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Glossari

°C, Graus centigrads
Mg, microgram
ML, microlitre
MM, micromolar
ADN, acid desoxiribonucleic
afa/draBC, marcador de les adhesines de la Familia DR
BMEC, cel-lules encefaliques microvasculars endotelials (en anglés, brain
microvascular endothelial cells)
CGA, grup clonal A (en angles, clonal group A)
CIM, concentracié minima inhibitoria
cnfl, marcador del factor citotoxic necrotitzant
DAF, proteina de membrana dels eritrocits reguladora de la cascada del
complement (en anglés, decay accelerating factor)
DR, repeticions directes (en anglés, direct repeat)
ECOR, soques d’'Escherichia coli de referéncia (en anglés, Escherichia coli
reference)

ERIC-PCR, PCR de les seqliencies intergenétiques repetitives de les
enterobacteriacies (en anglés, enterobacterial repetitive intergenic
consensus)

ExXPEC, Escherichia coli patogenica extraintestinal (en angles,
extraintestinal pathogenic Escherichia coli)
fimH, marcador de la molécula d’adhesina de la fimbria tipus 1
FQ, fluoroquinolona
fyuA, marcador del receptor yersinbactina
h, hores
hlyA, hemolisina
ibeA, marcador de l'invasor de |I'endoteli cerebral
IL, interleucina
IS, seqliencia d'insercié
ITU, infeccid del tracte urinari
iutA, marcador del sistema siderofor aerobactina

Kb, kilobase
kpsMII, marcador de la capsula polisacarida del grup II
L, litre

LPS, lipopolisacarid
LREC, “Laboratorio de referencia de Escherichia coli”
malX, marcador de l'illa de patogenicitat d’E. coli CFT073
mg, mil-ligram
min, minuts
mL, mil-lilitre
MLEE, electroforesi d’enzims multilocus (en anglés, multilocus enzim
electrophoresis)
MLST, tipificacié multilocus de sequéncies (en anglés, multilocus
sequence typing)
mM, milimolar
MRHA, adhesina manosa resistent (en anglés, mannose-resistant
haemagglutinin)
MSHA, adhesina manosa sensible (en angles, mannose-sensitive
haemagglutinin)
PAI, illes de patogenicitat (en anglés, pathogenicity island)
papA, subunitat estructural de la fimbria P
papG, molécula d’adhesina de la fimbria P



pb, parells de bases
PCR, reaccio en cadena de la polimerasa
PFGE, electroforesi en camp polsant (en anglées, pulsed fiel gel
electrophoresis)
Q, quinolona
SCR, repeticions consens curtes (en anglés, short consensus repeat)
Seg, segons
sfa/focDE, marcador de la fimbria S i fimbria F1C
SNP, polimorfisme de nucleodtids simple (en angles, single nucleotid
polymorphism)
SXT, trimetoprim / sulfametoxazol
traT, marcador de la proteina de membrana associada a la resisténcia al
serum
UFC, unitats formadores de colonies
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Introduccio

Escherichia coli és el principal agent d’infeccié urinaria (ITU). Segons l'informe
EPINE (Estudio de prevalencia de las infecciones nosocomiales en Espafia) 2010 i
2014, la infeccié urinaria es comporta com a la tercera causa d'infeccid, tant en la
comunitat com en I’'hospital. Paradoxalment, Escherichia coli és també el principal
component aerobic integrant de la flora comensal de lintesti en humans i altres
animal !. En funcié de les relacions de similaritat mitjancant técniques d’electroforesi
enzimatica multilocus (MLEE) ** i de tipificacié de seqiiéncies multilocus (MLST) s’han
identificat quatre grans grups filogenetics dins |'especie E. coli: A, B1, B2 i D. Les
diferéencies entre les soques d’E. coli patogénica i comensal s’atribueixen als
antecedents filogenétics i a la viruléncia que promouen les funcions patogéniques com
I'adheréencia, l'evasié als mecanisme de defensa de |I’'hoste, I'adquisicié de ferro i la
invasio cel-lular. E. coli patogénica extraintestinal (ExPEC)® deriva principalment del
grup filogenétic B2, i en menys mesura del grup D. E. coli comensal pertany als grups

filogenétics A i B1 *°.

Tot i que les soques d’E. coli dels grups filogenétics A o B1 formen part de la
flora comensal, en ocasions també s'ha trobat que han produit infeccions
extraintestinals; i en molts casos amb un perfil de viruléncia semblant o igual que les

soques d’E. coli dels grups filogenétics patogens B2 i D.

Taula 1. Classificacié d’ Escherichia coli segons la patologia

Comensal
Patogen intestinal ETEC Enterotoxigénica
STEC / EHEC Productores de toxines / Enterohemorragiques
EPEC Enteropatogénica
EIEC Enteroinvasiva
EAEC Enteroagregativa
DAEC Difusament adherent
Patogen extraintestinal (ExPEC) UPEC Uropatogena
BMEC Meningitis bacteriana




1.1. Escherichia coli uropatogena

1.1.1. Generalitats d’Escherichia coli

Escherichia coli juntament amb E. albertis, E. blattae, E. faecalis, E. fergusonii,
E. hermannii i E. vuleneris, forma el geénere Escherichia. Constitueix |'espécie
dominant de la flora aerobia del tub digestiu. Aquests bacteris integrants de la flora
normal son els que poden causar en diverses situacions infeccions urinaries,
septicémies, meningitis, etc. Es defineix com E. coli uropatdgena aquelles soques que
produeixen infecci6 del tracte urinari. Recentment s’ha comprovat que E. coli
uropatogena té les mateixes caracteristiques que la resta de soques d’E. coli patdogena

extraintestinal.

Taula 2. Identificacié bioquimica d’Escherichia coli

Oxidasa 0 Fermentacié salicina 40
Produccié d'indol 98 Fermentacié adonitol 5
Vermell de metil 99 Fermentacio inositol 1
Voges - Proskauer 0 Fermentacio L- 99
arabinosa
Citrat de Simmons 1 Fermentacié rafinosa 50
H,S (TSI) 1 Fermentacidé L-ramnosa 80
Hidrolisi d’urea 1 Fermentacié maltosa 95
Utilitzacié malonat 0 Fermentacié D-xilosa 95
Acid de glucosa 100 Fermentacié de trealosa 98
Gas de glucosa 95 Fermentacio celobiosa 2
Fenilalanina desaminasa 0 Fermentacié de a-metil- 0
D glucosid
Lisina descarboxilasa 90 Fermentacid d’eritritol 0
Arginina dihidrolasa 17 Hidrolisi d’esculina 35
Ornitina descarboxilasa 65 Fermentacié melobiosa 75
Mobilitat a 36°C 95 Fermentacié D-arabitol 5
Hidrolisi de gelatina a 0 Fermentacié D-manosa 98
220C
Creixement en KCN 3 Fermentacié glicerol 75
Fermentacié de lactosa 95 Nitrat a nitrit 100
Fermentacié de sacarosa 50 Tartrat de Jordan 95
Fermentacié D-manitol 98 Utilitzacié Acetat 90
Fermentacio D-sorbitol 94 Lipasa (oli de blat de 0
moro)
Fermentacié mucat 95 DNasa a 25°C 0
Fermentacid ducitol 60 ONPG 95
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El génere Escherichia forma part de la familia Enterobacteriaceae. Aquesta
familia es defineix per estar formada per bacils gramnegatius aerobis i anaerobis
facultatius, no esporulats, que creixen bé en medis usuals, son oxidasa negatius,
redueixen els nitrats a nitritis i sén mobils mitjancant flagels peritrics o immobils. Les
caracteristiques més importants del génere Escherichia sén: ADN amb coeficient
guanina-citosina entre el 49-52%, fermentacié de la glucosa amb produccié de gas i
sense produccié d’acetoina, no utilitzacid del citrat de Simmons, no produccié d’enzims
extracel-lulars com lipases, proteases ni DNases, no produccié d’'SH,, no hidrolitzacié
d’'urea, no desaminacié de triptofan ni de fenilalanina, fermentacié d‘arabinosa,
manosa, manitol i maltosa perd no d’inositol. I finalment, centrant-nos en Escherichia
coli, aquest microorganisme és un bacil gramnegatiu aerobi i anaerobi facultatiu amb
una grandaria d’entre 1-2 p d’ample i 2-6 u de llarg. Té |'estructura caracteristica dels
bacils gramnegatius, amb un citoplasma ple de ribosomes; el material genétic esta
constituit per ADN bicatenari, que forma una anella circular covalentment tancada que
constitueix el cromosoma, del qual només hi ha una copia. Aquest cromosoma esta
condensat formant el nucleoide. Les caracteristiques bioquimiques per a la
identificacid d'aquesta especie es descriuen en la Taula 2. Des del punt de vista
antigenic en E. coli s’han descrit més de 150 serotips O, que inclouen més de 170

antigens O diferents, més de 100 antigens K diferents i més de 56 variants flagelars.

1.1.2. Factors de viruléncia en E. coli causant d’infeccio urinaria

La viruléncia s’entén com el grau de patogenicitat en un organisme, o en altres
paraules com la capacitat relativa del patogen per a causar una malaltia.

Els factors de viruléncia (Taula 3) tenen propietats especifiques que disminueixen la
vulnerabilitat del patogen enfront les defenses de I’'hoste ”.

Els gens que codifiquen aquests factors de viruléncia es localitzen en el
cromosoma bacteria o en plasmidis. Alguns d'aquests factors son exclusivament
cromosomics (per exemple, pap i hly, que codifiquen les fimbries P i I'nemolisina,
respectivament); o bé exclusiva o principalment es troben associats a plasmidis (per
exemple traT, que confereix resistéencia al sérum); o es troben en ambdues
localitzacions (per exemple, afra/dra, que codifica les adhesines de la familia Dr.) °.
Els factors de viruléncia es poden transmetre entre bacteris de forma vertical o
horitzontal.

A nivell epidemiologic, els putatius factors urovirulents soén identificats

mitjancant la comparacié de les propietats bacterianes entre soques d’ Escherichia coli
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d’interés aillades en l‘orina vs. soques d’ E. coli fecals de persones sanes. Es poden
identificar d’'una forma més precisa les propietats virulentes d’E. coli predominants i
“exclusives” de diverses patologies, mitjancant l'estudi de prevalenca de diferents
soques d’E. coli provinents de diferents tipus d’infeccié urinaria. Addicionalment, la
comparacié entre diferents poblacions d’hostes (homes vs. dones, embarassades vs.
no embarassades, pacients sense factors de risc vs. amb factors de risc o amb
anormalitats del tracte urinari, etc..) permet aclarir la interaccido entre |I'hoste i el
parasit relacionant els particulars factors de viruléncia. Els resultats combinats de
diferents estudis epidemioldgics poden reflectir millor la veritable prevalenca dels

factors de viruléncia entre aillats urinaris associats amb un tipus d‘infeccié urinaria

Taula 3. Resum d’una seleccié de factors de viruléncia d’Escherichia coli uropatogena

Adhesina Fimbria P papAH Adhesina, relacionada amb 2
I'adhesio a l'uroteli i la invasid,
relacionada amb pielonefritis

Adhesina de la familia afa/draBC  Adhesina, associada amb cistitis i 9,10

Dr pielonefritis, invasio de |'uroteli.

Fimbria S / Fimbria SF1 sfa/focDE Adhesina, associada amb cistits i il
pielonefritis

Fimbria tipus 1 fimH Adhesina, relacionada amb Lot
I’'adhesiéo a l'uroteli i la invasio,
paper important en la formacio de
biofilms

Toxines Alpha-hemolisina hlyD Lisi cel-lular, modulacié de les rutes 7:15,18

de senyals de I'hoste, dany tissular,
exfoliacié de 'uroepiteli

Factor citotdxic cnfl Reorganitzacié del citoesquelet, 17,18
necrotitzant 1 modulacié de les senyals de les
rutes
Protectines Capsula polisacarida del kpsM ii Protecci6 enfront la fagocitosi, LS
grup II resisténcia enfront a I'activitat
bactericida del sérum
Resisténcia al sérum traT Proteina de membrana externa, 7,20
resisténcia a l'activitat bactericida
del serum
Captador de Receptor siderdfor iutA Captador de ferro 21,22
ferro aerobactina
Receptor siderofor fyuA Captador de ferro 2
Yersinbactina
Miscel-lania Invasié de I'endoteli ibeA Meningitis neonatal, invasié de 2022
cerebral I'endoteli
Marcador associat a l'illa malX Codifica  diferents factors de 20
de patogenicitat CFT073 viruléncia, marcador de PAIs

Els estudis epidemioldgics humans poden identificar I'associacié entre certes
propietats bacterianes i la infeccié urinaria, pero la valoracié directe en la contribucio

de la viruléncia d’aquestes propietats requereix I'is de models animals.

Finalment, els possibles mecanismes d’acci6 dels factors de viruléncia

identificats a través d’estudis epidemiologics o en animals sén comunament
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determinants in vitro a nivell cel-lular o subcel-lular. Aquesta informacidé sovint té
I'avantatge que una particular propietat juga un paper en la viruléncia i podria tenir
diferents camins per interferint amb diferents funcions. Alguns dels factors de
viruléncia d’E. coli sén estructures discretes o productes (per exemple, fimbries,
hemolisina...), que en el laboratori son de gran utilitat per clarificar el seu significat
funcional. A diferéncia, altres factors de viruléncia son propietats funcionals
(resisténcia al serum), en aquest cas el laboratori ha de determinar les estructures

responsables o productes.

En E. coli causant d’infeccié urinaria intervenen com a factors de viruléncia:
adhesines, toxines, sintesi de capsula polisacarida, resisténcia al serum i adquisicid
de ferro, entre d‘altres (Figura 1). A continuacié es descriuen els factors de viruléncia

estudiats en el present treball.

Figura 1. Principals factors de viruléncia de les soques uropatogenes d’ Escherichia coli

Escherichia coli uropatdogena

—\
o, S . . .
Proteines membrana ‘ = B Sistema siderofor

externa, protectores contr:
1a lisi mediada pel
complement

Capsula polisacarida

* Membrana
externa amb
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7
x y 4 X
Toxings & 8 (
w * Proteines _
*V transmembranals Adhesines
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// \\ —
\ \/\ =\ = ‘,"4‘* — 7é‘ e A ameennLy | S ,/b = = — ih\‘\l
= cél-lula hoste Cél-lula epitelial
lisada hoste

1.2. Adhesines

L'adheréncia microbiana és un primer pas essencial per a la colonitzacio de les
superficies mucoses de I'hoste, i sovint precedeix a la infeccié. Mitjancant I'adhesié a
les estructures de I'hoste, els patdgens poden evitar I'eliminacié per part del flux

normal dels teixits corporals, com la sang i 'orina.
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Taula 4. Adhesines d’'Escherichia coli uropatogena

I Manosa resistent®
A. P-relacionades Gal-Gal; G-adhesines;
GS
P (classica) Gal-Gal; Pap; + Gal(a1-4)Gal Antigens grup +++
adhesines G classe I i II sanguini P (especialment
pielonefritis)
F Prs; Pap-2; ONAP; + Moltes estructures que +4
adhesina G classe III contenen Gal(al-4)Gal (ex. (especialment
antigen Forssman, globo-A, cistitis)
SSEA-4, etc.)
B. no-P (“X")
Familia Dr
Dr 075-X - Antigen grup sanguini Dr ++
(DAF)S; col-lagen tipus IV (especialment
cistitis)
AFA I, AFA III = Antigen grup sanguini Dr St
(DAF)©
S + Glicosid sialil +
M - Antigen grup sanguini M ?
G + GIcNAc ?
NFA-1 fins NFA-6 - Antigen grup sanguini N ?
(NFA-3); antigen grup
sanguini M (NFA-4); altres
desconeguts
II Manosa sensible?
Fimbria tipus 1 Pili comu + Manosids, +/- components ?
hidrofobics
111 Altres®
F1C Pseudo tipus 1 + N-acetil-lactosamina, acid ?
sialic

2 ITU, infeccid tracte urinari; escala de + a +++, en ordre d'importancia creixent en I'ITU humana, basat en models estudiats animals i humans.  Aglutinacié manosa
resistent a eritrocits humans. © Analegs a cloramfenicol i tirosina que inhibeixen I'adheréncia mediada per I’nemaglutinina Dr (*075-X"), perd no per AFA-I o AFA-IIIL.
DAF, decay factor accelerating ¢ Aglutinacié manosa sensible en eritrocits de cobais. ® No hemalgutinen; s’han de considerar adhesines manosa resistent no-P (“X").

S’han identificat dos tipus d’adhesines (Taula 4): aquelles que aglutinen eritrocits en

presencia de manosa, anomenades Adhesines Manosa Sensible (MSHA), essent la
fimbria tipus 1 la representant d’aquest grup, i aquelles adhesines que no aglutinen

eritrocits en presencia de manosa, anomenades Adhesines Manosa Resistent (MRHA),

on es troben diferents tipus d’adhesines, en funcié del receptor que reconeixen. En el
present treball s’estudien la fimbries P, la fimbria S i la fimbria M. També s’inclou la
Fimbria F1C, que es troba en el Grup III, tot i que es podia incloure dins del grup de

“manosa resistent no-P”; a més, comparteix una regié consens amb la fimbria S.

1.2.1. Fimbria tipus 1

La fimbria tipus 1 d’E. coli és una estructura semblant a un cabell i es
caracteritza per la seva capacitat d’unir-se als residus que contenen D-manosa. Va ser
la primera fimbria descrita en bacteris i, ha estat la més estudiada. Té la capacitat
d’unir-se a un gran ventall de cél-lules, degut a l'afinitat per la D-manosa, el sucre

més universal que composa les superficies de les cél-lules eucariotes. L'habilitat de les
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fimbries tipus 1 de reconéixer i unir-se a diferents cél-lules mucoses i a cel-lules

inflamatories és essencial per iniciar la infeccié bacteriana en els animals.

Receptors
Els receptors de les fimbries tipus 1 es troben presents en els eritrocits de
moltes especies. En les vies urinaries, el principal receptor és la proteina Tamm-

Horsfall 2*

, principalment cél-lules epitelials renals, que actuaria com a un mecanisme
de defensa inespecific unint-se la fimbria tipus 1 d’E. coli de forma especifica i evitaria
gue s’unissin els altres dos receptors que es troben en les vies urinaries (uroplaquina

Ia i Ib), afavorint la seva eliminacié amb l'orina.

Estructura i geneética

Una soca d’E. coli fimbriada expressa de 100 a 300 filaments fimbrials tipus 1,
cadascun amb una amplada de 7 nm i una longitud de 0,2 a 2 um. Un filament consta
de centenars de copies de la subunitat FimA polimertizades helicoidalment, formant el
nucli de la fimbria tipus 1, a lI'extrem distal de la fimbria tipus 1 es localitza la
moléecula d’adhesina FimH. FimC i FimD ancoren el filament format per subunitats

FimA a la membrana externa.

Els 8 gens estan involucrats en la biosintesi, expressid i funcié de la fimbria
tipus 1 heteropolimeérica d’E. coli, es troben formant un clister (de tamany 9.5 kbp)

en la posicié 98 minuts del cromosoma d’E. coli (Figura 2).

Figura 2. Organitzacio genética de I'oper6 que codifica per a la fimbria tipus 1 d’Escherichia coli.

fimB | fimE | fimA | fimc | fimp | fimF | fimG |  fimH |
Gens reguladors Subunitat  Assemblatge i ancoratge Molécula
estructural de la fimbria d’adhesina

D’aquestes, com a minim 4 codifiquen per a les subunitats que constitueixen el
filament fimbrial. El gen fimA codifica el nucli del filament, la inactivacié del qual dona
com a resultat la pérdua de la fimbria. Els mutants fimA™ expressen una petita
estructura fibrilar a la superficie, que és el resultat del producte de 2 gens, fimH i
fimG, localitzats a I'extrem distal del final del grup de gens fim. La inactivacié de fimH
doéna com a resultat una fimbria sense capacitat per mediar la unié a la manosa.

fimG és transcriu conjuntament amb fimH. El producte del gen fimG és un adaptador

que permet que la proteina FimH presenti una conformacié funcionalment competent
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en la fimbria i pugui unir-se correctament als receptors. La inactivacié de fimG redueix
la unio de la fimbria al seu receptor.

El gen fimF codifica per a una proteina que regula la longitud de la fimbria la seva
inactivacié déna com a resultat la formacié d’'una fimbria tipus 1 extraordinariament
llarga.

Les soques d’E. coli d’origen clinic només presenten una copia de 'operd fim.

Els altres gens codifiquen per proteines relacionades amb la translocacié i assemblatge
de les subunitats fimbrials i en la regulacié de I'expressié de la fimbria.

Els gens, fimC i fimD, jugen un paper important en la translocacié i/o assemblatge de
la fimbria. La pérdua d‘un dels dos gens déna com a resultat la no formacié de la
fimbria tipus 1. El gen fimC codifica per una proteina de 23kDa localitzada en el
periplasma bacteria, la seva inactivacié déna com a resultat una rapida degradacio
proteolitica de la subunitat major i menor de la fimbria en I'espai periplasmatic. FimC
és una xaperona que s’uneix a les subunitats sintetitzades quan entren en el
periplasma des de la membrana interna. Les funcions d’aquesta xaperona sén protegir
les subunitats fimbrials dels enzims periplasmatics, i mantenir les proteines naixents
en una conformacié competent pel seu assemblatge en la membrana externa. El
producte del gen fimD és una proteina de membrana externa de 88 kDa que forma la
base a partir de la qual els filaments fimbrials seran formats.

Els dos gens reguladors, fimB i fimE, codifiquen proteines semblants a histones que
dirigeixen l'expressio fase-depenent del gen fimA, determinant si la fimbria és
expressada o no en la superficie. EIl mecanisme de variacié de fase inclou la inversié
d’un segment d’ADN de 314 pb que conté el promotor del gen fimA. D’aquesta manera
fimA s’expressa en |'orientacié on, perd no en l'orientacié off. Aquest fenomen és un
procés independent de RecA i necessita la funcié de FimB per fer un canvi d’orientacio
tant en on-off com off-on. En canvi FimE només regula el canvi d’orientacié d’on a off.
Addicionalment als efectes moduladors de FimB i FimE, la variacié de fase també es
troba afectada per tres reguladors globals: Lrp (leucine-responsive regulatory
protein), IHF (integration host-factor), i H-NS (histone-like protein).

Tot i que la fimbria tipus 1 és clarament important en I'adhesié a |'uroepiteli,
altres factors de viruléncia sén necessaris per a la subsequlent invasié de les cél-lules
epitelials i produir la infeccié. L'expressid de la fimbria tipus 1 és co-regulada amb
I'expressié de la fimbria P, la qual esta associada amb la infeccid urinaria i
pielonefritis. El bacteri és capac¢ d’activar o inactivar la produccié d’'un determinat
factor de viruléncia, en funcié de I'ambient i les necessitats bacterianes per a crear
diferents fenotips?! (Figura 3). L'expressié del cluster del gen fim és controlat per fimS

26.27 i és co-regulat amb I’expressié de la fimbria P, on cada bacteri expressa una
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fimbria o una altre en un moment determinat. papB (proteina reguladora de la fimbria
P) inhibeix l'activitat de fimB i incrementa |‘activitat de fimE, els quals treballen junts
per inhibir I'expressié de la fimbria tipus 1 ?’.La variacié de fase permet I’expressié de
la fimbria tipus 1 en diferents localitzacions anatomiques.

S’han identificats diferents variacions al-léliques del gen fimH, amb almenys
tres fenotips amb una capacitat d'unié als receptors lleugerament diferent 242°. Encara
gue les fimbries tipus 1 es troben entre la majoria de soques d’origen comensal i

soques patogenes, poden existir variacions al-léliques entre aquests dos grups.

Figura 3. Variacio de fase en I'expressio de la fimbria tipus 1 d’Escherichia coli.

La variaci6 de fase de la fimbria tipus 1 és
controlada per un element de DNA invertible, fimS,
que conté el promotor dels gens que codifiquen per
les subunitats estructurals de la fimbria (incloent
fimA i fimH). Aquest element invertible és
flanquejat per dues sequéncies repetides
invertidament: IRL i IRR. (En aquest diagrama, IRL
es troba inevrtida respecte IRR). Quan fimS esta
en posici6 ON, té lloc la transcripcido dels gens
estructurals fim perque el promotor presenta
I'orientacié adequada. En canvi, quan fimS esta en
posici6 OFF, el promotor presenta la direccié
oposada i no pot tenir lloc I'expressio dels
components de la fimbria, fent que rapidament es
OFF degradin. El canvi de posici6 d'ON a OFF és
controlat per dues recombinases FimE i FimB,
mentre que el canvi d’'OFF a ON només esta mediat per FimB.
La variacio de fase amb la fimbria P podria ser el responsable de la diferent produccié de la fimbria tipus 1
entrgssoques de cistitis i pielonefritis, i podria ser la responsables de I'expressié variable entre diferents
llocs

. fimA .. fimH

4
Eﬁms

Mentre que les fimbries tipus 1 tenen un paper important durant la colonitzacié

del tracte urinari, el seu paper en la colonitzacié del tracte gastrointestinal és incert 2°-

31, Aquestes fimbries es troben amb freqiiéncia entre flora fecal i sén importants

perqueé E. coli pugui duur a terme la colonitzacié del tracte gastrointestinal 3.
FimH també és capac¢ d’'adherir-se a diferents tipus de cél-lules com ara
eritrocits i macrofags 3. Aquestes fimbries estimulen I'adhesié als fagocits i la seva

7+ les soques amb fimbries tipus 1, un cop fagocitades poden

subsequient fagocitosi
viure dins la vacuola quan sén opsonitzades 3*. Aquesta capacitat ajuda al bacteri a
evadir les defenses de I'hoste i persistir en |I'hoste per causar posteriorment la

malaltia.

Epidemiologia
Les soques d’E. coli amb fimbries tipus 1 es troben en proporcions similars

entre pacients amb infecci6 urinaria i les aillades en la femta de persones sanes, de fet
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la fimbria tipus 1 és present en la majoria de membres de la familia
Enterobacteriaceae. En canvi, les soques d’E. coli que Unicament expressen fimbries
tipus 1 es troben associades a la produccié de cistitis i bacterilria assimptomatica. Per
tant, la fimbria tipus 1 jugaria un paper important en la colonitzaci6 i infeccié de la
bufeta. La fimbria tipus 1 també contribueix a la persisténcia del bacteri en pacients

cateteritzats.

1.2.2. Fimbries P

Receptors

L'adheréncia de les soques uropatogenes dotades de fimbries P a les cél-lules
epitelials humanes és deguda al reconeixement de receptors situats a les cél-lules
hostes que contenen Gal(al-4)Gal. (Taula 5) Les fimbries purificades aglutinen
eritrocits i s’adhereixen a les cél-lules epitelials dels fenotips humans P;, P,, i PX. Els
antigens P del grup sanguini son una familia d'oligosacarids que contenen Gal(al-
4)Gal en posicié interna o terminal, i es troben presents en algunes cel-lules
principalment de mamifers, com un component carbohidrat de glicosfingolipids (Taula
6). Concretament, es troben a les cél-lules epitelials de la vagina, ureter, uretra, pelvis
renal, tabul proximal i tubul col-lector 3°3%, el que facilita I'ascens d’E. coli amb
fimbries P fins el parénquima renal. L'antigen P; també es troba present en

glicoproteines humanes.

Taula 5. Antigens P del grup sanguini i fenotips

P, P, P (P 75 %
P, P (P¥) 25 %
PK, p,, PK Estrany
PX, pX Estrany
p Cap Estrany

La majoria soques d’ E. coli residents en adults sans contenen la fimbria P 3°.
La unié de la fimbria P al receptor desencadena l'alliberament de la ceramida, que
actua com un agonista Toll - like receptor 4, activant la resposta immune cel-lular ¥’.
L'activacié de les cél-lules epitelials condueix a la produccié de citocines i quimiocines,
com ara l'interleucina ( IL ) -6 , IL - 8 i neutrofils 8. Aixd a la vegada, desencadena
una inflamacié local i dolor associat amb la infeccié del tracte urinari 8. Les soques
causants d'infeccié urinaria asimptomatica expressen menys fimbria P que les

causants de cistitis i pielonefritis *°.
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Taula 6. Estructures i nomenclatures dels oligosacarids que contenen Gal(al-4)Gal

pK Gal(al-4)Gal(B1-4)Glc- Globotriosa GbOse; (Gbs)
P GalNac(B1-3)Gal(al-4)Gal(B1-4)Glc- Globotetraosa GbOses (Gbs)
P, Gal(al-4)Gal(B1-4)GIcNAc(B1-3)Gal(B1-4)Glc- Globosid

Forssman GalNac(B1-3) GalNac(B1-3)Gal(al-4)Gal(B1-4)Glc-

Estructura i genética

La fimbria P esta formada aproximadament per 10° subunitats polimeritzades
helicoidalment, amb una subunitat major (PapA) formant el nucli de la fimbria. Les
tres subunitats petites (PapE, PapF i PapG) es troben en menys quantitat i es
localitzen en I'extrem de la fimbria. Aquestes proteines fimbrials, i també les proteines
accessories, son codificades per un gen multicistronic cromosomal anomenat pap
(Figura 4). Altres designacions alternatives, com fso i fst, s'utilitzen per a diferents

variants de les fimbries P.

Figura 4. Organitzaci6 genética de I'oper6 pap d’Escherichia coli

| _papl | papB | papA | papH | papC | papD | papE | papF | papG |
Regulacio Subunitat  Finalitzador Formacié Transportador Subunitats petites Adhesina
major base
d’anclatge

PapA, és la subunitat major, necessaria per a la formacié de la fimbria P, perd no per
a la seva adheréncia als receptors Gal-Gal. La formacio de la fimbria P comenca amb
I'assemblatge de |’'expressid6 minima de l|'adhesina (PapG-PapF): PapG surt a la
superficie amb |'ajuda de PapC, sequit de les subunitats PapF, ambdues s’uniran per
I'accié de PapE. Finalment, s’incorpora PapA com a nucli central d’ancoratge de la
fimbria P, a la superficie cel-lular del bacteri i exten la fimbria P per travessar els
lipopolisacarids (Figura 5). En abséncia de PapA, el complex d’adhesina (PapF-PapG)
es pot expressar a la superficie cel-lular. Les soques que no tenen lipopolisacarid
s'anomenen soques rugoses, aquestes soques rugoses amb papA” no sén fimbriades
pero poden adherir-se als receptors Gal-Gal, en canvi les soques amb lipopolisacarids
a la seva superficie (soques llises) no poden adherir-s'hi perqué el complex d’adhesina
(PapF-PapG) queda amagat per el lipopolisacarid. Per tant, |'extensio de les adhesines
a la superficie cel-lular és important per a l'adheréncia quan hi ha present el
lipopolisacarid.

papEFG™ formen un fimbria aparentment normal, pero sense I'adheréncia especifica al
receptor. PapF-PapG constitueixen la minima expressié de l'adhesina, i es troben
unides per PapE. PapG és la molécula d’adhesina responsable de |'especificitat d’'unié a

Gal-Gal. Hi ha tres variants de PapG , cadascun amb una capacitat d'unié
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lleugerament diferents , aquests sén PapG al-lel I, al-lel II ,i al-lel III “>*, La
prevalenca de I" al-lel I és escas en les soques aillades en mostres d’origen huma *?,
mentre que els altres al-lels sén habituals en els aillats uropatdgens *2. PapG al-lel II

s'uneix a receptors localitzats en el ronyéd huma 8

i, s'associa amb la pielonefritis
aguda . La cistitis s’associa amb lI'al:lel III de PapG, aquesta associacié Unicament a
cisititis i no pas a pielonefritis o bacteriemia pot indicar que aquesta variant PapG no
és suficient per a la invasié de la circulacié sanguinia en hostes sense factor®!. En
I'estudi realitzat per Otto et al **, PapG al-lel II es va associar amb dones sanes de
totes les edats, en canvi PapG al-lel III va ser més comu en els homes, encara que
aquest estudi tenia una petita grandaria de la mostra per a I'home amb infeccid
urinaria. Durant la bacteriemia, PapG al-lel II ha demostrat que s'associa amb E. coli
urosepsis, i I'al-lel III s'associa a persones amb factors afavoridors de la infeccid, com
ara en persones amb immunosupressié o anormalitats del tracte urinari *!. A més,
PapG al-lel II ha estat identificat com la variant predominant en E. coli causant de

bacteriemia 1.

Figura 5. Model d’estructura i assemblatge de la fimbria P.”

Els quatre estats successius d’assemblatge es troben d’esquerra a dreta.
+, estructura que es pot unir al receptor

-, estructura incapag d’unir-se al receptor

A, PapA; C, PapC; E, PapE; F, PapF; G, PapG.

PapF és molt important per a l'inici de la polimeritzacid, ajudant a estabilitzar PapG i a
ancorar les seglients subunitats.

PapD es troba present en I'espai periplasmatic i forma un complex amb les subunitats
fimbrials, estabilitzant-les durant la translocacié des del periplasma fins a la
membrana externa. PapC ajuda en el transport de les subunitats fora de la cél-lula, i
en I'assemblatge de la fimbria. PapH finalitza la polimeritzacié de la fimbria i, ajuda a

ancorar-la.

Regulacio de I'expressio
L'expressié de la fimbria P es regula mitjancant una variaci6 de fase

influenciada per l'atzar i les condicions ambientals. E. coli pot expressar Unicament
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fimbries P, altres fimbries, o cap, en funci6 de les variacions ambientals. Amb poques
excepcions, l'expressié de les fimbries P es troba afavorida en condicions de
creixement a 37°C i en plaques d’agar, i s’inhibeix a 18 a 22°C i en brou. L'expressio
de la fimbria P depenent de la temperatura es regula a nivell transcripcional
mitjancant el determinant papB.

Les fimbries tipus 1 sén importants per a la infeccié inicial en les vies baixes del
tracte urinari, les fimbries P estan involucrades en la colonitzacié de la infeccidé urinaria

263144 A més, les fimbries tipus 1 i les fimbries P estan inversament

superior
regulades, aixi doncs la soca d’ E. coli expressa només un tipus de fimbria de foma
seqiiencial °. La regulacié dels gens sembla estar relacionada amb la patogénesi, la
qual permet una colonitzacié seqiiencial de diferents teixits del tracte urinari **. Per
tant , totes dues fimbries exerceixen un paper important en la supervivéncia i la
patogenesi de les soques UPEC, en primer lloc en la colonitzacié del tracte

gastrointestinal , i després en la invasid del tracte urinari 3132,

Epidemiologia
La preséncia de fimbria P és més comu en soques d' E. coli que pertanyen als
grups filogenétics B2 i D , i es troben entre les soques causant d’infeccio del tracte

urinari *.

La possessié de fimbries P és superior en soques d’E. coli productores de
pielonefritis (70%) respecte a les productores de bacteriGria assimptomatica (24%),
les productores de cistitis (36%) i les soques que formen part de la flora fecal (19%)
’. El percentatge de soques d’E. coli amb fimbries P productores de sépsia urinaria
(71%) és superior que aquelles productores de sépsia d’altres origens (28%). Aquests
resultats suggereixen que les fimbries P d’E. coli sén claus en la patogénia de les
infeccions urinaries de les vies altes, a més contribueixen a la colonitzacid i invasié de
les vies altes del tracte urinari degut a la preséncia de receptors per aguestes.

Entre la flora fecal de persones sanes existeix un diposit de soques d’ E. coli EXPEC,

les quals deriven dels grups filogénetics B2 i D, amb una elevada capacitat de

46 47

sobreviure i persistir en l'intesti huma *°, i pot estendre’s per causar la malaltia
Curiosament, s'ha suggerit que I'expressié de la fimbria P millora la colonitzacié en el
tracte gastrointestinal 3%324%, Wold et al. *® van analitzar la prevalenca de soques d' E.
coli amb fimbries P entre la flora intestinal comensal d’individus sans, i la majoria
presentaven fimbria P. Basant-se en aquests resultats, s'ha suggerit que la fimbria P
ha evolucionat en soques d' E. coli per promoure la seva persistéencia a l'intesti
adherint-se als receptors de les cél-lules epitelials intestinals 3%*8, També han trobat

que les fimbries tipus 1 s’uneixen a les cél-lules del colon, pero, la fimbria P només
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s'uneix a la substancia associada lliurement i no les cél-lules del colon *8, Les cél-lules
epitelials de l'intesti gros amb els receptors de Gal-Gal pot proporcionar un ninxol per
als bacteris que contenen adheréncies i per establir la colonitzacid a I'intesti “. La unié
de les soques d’E. coli amb els receptor Gal-Gal és forta, molt més que en les cél-lules
epitelials del colon, i aquesta unid persisteix tot i després d'una repeticié de rentats, el
gue indica que la fimbria P esta ben adaptada per a I'adheréncia al tracte urinari. El
predomini d'aquestes soques en el tracte gastrointestinal, i la preséncia de factors de
viruléncia associats a la infeccid urinaria, suggereix que les soques d' E. coli del colon,
gue son persistents en el tracte gastrointestinal, tenen mecanismes associats amb la
infeccié del tracte urinari que poden estar involucrats en la colonitzacié primerenca de

la uretra 30:32:4>:46

Associacié amb altres factors de viruléncia
Les soques d’E. coli amb fimbries P, poden presentar dues o tres copies de l'operd
pap, o bé copies parcials en soques d’E. coli, el determinant de la fimbria P amb

frequéncia es troba juntamanent amb el determinant de I’hemolisina.

1.2.3. Familia Dr #

La Familia d’adhesines Dr, inclou l'adhesina 075X (darrerament anomenada
Hemaglutinina Dr) i les adhesines no fimbriades AFAI i AFAIII. El receptor de totes
elles son diferents epitops de I'antigen Dr, i la diferéncia entre I'Hemaglutinina Dr i les
Adhesines no fimbriades és que les primeres son inhibides en preséncia de
cloranfenicol, per tant reconeixen un epitop de l'antigen Dr que té una estructura
similar al cloranfenicol®®.

Receptors

Les adhesines de la Familia Dr s’uneixen a l’antigen Dr present en el DAF
(decay-accelerating factor), una proteina de membrana que ajuda a regular la cascada
del complement i protegeix als eritrocits de la lisi mediada pel complement,
concretament en SCR3 (short consensus repeat 3) del DAF>,

El receptor Dr es troba en diferents teixits humans, incloent diferents parts del
tracte urinari. Aquests receptors faciliten I'ascens del tracte urinari perqué tingui lloc la
colonitzacié i, posteriorment, la infeccid. En el cas de I'’Hemaglutinina Dr els receptors
localitzats en el tracte urinari es troben en |’ interstici renal, capsula de Bowman,
membrana basal tubular, cél-lules de |'epiteli uretral transicional, i a les ceél-lules

epitelials exfoliades de |'orina.
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L'hemaglutinina Dr és I'Unic membre de la Familia Dr que s’uneix a un altre

receptor, el domini 7s del col-lagen tipus IV,

Genetica

Els gens que codifiquen les diferents adhesines de la familia Dr es troben
organitzats de forma similar; un operd format per a cinc gens com a minim, incloent el
gue codifica per a l'adhesina. Algunes soques tenen multiples copies d‘un gen Dr,
encara que una unica copia és el més comu.

Dels cinc gens que codifiquen I'Hemaglutinina Dr, quatre draA, draC, draD, i
draE >3 sén necessaris per a I'expressié del fenotip MRHA (adhesina manosa resistent).
El gen draA codifica per a un polipéptid de 5 kDa, la seva perdua fa que no s’expressi
ni tampoc pugui adherir-se al receptor, a diferencia del gen papA en les fimbries P,
que tot i perdre’l poden adherir-se. Els gens draA, draD, i draE estan relacionats amb
I'exportacié i assemblatge de la fimbria. L'organitzacié dels gens de les adhesines
afimbriades (AFA-I) és similar al clUster dra. Els productes dels gens afaB, afa/C i afaE
son necessaris per a |I'expressié del fenotip manosa-resistent, codifiquen la xaperona
periplasmatica, una proteina ancorada a la membrana externa i I'adhesina,

respectivament >*>° (Figura 6).

Figura 6. Organitzaci6é genética dels operons Afa/Dra: afal, afa7 i afa8, idra

Proteina xaperona

Reguladors transcripcionals . N . . .
9 P periplasmatica Proteina ancoradora Invasina__| _.Adhesina__

13 KDa 30 KDa 100 KDa 13,2 KDa 16 KDa

afal —| ? |—| afaA |—| afaB |—| afaC |—| afaD |—| ? |—| afaE-1
9,7 Kda 11,7 Kda 23,9KDa 92,9 KDa 13,2 KDa
afa3 —| afaF |—| afaA |—| afaB |—| afaC |—| afaD |—| ? |—| afaE-1 |
13,2 KDa 13,2 KDa 15,5 KDa
afaz —| ? |—| afaC |—| afaD |—| afaG |—| afaE-1
12,7 KDa 16 KDa
afa8
afaF afaA afaB afaC afaD ? afaE-1
5 Kda 32 KDa 90 KDa 13,2 KDa 6,2 KDa 15,6 KDa
dra —| ? |—| draA |—| draB |—| draC |—| draD |—| draP |—| draE

Epidemiologia

A diferencia de les fimbries P, I'Hemaglutinin Dr es troba associada en soques d’E. coli
productores de cistitis (entre el 26 i el 50%) respecte de pielonefritis (entre el 6 i el
26%), de bacteritria asimptomatica (6%) o respecte soques d’E. coli fecals (entre el

15 i el 18%). Si es comptabilitzen totes les adhesines de la familia Dr, aquests
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percentatges incrementen, fins un 78% en E. coli productors de cistitis, un 46% en
pielonefritis, i un 75% en soques fecals. La contribucid i el paper en la infeccié de cada
adhesina de la familia Dr es desconeix, encara que la variant AFA-I és poc freqlent en

soques d’E. coli aillades de pacients amb infeccié urinaria’.

1.2.4. Fimbria S i Fimbria F1C

La Familia d’adhesines fimbriades S es composa per:

-  Fimbria S (Sfa), amb els subtipus Sfal i Sfall, aillats en dues
soques d’E. coli productores d’infeccié urinaria i meningitis,
respectivament.

- Fimbria F1C (Foc)

- Fimbries S-F1C relacionades (Sfr)

- Fimbria AC/I (Fac)®’

Totes aquestes adhesines sén molt similars en quant a l‘organitzacié dels
determinants i la seqiéncia que codifica per les proteines, en canvi difereixen en el

receptor i en I'especificitat pels teixits.

Receptors

Les fimbries S s’uneixen als residus de a-acid sialic-(2-3)-p-D-galactosa situats
a la paret cel-lular de les cél-lules eucariotes®®. En el cas de les vies urinaries s'uneixen
a les cel-lules epitelials del tubul distal i proximal, conductes col-lectors i al glomérul.
En canvi les fimbries F1C s’uneixen a la galactosilceramida present en tots els teixits
del tracte urinari, excepte |’ uretra, i també s’uneix a globotriaosilceramida present en

el teixit renal®’.

Geneética
Els determinants genétics sfa i foc, que codifiquen per la fimbria S i la fimbria
F1C, respectivament, presenten similaritats en la composicio de la seqiéncia d’ADN i

presenten epitops comuns en les proteines fimbrials*®(Figura 7).

Figura 7. Organitzaci6 genética dels operons sfa i foc.

sfal, sfall | A | D | E ] F | c | s | H

foc | A | i | c ] D | F ] G | H
Subunitat Subunitats menors
major
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Epidemiologia

La fimbria S és un dels principals factors microbians en la patogenia de la
meningitis neonatal®. L’expressié de la fimbria S incrementa la unié d’E. coli a les
cel-lules microvasculars endotelials encefaliques, perdo aquesta unié no es relaciona
amb la invasid de les cél-lules encefaliques.
El paper de la fimbria F1C en la infeccié urinaria seria la de mantenir a E. coli adherit
als teixits de les vies urinaries perqué la infeccié pugui establir-se, també induiria la

produccié d'interleuquina-8, produint inflamacié en la mucosa®.

1.3. Toxines

L'ambient de la bufeta es troba limitat en nutrients, de manera que per tal de
sobreviure i créixer en el tracte urinari, els uropatdogens produeixen proteases i toxines
gue danyen els teixits de |I'hoste i aixi s’alliberen els nutrients, i també proporcionen

un ninxol per a la invasid i disseminacié bacteriana.

1.3.1. Hemolisina®

L'hemolisina es produida per un gran ventall de bacteris, en la majoria dels
casos, epidemioldgic i experimentalment relacionats amb la patogénia d’algunes
infeccions.
La proteina citolitica toxica secretada per les soques d’E. coli hemolitiques es coneix
com a alpha-hemolisina. Encara que també s’ha descrit la beta-hemolisina que es
troba unida a la cél-lula bacteriana® i, altres hemolisines secretades diferents de

I’alpha-hemolisina, la prevalenca en clinica d’aquestes es desconeix®’.

Mecanisme d’a-hemolisina

L'alpha-hemolisina lisa als eritrocits de moltes espécies diferents. Per fer-ho
requereix calci que permet la modificacié dels agregats d’hemolisina fent-la més
competent hemoliticament, tot i que en abséncia de calci també produeix hemolisi.

Les molécules d'hemolisina s’insereixen als components lipidics de Ila
membrana produint un canal selectiu de cations de 2 nm de diametre, que incrementa

la permeabilitat de les membranes dels eritrocits al Ca®*, K*

, manitol i sucrosa.

A part de lisar els eritrocits, I'hnemolisina es comporta com una toxina per a les
cel-lules hostes ja que contribueix a la inflamacié, al dany tissular, i la disrupci6 de les
funcions fagocitiques®*. Amb la lisi dels eritrocits també s’allibera ferro, que pot ser

utilitzat per el bacteri mitjancant el sistema dels siderdfors; per aquest motiu la
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produccié d’hemolisina sovint es troba regulada per la capacitat de captar ferro.
L'exposicido dels leucocits polimorfonucleats humans a I'hemolisina estimula la
quimioluminescencia, la degranulacid, i incrementa els nivell de leucotriens i d’ATP;
causant una marcada alteracié morfologica; i perjudica la quimiotaxis i la fagocitosis.
L'efecte citotoxic de les soques hemolitiques d’E. coli esta directament relacionat amb
la quantitat d’hemolisina produida. Els monocits i granulocits sén molt sensibles a la
citotoxicitat de I'hemolisina, mentre que els limfocits sdn relativament resistents®>:%®,
La produccié d’hemolisina es relaciona estretament amb la toxicitat als leucocits
polimorfonucleats humans. L’'hemolisina estimula I'alliberament de I'anié superoxid i el
peroxid d’hidrogen degut a un consum d’oxigen per part de les cél-lules renals
tubulars, i també a l'alliberament de I’'histamina dels mastocits i basofils.

L’hemolisina també desencadena una exfoliacid, exposant les capes més profundes de
I'uroepiteli permeten aixi la colonitzacié bacteriana i la promocié de la propagacio a

altres llocs de I'hoste després de I'expulsié de cél-lules en I'orina®®"~%,

Figura 8. Toxines associades a Escherichia coli uropatogena: a-hemolisina (HIlyA) i factor
citotoxic necrotitzant 1 (CNF1).
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A elevades concentracions, HIlyA s’insereix en la membrana de la cel-lula hoste i promou la seva lisi, mentre
gue a concentracions sublitiques HIyA pot modular una cascada de senyals afectant a la supervivéncia de la
cel-lula hoste i desencadenant una resposta inflamatoria. L’endocitosi de CNF1 té lloc mitjancant el receptor
precursor de laminina, o mitjangant la formacié d’un endosoma. Aquest ultim activa la Rho GTPases induint
la seva degradacié 3!

Estructura i genética

A diferéncia d'altres toxines , el gen hlyA s'expressa sense |'escissié de péptids
o lisi cel-lular’®. L'hemolisina és més activa durant la fase logaritmica de creixement,
pero l'activitat disminueix quan el bacteri arriba a la fase estacionaria, tot i que
continua la produccié cel-lular. Aquesta disminucié es deu principalment als efectes

toxics d’'una produccid excessiva per part d’ E. coli '°.

La produccié d'hemolisina
s'incrementa quan la concentracié de ferro és baixa, i disminueix a mesura que les

concentracions de ferro augmenten’!. La produccié d’hemolisina esta codificada per
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I'operd hly format per quatre gens (Figura 9). En soques d’E. coli aillades en humans,
I'operd hly es localitza en el cromosoma, i en soques d’E. coli d’origen animal la
localitzacié és plasmidica. Els determinants d’hemolisina localitzats al cromosoma o al
plasmidi presenten diferéncies en les sequéncies flanquejants, les seqliencies
reguladores i en la seqliencia que codifica per a la subunitat estructural de la proteina
(HIyA).

L'operd hly es transcriu a partir d'un promotor en I'extrem 5’ de hlyC, en el seglent
ordre hlyCABD. Diferents soques hemolitiques tenen diferents seqlieéncies reguladores
en aquesta regid, produint i secretant diferents quantitats d’hemolisina. Una produccid
excessiva d’hemolisina és letal per a les soques d’E. coli. La transcripcié de I'operd hly
sovint acaba prematurament donant lloc a transcrits de diferents tamanys a partir del

mateix promotor.

Figura 9. Estructura del determinant de I'alpha-hemolisina en E. coli

hlyR hlyC hlyA hlyB hlyD
[ I N | | | I
Hly C Hly A HlyB HlyD
(20 kDa) (110 kDa) (80 kDa)  (54.6 kDa)
Activacié d’'Hly  Proteina Secrecié Hemolisina
Hemolisina

La proteina HIyA té 110 KDa i és Unica entre les toxines d’E. coli. Es secretada
a través de les dues membranes sense lisi cel-lular i sense el tallament d’'un péptid
senyal. Per unir-se als eritrocits i tenir activitat hemolitica, HIyA s’ha d’activar abans
de la seva secreci6 amb la proteina intracel-lular HlyC. L’activacié d’HlyA per HlyC
necessita la preséncia de moltes seqliéncies repetides presents en |'extrem C-terminal
de I'HIyA.

Secrecio

El primer pas per a la secrecié de I'hemolisina és un procés energia dependent
on es troba involucrada la proteina HlyB, mentre que l'alliberament cap a la
membrana externa és un procés passiu i requereix de la proteina HlyD. En els mutants
hlyB, HlyA es queda en l'espai periplasmatic, i déona com a resultat un fenotip no
hemolitic, mentre que els mutants hl/yD acumulen I'hemolisina a linterior de Ia
cel-lula, donant lloc a petites zones clares en les plaques d’agar sang, encara que no

allibera I'hemolisina en els sobrenedant dels cultius.
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Regulacio i expressio
En algunes soques, la produccié d’hemolisina es suprimeix en condicions
d’elevada concentracié de ferro i s’incrementa en condicions de poca concentracié de

ferro.

Epidemiologia

L'hemolisina és present en soques d'E coli associades amb les infeccions
urinaries superiors com ara pielonefritis , i és més comu entre les soques invasives
que en soques aillades en pacients sans’. Aproximadament un 12% d'E coli d’origen

72, Les soques productores d’hemolisina sén més

fecal produeixen hemolisina
freqlients entre els hostes sense factors afavoridors de la infeccié, com ara dany renal
o I'embaras’.

El codi genetic en hly no és caracteristic d’E. coli, i el contingut en G-C (40%)
s'assembla més al de Proteus o Pasteurella spp.. Aquest fet, i la preséncia de
determinants d’hemolisina genéticament relacionats a la regié hly d’E. coli en alguns
Proteus, Pasteurella, i soques de Morganella, suggereix que els gens hly d'E. coli s’han
pogut originar en alguns d’aquests géneres. En canvi, en base al codi geneétic i
I'hnomologia en els aminoacids, també s’ha postulat que HlyB pot tenir un origen
mamifer en mdr, una glicoproteina de membrana de 140 k-Da trobada en cel-lules
tumorals humanes que confereixen multi resisténcia a drogues per l'activacié de
components de transport fora de la cél-lula, una funcié similar a I’'HlyB en la secrecié
de I'hemolisina. mdr és essencialment un repetici6 en tandem d’HlyB, incloent els
dominis de transmembrana conservats i un lloc d’'unié a I’ATP a prop de l'extrem C
terminal. En canvi, el gen dels mamifers podria tenir origen bacteria via un element

transposable d’origen viral.

Associacié amb altres factors de viruléncia

Les soques uropatdgenes hemolitiques amb freqliéncia també expressen fimbries P.
Les seqliéncies hly sovint es troben genéticament relacionades amb altres factors de
viruléncia, incloent les fimbries P i altres adhesines, excloent AFA, encara que els
diferents llinatges geneétics en algunes soques indiquen que no sempre porten el
mateix bloc de gens. La produccié d’hemolisina també es troba associada a la
resisténcia al sérum, perd no a la produccié d'aerobactina. La produccié d’hemolisina
és especialment comu entre soques amb certs antigens O, per exemple, 04, 06, 018 i
possiblement O75 i també amb certs antigens K, (K2, K5, K12 i K13). En canvi, és poc
comu en soques 01, 02, O7 i 09. La majoria de soques dels serotips 04:K12:H5,

06:K2:H1 i 06:K13:H1 produeixen hemolisina, en canvi les soques dels serotips
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01:K1:H", 02:K1:H4 i 02:K5:H4 la produeixen rarament o mai. Globalment, les
soques hemolitiques es troben serologicament més relacionades, fins i tot si es
comparen soques fecals i soques d’origen urinari, que les soques no hemolitiques. Aixo
suggereix que les soques hemolitiques fecals constitueixen una poblacié virulenta de

la flora fecal amb capacitat d’ascendir a través del tracte urinari.

1.3.2. Factor citotoxic necrotitzant

El factor citotoxic necrotitzant 1 és una toxina de 115kDa amb homologia a les
toxines de la Familia Dermonecrotiques. Es troba codificada per el gen cromosomic
monocistronic cnf, localitzat a I'extrem 3’ del gen d’hly. cnf codifica una toxina que
catalitza la desaminacid de les GTPases Rho, Rac i Cdc42, activant-les i donant com a
resultat la formacié de fibres d’actina, lamelipodis i filopodis per part de la cél-lula
hoste. Aquesta reorganitzacié del citoesquelet déna lloc a I'apotosi, i permet al bacteri
I'entrada a la paret muscular de la bufeta, fent que la infeccié sigui més severa i
prolongada %7374,
El factor citotoxic necrotitzant és una toxina produida per moltes soques

7578 La produccié de CNF es troba associada a la produccid

hemolitiques d’E. coli
d’hemolisina i als serogrups 02, 06 i O75, perd és poc comu en els altres serogrups i
en soques no hemolitiques. Un 30% de soques d’E. coli d’origen urinari produeixen

CNF, en canvi les soques d’E. coli d’origen fecal en produeixen rarament ">7777°,
1.4. Capsula polisacarida

Les capsules sén unes estructures polisacarides que cobreixen al bacteri,
protegint-los dels mecanismes de defensa no especifics dels hostes, basicament de
I'accié del complement i dels fagocits®®. D’aquesta forma, sovint, un bacteri capsulat
és més virulent que un no capsulat. Els anticossos K-especifics, formats als ultims
estadis de la infeccid, tenen la capacitat de superar |'accié protectora de les capsules,
pero algunes capsules no son reconegudes pels hostes, i com a resultat I’hoste és

vulnerable al patogen.

Caracteristiques quimiques de I’antigen capsular

Els antigens capsulars sén acids polisacarids amb una estructura regular,
formada per unitats repetides d’oligosacarids. Algunes soques expressen la capsula a
qualsevol temperatura de creixement (grup I), mentre que d’altres només |I’'expressen

quan la temperatura és superior a 25°C (grup II) (Taula 7).

29



Les soques amb capsules del Grup I (Taula 7) estan relacionades amb els
serogrups 08, 09 i 020. Les seves capsules es troben relacionades genéticament amb
el locus his, i en algunes soques també amb el /ocus trp. L'acid polisacarid capsular del
Grup I normalment esta format per llargues unitats repetides, de quatre a sis
polisacarids, essent els components acidics més comuns |‘acid hexuronic i el piruvat.
Aquest grup es pot subdividir en funcié de la composicié dels sucres: les capsules del
Grup Ia, no contenen amino sucres, mentre que les del Grup Ib, contenen un o dos
amino sucres per unitat repetitiva. Els polisacarids del grup Ia s’assemblen als
polisacarids de les capsules de Klebsiella.

Les soques amb capsules del Grup II, les quals no s’expressen per sota de
259°C, estan relacionades amb molts serogrups i la co-expressié amb el lipopolisacarid
no esta regulada. Aquestes capsules del Grup II d’E. coli estan cromosOmicament
determinades per el cluster kps, que es troba molt relacionat amb serA. Els
polisacarids son petits, normalment de dos o tres sucres, i de la mateixa manera que
en el Grup I, es repeteixen les unitats. A diferéncia de les capsules del Grup I, les del
Grup II tenen un gran ventall de components acidics, com per exemple, acid
hexuronic, acid N-acetilneuraminic, acid 3-deoxi-manno-D-octulosonic (KDO), acid
manosaminuronic o fosfat. Algunes capsules polisacarides del Grup II sén similars a
les de Neisseria meningitidis i Haemophilus influenzae, tant estructuralment com en
les seves caracteristiques generals. En les soques d’E. coli amb capsules del Grup II hi

ha un increment de l'activitat CKS (cytidine 5-monophosphate-KDO synthetase).

Taula 7. Classificacio de les capsules polisacarides d’Escherichia coli

Component acidic Acid glucordnic Acid glucoronic
Acid galacturonic NeuNAc
Piruvat KDO
ManNACcA
Fosfat
Expressid per sota de 20°C Si No
Co-expressié amb antigens O 08, 09, 020 Molts antigens O
Residu lipids a I'extrem reductor Core-lipid A Acid fosfatidic
Relacionat cromosomicament rfb (his), rfc (trp) kpsA (ser)
Increment de l'activitat CMP-KDO  No Si
sintetasa
Relacions intergenériques Klebsiella (Ia) H. influenzae,

N. meningitidis

CMP, 5’-monofosfat citidina; KDO, acid 3’-deoxi-manno-D-octulosonic; NeuNAc, acid N-acetilneuraminic; ManNAcA, acid manosaminuronic.

Algunes soques d’E. coli tenen capsules polisacarides quimicament semblants a les
capsules del Grup II, perd que genéticament es troben a un lloc proxim a serA, la seva

regulacié no és temperatura depenent, i I'activitat CKS (cytidine 5-monophosphate-
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KDO synthetase) d’aquestes soques no és gaire elevada. Aquestes capsules (K3, K10,
K11, K54, K96, K98) estan relacionades amb el grup II, i es classifiqguen com a una

subclasse del Grup II.

1.4.1. Polisacarids del grup II

Les soques d’E. coli amb capsules del Grup II, sén portadores d’antigens K
detallats a la Taula 6. Alguns d’aquests polisacarids del grup II presenten un especial
interés per la seva relaci6 amb diverses infeccions. El polisacarid K1 és un
homopolimer d’acid sialic (NeuNAc), de 2 a 8 unitats i aleatoriament acetilat a la
posicido C-7 i C-9. La seva estructura és idéntica a la capsula polisacarida de Neisseria
meningitidis grup B i relacionat amb els trisialongagliosids humans que contenen una
capa de NeuNAc-(2-8)NeuNAc.

Taula 6. Antigens capsulars del Grup II d’Escherichia coli

K1 K4 K7 (K57) K14 K18 K22 K51 K74 K95
K2a K5 K12 K15 K19 K23 K52 K92 K97
K2b K6 K13 K16 K20 K24 K53 K93 K100

Mecanisme de viruléncia

e Activitat antifagocitica i anticomplementari.
Amb algunes excepcions, les soques capsulades o K1* sén menys fagocitades per les
hPMNLs (leucocits polimorfonucleats humans) que les soques no capsulades o K1, El
grau de disminucié en la fagocitosi és proporcional a la quantitat de polisacarid. La
fagocitosi de les soques K1 incrementa després de |'exposiciéo a anticossos anti-K1 o
després del trencament de la capsula mitjancant ebullicié. Les carregues negatives i la
hidroficitat de les capsules polisacarides K1 sén intrinsecament antifagocitiques. A
més, la capsula polisacarida bloqueja I'opsonitzacié mitjangant l'interferencia amb el
complement. Els eritrocits coberts amb capsules polisacarides sén menys cisats pel
complement, fins i tot en preséncia d’anticossos anticapsulars. Les soques K1 activen
pobrament la via alternativa del complement. Els efectes anticomplementaris de les
capsules polisacarides podrien ser deguts en part a l'‘accié6 de l'acid sialic de la
superficie bacteriana, que incrementa la unié a inhibidors de B1H de C3,. D'aquesta
manera és preveu la formacié de convertasa C3 i es bloquejaria l'activacio de la

cascada del complement.
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La interacci6 de la superficie cel-lular amb el sistema del complement és un
mecanisme important, el qual és evadit pels bacteris (Figura 10). El resultat d’aquesta
interaccié perjudica la bacteriolisi i/o fagocitosi, processos que tenen efecte en el
complex d’atac terminal de la membrana (MAC) i el component C3b del complement,
respectivament. Normalment, el sistema del complement s’activa per interacci6 amb
els anticossos dels components de la superficie bacteriana (via classica) o per
I'activacid de la via alternativa.

La via classica del complement i 'alternativa es troben sotmeses a control i regulacid.
Hi ha moltes interferencies amb les proteines reguladores per part de la capsula
polisacarida que inhibeixen I'accié del complement. El component C3 del complement

és un factor que la via classica i alternativa tenen en comu.

Figura 10. Funcions de la capsula polisacarida d’Escherichia coli uropatogena.
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Durant la infeccid, la capsula polisacarida protegeix al patogen dels mecanismes de resposta innata i

adaptativa, incloent I'opsonitzacio, fagocitosi i lisi mediada pel complement. L’encapsulament també juga un

paper important en recollir péptids antimicrobians per a neutralitzar la seva accid. Escherichia coli

uropatogena generalment presenta un capsula polisacarida i els antigens més freqlents sén K1, K5, K30 i
K92

e Resisténcia al sérum
L'activitat anticomplementaria de la capsula polisacarida probablement també
contribueix a l'increment de la supervivéncia de les soques en el serum. El grau de
resisténcia al sérum de les soques K* és proporcional a la quantitat present de

material capsular i també depén del tipus de capsula polisacarida.

Genética
El gen kps responsable de la sintesi i de I'expressié d’aquests polisacarids ha

estat molt estudiat en les soques d’E. coli K1 i K5. Aquest gen és troba en la posicié
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64 minuts, a prop del locus serA del cromosoma d’E. coli, i esta organitzat en tres
regions:

= Regié 2, la regié central, determina la polimeritzacié dels respectius
polisacarids K. Entre soques es diferencia pels diferents tipus de capsules, i el seu
tamany depén de l'estructura i el tamany de les unitats repetitives de polisacarids.
Aquest regid és especifica pels diferents tipus de capsules del grup II.

» Regid 1 i 3; la regié 2 es troba flanquejada per les regions 1 i 3, les quals
contenen els gens que dirigeixen la translocacié dels polisacarids a través de la
membrana citoplasmatica i el seu transport a través del periplasma i la membrana
externa fins arribar a la superficie cel-lular. Les regions de transport 1 i 3
funcionalment sén les mateixes entre soques d’E. coli amb diferents capsules

polisacarides.

Figura 11. Diagrama comparant I’'organitzacié general del cluster del gens que codifiquen per a la capsula polisacarida d’E. coli K5, H. i iN

Regi6 1 Regié 2 Regi6 3
E. coli | Exportacié de la capsula l | Biosintesi de la capsula | | Exportacié de la capsula |
(] (] o] [ e ] e
«—
H. influenzae | Exportacié de la capsula | | Biosintesi de la capsula | | Exportacié de la capsula |
[ ord] (e ] [ [ —
}kpsT) (kpsM)
N. meningitidis | Exportacié de la capsula I |B'\osintesi de la capsula | I Biosintesi LOS | | Exportaci¢ de la capsula |
23| 3 | e  —,
LkpsT) (kpsM) (kpsC) (kps'S)

Els gens de H. influenzae i N. meningitidis homolegs al gen kps d’E. coli es mostren entre paréntesi.

Tot i la similaritat de les capsules polisacarides d’E. coli K1 i N. meningitidis del grup
B, no hi ha homologia entre els gens que codifiquen la sintesi capsular en aquests
microorganismes (Figura 11).

L'expressio de la capsula polisacarida del grup II no esta regulada per el sistema rcs,
sind que esta sota el control dels gens rfaH, el producte dels quals (RfaH) afecta a la

sintesi del nucli lipopolisacarid.

Expressio

Els polisacarids s’expressen en la superficie bacteriana en tres estats:
translocacié a través de la membrana interna o citoplasmatica, transport a través del
periplasma, i creuament de la membrana externa.

La translocacio polisacarida a través de la membrana citoplasmatica depén del

mecanisme de polimeritzacié: d’'una banda per |'assemblatge dels polisacarids
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mitjancant la unié a un lipid intermediari, o bé per elongacidé continua dels polisacarids
sense la formacié d’un lipid intermediari. Els oligosacarids units a lipids, formats al
costat intern de la membrana citoplasmatica, probablement creuen la membrana
mitjancant un mecanisme de flip-flop i s’'uneixen a la cara externa de membrana
externa, sense necessitat de la translocacié dels polisacarids. Per a la completa
polimeritzacié dels polisacarids al costat citoplasmatic de la membrana, és necessaria
I'ajuda de proteines translocadores.

L'expressié de la capsula polisacarida K1 i K5 del Grup II és regulada per la
temperatura, essent possible la formacié de novo de la capsula per canvis de les
condicions. La sobtada aparicié de les capsules K1, K5 i K12 és pot observar als 25-30
minuts d’un canvi de temperatura. La capsula polisacarida novament formada apareix

en la superficie cel-lular en llocs diferents, indicant la preséncia de llocs especifics.

Epidemiologia

e Capsula polisacarida en general
Una gran proporcié de soques d’E. coli humanes fecals sén capsulades, i poden ser
tipades utilitzant anticossos anti-antigens K. Alguns tipus de capsules, incloent K1, K2,
K3, K5, K12, K13, K20 i K51 es troben sobrerepresentades entre les soques aillades
en pacients amb cistitis i especialment amb pielonefritis en comparacié amb les
soques aillades en la femta de persones sanes. Els antigens capsulars K1 i K5 es
troben en el 62% de les soques aillades en dones amb pielonefritis, i els antigens
capsular K1, K2, K3, K12 i K13 en el 70% de les soques aillades en noies joves amb
pielonefritis. L'associacidé de certs tipus de capsules amb la infeccié urinaria és
influenciada per l'antigen O, aixi per exemple mentre que les soques 018:K1 son
infreqlients en la infecci6 urinaria, les soques 018:K5 i O1:K1 sén comuns.

e Capsula K1.
La capsula K1 és la capsula més trobada entre soques aillades en l'orina i en la femta.
La prevalenca de soques K1 fecals s‘incrementa amb l'edat, des d'un 22% en infants
prematurs fins a un 45% en dones adultes. La associacié més coneguda de la capsula
és amb la meningitis, on el 79% dels E. coli aillats posseeixen |'antigen K1. Moltes
soques aillades en bacteriemies neonatals expressen la capsula K1; en canvi, en altres
bacteriemies, les soques K1 només representen un 23%, la mateixa proporcié que en
les soques fecals (23%).
Les soques K1 sén més comuns en pacients amb pielonefritis que en pacients amb
altres tipus d’infeccié urinaria o que en la flora fecal. En canvi, no hi ha diferéncies
entre les soques aillades en pacients amb bacteridria asimptomatica, cistitis i fecals.

Entre les soques K1, les aillades en pacients amb infeccions urinaries severes
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produeixen més quantitat de substancia capsular que les aillades en pacients amb
infeccions lleus. Tot aix0 fa pensar que la capsula polisacarida K1 contribueix al
desenvolupament de meningitis, bacteriemia neonatal i pielonefritis perd, no és
particularment important en la patogénia de bacteriemia després del I'etapa neonatal

o cistitis i bacteriuria asimptomatica.

Associaciéo amb altres factors de viruléncia.

La capsula K1 es troba associada als serogrups: 01, 02, 07, 016 i 018. La
meitat de les soques aillades en infeccions humanes sén dels serogrups: 01, O7 i O18.
En canvi, és poc comu trobar la capsula K1 en soques dels serogrups 04, 06 i O75. La
guantitat de polisacarid K1 produit és similar entre soques que pertanyen a un mateix
grup clonal.

La capsula K5 es troba associada als serogrups: 02, 06, 018 i 075, i la capsula K12 a
04.

La capsula K1 es troba associada a soques amb adhesines manosa resistent,
especialment a soques dels serogrups O1 i 02, perdo no O18. En els pacients amb
pielonefritis, aquesta associacio s’explica per 'associacié de K1 i fimbries P. Existeix
una associacioé entre la produccié d’hemolisina i I'antigen K5, perd no en amb el K1.
Les soques K12 presenten una adheréncia incrementada a les cél-lules uroepitelials,

pero aixd s’atribueix a altres factors de viruléncia.

1.5. Resistencia al serum

Els bacteris son eliminats a través de [lactivitat litica del sistema del
complement. La via alternativa és activada per el bacteri en abséncia d’antigen
especific i juga un paper molt important en la capacitat del serum per eliminar els
bacteris. El lipid A pot activar la via classica en abséncia d’anticossos, pero la seva
localitzacié dins de la membrana externa probablement fa que sigui inaccessible als
components del complement quan el bacteri esta intacte. Els dos bracos de la cascada
del complement convergeixen en la formacié del complex Cso que ataca a la
membrana (MAC), formant un curt cilindre foradat de 22nm de diametre. El MAC
s’insereix en la membrana externa, formant un porus a través del qual la lisozima té
accés a la paret permeten que els MAC s’insereixi a la membrana interna, i tingui lloc

la lisi de la cél-lula.

La sensibilitat dels bacteris al serum es mesura mitjangant el recreixement dels
bacteris després de la seva inoculacié en dilucions seriades de sérum. Molts factors

influencien en els resultats, incloent la fase de creixement dels bacteris a I'hora
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exposar-los al serum i, la dilucié de serum utilitzada (dilucions més grans de 1/16 so6n
insuficients per activar al complement). La resisténcia al sérum resulta d’'un efecte
individual o combinat de la capsula polisacarida, de les cadenes laterals del polisacarid

O, i de les proteines de superficie.

1.5.1. Resisténcia associada a la preséncia de polisacarid O

En general, les soques llises s6n més resistents al serum que les rugoses, i el
grau de resisténcia al sérum és proporcional a la quantitat de lipopolisacarids
continguts en aquestes soques llises. El lipopolisacarid O és un component tipic de les
soques llises lipopolisacarides. Les soques resistents al serum amb molt polisacarid O
sembla que activen i consumeixen el complement. Aix0 suggereix que les cadenes
laterals de l'antigen O protegeixen contra la lisi del complement, no bloquejant
|'activacié del complement siné activant-lo en un lloc llunya on es troba el lloc d’unié a

la membrana.

1.5.2. Resisténcia associada a plasmidis.

Alguns plasmidis confereixen lleugerament un increment en la resisténcia al
serum, especialment quan les soques hostes son parcialment resistents al sérum. Els
plasmidis incompatibles del grup F (ex. plasmidi ColV (F1) i plasmidis resistents R100 i
R6-5 (FII) han estat els més estudiats, encara que plasmidis d’altres grups
d’incompatibilitat (N, O, S, T i U) també confereixen un increment en la resisténcia al
serum.

ColV.i iss

tra7. La proteina de membrana TraT és una lipoproteina de la membrana
externa de 25 kDa que media l'exclusié superficial entre soques portadores de
plasmidis F-like com R6-5, R100 i alguns plasmidis ColV. TraT és el component més
gran de la membrana externa i confereix un grau moderat de resisténcia al sérum per
interferéncia amb el complement, possiblement per inactivacié del MAC. El gen clonat
traT incrementa la resisténcia al sérum de soques no capsulades quan es troba
present amb un numero petit de copies, mentre que en soques capsulades, calen
moltes copies de traT per tenir efectes sobre la resisténcia al serum. traT sempre es
troba en un plasmidi IncF. Encara que traT és més comU en soques extraintestinals
(58%) que en soques fecals (38%), no esta clara la seva associacido amb la resisténcia

al serum, excepte possiblement en les soques causants d’infeccio urinaria.
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Epidemiologia

En conjunt, les soques aillades en pacients amb pielonefritis i cistitis son més
resistents al seérum que les soques aillades en pacients amb bacteriliria asimptomatica
o els aillaments fecals. Les soques productores de pielonefritis i de cistitis sén molt
similars respecte a la prevalenca de la resisténcia al serum. Aix0 suggereix que la
resistencia al sérum és important en la patogénia de la infeccid simptomatica del

tracte urinari.

Associacié amb altres factors de viruléncia

La resisténcia al serum es troba associada als serogrups 06, 07, 018 i 050, i
és poc comu entre els serogrups 01, 02, 04, 09, 016 i O75. L'origen clinic de les
soques influeix en l'associacié entre els antigens O i la resisténcia al serum, aixi les
soques aillades en pacients amb pielonefritis presenten nivells més alts de resisténcia

al sérum, que les soques aillades en pacients amb bacteriGries asimptomatiques.

1.6. Adquisicio del ferro

El ferro és necessari per al metabolisme normal del bacteri’®. El ferro lliure en
els hostes humans és limitat i no gaire accessible pel bacteri. El ferro en el cos
normalment es troba com a hemoglobina o heme®. E. coli utilitza el ferro per a
transportar i emmagatzemar l'oxigen, per la sintesi d’ADN, el transport d’electrons i el
metabolisme de peroxids. El ferro en les cél-lules hostes és captat amb elevada
especificitat per proteines especifiques com la transferrina i la lactoferrina, fent dificil
I'adquisicié de ferro per part dels bacteris. Pero els bacteris que viuen en la superficie
de les mucoses o dins de les cél-lules de I'hoste tenen mecanismes especialitzats per a
captar aquest ferro. En el cas d’E. coli, adquireix el ferro de I’'hoste mitjangant la
secrecid de molécules (siderofors) que uneixen el ferro amb més afinitat que les
proteines especifiques de I’hoste. La unid ferro - siderofor és transportat pels bacteris

mitjancant un sistema especific i després és utilitzat.

1.6.1. Aerobactina

L'aerobactina és una molécula petita (pes molecular 616 pb) formada en
I'interior del bacteri a partir de la condensacié de dues molécules de lisina amb un
citrat. Després de la seva secrecid, |'aerobactina extreu el Fe3* de les proteines de
I'hoste captadores de ferro, i l'interioritzen mitjancant una proteina receptora de la
membrana externa de 74 KDa, que també actua com a receptora de la cloacina (una

toxina produida per algunes soques d’Enterobacter cloacae). Les soques d’E. coli
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dotades del sistema d’aerobactina tenen una gran avantatge, en ambients on la
concentracié de ferro és baixa, com és el cas del sérum i l'orina. El sistema
aerobactina té moltes més avantatges que altres siderofors. E. coli pot utilitzar, pero
no pot sintetitzar ferricroma i no pot transportar suficient citrat per poder créixer en

baixes concentracions de ferro en absencia d’altres siderofors.

Geneética

En la majoria de soques d’E. coli, el sistema d’aerobactina és codificat per un
operé amb 5 gens (Figura 12); els quatre primers (iucA, iucB, iucC i iucD) codifiquen
els enzims necessaris per a la sintesi d’aerobactina i el cinque (jutA) codifica per la
proteina receptora de la membrana externa.
Els passos successius en la biosintesi de |'aerobactina es troben catalitzats pels gens
iuc en la seglient seqliencia DBAC, i impliquen:

- I'nidoxilacioé de la lisina

- l'acetilacié del grup hidroxil per donar lloc a I'acid hidroxamic

- la condensacid6 de dues molécules successives d’‘acid hidroxamic amb el

citrat per donar lloc a I'aerobactina

Figura 12. Seqiiéncia del determinant d’aerobactina d’Escherichia coli

| iucA | iucB | iucC | iucD | iutA
63 K 33K S 53K 74K
Sintesi d’aerobactina Proteina membrana
externa
Regulacioé

La producci6 d‘aerobactina esta regulada per la concentraci6 de ferro
intracel-lular mitjancant el producte del gen fur (ferric uptake regulation). Quan la
concentracié de ferro és suficientment elevada, el repressor fur forma un complex
amb el ferro (o altres cations divalents) i s’'uneix a la caixa de ferro en la regid
promotora de l'‘oper6 de l'aerobactina (i en altres gens que regulen el ferro),
bloquejant la transcripcid. En baixes concentracions de ferro, el repressor fur és

alliberat de la regié promotora i té lloc la transcripcié.

Aerobactina plasmidica i cromosomica
Els determinants de I'aerobactina es troben en els plasmidis i en el cromosoma
bacteria. La localitzacié cromosomica és la predominant entre les soques aillades de

mostres cliniques humanes.
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El sistema aerobactina més ben estudiat en E. coli és el del plasmidi conjugatiu
pColV-K30. En pColV-K30 la regi6 d’aerobactina es troba flanquejada per una
seqgliéncia d’inserci6 semblant a IS1, que es troba unida per una seqliéncia de
replicacid. Altres plasmidis que codifiquen pel sistema aerobactina comparteixen molta
homologia amb pColV-K30 dins de |'operd d’aerobactina i tenen unes seqliéncies
similars que flanquejen la regié 3’ (sovint incloent IS1 i una seqiiéncia de replicacid),
en canvi hi ha molta heterogeneitat en les seqliencies que flanquejen la regié 5’. En
les soques amb un sistema d‘aerobactina cromosomic, la regié que codifica
|'aerobactina és idéntica a la trobada en els plasmidis. En canvi, les seqliéncies
flanquejants divergeixen molt de les trobades en plasmidis, i les seqiéncies IS1 i de
replicacié sén absents. Concordant amb les diferents seqiéncies flanquejants en 3/,
les regions d‘aerobactina plasmidiques i cromosomiques es regulen de manera

diferent, tot i que utilitzen el repressor fur.

Epidemiologia

El sistema aerobactina es troba amb més freqliéncia en soques d’'E. coli
productores de cistitis (49%), pielonefritis (73%) o sépsia (58%) que en soques
productores de bacteritria assimptomatica (38%) o en soques fecals (41%). Segons

aquests resultats I'aerobactina contribuiria a la viruléncia dins i fora del tracte urinari.

Associacio amb altres factors de viruléncia

El sistema d’aerobactina i les fimbries P es troben freqientment associats a
soques d’E. coli productores de ITU i de sépsia, encara que en les soques d’E. coli
aillades de pacients amb urosépsia aquesta associacido es troba amb |'aerobactina
codificada cromosomicament.
De forma similar, hi ha associacié entre |'aerobactina cromosomica i I’hemolisina en
soques d’E. coli aillades d’urosépsia, per0 aquesta associacidé entre |’aerobactina i
I'hnemolisina es perd quan les soques amb aerobactina plasmidica i cromosomica
s’agrupen juntes. Aix0 suggereix que l|'aerobactina plasmidica i la cromosomica no
només difereixen en el seu entorn genetic, sind6 també en l'associaci6 amb altres
factors de viruléncia. Altres propietats urovirulentes trobades amb més freqliéncia en
soques productores d’aerobactina inclouen l'antigen capsular K, la resisténcia a

fagocitosi i la supervivencia al sérum.

1.6.2. Yersinbactina
L'illa de patogenicitat de Yersinia (HPI, high -pathogenicity island) codifica per

un sistema de captacié de ferro mediada pel siderdfor yersinbactina (YBT) i confereix
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la virulencia a l'espécie Yersinia. Aquesta illa de patogenicitat es troba també
ampliament distribuida en patdogens humans de la familia Enterobacteriaceae, sobretot

en les soques d’E. coli que produeixen infeccions extraintestinals (ExPEC)%%’,

Genetica

En Yersinia pestis l'illa de patogenicitat es coneguda com el locus pgm, compren
aproximadament 102 kb i inclou els seglients gens relacionats amb la captacio i
emmagatzematge de ferro:

() locus d’'emmagatzematge d’hemin (hms)

(i) els gens jrpl i irp2 que codifiquen per les proteines d’elevat pes
molecular repressores de ferro, relacionades amb la producciéo de
yersinbactina

(iii) els gens fyuA o psn (per la captacid de ferro per part de la yersinbactina
o la sensibilitat a pesticin) que codifiquen pel receptor yersinbactina
FyuA que també serveix com a receptor de pesticin.

Les 102 kb de HPI de Y. pestis es troben flanquejades per copies simples de |I’'element
d’insercié 1S100.
En canvi en Y. enterocolitica, en la majoria de soques de Y. pseudotuberculosi, i en les

soques d’E. coli, HPI només inclou els gens irp1-irp2 i fyuA.

1.7. Invasor de I'endoteli

La meningitis causada per E. coli és el resultat de la seva propagacié en sang,
de la invasi6 de les cél-lules microvasculars endotelials encefaliques, de Ila
reorganitzacié de l'actina del citoesquelet d’aquestes cél-lules encefaliques, i de les
corresponents senyals, perd no es coneix com circula el bacteri a través de la barrera
hematoencefalica, formada per cél-lules encefaligues microvasculars endotelials
(BMEC).

L'invasid per E. coli va precedida per |'adheréncia a les BMEC, com a pas critic
en la patogenia d’E. coli causant de meningitis. La fimbria S és un dels factors
microbians implicats en la patogénia de la meningitis neonatal. L'expressié de la
fimbria S incrementa la unié d’E. coli a les cél-lules encefaliques, perd aquesta unioé no

esta relacionada amb la invasio de les cél-lules encefaliques *°.

En la invasié d’E. coli a les BMEC intervenen diferents estructures &:
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- Capsula K1. La majoria de casos de meningitis per E. coli son causats per
aquells bacteris que presenten capsules K1. La capsula K1 no és necessaria
per a la invasio de les cél-lules encefaliques, perd és un factor de viruléncia
important que permet al bacteri protegir-se en front de les defenses de
I'hoste, i d’aquesta manera ser capag de creuar la barrera hematoencefalica
i donar viabilitat al bacteri un cop a envait les cél-lules encefaliques. A més,
la capsula K1 també contribueix a alts nivells de bacteriémia .

- OmpA és una proteina de la membrana externa d’E. coli, que incrementa la
invasié a les BMEC mitjancant la seva unié amb |'epitop GIcNAc1-4GIcNAc,
present en els oligosacarids de les glicoproteines superficials de BMEC. Tot i
aixi, OmpA és present tant en les soques d’E. coli de mostres cliniques com
de mostres no cliniques, per tant no és una estructura especifica d’E. coli
causant de meningitis °°.

- IbeA, una proteina transmembranal, ajuda a la interaccié entre el bacteri
invasiu i les cél-lules endotelials encefaliques, s’ha aillat en la soca d’E. coli
RS218 causant de meningitis neonatal, i es troba relacionada amb soques
d’E. coli aillades en liquid cefaloraquidi, i no es troba present en E. coli K-12
i altres soques d’E. coli no invasives. Per tant, podria ser una estructura

especifica en E. coli causant de meningitis °'7*2.

Els gens ibeB %3, yijP°*, aslA i OmpA tenen homologies amb els gens presents en E.

coli K-12, soca no patogena, mentre que ibeA és Unic en E. coli K1, causant de

meningitis.

1.8. Illes de patogenicitat

Com s’ha vist fins ara, en molts bacteris, la patogenicitat és deguda a la
preséncia de gens que codifiquen factors de viruléncia (adhesines, toxines, sistemes
de secrecid, invasines...). Aquests gens sovint es troben en transposons, plasmidis o
bacteridfags i faciliten la seva difusié. A finals dels anys 80, Hacker et al.®>°® descriu
un nou element genétic, anomenat illes de patogenicitat (PAI). Les PAIs son elements
genéetics mobils que juguen un paper important en la viruléncia dels bacteris patogens.
Sén blocs d’ADN que contenen, entre d’altres, gens de viruléncia en llargues regions
cromosomiques que no son presents en el cromosoma de les soques no patogenes,
com E. coli K-12. Després de la primera descripcié de les PAIs en el genoma d’E. coli

uropatogen, s’han identificat estructures similars en altres enterobacteris.
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Les PAIs>* es defineixen com:

- llargues regions genomiques d’una longitud de 20 a > 200 kb,

- codifiguen un o més factors de viruléncia,

- molts d’ells amb un contingut de GC o un patré de codi genétic atipic per a
|'espécie bacteriana hoste, el que fa pensar que tenen un origen exogen

- sovint es troben flanquejades per repeticions directes (DR),

- freqientment inserides en I'extrem 3’ dels /oci de tARN,

- sovint porten gens funcionals o criptics que codifiquen factors de mobilitat,
com integrases, transposases o seqliéncies d’insercio,

- fent d'aquesta manera que siguin regions d’ADN inestables.

El mecanisme de mobilitat de les PAls es forca desconegut, es postula que es
comporten com a transposons conjugatius, el que permet una major difusié dels gens
de viruléncia que contenen, en condicions de pressié selectiva.

Les PAIs generalment no representen peces homogénies d’ADN, siné que
representen estructures en forma de mosaic, suggerint que han estat generades en un
procés sequencial. Aquestes peces genetiques amb el temps experimentarien
mutacions que homogeneitzarien el seu codi genetic amb el del bacteri (incrementant
I'eficacia en la seva traduccio), perdrien fragments no favorables i es confondrien amb
el genoma propi del bacteri en un procés anomenat de maduracié genética.

Les soques patogenes sovint contenen diferents PAIs de diferents tamanys
inserides en el genoma. S’han descrit nou PAIs; PAI I fins V en la soca d’E. coli 536,
PAI Ii Il en E. coli CFT073, i finalment PAI I i IT en E. coli 196, que es detallen en la
Taula 8.

Taula 8. Illes de patogenicitat en E. coli uropatogena

536 PAI I a-hemolisina, fimbria, adhesina 46 76,8 selC
PAI II adhesina Hek, fimbria P-relacionada, a-hly, 46 102,2 leuX
PAI III fimbria S, sistema siderofor iro, adhesina 47 68,1 thriv
Sap
PAI IV sistema siderofor Yersinbactina 57 30,2 asnT
PAI V capsula polisacarida 47,7 67 pheV
CFT 073 PAI I a-hemolisina, fimbria-P, aerobactina 42,9 58 pheV
PAI 11 fimbria P, gens reguladors de ferro 48,8 >72 pheU
Jo96 PAI I a-hemolisina, pilus P 41 >170 pheV
PAI II a-hemolisina, Prs, cnfl, hemaglutinina 41 >110 pheU

calor-resistent
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1.8.1. PAI Icrro73

La soca uropatogena d’E. coli CFT073 aillada en l'orina i sang d’'una dona amb
pielonefritis, conté dues PAIs, una de les quals, anomenada PAI Icrro73 S'estudia en
aquest treball 7.

La PAI Icro73 conté I'operd hly que codifica per a I'alpha-hemolisina, I'operd pap
que codifica per la fimbria P, i gens relacionats amb el sistema de transport de ferro i
transport de carbohidrats. Aquesta PAI té un tamany de 58 kb, un contingut GC de
42.9%, i compren 44 ORF (open reading frames) i fragments d’E. coli K-12 enmig de

la PAI

1.9. Derives poblacionals d’ E. coli

Escherichia coli inclou variants no patogenes, és a dir, soques amb poca
capacitat de produir malalties, i variants patogenes, soques amb capacitat de produir
malalties entériques i infeccions extraintestinals en humans i animals. Per conéixer
I'origen evolutiu de les variants patogeniques s’han caracteritzat molecular i

t98

fisiologicamen . La generaci6 de la diversitat dins d’E. coli i I'emergéncia de variants

és el resultat de dos processos evolutius: la mutacio i la transferencia horitzontal.

Les soques d’'E. coli patdogenes extraintestinals responsables de moltes
infeccions en hostes sense cap factor de risc sén diferents de les soques d’E. coli
comensals i de les soques d’E. coli patdogenes intestinals. E. coli comensal deriva dels
grups filogenétics A o B1, i no posseeix factors de viruléncia. En canvi, els diferents
tipus d’E. coli patogeénic intestinals, que rarament causen malalties extraintestinals,
deriven dels grups A, B1, D o E, i presenten factors de viruléncia caracteristics. A
diferéncia de les soques comensals i patogéniques intestinals, EXPEC (E. coli patogénic
extraintestinal) ® deriva principalment del grup filogenétic B2, i amb menys freqiiéncia
del grup D.

Les soques EXPEC presenten un gran ventall de factors de viruléncia, que com
hem vist fins ara, capaciten a la soca per colonitzar les superficies mucoses de I'hoste,
evadir o sobreviure als sistemes de defensa de I'hoste, aconseguir nutrients essencials
com el ferro , envair I'hoste i estimular una resposta inflamatoria. A diferéncia de les
soques d’E. coli intestinals, les soques ExXPEC son incapaces de produir malalties
gastrointestinals en humans; pero, si que sén capaces de colonitzar
asimptomaticament el tracte intestinal de I'hoste, i sota certes circumstancies, poden

ser més efectives colonitzant l'intesti que les propies soques fecals.
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1.10. Infeccio urinaria
Les infeccions causades per E. coli es poden classificar en dos tipus:

- Infeccions especifiques, aquelles on la colonitzacié de les mucoses és un
pas essencial i preliminar, i on els principals simptomes i senyals de la
infeccié es relacionen amb el lloc de la colonitzacié, com per exemple les
infeccions intestinals i les infeccions urinaries. S’ha de tenir en compte que
la colonitzacié per si sola no és suficient per a causar la malaltia, siné que
en la seva produccié intervenen el potencial patogen del bacteri i els

mecanismes defensiu de I'hoste.

- Infeccions inespecifiques, els principals simptomes i senyals no es
relacionen amb el lloc de la colonitzacié de la mucosa, no essent aquesta un
pas preliminar. Aquestes infeccions no especifiques son el resultat d’'una
infeccio directa d'una ferida o del peritoneu durant una intervencio
quirdrgica, encara que també poden ser el resulat de la propagacié d’una

infeccio especifica, com la septicemia d’origen urinari.

1.10.1. Infecci6 urinaria

L'aparell urinari és esteril, excepte el ter¢ distal uretral, on habitualment hi ha
presents diferents bacteris de la flora normal de la pell, la vagina i el recte com: E.
coli, estreptococs, estafilococs, corinebacteris, lactobacils, etc. La infeccié del tracte

urinari (ITU) és una de les malalties infeccioses més freqlients.

L'ITU es divideix en infeccid de vies baixes (cistitis i bacteridria assimptomatica) i de

vies altes (pielonefritis).

Cistitis

La cistitis es caracteritza per la preséncia de sindrome miccional (disuria,
pol-lacidria i miccié urgent), sovint acompanyat de dolor suprapubic, i de vegades
d’hematuria. L'incontinéncia urinaria és freqlient en dones i vells. La preséncia de

febre, dolor lumbar o una puny percussid positiva indiquen infeccié del parénquima

renal (pielonefritis).

La infeccié urinaria de vies baixes és monomicrobiana en un 95% dels casos. El
90% de les cistitis no complicades en la comunitat sén causades per E. coli, i amb

menys freqlieéncia per Staphylococcus saprophyticus i altres enterobacteris (Klebsiella
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spp., Proteus spp., etc). En pacients hospitalitzats, amb infeccié urinaria complicada,
sonda urinaria i/o tractament antibiotic previ, tot i que E. coli s'ailla en un 40% dels
casos, augmenta la incidencia d'infecci6 per altres enterobacteris, enterococs,
Pseudomonas aeruginosa, Candida spp, Acinetobacter spp, i altres microorganismes

multiresistents.

El tractament de la cistitis no complicada en el nostre medi es mostra en la seglent

taula:

Taula 10. Tracament de la cistits no complicada en el nostre medi
Fosfomicina trometanol
Nitrofurantoina

Cefalosporines de primera generacio: cefalexina, cefadroxil. Desaconsellable si les tases de
resisténcia son superiors al 20%

Betalactamics amb inhibidors de les betactamases: amoxicilina-clavulanic, ampicilina-sulbactam.

Fluorogquinolones

BacteriGria asimptomatica!®® '

La bacteridria asimptomatica es defineix com un creixement de més de
100.000 UFC/mL d'uropatdogens en un cultiu d'orina d'un pacient sense simptomes
d'infeccié urinaria. En general, per establir el diagnostic, es demana l'existéncia de dos
urinocultius consecutius amb el mateix microorganisme. L'existéncia de bacteriaria
asimptomatica augmenta la probabilitat de patir una infeccié urinaria simptomatica
(0,2-0,9 per 1.000 pacients i dia): en general en forma de cistitis, molt poques
vegades en forma de pielonefritis aguda i de manera excepcional amb bacteriémia. La
bacterilria asimptomatica és més freqlient en la dona (1%-5%) i en certs col-lectius
com ara pacients amb sonda vesical (100% en sonda permanent) i persones
ingressades a centres sociosanitaris (10%-50%), i augmenta amb I'edat (15% en
majors de 75 anys). El seu tractament amb antibiotics pot disminuir la incidéncia
d’infeccid simptomatica durant els primers mesos, pero a la llarga I'augmenta. Hi ha
evidéncia provinent d’estudis amb un seguiment dels pacients de més de deu anys
que demostra que la bacteriliria asimptomatica mantinguda no és causa de
deteriorament de la funcié renal. A més, la bacterilria asimptomatica es resol moltes

vegades de forma espontania.
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Pielonefritis aguda

La pielonefritis afecta la pelvis i el parénquima renal. Es tradueix per
manifestacions locals com dolor lumbar i, sistéemiques com febre. Aquesta Ultima és la

dada clinica que diferencia més la cistitis de la pielonefritis aguda.

La pielonefritis es divideix en complicada o no complicada en funcié de si
existeixen o no trastorns anatomics o funcionals de les vies urinaries que poden influir
en la distribucié del microorganisme, en la resposta al tractament i en la resolucié de

la malaltia.

Els uropatdogens de la flora intestinal solen ascendir pels uréters des de la
bufeta fins a la pelvis renal. Aquesta capacitat depén de I'adheréncia dels
microorganismes a I|'epiteli uretral i de l'existencia de reflux vesico-uretral. La
capacitat d’adhesié permet la persisténcia del microorganisme en un sistema on el flux
urinari té la tendéncia a emportar-se als bacteris. Un cop arriben al ronyd, els
microorganismes produeixen infeccié de la medul-la i de les papil-les renals, les quals
soén especialment sensibles degut al seu pH acid, elevada osmolaritat i amonieémia, i
I'escassa perfusié sanguinia. Aquestes condicions interfereixen amb els mecanismes
de defensa de I'hoste com la migracidé leucocitaria, la fagocitosi i el sistema del

complement, i afavoreixen la invasio tissular dels uropatogens.

La pielonefritis aguda té un quadre clinic que oscil-la entre una sépsia greu i un
sindrome cistitic amb lleuger dolor lumbar. Les manifestacions cliniques més freqlients
son la febre amb calfreds, el dolor en la fossa lumbar i el sindrome miccional. Es

produeix bacteriemia en el 20-30% dels casos.

Davant d’una pielonefritis aguda s’ha de valorar si el pacient compleix o no criteris
d’'ingrés hospitalari. El tractament antibidtic empiric es prescriu d’acord a la sensibilitat

als antimicrobians en cada area geografica.

Infeccié urinaria recurrent
Les infeccions urinaries recurrents es classifiquen segons la patogénia:

- Recidiva, representen un 20% de les recurréncies, i es presenten
generalment en les primeres setmanes després de la curacié de la infeccid
urinaria, sén degudes a la persisténcia de la soca original en el focus de la

infeccio, o bé a un tractament antibiotic inadequat o massa curt.

- Reinfeccions, so6n noves infeccions urinaries originades per una soca

diferent. Aproximadament un 20% de les dones joves amb activitat sexual
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que presenten un primer episodi de cistitis pateixen reinfeccions sense tenir
una anomalia en les vies urinaries. Aquestes dones tenen amb més
freqliéncia el serotip Lewis no secretor i expressen en les cél-lules un parell
de globosids que actuen com a receptors per a les soques uropatogenes

d’E. coli.l11112

1.10.2. Factors de risc associats a la infeccioé urinaria

Una proporciéo important de la infeccié urinaria té lloc en persones sense
anomalies al tracte urinari, sén les anomenades infeccions no complicades; a
diferéncia de les infeccions complicades que impliquen alteracions anatomiques o
funcionals del tracte urinari o preséncia de cossos estranys, constituent-se com a

factors afavoridors de la infeccio.

Els factors afavoridors / de risc associats a la infeccid no complicada del tracte
urinari canvien i depenen fonamentalment de l'edat, els habits de conducta, les

condicions fisioldgiques i anatdmiques del tracte urinari i de certs factors genétics'*3.
Els principals factors de risc associats a la infeccié urinaria en dones, sén els segients:
e Factors biologics, de comportament / ambientals
oCoit
oDiafragma / Epermaticida
oEspermaticida
oAntibioterapia prévia
oPérdua d’estrogens
oIncontinéncia
oCistocele
oResidu postmiccional
oEstat mental alterat
e Factors genétics
o Estatus no secretor
oGrup sanguini P" i Lewis
oExpressié de CXCR®
oPolimorfismes dels TLRs
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e Alteracions immunologiques
oDeficiencies immunologiques
oDiabetis
e Alteracions anatomiques / funcionals del tracte urinari
oCirurgia urogenital
oCateterisme vaginal
oSonda vesical permanent
olLitiasi
oObstruccié
oEmbaras

e Alteracions de la flora vaginal

Estudis de casos-control han demostrat que no existeix associacid significativa entre la
infeccié del tracte urinari i el buidat vesical pre o postcoital, augment de la ingesta
liquida diaria, micci6 freqlent, retencié de la miccid, habits de neteja dels genitals, Us
de tampons vaginals, practica de rentats vaginals, utilitzacié de banyeres o tipus de

roba interior.

En l'interval d’edat comprés entre els 15 i 50 anys, els principals factors sén el
coit, nova parella sexual en l'any previ, infeccions urinaries préevies, antecedents
d’infeccio urinaria en la familia e historia d’infeccidé urinaria en dones familiars de
primer grau''®. Alguns autors han suggerit que en dones joves, les diferéncies
anatomiques en la distancia entre la uretra i I'anus podria ser un factor de risc
d’infeccidé urinaria i, en canvi, no ho serien ni la longitud de l'uretra ni el volum del
residu postmiccional. El coit, en aquestes edats és el principal factor de risc d’infeccid
urinaria, ja que facilita tant la colonitzacioé periuretral per E. coli, com l'ascens de la
mateixa desde la periuretra fins a la bufeta. Moltes dones mai experimenten una
infeccidé urinaria fins que comencen la seva activitat sexual. L'inici de I'activitat sexual
incrementa el risc de patir una infeccié urinaria en 3,5 vegades. Posteriorment, segons
la freqléncia de la seva practica es dispara desde 0 (cap coit en 7 dies) a 2,6 (3 coits
en 7 dies) i a 9 vegades (7 coits en 7 dies). L'Us d’espermaticides'’® (freqiientment es
tracta dels espermaticides que recobreixen els preservatius masculins i els diafragmes
femenins) i l'antibioterapia alteren [I’habitat vaginal, disminuint els lactobacils i

augmentant la colonitzacié vaginal i periuretral per E. coli, afavorint la infeccid
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urinaria. Hi ha evidéncies epidemiologiques que suggereixen que E. coli productors d’
infeccié urinaria poden ser transmesos entre parelles sexuals i que aquesta
transmissié es dues vegades més freqlient si E. coli posseix fimbries P o si la parella

manté sexe oral'?’.

L'estreta relacid observada en algunes pacients, entre historia d’infeccid
urinaria en un o més dels seus familiars femenins en primer grau i el risc augmentat
de patir cistitis o pielonefritis aguda entre els parents de nenes que pateixen
pielonefritis’'® suggereix una predisposicié genética a la infeccié urinaria El risc
d’infeccié urinaria en una dona que combina una historia familiar d’infeccié urinaria i
factors de risc de comportament com coits freqlients, es considerablement més alta
gue si estigués exposada exclusivament a una sola categoria de factors de risc. Les
cel-lules dels epitelis vaginal i bucal de les dones amb infeccid urinaria recurrent
demostren in vitro més adheréncia bacteriana que les cél-lules de les dones que mai
han experimentat infeccions urinaries. Aix0 suggereix, que la composicio de les
superficies cel-lulars d'aquestes dues poblacions és diferent i que aquestes diferéncies

probablement estan determinades genéeticament.

Hi ha la controvérsia sobre si el fenotip no secretor dels grups sanguinis ABH és
0 no és factor de risc per a les infeccions urinaries. Stapleton, et al.'*?> varen posar de
manifest que les cél-lules epitelials de les dones no secretores (aquelles que posseixen
antigens H, A o B en els seus hematies, pero no els sintetitzen en les seves cel-lules ni
els excreten) expressen dos Unics globosids: sialosil-glaglobosid (SGG) i disialosil-
galglobodsid (DSGG), que no sén expressats per les dones secretores i que actuen com
a receptors d’ E. coli uropatogen. El gen secretor, Se, codifica una glicosiltransferasa
que transfereix un residu de fucosa, resultant antigens de grups sanguinis detectables
en les cel-lules epitelials, incloses les de |'uroepiteli i en les secrecions inclosa la
vaginal, de la poblaci6 amb fenotip secretor. Per tant, el fenotip no secretor,
geneticament determina que la muscosa urinaria sigui més susceptible a I'adheréncia
de les enterobacteriacies. Diversos estudis desmostren que les dones amb fenotip no
secretor pateixen infeccié urinaria recurrent amb una freqleéncia significativament
superior que la de les dones secretores. En canvi, posteriorment, Schoeles et al.'* va
observar que el fenotip no secretor no constitueix un factor de risc en la poblacié jove
(en la qual les practiques sexuals i contraceptives continuen sent els factors de risc
més importants), en canvi en dones majors podria emergir com a un factor
relativament més importants. Els grups sanguinis P1 i Lewis, també estan implicats
com factors de risc per les infeccions urinaries. L'expressiéo de CXCR1, receptor de la
IL-8, és significativament menor en infants amb pielonefritis de repeticié i en els seus

familiars que en els infants de la mateixa edat sense aquesta patologia; s’han
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identificat dos polimorfismes del gen que codifica CXCR1 que poden predisposar a la

pielonefritis ja que desmantellen als neutrofils.

Entre els anys 50 i 70, en dones postmenopausiques sanes no portadores de
cateters urinaris, els factors predisponents corresponen a la deplecié estrogeénica, la
cirurgia urogenital, la incontinéncia urinaria, el cistocele, el residu postmiccional,
I’estatus no secretor i la historia d’infeccié urinaria en el periode premenopausic '3, En
aquest grup d’edat, la disminucidé o abséncia d’estrogens juga un paper clarament
important en la seva predisposicié a l'adquisicié de la infeccié urinaria'!®, ja que
incrementa el pH vaginal i altera el seu ecosistema disminuint la poblacié de
Lactobacillus i augmentant la d’ Escherichia coli. EI mecanisme mitjancant el qual els
estrogens i el pH afecten I'adheréncia i colonitzacié de la mucosa vaginal és bastant
desconegut. La receptivitat de les cel-lules de l'epiteli vaginal als uropatogens varia
significativament al llarg del cicle menstrual, sent més intensa en els primers dies del
cicle i disminuint en la fase d’ovulacio, suggerint que les fluctuacions estrogéniques
hormonals poden modificar la receptivitat de les cél-lules vaginals i la patogénia de la

infeccié urinaria. Raz et al.''’

, en un estudi realitzat en dones postmenopausiques
propenses a la infeccid urinaria recurrent, demostraven que I'administracié d’estradiol
disminuia de manera significativa el nombre d’episodis d’infeccié i, la poblacié vaginal
d’enterobacteracies; alhora que augmentava la poblacid vaginal de Lactobacillus,
concloent que l'estrogenitzacié de la mucosa vaginal promou el restabliment de la

flora vaginal normal.

A partir dels anys 70, la incontinéncia urinaria, la sonda permanent, la cirurgia
urogenital, el deteriorament de I|'estat mental i el tractament d’antimicrobians
consitueixen els principals factors predisponents d’infeccié urinaria. En dones velles
ingressades en institucions sanitaries el principal factor de risc és l'aplicacié d’una
sonda vesical i I'estat funcional del seu aparell urinari*!>. A mesura que aquest ultim
es deteriora, el risc de patir una infeccié urinaria augmenta, amb independéncia de la

preséncia o abséncia de sonda vesical.

La susceptibilitat a la infeccid del tracte urinari depen en gran mesura de
I'equilibri entre la viruléncia del bacteri infectant i la magnitud de les deficiéncies en
les defenses de I|'hoste. Les infeccions complicades s’‘associen a anormalitats
anatomiques, funcionals o metaboliques del tracte urinari que incapaciten les defenses
naturals i poden conduir a una destruccié important del teixit renal. Les infeccions no
complicades s’associen a alteracions més subtils, governades per factors geneétics,
biologics, de conducta o ambientals, els quals promouen |'accés dels uropatogens al

tracte urinari i la colonitzacid / infeccid del mateix.
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1.10.3. Interaccions Escherichia coli — hoste en lI'establiment de
la infeccio urinaria
Resposta innata preco¢ desencadenada per I'entrada i unié dels uropatogens

a l'uroepiteli

La resposta de I'hoste a la infeccid inclou una primer linia defensiva que implica
la produccié de citoquines i de peéptids antimicrobians anomenats defensines, com
I'alpha y betadefensines i la catelicidina.A més de I'afluéncia de polimorfonucleats,
apoptosi i exfoliacié de les cél-lules de I'hoste. L'uroepiteli contribueix a |'esterilitat
dels tracte urinari extretant proteines com la Tamm-Horsfall que bloqueja I'adhesio
bacteriana i la lipocalina i la lactoferrina que limiten la preséncia de ferro lliure al

tracte urinari.

Tot i aixi, alguns uropatdogens sén capagos d’evadir aquesta primera linia
defensiva i colonitzar I'uroepiteli. Aquesta colonitzacié es produeix mitjangant I'adhesié
de les diferent fimbries que posseeix |'uropatogen amb els seus receptors especifics
localitzats en la membrana de les ceél-lules de I|'epiteli urinari. Simultaniament,
I'uropatogen és reconegut per els receptors Toll-like (TLRs). Els TLRs sén proteines
situades en la mebrana de les ceél-lules eucariotes de |'hoste, que actuen com
receptors que reconeixen patdgens associats a patrons moleculars (PAMPs). Aquest
reconeixement desencadena la cascada de resposta immunitaria innata. La fixacié de
les PAMPs en els TLR implica |'activacié de factors de transcripcié (NF-kappa B, AP-1,
IRF3 i IRF7, entre d’altres) els quals regulen multiples gens, entre aquests alguns que
codifiquen importants citoquines proinflamatories, activant la produccié del factor de
necrosi tumoral (TNF, Tumor Necrosi Factor), IL-1beta, IL-6, IL-8, IL-12 i interferd

tipus 1 (alpha i beta).

Cada teixit corporal pot expressarun o més TLRs, sent el TLR4 el més important
en les cél-lules eptelials del tracte urinari. El lipopolisacarid (LPS) de la membrana
externa de la paret dels bacils Gram negatiu uropatogens es fixen al TLR4
desencadenant la resposta immunologica. En aquest inici de respota el LPS actuaria en
conjuncié amb les fimbries tipus 1 '3 i les fimbries P després d’adherir-se als seus
receptors de l'uroepiteli. Altres TLRs, com el TLR5 que reconeix la flagelina i el TLR 11
també estan involucrats en la defensa de I'hoste contra els uropatogens. Certs
polimorfismes dels TLRs poden modificar la susceptibilitat a la infeccié urinaria. Aixi,
s’han associat certs polimorfismes dels TLR4 i TLR2 amb un augment de susceptibilitat
a les infeccions urinaries en nens!'®, els polimorfismes TLR1-G180ST i TLR4-a896G

amb la proteccio enfront a la pielonefritis i a les infeccions urinaries recurrents en
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adults, respectivament; i el polimorfisme TLR5-C1174T amb la susceptibilitat

augmentada a les infeccions urinaries recurrents en adults®*.

1.10.4. Diagnostic microbiologic de la infeccié urinaria

Examen microscopic de |'orina

La deteccio de piuria és fonamental en |'avaluacio inicial del qualsevol pacient
amb infeccid de les vies urinaries. La presencia de pilria es defineix com la deteccio
de més de 10 leucocits per mm? d’orina no centrifugada o més de 5 leucdcits per
camp d’orina centrifugada (sediment). L'examen es realitza amb el microscopi a 40
augments. Aquesta técnica té una sensibilitat superior al 95% en els pacients amb

cistitis, per tant la seva abséncia obliga a considerar un altre diagnostic.

Es pot determinar també mitjancant I’'estudi de |'esterasa leucocitaria i els nitrits en
una tira reactiva, encara que aquesta técnica aporta menys informacié que |I'examen

microscopic.

Cultiu

Un urocultiu es considera positiu quan s‘aillen més de 103 unitats formadores
de colonies per mil:-lilitre (UFC/ml) d’un sol microorganisme en preséncia de piuria. En
dones amb cistitis no complicada d’origen extrahospitalari no és necessari realitzar
I'urocultiu abans d'iniciar la terapia ni després de la finalitzacié del tractament,

excepte en les recidives precoces.

L'urocultiu es realitza a partir d'una mostra d’orina recollida a primera hora del mati, o
si no és possible d'una mostra d’orina que hagi estat en la bufeta com a minim 4

hores. En pacients amb pielonefritis aguda es realitza també un antibiograma

En el cas que l'urocultiu sigui negatiu cal tenir en compte els segients punts:
tractament antibiotic previ, miccid recent, obstruccid ureteral, o infeccié per un

microorganisme “exigent” o de creixement lent.

Aproximadament un 20-30% dels pacients amb pielonefritis pateixen bacteriémia, per

aquesta rad també es realitza un hemocultiu.

S’ha de realitzar un antibiograma del microorganisme aillat.
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1.10.5. Sensibilitat antimicrobiana

Els antimicrobians sén substancies quimiques naturals o sintétiques que tenen
la capacitat d’inhibir el creixement i/o destruir els microorganismes. La seva accid es
desenvolupa a baixes concentracions que no provoquen toxicitat en |’ésser huma.
Sovint ens referim a ells com a antibiotics.

Quinolones 7192

Les quinolones i fluoroquinolones (Taula 9) tenen com a dianes dos enzims
essencials per a la replicaci6 de I’ADN: la DNAgirasa i la topoisomerasa 1V,
respectivament.

La DNAgirasa és un tetramer composat per dues subunitats GyrA i dues
subunitats GyrB. Es I’Unic enzim bacteria que introdueix super-enrotllament negatiu en
I’ADN, important per a l'inici de la replicacio.

La topoisomerasa IV és estructuralment similar i es composa de dues subunitats de
ParC i dues de ParE. ParC és homologa a GyrA, i ParE a GyrB. La topoisomoerasa IV
actua en els estadis finals de la replicacio, permetent la separacié de les dues cadenes

germanes.

Les quinolones i fluoroquinolones inhibeixen aquests enzims estabilitzant el
complex ADN-DNAgirasa o el complex ADN-topoisomerasa IV, respectivament. En el
primer cas es bloqueja el moviment de la forca de replicacié de forma irreversible. En
E. coli, la DNAgirasa és la primera diana de lactivitat de la quinolona, i la

topoisomerasa IV és la segona diana de |'activitat de les fluoroquinolones.

Taula 9. Classificacio de les quinolones i fluoroquinolones

Quinolones .
Acid Nalidixic
Acid Pipemidic
Fluoroquinolones
Norfloxacina
Ciprofloxacina
Ofloxacina
Levofloxacina
Moxifloxacina

Mecanismes de resisténcia

a) Mutacions cromosomals

En soques d’E. coli aillades de mostres cliniques les dues primeres mutacions
tenen lloc, en la majoria dels casos, en la subunitat Gyr A de I’ADNgirasa. Les
mutacions més freqients en GyrA (Taula 10) soén a prop del lloc actiu Tyri22 on I’ADN

s’uneix a la DNA girasa, entre I'aminoacid 67 fins 106, i s'Tanomena regié determinant
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de la resistencia a quinolones (QRDR, quinolone resistance-determining region). La

tercera i quarta mutacié tenen lloc en la subunitat ParC de la topoisomerasa 1V.

Taula 10. Mutacions més freqiients en la subunitat GyrA de I’ADNgirasa d’E. coli

Serina posicié 83 Triptofan
Serina posicio 83 Leucina
Acid aspartic 87 Valina
Acid aspartic 87 Gly

b) Alteracié de la quantitat o tipus de porines en la membrana externa

c) Resisténcia plasmidica (poc important)

Trimetoprim-sulfametoxazole

Trimetoprim (TMP) i sulfonamides (SULs) son agents antibacterians sintétics.
Administrats conjuntament tenen un ampli espectre antibacteria, incloent: E. coli i
altres membres de la familia Enterobacteriaceae, Streptococcus pneumoniae,

Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, Staphylococcus aureus), entre d’altres.

Resisténcia al trimetoprim

TMP és un inhibidor competitiu de |'enzim dihidrofolat reductasa (DHFR),
essencial per a la cél-lula.
La resisténcia a TMP pot ser deguda a tres mecanismes:
- transposé Tn7 de localitzacié cromosomica
- mutacions puntuals en el gen DHFR, donen lloc baixos nivells de resisténcia
es relacionen amb la incapacitat de metilar I’acid deoxiuridilic a acid timidilic
per part del bacteri; i fent que calgui un aport extern de timina.
- mutacions cromosomiques en el gen de DHFR, que incrementen la K; de
I'antimicrobia. Aix0 es pot combinar amb mutacions dels reguladors de

I’enzim, donant lloc a alts nivells de resisténcia a TMP.

Resisténcia a les sulfonamides

L'enzim dihidropteroat sintasa (DHPS) catalitza la formacié de I'acid
dihidropteroic en el bacteri. Les sulfonamides actuen com a inhibidors competitius de
la DHPS bloquejant la biosintei del folat.

La resistencia a sulfonamides pot ser deguda a dos mecanismes:

- mutacions cromosomiques en el gen dhps, concretament la substitucié del

residu fenilalanina a la posicio 28 per un residu de isoleucina.

- recombinacio en el punt de mutacid, inserint 6 nucledtids.
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2. Objectiu

L'objectiu global del projecte és el de caracteritzar el potencial virulent de les
soques d’ E. coli, interrelacionant el grup filogenetic del qual provenen, els factors de
viruléencia que contenen, la resistéencia als antibiotics i les seves dinamiques
poblacionals. Amb aquest objectiu s’han dissenyat i realitzat els seglients estudis,

cadascun d’ells amb els seus objectius concrets:

ESTUDI 1: Caracteritzar els factors de viruléncia i el grup filogenétic de soques d’E.

coli procedents de mostres cliniques de pacients amb diferents patologies.

ESTUDI 2: Avaluar la relacido entre la resistéencia a quinolones, fluoroquinolones i
trimetoprim/sulfametoxazole, el potencial virulent i el grup filogenétic de soques d’

Escherichia coli, provinents de mostres cliniques.

ESTUDI 3: Coneéixer |'estructura de les poblacions intestinals d’ E. coli en dones
sanes, per posteriorment poder-la comparar amb la de les dones amb infeccions

urinaries causades per aquest mateix bacteri.

ESTUDI 3: Coneéixer |’ estructura de les poblacions fecals d’ E. coli en dones amb
infeccid urinaria, analitzant la seva relaci6 amb la soca causant de la infeccid. Analitzar
les diferéncies entre les poblacions fecals d’ E. coli en dones sanes i en dones amb

infeccio urinaria.

2.1. ESTUDI 1

La determinacié dels factors de viruléncia i la filogénia de les soques
d’Escherichia coli causants d’infeccions extraintestinals, com per exemple infeccio
urinaria, colangitis, meningitis i bacteriemia ha estat objecte d’estudi per a molts

autors i durant molts temps 20431207125

La majoria de soques d’E. coli causants
d’aquestes infeccions en pacients sense factor locals o generals afavoridors d’infeccio
pertanyen al grup filogenétic B2 3, i acumulen un bon nombre de factors de viruléncia
10,20,122,123,126 ' par tant, aquestes soques d’E. coli tenen un elevat perfil virulént i s’han
anomenat Escherichia coli patdgena extra-intestinal (ExXPEC, extra intestinal

pathogenic E. coli) *®'?2, Tot i aixi, encara hi ha molts dubtes al voltant del paper que
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cada factor de viruléncia juga en les diferents patologies o la capacitat patogénica de

soques d’E. coli no derivades del grup filogenétic B2 en un context clinic especific.

Objectius:

1.1. Determinar el grup filogenéetic i factors de viruléncia
d’Escherichia coli aillada en pacients amb pielonefritis,
bacteriemia urinaria i bacteriemia d'origen no urinari en el
nostre ambit geografic.

1.2. Coneéixer si existeix cap factor de viruléncia que sigui

determinant per causar una d'aquestes patologies.

2.2. ESTUDI 2

Entre les soques d’Escherichia coli aillades en mostres cliniques, els nivells de
resisténcia als antimicrobians s’ha incrementat substancialment durant les darreres
decades, especialment en algunes arees geografiques. En I'Hospital Vall d’Hebron de
Barcelona, el 1987, el 57% de les soques d’E. coli aillades en pacients amb infeccio
urinaria eren resistents a I'ampicil-lina, el 31% al trimetoprim/sulfametoxazole, el 7%
a la quinolona acid pipemidic i cap a la fluoroquinolona norfloxacina. Pero I'any 1995,
I'aillament de soques resistents va incrementar fins 63, 37, 20 i 15 % respectivament,
I'any 2002 a 67, 36, 24 i 19 %, i I'any 2014 a 76, 39, 50 i 33 %, respectivament.

En un estudi nacional espanyol multi céntric de I'any 2002 entre soques d’E.
coli causants d’infeccié urinaria comunitaria, la resisténcia a fluoroquinolones era del
20%, pero variava significativament segons el sexe (28.9 % en homes vs. 19%
dones), l'edat (7.1 % en pacients d’edat inferior als 40 anys, 15% en pacients d’edat
compresa entre 41-60 anys, 29.2 % entre 61-80 anys i 33.7 % majors de 81 anys),
tipus d’infeccid urinaria (24.8 % en infeccions complicades vs. 13.7% no complicades)

i la regi6 geografica (9.2% a Galicia i Asturies vs. 33.3% a Arago).

Alguns estudis suggereixen que les soques resistents son menys virulentes que
les soques sensibles d’E. coli. Segons Johnson et al. **, E. coli causant d’urosepsis en
pacients sans amb un tracte urinari normal normalment sén soques P fimbriades i
sensibles als antimicrobians, mentre que aquelles soques d’E. coli causants d’urosepsis
en pacients amb factors predisponents sovint sén no P-fimbriades i resistents als

antimicrobians. Aquest fet també es confirma en I'estudi realitzat per Picard et al.'?S,
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on les soques d’E. coli del grup filogenétic B2 s6n més sensibles als antimicrobians que

les soques dels grups filogenétics A, B1 i D.

La relacid entre resisténcia i viruléncia en E. coli és complexa. Per exemple, Manges et
al. *?° descriu un nou grup clonal d’E. coli, anomenat grup clonal A (CGA), que esta
molt associat a la resisténcia a trimpetoprim/sulfametoxazole presentant un robust i
caracteristic perfil de viruléncia. Aquest grup clonal A es troba distribuit globalment de
forma molt heterogénia, afecta diferents hostes de la poblacid, ha estat aillat en

diferents llocs anatomics, i sembla que ha sorgit d’un clon epidémic disseminat.
Objectius:

2.1. Aprofundir en el paper de la resisténcia en relacié al grup

filogeneétic i factors de viruléncia

2.2. Coneéixer la prevalenca del grup clonal A entre les soques d’E.

coli resistents a trimpetoprim/sulfametoxazole

2.3. ESTUDI 3

E. coli és el microorganisme predominant de la flora intestinal, i alhora I'agent
més freqlent causant d’infeccié extraintestinal. Les soques d’E. coli que causen la
majoria d’infeccions extraintestinals deriven principalment del grup filogenétic B2 i en
menys mesura del grup D. Les soques ExPEC presenten diferents factors de viruléncia
com adhesines, toxines, siderofors i polisacarids recobrint la superficie del
microorganisme, que poden estar codificats en elements genétics mobils, com
plasmidis, bacteriofags i illes de patogenicitat. En canvi, les soques comensal d’E. coli
deriven principalment dels grups filogenétics A i B1, i normalment manquen de factors

de viruléncia.

La composicié de la poblacié fecal d’E. coli se suposa important en la patogénesi de les
infeccions extraintestinals. Malgrat aix0, la poblacié d’E. coli en l'intesti tant en dones

45,46,130,131  po o

sanes com en dones amb infeccié urinaria, ha estat poc estudiada
estudis han avaluat la prevalenga de cada grup filogenétic d’E. coli o han determinat si
els clons de diferents grups filogenétics representen la poblacié dominant o minoritaria

de la flora intestinal.

Objectius:
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3.1. Coneixer els factors de viruléncia i el grup filogenetic de les

diferents soques d’E. coli aillades en mostres fecals de persones sanes.

2.4. ESTUDI 4

La infeccidé urinaria és un problema comu de les dones i costds per a la seva

132 La soca d’E. coli causant

salut. Usualment és causada per Escherichia coli
d’aquesta infeccié sovint formar part de la flora fecal de les dones en el mateix
moment de I'episodi 133134, Aquest fet ha suggerit la hipotesi fecal-perianal-uretral en
la patogénesi de la infeccié urinaria, que postula que la mateixa flora fecal de I'hoste
serveix com a reservori extern de les soques d'E. coli que emergiran per causar
infeccié urinaria 34133,

Aguest fenomen, i el coneixement de que els antigens O més comuns entre les soques
d’ E. coli causants d’infeccié urinaria son també els més prevalents entre les soques

fecals d’E. coli en persones sanes, ha suggerit la teoria de la prevalenca, la qual

postula que la infeccid urinaria té lloc quan una soca d’E. coli fecal es troba en el lloc
correcte, en el moment adequat i, en suficient nombre per entrar al tracte urinari i ser

el causant de la infeccio 3¢,

En canvi, l'elevada prevalenca, estadisticament
significativa, del grup filogenétic B2, certs antigens O, i factors de viruléncia com
adhesines, siderofors, toxines i recobriment polisacarid entre les soques d’E. coli
causants d’infeccié urinaria, comparada amb la de les soques fecals d’E. coli de les

persones sanes, ha suggerit la teoria de |'especial patogenicitat **’. Aquesta hipotesi

postula que la patogénesi de la infeccié urinaria és conduida per |’ increment de la
capacitat de viruléncia de la soca causant de la infeccid, més que no pas una accio
deguda a la quantitat de soques presents. El terme “E. coli uropatdogena” sovint
s’utilitza per descriure les soques que presumiblement tenen major capacitat de
causar infeccié urinaria *®. Com que aquestes soques poden causar infeccié també en
altres llocs extraintestinals no-urinaris, també s’han anomenat E. coli patogénica
extra-intestinal (ExPEC) °.

De tota manera, la majoria de dades epidemioldogiques que recolzen la hipotesi de
I'especial patogenicitat sorgeixen de la comparacié entre soques d’E. coli aillades en
pacients amb infeccié urinaria i soques d’origen intestinal d’hostes no relacionats 713°,
Aguest fet, deixa oberta la possibilitat que existeixin més diferéncies ambientals i
entre hostes, que no pas diferéncies relatives a la viruléncia per se, que expliquessin
realment les diferéncies bacterianes observades. A més a més, molts estudis

experimentals avaluen la importancia dels putatius factors de viruléncia (per exemple,
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fimbria P, factor citotoxic necrotitzant, capsula o liposacarid) en relacié a la capacitat

29,30

de la soca de causar infeccidé urinaria , 0 altres tipus d’infeccidé extraintestinal.

Altres estudis han documentat que un simple tret bacteria no necessariament juga un

paper decisiu en la viruléncia 17144,

Objectius:

4.1. Aillar en un mateix hoste la soca d’E. coli causant d’infeccio
urinaria i els diferents clons d’E. coli presents en la mostra fecal en el mateix

moment de la infeccio i previ a I’administraciéo d’antimicrobians.

4.2. Coneéixer els factors de viruléncia i el grup filogenétic de les

diferents soques d’E. coli aillades en un mateix hoste.

4.3. Comparar el perfil de viruléncia de la soca d'E. coli causant

d’infeccid urinaria amb la poblacié fecal del mateix hoste.

4.4. Comparar els perfils de viruléncia de les poblacions fecals d’ E. coli
de persones sanes amb les poblacions fecals (en el mateix moment de la

infecciod i previ a I'administracié d’antimicrobians) de pacients amb cistitis.
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3. Material i metodes

Totes les soques d’ Escherichia coli van ser aillades i seleccionades en el Servei
de Microbiologia de I'Hospital Universitari Vall d’ Hebron de Barcelona. La
simptomatologia, la inclusid en les categories cliniques estudiades i |'existéncia o no
de factors locals o generals afavoridors de la infeccié van ser determinats mitjangant

una acurada revisié de les histories cliniques.

3.1. Pacients i soques d’ Escherichia coli

corresponents a |” ESTUDI 1.

Caracteritzar els factors de viruléncia i el grup filogenétic de soques d'E. coli

procedents de mostres cliniques de pacients amb diferents patologies.

S’han analitzat un total de 150 soques d’ E. coli procedents de 50 pacients amb
pielonefritis, 50 pacients amb bacteriemia d‘origen urinari i 50 pacients amb
bacteriémia d’origen no urinari.

Dels 50 pacients amb pielonefritis i hemocultiu negatiu, 11 eren homes i 39

dones, amb una mitja d’edat de 31 anys. Vint-i-nou (58%) presentaven factors locals
o generals afavoridors d’infeccid urinaria i tres (6%) presentaven immunodeficiéncia.

Dels 50 pacients amb bacteriemia d’origen urinari 17 eren homes i 33 dones

amb una mitja d’edat de 65 anys. D’aquests pacients, 26 (52%) presentaven factors
locals o generals afavoridors d’infecci6 wurinaria i 13 (26%) presentaven
immunodeficiéncia.

Dels 50 pacients amb bacteriémia d’origen no urinari 29 eren homes i 21 dones

amb una edat mitja total de 47 anys. En 18 pacients 'origen de la bacteriémia va ser
el tracte gastrointestinal o abdominal, en 11 el tracte genital femeni, en 4 de I'aparell
respiratori, en 2 la pell, i en un pacient un catéter intravends. En els altres pacients,
tot i que l'origen no corresponia a l'urinari va ser dificil de definir, 12 patien un cancer
avancat i 2 malalties terminals. Un total de vint-i-nou pacients (58%) presentaven
immunodeficiencia.

Les 50 soques d’ E. coli procedents de pacients amb pielonefritis van ser
aillades de l'orina, i les 100 les soques dels pacients amb bacterieémia van ser aillades

de la sang.
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El sediment urinari, I'urocultiu i I'hemocultiu es van realitzar pels métodes

convencionals, descrits a la introduccidé. Les soques d’E. coli es van congelar a -80°C
en brou Tripticase Soy amb un 5% de glicerol, fins a la practica dels diferents métodes
d’estudi.

En les 150 soques d’ Escherichia coli es van estudiar els factors de viruléncia i
el grup filogenetic mitjancant métodes moleculars. També es va determinar la
presencia dels antigens O més comuns en la nostra area. La metodologia emprada es

detalla en |’ apartat "Métodes moleculars” de Material i méetodes.

3.2. Pacients i soques d’ Escherichia coli

corresponents a l” ESTUDI 2

Avaluar la relaci6 entre la resistencia a quinolones, fluoroquinolones i
trimetoprim/sulfametoxazol, el potencial virulent i el grup filogenétic de soques d’

Escherichia coli procedents de mostres cliniques.

S’han analitzat un total de 150 soques d’ E. coli procedents de 50 pacients amb
cistitis, 50 pacients amb pielonefritis i 50 pacients amb bacteriémia d’origen urinari.

Les caracteristiques dels pacients es detallen en la Taula 11.

Les 50 soques d’ E. coli procedents de pacients amb cistitis i les 50 procedents
de pacients amb pielonefritis van ser aillades de l'orina, i les 50 soques procedents de
pacients amb bacteriémia d’origen urinari van ser aillades de la sang.

El sediment urinari, l'urocultiu i I'hemocultiu es van realitzar pels métodes

convencionals, descrits a la introduccidé. Les soques d’E. coli es van congelar a -80°C
en brou Tripticase Soy amb un 5% de glicerol, fins a la practica dels diferents métodes
d’estudi.

Taula 11. Caracteristiques cliniques dels pacients corresponents a I’'ESTUDI 2.

Ndmero total de 50 50 50
pacients

Home 0 11 17
Dona 50 39 33
Mitja edat del grup 39 31 65
(anys)
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En les 150 soques d’ Escherichia coli es van estudiar els factors de viruléncia i
el grup filogenétic mitjancant métodes moleculars, i es va determinar la preséncia
dels antigens O més comuns en la nostra area. La sensibilitat antimicrobiana a
quinolones, fluoroquinolones i trimetoprim-sulfametoxazole es va determinar per el

metode de disc difusio.

3.2.1. Estudi del grup clonal A entre les soques d’E. coli

resistents a trimetoprim-sulfametoxazol

Del total de les 150 soques d’E. coli estudiades, 44 mostraven resisténcia a
trimetoprim-sulfametoxazol. En aquestes 44 soques es va analitzar si pertanyien al

grup clonal A (CGA, clonal group A) descrit per Johnson J.R. et al. *°

, mitjancant la
determinaciéo per PCR d’un polimorfisme especific d’un Unic nucleotid (SNP, single
nucleotid polymorphism). Breument, els encebadors utilitzats CGAr (50-
CGTGCATCGCCGTTGGAAAG-30) i CGAf (50-GCTATCTGGCAGACT-30) detecten el
polimorfisme de C288T CGA-specific fumC SNP. L'amplificacié del producte és de 175
parells de bases. Les soques d’E. coli de referencia 46 i 47 (ECOR, E. coli reference

strains) s’utilitzaren com a controls negatiu i positiu, respectivament.

La relacio clonal entre les 46 soques d’E. coli (44 corresponents a |'estudi i les dues
soques controls (ECOR47 i 1722) s’ha realitzat mitjancant el métode molecular d’ERIC-
PCR (enterobacterial repetitive intragenic consensus) descrita en l'apartat “Analisi

clonal” de Material i métodes.

3.3. Pacients i soques d’ Escherichia coli

corresponents a |I” ESTUDI 3:

Coneixer l'estructura de les poblacions intestinals d’ E. coli en dones sanes, per
posteriorment poder-la comparar amb la de les dones amb infeccions urinaries

causades per aquest mateix bacteri.

Un total de 39 dones de l'area metropolitana de Barcelona van ser convidades a
participar en l'estudi, amb una mitja d’edat de 29,7 anys (rang, 17 - 50), segons els

seglents criteris:

a) edats compreses entre 17 a 50 anys
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b) no haver pres antibiotics durant els 21 dies anteriors a la
recoleccié de la mostra fecal.
c) no haver patit un episodi d‘infeccidé urinaria en els darrers dos

mesos.

3.3.1. Mostra fecal

La mostra fecal va ser recollida mitjangant la introduccié al recte d’un escovilld
(Amies Transport Medium -Venturi Transystem, Brescia, Italy). Al laboratori |’escovillo
es va inocular en solucié salina estéril, es va agitar i posteriorment es va diluir i
sembrar en una placa d’agar MacConkey mitjancant un sembrador automatic en
espiral (Figura 13). Després de la incubacié6 a 35-37C durant 24-48h, es van
seleccionat a l'atzar un total de 30 colonies sospitoses de ser E. coli , que
posteriorment es van identificar mitjangant métodes convencionals **¢, per a confirmar
que eren E. coli. Les soques d’E. coli es congelaren a —-80°C en brou Tripticase Soy

amb un 5% de glicerol fins a la practica dels diferents metodes d’estudi.

3.4. Pacients i soques d’ Escherichia coli

corresponents a |” ESTUDI 4

Coneixer |I" estructura de les poblacions fecals d’ E. coli en dones amb infeccié urinaria,
analitzant la seva relacid amb la soca causant de la infeccid. Analitzar les diferéncies

entre les poblacions fecals d’ E. coli en dones sanes i en dones amb infeccid urinaria.

Les dones ateses al Servei d'Urgéncies de [|'Hospital Vall d’Hebron que
presentaven cistitis no complicada van ser convidades a participar en |'estudi. En

total es van incloure 42 dones, que complien els seglients criteris:

a) edats compreses entre 15 i 65 anys

b) evidéncia clinica i evidéncia microbiologica de cistitis no complicada

c) no haver estat en tractament d’antibiotic durant els 21 dies anteriors

d) urocultiu amb un Unic microorganisme

e) preséencia d’ E. coli en la mostra fecal recollida préviament a

I'administracio de I'antibiotic.
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3.4.1. Mostra fecal

L'aillament de soques d’ E. coli procedents de la femta es va realitzat mitjangant la
mateixa metodologia que en I'ESTUDI 3. Breument, sempre que ha estat possible, es
varen seleccionar un total de 30 colonies a partir de la sembra d’una dilucié de la

mostra de I'escovillé rectal (Figura 13).

En cada subjecte, es va estudiar la clonalitat de les 30 soques d’ E. coli mitjancant
ERIC-PCR. Un representat de cada clon aillat es va seleccionar per a determinar el
grup filogenétic i els factors de viruléncia. En el cas, que en les mostres d’'un mateix
subjecte hi haguessin soques amb diferent perfil d’ ERIC-PCR perd amb el mateix
perfil de viruléncia i pertanyents al mateix grup filogenétic es va reavaluar la seva

clonalitat mitjancant PFGE.

Figura 13. Placa d’agar MacConkey sembrada amb la mostra mitjancant un sembrador automatic
en espiral

3.4.2. Relacions clonals entre la soca urinaria i les soques fecals
d’ E. coli

Mitjancant ERIC-PCR es va estudiar la relacié clonal entre la soca d’ E. coli

causant de cistitis (aillada a I'orina) i les 30 colonies aillades de cada mostra fecal

Unicament el clon urinari i els diferents clons fecals observats en a cada pacient es
varen seleccionat per realitzar els posteriors estudis moleculars (factors de viruléncia i

grup filogenétic).

A les soques d’ E. coli amb un mateix perfil de factors de viruléncia, el mateix grup

filogenetic perd que presentaven una similaritat < 93% en el perfil d’'ERIC-PCR, i per
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tant inicialment es van considerat com a clons diferents, es va tornar a realitzat
I'analisi de la clonalitat amb una altra técnica, PFGE (veure apartat “Analisi clonal” de
Material i metodes). Després de |'analisi dels perfils de PFGE, aquelles soques d’ E. coli
que presentaven perfils indistingibles (coeficient de similaritat de Dice 100%) van ser

considerades com pertanyents al mateix clon.
3.4.3. Definicions

a) Clon
En epidemiologia, el terme “clon” fa referencia al grup d’aillaments relacionats per el

fet de pertanyer a un ancestre comdu.

b) Clon dominant i mostres pauciclonals o multiclonals

El clon més abundant en cada mostra fecal s’ha definit com a clon dominant,

independentment de la seva absoluta prevalenca, i assumint que la prevalenca clonal
de les soques pot variar diariament *’. Basant-nos en el nombre de soques d’E. coli
identificades en les mostres fecals per a simplificar la presentacio i I'analisi amb els
dos treballs que estudien la poblacié fecal en el moment de |’ infeccié urinaria, les
mostres han estat classificades arbitrariament com a pauciclonal (presencia d’almenys
4 clons d’ E. coli per mostra) o multiclonal (preséncia de més de 5 clons d’ E. coli per

mostra).

c) Grups ecologics
S’han diferenciat tres grups ecologics d’hostes, en funcid de la relacio entre del clon
urinari i els clons fecals '*®. En el grup I, en la mostra fecal només s’ha aillat el clon
urinari (anomenat clon urino - fecal); en el grup II en la mostra fecal s’ha aillat tant el
clon urinari (clon urino - fecal) com altres clons (clons només - fecals); i en el Grup III
la mostra fecal presentava un o més clons (clons només - fecals) diferents del clon

aillat a I'orina (clon només - urinari), i I'abséncia del clon urinari en la mostra fecal.

3.5. Estudi de la sensibilitat als antimicrobians

La sensibilitat a les fluoroquinolones i trimetoprim-sulfametoxazole es va
determinar mitjancant la técnica de disc difusid, segons les recomanacions de la CLSI
149 utilitzant discs Neo-Sensitabs (Rosco, Taastrup, Denmark). Totes les soques
estudiades es varen enfrontar a trimetropim-sulfametoxazole, les aillades en sang a
ciprofloxacina, i les aillades en orina acid pipemidic i norfloxacina. Breument, les

soques d’E. coli es varen sembrar en agar Muller-Hinton a partir d'una concentracio
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McFarland 0.5 en sérum fisiologic i es varen incubar a 37°C durant 18 h. La

interpretacié antimicrobiana es va realitzar segons els valors de la Taula 12.

Taula 12. Interpretaciéo de la sensibilitat antimicrobiana segons el diametre d’inhibicié del
creixement, valors recomanats per la CLSI.

Quinolonas:

Acid pipemidic 30 > 20 19-17 <16

Fluoroquinolonas:

Ciprofloxacina 10 > 20 19-17 < 16
Norfloxacina 10 > 16 15-14 <13
Trimetropim-sulfametoxazole 5,2+240 > 28 27-24 <23

3.6. Metodes moleculars

3.6.1.Factors de viruléencia:

Es varen estudiar 15 gens de viruléncia, incloent: adhesines papA (subunitat
estructructural de les fimbries P), papG al.lel 1, II, i III (adhesines de les fimbries P),
fim H (adhesina de la fimbria tipus 1), afa/draBC (adhesines Dr-binding), i sfa/focDE
(regié consens de la fimbria S i F1C); toxines: hly (hemolisina) i cnfl (factor citotoxic
necrotitzant); siderofors iut A (aerobactina) i fyuA (yersinbactina); capsula especifica
del grup II KpsMT (K1, K5, K12, etc.); resisténcia associada al serum traT; invasié de
I'endoteli cerebral ibeA; i malX, una regié codificant a prop de I'extrem terminal d’una
illa de patogenicitat de la soca d’E. coli CFT073. Les seqliencies dels encebadors i els
corresponents tamanys del producte amplificat es mostren en la Taula 13.

La deteccio dels gens de virulencia es va realitzar mitjangant cinc PCRs

multiples segons la segiient distribucié 2°:

a. Pool 1: malX, papA, fimH i ibeA.

b. Pool 2: sfa/focDE, iutA, papG al-lel III i fyuA
c. Pool 3: hlyA, papG al-lel T* i kpsMIT*

d. Pool 4: traT i papG al-lel 11

e. Pool 5: afa/draBC* i cnf1*

En cada pool es van incloure controls positius i negatius.
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Les concentracions dels reactius en un volum final de 25uL eren les seglents;
1x tampéd de reaccid, 2 Mm MgCl,, 200 mM dNTPs, 2.5 U Taq Polimerasa (BIOLINE), i
0.8 mM dels encebadors corresponents, excepte els marcats amb un * que
sutilitzaren a una concentracié de 0,3 uM. I 2 uL d’ADN lisat mitjancant ebullicié a
partir d’'una colonia de la soca corresponent. La PCR es va realitzar amb un
Termociclador GeneAmp PCR System 2700 (Applied Biosystem). Les condicions de la
PCR eren les seglients: desnaturalizacion inicial: 95°C 12 min; 25 cicles: 94°C 30
seg, 63°C 30 seg, 68°C 3 min; i una extensién final a 72°C 10 min. La lectura es va
realitzar en un gel d’agarosa al 2% en 1xTBE, tenyit amb bromur d’etidi a una

concentracio de 0.5ug/uL. El marcador de pesos moleculars correspon a 100 (pb).

Taula 13. Descripcio dels encebadors utilitzats en la PCR per a detectar els determinants de viruléncia, i el grup filogenétic

Nom de Tamany del Ndmero
Determinant de viruléncia Gen Seqléncia dels encebador (5-3') , producte accés al
I'encebador
(pb) GenBank
papA ATG GCA GTG GTG TCT TTT GGT G PapA f
CGT CCC ACC ATAC GT GCT CTT C PapA r 720 X61239
papC GTG GCA GTA TGA GTA ATGACC GTTA  PapC f
ATA TCC TTT CTG CAG GGA TGC AATA  PapCr 200
) . pap G
Fimbria P allel T TCG TGC TCA GGT CCG GAA TTT Allel T f 461 X61239
TGG CAT CCC CCA ACA TTA TCG Al-lel T
al-lel I GGG ATG AGC GGG CCT TTG AT Al-lel I f
190 M20181
Adhesines CGG CGG CCC AAG TAACTC G Al-lel II r
al-lel 111 GGC CTG CAA TGG ATT TAC CTG G Al-lel IIT f
CCA CCA ATT GAC CAT GCC AGA C Al-lel IIT r 258 X61238
S fimH TGC AGA ACG GAT AAG CCG TGG FimH f
Fimbria tipus 1 GCA GTC ACC TGC CCT CCG GTA FimH r 508 AJ225176
] afa/draBC  GGC AGA GGG CCG GCA ACA GGC Afa f
Adhesina Dr CCC GTA ACG CGC CAG CAT CTC Afa r 559 X76688
. sfa/focDE CTC CGG AGA ACT GGG TGC ATC TTAC sfa 1
Fimbria S i F1C CGG AGG AGT AAT TAC AAA CCT GGC A sfa 2 410
- hlyA AAC AAG GAT AAG CAC TGT TCTGGC T hly f
Hemolisina AAC ATA TAA GCG GTC ATT CCC GTC A hly r 1177 M10133
Toxi
oxines Factor Citotoxic cnf AAG ATG GAG TTT CCT ATG CAG GAG ___ cnfl
necrotitzant CAT TCA GAG TCC TGC CCT CATTATT  cnf2 498 X70607
] iutA GGC TGG ACA TCA TGG GAA CTG G Aer]
Aerobactina CGT CGG GAA CGG GTA GAA TCG Aerd r 300 X05874
Siderofors — fyuA TGA TTA ACC CCG CGA CGG GAA FyuA f
Yersinbactina FyuA r 880 238064
CGC AGT AGG CAC GAT GTT GTA
) L kspMII GCG CAT TTG CTG ATA CTG TTG kps 11 f
Capsula polisacarida del grup IT CAT CCA GAC GAT AAG CAT GAG CA kps I r 272 X53819
) ) traT GGT GTC GTG CGA TGA GCA CAG TraT f
Resistencia al sérum CAC GGT TCA GCC ATC CCT GAG TraT r 290 J01769
] ] ibeA AAG CAG GTG TGC GCC GCG TAC Tbel0 f
Invasor de l'endoteli cerebral TGG TGC TCC GGC AAA CCA TGC Ibel0 r 170 AF289032
Marcador de I'llla de patogenicitat malX , PAI GGA CAT CCT GTT ACA GCG CGC A RPAi f
(PAI) I d'E. coli CFT073 TCG CCA CCAATC ACAGCC GAAC RPAi r 930 AF003742
ChuA GAC GAA CCA ACG GTC AGG AT ChuA.1
TGC CGC CAG TAC CAA AGA CA ChuA.2 279 U67920
] . YjaA TGA AGT GTC AGG AGA CGC TG YijaA.1
Grup filogenetic ATG GAG AAT GCG TTC CTC AAC YjaA.2 211 U00096
TspE4C2 GAG TAA TGT CGG GGC ATT CA TspE4C2.1
CGC GCC AAC AAA GTA TTA CG TspE4C2.2 152 AF222188
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3.6.2. Definicions

El grau de viruléencia és el nombre de gens de viruléncia detectats, amb els element

pap comptabilitzats com a un Unic tret.

3.6.3. Grup filogeneétic

La determinacid dels quatre grups filogenétics A, B1, B2 i D d’E. coli es va

150 a3 partir de tres

realitzar mitjangant una triple-PCR, descrita per Clermont et al.
marcadors: chuA, gen necessari pel transport d’hemo en E. coli enterohemorragic
0157:H7; yjaA, gen identificat en E. coli K-12, de funcié desconeguda; i un fragment
d’ADN andonim anomenat TSPE4.C2 (Figura 13). La sequéncia dels encebadors es

mostra a la Taula 13.

Les concentracions dels reactius en un volum final de 20 uL van ser les seglients: 1x
tampd de reaccid, 1.5 mM MgCl,, 200 uM dNTPs, 2.5 U Taq Polimerasa (BIOLINE), i 1
uM dels encebadors corresponents. La PCR es va realitzar amb el Termociclador
GeneAmp PCR System 2700 (Applied Biosystem). Les condicions de la PCR van ser les
seglients, desnaturalitzacid inicial a 94°C, 4 min; 30 cicles: 94°C 5s, 59°C 10s; i una
extensid final a 72°C 7 min. La lectura es va realitzar en un gel d’agarosa al 3% en
1XTBE, tenyit amb 0.5 pg/puL Bromur d’Etidi. El marcador de pesos molecular

correspon a 50 pb.

Figura 13 Arbre dicotomic per a determinar el grup filogenétic d’E. coli segons el resultat de
I'amplificacié dels productes chuA, yjaA i el fragment TSPE4.C2.

L4 T

L
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3.7. Determinacio dels antigens O

Els antigens 01, 02, 04, 06, 07, 018 i 083 es van seleccionar per ser els més

! i es van determinar mitjangant

prevalents en la infeccié urinaria en la nostra area'®
microaglutinacid, utilitzant anticossos policlonals produits al “Laboratorio de Referencia

de E. coli” espanyol (LREC).

3.8. Analisi clonal

3.8.1. Analisi clonal mitjancant tecniques moleculars

E funcio de l'estudi es van utilitzar diferents tecniques moleculars per a analitzar les

propietats o polimorfismes genétics de les diferents soques d’E. coli.
La base d'aquestes técniques son variables:

a) l'analisi del nombre de copies de determinades seqliéncies repetitives al
llarg del cromosoma (ERIC-PCR - Enterobacterial Repetitive Intragenic
Consensus-). En els genomes de tots els organismes existeixen seqiéncies
d’ADN repetides que poden ser utilitzades per el disseny d’encebadors que

amplifiquin la regié entre seqlieéncies repetitives consecutives.

b) l'estudi de restricci6 d’ADN cromosomic (PFGE, - Pulsed Field Gel

Electrophoresis-),

ERIC PCR

La relacio clonal entre soques d’E. coli es va establir a partir del perfil d’ ERIC generat
utilitzant els encebadors ERIC1R and ERIC2'%2,(Taula 14) Les imatges del gel es varen
capturar digitalment (Gel Compar II, version 3.0; Applied Maths). Les soques d’ E. coli

amb una similaritat de perfils d’ERIC < 93% es van considerar clons diferents.

Taula 14. Seqiiéncia dels encebadors utilitzats per a la ERIC-PCR
ERIC 1R: 5" ATG TAA GCT CCT GGG GAT TCA C 3’; 30.7 nmols

ERIC 2R: 5" AAG TAA GTG ACT GGG GTG AGC G 3’ ; 47.7 nmols
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PFGE

Les soques d’ E. coli aillades en un mateix pacient que presentaven el mateix
perfil de factors de viruléncia i el mateix grup filogenétic perd que presentaven una
similaritat < 93% en el perfil d'ERIC-PCR, i per tant inicialment s’havien considerat
com a clons diferents, es van re-analitzar mitjangant I'electroforesi de camp polsant
després de la digestié de I’ADN total amb I’'enzim de restriccié Xbal **3. En I'analisi dels
perfils de PFGE, aquelles soques d’ E. coli que presentaven perfils indistingibles
(coeficient de similaritat de Dice 100%) van ser considerades com pertanyents al

mateix clon.

3.9. Metodes estadistics

En tots els casos el valor de p<0,05 es considera estadisticament significatiu.

Test x? Pearson

Per a la comparaci6 de la frequéncia o proporcions de variables dicotomiques

agrupades en dos o més grups s’ha utilitzat el Test x> Pearson.

Test de Fisher

La comparacié de les proporcions de dues variables dicotomiques s’ha realitzat fent
servir el test de Fisher en el cas que les mostres a estudiar siguin petites (al menys el
80% de les cel-les en una taula de contingéncia siguin majors de 5) i no es compleixen

les condicions necessaries per aplicar el Test x* Pearson.

U Mann-Whitney

Per a contrastar la distribucié del grau de viruléncia entre dues poblacions diferents
(per exemple entre soques d’ E. coli del grup filogenétic A i del grup B1), o bé si el
grau de viruléncia tendeix a ser superior en un dels dos grups s’utilitza la U de Mann-

Whitney (proves de caracter no - parametric).
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Model de regressiéo miltiple

S’'ha utilitzat aquest model per a estudiar la possible relacié entre les variables
independents (predictores o explicatives) i una variable dependent (criteri o resposta).
Les variables utilitzades com a independents o dependents varien en funcié de I'estudi

3 0 4 del present treball.
Analisi de coordenades principals

Les relacions de similaritat entre les diferents soques d’ E. coli respecte al perfil de
viruléncia s’ha estudiat mitjancant |'analisi de coordenades principals. L'analisi de
coordenades principals s’ha aplicat al conjunt de factors de viruléncia per a simplicar
els grups de comparacions. Els valors de cada clon dels tres primers eixos de I'analisi
de coordenades principals, els quals representen la major varianga entre el conjunt de
les dades, s’ha utilitzat en un analisi de varianca per a diferenciar entre clons urinaris i

clons només-fecals.
Analisi de correspondéncia multiple

Es una técnica descriptiva, I'objectiu de la qual és resumir una gran quantitat de dades

en un nombre reduit de dimensions, amb la menor pérdua d’informacid possible.

S’analitza, des d’un punt de vista grafic, les relacions de dependéncia i independéncia
d’un conjunt de variables categoriques a partir de les dades d’una taula de contigéncia
de variables qualitatives. En I'eix F1 s’inclouen tantes files com clons aillats, i en I'eix
F2 s’inclouen tantes columnes com factors de viruléncia o altres categories estudiades

en cada clon.
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4. Resultats i discussio

4.1. Estudi 1

Caracteritzar els factors de viruléncia i el grup filogenétic de soques d’E. coli

procedents de mostres cliniques de pacients amb diferents patologies

En aquest estudi s’avaluen les caracteristiques virulentes d’una nova col-leccid
de soques d’ Escherichia coli aillades en pacients amb pielonefritis, bacteriémia
d’origen urinari i d'altres origens. Fins a la data, poques col-leccions de soques d’E. coli

causant de bacteriémia havien estat caracteritzades 20:122/125154-156

Hi ha poques
dades disponibles pel que fa referéncia a les caracteristiques virulentes de les soques
d’Escherichia coli aillades en pacients amb bacteriémia d’origen urinari, o les
associacions entre particulars determinants i la invasivitat en aquesta condicié clinica.
En concret, es desconeixia si certs determinants de viruléncia permeten als bacteris
envair el torrent sanguini una vegada que han arribat al rony9, i si ho fan, si aquests
trets particulars son exclusius de les soques causants de bacteriémia urinaria o son

comuns a totes les soques productores de bacteriémia. Otto et al.**

van comparar els
genotips pap i la seva expressié fimbrial en E. coli causants de bacteriémia i d'infeccid
urinaria febril no bacteriémica, i van concloure que papGia; era I'Unic determinant
significativament més freqlient entre els E. coli causants de bacteriémia. Wang et
al.'*® van documentar que l'al-lel II de papG, hlyA , cnfl i iutA eren significativament
més prevalents en soques d'E. coli causants de bacteriémia en pacients amb infeccid
del tracte urinari que en soques productores de bacteriémia en pacients amb colangitis

aguda.

Distribuciéo de les soques estudiades en els diferents grups filogenétics,

perfils de viruléncia i preséncia d’antigen O associat a la infecci6 urinaria

Del total de les 150 soques d’ Escherichia coli estudiades, el grup filogenétic B2
va ser el més freqlient amb un total de 95 soques (63%), seguit del grup D amb 29
soques (19%) (Taula 14). La distribucié del grup filogenétic entre els tres sindromes
clinics és molt similar; tot i que les soques d’ E. coli causants de bacteriémia d’origen
no urinari es troben menys representades en els grups B2 i més en el grup D (52% i

24%, respectivament).

73



De la mateixa manera que han documentat altres autors, el grup filogenétic B2
és el més prevalent en els aillats d’E. coli causants dels 3 sindromes clinics, sense
diferéncies significatives. La prevalenca del 62% entre les 100 soques causants de
bacteriemia independentment de |'origen és gairebé igual al 65% documentat per
Johnson et al. '#2(2002) entre 182 E. coli aillades de sang de diverses fonts de
bacteriemia, mentre que el grup D va ser més prevalent en el nostre estudi (19% vs.
12%). En total, el 82% dels aillaments derivaren dels grups filogenetics B2 i D, un fet

t 8157 que aquests grups representen llinatges patdgens, no

que reforca el suggerimen
només per a la majoria de soques d’E. coli uropatogenes, sind també per a la majoria
de soques d' Escherichia coli extraintestinals (ExXPEC). Les petites diferéncies
observades en els diversos estudis sobre la distribucié de EXPEC entre els grups no-B2
podria reflectir les divergéncies en l'evolucié geografica entre regions i continents, o

diferéncies en les caracteristiques associades a I’hoste.

Taula 14. Distribucié del grup filogenétic i dels gens de viruléncia entre les 50 soques d’E. coli
aillades en l'orina de pacients amb pielonefritis i les 100 soques d’E. coli aillades en la sang de
pacients amb bacteriémia (50 d’origen urinari i 50 d’altres origens).

Grup filogenétic

A 18 (12) 5 (10) 4 (8) 9 (18)

B1 8 (5) 2 (4) 3 (6) 3 (6)

B2 95 (63) 36 (72) 33 (66) 26 (52)

D 29 (19) 7 (14) 10 (20) 12 (24)

Factor de

viruléncia

malX 103 (69) 35 (70) 38 (76) 30 (60)

papA 98 (65) 39 (78) 35 (70) 24 (48) 0,005°
papG

al-lel 11 74 (49) 33 (66) 29 (58) 12 (24) <0,001°
al-lel 111 35 (23) 14 (28) 7 (14) 14 (28)

fimH 146 (97) 50 (100) 50 (100) 46 (92)

afa/draBC 4 (3) 1(2) 2 (4) 1(2)

sfa/foc DE 63 (42) 28 (56) 14 (28) 21 (42) 0,018°¢
kpsMII 110 (73) 38 (76) 37 (74) 35 (70)

hlyA 60 (40) 26 (52) 15 (30) 19 (38)

cnfl 47 (31) 22 (44) 11 (20) 14 (28) 0,05¢

traT 103 (69) 31 (62) 40 (80) 32 (64)

jutA 105 (70) 39 (78) 34 (68) 32 (64)

fuyA 126 (84) 44 (84) 43 (86) 39 (78)

ibeA 22 (15) 5 (10) 6 (12) 11 (22)

Antigens O 77 (51) 28 (56) 25 (50) 24 (48)

Nota: Les dades corresponen al nombre (%) d'aillats. ma/X = marcador de l'illa de patogenicitat de la soca d'E. coli CFT073; papA = subunitat
estructural de la fimbria P; pap G = molecula d'adhesina de la fimbria P (I'al-lel G I no s'ha detectat); fimH = fimbria tipus 1; afa/draBC =
adhesines Familia DR; sfa/focDE = fimbria S i F1C; kpsMII = capsula polisacarida del grup II; hlyA = hemolisina; cnfl = factor citotoxic
necrotitzant; traT = proteina de membrana associada a la resisténcia al sérum; fyuA = receptor yersinbactinia; iutA = aerobactina; ibeA =invasor
de I'endoteli cerebral; Antigens O = 01, 02, 04, 06, 07, O 18 1 083.

2 El test X? de Pearson s'ha utilitzat per a comparar la distribucié entre els grup filogénetic i factors de viruléncia. Només es mostres els resultats
estadisticament significatius.

® Bacteriémia d'origen urinari i pielonefritis vs. Bacteriémies d'altres origens

¢ Bacteriemia d'origen urinari vs. pielonefritis
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El factor de viruléncia més prevalent entre les 150 soques va ser fimH, present
en el 97 % de soques d’E. coli. Les Uniques 4 soques on no es detecta fimH van ser
aillades en pacients amb bacteriémia no urinaria. Noranta-vuit (65%) soques d’E. coli
presentaven almenys un al.lel papG. L'al-lel I no es va detectar en cap soca. En 63
(42%) soques d’ E. coli es va detectar Unicament |'al-lel II de la subunitat papG de les
fimbries P, en 24 (16%) de les soques Unicament es va detectar l'al-lel II, i en 11
soques (7,3%) es van detectar ambdods al-lels. Els factors de viruléncia malX, kpsMII,
traT, iutA, and fyuA es trobaren presents en la majoria de soques d’E. coli estudiades
(més del 68%). La prevalenca dels altres factors de viruléncia varia en funcié de la
condicié clinica. malX, papA i papGIl eren significativament més prevalent en la
bacteriemia d’origen urinari (70%, 78% i 66%) i pielonefritis (76%, 70% i 58%) que
en les soques aillades en pacients amb bacteriémia d’origen no urinari (60%, 48% i
24%). El gen de lI'adhesina sfa/focDE i el gen de la toxina cnfl eren significativament
més prevalents en la bacteriémia d’origen urinari que en pielonefritis (56% i 44% vs.
28% i 20%); hlyA també era més prevalent, tot i que sense significacio
estadistica(52% vs. 30%). E. coli causant de bacteriéemia, independentment de
I'origen, presenta l'al-lel III de papG més freqlientment que les soques d’E. coli
causants de pielonefritis amb hemocultiu negatiu (28% vs. 14%). Setanta-set (51%)
de les 150 soques d’ E. coli estudiades presentaven un dels 7 serogrups associats amb
la infeccio urinaria. D'aquests, I’'antigen O6 era el més prevalent (19 soques), seguit
de 04 (15), O1 (13), 02 (11), 018 (9), 083 (7), i O7 (2). La prevalenca d’'aquests set
antigens O entre els tres sindromes clinics no presenta diferencies significatives (56%,
50%, and 48%).

Les soques causants de bacteriémia urinaria i pielonefritis mostraren una
elevada prevalenca de factors de viruléncia amb valors similars en els trets malX,
papa, fimH, i kpsM 1I; resultats similars a anteriors treballs®%431%%1%8 per contra, cnf1
i sfa/foc DE van ser més prevalents entre les soques d’ E. coli causants de bacteriémia
urinaria, el que suggereix que encara que E. coli pot requerir fimbries P per arribar al
ronyd, un cop alla, necessita toxines i/o fimbries FIC o S per envair i romandre en el
torrent sanguini. Cal assenyalar que el requisit de fimbries P per aconseguir accedir al
ronyd en E. coli es comptabilitza en gran part per l'al:lel II de papG, el qual en el

nostre estudi va ser el millor marcador de la infeccid renal.

Als efectes d'aquest estudi, es va assumir que cada factor de viruléncia amb
I'excepcié dels elements pap (preséncia de papA, al.lels II i II de papG considerats

com a un Unic factor) contribueixen de la mateixa manera en la viruléncia. També
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assumim que la suma de tots els factors de viruléncia defineixen el potencial patogen
final de les soques d’ Escherichia coli, anomenat grau de viruléncia. Per tant, d'acord
amb el grau de viruléncia, E. coli causant de bacteriémia urinaria mostra un grau de
viruléncia similar a E. coli causant de pielonefritis (puntuacié mitjana del grau de

viruléncia, 7,8 enfront de 7,0; diferéncia no significativa).

D'altra banda, el 51% dels aillaments presenta un dels set O antigens associats

amb la infeccié del tracte urinari en la nostra area!?%1%!

, sense diferéncies entre les
tres condicions cliniques, el que reforca el concepte que E. coli causant d’infeccio
urinaria i E. coli causant d'altres tipus d'infeccions extraintestinals deriven d'ancestres

evolutius comuns?122,

Correlacio entre el grup filogeneétic i els factors de viruléncia

La distribucié dels factors de viruléncia entre els grups filogenétics es descriu a
la Taula 15. El grup B2 concentra la gran majoria de factors de viruléncia,
especialment malX, papA, papG II, sfa/focDE, kpsMII, hlyA, cnfl, fyuA, ibeA i els
antigens O associats a la infeccié urinaria. En el grup D, I'al-lel III de papG, hlyA i cnfl
eren absents. Es varen observar diferéncies importants entre el grau de viruléncia en
cada grup filogenétic, el més elevat corresponia al grup B2 (8,7), el mitja al grup D
(5,3), i el més baix als grups B1 i A (3,5 i 3,4; respectivament). (p < 0,001, grup B2
versus grups A, B1, i D; p = 0,016, grup B1 vs. grup D; p = .001, grup A versus grup
D).

Associacions entre factors de viruléncia

Els factors de viruléncia estudiats mostraren diferents associacions. malX,
marcador d’una illa de patogenicitat, s'associa amb papA (p<0,001), i amb els al-lels
IT i III de papG (p=0,005 i p<0,001, respectivament). malX i papA s’associaren amb
sfa/focDE, kpsMII, hlyA, cnfl i fyuA (p <0,001); mentre que l'al-lel III de papG ho feu
amb sfa/focDE, hlyA i cnfl (p < 0,001). El siderofor fyuA s’associa amb sfa/focDE,
kpsMII i hlyA (p <0,001), pero el siderofor jutA només s’associa amb kpsMII (p
<0,001). Finalment, les toxines hlyA i cnfl s'associaren entre elles i amb sfa/focDE (p
<0,001).

En aquest estudi i altres®®, els al-lels II i III de papG presenten algunes

associacions amb diferents factors de viruléncia, que no es superposen entre si. Aixi,
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papG al-lel 1III, sobre-representat entre les soques aillades en pacients amb
bacteriemia, es va associar significativament amb sfa/focDE, hlyA i cnfl, trets també
freqlents en E. coli causants de bacteriémia urinaria. Per contra, papG al-lel II es
troba rarament en les soques d'origen no-urinari i es va associar amb JjutA, fyuA i
ibeA. Aquests resultats recolzen la idea que els 2 al-lels de fimbries P podrien jugar
diferents papers, amb papG al-lel II aparentment involucrat amb la infeccid urinaria de
vies altes i papG al-lel III amb la bacteriémia. L'associacié de papGIII, hlyA, i cnfl
suggereix la preséncia de la illa de patogenicitat PAI I1J96- like domain, documentat

per Blum et al.'®°

Taula 15. Distribucio dels factors de viruléncia entre els grups filogenétics

malX 1 (6) 92 (97) 10 (34) <0,001°
papA 4 (22) 2 (25) 77 (81) 15 (52) <0,001°
papG

al-lel 11 2 (11) 56 (59) 16 (55) <0,001°
al-lel 111 2 (6) 2 (25) 32 (34) <0,001°¢
fimH 15 (83) 8 (100) 95 (100) 28 (97) <0,001¢
afa/draBC 3 (3) 1(3)

sfa/foc DE 1(6) 3 (38) 57 (60) 2 (7) <0,001°¢
kpsMII 3(17) 1(13) 82 (86) 24 (83) <0,001°
hlyA 2 (11) 1(13) 57 (60) <0,001°
cnfl 2 (11) 1(13) 44 (46) <0,001°
traT 10 (56) 4 (50) 71 (75) 18 (62)

iutA 11 (61) 4 (50) 68 (72) 22 (76)

fuyA 8 (44) 4 (50) 93 (98) 21 (72) <0,001°
ibeA 2 (11) 18 (19) 2 (7)

Antigens O 1(6) 66 (69) 9 (31) <0,001°

Nota: Les dades corresponen al nombre (%) d'aillats. @ El test X? de Pearson s'ha utilitzat per a comparar la distribucié
entre els grup filogénetic. Només es mostres els resultats estadisticament significatius.

2 grup B2 vs. grups A,B1i D

b grup B2 vs. grups A i B1

€grup B2 vs. grups Ai D

9 grup B2 vs. grup A

Factors locals o generals de I’'hoste afavoridors de la infeccié

La relacio entre els factors de viruléncia i els factors generals o locals de I’'hoste
afavoridors de la infecci6 només s’ha analitzant entre les 100 soques uropatdgenes
d’Escherichia coli (Taula 16). Seixanta-tres d’aquestes soques van ser aillades en
pacients amb les condicions seglents: 8 amb factors generals com SIDA, malaltia
avancada, hepatopatia terminal o terapia immunosupressora; 47 amb factors locals
afavoridors d‘infeccié urinaria, com anormalitats anatomiques o fisiologiques del tracte
urinari; i 8 pacients amb ambdues condicions. En malalts amb pielonefritis i

bacteriemia d’origen urinari pero sense factors afavoridors d‘infeccié, un elevat
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percentatge de les soques deriven del grup filogenétic B2 (76 % i 88% en comparacié
amb el 59 % i 65 % de les soques d'aquests grups en malalts amb factors
afavoridors). En canvi, les soques dels grups A i B1 van ser aillades practicament de

forma exclusiva en malalts amb factors generals o locals afavoridors de la infeccié.

L'al-lel II de papG es |'Unic tret significativament més prevalent en soques aillades en
pacients amb pielonefritis i sense factors afavoridors de la infeccié que en soques
aillades en pacients amb pielonefritis i amb factors afavoridors. malX, papA, kpsMII i
fyuA estan més presents (encara que de manera no significativa) en soques aillades
en pacients amb pielonefritis i bacteriemia d’origen urinari sense factors afavoridors de
la infeccié que en pacients amb les mateixes patologies perd amb factors afavoridors.

En canvi, la resta de factors de viruléncia presenten una distribucié similar.

Taula 16. Relacio entre els factors de viruléncia i els factors generals o
locals de I’hoste afavoridors de la infeccié urinaria només s’ha analitzant
entre les 100 soques uropatogenes d’Escherichia coli

Grup filogenétic

A 4 (14) 2(12) 3 (9)
B1 3 (10) 2 (6)
B2 16 (76) 17 (59) 14 (88) 22 (65)
D 5 (24) 5(17) 7 (21)
Factor de viruléncia

malX 19 (90) 19 (66) 14 (88) 21 (62)
papA 18 (86) 17 (59) 13 (81) 26 (76)
papG

al-lel I1 16 (76) * 13 (45)* 9 (56) 24 (71)
al-lel 111 2 (10) 5(17) 6 (38) 8 (24)
fimH 21 (100) 29 (100) 16 (100) 34 (100)
afa/draBC 1 (5) 1(3) 1(6)

sfa/foc DE 6 (29) 8 (28) 9 (56) 19 (56)
kpsMII 17 (81) 20 (69) 13 (81) 25 (74)
hlyA 6 (29) 9 (31) 9 (56) 17 (50)
cnfl 4 (19) 7 (24) 9 (56) 13 (38)
traT 18 (86) 22 (76) 12 (75) 19 (56)
iutA 14 (67) 20 (69) 12 (75) 27 (79)
fuyA 20 (95) 23 (79) 15 (94) 29 (85)
ibeA 2 (10) 4 (14) 2 (13) 3(9)
Antigens O 12 (57) 13 (45) 10 (63) 17 (50)

Nota: Les dades corresponen al nombre (%) d'aillats. @ El test X? de Pearson s'ha utilitzat per a comparar la
distribucié del grup filoenétic i els antigens O entre els diferents sindromes clinics. El test de la F de Fisher s'ha
utilitzat per a comparar cada factor de virulencia entre els diferents sindromes clinics.* p<0,05 sense factors
predisponents vs. factors predisponents.
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Diversos autors**!?%1€% han observat que pacients amb factors locals o generals
afavoridors de la infeccié redueixen els requisits de viruléncia del patogen. No obstant
aixd, en aquest estudi com en un altre®®, la majoria de factors de viruléncia es
distribueixen per igual en pacients amb o sense aquests factors, a excepcié de certs
trets, és a dir, I'al-lel II papG en aquest estudi, i el sfaS i bmaE en I'estudi de Johnson
i Stell ?°, Cal assenyalar que les soques d’ Escherichia coli dels grups A i B1, que van
mostrar pocs trets de viruléncia, es van aillar gairebé exclusivament en pacients amb
factors generals o locals afavoridors de la infeccid. La prevalenca substancial del grup
B2 entre les soques amb molts trets virulents en els hostes amb immunodeficiéncia
pot explicar la manca d'associacié entre aquesta condicié i la viruléncia reduida.
Malgrat aix0, es va observar una disminucié no significativa, pero continuada del
gradient de viruléncia, comencgant per les soques d’ E. coli causants de bacteriemia
urinaria (grau de virulencia de 8,5) i pielonefritis (7,5) en pacients sense factors
predisponents i seguint per les soques d’E. coli aillades en pacients amb aquestes

patologies pero amb factors predisponents (7,4 i 6.6, respectivament).

4.2, Estudi 2

Relacié entre la resisténcia a quinolones, fluoroquinolones i
trimetoprim/sulfametoxazole i els factors de viruléncia i el grup filogenétic

en soques d’ Escherichia coli uropatogenes
Resisténcia a quinolones i fluoroquinolones

Del total de les 150 soques d’ E. coli estudiades, 31 soques (21%) eren
resistents a les quinolones i 18 (12%) resistents també a les fluoroquinolones. La
prevalenca de les soques resistents a quinolones entre les tres sindromes cliniques
estudiades era del 14% en cistitis, 20 % en pielonefritis i 28% en bacteriémia urinaria,
mentre que la distribucid de les resistents a fluoroquinolones era del 10% cistitis i

pielonefritis i del 16 % en bacteriémia urinaria.

Les soques sensibles a quinolones (Taula 17) s’associaven significativament al grup

filogenetic B2 (81% vs. 32% de les soques resistents; p< 0.001); mentre que les
soques resistents a quinolones al grup filogenetic A (36% vs. 3% de les soques
sensibles, p<0.001). En canvi, ambdds sensibles i resistents presentaven una
distribucié similar entre els grups B1 i D. Tots els factors de viruléncia estudiats, a
excepcié de iutA i ibeA, es trobaven més freqlientment entre les soques sensibles a

quinolones que no pas entre les respectives resistents (Taula 17). Molts d’aquestes
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factors de virulencia incloent malX, papA, papG al.lel 111, sfa/foc DE, kpsM II, hlyA,
cnfl, fyuA i els Antigens O associats a IU eren significativament més freqlients entre
les soques sensibles (Taula 17). Conseqlientment les soques sensibles a quinolones
presentaven un grau de viruléncia superior al de les soques resistents (median score
8,6 vs. 5,2 ; p<0.001).

Les soques sensibles a fluoroquinolones (Taula 17) s’associaven significativament al

grup filogenétic B2 (79% vs. 11% en les resistents), p< 0.001), mentre que les
soques resistents s’associaven al grup filogenétic A (56% vs. 4 % en les sensibles;
p<0.001). En canvi, ambdods sensibles i resistents presentaven una distribucié similar
entre els grups Bl i D. Tots els factors de viruléncia estudiats, a excepci6 de iutA, es
trobaven més freqientment en les soques sensibles que no pas en les soques
resistents (Taula 17); algun d’ells, incloent malX, papA, papG al.lel II, fimH,
sfa/focDE, kpsM, hlyA, cnfl i fyuA, amb diferéncies estadisticament significatives. Per
tant, les soques sensibles a fluoroquinolones presenten una mitja de grau de
viruléncia de 7,9 punts, inferior al que presenten les soques sensibles a quinolones
(8,6), pero significativament més alt que el que presenten les soques resistents a
fluoroquinolones (3,9; p<0.001). Cal remarcar que mentre el 53% de les soques
sensibles a fluoroquinolones presenten algun antigen O relacionat amb infeccid

urinaria, aquests antigens no es troben entre les soques resistents (p<0.001).

La no aparicié de soques d’ Escherichia coli resistents a fluoroquinoles derivades del

[ 161

grup filogenétic B2 concorda amb els estudis de Johnson et a . En canvi, en el

present estudi no s’ha trobat un increment en el grup filogenétic D com observen
aquests autors (entre humans perd no en soques aillades de mostres animals) i altres

[ 161

autors'®?. Johnson et a va descriure que el 36 % de les soques resistents a

fluoroquinolones pertanyien als grups A i B1 (27 i 9 % respectivament), comparades

amb el 73 % del nostre estudi (56 i 17%). En canvi, en un altre estudi'®?

que analitza
soques d’E. coli en dones amb cistitis, la majoria (67%) de resistents a
fluoroquinolones pertanyien del grup filogenétic A. La baixa prevalenga del factors de
viruléncia i d’antigens O associats a infeccid urinaria que s’observa aqui entre les

soques resistents també s’ha observat en altres estudis'®!/162164

, el que demostra que
aquestes caracteristiques s6n comuns en soques d’origen huma resistents a

fluoroquinolones.
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Taula 17. Distribucio dels grups filogenetics i els factors de virulencia en relacio a la sensibilitat de les soques d’E. coli a les quinolones,
fluoroquinolones i trimetoprim/sulfametoxazol.

Fluoroquinolona Trimetoprim-sulfametoxazol
p? Sensible Resistent p? Sensible Resistent p?

n=132 n=18 n =106 n =44
Grup filogenetic
A <0,001 5(4) 10 (56) <0,001 7 (7) 8 (18)
B1 7 (5) 3(17) 4 (4) 6 (14)
B2 <0,001 104 (79) 2 (11) <0,001 87 (82) 19 (43) <0,001
D 16 (12) 3(17) 8 (8) 11 (25) 0,003
Factor de viruléncia
mal X <0,001 110 (83) 2 (11) <0,001 92 (87) 20 (45) <0,001
papA 0,002 95 (72) 8 (44) 0,02 77 (73) 26 (59)
papG
al-lel I 1(1) 0 1(1) 0
al-lel II 65 (49) 4 (22) 0,03 52 (49) 17 (39)
al-lel III 0,004 34 (26) 2 (11) 26 (25) 10 (23)
fimH 131 (99) 16 (89) 0,04 105 (99) 42 (95)
afa/dra BC 12 (9) 0 9 (8) 3(7)
sfa/foc DE 0,001 75 (57) 2 (11) <0,001 60 (57) 17 (39) 0,04
kps MII <0,001 112 (85) 4 (22) <0,001 86 (81) 30 (68)
hly A <0,001 68 (52) 2 (11) 0,001 55 (52) 15 (34) 0,05
cnfl 0,01 51 (39) 2 (11) 0,02 42 (40) 11 (25)
traT 94 (71) 11 (61) 71 (67) 34 (77)
iutA 83 (63) 13 (72) 65 (61) 31 (70)
fuy A 122 (92) 11 (61) 0,001 99 (93) 34 (77) 0,01
ibe A 16 (12) 1 (6) 11 (10) 6 (14)
Antigens O 0,001 70 (53) 0 <0,001 59 (57) 11 (25) <0,001
Virulence score, mitjana (rang) <0,001 7,9 (2-12) 3,9 (1-10) <0,001 7,9 (1-12) 6,4 (1-11) 0,005

Nota: Les dades corresponen al nombre (%) d'aillats. malX = marcador de l'illa de patogenicitat de la soca d'E. coli CFT073; papA = subunitat
estructural de la fimbria P; pap G = molécula d'adhesina de la fimbria P; fimH = fimbria tipus 1; afa/draBC = adhesines Familia DR; sfa/focDE = fimbria
SiF1C; kpsMII = capsula polisacarida del grup II; hlyA = hemolisina; cnfl = factor citotoxic necrotitzant; traT = proteina de membrana associada a
la resisténcia al serum; fyu A = receptor yersinbactinia; iut A = aerobactina; ibe A =invasor de I'endoteli cerebral; Antigens O =01, 02, 04, 06, 07,0
18 1 083.

? En les comparacions entre els grups filogénetics o els determinants de virulencia en funcié de la sensibilitat antimicrobiana s’ha utilitzat test de
Pearson X? quan totes les freqliéncies esperades eren =5; la correccié de Yates quan qualsevol cel.la de les freqliencies esperades era 3 0 4; i el
test de Fisher quan qualsevol cel-la de les freqiéncies esperades era <3; i el test de la U de Mann-Whitney per a comparar entre els virulence score.
Només es mostres les diferéncies estadisticament significatives (p <0,05).
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Resisténcia a trimetoprim/sulfametoxazole

De les 150 soques estudiades, 44 (29,3%) eren resistents al
trimetoprim/sulfametoxazole (STX), amb una distribucié entre les sindromes cliniques
estudiades de 26 % en cistitis i pielonefritis i 36 % en bacteriemia urinaria (Taula 17).
Les soques sensibles i resistents a STX presenten una distribucio diferent respecte als
grups filogenetics, similar a |’ observada entre els soques sensibles i resistents a
quinolones i fluoroquinolones. Les soques sensibles a STX s’associaven al grup
filogenetic B2 (82 % vs. 43% en soques resistents; p<0.001), i les soques resistents
al grup filogenetic D (25% vs. 8 % en sensibles; p=0.003). Tot i que només quatre
factors de viruléncia (malX, sfa/foc DE, hlyA i fyuA) eren significativament més
prevalents entre les soques sensibles a STX que entre les soques resistents,el grau de
viruléncia era superior en soques sensibles (7,9 vs. 6,4 en resistents; p=0.005).
També l'antigen O associat a infeccid urinaria era aproximadament dues vegades

superior entre les soques sensibles a STX (57% vs. 25%; p<0.001).

El que les soques resistents a trimetoprim/sulfametoxazole fossin principalment del
grup D, ja havia estat observat en estudis prévis!®® . En canvi, la observacié de que
aquestes soques resistents també s’associen a una disminucié significativa de la
preseéncia d’alguns factors de viruléncia, donant com a resultat una lleugera reduccié
(perd estadisticament significativa) del seu grau de viruléncia, esta en conflicte amb
resultats d’altres estudis prévis'®®, on la resisténcia a trimetoprim/sulfametoxazole no

s’associa a la disminucio de la viruléncia.

Fenotip de sensibilitat combinat

Si s’agrupen les soques d’E. coli en funcié del fenotip de sensibilitat als tres
antimicrobians estudiats (quinolones, fluoroquinolones i trimetoprim/sulfametoxazole)
també s’observenen diferéncies en la distribucio del grup filogenétic i els factors de

viruléncia (Taula 18).

En els extrems, les soques sensibles als tres antimicrobians estudiats (Q S, FQ S i STX
S) soén les més virulentes (grau de viruléncia 8.1) i pertanyen al grup filogenétic B2,
mentre que les soques resistents a quinolones, fluoroquinolones i sensibles a
trimetoprim/sulfametoxazole sén les menys virulentes (grau de viruléncia 2.8) i
pertanyen al grup A. Entre aquests dos extrems, hi ha una aparent disminucié del
grau de viruléencia entre les soques resistents només a quinolones o

trimetoprim/sulfametoxazole que és molt similar (7.1 i 7.8 , respectivament), i només
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Ileugerament superior al de les soques resistents als dos tipus d’ antimicrobians (grau

de viruléncia 6.2).

Taula 18. Distribucio dels grup filogeneétic i factors de viruléncia en funcio del fenotip de
sensibilitat als tres antimicrobians estudiats en E. coli (quinolones, fluoroquinolones i
trimetoprim/sulfametoxazole

o A 3(3) 0 4 (100)° 1 (4) 1 (20) 6 (43)°
3’% B1 4 (4) 0 0 2 (8) 1 (20) 3(21)2
02 B2 80 (85) 7 (88) 0? 16 (64)? 1 (20)2 2 (14)°

& D 7 (7) 1(13) 0 6 (24)2 2 (40) 3 (21)

malx 85 (90) 7 (88) b 17 (68)2 1 (20)° 2 (14)°
papA 68 (72) 6 (75) 3 (75) 19 (76) 2 (40) 5 (36)°
papG al-lel I 1(1) 0 0 0 0 0
o papG al-lel II 46 (49) 6 (75) 0 11 (44) 2 (40) 4 (29)
(s papG al-lel
b5} 111 26 (28) 0 0 7 (28) 1 (20) 2 (14)
g fimH 94 (100) 8 (100) 3 (75)2 24 (96) 5 (100) 13 (93)
i afa/draBC 9 (10) 0 0 3 (12) 0 0
z sfa/focDE 56 (60) 4 (50) 0° 13 (52) 2 (40) 2 (14)°
§ kspM IT 79 (84) 7 (88) 0? 22 (88) 4 (80) 4 (29)°
£ hilyA 55 (59) 0? 0? 11 (44) 2 (40) 2 (14)2
I3 cnf1 42 (45) 0° 0 8 (32) 1 (20) 2 (14)°
a traT 65 (69) 4 (50) 2 (50) 22 (88) 3 (60) 9 (64)
utA 57 (61) 6 (75) 2 (50) 17 (68) 3 (60) 11 (79)
fyuA 88 (94) 8 (100) 3 (75) 22 (88) 4 (80) 8 (57)°
ibeA 9 (10) 2 (25) 0 3 (12) 2 (40) 1(7)
O Antigen 54 (58) 5 (63) 0 10 (40) 1 (20) oP
Virulence score, median 4.2"°
(range) 8.1(2,12) 7.1(5,8) 2.87(1,4) 7.8(2,11) 6.2 (2,10) (1,10)

Nota: Q, quinolona; FQ, fluoroquinolona; SXT, trimetoprim-sulfametoxazole. malX = marcador de l'illa de
patogenicitat de la soca d'E. coli CFT073; papA = subunitat estructural de la fimbria P; pap G = molécula
d'adhesina de la fimbria P; fimH = fimbria tipus 1; afa/dra BC = adhesines Familia DR; sfa/fo cDE = fimbria S i
F1C; kpsMII = capsula polisacarida del grup II; hlyA = hemolisina; cnfl = factor citotoxic necrotitzant; traT =
proteina de membrana associada a la resisténcia al sérum; fyuA = receptor yersinbactinia; iutA = aerobactina;
ibe A =invasor de l'endoteli cerebral; Antigens O = 01, 02, 04, 06, 07, O 18 I 083.

En les comparacions entre els grups filogénetics o els determinants de virulencia en funcié de la sensibilitat
antimicrobiana s’ha utilitzat test de Pearson X2 quan totes les freqiiéncies esperades eren >5; la correcci6 de
Yates quan qualsevol cel.la de les freqlieéncies esperades era 3 o0 4; i el test de Fisher quan qualsevol cel-la de
les frequiéncies esperades era <3; i el test de la U de Mann-Whitney per a comparar entre els virulence score.
Només es mostres les diferéncies estadisticament significatives ® p < 0.05 resistent vs. sensible a tot. ®p <
0.001 resistent vs.sensible a tot.

Els subgrups (QS-FQS-SXTS; QS-FQS-SXTR i QR-FQR-SXTS) pertanyen
principalment al grup filogenétic B2. En el subgrup QR FQS-SXTR, aquesta pertinenca
és menys extensiva. En canvi, amb |'addicié6 de la resisténcia a fluoroquinolones el

grau de viruléncia disminueix drasticament (per exemple, el grau de viruléncia de les
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soques resistents als 3 antimicrobians és de 4.2), i el grup filogenétic predominant
passa a ser I’A. Aquest canvi en la viruléncia i el grup filogenétic amb I'addicié de la

resisténcia a FQ es més acusat en les soques sensibles a trimetoprim/sulfametoxazole.

Aquest estudi suggereix que, entre les soques d’E. coli aillades en pacients amb
infeccio urinaria, la resisténcia a quinolones, fluoroquinolones i
trimetoprim/sulfametoxazol s’associa a un baix nivell de viruléncia i no es relaciona
amb el grup filogénetic B2, sind que es relaciona als filogrups A, B1 i/o D. La magnitud
del canvi en el grup filogenétic depén d'un patré especific de resisténcia
antimicrobiana, sent superior en la resisténcia a fluoroquinolones que en la resisténcia
a quinolones, o a trimetoprim/sulfametoxazole, i variat en les soques fluoroquinolones

resistents, segons el fenotip de sensibilitat a trimetoprim/sulfametoxazole.

Analitzant amb més detall la relacié entre els perfils de viruléncia i el fenotip combinat
als tres antimicrobians s’observen quatre trets diferencials. El primer, es que entre les
soques sensibles a trimetoprim/sulfametoxazole, les 4 soques resistents a
fluoroquinolones (i per tant també a quinolones) deriven exclusivament del grup A,
mentre que les 7 de les 8 soques resistents a quinolones (perd sensibles a
fluoroquinolones) deriven del grup filogenétic B2. El segon, correspon a les diferéncies
entre grups filogeneétics, el 63 % de les soques resistents a quinolones (pero sensibles
a fluoroquinolones i trimetoprim/sulfametoxazole), es relacionen amb I‘antigen O
associat a infeccid urinaria, cosa que no s'observa a les corresponents resistents a
fluoroquinolones. El tercer, tot i que el grup filogenétic B2 és predominant entre les
soques resistents exclusivament a quinolones, aquestes no presenten els gens hlyA i
cnfl, que també es troben en menys quantitat en les soques del grup B2 resistents a
acid nalidixic segons I'estudi de Horcajada et al.'®’ D’altra banda, les soques del grup
B2 resistents a fluoroquinolones no presenten sfa/focDE i hlyA, dades coincideix amb
altres estudis prévis'®? . Quart, la resisténcia a fluoroquinolones sembla ser el principal
marcador associat amb un baix potencial de viruléncia. Les soques resistents a
guinolones i fluroquinolones per6 sensibles a trimetoprim/sulfametoxazole sén menys
virulentes que la resta (grau de viruléncia de 2,8 punts, inferior al grau de viruléncia
de 3,2 entre les 15 soques aillades del grup A i 4,0 entre les 10 del grup B1). A més a
més, entre les soques resistents a quinolones, ja siguin resistents o sensibles a
trimetoprim/sulfametoxazole, |'addicié de la preséncia de resisténcia a fluroquinolones

s’associa amb una disminucio significant de les caracteristiques virulentes.
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Grup clonal A

Entre les soques resistents a trimetoprim/sulfametoxazole, 3 (7%) pertanyien
al grup clonal A. La primera d’aquestes soques va ser aillada I'any 1999 en una dona
de 75 anys, la segona al febrer del 2002 en un nadd d’onze mesos i la tercera al
novembre del 2002 en una dona de 26 anys, a tots tres pacients se’ls va diagnosticar
pielonefritis. Les tres soques eren també resistents a ampicil-lina pero sensibles a les
cefalosporines d’ampli espectre, als carbapenems i als antimicrobians combinats amb
inhibidors de B-lactamases; mentre que les dues primeres eren sensibles i la tercera
resistent a quinolones i fluoroquinolones. Les tres soques pertanyien al grup
filogenetic D i presentaven un perfil de viruléncia molt uniforme que incloia en totes
elles: pap A, papG allele II, finH, kpmlII, iut A I fyuA, a més a més de traT en les dues

primeres.

Encara que CGA és el grup clonal més prevalent entre les soques resistents a
trimetoprim/sulfametoxazole, en el present estudi només s’han aillat tres (7%)
soques. Les tres essencialment idéentiques a les soques CGA americanes (ref. 11 i 25)
respecte al grup filogenetic, factors de viruléncia, patré d’ERIC i perfil de resisténcia
als antimicrobians, excepte que una soca també era fluoroquinolona resistent.
Aquesta darrera soca representa la segona coneguda resistent a fluoroquinolones en

membres CGA, la primera va ser aillada en Calgary'®® .

La primera soca descrita com CGA va ser aillada I'any 1999, mentre que la
segona i la tercera I'any 2001, i no se’n va documentar cap més fins al 2004, el que
suggereix que les soques del CGA no proliferen com a clon epidémic. En recents
estudis en USA, s’han trobat que el 15% de totes les soques resistents a
trimetoprim/sulfametoxazole pertanyien al grup clonal A'®%, i més del 50% de les
soques resistents a trimetoprim/sulfametoxazole eren causants de cistitis no

complicada i pielonefritis en dones*®®

, mentre que a Europa I'E. coli CGA representa el
7% de les soques resistents a trimetoprim/sulfametoxazole. D’acord amb el present
estudi, les soques d’ E. coli CGA presenten un grau d’especificitat de sindrome, ja que
les tres causaven pielonefritis, el que representa que el 23% de les soques resistents
a trimetoprim/sulfametoxazole aillades en pacients amb pielonefritis pertanyia al grup
clonal A (p=0.02) i en canvi no s’ha aillat cap soca del grup clonal A resistent a
trimetoprim/sulfametoxazole en pacients amb cistitis i bacteriéemia urinaria. Aixo
suggereix que el grup clonal A és, almenys en el nostre ambit, principalment
pielonefrigénic, com s’ha vist també amb el grup clonal 015:K52:H1'’°. Les dades
indiquen que el CGA te una distribucié geografica global pero heterogénia, encara que

probablement aquesta disseminacié i emergéncia ha estat més dificil en arees com
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Espanya on, des de mitjans de 1980, més d’una tercera part dels aillaments clinics d’

171,172

E. coli eren resistents a trimetoprim/sulfametoxazole , pel que el ninxol ecologic

de soques resistents ja estava ocupat.

ERIC PCR

Amb un nivell de delineacié del 93 % de similaritat, s’han diferenciat 35 perfils
d’ERIC entre les 44 soques resistents a trimetoprim/sulfametoxazole (Figura 14). Les
tres soques del grup clonal A (IR7, IR25 i IR26) i dues soques CGA de referéncia
(ECOR47 i 1722) compartien el mateix patré d’ERIC (similaritat 95,4%), que difereix
dels altres perfils d’E. coli resistents a trimetoprim/sulfametoxazole (86% similaritat

amb el patro vei). Aquiestes cinc soques composen el cluster II.

Considerant el 93% de similaritat entre els diferents perfils dels patrons d’ERIC-PCR
com a punt de tall en la diferenciacié de diferents clons, a part del clister II, format
per les soques del grup clonal A, es varen observar dos clusters més. El cluster I
format per dues soques (IR62 i IR78), ambdues del filogrup B2 i amb el mateix perfil
de viruléncia, que inclou la preséncia de malX, papA, papG allele II, fimH, sfa/focDE,
kpsM, traT, iutA i fyuA. Aquestes dues soques d’E. coli es van aillar en dues dones de
59 i 75 anys respectivament, amb bacteriémia urinaria. El clister III format per tres
soques (IR76,IR86 I IR59), totes elles del filogrup D, i amb un mateix perfil de
viruléncia que compta amb la preséncia de papA, papG allele II, fimH, kpsM, iutA i
fyuA. Les soques d’aquest cluster II van ser aillades de tres homes de 93 anys, 69
anys i 77 anys respectivament, amb bacteriémia d’origen urinari. Cap d’aquestes 8
soques (3 CGA i 5 noCGA) varen tipar amb els 7 antigens O associats a la infeccié

urinaria.

Figura 14. Representacio dels perfils d’ERIC-PCR de les 42 soques d’Escherichia coli resistents a
trimetoprim-sulfametoxazole i les dues soques de referéncia (3722 i ECOR47) mitjangant el
meétode UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic). (Continua pagina seglent)
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4.3.Estudi 3

Coneixer I'estructura de les poblacions intestinals d’ E. coli en dones sanes,
per posteriorment poder-la comparar amb la de les dones amb infeccions

urinaries causades per aquest mateix bacteri

La flora fecal de I'hoste (i en les dones, també la flora vaginal) és I'origen més
comU de les soques d’E. coli causant de la infeccié **13°, Per tant |’ estructura de la
flora fecal, condiciona en gran part la etiologia i les caracteristiques de la infeccid
urinaria. En el ninxol intestinal huma coexisteixen diferent clons d’E. coli. Alguns
d’aquests clons sén intrinsecament més virulents que d’altres, doncs deriven de grup
filogenetic patogénics i presenten més factors de viruléncia. Igualment, alguns
d’aquests clons s6n més abundants o predominants que d’altres, els quals podrien
incrementar la seva probabilitat per a causar infeccions independentment del grau de
viruléncia que presentin. Per tant, probablement, a més a més dels factors afavoridors
de la infeccié de | hoste, I'estructura de la poblacié intestinal també juga un paper
molt important en que una determinada soca d’E. coli produeixi |'episodi d’infeccio i

una determinada etiologia.

En aquest estudi s'analitza amb detall I'estructura de les poblacions d’ Escherichia coli
en el reservori fecal de 39 dones sanes, mitjancant I’analisi de 1060 colonies d’E. coli,
amb un maxim 30 per mostra fecal, aix0 proporciona una estimacio del 90% de
probabilitats per detectar els clons minoritaris'*°. L’acurada eleccié de la mostra
seleccionada, fa possible detectar les poblacions minoritaries i determinar la relativa
abundancia dels diferents clons en cada mostra, permetent observar les variacions en
la diversitat de les poblacions fecals d’E. coli entre les dones estudiades. Fins a la
data, aquest va ser el primer estudi que avalua un nombre tant elevat de colonies d’E.
coli fecals en dones sanes amb edat reproductiva, i la seva relacié amb el risc de patir

una infeccid urinaria no complicada.

E. coli fecals

Es van recollir 39 mostres fecals procedents de 39 dones sanes, d’edats

compreses entre els 17 i els 50 anys, que no havien pres tractament ni profilaxis
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antibiotica els 21 dies previs a la presa de la mostra i no havien sofert infeccions
urinaries els dos mesos prévis. En 38 de les 39 mostres fecals analitzades, es van
poder estudiar 30 putatives coldonies d’E. coli, mentre que en una Unica mostra només
se’n van estudiar 9. Per tant, un total de 1.149 presumptes colonies d’E. coli van ser
estudiades. D'aquestes, 1060 (92%) es va confirmar que eren E. coli, i sén les que es

van procedir a analitzar molecularment.
Clons d’E. coli i el seu perfil filogenétic

A partir de I'analisi dels perfils d’ERIC-PCR de les 1060 colonies d’ E. coli, es
van diferenciar 120 clons, amb una mitja de 3 clons per mostra fecal i un rang de 1 a
9). La metodologia emprada de seleccié de colonies ens permeté detectar les
poblacions minoritaries i determinar la relativa abundancia dels diferents clons en cada
mostra, fent possible |’ observacié de la diversitat de la poblacié fecal d’E. coli entre
les dones estudiades. El 23% d’aquestes poblacions fecals alberguen Unicament un
clon d’E. coli, mentre que altres poblacions presenten de dos fins a nou clons
diferents. Aquest rang tant ampli de diversitat permet realitzar una classificacid
dicotdmica arbitraria de les mostres segons si presenten almenys fins a 4 clons
(mostres pauciclonals) o si presenten 5 o més clons (mostres multiclonals). Trenta-
dues dones presenten almenys 4 clons en les seves mostres fecals (mostres
pauciclonals), amb un total de 75 clons. Les altres 7 dones presenten 5 o més clons

d’E. coli (mostres multiclonals), amb un total de 45 clons (Figura 15).

Globalment, els 120 clons d’E. coli estudiats es distribueixen entre els quatre grups
filogenetics de la seglient manera: en el grup A (33%), grup D (31%), grup Bl (19%)
i grup B2 (17%). En canvi, si s’analitza per subjecte, el grup filogenetic D és el més
prevalent (el 67% de les dones presenten almenys una soca d’ E. coli del grup
filogenétic D), seguit del grup A (49%), grup B2 (36%) i del grup B1 (33%).

Figura 15 Distribucio dels 120 clones d’Escherichia coli fecals entre 39 dones sanes.

(continua pagina seglient)
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(veure pagina anterior). Cada subjecte (numeros de I'l al 39) es troba representat per a una fila de
quadrats (clons). En cada clon trobem identificat el nimero de clon (extrem superior esquerra), la proporciod
fecal d’aquest clon (extrem superior dret), el grup filogenetic (extrem inferior esquerra), i el grau de
viruléncia (extrem inferior dret). La tonalitat gris dels quadrats representa els grups B2(gris més fort), D, A i
B1 (el més clar). Els subjectes s’han classificat segons el nombre de clons d’E. coli identificats. Per a cada
subjecte, els clons s’han classificat d’esquerra a dreta en ordre descendent en funcié de la seva prevalenga

relativa en la mostra fecal.

Clons dominants

En les 39 dones es van diferenciar un total de 40 clons dominants, aquest fet
es produeix perqué en una dona (cas 10) s’han aillat dos clons en les mateixes

proporcions (50% de cadascun, per tant els dos s’han classificat com a dominants).

La distribucié dels diferents grups filogeneétics entre els 40 clons dominants i els 80

clons no-dominants es descriu en la Taula 19.

Taula 19. Distribucio dels diferents grups filogenétics entre els 40 clons
dominants i els 80 clons no-dominants d'Escherichia coli fecal entre 39
dones sanes

A 10 (25) 30 (38)
B1 6 (15) 17 (21)
B2 9 (23) 11 (14)
D 15 (38) 22 (27)
B2 + D 21 (60) 33 (40) 0,053°

Nota: Les dades corresponen al nombre (%) d'aillats.
2 En els limits d'un valor estadisticament significatiu, els clons dominants
pertanyen als grups filogenétics B2 i D.

A diferéncia de la poblacié dominant, la poblacié intestinal d’E. coli no-dominant es
troba representada per clons dels grups A i B1, a més a més amb una freqient
repeticid d’aquests grups entre la mateixa mostra (ex. en els subjectes 37 i 39 s’han
diferenciat 6 i 7 clons diferents, respectivament, tots ells del grup A). Per tant,
aquestes dades mostres una clara tendéncia en algunes dones a presentar multiples
clons, principalment dels grups A i B1, mentre que en altres la tendéncia és presentar
pocs clons, principalment dels grups B2 i D. Les bases de |'estructura de la poblacid
fecal no és clara, pero és important determinar si presenten els grups patogénics B2 i
D.
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En els diferents estudis sobre la poblacié fecal d’individus sans existeix una
gran divergencia de resultats en relacié a la proporcié de la preséncia de soques d’E.
coli de cada grup filogenétic, que pot ser atribuida tant a diferéncies a nivell de
localitzacié geografica, com a nivell de comportament de colonitzacié del tracte
intestinal. Per exemple, Duriez et al. documenten que el grup filogenetic B2
globalment és el menys prevalent (11%), perd amb diferéncies ben marcades entre
residents a Mali, Croacia i Franca (2%, 11% i 19%, respectivament) !’3. En el mateix
sentit, Escobar-Paramo et al.'’* evidencien un gran rang de varietat en la prevalenca
del grup B2, des del 3,3% (residents a la Guyana francesa, Amerindians) fins al 44 %
(residents a Tokyo) 4. Zhang et al. descriuen una elevada prevalenga del grup B2 en
dones sanes de Michigan’’. De la mateixa manera, la prevalenca del grup B2 en un

estudi realitzat per Nowrouzian et a/*®

. entre escolars de Suécia era del 18 %, pero
amb diferéncies significatives si les soques eren considerades residents o transitories

(38% vs. 5%, respectivament, p=.0004).

En molts d’aquests estudis, només s’analitzen entre una i tres colonies per mostra, per
tant presumiblement s’estudia el clon dominant. Aix0 permet comparar aquests
resultats amb les dades del present estudi relatives als clons dominants, en el que
s’ha estimat un 23% de prevalenca d’E. coli B2 entre la poblacid dominant fecal de
dones sanes, resultat que es troba en consonancia amb els anteriors. Aquest fet
confirma en una nova poblacid estudiada, com son les dones sanes en edat
reproductiva de I'Europa Mediterrania, on l'intesti constitueix un substancial reservori
de soques del grup filogenétic B2, presumiblement amb virulencia per causar tant

infeccions urinaries com altres infeccions estraintestinals.

Mostres pauciclonals

La distribucié dels diferents grups filogenétics entre les mostres fecals pauciclonals i

les multiclonals es descriu en la taula 20.

Al comparar els grups filogenetic de les mostres pauciclonals amb els de les
multiclonals, s’observen notables diferéncies. Aixi, els clons d'E. coli del grup
filogénetic B2, i en menys mesura els del grup D, s’associen significativament a
mostres pauciclonals i tenen la tendéncia a trobar-se en abundancia i comportar-se
com a clons dominants. A més, també es constata que el grau de viruléncia és
significativament superior entre clons dominants de la poblacié fecal al comparar-los

amb clons no-dominants, i també es superior entre els clons de les mostres
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pauciclonals al comparar-los amb els clons de les mostres multiclonals; reflexant que
els clons dominants i /o les mostres pauciclonals estan representats principalment pel
grup filogenétic B2, i/o el grup D, els quals posseeixen més factors de viruléncia que
els grups A i B1. Aquests resultats coincideixen amb estudis previs on les adhesines P

sén més comuns entre els clons dominants*>#6:13!

i on els clons dominants tendeixen
a persistir en l'intesti de I'hoste***130, A més, la relacié entre mdltiples factors de
viruléncia i els grups filogenetics B2 i D, constatada en aquest estudi, també coincideix

amb un estudi de I'evolucié ecoldgica'”.

Taula 20. Distribucio dels diferents grups filogenétics entre els 120 clons
fecals d'Escherichia coli en funcio si pertanyen a una mostra pauciclonal o
multiclonal en 39 dones sanes.

A 19 (25) 21 (47) 0,016
B1 12 (16) 11 (24) >0,10
B2 18 (24) 2 (4) 0,005 *
D 26 (35) 11 (24)

Nota: Les dades corresponen al nombre (%) d'aillats. @ En una Unica mostra es va
aillar com a Unic clon.

Determinants de viruléncia

La majoria de factors de viruléncia estudiats (papC, papA, papG II, hlyA, cnfl,
fuyA, kpsMII, ibeA i malX) s'associen significativament al grup filogenétic B2, en
comparacié amb els altres filogrups (Taula 21). També hi ha una acumulacié de
factors de viruléncia en soques derivades del grup D, tot i que no és estadisticament
significatiu. S’observa un ordre descendent de la mitja del grau de viruléncia, des de
la més alta del grup B2 (6,9), grup D (4,2), grup B1 (2,7) a la més baixa del grup A

(1,7). Per a tots els grups vs. el grup B2 la diferéncia es significativa (p<.001).

Comparat amb els 80 clons no-dominants, els 40 clons dominants presenten
significativament una major prevalencga de jutA (58% vs. 34%; p=0,01), kpsMII (50%
vs. 30 %, p=0,03), i malX (40% vs. 21 %, p=0,03), i una major prevalenca dels

altres factors de viruléncia (Taula 21). Consequentment el grau de viruléncia és
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Taula 21. Distribucioé dels factors de viruléncia entre els 120 clons d'Escherichia coli fecals en funcié de la dominancia i
pauciclonalitat

Adhesines papC 12 (30) 13 (16) 21 (28) 4 (9) .01
papA 12 (30) 13 (16) 21 (28) 4 (9) .01
papG al-lel II 9 (23) 10 (13) 15 (20) 4 (9)
papG al-lel III 1(3) 3 (4) 3 (4) 1(2)
fimH 37 (93) 66 (83) 66 (88) 37 (82)
afa/draBC 0 (0) 4 (5) 3(4) 1(2)
sfa/focDE 7 (18) 7 (9) 13 (17) 1(2) .01
Toxines hlyA 4 (10) 5 (6) 7 (9) 2 (4)
cnfi 4 (10) 2 (3) 6 (8) 0 (0)
Siderofors fyuA 20 (50) 34 (43) 44 (59) 10 (22) < .001
iutA 23 (58) 27 (34) .01 39 (52) 11 (24) .003
Protectines  kpsM 1II 20 (50) 24 (30) .03 35 (47) 9 (20) .003
traT 27 (68) 43 (54) 49 (65) 21 (47) .045
Invasines ibeA 5 (13) 7 (9) 10 (13) 2 (4)
Marcador de
l'illa de
patogenicitat malX 16 (40) 17 (21) .03 31 (41) 2 (4) <.001

Nota: Les dades corresponen al nombre (%) d'aillats. malX = marcador de l'illa de patogenicitat de la soca d'E. coli CFT073; papA = subunitat estructural de la
fimbria P; pap G = molecula d'adhesina de la fimbria P; fimH = fimbria tipus 1; afa/draBC = adhesines Familia DR; sfa/focDE = fimbria S i F1C; kpsMII = capsula
polisacarida del grup II; hlyA = hemolisina; cnfl = factor citotoxic necrotitzant; traT = proteina de membrana associada a la resisténcia al sérum; fyuA =
receptor yersinbactinia; iutA = aerobactina; ibeA =invasor de I'endoteli cerebral.

*Només es mostres les diferéncies estadisticament significatives, p < 0.05
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significativament superior entre clons dominants vs. clons no-dominants (mitja 4,4
vs. 3,1, p=0,015).

Igualment, comparant amb els clons de mostres multiclonals, els clons de mostres
pauciclonals (en les quals predominen les soques dels grups filogenétics B2 i D)
presenten un major grau de factors de viruléncia, especificament, papC, papA,
sfa/focDE, fyuA, iutaA, kspMII, malX i traT (Taula 21). Per tant, el grau de viruléncia
és significativament superior entre els clons de les mostres pauciclonals vs. els de les

mostres multiclonals (mitja 4,3 vs. 2,2; p<0,001).

Model de regressiéo miultiple

Per a considerar la no-independéncia de multiples aillats d’E. coli del mateix
hoste, s’ha realitzat un model de regressié mixte. El model d’analisi univariable mixte
identifica multiples associacions entre els factors de viruléncia, els grups filogenétics,
les caracteristiques d’aquestes bacteries per a colonitzar, com poden ser |’ estatus
dominant, la prevalenca, i provenir d’'una mostra fecal pauciclonal. Segons aixo,
diferents models multivariables s’han construit per a predir un potencial de viruléncia
segons l'analisi del poder predictiu independent de la mostra pauciclonal, grup B2, i
|'estatus dominant i la prevalenca clonal (com una alternativa a la variable
abundancia). En aquest model, pauciclonalitat, grup B2, prevalenca, qualsevol
combinacié d’elles, eren significativament multivariables per a predir el potencial de

viruléncia (Taula 22).

Taula 22. Model d'analisi multivariable per a predir el grau de viruléncia dels 120
clons fecals d'Escherichia coli segons el grup filogénetic i el tipus de colonitzacié.

1 0.055 < .001 0.03 486
2 X < .001 0.004 491
3 0.009 X 0.033 533
4 0.01 < .001 X 492

Nota. X, variable no utilitzada en el model. El valor de -2 Log likelihood mostren el millor
model (valors baixos = millor model). Els models s'han construit utilitzant, com a variables
predictores, totes les combinacions de mostra pauciclonals (si /no), grup B2 (si / no), i
prevalenca clonal (0 - 1)
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Analisi de correspondéncia miultiple

Per avaluar les relacions globals entre I'estudi de variables s’ha fet servir una
analisi de correspondéncia. L'eix F1 i F2 presenten un 20% i 11 % de varianga,
respectivament. En les projeccions de les variables en el pla F1/F2 es distingeixen
dues associacions (Figura 16). Les mostres pauciclonals es caracteritzen per la
prevalenca, clons dominants, grup B2 i D, i molts factors de viruléncia. En canvi, les
mostres multiclonals estan més relacionades amb clons no-dominants i grup A. El grup
Bl es troba en la linia intermedia, eliminat per altres variables i la variable

colonitzacié.

D’aquests analisi es conclou, que la pauciclonalitat i la dominancia del clon en una
mateixa mostra, estan estadisticament associades als grups B2 i D i als factors de
viruléncia, el que reflexa una convergéncia de viruléncia i abundancia. Aquesta relacio
suggereix la preséncia de factors bacterians especifics, com poden ser adhesines o
altres trets propis dels E. coli del grup B2 que contribueixen a la seva supervivéncia en
el ninxol intestinal, o potser també suggereix la produccié de bacteriolisines amb
capacitat de matar els clons no-B2 un cop els clons B2 s’estableixen al'intesti.

Alternativament, en algunes dones cabria la preséncia de determinants factors

Figura 16. Analisi de correspondéncia entre els trets bacterians i I’estatuts de colonitzacié entre
els 120 clons d’Escherichia coli aillats en 39 dones sanes.
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En els eixos F1/F2 es representa: les posicions dels 16 factors de viruléncia caracteritzats en les 120
soques, els quatre grups filogenétics (A, B1, B2 i D), la mostra fecal pauciclonal o multiclonals, I'estatus
clonal dominant o no-dominants, i la prevalencga del clon en la femta. L'eix F1 representa el 20 % del total

de la varianga i I'eix F2 1'11%.

96



especifics com poden ser receptors que atrauen o retenen preferentment els clons
dels grups B2 i D en detriment dels clons d’altres grups filogenétics, mentre que altres
dones presentarien un ambient intestinal menys selectiu que acceptaria un equilibri
entre els clons comensals i els clons introduits "de novo” com per exemple mitjancant

I’alimentacié 7°.

4.4. Estudi 4

Coneéixer I’ estructura de les poblacions fecals d’ E. coli en dones amb infeccio

urinaria, analitzant la seva relaciéo amb la soca causant de la infeccio.

Analitzar les diferéncies entre les poblacions fecals d’ E. coli en dones sanes i

en dones amb infeccié urinaria

La flora fecal de I'hoste (i en les dones, també la flora vaginal) és I'origen més

134135 Encara continuen les

comu de les soques d’E. coli causant de la infeccid
incerteses respecte a si la quantitat en la que es troba representada la soca causant
de la infeccid en la poblacio fecal / vaginal de I'hoste és I'element més important per a

causar la infeccid (teoria de la prevalenca®®®),

o bé, si una poblacié seleccionada de la
flora fecal /vaginal d’E. coli amb un potencial virulent molt elevat és el que facilita la

infeccid (teoria de I'especial patogenicitat®’).

A favor de la teoria la prevalenca, existeix el fet que la soca urinaria tendeix a ser la
soca predominant en la flora fecal de I'hoste!3313*137 A favor de la teoria de I'especial
patogenicitat, existeix el fet que les soques d’E. coli aillades en pacients amb infeccio
urinaria normalment presenten més factors de viruléncia que les soques fecals aillades
en dones sanes, i deriven principalment dels grups filogenétics B2 i D (vs. els grups A i
B1 de les soques fecals )’”''”7, com també coincideixen els resultats del present Estudi
1. Aquestes comparacions poden confondre, degut a les diferéncies entre les
poblacions hostes, doncs les dones que pateixen infeccié urinaria tendeixen a tenir
una predisposicié genética o a presentar diferent comportament que les dones sense
infeccié urinarial'®!3%17® i possiblement tenen poblacions fecals diferents.
Conseqlientment, el grup ideal per a comparar les soques causants d’infeccié urinaria

aguda seria la poblacié fecal del mateix hoste.
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En el present estudi s’ avalua la importancia relativa de l'abundancia fecal
respecte el potencial de viruléncia en els clons d’E. coli fecals de cada hoste, en 42
dones amb cistitis causada per E. coli (edat mitjana 30,4 anys; rang 15-65 anys).
També s’ha dut a terme una valoracié de les relacions entre la complexitat de la
poblacid fecal d’E. coli i les seves caracteristiques associades a la viruléncia de cada
clon. Per a cada hoste, s’ha estudiat la soca causant de cistitis i 30 colonies d’una
mostra fecal prévia a la terapia, d'aquesta manera s’han pogut detectar poblacions

minoritaries fecals d’E. coli*3! .

Distribucio dels clons d’E. coli en funcié de l'origen i de I'hoste

En conjunt, de les 42 mostres fecals estudiades, un total de 1241 presumptes
colonies d’E. coli han estat analitzades (30 colonies en 38 mostres; 29, 28,27 i 17
colonies en les 4 mostres restants, respectivament). De totes aquestes, 1117 colonies
(90%) es van confirmar com a E. coli. Segons el perfil molecular, les 1159 colonies
d’E. coli (1117 fecal, 42 urinaries) representen 109 Unics clons. Dels 109 clons, 4
(4%) es van aillar només en la mostra urinaria (clons només-urinaris), 38 (35%) en la
mostra urinaria i fecal (clons urino-fecals), i 67 (61%) només en la femta (clons

només-fecals), amb un total de 42 clons urinaris i 105 clons fecals (Figura 17).

Cada dona presentava un unic clon urinari, en canvi el rang de clons fecals era d'1 a
11 (mitja 2,5). En la comparacié del clon urinari en relacié6 amb els clons fecals es

distingeixen tres grups ecologics (Taula 23):

- Grup I, 14 dones (33%) - el clon urinari és I'Unic clon trobat a la poblacio fecal
- Grup II, 24 dones (54%) el clon urinari es troba present en la poblacié fecal
juntament amb altres clons fecals.

- Grup III, 4 dones (10%) el clon urinari és absent en la poblacid fecal.
Per tant, en el 90 % de les dones estudiades (grup I i grup II) el clon urinari es troba

present entre els clons de la poblaci6 fecal, amb o sense altres clons fecals

addicionals.
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mostra.

Taula 23. Distribucio filogenética dels 109 clons d’Escherichia coli en dones amb infeccié urinaria en relacié al grup ecologic i I'origen de la

A 1(7) 3 (12) 29 (53) 1 (25) 8 (66)

B1 0 2 (8) 12 (22) 0 0

B2 11 (79) 15 (62) 5(9) 3 (75) 2(17)

D 2 (14) 4 (17) 9 (16) 0 2(17)
Nota: Les dades corresponen al nombre (%) d'aillats.

En I'estudi estadistic, s'ha utilitzat el text de x2 test or el test Fischer (two-tailed).

2 Group I, p = .006 (grup B2 vs. grup A) i p = .001 (grup B2 vs. grup B1); ® Grup II, p = .008 (grup B2 vs. grup A), p = .002 (grup B2 vs. grup B1); ¢ Grup III (només urinari), p
= .012 (grup A vs. grup B1), p< .001 (grup A vs. grup B2), p = .002 (grup A vs. D); ¢ Group III (només fecal), p= .008 (grup A vs. grup B1).
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El 44% (46 de 105) del total de clons eren els més abundants en la poblacié fecal. En
30 dones de les 42 estudiades, el clon urinari es comportava com el clon dominant en

la poblacié fecal.

El 86 % (36 de 42 mostres fecals) de les mostres fecals albergaven 4 o menys clons
cadascuna (mostres pauciclonals), col:-lectivament representaven el 63% (66) del total
dels 105 clons fecals. Les altres sis mostres fecals (14%) albergaven 5 o més clons
cadascuna (mostres multiclonals), col-lectivament representaven el 37% (39) del total

dels 105 clons fecals.

Grup filogenétic

A la Taula 24 es presenta la distribucio dels grups filogenétics entre els 109
clons estudiats, amb una distribucié decreixent de I'abundancia dels mateixos des del
grup A, passant pel B2, D i fins al B1. Com que moltes de les dones estudiades
presenten multiples clons, un analisi concret per dona proporciona valors més elevats
en relacié a aquestes proporcions. Aixi, de les 42 dones, el grup A es troba en el 42%
de les mateixes, el grup B1 en un 21 %; el grup B2 en un 71% i el grup D en un 31
%. El grup B2 mostra doncs una prevalenca més elevada (tant absoluta com
proporcional) en l'analisi per subjecte, sobrepassant el grup A el qual és el grup

filogenétic més prevalent quan s’avaluen tots els clons.

Factors de viruléncia

Dels 16 factors de viruléncia estudiats, tots excepte papG al-lel I es detecten en
almenys 1 clon. El factor menys prevalent és afa/draBC (1%) i el més fimH (96%)
(Taula 24). La majoria de factors de viruléncia s'associen estadisticament de forma
significativa al grup B2 i al grup D. Per tant, el grau de viruléncia és superior en el
grup B2 (mitja 7, rang 4 - 10), mig en el grup D (mitja 5, rang 2-7), i inferior en els
grups A i Bl (mitja 2, rang 0 a 4) (p<0.001 B2 vs. altres grups; p<0.001 grup D vs.
grup AiB1).
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Figura 17.Distribucié dels 109 clons d’ E. coli entre les 42 dones amb cistitis no complicada

Els clons d’ E. coli de cada dona es representen com un rectangle en una mateixa linia (de I'L al 42). En cada clon s’identifica el nUmero de clon (extrem superior
esquerra), proporcio del clon en la mostra fecal (extrem superior dret); grup filogeneétic (inferior esquerra); i grau de viruléncia (inferior dret).
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Taula 24. Distribucié del grup filogenétic i factors de viruléncia segons I'origen i la diversitat dels clons en les mostres dels 109 clons
d’Escherichia coli aillats en dones amb cistitis.

Grup filogenétic

A 42 (38) 5 (12) 37 (55) <.001 19 (29) 22 (56) .005
Bl 14 (13) 2 (5) 12 (18) .046 8 (12) 6 (15)
B2 36 (33) 29 (69) 7 (10) <.001 24 (36) 9 (23)
D 17 (16) 6 (14) 11 (16) 15 (23) 2 (5) .018
Determinant de viruléncia
Adhesines
papC 27 (25) 17 (41) 10 (15) .003 23 (35) 4 (10) .005
papA 25 (23) 17 (41) 8 (12) .001 20 (30) 4 (10) .018
papG II 19 (17) 12 (29) 7 (10) .015 18 (27) 1(3) .001
papG III 4 (4) 4 (10) 0 .020 3 (5) 0
fimH 105 (96) 41 (98) 64 (96) 63 (95) 39 (100)
afa/dra BC 1(1) 1(2) 0 0 0
sfa/focDE 23 (21) 17 (41) 6 (9) <.001 17 (26) 5 (13)
Toxines
hly 21 (19) 15 (36) 6 (9) .001 16 (24) 3 (8) .033
cnfl 17 (16) 14 (33) 3 (5) <.001 15 (23) 1(3) .005
Siderofors
fyuA 60 (55) 37 (88) 23 (34) <.001 41 (62) 15 (38) .019
iutA 46 (42) 26 (62) 20 (30) .001 34 (52) 10 (26) .009
Protectines
kpsM II 50 (46) 34 (81) 16 (24) <.001 37 (56) 9 (23) .001
traT 52 (48) 24 (57) 28 (42) 34 (52) 15 (38)
Invasines
ibeA 12 (11) 8 (19) 4 (6) 4 (6) 7 (18)
Marcador PAI
malX 42 (39) 29 (69) 13 (19) <.001 29 (44) 10 (26)

Nota: Les dades corresponen al nombre (%) d'aillats. malX = marcador de l'illa de patogenicitat de la soca d'E. coli CFT073; papA = subunitat estructural de la fimbria P;
pap G = molecula d'adhesina de la fimbria P; fimH = fimbria tipus 1; afa/draBC = adhesines Familia DR; sfa/focDE = fimbria S i F1C; kpsMII = capsula polisacarida del
grup II; hlyA = hemolisina; cnfl = factor citotoxic necrotitzant; traT = proteina de membrana associada a la resistencia al serum; fyuA = receptor yersinbactinia; iutA =
aerobactina; ibeA =invasor de I'endoteli cerebral.

Només es mostres les diferéncies estadisticament significatives, p < 0.05
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Caracteristiques bacterianes en relacié a l'origen del clons i el tipus de

colonitzacio

Els clons urinaris dels grups ecologics I, II i III pertanyen majoritariament al
grup filogeénetic B2, posseixen un elevat niumero de factors de viruléncia, i un grau de
viruléncia similar (Taula 23). En canvi, els clons només-fecals del grup II i del grup III
presenten una baixa prevalenca del grup B2 (Taula 23), posseixen pocs factors de
viruléncia, i per tant un baix grau de viruléncia. A la Taula 24, tots els clons urinaris
s’han agrupat per a comparar-los amb els clons només-fecals i s’'observa que els clons
urinaris presenten una elevada prevalenca, estadisticament significativa, del grup B2 i
dels multiples gens de viruléncia individuals, i una baixa prevalenca, estadisticament
significativa, dels grup A i B1 en relacié als clons només-fecals. Per tant, la mitja del
grau de viruléncia dels clons urinaris era significativament superior (mitja 6,2 (rang 1-
10) vs. 2,9 (rang 0-10); p<0,001).

Comparat amb els clons fecals no-dominants, els clons fecals dominants representen
el 79% dels clons urino-fecals (vs. 24% fecals no-dominants, p<0,001) i deriven del
grup B2 (52 % vs. 15%, p<0,001). També presenten un elevat grau de viruléncia (5,2
vs. 3,2; p<0,001). D’altra banda, comparat amb els clons de mostres fecals
multiclonals, els clons de mostres pauciclonals pertanyen amb més proporcié als grups
B2 i D (en aquest ultim de manera significativa), posseeixen més gens de viruléncia
(Taula 24), una baixa prevalenca del grup A, i un elevat grau de viruléncia (mitja 4,7,

vs. 3 en les mostres fecals multiclonals, p<0,001).

Model de regressiéo miultiple

Degut a la no-independéncia entre les multiples soques obtingudes de cada
mostra s’utilitza el model de regressido mixta. S'utilitza primer el model univariable per
a predir I'estatus del clon urinari entre els 109 clons totals estudiats. Especificament,
el grup filogenétic A és un predictor negatiu significatiu (i el grup B1 un borderline
significatiu) de l'estatus clon urinari, mentre que el grup B2 és un predictor positiu
significatiu de l'estatus clon urinari (odds ratio, 20.75; 95%CI, 7.08 - 60.74) i és el
predictor més important en tot el conjunt. Altres predictors significatius positius
inclouen 10 factors individuals de viruléncia, el grau de viruléncia (predictor molt més
potent que un Unic gen de viruléncia (odds ratio, 1,62; 95%CI, 1,34 - 1,97)),
dominancia fecal (odds ratio, 11,53; 95%CI, 4,52 to 29,46), abundancia relativa fecal
(odds ratio, 18,37; 95%CI, 5,03 - 67,11), i mostres fecals pauciclonals (odds ratio,
5,03; 95%CI, 1,84 to 13,73).
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Posteriorment, es realitza un model mixte multivariable per a predir I'estatus de clon
urinari utilitzant totes les possibles combinacions de grup B2 (com a grup filogenétic
variable), grau de viruléncia (com a variable dels gens de viruléncia), mostres
pauciclonals, i clons dominants o clons fecals amb una prevalenca absoluta (com a
alternativa a la variable abundancia-fecal). En aquest model totes les variables
predictores es mostren estadisticament significatives (Taula 25). Quan el grup B2
s’inclou en el model, el grau de viruléncia no és estadisticament significatiu, pero
cadascuna de les tres variables individuals de colonitzaci6 romanen significatives i
incrementen el poder predictiu del model. Sense el grup B2 en el model, el grau de
viruléncia passa a ser estadisticament significatiu i també ho és en preséncia de cada

variable de colonitzacid, individualment o en combinacio.

Taula 25. Analisi multivariable dels determinants de viruléncia i el tipus de colonitzacié com a
predictors de clons d'origen urinari segon el model multivariable entre els 109 clons d'Escherichia
coli aillats en dones amb cistits.

1 < .001 (ns)© .01 - - 93
2 < .001 (ns)® (ns)® .001 - 92
3 < .001 (ns)¢ (ns)¢ - .005 92
4 - < .001 .02 = = 99
5 - < .001 - .003 - 94
6 - < .001 - - .01 97
7 - < .001 .02 < .001 - 91
8 - < .001 .03 = .01 91

2 Els models s'han construit utilitzant totes les combinacions del grup filogenétic B2, grau de viruléncia, mostra fecal pauciclonal, i clon
dominant o prevalenca en la femta. Només s'inclouen en la taula els 8 models on en els quals p < 0,05. Les variables no incloses en un
model concret corresponent a les marcades amb un guionet (-).

-2 LL (log likelihood) indica el nivell d'aproximacié del model, valors baixos indiquen un millor model.
¢ Les variables incloses en un model que no sén estadisticament significatives i tampoc alteren el nivell de significacié estadistica d'altres
variables incloses en el mateix model es mostren com (ns).

Analisi de correspondéncia miltiple

Per avaluar les relacions de totes les variables estudiades s’ha realitzat un

estudi de I'analisi de correspondéncia.

Els eixos F1 i F2 presenten el 26% i 14,6% del total de |la varianga, respectivament.
En el pla F1- F2, molts factors de viruléncia s’agrupen formant un clister al voltant de
I'estatus clon urinari, aixi com del grup B2, estatus clon dominant i prevalenca (Figura
18). L'estatus de mostra fecal pauciclonal esta més relacionat amb I'estatus clon
urinari que no pas el de mostra fecal multiclonal, en canvi l'estatus mostra fecal
multiclonal esta relacionat amb I’estatus clon només-fecal. Els grups A i B1, estan molt

relacionats amb I’estatus clon només-fecal, i molt allunyats de la variable clon urinari
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Figura 18. Analisi de correspondéncia multiple per als determinants de viruléncia i I'estatus de

colonitzacid entre les 109 soques d’E. coli.

Els 16 factors de viruléncia estudiats, els quatre grups
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Figura 19. Distribucié dels 109 clons d’Escherichia coli en relacié al seu origen (urinari o només-

fecal) segons el seu valor en el primer eix de I’'analisi de coordenades principals
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Analisi de coordenades principals

L’analisi

de coordenades principals s’utilitza per a simplificar les dades

multidimensionals entre els grups comparats (Figura 19). En l'estudi d’analisi de

coordenades principals s’incorporen els factors de viruléncia de forma individual, el
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grup filogenétic, la prevalenca fecal, clon dominant i estatus de mostra pauciclonal. Els
tres primers eixos mostren una varianca total de 46,6%, 17.6% i 11,1%. L'eix 1
separa significativament els clons urinaris dels només-fecals (p<0,001), el 42%
d’urinaris vs. la varianca de |'estatus només-fecal (Figura 20). En canvi, I'eix 2 només
agrupa el 0,7% de clons urinaris vs. varianca només-fecal (p>0,30). L'eix 3 presenta
una significacié borderline dels clons urinaris i fecals tenint només un 3% de varianga

entre el clon urinari vs. estatus només-fecal (p=0,006).

Comparacio de les poblacions fecal en dones sanes vs. en dones amb infeccio

urinaria (Estudi 3 vs. Estudi 4)

Les dues cohorts de dones (sanes vs. amb IU) eren de la mateixa area geografica, i la
distribucié de I'edat també era similar (mitja d’edat de 29,7 anys en dones sanes vs.

De 30,4 anys en dones amb infeccid urinaria, p=0,7).
Observacions de la comparacio dels dos estudis:

1- Les dues poblacions de dones presentaven una proporcio elevada de poblacions
fecals amb un Unic clon (23% en dones sanes vs. 36% en dones amb IU,
p>0.05).

2- Els clons d’E. coli del grup filogenétic B2 es varen aillar en un 71% de dones
amb infeccié urinaria i en canvi només en un 36% de dones sanes (p=0,001).
Mentre que el grup D estava relacionat inversament (31 % en dones amb IU
vs. 67% en dones sanes, p=0,001). En canvi, dones amb IU i dones sanes
presenten unes proporcions similars dels grups A (41% i 49%, respectivament)
i B1 (21 % i 33%, respectivament).

3- Els clons del grup B2 presenten més factors de viruléncia que els clons dels

grups A, B1oD

4- Tant en dones sanes com en dones amb IU, els clons fecals del grup B2, i en
menys mesura del grup D, es trobaren significativament associats a mostres

pauciclonals i tendirien a ser els clons dominants.

Aquestes observacions permeten hipotetitzar que abans de tenir lloc un episodi
d'infeccid urinaria, l'intesti de la dona s’experimenta un important increment de la
colonitzacié per soques d’E. coli del grup filogenétic B2, i que aquestes soques

tendeixen a predominar sobre la poblacid fecal. Per tant, I'éxit de la predominanca, o
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de l'elevada abundancia, d'un clon dintre de la flora fecal de I'hoste podria constituir
un primer pas, important en la patogenesi de la infeccid urinaria. Aquests resultats
coincideixen amb l'estudi de LeGall et al. que es basa en l'analisi de I'evolucio i

I’ecologia d’una amplia col-leccié de soques d’E. coli fecals i cliniques'’® .

En un previ estudi, comparant la soca urinaria i la soca fecal de dones amb cistitis'*?,
es suggeria que la soca causant d‘infeccié urinaria era tant la més virulenta com la
més abundant entre les soques d’E. coli aillades a la femta. Pero el petit nombre
estudiat de dones (n=11) i de colonies fecals per mostra (3 per dona) era un estudi
molt limitat per a donar forga a aquestes conclusions. A més a més, a part de la

limitacio del nombre de soques estudiades en la femta de I'hoste tant en aquest

148 45,137

estudi*® , com en estudis prévis amb noies , dones!”® , homes'®® , i gossos!®!
amb infeccié urinaria exclou una avaluacié de la diversitat clonal de la poblaci6 fecal
de I'hoste, que suposen que varia en funcié de la naturalesa dels clons colonitzats i de
la influéncia dels risc de patir infeccié urinaria. Per tant, en aquest estudi s’avalua
I'abundancia relativa, la viruléncia molecular, i el grup filogenétic de cada clon fecal en
comparacié amb el clons causants d’infeccié urinaria del mateix hoste en relacié a la

complexitat clonal de la mostra fecal.

Aquest estudi, fins al nostre coneixement, és el primer que avalua la
prevalenca quantitativa dels clons fecals, o la naturalesa de les mostres fecals
pauciclonals vs. multiclonals, en relacié al grup filogenétic, el perfil de factors de
viruléncia i I'estatus d’infeccié urinaria, i compara els clons urinaris i fecals del mateix
hoste segons caracteristiques moleculars amb meétodes estadistics com el model
multivariable, |'analisi de correspondéncia i I'analisi de coordenades principals. Per

8

tant, es validen els estudis préviament fets per nosaltres!*® en una poblacid més

elevada i amb un superior rigor metodologic.
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5. Conclusions

5.1. ESTUDI 1

Caracteritzar els factors de viruléncia i el grup filogenétic de soques d’E. coli

procedents de mostres cliniques de pacients amb diferents patologies.

1.

L'al.lel II de papG sembla ser un tret fonamental perquée les soques d’ E.
coli puguin accedir al ronyd, mentre que cnfl i sfa/focDE son importants
perque la soca d’ E .coli pugui ser capag de causar bacteriemia d’origen
urinari.

Les soques d' E. coli causants de bacteriemia d'origen urinari poden ser
considerades un grup diferenciat. En trets generals, aquestes soques
comparteixen avantpassats evolutius amb els restants membres EXPEC,
com indica el predomini del grup filogenétic B2 i diversos trets de
viruléncia. No obstant aix0, alguns factors semblen ser critics perque pugui
tenir lloc la bacteriémia, com ara la preséncia de fimbries P (especialment
I'al-lel II de papG ) que permeten que les soques d’E. coli puguin accedir al
ronyd, i la preséncia de toxines (cnfl) i de fimbries S i/o F1C (sfafocDE)
que produirien urosepsis. Aquestes dades impliquen que, per una
determinada patologia, trets especifics d’ E. coli poden ser igualment
importants o més importants per a la capacitat patogénica, que el nombre

total de factors de viruléncia presents en una soca.

5.2. ESTUDI 2

Avaluar la relacié6 entre la resisténcia a quinolones, fluoroquinolones i

trimetoprim/sulfametoxazole, el potencial virulent i el grup filogenétic de

soques d’ Escherichia coli,provinents de mostres cliniques.

1.

Les soques només resistents a quinolones (per tant sensibles a
fluoroquinolones i trimetoprim/sulfametoxazole) deriven principalment del
grup B2.

Les soques resistents a quinolones i fluoroquinolones (pero sensibles a

trimetoprim/sulfametoxazole) deriven del grup A.
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3. Aquests dos subgrups (E. coli resistent només a quinolones i E. coli
resistent a fluoroquinolones) representen dues poblacions diferents. Les
soques quinolones resistents podrien derivar predominantment de les
soques sensibles del grup B2 (possiblement dins de I'hoste), mentre que les
soques resistents a fluoroquinolones derivarien de soques sensibles del grup
A (possiblement dins de I'hoste), per adquisicid de resisténcia mitjancant
mutacions a gyrA i parC en el context de |'exposici6 a quinolones o
fluoroquinolones.

4. Les soques d’E. coli resistents a fluoroquinolones aillades en pacient amb
infeccié urinaria s'associen a la disminucié de la prevalenca de factors de
viruléncia i a grups filogenétics no B2.

5. S’accepta que les soques d’E. coli extraintestinals més virulentes pertanyen
al grup filogenetic B2, i en menys mesura al grup D, mentre que les soques
comensals pertanyen al grup A. Aquest fet ens permet hipotetitzar que 1'Us
de les fluoroquinolones pot eliminar E. coli sensibles de l'intesti, i que degut
a l'elevat nombre d’E. coli comensals existents en aquest ninxol,
probablement algun d’ells podria emergir com a fluoroquinolona resistent.
Aix0 permetria a les soques resistents perd menys virulentes del grup A
causar malaltia, principalment en hostes amb factors predisponents (que
son els que també estan més exposats als antimicrobians).

6. Les soques d’ E. coli pertanyents al grup clonal A (CGA) representen el 7%
de soques resistents a trimetoprim/sulfometoxazole , i totes han estat
aillades en pacients amb pielonefritis, suggerint que en la nostra area CGA

és particularment pielonefrigénica.

5.3. ESTUDI 3

Coneixer lI'estructura de les poblacions intestinals d’ E. coli en dones sanes,
per posteriorment poder-la comparar amb les poblacions intestinals de les

dones amb infeccions urinaries causades per aquest mateix bacteri.

1. En el ninxol intestinal huma coexisteixen diferents clons d’ E. coli. Alguns
d’aquests clons son intrinsecament més virulents que d’altres, doncs
deriven de grups filogenetics patogénics i presenten més factors de
viruléncia. Igualment, alguns d’aquests clons s6n més abundants o

predominants que d’altres, fet que prodria incrementar la seva probabilitat
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per a causar infeccions, independentment del grau de viruléencia que
presentin.

Per tant, amb tota probabilitat, a més a més dels factors afavoridors locals
o generals d’ infeccié de | hoste, I’'estructura de la poblacié intestinal també
juga un paper molt important en la patogenia de la infeccié urinaria.

Aquest estudi és dels poquissims existents a la lliteratura que analitza amb
detall les diferents poblacions d’ E. coli existents a la femta de les persones
sanes. Com a fortaleses podriem anomenar les seglients: que inclou una
mostra relativament amplia; que la minuciosa metodologia per a
seleccionar un total de 30 colonies d’ E. coli per mostra, permet diferenciar
entre clons dominants i no-dominants, i conéixer la diversitat de la poblacid
d’ E. coli intestinal; la caracteritzacid6 extensiva molecular dels clons, i un

analisi estadistic complementari.

5.4. ESTUDI 4

Coneixer I’ estructura de les poblacions fecals d’ E. coli en dones amb infeccié

urinaria, analitzant la seva relaci6 amb la soca causant de la infeccio.

Analitzar les diferéncies entre les poblacions fecals d’ E. coli en dones sanes i

en dones amb infeccié urinaria.

1.

4,

Els nostres resultats indiquen que entre dones amb cistitis no complicada la
poblacié fecal d’ E. coli varia considerablement de I'una a l'altre respecte a
la diversitat clonal i a la distribucio filogenética. Els clons d’ E. coli dels grup
filogenétics B2 i D sén més comuns en mostres pauciclonals i tendeixen a
ser clons dominants.

Els clons urinaris, almenys aquells detectats en la flora fecal en el moment
de la majoritariament enriqueixen la flora intestinal amb soques proveides
de factors de viruléncia i derivades del grup B2, donant suport a la teoria de
|'especial patogenicitat.

Per altra banda, el clon urinari tendeix a ser el clon fecal més abundant en
I'hoste, o clon dominant, donant suport a la teoria de la prevalenca.

Aix0 suggereix que la teoria de la prevalenca i la de I’especial patogenicitat
no son alternatives, o exclusives, per a explicar I'origen de la soca d'infeccio
urinaria. Ans al contrari, ambdues teories semblen ser complementaries. Els
factors de viruléncia i altres caracteristiques associades al grup B2

possiblement promouen Ila dominancia intestinal i conseqlentment
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incrementen la probabilitat que tinguin Illoc pasos posterior de |la
patogénesi.

Les dones amb infeccié urinaria que estan colonitzades per molts clons d’ E.
coli tendeixen a tenir poca viruléncia, i a no ser clons B2. Mentre que
aquelles dones amb colonitzades amb pocs clons, aquests tendeixen a ser
clons amb una elevada viruléncia i del grup B2.

Podria ser que certes dones fossin particularment receptives a |la
colonitzacié intestinal per clons virulents, els quals competirien amb els
altres clons desproveits de factors de virulencia, desplacant-los i establint
una nova poca-diversitat de clons B2 dominants en la flora fecal. Mentre
gue altres dones podrien presentar una colonitzaciéo intestinal amb
qualsevol tipus de clon que adquireixin.

Alternativament, aquest fenomen podria no ser en funcié de les
caracteristiques de I'hoste, sino ser una funcié de les propies soques, on les
soques del grup B2 tendeixen a desplacar altres grups filogenétics

mitjancant una millor adaptacié al ninxol i/o inhibir els altres clons.
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