'®2 en este trabajo no se observd una relacion
directa entre la gravedad o complicacion de la ITU y la dis-
tribucion de los filogrupos. Por el contrario, cepas de

E. coli del grupo A, indistintamente produjeron ITU no com-
plicada, recurrente y asociada a otra patologia o condicion
clinica. Al respecto, reportes previos han sefalado que no
existe una distribucion particular de los grupos filogenéticos
de E. coliy el sindrome urinario'?. Sin embargo, la proce-
dencia geografica de las cepas, como también las caracte-
risticas de la poblacion estudiada, son elementos a conside-
rar cuando se establecen patrones particulares de
distribucion filogenética en cepas de E. coli.

Las cepas de ECUP poseen una variedad de determinan-
tes de patogenicidad que hacen posible la colonizacion e
invasion del tracto urinario. Estos determinantes median la
presencia de fimbrias, adhesinas, sideréforos, toxinas, for-
macion de capsula, entre otros>2. En este estudio 22 de las
28 cepas de E. coli presento por lo menos un factor de uro-
virulencia de los 6 analizados (tabla 3). Ademas, indepen-
dientemente del grupo filogenético, se pudo observar que
los genes fyuA 'y fimH fueron los mas frecuentes (19/28 y
14/28, respectivamente).

El gen fyuA codifica la proteina yersiniabactina férrica
(FyuA), la cual actla como receptora para el sideroforo
Fe-Ybt en los sistemas de captacion de hierro®. El sistema
FyuA/yersiniabactina participa en el crecimiento, coloni-
zacion y formacion de biopeliculas de E. coli en el tracto
urinario'®?. Recientemente se ha considerado al gen fyuA
como uno de los mejores marcadores de cepas de ECUP y
junto con el gen fimH que codifica para una adhesina o
fimbria tipo 1, constituyen los indicadores claves de viru-
lencia en cepas de ECUP'®282°, En este estudio se demostrd
que en la mayoria de las cepas los genes fyuAy fimH fue-
ron encontrados en asociacion y formando parte de dife-
rentes patrones de virulencia (tabla 4). De hecho, el gen
kpsMTII que media la produccion de proteinas de la capsu-
la, fue detectada en forma conjunta con los determinan-
tes fyuAy fimH. Por otra parte, también destaca la estre-
cha relacion observada entre la presencia del gen fyuA 'y
el marcador de isla de patogenicidad (PAl, del inglés pa-
thogenicity island). Al respecto, varios investigadores han
confirmado la localizacion del locus que codifica el sidero-
foro Fe-YbtA/yersiniabactina en PAl Il o en islas de alta
patogenicidad (HPI, del inglés high-pathogenicity is-
land)'*'%2° Otro gen que se encuentra localizado en PAl es
el que codifica la proteina especifica uropatogénica
(Usp)®. Este factor, con funciones de bacteriocina, fue en-
contrado en el 25 % de las cepas y exclusivamente en las
del filogrupo B2. Es probable que su presencia incremente
las propiedades virulentas de las cepas que conforman
este grupo.

La expresion de otras adhesinas, como las fimbrias P, con
afinidad a receptores especificos distintos a las de tipo 1,
puede conferir ventajas a las cepas de ECUP, especialmente
aquellas que tienen importancia en el ascenso y patogéne-
sis de la ITU superior como la pielonefritis®. Sin embargo,
papHA (fimbrias P) fue el gen urovirulento que se encontro
con menor frecuencia, detectandose solamente en 2 cepas
una del grupo filogenético Ay la otra en el filogrupo B2. En
ambos casos estas cepas fueron causantes de ITU recurren-
tes asociadas a litiasis renal.

De acuerdo a los resultados obtenidos, la mayoria de las
cepas de ECUP estuvieron dotadas de tres propiedades viru-
lentas importantes: adhesion, captacion de hierro y evasion
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de la fagocitosis, las cuales coadyuvaron a la produccion de
ITU recurrentes. Un perfil similar al descrito ha sido comu-
nicado previamente en cepas de ECUP aisladas de pacientes
con ITU%, urosepsis''¢, cistitis recurrentes' y en pacientes con
ITU asociados con diabetes mellitus®.

Por otra parte, 6 de las 28 cepas no mostraron ninguno de
los factores de virulencia analizados en este trabajo, pero
es probable que otros genes de virulencia, diferentes a los
estudiados, pudieran estar presentes en estas cepas. En
este sentido, trabajos previos describen que en una frac-
cion apreciable de las cepas ECUP analizadas (10 % al 51 %),
no se encontraron genes de virulencia tales como traT, PAl,
pap, sfa, aer, cnf1y hly**?. Estos resultados reflejan la he-
terogeneidad en la distribucion de los factores de virulencia
y la condiciéon multifactorial y compleja que tiene el poten-
cial patogénico de las cepas de ECUP. Es importante desta-
car que estas cepas fueron aisladas como patdgenos Unicos
en pacientes que, en su mayoria, se caracterizaron por la
recurrencia de la infeccion y la presencia de condiciones
predisponentes. Asimismo, al igual que en el resto de la
coleccion de cepas de ECUP estudiadas, los 6 aislados que
resultaron negativos para la deteccion de genes de virulen-
cia, fueron portadores del gen bla_,,,, ,, ¥, particularmente,
estos también presentaron resistencia a ciprofloxacina y to-
bramicina.

Diversos investigadores sefalan que las B-lactamasas y
los genes de virulencia pueden coexistir en cepas de E. coli
como resultado de un proceso coevolutivo gradual, pero
aun no esta claro si la expresion de las BLEE afecta la viru-
lencia y/o la eficacia bioldgica (fitness) de estas bacte-
rias*?¢3', Si bien establecer la relacion del perfil de resis-
tencia y el patron de virulencia con el fitness de ECUP no
fue un objetivo de este estudio, es razonable suponer que
ambas caracteristicas proporcionaron a las cepas estudia-
das ventajas para mejorar los mecanismos adaptativos, los
cuales potenciaron su desarrollo, colonizacion e infeccion
del tracto urinario de manera recurrente. Al respecto, Van
der Bij et al.’® y Chen et al.” comunicaron que la diversidad
gendmica, la presencia de factores de virulencia y la pro-
duccion de BLEE, no afectaron el fitness de ECUP y que, por
el contrario, estas caracteristicas genéticas favorecieron la
diseminacion de algunos clones de importancia epidemiolo-
gica.

En conclusion, a pesar de que el tamafo de la muestra
estudiada fue pequeno, los hallazgos obtenidos sustentan la
hipotesis que los procesos fisiopatologicos que se activan en
la instalacion de una infeccion urinaria estan mediados,
ademas del estado inmunoldgico del paciente, por un con-
junto de factores urovirulentos cuya combinacion es parti-
cular para cada cepa. En este sentido, el perfil prevalente
de las cepas de ECUP analizadas estuvo conformado por la
asociacion de tres genes principales: fimH, fyuAy kpsMTlIl y,
en menor grado, por la presencia de otros determinantes
genéticos como usp, PAl y/o papAH. Este perfil de virulencia
de las cepas ECUP fue independiente del grupo filogenético
y de la propiedad de producir la B-lactamasa CTX-M-15. Por
consiguiente, los factores de virulencia expresados en las
cepas de ECUP, y con una significacion clinica importante,
pueden constituir la clave para el desarrollo de vacunas
como una estrategia para el control y prevencion de las in-
fecciones del tracto urinario.

Responsabilidades éticas

Protecciéon de personas y animales. Los autores declaran
que para esta investigacion no se han realizado experimen-
tos en seres humanos ni en animales.

Confidencialidad de los datos. Los autores declaran que en
este articulo no aparecen datos de pacientes.

Derecho a la privacidad y consentimiento informado. Los
autores declaran que en este articulo no aparecen datos de
pacientes.

Conflicto de intereses

Los autores declaran no tener ningln conflicto de intereses.

Agradecimientos

Este trabajo fue financiado por el Consejo de Desarrollo
Cientifico, Humanistico, Tecnologico y de las Artes de la
Universidad de Los Andes (CDCHTA-ULA), codigo: ADG FA-
02-97-07 y FA-523-12-03-EM y por el Fondo Nacional de
Ciencia, Tecnologia e Innovacion (FONACIT), Venezuela
(Proyecto N° 2012002321. Contrato N° 201201213).

Bibliografia

1. Ananias M, Yano T. Serogroups and virulence genotypes of
Escherichia coli isolated from patients with sepsis. Braz J Med
Biol Res. 2008;41:877-83.

2. Araque M, Millan B, Mendoza E, Salas M. CTX-M-32 B-lactamase-
producing uropathogenic Escherichia coli isolated in Latin
America. J Infect Dev Ctries. 2013;7:432-5.

3. Bailey JK, Pinyon JI, Anantham S, Hall RM. Distribution of
human commensal Escherichia coli phylogenetic groups. J Clin
Microbiol. 2010;48:3455-6.

4. Beceiro A, Tomas M, Bou G. Antimicrobial resistance and
virulence: a successful or deleterious association in the
bacterial world? Clin Microbiol Rev. 2013;26:185-230.

5. Bien J, Sokolova O, Bozko P. Role of uropathogenic Escherichia
coli virulence factors in development of urinary tract infection

and kidney damage. Int J Nephrol. 2012. doi:
10.1155/2012/681473. http//www.hidawi.com/journals/
rjm/2012/681473

6. Canton R, Gonzalez-Alba JM, Galan JC. CTX-M enzymes: origin
and diffusion. Front Microbiol. 2012. doi:10.3389/
fmicb.2012.00110. http//www.journal.frontiersin.org /
journal/10.3389/fmcb.2012.00110/full

7. Chen SL, Wu M, Henderson JP, Hooton TM, Hibbing ME, Hultgren
SJ, Gordon JI. Genomic diversity and fitness of E. coli strains
recovered from the intestinal and urinary tracts of women with
recurrent urinary tract infection. Sci Transl Med. 2013;8:5(184).
doi: 10.1126/scitranslmed.3005497. http//www.ncbi.nlm.nih.
gov/pmc/articles/pmc3695744/

8. Clermont O, Bonacorsi S, Bingen E. Rapid and simple
determination of the Escherichia coli phylogenetic group. Appl
Environ Microbiol. 2000;66:4555-8.

9. Ghenghesh KS, Elkateb E, Berbash N, Nada RA, Ahmed SF,
Rahouma A, Seif-Enasser N, Elkhabroun MA, Belresh T, Klena
JD. Uropathogens from diabetic in patients Lybia: virulence



Grupos filogenéticos y factores de virulencia en ECUP

181

20.

factors and phylogenetic groups of Escherichia coli isolates.
J Med Microb. 2009;58:1006-14.

. Hancock V, Ferriéres L, Klemm P. The ferric yersiniabactina

uptake receptor FyuA is required for efficient biofilm formation
by urinary tract infectious Escherichia coli in human orine.
Microbiol. 2008;154:167-75.

. Hernandez E, Araque M, Millan Y, Millan B, Vielma S. Prevalencia

de B-lactamasa CTX-M-15 en grupos filogenéticos de Escherichia
coli uropatdgena aisladas en pacientes de la comunidad en
Mérida, Venezuela. Invest Clin. 2014;55:32-43.

. Horvath DJ Jr, Dabdoub SM, Li B, Vanderbrink BA, Justice SS.

New paradigms of urinary tract infections: implications for
patient management. Indian J Urol. 2012;28:154-8.

. Jadhav S, Hussain A, Devi S, Kumar A, Parveen S, Gandham N,

Wieler LH, Ewers C, Ahmed N. Virulence characteristics and
genetic affinities of multiple drug resistant uropathogenic
Escherichia coli from a semi urban locality in India. PLoS ONE.
2011. doi:10.1371/journal.pone.0018063. htpp//www.plosone.
org/article/info%3Adoi%2F10. 1371%2Fjournal.pone.0018063.

. Johnson JR, Kuskowski MA, Gajewski A, Soto S, Horcajada JP,

Jimenez de Anta MT, Vila J. Extended virulence genotypes and
phylogenetic background of Escherichia coli isolates from
patients with cistitis, pyelonephritis or prostatitis. J Infect Dis.
2005;191:46-50.

. Johnson JR, O Bryan TT, Delavari P, Kuskowski M, Stapleton A,

Carlino U, Russo TA. Clonal relationships and extended
virulence genotypes among Escherichia coli isolates from
women with a first or recurrent episode of cystitis. J Infect Dis.
2001;183:1508-17.

. Johnson JR, Stell, A. Extended virulence genotypes of Escherichia

coli strains from patients with urosepsis in relation to phylogeny
and host compromise. J Infect Dis. 2000;181:261-72.

. Leal AL, Cortés JA, Arias G, Ovalle MV, Saavedra SY, Buitrago G,

Escobar JA, Castro BE, GREBO. Emergencia de fenotipos
resistentes a cefalosporinas de tercera generacion en
Enterobacteriaceae causantes de infeccion del tracto urinario
de inicio comunitario en hospitales de Colombia. Enferm Infecc
Microbiol Clin. 2013;31:298-303.

. Lee S, Yu JK, Park K, Oh EJ, Kim SY, Park YJ. Phylogenetic

groups and virulence factors in pathogenic and commensal
strains of Escherichia coli and their association with bla
Ann Clin Lab Scien. 2010;40:361-7.

CTX-M*

. Millan B, Castro D, Ghiglione B, Gutkind G, Araque M. ISCR1

asociado a genes bla,,, .V bla,,,, en plasmidos IncN e IncFIIA
aislados en Klebsiella pneumoniae de origen nosocomial en
Mérida, Venezuela. Biomédica. 2013;33:268-75.

Millan Y. Genotipificacion y distribucion de los grupos
filogenéticos y factores de virulencia en Escherichia coli
uropatogena productoras de B-lactamasas de espectro extenso.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

Tesis de Maestria en Microbiologia Clinica 2013. Facultad de
Farmacia y Bioanalisis. Universidad de Los Andes, Mérida.
Venezuela.

Momtaz H, Karimian A, Madani M, Dehkordi FS, Ranjbar R,
Sarshar M, Souod N. Uropathogenic Escherichia coli in Iran:
Serogroup distributions, virulence factors and antimicrobial
resistance properties. Ann Clin Microbiol Antimicrob. 2013;12:8
doi:10.1186/1476-0711-12-8. http//www.ann-clinmicrob.com/
content/12/1/8

Moreno E, Prats G, Planells |, Planes AM, Pérez T, Andreu A.
Caracterizacion de Escherichia coli de los grupos filogenéticos
Ay B1 causantes de infeccion extraintestinal. Enferm Infecc
Microbiol Clin. 2006;24:483-9.

Nakano M, Yamamoto S. Terai A, Ogawa O, Makino S, Hayashi H,
Nair GB, Kurazono H. Structural and sequence diversity of the
pathogenicity island of uropathogenic Escherichia coli which
encodes the Usp protein. FEMS Microbiol Lett. 2001;205:71-6.
Oliveira FA, Paludo KS, Arend LNVS, Farah SMSS, Pedrosa FO,
Souza EM, Surek M, Picheth G, Fadel-Picheth CMT. Virulence
characteristics and antimicrobial susceptibility of uropathogenic
Escherichia coli strains. Genet Mol Res. 2011;10:4114-25.
Peirano G, Pitout JDD. Molecular epidemiology of Escherichia
coli producing CTX-M B-lactamases: the worldwide emergence
of clone ST131 025:H4. Int J Antimcrob Agents. 2010;35:316-
21.

Pitout JDD. Extraintestinal pathogenic Escherichia coli:
a combination of virulence with antibiotic resistance. Front
Microbiol. 2012;3:9. doi:10.3389/fmicb.2012.00009. http//www.
journal.frontiersin.org/journal/10.3389/fmicb.2012.00009/ full
Santo E, Macedo C, Marin JM. Virulence factors of uropathogenic
Escherichia coli from a university hospital in Ribeirao Preto,
Sao Paulo, Brazil. Rev Inst Med Trop Sao Paulo. 2006;48:185-8.
Soto SM. Expresion de factores de virulencia en cepas
extraintestinales de Escherichia coli. Enferm Infecc Microbiol
Clin. 2006;24:479-80.

Spurbeck RR, Dinh PC, Walk ST, Stapleton AE, Hooton TM, Nolan
LK, Kim SK, Johnson JR, Mobley HLT. Escherichia coli isolates
that carry vat, fyuA, chuA and yfcV efficiently colonize the
urinary tract. Infect Immun. 2012;80:4115-22.

Van der Bij AK, Peirano G, Pitondo-Silva A, Pitout JDD. The
presence of genes encoding for different virulence factors in
clonally related Escherichia coli that produce CTX-Ms. Diagn
Microbiol Infect Dis. 2012;72:297-302.

Vimont S, Boyd A, Bleibtreu A, Bens M, Goujon JM, Garry L,
Clermont O, Denamur E, Arlet G, Vandewalle A. The CTX-M-15-
producing Escherichia coli clone 025b:H4-ST131 has high intestine
colonization and urinary tract infection abilities. PLoS ONE.
2012;7:9. doi:10.1371/journal.pone.0046547. http/ /www.plosone.
org/article/info %3Adoi%2F10.137%2Fjournal.pone.0046547



