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EnPEC
EPEC
EPINE
ETEC
EUA
ExPEC
FUR
FV
GEI
GF
IBC
IPEC
U
IUA
kDa
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mDa

a placer, a voluntat

Adherent invasive Escherichia coli

Avian pathogenic Escherichia coli
Betalactamases d’espectre estes
Comite de ética i experimentacidé animal
Colonization factor antigen

Cytotoxic necrotizing factor

Diffusely adherent Escherichia coli
Decay-acceleratinf factor

Dosis letal 50

Acid desoxiribonucleic

Densitat optica

Enteroaggregative Escherichia coli
Enterohaemorrhagic Escherichia coli
Enteroinvasive Escherichia coli
Endometrial pathogenic Escherichia coli
Enteropathogenic Escherichia coli
Estudio de prevalencia de las infecciones nosocomiales en Espaiia
Enterotoxigenic Escherichia coli

Estats Units d’America

Extraintestinal pathogenic Escherichia coli
Ferric uptake regulator

Factors de viruléncia

Genomic islands

Grup filogeneétic

Intracel-lular bacterial communities
Intestinal pathogenic Escherichia coli
Infeccié urinaria

Infeccié urinaria ascendent

Kilodaltons

Luria Bertani

Liquid cefaloraquidi

Lipopolisacarid

Megadaltons

xxiii



ABREVIACIONS

ml
MLEE
MLST
MPEC
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SEPEC
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UFC
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UPEC
uv

Mil-lilitre
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Mammary pathogenic Escherichia coli
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Neonatal Meningitis associated Escherichia. coli
Necrotoxigenic Escherichia. coli

Over-night

Pathogenic-associated island

Pyelonephritis associated pili

Polymerase chain reaction

Pulsed field gel electrophoresis
Polimorfonuclears neutrofils

Pattern recognition receptors

Reflux vesicoureteral

Sepsia-Causing Escherichia. coli

Sistema nervids central

Serine protease autotransporters of Enterobacteriaceae
Shiga toxin (Stx) producing enteroaggregative Escherichia coli
Toll-like receptors

Unitats formadores de colonies

Microlitre

Micrometre

Uropathogenic Escherichia coli

Ultraviolada
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RESUM

Les infeccions urinaries constitueixen una de les infeccions bacterianes més freqiients tant
en la comunitat com en I'ambit hospitalari, que afecten dones sanes i pacients amb factors
predisponents. Escherichia coli és sens dubte l'agent causal més freqlient d'aquestes
infeccions. El qual també, s'ha constatat com a causant d’altres infeccions extraintestinals
com ara colecistitis, peritonitis, meningitis i sépsia. Paradoxalment, E. coli és el principal

component de la flora facultativa comensal de I'intesti huma i altres animals.

Basant-se en técniques moleculars s'ha demostrat que aquesta especie pot dividir-se
principalment en quatre grups filogenétics principals: A, B1, B2 i D. S’ha pogut comprovar
que les infeccions extraintestinals estan causades majoritariament per soques del filogrup
B2 i en menor proporcié del D. D'altra banda s'ha pogut demostrar en diversos estudis
experimentals i de correlaci6 estadistica, que les soques d'aquests filogrups associades a
infecci6 porten amb més freqiiencia un conjunt de factors de viruléncia als que
s’atribueixen les funcions patogeniques; com sén les adhesines, els quelants de ferro, les

toxines, les capsules i d’altres.

No obstant aix0, hi ha observacions que posen en qliestié aquestes troballes, com és el fet
que amb certa freqiiéncia soques dels filogrups A i B1, portadores d'escassos factors de
viruléncia, causin infeccions urinaries i sepsia en persones sanes. Aix0, i estudis especifics
per a cadascun d’aquest factors han qiiestionat el seu valor patogenic; considerats de
forma aillada o col-lectivament. La forta correlacié entre el filogrup i 1'accié patdgena
podria indicar la presencia de factors de virulencia desconeguts i la importancia de la seva

associacio.

En aquest context, I'inica manera de coneixer si una soca és capag¢ de fer infeccions
extraintestinals i en particular infeccions urinaries, és avaluar-les en models
experimentals, amb aquesta finalitat s’han descrit dos models in vivo. El primer d’ells,
valora la capacitat de causar infecci6 generalitzada una vegada s’han sobrepassat les
barreres naturals de l'hoste, i de permetre la disseminaci6 del patogen al sistema
circulatori i causant bacteriemia o septicemia. Mentre que el segon model, d’infecci6
urinaria ascendent, avalua el potencial virulent i patogen en el sistema urinari. I la
capacitat del bacteri per ascendir des de la bufeta fins als ronyons quan no s’apliquen

pautes terapéutiques per a contenir la infeccié urinaria de les vies baixes.
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RESUM

Per tant, els principals objectius d'aquesta tesi doctoral han estat: i) determinar el grup
filogeneétic, els factors de viruléncia i altres caracteristiques biologiques d'un grup de
soques d’E. coli d’origen urinari i intestinal; amb la finalitat de seleccionar les soques
utilitzades per als estudis amb els models experimentals in vivo; ii) estandarditzar dos
models murins d’experimentacié animal per a l'avaluacié d’infeccions extraintestinals
causades per E. coli i iii) avaluar el potencial virulent i patogen en els dos models murins

de les soques d’E. coli previament seleccionades.

El treball realitzat han permeés incorporar en el grup de Microbiologia de I'Institut de
Recerca Vall d’'Hebron, dins del Servei de Microbiologia del Hospital Universitari Vall
d’'Hebron; dos models experimentals murins per a l'avaluacié de la viruléncia i
patogenicitat de soques d’E. coli. Aixi mateix, també ha permés la caracteritzacio6 in vitro

d’un grup de soques heterogenies, aportant les primeres proves de conceptes dels models.

Els dos models murins estandarditzats i les dades aportades per aquesta tesi obren
futures vies de treball com sén: i) estudis de viruléncia de microorganismes causants de
sépsies o infecci6 urinaria, ii) monitoritzaci6 d’infeccions extraintestinals per a la
determinacié de la implicacié especifica de determinants de viruléncia mitjancant
tecnologies d’expressio in vivo o assajos de competici6 de mutants, iii) avaluacié de la

eficacia, la farmacocineética i la farmacodinamica de nous antimicrobianes, entre altres.
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RESUMEN

Las infecciones urinarias constituyen una de las infecciones bacterianas mas frecuentes
tanto en la comunidad como en el ambito hospitalario, que afectan mujeres sanas y
pacientes con factores predisponentes. Escherichia coli es sin duda el agente causal mas
frecuente de estas infecciones, que también se ha constatado como causante de otras
infecciones extraintestinales como colecistitis, peritonitis, meningitis y sepsis.
Paradojicamente, E. coli es el principal componente de la flora facultativa comensal del

intestino humano y otros animales.

Basandose en técnicas moleculares se ha demostrado que esta especie puede dividirse
principalmente en cuatro grupos filogenéticos principales: A, B1, B2 y D. Se ha podido
comprobar que las infecciones extraintestinales estdn causadas mayoritariamente por
cepas del filogrupo B2 y en menor proporciéon del D. Por otra parte se ha podido
demostrar en varios estudios experimentales y de correlacion estadistica, que las cepas de
estos filogrupos asociadas a infeccién llevan con mas frecuencia un conjunto de factores de
virulencia en los que se atribuyen las funciones patogénicas como son las adhesinas, los

quelantes de hierro, las toxinas, las capsulas y otros.

Sin embargo, hay observaciones que ponen en cuestion estos hallazgos, como es el hecho
de que con cierta frecuencia cepas de los filogrupos A y B1, portadoras de escasos factores
de virulencia, causen infecciones urinarias y sepsis en personas sanas. Esto y estudios
especificos para cada uno de estos factores han cuestionado su valor patogénico,
considerados de forma aislada o colectivamente. La fuerte correlacion entre el filogrupo y
la accién patogena podria indicar la presencia de factores de virulencia desconocidos y la

importancia de su asociacion.

En este contexto, la inica manera de conocer si una cepa es capaz de hacer infecciones
extraintestinales y en particular infecciones urinarias, es evaluarlas en modelos
experimentales, con esta finalidad se han descrito dos modelos in vivo. El primero de ellos
valora la capacidad de causar infeccién generalizada, una vez se han sobrepasado las
barreras naturales del huésped, permitiendo la diseminaciéon del patégeno al sistema
circulatorio causando bacteriemia o septicemia. Mientras que el modelo de infeccién
urinaria ascendente, evalia el potencial virulento y patégeno en el sistema urinario y la
capacidad de la bacteria para ascender desde la vejiga hasta los rifiones; cuando no se

aplican pautas terapéuticas para contener la infecciéon urinaria de las vias bajas.
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RESUMEN

Por tanto, los principales objetivos de esta tesis doctoral han sido: i) determinar el grupo
filogenético, los factores de virulencia y otras caracteristicas biolégicas de un grupo de
cepas de E. coli de origen urinario e intestinal; con el fin de seleccionar las cepas utilizadas
para los estudios con modelos experimentales in vivo, ii) estandarizar dos modelos
murinos de experimentacién animal para la evaluacién de infecciones extraintestinales
causadas por E. coli y iii) evaluar el potencial virulento y patégeno en los dos modelos

murinos de las cepas de E. coli previamente seleccionadas.

El trabajo realizado ha permitido incorporar en el grupo de Microbiologia del Institut de
Recerca Vall d’'Hebron, dentro del Servicio de Microbiologia del Hospital Universitari Vall
d’Hebron dos modelos experimentales murinos para la evaluacién de la virulencia y
patogenicidad de cepas de Escherichia coli. Asimismo, también permiti6 la caracterizaciéon
in vitro de un grupo de cepas heterogéneas, aportando las primeras pruebas de conceptos

de los modelos.

Los dos modelos murinos estandarizados y los datos aportados por esta tesis abren varias
futuras vias de trabajo como son: i) estudios de virulencia de microorganismos causantes
de sepsis o infeccion urinaria, ii) monitorizaciéon de infecciones extraintestinales para la
determinacién de la implicacion especifica de determinados de virulencia, mediante
tecnologias de expresién in vivo o ensayos de competicion de mutantes, iii) evaluacion de
la eficacia, la farmacocinética y la farmacodindmica de nuevos antimicrobianos, entre

otros.
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SUMMARY

Urinary tract infections are one of the most common bacterial infections in the community
and in hospitals, affecting healthy women and patients with predisposing factors.
Escherichia coli is certainly the most common casual agent of these infections, which also
is the cause of other extraintestinal infections such as cholecystitis, peritonitis, meningitis
and sepsis. Paradoxically, E. coli is the main component of facultative commensal flora of

the human intestine and other animals.

Using molecular techniques it has been proven that this specie can be divided into four
main phylogenetic groups, named A, B1, B2 and D. The majority of the extraintestinal
infections are caused by strains from phylogenetic group B2 and in a less extent by group
D strains. Moreover, several experimental studies and statistical correlations have
demonstrated that the strains associated to infections, present more often a set of
virulence factors attributed to features such as pathogenic adhesins, iron chelates, toxins,

and capsules, among others.

However, some observations are calling into question these results; such as the fact that
frequently strains from phylogenetic groups A and B1 (carriers of fewer virulence factors)
cause urinary tract infections and sepsis in healthy people. Because of this result and other
studies carried out for each of the virulence factors, the pathogenic value of the factors,
singly and collectively, has been questioned. The strong correlation among the pathogenic
action of phylogenetic groups may indicate the presence of unknown virulence factors and

the importance of their relationship with extraintestinal infections.

Taking into account the background, the only way to know if a strain is capable of
producing extraintestinal infection and particularly urinary tract infection, is evaluating
them using experimental models. For this purpose, two in vivo models were described. The
first one recognizes the worth of the ability to cause widespread infection once the natural
barriers of the host have been exceeded, allowing the spread of the pathogen into the
circulatory system causing bacteremia or septicemia. Meanwhile, the ascending urinary
infection model assesses the pathogenicity and the virulent potential of the strains in the
urinary system, besides the capability of the bacteria to ascend from the bladder to the

kidneys without any treatment to contain the lower urinary tract infection
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SUMMARY

Therefore, the main objectives of this thesis were: i) to determine the phylogenetic group,
virulence factors, and other biological characteristics of urinary and intestinal E. coli
strains, in order to select the strains to be used for in vivo experimental studies ii) to
standardize two murine models for the evaluation of extraintestinal infections caused by
E. coli, and iii) to evaluate the pathogenicity and the virulent potential of previously

selected E. coli strains in murins models.

The work has allowed the incorporation of two experimental murine models for the
evaluation of the virulence and the pathogenicity of Escherichia coli strains into the
Microbiology group of Vall d’Hebron Institut de Recerca in the Microbiology department of
Hospital Universitari Vall d’Hebron. Likewise, it has allowed the in vitro characterization of

a heterogeneous group of strains, providing the first evidence of concepts of those models.

The two standardized murine models and the data provided by this thesis open several
lines for future work, such as: i) studying the virulence of microorganisms causing sepsis
or urinary tract infection, ii) monitoring of extraintestinal infections to determine the
specific involvement of certain virulence factors by means of in vivo expression
technologies or mutants competition assays, and iii) evaluating the efficacy,

pharmacokinetics and pharmacodynamics of new antimicrobials, among other studies.
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I. Introduccio






1.  Escherichia coli. Visi6 de conjunt

Escherichia coli és un important membre de la microflora intestinal normal de I'home i
dels animals de sang calenta. En el cdlon huma és el bacteri aerobi i anaerobi facultatiu
més abundant. Constitueix el paradigma dels bacteris comensals, ja que realitza diverses
funcions beneficioses per al seu hoste, perd pocs microorganismes sén tan versatils com
I'E. coli; aquesta gran adaptabilitat ha permes que alguns clons adquireixin i estabilitzin
gens exogens, que els permeten comportar-se com a patogens, en envair els teixits o

produir toxines.

Les infeccions produides per I'E. coli es classifiquen en dos grans grups: les intestinals,
causades per soques enteropatogenes i les extraintestinals. Les infeccions intestinals, en
les que el simptoma cardinal és la diarrea, estan causades per soques que ocasionen les
lesions per diferents mecanismes: algunes envaeixen l'intesti gracies a factors de

viruléncia especifics i altres produeixen diversos tipus d'enterotoxines.

Entre les infeccions extraintestinals destaquen les infeccions urinaries, la colecistitis, les
infeccions de les incisions quirdrgiques, la peritonitis, la meningitis i la bacteriemia.
Aquestes infeccions extraintestinals estan produides per soques d'E. coli que tenen
diversos factors de virulencia que els permeten adherir-se, penetrar en els teixits i resistir
la fagocitosi. Actualment s'accepta que els factors de viruléncia que indueixen les
infeccions urinaries son els mateixos que faciliten la resta d'infeccions extraintestinals i les
soques que els posseeixen s'han denominat ExPEC (Extraintestinal pathogenic Escherichia

coli).

1.1 Caracteristiques generals del bacteri Escherichia coli

E. coli va ser descrita per primera vegada al segle XIX pel Dr. Theodor Escherich com a un
microorganisme habitual en la microbiota del budell dels individus sans. No obstant aixo,
tant el seu descobridor com posteriors investigadors van demostrar que Bacterium coli
comune, com va ser denominat inicialment, podia trobar-se també associat a infeccions

intestinals i extraintestinals.



1.1.1 Aspectes bacteriologics

Les caracteristiques bioquimiques més importants d'aquesta especie (taula 1) inclouen un
coeficient de guanina-citosina al DNA entre el 49-52% i les seglients caracteristiques:
fermenta la glucosa amb produccié de gas i sense producci6 d’acetoina determinada per la
prova de Voges-Proskauer; no utilitza el citrat de Simmons; no produeix enzims
extracel-lulars (lipasa, proteases ni Dnases); no produeix H,S; no hidrolitza I'urea; no
desamina el triptofan ni la fenilalanina; fermenta I'arabinosa, manosa, mannitol i maltosa,
pero no l'inositol. E. coli és usualment distingida dels altres membres de la familia per
I'habilitat de moltes soques de fermentar la lactosa i altres sucres; i addicionalment per
produir indol des de triptofan, i presentar positivitat a les proves d’ONPG (B-

galactosidasa) i de roig de metil®.

1.1.2 Classificacio infraespecifica

Al 1947, Kauffmann va proposar una manera per a diferenciar les soques d’E. coli en base a
la determinaci6é dels antigens superficials O (somatics), K (capsulars) i H (flagel-lars).
Aquest tipus de classificacié seroldgica va resultar molt util per als estudis epidemiologics,
de resisténcia i de patogénesis en E. coli. Es coneixen més de 176 serogrups O, 80 de la
classe Ki 56 de I'H. La combinacié dels diferents serogrups origina els serotipus (0:H:K). Si
bé hi ha una amplia varietat d’aquests serotipus entre les soques comensals, hi ha una
predominanga de certs antigens entre les soques responsables d’infeccions ExPEC
Addicionalment, als antigens convencionals, Orskov en 1983, va introduir una nova
classificacié basada en l'esquema seroldgic dels antigens fimbrials (antigens F), que va
denominar des de F1 a F13, encara que aquella nova classificacié no ha estat ampliament

utilitzada?->.

Encara que E. coli aparegui com a una especie molt homogenia metabolicament i
fisiologicament, pot subdividir-se d'acord a criteris genetics. Per exemple, Goullet i Picard
al 1989 utilitzant les soques de referéncia d’'Ochman i Selander (1984) i basant-se en el
polimorfisme electroforetic de les esterases i altres enzims van trobar que aquestes
soques de referéncia estaven formades per sis grups filogenetics als quals van anomenar
A, B1, B2, C, D i E. Posteriorment, Herzer et al., al 1990, van definir quatre grups
filogenétics majors (A, B1, B2iD).



Taula 1. Caracteristiques bioquimiques d’E. coli i altres membres de la familia
Enterobacteriaceae. Adaptada de Farmer et al., 2007¢.

Reaccions bioquimiques positives (%)
Prova bioguimica

E. coli K. pneumoniae P.mirabilis 5. enterica 5. dysenteriae

Produccid de sulfur d'hidrogen (TSI¥) 1 0 98 95 0
Produccio d'Indol 93 0 2 1 45
Prova de citrat (Simmons) 1 98 65 95 0
Prova de roig de metil 99 10 97 100 99
Prova de Voges-Proskauer o 98 50 0 0
Prova DMAsa (252C) 0 0 50 2 0
Prova d'ONPG* 95 99 0 2 30
Prova d'oxidasa 0 0 0 0 0
Fermentacid adonital 5 90 0 0 0
Fermentacio celobiosa 2 93 1 5 0
Fermentacio D-arabitol 5 98 0 0 0
Fermentacio de lactosa 95 98 2 1 0
Fermentacio de sucrosa 50 99 15 1 0
Fermentacio D-glucosa 100 100 100 100 100
Fermentacio D-glucosa (gas) 95 57 96 56 0
Fermentacid D-manitol 98 99 0 100 0
Fermentacic D-manosa 98 99 0 100 100
Fermentacid D-sarbitol 94 99 0 95 30
Fermentacid ducital 60 30 0 96 5
Fermentacid D-xilosa 95 99 98 97 4
Fermentacio eritritol 0 0 0 0
Fermentacio glicerol 75 57 70 10
Fermentacid L-arabinosa 99 99 0 92 45
Fermentacio L-ramnosa 20 99 1 95 30
Fermentacio maltosa 95 98 0 97 15
Fermentacic melibiosa 75 99 0 95 0
Fermentacid mucato 95 90 0 90 0
Fermentacid rafinosa 50 99 1 2 0
Fermentacid salicina a0 99 0 0 0
Fermentacic trehalose 93 99 98 99 90
Fermentacio a-Metil-D-glucdsid o 50 0 2 o
Fermentcio inositol 1 95 0 35 0
Hidrolisi de tirosina 0 0 99 o 0
Hidrolisi de gelatina (222C) o 0 90 0
Hidrolisi d'esculina 35 99 0 0
Hidrolisi d'urea 1 95 98 0
Arginina decarboxilasa 17 0 0 70 2
Lisina decarboxilasa a0 98 0 98 0
Fenilalanina deaminasa 0 0 98 0 0
Ornitina decarboxilasa 65 o 99 97 0
Creixement en KCN* 3 98 98 1] ]
Lipasa ] 0 92 o 0
Movilitat (352C) 95 ] 95 95 ]
MNitrat —= nitrit 100 99 95 100 99
Utilitzacid acetat 90 75 20 90 0
Utilitzacid de malonat 0 93 2 0 0

* Abreviacions: Agar ferra triple sucre (TSl triple sugar iron agar ), ONPG: o-Nitrafenil-B-D-galactopiranoside, KCN: cia-
nur de potassi.
** Resultat de reaccions després de dos dies d'incubacio a 368C, a no ser que s'indiqui una altra TE diferent. La gran
majoria de les reaccions positives van ocorrer a les 24h.
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Herzer et al., van desenvolupar al 1990 un sistema de classificaci6 mitjancant I’estudi dels
diversos enzims determinats per electroforesi (MLEE, Multilocus enzyme electroforesis). Es
a dir, basat en 1'analisi dels patrons de mobilitat electroforéetica de 38 enzims metabolics
d'una col-leccié6 de 72 soques de referéencia d'E. coli de diversos origens (Ochman i
Selander, 1984). Les analisis per MLEE d'aquesta col-leccié6 van revelar quatre grups

filogenétics (GF) principals, designats com A, B1, B2 i D.

Estudis de biblioteques genomiques realitzats en soques pertanyents als diferents GF van
posar en evidencia gens o fragments de DNA especifics de cada grup, suggerint aixi el seu
Us com a marcadors moleculars de cada un dels GF existents. Utilitzant com a base aquests
estudis, 1'any 2000 Clermont et al, van desenvolupar una técnica senzilla de deteccid
subrogada dels grups filogenetics d'E. coli, triant com a marcadors filogenétics especifics
els gens: chuA (necessari per al transport del grup hemo en E. coli 0157:H7
enterohemorragica), yjaA (identificat en el genoma d'E. coli K-12, amb funcio6
desconeguda) i un fragment de DNA amb funcié desconeguda, anomenat TSPE4.C2. La
figura 1 presenta la relacié dicotdmica que s'utilitza per distingir els quatre grups
filogenétics a partir de la identificacid de les regions géniques esmentades, mitjancant

amplificacié de DNA per reacci6 en cadena de la DNA polimerasa (PCR)’.

Figura 1. Arbre de decisié dicotomica per a la determinaci6 del grup filogenetic en soques
d’E. coli mitjancant 1'is dels resultats de 1'amplificacié per PCR. Presa de Clermont et al.,

20007.
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La relaci6 que tenen els factors de viruléncia amb el grup filogenétic es pot analitzar més
detalladament a través d’estudis de diversitat genomica, mitjancant la utilitzacié de noves
metodologies de gendmica com ho és la tipificacié mitjangant seqiienciacié multiple de
locus o MLST (Multilocus sequence typing) que donen un major suport en la discriminaci
dels diferents patotipus d’E. coli. Aquesta técnica introduida per Maide et al., 1998,
actualment és el sistema amb major acceptaci6 per a I'analisi de soques, sent el patr6 d’or

estandard per la seva senzillesa i comparabilitat mundial.

1.1.3 E. coli com a bacteri comensal

Les soques d'E. coli comensals constitueixen gran part de la microbiota facultativa de
I'intesti dels humans sans, mamifers i aus. S6n soques perfectament adaptades a la
coexisténcia amb el seu hoste, confereixen beneficis a I'hoste (p. ex., processar nutrients,
generacié de senyals per al creixement, regulaci6 immune i proteccid6 contra la
colonitzacié per microorganismes patogens). S’ha assenyalat que els grups filogenetics A i
B1, sén els predominants en la flora intestinal normal. Aquests grups es caracteritzen per
no tenir molts dels determinants de viruléncia que estan presents en les soques patogenes
que els permeten causar patologia intra o extraintestinal. No obstant aixo, fins i tot
aquestes soques comensals poden causar infeccions extraintestinals en presencia de
factors facilitadors com cossos estranys (catéters urinaris), ruptures de la barreres
fisiques (pell o membranes corporals), immunodepressié d'hoste (anomalies anatomiques
i funcionals de les vies urinaries/biliars o immunodepressio6 sistémica, per exemple) o un

inocul bacteria amb elevades concentracions 2 5 814,

D’altra banda diversos autors han proposat que molts dels factor considerats com
responsables de les infeccions extraintestinals (adhesines, quelants, etc) son elements que

faciliten la colonitzaci6 i persistencia al budell de les soques del filogrup B2.

1.2 Infeccions causades per Escherichia coli

Abans de descriure les caracteristiques patogéniques de les soques d’E. coli capaces de

produir processos infecciosos, fem una breu revisié dels aspectes clinics i conceptuals

d’aquestes infeccions.



1.2.1 Infeccions urinaries

1.2.1.1 Concepte i generalitats

Les infeccions urinaries (IU) es defineixen com aquelles infeccions que afecten qualsevol
lloc de I'aparell urinari (bufeta, ureters o ronyd) produides per via ascendent. Les IU es
caracteritzen per la presencia de bacteris en l'orina (bacteritria) i de leucocits (pitria)
com a reflex de la resposta inflamatoria. Les infeccions renals adquirides per via

hematogena o per contigliitat no entren en el concepte classic d'infeccié urinaria.

Les IU es consideren no complicades quan es donen en una persona sense alteracions
fisiologiques o anatomiques de l'aparell urinari. Per contra, quan apareixen en el context
d'un pacient amb un factor predisposant ja sigui local o general, es consideren

complicades.

Les IU poden reapareixer després d'un primer episodi, anomenant-se IU recurrents que es
diferencien en recidives i reinfeccions. Les recidives sé6n degudes a la persisténcia de la
soca original en el focus d'infeccié, bé per un tractament antibiotic inadequat, o bé per
'existencia d'una anormalitat genitourinaria o pel acantonament dels bacteris en un lloc
inaccessible per a l'antibiotic, com ara la prostata. Solen presentar-se en les primeres
setmanes després de I'aparent curacié de la IU i representen el 20% de les recurréncies.
Per la seva banda, les reinfeccions sén causades per una soca diferent de la que va produir
la infeccié prévia. Es aixi com aproximadament un 20% de les dones joves amb activitat
sexual que presenten un primer episodi de cistitis pateixen reinfeccions sense tenir una

anomalia de les vies urinaries?s.

La bacteridria asimptomatica es defineix com la preséncia de bacteris en dues mostres
d'orina amb absencia de simptomatologia clinica; aquesta situacié és freqlient en la gent
gran i en els pacients sondats. En aquests pacients la seva preséncia no sol provocar
complicacions (sepsia urinaria o altres). No obstant aix0, pot causar-les en nens amb reflux
vesicoureteral, en embarassades, en malalts sotmesos a manipulaci6 de la via urinaria, en

els trasplantats renals i també en alguns pacients diabétics o immunodeprimits!.



1.2.1.2 Topografia i clinica de la infeccié urinaria

Les IU segons la seva localitzacié es classifiquen en dues categories generals: i) infeccions
baixes, que afecten la bufeta urinaria (cistitis) i ii) infeccions altes, localitzades en els

uréeters i ronyé (pielonefritis).

i) Cistitis

Les infeccions baixes de l'aparell urinari que afecten la bufeta s'anomenen cistitis. Per
regla general constitueixen una inflamacié superficial de la paret vesical, caracteritzada
per l'aparici6 d'un infiltrat inflamatori, edema i hiperémia de la mucosa. Si la infeccié
progressa, poden apareixer hemorragies focals o difuses i exsudat purulent. Aquestes
infeccions donen lloc a la sindrome miccional caracteritzada per micci6 dolorosa i
freqiient (distria i pol-lacitiria) amb sensacié continua de necessitat d'orinar (tenesme).
Algunes vegades acompanyada de dolor suprapubic i normalment és un quadre afebril
amb escassa repercussio general. L'orina és térbola i pudent, a causa de la piuria,
bacteridria i freqiientment microhematuria. Les IU baixes en general es resolen en un

periode mitja de 3,46 dies (o: 2.59)15-17.

ii) Pielonefritis

Les infeccions que afecten la part alta de l'aparell urinari, com ara uréters, pelvis o
parenquima renal s'anomenen pielonefritis. En aquesta patologia s'observa un infiltrat
inflamatori amb predomini de leucdcits polimorfonuclears neutrofils (PMN), generalment
localitzat en un lobul renal, d'aspecte triangular amb la base dirigida cap a fora. Si existeix
obstruccié uretral, pot afectar tot el rony6 i en pocs dies, I'accié conjunta d'infecci6 i
hidronefrosi pot originar una lesio irreversible del parénquima renal. Aquestes infeccions
es produeixen per l'ascens dels microorganismes des de la bufeta fins a la pelvis renal a
través dels uréeters, des d'on arriben al ronyd, que causa la infeccié de la medul-la i de les
papil-les renals; les quals resulten particularment sensibles a aquestes infeccions a causa
del seu pH acid, elevada osmolaritat i escassa perfusié sanguinia. Aquest procés es

produeix en un terc dels pacients amb cistitis5 17. 18,

Els pacients amb pielonefritis evidencien simptomes tipics de cistitis als quals es suma
febre superior a 38,3 2C, nausees, vomits, dolor a la palpacié de la fossa lumbar o puny-

percussié positiva. Aquestes infeccions solen cursar amb leucocitosi i desviacié a



I'esquerra. En un 20 a 30% d'aquests pacients es produeixen bacteriémia i una tercera

part d'ells evolucionen a xoc septicl5 18,

1.2.1.3 Etiologia

La invasié de l'aparell urinari sense patologia predisposada esta restringida a un grup de
microorganismes anomenats uropatogens. Aquests sdn capagos, mitjancant l'expressio de
factors de virulencia, de sobrepassar les barreres i minimitzar els mecanismes de defensa

de I'hoste.

Les IU no complicades s6n generalment infeccions monomicrobianes, causades en la seva
majoria per bacteris gramnegatius uropatogens de la microbiota aerobia i anaerobia
facultativa del tub digestiu. Ascendeixen per la uretra fins a aconseguir arribar a la bufeta

urinaria i en alguns casos poden afectar uréters i ronyons?°.

En pacients ambulatoris Escherichia coli causa al voltant del 80% de les infeccions agudes
de I'aparell urinari (tant cistitis com pielonefritis)18-20, A la taula 2, es mostren els resultats
de set estudis nacionals i multinacionals referents a I'etiologia de les infeccions urinaries
baixes (cistitis) en el medi ambulatori (comunitari), en els quals hi ha petites variacions
percentuals, que corresponen basicament a la poblacié mostral. En aquestes infeccions, els
bacils gramnegatius representen entre el 62,6 i el 91,8% del total de microorganismes
aillats en els diferents contextos mostrats. L'E. coli és el bacteri detectat amb major
freqiiencia (53,3-79,2%) seguit per les especies del génere Proteus entre les quals destaca
Proteus mirabilis (2,0-9,3%), del geénere Klebsiella (0,2-6,8%, principalment K
pneumoniae: 2,3-6,3%), Pseudomonas aeruginosa (0,8-5,1%), especies d’Enterobacter (0,1-

1,8%), Morganella morganii (0,7-1,3%) i finalment especies de Citrobacter (0,1-1,1%)19 21-

26,

De la mateixa manera, els cocs grampositius sén menys freqiients en les IU comunitaries
(2,5-13,6%). Pero tot i aixi, destaca el génere Enterococcus (0,5-5,5%, principalment E.
faecalis: 2,5-7,3%), Staphylococcus saprophyticus (0,7-4,4%), Streptococcus agalactiae (0,5-
2,8%), altres estafilococs plasmocoagulasa negativa (0,4-0,8%) o Corynebacterium

uralyticum (0,4%)19 21-26,

L’espécie micotica més destacada és Candida albicans, amb una prevalenca del 2,2%,

seguida de C. glabrata (0,4%), C. parapsilosis (0,3%) i C. tropicalis (0,1%). Tot i que en
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aquests estudis només es disposen de percentatges del Estudio de prevalencia de las
infecciones nosocomiales en Espafia (EPINE 2011), que correspon a les dades de les 1U
comunitaries de pacients que finalment acaben ingressant a 'hospital i que segurament
son compatibles amb histories cliniques de pacients portadors de sonda urinaria o altres

factors predisposants locals?!.

Taula 2. Principals microorganismes aillats de cistitis adquirides en la comunitat, en
diferents estudis nacionals i multinacionals. Taula adaptada d’EPINE 20112, Palou et al,
201122, Foxman 201019, Andreu et al., 200823 i 200525, Vallano et al., 200624 i Kahlmeter
200326,

Aillaments microbiologics segons cada estudi (%)

Microorganisme EPINE Palou Foxman Andreu Vallano Andreu Kahlmeter
(2011 (2001F* {2010/ (2008)* (2006F* (2005 (2003}
Bacils gramnegatius 78,7 85,8 84,1 89,9 88,1 91,8 62,6
Escherichia coli 56,6 79,2 74,2 70,8 74,6 73 53,3
Klebsiella spp. 0,2 - - 6,8 - 1,2 2,2
Klebsiella pneumoniae 6,3 2.3 6,2 - 4,2 54 -
Klebsieflla oxytoca 0,3 - 0,9 - - - -
Proteus spp. 0,3 - - 0,2 - 0,2 -
Proteus mirabilis 4.4 4.3 2,0 6,4 9,3 7.2 44
Proteus vulgaris 0,2 - - - - - -
Enterobacter spp. 0,1 - - 1,8 - 0,9 -
Enterobacter cloacaoe 1.3 - - - - - -
Pseudomonas aeruginosa 3.1 - 0.8 1.4 - 1.3 -
Morganella morganii 1.3 - - 0,8 - 0,7 -
Providencia stuartii 0,6 - - - - 0,1 -
Citrobacter spp. 0,1 - - 1,1 - 1,1 -
Citrobacter freundii 0,6 - - - - - -
Citrobacter koseri 0,3 - - - - - -
Serratia spp. 0,3 - - 0,2 - 0,5 -
Serratio marcescens 0,2 - - 0,2 - - -
Otras Enterobacteriaceae - - - - - - 2,7
Otros bacilos gramnegativos - - - 0,2 - 0,2 -
Cocs grampositius 13,6 7.6 10,4 10,4 5 8,34 2,5
Enferococcus spp. 0,5 - 5,3 5,5 - 4.8 -
Enterococcus faecalis 7.3 3,2 - - 2,5 - -
Enterococcus faecium 1.4 - - - - - -
Staphylococcus aureus 1.2 - - 0,6 - 0,6 -
Staphylococcus epidermidis 0,8 - - - - - -
Staphylococcus saprophyticus - 4.4 1,4 1,1 2,5 0,7 2,5
Staphylococcus plasmocoagulasa negativa 0,6 - - 0,4 - 0,4 -
Otros Staphylococcus 0,4 - - - - - -
Streptococcus spp. 0,3 - - 0,3 - 0,1 -
Streptococcus agalactioe 0,5 - 2,8 2,5 - 1.7 -
Streptococcus viridans 0,1 - 0,9 - - - -
Corynebacterium spp. 0,1 - - - - 0,04 -
Corynebacterium urealyticum 0,4 - - - - - -
Llevats 34 - - - - - -
Candida spp. 0,4 - - - - - -
Candida albicans 2,2 - - - - - -
Candida glabrata 0,4 - - - - - -
Candida parapsilosis 0,3 - - - - - -
Candida tropicalis 0,1 - - - - - -
Altres patogens 0,3 - - - - - 4,1
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Addicionalment, hi ha alguns processos en que l'aillament de microorganismes en l'orina
reflecteix infeccié renal metastatica, producte d'una bacteriémia per S. aureus, per
especies de Salmonella o per Mycobacterium tuberculosis. Aixi mateix, cal destacar
l'aillament d'adenovirus (especialment del tipus 11) i el virus BK causants de cistitis
hemorragica epidemica, especialment en nens i en pacients hematologics

respectivament?s. 19,

1.2.1.4 Diagnostic

Per al diagnostic de la IU s'ha de tenir en compte la clinica del pacient, els elements formis
de l'orina i el seu cultiu. El urocultiu confirma la infecci6 i permet identificar el
microorganisme involucrat. La correcta recollida de 1'orina, evitant contaminacions, és

fonamental per obtenir resultats fiables.

Com que l'orina sempre arrossega una petita quantitat de microorganismes de la flora
normal uretral, des dels anys 50 s'ha postulat que la quantificaci6 dels bacteris en 1'orina
permetria diferenciar entre contaminacioé per la propia flora uretral (recomptes baixos) i
infecci6 urinaria (recomptes elevats). Per aquest motiu l'any 1956, Kass va definir el
recompte de 105 unitats formadores de colonies (UFC) per ml d'orina; com a criteri de
bacteriuria significativa (indicadora d'IU veritable). Aquest criteri va ser establert
comparant el nombre de bacteris per ml d'orina en mostres obtingudes per puncio

suprapubica i raig mitja en dones amb pielonefritis simptomatica20 27,

Els postulats de Kass, vigents durant gairebé quatre decades, van ser revisats al 1992 per
un comite d'experts de la Societat Americana de Malalties Infeccioses, ja que en moltes
ocasions els recomptes per sota dels indicats responien a una auténtica IU. D'aquesta
manera, els valors de recomptes necessaris per considerar infeccié6 van baixar a 107
UFC/ml en els casos de cistitis simple o recurrent, sempre i quan s'acompanyin de
manifestacions cliniques, i a 10° UFC/ml quan hi hagi clinica de pielonefritis; mantenint la

significaci6 de 105 UFC/ml per les bacteritries asimptomatiques (taula 3).

En efecte, en certes circumstancies com en la sindrome uretral aguda, aixi com en pacients
portadors de sonda permanent pot existir una veritable IlU amb recomptes bacterians
inferiors a 105 UFC /ml. D'altra banda, la presencia de bacteridria de qualsevol grau en els
aspirats suprapubics o aillaments de 102 UFC/ml en orina obtinguda mitjancant sondatge,

son indicadors d’infeccid.
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Aquestes conclusions repercuteixen tant en els microbidlegs, que han d’informar sempre
el microorganisme aillat i el nombre d’'UFC/ml (per sota de 105), com en els clinics,
obligats a considerar els recomptes en funcié de la informacié disponible restant,
representada pels signes o simptomes i les exploracions complementaries, i en situacions
més complexes ser capagos d'avaluar les infeccions per microorganismes especials o que

habitualment cursen amb recomptes baixos17.20,

Taula 3. Interpretacié microbiologica del urocultiu i conducta recomanada. Adaptada de

Prats 200828, Andreu et al., 201017 i Sobel i Kaye 20102°.

Lo i

Bt of lecei Ik Lucit o conducta rec malile
= 8 ISEEEEE Hecampte de coldnies  Microorganismes) alllat{s) e et e

Mivcid esponlinia
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2 3 microarganiomes Pagibie contaminacia®. Sal-licitar nowva mostra o be
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% 1.008 UFC/mil # 1 microorganisms Posihie confaminacio®™
Sonda penmanent
amb pidria Cuabsewval resultat Bl macroorganisame Identificatid | estudi de susceptibilnat
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MES I'UNA NOTY BS Prockse(E MUkt phiceoid E5CaIS0S DOTEris CONaminancs Je12imant-3¢ una fakss DEDENoria Sense Dions
=2 [n bes mesanes recelises per pundl & syerepvbicn | rocessades de mpners Immesliem, & resulinn ha de conslderss-se dedinichu | @er TANT CONSSIDaEN &
rebd i b reldrdcda

No obstant aixo0, els simptomes urinaris i la bacteritiria freqlientment ocorren
independentment l'un de l'altre. Aixi, al voltant del 20% de les dones amb simptomes d'IU
classica presenten urocultius negatius. En altres casos es pot recuperar a l'orina un
nombre no menyspreable de bacteris en pacients simptomatics, els quals si no estan en un
grup de risc (embaras o sondatge) no requeriran tractament antibiotic, amb 1'objectiu
d'evitar efectes adversos com alteracions de la microbiota o selecci6 de microorganismes

resistents?9,

A l'orina de pacients amb IU, a més dels bacteris causants de la infeccié (bacteridria), es
troben leucocits (leucocitiria) com a resposta a la infeccid, fet pel qual, generalment el seu
aspecte és terbol. Al laboratori es pot fer un recompte precis de leucocits en una camera
de Neubauer o un recompte aproximat, en un examen del sediment d'orina. Amb la
primera tecnica, el 95% de les pacients amb cistitis tenen més de 10 leucocits/ml d'orina.

Per la seva part, I'examen de sediment és una prova menys precisa, perd més facil de
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realitzar i permet constatar la IU, visualitzant la preséncia de bacteriuria i leucocituria. Es
consideren patologics els recomptes superiors a cinc leucdcits per camp en orina
centrifugada i examinada amb microscopi de 40 augments. Aixi, la pidria constitueix un

criteri addicional d'IU15, 17-19,

Segons alguns algorismes per al diagnodstic de la IU, si es combina la simptomatologia amb
el resultat de la tira reactiva d'uroanalisi, es poden obtenir sensibilitats que oscil-len entre
65-82%, amb especificitat entre 53-95%. Per la seva banda, si s'addiciona a un cultiu
d'orina de= 10 2 UFC/ml la simptomatologia i la determinaci6 de leucdcits i nitrats en

orina s'obté una sensibilitat de 80,3% i especificitat de 53,7%?1°.

1.2.1.5 Epidemiologia

La IU constitueix un dels processos més comuns en patologia infecciosa, el que la
converteix en un serids problema de salut publica que causa anualment als Estats Units
més de 8 milions de visites médiques, 1,5 milions de consultes per urgencia i 300.000
hospitalitzacions?é. Les IU en qualsevol comunitat solen ocupar el segon lloc després de les
respiratories, amb un cost anual directe i indirecte als EUA durant 1995 d’1.6 mil milions
de dolars (equivalent a 2,3 mil milions de dolars al 2010, ajustada per inflacio).
Addicionalment, I'any 2000 les IU nosocomials van incrementar una mitjana de 676 dolars
les factures hospitalaries (equivalent a 842 de dolars al 2010) i la necessitat d'un dia extra

d'hospitalitzacié per pacient (prop d'1 mili6é d'hospitalitzacions diaries més cada any)19 21,

De la mateixa manera, la IU també és una de les entitats infeccioses més freqiients en el
nostre medi. Aixi, segons EPINE 2011, les IU d'origen comunitari solen representar el
45,3%, mentre que el 20,6% el van ocupar les IU d'origen nosocomial. Aquestes ultimes
dins de les diferents arees assistencials (medicina, cirurgia, atencié intensiva,

ginecologia/obstetricia, pediatria o altres serveis)?L.

Hi ha un patré de prevalenca caracteristic i definit relacionat amb les diferents etapes de la
vida dels éssers humans. Segons dades d’EPINE 2011, I'analisi de la distribucié per edats
va demostrar que és poc freqiient durant la infancia (0-9 anys), amb una prevalenca de
0,5% i que va en augment progressiu en cada década de la vida de la manera segiient: 10-
19 anys: 0,57%, 20-29 anys: 0,79%, 40-49 anys: 1,15%, 50-59 anys: 1,29%, 60-69 anys:
1,65%, 70-79 anys: 1,93% i majors de 80 anys: 1,87%. En aquests ultims tres grups les [U

sén més freqlients per l'existencia de diverses alteracions anatdmiques i funcionals.
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L'inica excepci6 a aquest augment significatiu es va observar en la década dels 30 anys,

amb un petit descens de 0,54%, respecte a la década anterior21.

A més de l'edat, hi ha altres circumstancies que influeixen en l'epidemiologia de la IU, com
a determinades malalties, l'estada hospitalaria, els cateterismes, o bé altres tipus
d'instrumentacié de l'aparell genitourinari!5>-17. Per exemple, segons dades comunicades
per EPINE 2011, el fet de tenir una sonda representa un factor de risc del 3,84% i 15,51%,

depenent si la sonda urinaria és oberta o tancada respectivament?1.

The National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES) al 2009 va comunicar
una incidéncia anual estimada d'IU a EUA per a les dones del 12,6%, un 20% d’aquestes
eren en dones joves amb un rang d'edat entre 15-29 anys?9. Sobretot, si és sexualment
activa (amb una incidéncia entre 0,5-0,7 episodis per any), porta dispositius intrauterins o
esta embarassada. A Espanya, s'estima un minim de 3.819.100 episodis anuals en dones
d'edats compreses entre els 20 i 44 anys i entre 10-15% en dones entre els 65 i 70 anys.
Encara que aquesta xifra augmenta fins al 15-20% en dones majors de 80 anys, al 30-40%
en ancianes hospitalitzades o ingressades en institucions geriatriques i practicament al

100% de portadores de sonda urinaria permanent?’.

A T'home adult les IU sén menys freqiients, estimant-se una incidéncia anual de 5-8
episodis per cada 10.000 homes de menys de 65 anys. Encara que els nens i els homes
poden presentar espontaniament una IU (sobretot en homosexuals, pacients infectats per
VIH i en no circumcidats), gairebé sempre es relacionen amb una anomalia urologica o
amb una prostatitis cronica subjacent. A partir dels 50 anys, la prevalenca augmenta
progressivament en relacié amb les obstruccions de prostata i la possible instrumentacié

urologicals-18,

1.2.1.6 Mecanismes de defensa de I'hoste

L'organisme huma posseeix un conjunt de defenses antiinfeccioses. Algunes dirigides de
manera inespecifica i innata davant gran nombre de microorganismes que son detectats
per posseir estructures propies del mén microbia. I altres, dirigides especificament a
microorganismes detectats a través dels seus antigens, que constitueixen la resposta
immunitaria. En aquest aspecte la immunitat innata proporciona una primera linia de

defensa, en la qual les barreres mecaniques, el flux ininterromput d'orina, la presencia de
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substancies bactericides o la fagocitosi tenen un paper important que contraresten 1'accio

patogena30.

i) Barreres cutanies i mucoses de les vies urinaries

Perqué una soca d'E. coli produeixi 1U, ha de guanyar préviament la batalla als mecanismes
defensius de 1'hoste. Es aixi com, en la dona el pH acid (4,8 aproximadament) de la vagina,
determinat per la microbiota normal, composta principalment per diverses especies de
Lactobacillus, protegeixen la vagina i el introit vaginal davant la colonitzacié per
uropatogens. A més, aquest Lactobacullis bloquegen els seus receptors i interfereixen en la
seva adherencia a I'epiteli, que sol ser la primera condicié per a la colonitzacié uretral i
'ascens posterior del bacteri. Aquesta ascensio6 en la dona, és facilitada per la curtedat de
la uretra. Per la seva part, en els homes, la major longitud de la uretra impedeix el pas de

potencials patogens a la bufeta urinarials.17.18,20,30,31,

En circumstancies normals, els bacteris que han pogut ascendir a la bufeta s'eliminen amb
rapidesa. En part pels efectes de diluci6 i d'arrossegament durant la miccié que impedeix
que geérmens amb escassa afinitat per l'uroteli el colonitzin. Normalment, la valvula
vesicoureteral prevé el reflux de 1'orina de la bufeta cap a sectors més elevats. Es per aixo
que alteracions funcionals o anatomiques d'aquesta valvula determinen un major risc, que

s'observa especialment a la infancia20 30,

En un altre sentit I'apoptosi a la mucosa vaginal i uretral generen I'exfoliaci6é natural de les
cél-lules, gracies als nivells de produccié d'estrogens i progesterona. Aquesta exfoliacio
comporta l'eliminacié de possibles microorganismes adherits a la seva paret. L’epiteli de la
bufeta és normalment inactiu en les persones sanes, i aquestes cel-lules sén renovades
cada pocs mesos. Al model muri per exemple, només unes hores després de la inoculacio,
aquest comportament tipic es veu rapidament alterat (figura 2). Aix{ mateix, la mucosa
intacta és també una barrera efectiva enfront de la colonitzaci6. Per aix0, alguns bacteris
com Staphylococcus saprophyticus requereixen la preséncia de fibres de col-lagen que
s'exposen a la superficie, després de microtraumatismes, cosa que explicaria la preséncia

d'aquest agent a [U en dones amb vida sexual activa30 32,
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Figura 2. Microscopia electronica de rastreig del procés d’exfoliacié i regeneracié de

I'epiteli de la bufeta al model muri d’infeccié urinaria. Adaptada de Kau et al., 200532,

Cel-lules
superficials Exposicid de les cél-lules de transicié subjacents

Per la seva part, els ureters impedeixen la colonitzacié de bacteris gracies al seu
peristaltisme, que impulsa el flux d'orina des del ronyé a la bufeta. Aixi mateix, en el ronyd,
I'escorca renal és molt més resistent a la infeccié que la zona medul-lar, gracies a les
condicions d'osmolaritat, concentraci6é d'amoni i flux sanguini. En canvi, la medul-la renal
és més susceptible per l'alta concentracié d'urea que inactiva el complement. Aixi mateix,

hi ha una osmolaritat elevada, pH baix i manca de flux sanguini2°.

ii) Molécules amb activitat antimicrobiana

Si els processos defensius de les barreres cutanies i mucoses sén incapagos de neutralitzar
i eliminar el microorganisme, aquest aconsegueix mantenir-se i multiplicar-se en el teixit.
Pero l'hoste disposa d'altres opcions per a limitar la infeccié6 mitjan¢ant la generacio6 i
excrecié de molecules amb activitat antimicrobiana, amb 1'objectiu de contrarestar la

invasi6 uropatogena.

La microbiota composta principalment per lactobacils, inhibeixen la multiplicacié de
potencials uropatdgens en la vagina, gracies a la producci6 i excreci6é de H20., acid lactic i
bacteriocines. Es important precisar que aquesta produccié pot variar a causa de la
concentraci6 i espécies de lactobacils propies de cada dona. Aixi mateix, en 'home, la
presencia d'una sal de zinc amb activitat antibacteriana, secretada per la prostata, evita

'ascens espontani de microorganismes a través de la uretrals. 17.18,20,31,

Per la seva part, les propietats antibacterianes de 1'orina: elevada osmolaritat, contingut
d'urea, concentracié d'acids grassos, pH acid o la presencia de peptids antimicrobians, que
actuen de manera immediata davant dels microorganismes. S6n fonamentals per a la
inhibicié del creixement bacterials 33. Una altra caracteristica de les mucoses urogenitals

és la segregaci6 d'una mucina que recobreix la bufeta i que hi prevé l'adheréncia dels
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bacteris, i de la proteina de Tamm Horsfal, present en l'orina, que és una glicoproteina
polimerica produida en la branca ascendent de la nansa de Henle en el teixit renal i que
conté nombrosos residus de manosa, que s'uneixen i inhibeixen competitivament

I'adherencia per mitja dels pilis manosa sensibles!8 20,29,30,34,

A més, en les mucoses i en l'orina, hi ha substancies antimicrobianes com ara peptids
antibacterians, enzims, oligopeptids i lipids bioactius, molécules d'oxigen reactiu i

nitrogen3o 33,

Els macrofags i polinuclears interactuen amb el patogen invasor a través de molecules de
reconeixement d'estructures bacterianes (Pattern recognition receptors, PRR), les quals

s'uneixen als microbis per a facilitar el seu reconeixement. Aquestes PRR s6n de dos tipus:

i) Les PRR cel-lulars presents en els macrofags, neutrofils i cél-lules endotelials. Es troben
situades a la superficie de la membrana cel-lular, pero també a l'interior de les membranes
del reticle endoplasmic i dels vactols en el propi citoplasma. Pertanyen a aquest primer
grup: receptors tipus toll (Toll-like receptors, TLR1-TLR93, especialment el TLR4 és
essencial en la defensa enfront de la infeccié per uropatogens gramnegatius amb I’ajuda de
CD14 i MD2 per a reconeixer el LPS), lectines tipus C (receptors per a manosa), receptors
scavenger (SR-A i CD36), receptors tipus NLR (NOD 1, NOD 2, i NALP), i receptors N-
formil-met-leu-fenilalanina (FRP i FRPL1). Quan els microorganismes s'uneixen a
aquestes PRR cel:lulars indueixen, entre altres accions efectores, la produccié i
alliberament de substancies proinflamatories amb caracter vasodilatador (IL-6 i IL-8),
augmentant la permeabilitat capil-lar, que permet concentrar gran quantitat de

substancies i promoure l'atraccié de PMN i macrofags (figura 3)31.32.35,

Figura 3. Representacio esquematica de 'activacié de TLR i l'atracci6 de PMN. Adaptada

de Kau etal.,, 200532,
Activacio de TLR Atraccio de PMN
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ii) En el segon grup es troben les PRR extracel-lulars les quals circulen en el plasma i
I'espai intersticial dels teixits; entre aquestes destaquen les pentraxines (proteina C
reactiva, amiloide serica (SAP), pentraxina 3 (PTX3)), les colectines (lectines: proteina
fixadora de manosa, proteines surfactants pulmonars A i D o les ficolines), la proteina
fixadora de lipopolisacarid (LPS), el sistema del complement i els anticossos naturals
(IgM)16,17,30,36,

iii) Immunitat innata: fagocitosi i produccio de citocines

Els macrofags dels teixits (histiocits) formen una de les primeres linies de defensa en el
sistema urinari i ofereixen resistencia contra la infeccié per produccié de citocines. La
produccié de TNF-a i IL-1 produeixen vasodilatacié local. La citoquina quimiotactica
CXCL8 (IL-8) i el C3a s'alliberen i generen reclutament dels PMN al lloc de la infeccié des
de la sang, i com a conseqiiéncia es produeix piuria, i es contribueix aixi a l'eradicaci6 de
bacteritria. L'elaboracié d'IL-1f i IL-6, per la seva acci6 sistémica, condueixen a l'elevacid

de temperatura (febre) i l'activacié de la resposta de fase aguda (figura 4)29.31,

Figura 4. Factors de virulencia de soques uropatogenes i la seva resposta innata. Adaptada
d'Ulett et al., 201337.
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Per tant, després dels macrofags que actuen com a desencadenants de la inflamacid, els
PMN proporcionen una defensa davant la [U actuant a través de la fagocitosi; sens dubte és
el procés més important de la resposta defensiva innata. Aquestes cél-lules, s6n essencials

per a l'eliminacio dels bacteris de 1'aparell urinari.

La produccio de citocines és conseqiiéncia del reconeixement dels bacteris pels macrofags,
mitjancant el lipopolisacarid (LPS) i altres macromolécules bacterianes reconegudes per
les PRR, pero també per les ceél-lules de 1'epiteli vascular i les cél-lules urotelials que
expressen TLR4. Les molécules microbianes reconegudes per les PRR s'anomenen

col-lectivament PAMP (Pathogen-associated molecular pattern)16.29-31,36,

iv) Immunitat adquirida: resposta cel-lular i humoral

El paper de la immunitat humoral en la defensa de I'hoste davant les IU, encara que esta
ampliament estudiat, és poc conegut. La resposta serologica permet la produccié
d'immunoglobulines locals com IgA secretora o IgG contra el lipid A. La produccio
sistematica d'anticossos habitualment es correlaciona amb la gravetat de la infeccié renal i
la progressié cap a la destrucci6 del parénquima renal. Per exemple, en casos de
pielonefritis aguda i prostatitis, es troben anticossos contra els antigens O i ocasionalment
K, o en alguns casos també s'han descrit anticossos especifics per a les fimbries tipus 1 o P.
Tot i aix0, no s'ha demostrat que els anticossos protegeixin contra les IU, i per aquest

motiu és aquesta una de les possibles explicacions dels casos de recurréncials 29,

1.2.1.7 Factors predisponents de I’hoste

Quan hi ha factors predisponents a I'hoste, les IU solen ser polimicrobianes i recidives.
Estan causades per microorganismes resistents a tractaments d'episodis anteriors, i
aquests estaran presents mentre persisteixi el factor predisposant. S'ha demostrat que
quan hi ha factors predisponents d'lU, sén necessaris menys factors de viruléncia en els
microorganismes per produir la mateixa patogenicitat?°.

i) Factors fisiologics

Les IU afecten sobretot les dones, encara que hi ha etapes de major incidencia

relacionades amb l'activitat sexual i I'edat. Un exemple d'aix0 sén els nens nounats o joves
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amb absencia de circumcisi6 o dones amb deplecid estrogenica. També esta clarament

demostrat que la freqiiéncia d'IU en ambdds sexes augmenta amb l'edat?5 19,21, 29,

Les principals raons per les quals les IU es solen originar amb més freqiliéncia en dones, és
a causa de l'escassa longitud de la uretra (4-6 cm aproximadament), ja que desemboca en
l'introit vaginal, colonitzat normalment per flora cutania (difteroides, estreptococs del
grup viridans, lactobacils i estafilococs coagulasa negativa); perod ocasionalment i de
manera transitoria, poden trobar-s’hi un escas nombre d'E. coli o d'altres enterobacteris

de major potencial uropatogen?5. 1930,

Les raons de l'elevada susceptibilitat a les IU de repetici6 que determinades dones
presenten, amb normalitat del sistema urinari, sén desconegudes. Els segiients caracters
han estat implicats com a factors de risc: major densitat, accessibilitat o distribucié de
receptors fimbrials a les cél-lules uroepitelials. També s'han relacionat amb baixos nivells
vaginals d'estrogens, la qual cosa condicionaria una disminuci6 en la concentracié vaginal
de lactobacils, i com a conseqiiéncia un augment del pH vaginal, que al mateix temps

afavoreix la preséncia d'enterobacteris3®,

A aquest fet s'afegeix que aquestes infeccions normalment estiguin relacionades amb el
coit, ja que propicia la introducci6 de bacteris a la bufeta i s'associa de manera temporal al
inici de cistitis, per tant, sembla essencial en la patogenia de les IU de les dones joves. Per
aquest motiu, la miccié després del coit disminueix el risc de cistitis, afavorint

I'arrossegament per I'eliminacié dels bacteris introduits durant la relaci6 sexual 1930,

Addicionalment a aquests fets, alguns autors hi condicionen la pertinenca a determinats
fenotips de grups sanguinis, com ara els: P1, B, AB i Lewis. Aquest ultim en els fenotips no
secretors (Le(a+b-) i recessius (Le(a-b-)); ja que probablement expressen en les cél-lules

epitelials dos globésids que actuen com a receptors per a soques uropatogenes d'E. coli 1>

16,29, 30,

Una altra condicioé seria '’hiperosmolaritat de la medul-la renal, que implica inhibici6 de la

mobilitat dels granulocits i conseqliientment disminuci6 de la fagocitosi.

Finalment, durant el periode d'embaras es detecten entre un 2-11% de bacteriuria
asimptomatica, especialment entre un 20-40% d'aquestes acaben patint pielonefritis, si no

s'instaura tractament. Entre els canvis que provoca I'embaras i que influeixen en l'aparicié
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d'estasi es troba: i) relaxacio de la fibra muscular llisa ureteral i vesical, a causa de la gran
quantitat de progesterona circulant (efecte hormonal) que comporta a un mal buidament;
ii ) compressid de les porcions distals dels uréters que provoquen hidronefrosi dreta en el
75% de les embarassades i esquerra en el 30%j; iii) expansio de la pelvis i els calzes renals,
iv) increment de la capacitat vesical, iv) augment del filtrat glomerular, el que fa que
s'incrementi l'aportacié d'orina al sistema excretor. Tot aix0, fa que s'augmenti la

freqiiéncia d'infeccions urinaries en gestants1520.38,39,

ii) Factors patologics locals i generals

Entre els factors patologics generals predisponents es poden trobar: la diabetis mellitus
(pacients amb descontrol metabolic de la glucosuria, afavoreixen el desenvolupament de

bacteris), les malalties neurologiques, la cirrosi, la immunodepressié i la neutropéniaté 19

39,

Els factors locals patologics que predisposen a la infeccié son: la litiasi renal, les uropaties
obstructives, I'hipertrofia de la prostata, el cistocele, la bufeta neurdgena, el reflux
vesicoureteral, les lesions medul-lars, les alteracions congenites de les vies urinaries, la
incontinencia i les instrumentacions (ds de sondes per al drenatge de la bufeta o portadors
de sonda permanent, que representen un 40% de les infeccions nosocomials)!6 17. En
resum, l'obstruccié del flux urinari de manera mecanica o funcional; és la condicid
predisposant més comu en pacients amb IU. La infeccié per sonda es produeix a través de
tres mecanismes durant la seva insercid, per la via intraluminal o bé per via extraluminal.
Si es tracta de la via intraluminal (a través de la llum del catéter) es produeix a través de
dos mecanismes: per la ruptura del circuit tancat de la sonda urinaria a nivell de les
connexions, o bé a través de la contaminacié de la bossa de drenatge urinari a nivell de

I'orifici de buidatge de l'orinal5 17.

[ per ultim, si es produeix per via extraluminal (a través de la capa de moc que es diposita
al voltant de la sonda al meat urinari) adquereix major importancia a partir de la primera

setmana de cateteritzacid i és més freqiient en dones, al voltant del 70%, que en homes?!5

17,
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iii) Altres factors predisponents d’infeccié

Addicionalment als factors fisiologics o patoldgics de 1'hoste, s'han de ressaltar altres
elements afavoridors d'infeccié que predisposen la colonitzacié periuretral, com ara:
'alteraci6 de la microflora vaginal normal pels antibiotics (perdua de lactobacils),
infeccions genitals concomitants i utilitzacié d’anticonceptius (diafragma, espermicides o
preservatius). D'altra banda, la resisténcia als antibiotics d'alguns uropatogens els

permeten una rapida disseminaci6 d'alguns clons epidémics?2 16,1933,

Aixi mateix, alguns autors plantegen la possibilitat que les IU estiguin causades per
bacteris transmesos mitjancant aigilies, aliments, viatgers (gracies al contacte persona amb
persona) o transmissié zoonotic, i que permeten la colonitzacié entérica amb posterior
seleccié antibiotica davant pressié selectiva. Encara que no es coneix com s'inicia
exactament el procés de colonitzacié ni com, posteriorment, tenen la capacitat de

transmetre les IU a la comunitat6é 5 12,40,

iv) Aspectes especifics de les infeccions urinaries en pacients amb factors

predisponents d’infeccid

Inicialment en aquest tipus d'hostes les IU estan causades per els mateixos bacteris que
en les persones sense factors predisponents. Essent E. coli el patogen més freqiientment
(36%) associat a les infeccions nosocomials segons EPINE 2011. Aixi com, Klebsiella
pneumoniae (8,6%), Proteus mirabilis (3,7%), Enterobacter cloacae (1,5%), Klebsiella
oxytoca (1,4%), Enterobacter aerogenes (1,2%), Citrobacter freundii (0,9%), Morganella
morganii (0,8%), Serratia marcescens (0,6%), Stenotrophomonas maltophilia (0.6%), i
altres enterobacteris multiresistents. També es troben, Pseudomonas aeruginosa (8,7%),
Acinetobacter baumannii (1,3%). 1 bacteris grampositius com ara Enterococcus fecalis

(9,1%), E. faecium (3,8%), Staphylococcus epidermidis (1,2%) o S. aureus (0,7%)15 17,18,

D'altra banda les espeécies de Proteus, gracies a la produccié d’'ureases que desdoblen la
urea present en 1'orina en amoni i dioxid de carboni. Determinen I'elevacié del pH urinari i
per tant alcalinitzen el medi, que déna com a resultat formaci6 de calculs per acumulacié
de sals de fosfat amonic-magneésic (estruvita) o Corynebacterium urealyticum (CDC grup
D2) i la formacié de fosfat calcic (apatita). Aixi mateix, també es pot incloure el cas de
Klebsiella pneumoniae que s'ailla amb freqiiencia en malalts amb litiasi, i persisteix

mitjancant la formacié de moc extracel-lular i polisacarids?5 17,18,
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Staphylococcus epidermidis és una causa freqlient d'infeccions de les vies urinaries
originades per sondes. De la mateixa manera, els enterococs i Staphylococcus aureus
causen infeccions en pacients amb nefrolitiasi, que s'han sotmes a instrumentacié o
cirurgia amb anterioritat. Segons EPINE 2011, és freqilient la colonitzacié per Candida
albicans (7,2%) i altres espécies micotiques com C. glabrata (1,3%), C. tropicalis (1%), C.

parapsilosis (0,9%) al'orina de pacients diabétics o portadors de sonda39 41,

Aix{ mateix a causa del tractament antibiotic és probable que aquests pacients estiguin
colonitzats per microbiota resistent a l'antibiotic emprat, i per tant es seleccionen
progressivament soques i espécies resistents!t. Un reflex d'aquest fet serien les dades
publicades en l'estudi ARESC (Antimicrobial Resistance Epidemiological Survey on
Cystitis)*2, a carrec de tres organismes de vigilancia internacional durant el periode 2003-
2006, en poblacions del Nord i Sud Ameérica i Europa; amb la finalitat de determinar la
prevalenca i susceptibilitat de patdgens causants de cistitis. | un segon estudi espanyol
publicat el 201122, que utilitza les dades ARESC de nou hospitals estatals. On es descriuen
nivells de resisténcia per a E. coli uropatogena entre 33-80% per ampicil-lina, 9-61% per
trimetoprim (tractament de primera linia a IU no complicades), fins a un 72% per
ciprofloxacina, 18% per acid nalidixic i 25% per amoxicil-lina/acid clavulanic o

cefuroxima.

1.2.2 Altres infeccions extraintestinals causades per E. coli

A més de les infeccions urinaries, la diversitat de sindromes extraintestinals causades per
poblacions d'E. coli ha permeés designar-les com: E. coli patdgens extraintraintestinals i
intraintestinals: (EXPEC, Extraintestinal Pathogenic E. coli) i (IPEC, Intraintestinal
Pathogenic E. coli) respectivament. Aquesta classificacié s’ha fet amb 1'objectiu de
diferenciar les soques causants purament de quadres gastrointestinals, les IPEC. Ja que
generalment les IPEC no causen malaltia extraintestinal i a la vegada les soques ExPEC no

produeixen diarreas 9 14,

Les IU, la sepsia o la meningitis neonatal han estat els sindromes que han concentrat la
majoria d'estudis cientifics amb el principal objectiu de caracteritzar epidemioldgica i
molecularment aquestes soques. No obstant aixo, les evidéncies acumulades durant els
darrers anys suggereixen un considerable solapament entre aquests tres sindromes (IU,
sépsia i meningitis). A la vegada, la descripcié de noves infeccions invasives causades per

soques ExPEC com pneumonies, peritonitis, colangitis, artritis seéptiques, piomiositis
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emfisematoses, osteomielitis vertebrals hematogenes, abscessos epidurals del psoas o

iliac, infeccions profundes de ferides quirdrgiques, etc*3 44,

Es important destacar, que la gravetat d'aquests quadres clinics depén considerablement
de l'estat immunologic del pacient. Com també de la presencia o no en aquest de
patologies de base; la quantitat d'inocul bacteria infectant i la versatilitat (perfil virulent)

d'aquests clons EXPEC o I'existéncia de coinfeccié amb altres microorganismes patogens.

1.2.2.1 Infecci6 abdominal i pelvica

L'abdomen i la pelvis constitueixen la segona localitzaci6 més freqlient d'infeccio
extraintestinal per E. coli. Aquestes infeccions engloben una amplia varietat de sindromes
clinics, com les peritonitis agudes per contaminacié fecal, les peritonitis bacterianes
espontanies, les peritonitis relacionades amb dialisi, diverticulitis, apendicitis, abscessos
intraperitoneals o viscerals (hepatic, pancreatic, esplénic, etc.), pseudoquists pancreatics
infectats i colangitis infecciosa amb o sense colescistitis. En les infeccions intraabdominals
E. coli pot aillar-se ja sigui sola, o com és més freqiient en combinacié amb altres bacteris

anaerobis facultatius o bacteris intestinals!® 14,

i) Peritonitis i abscessos intrabdominals*s

La peritonitis és una inflamaci6 de la cavitat peritoneal deguda a una infeccid, un
traumatisme o l'accié irritant de substancies quimiques com la bilis, el suc pancreatic o els
sucs intestinals. En general es presenta de forma aguda i pot ser localitzada o difusa. Les
peritonitis infeccioses depenent del seu origen, solen classificar-se com a primaries,

secundaries o terciaries.

La peritonitis primaria és poc freqiient (1-2%) i es dona en pacients amb ascites que
presenten infeccid peritoneal sense una causa evident. En els pacients cirrotics, el 70%

d'aquestes infeccions estan causades per enterobacteris particularment E. coli.

Les peritonitis secundaries i terciaries solen estar causades per la flora endogena habitual
del tub digestiu, per exemple E. coli. Apareixen després de la contaminacié de la cavitat
abdominal per matéria intestinal o del tracte genitourinari. A causa de perforacié de
mucoses (apendicitis, diverticulitis, ulcus péptic, vesicula biliar gangrenosa, etc.), necrosi

isquémica de la paret, traumatismes o cirurgia.
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La preséncia d'una sindrome febril després d'una laparotomia ha de fer sospitar la
formacié d'un abscés i obliga a un diagnostic diferencial entre les infeccions nosocomials
més freqlients en aquesta circumstancies (pneumonia, bacteriémia per cateter, infeccié
urinaria, infecci6 de ferida i infecci6 intraabdominal). Un interval lliure de febre en el

postoperatori és suggestiu d'abscés intraabdominal.

ii) Infeccions de les vies biliars+s

Els microorganismes més comunament aillats com a causants d'infeccio de les vies biliars
son els que constitueixen la flora intestinal normal. En primer lloc, hi ha els bacils
gramnegatius enterics i entre ells E. coli. La durada i gravetat dels simptomes, I'edat

avancada i la ictericia, sdn factors que prediuen l'existéncia d'bacterobilia.

La colecistitis aguda és la inflamacié aguda de la vesicula biliar. La forma classica de
presentacié sol estar associada a una litiasi biliar, manifestant-se com un colic biliar amb
dolor intens que persisteix durant més de quatre a sis hores, localitzat en hipocondri dret i
irradiat a 'esquena i l'espatlla; acompanyat de febre, leucocitosi i signe de Murphy en

I'exploracif fisica.

Al seu torn, la colecistitis aguda no litiasica passa en un 5-10% de casos de colecistitis. La
colecistitis acalculosa es produeix habitualment en pacients critics (xoc, cirurgia
abdominal o traumatologica recent, grans cremats, etc.) I té una elevada mortalitat.
Comparada amb la colecistitis aguda litiasica, el quadre clinic esta menys focalitzat en

hipocondri dret i el curs clinic és més rapid i fulminant.

S'entén per colangitis la inflamacié del sistema biliar que es desenvolupa com a
conseqliencia de l'estasi i infecci6 habitualment bacteriana. La litiasi és la causa del 80-
90% de casos de colangitis. A la resta es deuen a estenosi biliars benignes o malignes.
Freqiientment, la colangitis es produeix després d'una manipulacié percutania o
endoscopica que no aconsegueix un bon drenatge biliar. Les dades cliniques més tipiques
son el dolor en hipocondri dret, febre i ictericia (triada de Charcot). Alguns pacients

presenten un quadre lleu amb febre, orina fosca i dolor abdominal.
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1.2.2.2 Infeccions del sistema nervios central

La invasié por E. coli de la barrera hematoencefalica és un prerequisit per a la penetracié
dins del cervell. Perqué aixo es dugui a terme, es requereixen factors especifics tant del
microbi com de l'hoste. Les ultimes dades cientifiques han permes avancar en el
coneixement de la patogénesi i de l'emergencia de resisténcia antimicrobiana en aquest
tipus d'infeccions, determinant que el bloqueig d'aquests factors en el microorganisme o

en I'hoste, contribueixen a la prevencid de la invasi6 d'E. coli dins del cervell.

i) Meningitis

La meningitis aguda bacteriana és una malaltia infecciosa que ocasiona la inflamaci6 de
les meninges i del liquid cefaloraquidi (LCR) que protegeix al sistema nervios central i a la
medul-la espinal. Constitueix una important causa de morbiditat i mortalitat, d'aqui la
importancia de realitzar un diagnostic rapid per a iniciar un tractament immediat i donar

mesures generals de suport al pacient.

L'etiologia de la meningitis aguda bacteriana esta condicionada no només pel lloc i la
forma d'adquisicié de la infecci6, sin6 també per determinats factors com l'edat, la
immunodepressié o I'existéncia de drenatges del LCR. Els microorganismes poden arribar
a l'espai subaracnoidal per via hematdgena o bé a partir d'un focus de veinatge, com en els
casos secundaris a otitis, fistula pericranial, etc. Aquest ultim grup habitualment té un
focus d'infeccié procedent des d'una ferida quirtrgica, traumatica o per derivacié del

sistema nervids central46 47,

Després dels estreptococs del grup B, E. coli és la segona causa de meningitis bacteriana
neonatal als paisos desenvolupats. La incidéncia de meningitis neonatal causades per E.
coli s'estima entre un 0,2 i 5 per cada 1.000 naixements. Aixi, aquestes soques d'E. coli
responsables de les infeccions neonatals provenen de la flora intestinal, suggerint que la
vagina de les dones embarassades i el liquid amniotic sén dues estructures que
afavoreixen la selecci6é de poblacions d'E. coli que presenten una elevada viruléncia i per

tant, un risc d'infeccié en nounatsi4 35 48,49,

La barrera hematoencefalica és una barrera estructural i funcional formada per la
microvasculacié cerebral de cél-lules endotelials, astrocits i pericits, que protegeixen el

cervell dels microbis que puguin circular per la sang, perd les soques d'E. coli que
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expressen polisacarid capsular K1 (80% aproximadament) i lipopolisacarid O (O-LPS),
tenen l'habilitat de travessar la barrera hematoencefalica per penetracié transcel-lular
sense causar alteraci6 en la permeabilitat i per tant s6n capagos de causar inflamacié del
sistema nervios central, com a conseqiiéncia causar meningitis. Les investigacions han
demostrat que l'éxit de les soques d'E. coli circulants, que traspassen la barrera
hematoencefalica és gracies als elevats nivells de bacteriémia, la carrega virulenta

d'aquestes soques (taula 4) i els factors especifics de ’hoste35. 59,

Taula 4. Factors de virulencia especifics en soques d’E. coli causants de meningitis.

Adaptada de Kim, 2.01235.

Mecanismes patogens Factors de viruléncia®*
Elevat grau de bacteriémia K1, O-LPS, Nipl
E. coli gue només s'uneix a CEMCH* Fimbria tipus 1, flagel, OmpA, AVF, Nipl
E. coli que envaeixen CEMCH® Proteines Ibe, AslA, CNF1

Traspas de la barrera hematoencefalica K1

*CEMCH: C&l-lules Endotelials Microvasculars de Cervell Huma [CEMCH)

**2c|A: arilsulfatasa, AVF: antigen 43-Iike virulence factor, CNF1: factor citotdxic necrosant 1, LPS: lipopoli-
sacarid, Mipl: nova lipoproteina L i OmpA: Proteina Ade membrana externa.

La colonitzacié neonatal succeeix com a resultat de la transmissié maternal durant el part.
Aixi, la colonitzaci6 vaginal s'observa entre el 3-20% de les dones embarassades, sent un
pas important en la infeccid neonatal. Gairebé la meitat de tots les soques vaginals
expressen l'antigen K1, per tant la preséncia d'aquest s'ha associat a meningitis neonatal.
No obstant, només algunes d'aquestes dones donen a llum nadons amb infeccié aguda,
amb baix pes en néixer o en parts prematurs. El que implica que només algunes soques
d'E. coli amb un perfil virulent especific pot causar aquesta patologia complicant I'embaras

o causar infeccions neonatals.

La clinica consisteix en la classica triada: febre, fotofobia, rigidesa de nucal associada a
rigidesa generalitzada, signe de Kerning i de Brudzinski, i alteraci6 de l'estat de

consciéncia*6 47,

ii) Abscés cerebral5!

L’abscés cerebral es defineix com una col-leccié purulenta localitzada en el parenquima
cerebral. Els abscessos localitzats en la fossa posterior (cerebel i tronc) i els que
excepcionalment afecten la medul-la espinal s'engloben també habitualment dins

d'aquesta entitat.
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Encara que en el 15-30% dels casos no es troba cap factor predisposant, els dos
mecanismes principals pels quals apareix un abscés cerebral sén 1'extensi6 a partir d'un
focus subjacent i el desenvolupament d'un abscés hematogen. El mecanisme que amb més
freqiiencia explica l'aparicié d'un abscés cerebral és I'existéncia d'un focus contigu
d'infecci6 de l'oida, sinus paranasals o arcada dentaria. La via d'entrada dels
microorganismes al teixit cerebral pot ser directa (caracteristicament en les
otomastoiditis a través del sostre de les cel-les mastoidees o el tegmen timpanic), o bé a
través del drenatge vends retrograd, cap a les venes corticals i els sinus venosos
intracranials. Les infeccions facials i del cuir cabellut, també poden ser responsables de
trombosi del si cavernés i desenvolupament d’abscés cerebral, igual que el traumatisme
cranial obert i els procediments neuroquirargics. Sovint, la infeccié hematogena déna lloc
a abscessos cerebrals multiples que es localitzen en la unié cortico-subcortical del territori
de l'artéria cerebral mitjana. S'associa especialment a infeccions pulmonars croniques
(bronquiectasies i abscés pulmonar), cardiopaties congénites amb curtcircuit dreta-
esquerra i malformacions arteriovenoses pulmonars. L’endocarditis bacteriana és

responsable de menys del 5% dels abscessos cerebrals.

L'etiologia de 1'abscés cerebral reflecteix les caracteristiques de I'hoste i el focus d'origen
responsable del desenvolupament de l'abscés. Els bacils gramnegatius aerobis i
especialment E. coli s'associen especialment als abscessos cerebrals secundaris a otitis

mitjana cronica, en la qual amb freqiiencia es demostra l'existencia de colesteatoma.

El simptoma més freqiient és la cefalea, que apareix en el 70% dels casos mentre que la
febre i els deficits neurologics apareixen en menys de la meitat dels casos. Les crisis
epileptiques apareixen entre el 25-45% dels casos. L’evolucié clinica pot ser aguda o
subaguda, encara que en la majoria dels casos la durada dels simptomes és menor de dues
setmanes. L'edema de papil-la i la rigidesa nucal s'observen en el 25% dels casos. En
alguns casos els abscessos es presenten clinicament com una meningitis aguda, amb
cefalea i signes meninges prominents d'instauracié aguda, sent compatible amb ruptura de

'abscés al ventricle o a l'espai subaracnoidal.

1.2.2.3 Bacteriemia i sepsia en infeccions extraintestinals

La bacteriemia és la presencia de microorganismes en el sistema circulatori. Els tres
microorganismes més comuns causants d'aquest quadre soén E. coli, S. aureus i S.

pneumoniae, els quals apareixen en taxes aproximades de 35, 25 i 10 per cada 100.000
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pacients, respectivaments2. La bacteriemia per E. coli pot originar secundariament d'una
infecci6 primaria en qualsevol localitzaci6 extraintestinal. En termes generals, una
proporcid similar de casos de bacteriémia per E. coli s'origina fora i dins de 'hospital (17-
37%). Aixi mateix, és el bacil gramnegatiu aillat amb més freqtiéncia de la sang en pacients
ambulatoris, en persones internes en unitats de cures a llarg termini i hospitalitzats.
L'aillament d'E. coli de la sang gairebé sempre té importancia clinica i en general
s'acompanya de la sindrome séptic, septicemia greu (disfuncié induida per septicemia en

almenys un organ/aparell/sistema) o xoc séptic (figura 5)143240,52,

Figura 5. Resposta inflamatoria en septicemia. Presa de Reinhart et al., 2.01253.
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Si el microorganisme comenca a multiplicar-se, la bacteriemia progressa a septicémia. La
sépsia, també coneguda com a Sindrome de Resposta Inflamatoria Sistémica (SRIS), és una
condici6 medica greu induida per una infeccié massiva de la sang, amb una amplia
activacié de les vies proinflamatories i de coagulacié amb disfuncié del sistema circulatori
generant xoc septic, com a resultat d'aquesta sepsia greu es produeix fallida multiorganica,

pel descens en la perfusid sanguinia generant dany col-lateral en organs i teixits>0 53,

La sepsia pot estar causada per la infecci6 microbiana que s'origina des de diferents
localitzacions corporals. Els calculs basats en estimacions conservadores de la contribucié
proporcional d'E. coli a la septicemia greu (és a dir 17% dels casos) es tradueix en gairebé

40.000 morts en els pacients afectats als EUA I'any 200132 40,

El terme urosepsia és comunament utilitzat per descriure la sindrome de sepsia causada
per les infeccions de l'aparell urinari, les vies urinaries sén la font més comuna de
bacteriemia per E. coli i representen entre 50-66% dels episodis. La bacteriemia que
s'origina en les vies urinaries és generalment per pielonefritis, obstrucci6 de les vies
urinaries o exploracié instrumental de les mateixes en preséncia d'orina infectada.
L'abdomen és el segon origen més comu i explica 25% dels episodis. L'obstruccié biliar
(calculs i tumors) i la perforacié intestinal evident causen la major part dels casos, pero hi
ha algunes causes intraabdominals (p. ex. abscessos). Es caracteritza per un curs
asimptomatic i sol ser necessaria la identificacid per mitja d'estudis d'imatge. Altres fonts
de bacteriémia per E. coli inclouen infeccions en teixits tous, ossos, pulmons i cateters

intravasculars1? 59,

Als EUA les taxes d'hospitalitzacions per sépsia o septicémia incrementar un 70%, de 221
(al 2001) a 377 (al 2008) per cada 100.000 pacients i la incidencia de sepsia
postoperatories severes es van triplicar de 0.3% al 0.9%. Els individus en les edats
extremes de la vida son els més susceptibles a les septicémies induides o d'adquisicié

comunitarias3.

E. coli és el quart agent (després de les especies d'estafilococs coagulasa negativa, S. aureus
i Candida) que s'associen a septicémia en infants (<1 any) i en persones majors de 65 anys,
representant aproximadament el 20% de total d'aillats. S'estima que E. coli causa el 17%
de les sepsies severes als EUA, calculant 127.500 casos i 40.000 morts cada any, amb una
taxa de mortalitat d’aproximadament 30%37. D'acord amb el CDC (Centers for Disease

Control and Prevention) al 2008 es va estimar una despesa de 14,6 mil milions de dolars a
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I'any en hospitalitzacions per sépsia entre 1997 i 2008. Segons els parametres d'inflacié el
tractament de pacients hospitalitzats per aquesta condicié incrementa anualment un

11,9%50.53,

Els nounats sén particularment susceptibles a les seépsia bacterianes originades per
infeccions de vies ascendents (tracte genital sota de la mare o bacteriemia
transplacentaria), del canal vaginal (part) o des d'ambients hospitalaris o comunitaris. A
nivell mundial entre 4 i 5 milions d'infants moren durant les primeres quatre setmanes de
vida; 98% d'aquestes morts ocorre en paisos en vies de desenvolupament, de la mateixa
manera que en paisos desenvolupats, a causa de sepsia neonatals. Els nounats amb sépsia
per E. coli tenen un baix pes al néixer i requereixen estades més llargues en cures
intensives, habitualment requereixen ventilacié mecanica i els hi generen seqiieles
croniques fisiques i cognitives que inclouen perdua auditiva i defectes en el
desenvolupament neuronal. Al seu torn, aquests nounats tenen tres vegades més gran el
risc de mortalitat quan es comparen contra episodis de septicémies causades per
estreptococs del grup B. A més, tenint en compte que els casos de sépsia per E. coli s'han
duplicat. Responent a un comportament inversament proporcional per la disminuci6 en
dos tercos dels causats per estreptococs del grup B, a causa de la implementaci6é de la

terapia profilactica d'aquests ultims50 53,

D'altra banda, el nombre anual de sépsia en adults als EUA s'incrementa des de 164.072 al
1979 a 659.935 al 2000. Ho mateix passa pel que fa a I'edat, al seu torn els canvis en els
nivells de vida de les poblacions ha generat un continu increment en la morbiditat i
mortalitat per sépsia. Es aixi, com la diabetis i la patologia urinaria subjacent sén els

majors factors de risc que contribueixen a la bacteriemias®.
2.  Escherichia coli com agent infeccids
Tenint en compte els criteris clinics, les soques d’E. coli es poden classificar dins de tres

grups: soques comensals, soques patogenes intestinals (entériques o productores de

diarrea) i soques patogenes extraintestinals.
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Taula 5. Comportaments patogenics dels tres principals tipus d’E. coli. Presa de Johnson i

Russo 200413,

Manifestacio cli

Grup Colonitzacio
patotipic asimptomatica Diarrea Infeccid
d'E. coli intestinal extraintestinal
Comensal +H - +
Patogen intestinal - +++ -
Extraintestinal + - +H+

* Escala semiquantitativa: - (absent) o bé +++ (maxima expressio)

Figura 6. Llocs de colonitzaci6 d’E. coli. Presa de

o MR E Croxen i Finlay 201054 Enteropathogenic E. coli (EPEC),
enterotoxigenic E. coli (ETEC) i diffusely adherent E. coli (DAEC)

. Torment sangeeni; colonitzen l'intesti prim i causant diarrea, mentre que
T '-lI LIPFCd AAED
Ny

| enterohaemorrhagic E. coli (EHEC) i enteroinvasive E. coli (EIEC)

1A causant malaltia en l'intesti gros. Per la seva part Enteroaggegrative

I iLTi g

euer mer ease £ coli (EAEC) pot colonitzar tant els intesti prim com el gros.

4 Forpons| UREC Uropathogenic E. coli (UPEC) entra al tracte urinari i viatja a la bufeta

_'rll'.!il'llph‘l‘u'fpfl.-. . tt P d . t t t t .
ITEE BAFE | FATE per causar Cistitis, I sI es aeixa sense tractament, pot pujar encara

T Wt LIRSC més fins els ronyons per causar pielonefritis. La septicémia pot

ocorrer tant en soques UPEC com en soques de Neonatal Meningitis E. coli (NMEC), a més NMEC pot creuar la

barrera hematoencefalica en el sistema nervids central (SNC) i causar meningitis.

Els atributs de viruléncia d'aquestes soques estan freqiientment codificats en elements
mobils, que poden transferir entre diferents soques per crear nous perfils de viruléncia o
nous elements mobils susceptibles de ser mobilitzats o fixats genomicament a nivell

cromosomic.

Tot i I'elevada importancia de les infeccions extraintestinals causades per E. coli, aquestes
no han arribat a cridar I'atenci6 dels organismes de salut publica; fet que si han aconseguit
les infeccions intestinals produides per E. coli i les seves sindromes associades, basicament

per el caracter epidemic d’aquestes soques.
2.1 E. coli patogena intestinal

Certes soques d'E. coli han evolucionat a patdogens intestinals estrictes i causen
gastroenteritis per diversos mecanismes patogens singulars. Les soques IPEC (Intestinal
pathogenic E. coli) molt poques vegades es troben a la microbiota fecal d'individus sans i

rarament causen malaltia extraintestinal. Les soques patogenes intestinals d'E. coli causen
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infeccions en una gran varietat d’hostes; aquests patdgens indueixen enteritis,
enterocolitis i colitis, gracies a I'entrada dels bacteris via oral a través de l'aigua i els

aliments, on després colonitzar l'intesti causen la infeccig14.

Aquestes soques sovint produeixen enterotoxines i I'especificitat de 'hoste depén del
tipus d’adhesines que expressen, per exemple, les fimbries K99 faciliten I'adheréencia al
tracte intestinal dels bens, vedells i porcs. Mentre que 'adherencia al tracte intestinal dels

humans sovint esta relacionada amb les adhesines CFAI i CFAII2 55,

Al 2000 Russo i Johnson®, van definir sis categories enteropatogeniques o patotipus d'E.
coli: E. coli enteropatogenica (EPEC, Enteropathogenic E. coli), E. coli enterohemorragica
(EHEC, Enterohaemorrhagic E. coli), E. coli enterotoxigenica (ETEC, Enterotoxigenic E. coli),
E. coli enteroagregativa/enteroadherent (EAEC, Enteroaggregative E. coli), E. coli
enteroinvasiva (EIEC, Enteroinvasive E. coli) i E. coli d’adherencia difusa (DAEC, Diffusely
adherent E. coli). Causants de malaltia intestinal en humans encara que, posteriorment al
2012 Clements et al., van proposar incloure dos patotipus addicionals: E. coli adherent i
invasiu o (AIEC, Adherent invasive E. coli) i E. coli Enteroagregativa productora de Shiga
Toxina (Stx) o (STEAEC, Shiga Toxin (Stx) producing Enteroaggregative E. coli), per
conformar un total de vuit (taula 6). Encara que, estudis gendmics han demostrat que AIEC

s’ha de classificar com a un patotipus extraintestinal (apartat I. 2.2.1.3)5e.

Addicionalment, a aquests set patotipus tipicament productors de diarrea es descriu un
altre putatiu patotipus, conegut com: cell-detaching E. coli o CDEC present en soques
aillades de nens amb diarrea. L'habilitat caracteristica d'aquestes soques és la de separar
cél-lules epitelials cultivades en recipients de plastic o vidre. El perfil de viruléncia en
diferents estudis demostra en aquestes soques la presencia de fimbries P, i també la
relacié6 amb la capacitat de produccié d'hemolisina i factor citotoxic necrosant, CNF

(Cytotoxic necrotizing factor)>*57.

Si bé cal destacar que hi ha una certa superposicié entre certs patotipus diarreics. No
obstant aix0, cada patotipus posseeix una Unica combinacié de determinants de virulencia,
habitualment adquirits a través de transferéncia horitzontal mitjancant plasmidis o
bacteriofags lisogenics d'altres generes bacterians. El que déna lloc a mecanismes de
patogenia ben diferenciats. Les soques patogenes intestinals s'inclouen en els grups
filogenetics A, B1, D o en llinatges no classificats i segons la simptomatologia que

provoquen, s'han classificat en els grups representats a la taula 613.
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Taula 6. Patotipus d’E. coli patdgena intraintestinal. Adaptada de Harrison et al.,, 200911, Donnenberg, 20101 i Clements et al. 201258,
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Per a una revisié més detallada d'E. coli com a patogen intestinal (IPEC) veure els segiients
articles 12,5457, 58, Encara que aquesta tesi es basa en 'estudi d’aspectes relacionat amb E.
coli extraintestinal, hem inclos aquest breu resum d’E. coli com a patogena intestinal, ja
que aquest grup de soques posseeix factors de viruléncia coneguts i determinats, que fan
que aquestes soques siguin anomenades inequivocament com a patogenes IPEC, gracies a
la produccié de diarrea o d’enteritis. Per un altre banda, les soques objecte d’aquest estudi

posseeixen diversos factors de patogenicitat de dificil correlaci6é patogena.

2.2 E. coli patogen extraintestinal

Les soques patogenes extraintestinals d’E. coli representen un elevat nombre en les taxes
de morbiditat en diversos processos infecciosos i per tant elevats costos per a la sanitat.
No obstant aix0, aquest tipus d'infeccions no solen estar en el punt de mira dels sistemes

sanitaris.

Inicialment es va considerar que les soques d'E. coli patogenes per a 'home produien
essencialment infeccions urinaries i compartien diverses caracteristiques denominant-se
E. coli uropatogenes. Posteriorment es va observar que totes les soques d'E. coli que
causen infeccions extraintestinals en humans posseeixen un perfil semblant. Per aixo, I'any
2000, Russo i Johnson proposen per a totes elles el nom d’Extraintestinal Pathogenic
Escherichia coli (EXPEC). Aquestes soques d'E. coli causants d'infeccions extraintestinals
son filogenetica i epidemiologicament diferents de les soques comensals o dels patogens

intestinals, i aixi{ mateix portadores de diferents perfils de viruléncia.

Aquests clons poden causar importants infeccions extraintestinals en zones anatomiques
concretes o bé en organs localitzats, a través de la seva entrada a aquests llocs estérils des
del seu lloc de colonitzacié (colon, perineu o altres). Moltes d'aquestes soques EXPEC
pertanyen als grups filogenétics B2 i D, serotipus especifics i dominants (O: K: H), i han
adquirit diversos gens de viruléncia que els permeten produir infeccions extraintestinals
tant en hostes immunocompetents com immunodeprimits. No obstant aix0, aquestes
soques ExPEC poden colonitzar prolongadament de manera asintomaticament el tracte
intestinal huma i ser la poblacié predominant de la propia microbiota fecal en individus
sans, representant un 20% del total de bacteris aerobis facultatives en humans sans i sota
certes condicions poden ser realment més efectives colonitzant que les soques tipicament

comensals fecals13 59,60,
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Els factors de virulencia tipics d'aquestes poblacions EXPEC inclouen diverses adhesines,
lipopolisacarids capsulars, toxines, sider6foros, proteases, invasines, proteines de
resistencia al serum; que poden afectar una gran variabilitat de processos cel-lulars,
incloent la sintesi de proteines, transduccié de senyals, funcions de citosquelet, processos
de divisié cel-lular, captaci6 de ferro, transcripcié, apoptosi i funcions mitocondrials.
Aquest il-limitat nombre de factors que diferencien les soques patogenes de les no

patogenes, estan freqiientment localitzats en plasmidis, transposons, bacteriofags o PAI!3.

43,

Un aillat clinic es defineix ExPEC si posseeix factors de virulencia reconeguts com a
extraintestinals o bé si ha demostrat la seva capacitat virulenta en un model animal.
L'aillament d'una soca d'E. coli d'un pacient amb una infeccié extraintestinal no determina
que aquesta soca sigui ExXPEC, ja que qualsevol comensal d'E. coli pot causar infeccid

extraintestinal si el pacient esta immunodeprimit.

Johnson et al., en 2003, van constatar mitjancant multiplex-PCR que les soques EXPEC eren
els aillats que contenien dos o més dels segiients factors de viruléncia: papA (subunitat
estructural de fimbries P) o papC (assemblatge de fimbries P), sfa/foc (subunitats de
fimbries S i F1C), afa/dra (adhesines d'uniéon de l'antigen Dr), kpsMT Il (polisacarid
capsular del grup 2), iutA (receptor de l'aerobactina)él. Val la pena destacar que
nombrosos autors han descrit diferents factors amb elevats potencials virulents associats
a soques EXPEC i que no es tenen en compte en aquesta classificacié inicial. Altres
marcadors de virulencia que poden estar associats amb l'estatus de soques ExXPEC es

mostren en l'apartat [ 2.3.2.1.

2.2.1 Patotipus de soques EXPEC

Aquesta classificacié té en compte les caracteristiques intrinseques i distintives de les
poblacions ExPEC causants d'aquestes infeccions. El domini d'uns o diversos filogrups i la
presencia de factors de virulencia especifics sén aspectes que els permeten aquestes

soques resistir favorablement la resposta immune de I'hoste.

La major part d'E. coli aillades d'infeccions simptomatiques de les vies urinaries, el torrent
sanguini, el liquid cefaloraquidi, I'aparell respiratori i la cavitat peritoneal (peritonitis
bacteriana espontania) poden diferenciar-se de les soques patogenes intestinals i de les

comensals d'E. coli gracies als seus perfils de virulencia distintius. Les soques ExPEC
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també poden causar infecci6 de les ferides quirdrgiques, osteomielitis i miositis, pero el
nombre de casos avaluats fins a la data és molt petit per a la valoracié fiable de les

proporcions.

2211 E. coli uropatogen

Les vies urinaries soén el lloc més freqiient d'infeccié per EXPEC. Aquest patotipus també
designat UPEC (Uropathogenic Escherichia coli), és el principal agent causal de les
infeccions urinaries comptant aproximadament entre el 70-95% de les infeccions
comunitaries i un 50% de les nosocomialss. Actualment es té clar que en un individu
competent immunologicament i sense factors predisponents, els bacteris de l'intesti poden

arribar al tracte urinari pero alla son rapidament eliminats.

El conjunt de soques que causen cistitis no complicada i pielonefritis aguda és diferent del
de les tipicament comensals, que comprenen la major poblacié del colon. Les soques d'E.
coli d'un petit nombre de serogrups O (especialment sis grups O causen el 75% de les [U) i
sén considerades soques epidémiques per posseir fenotips i grups clonals que s'associen

epidemiologicament amb cistitis o pielonefritis en pacients sense cap factor predisposant.

Es ben coneguda la patogénesi d'aquestes infeccions (figura 7) que ocorren com a resultat
de la interaccié del bacteri (potencial virulent) i 1'hoste (mecanismes de defensa). La
infecci6 urinaria via ascendent (IUA) comenca amb la colonitzacié de l'intesti per soques
uropatogenes que conviuen amb les soques tipicament comensals. Aquestes soques
gracies a la varietat de factors de viruléncia que codifiquen en les PAI, son capagos
d'infectar a persones immunocompetents i colonitzar I'area periuretral ascendint a través
de la uretra fins a la bufeta. Entre 4 i 24 hores després de la infeccid, el nou ambient a la
bufeta els confereix 1'habilitat per a créixer en l'orina on utilitzen péptids, aminoacids i
glucosa com a primera font de carboni, que potencien I'expressi6é de fimbries tipus 1, les
quals tenen un paper primordial en el desenvolupament de la infeccié urinaria, al seu torn

tenen mecanismes per a l'adquisici6 de ferro que els permet tenir més afinitat2 s 32,

L'habilitat per a ascendir per I'aparell urinari (figura 8 a) des de la bufeta fins als ronyons
reflecteix 1'excepcional mecanisme de tropisme amb els organs involucrats, evadint la
immunitat innata i evitant I'eliminacié mitjancant la miccid. Les soques d'aquest patotipus
expressen factors de virulencia especifics i caracteristics que contribueixen a la

patogenesi, incloent multiples adhesines, que inclouen les tipus P (Pap), les tipus 1 i altres
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fimbries (com F1C, S, M i Dr) per als processos de colonitzacio; secrecié de toxines (les
hemolisines, CNF i les proteines autotransportadores com ara Sat, un citotoxina
vacuolizant, que danya el glomérul i és citopatiques per a 1'epiteli que 1'envolta), multiples
sistemes per a l'adquisici6 de ferro (les aerobactines) o la resisténcia al serum
(polisacarids capsulars). Aquests factors de virulencia es troben en diferents percentatges
entre diversos subgrups de soques UPEC. Les soques uropatogenes posseeixen PAI que

contenen blocs de gens i que no es troben en el cromosoma de les soques fecals? 532,54,

Figura 7. Patogénesi de les infeccions urinaries ascendents produides per E. coli. Presa de

Kaper et al., 20042.

Sybmiristramant de sang
Sat vacualitza

E. coll atravessa ba barrera dels

el luled
12 tubuls epitelials per iniciar
bactarémia n 'I;:‘I'IE‘:;ll:lll» E
10 Hemalisings hdcisde  Tomink B
daryen lepiteli citoguines
Romyors Afludncia

. de PMN

!
Firmbeies P s unatxen & les [ 7 E coll puja fims z
tél-hules epitalial renals ] \H!fnﬂ-m Apogteni | B
exfolipcid de e
n% 4 lescillues g
I epitelials de
bufota [

Finbries tipus 1 d'Ecoll
g seleccionades o elevades

concendracions de UEC |

baixes de 0,

Admgrencaales
cilules uroepaelals
portimbries tput 1 1P
brniasidy; multiplicacio
1 intracéHlular J algunes

Soques

Contaminacié de Farea
i peviwetral amb E.colf que
ha cobonitzat intesti
L'entrada de soques UPEC en el sistema urinari és seguida de l'adhesi6 al uroepiteli.
Aquesta unid és intervingudes per les adhesines fimbrials H (FimH), les quals es troben
dins de les fimbries tipus 1 de fase variable. FimH s'uneix a la uroplaquina la glicosilada de
les capes superficials de les cél-lules de la bufeta. Recentment, s'ha observat que el
mecanisme tipic de la IU és la interaccié entre FimH i la uroplaquina III liderant els
esdeveniments de fosforilacié que necessiten per a estimular senyals desconegudes que

intervenen a favor de la invasi6 i I'apoptosi. La invasi6é de soques UPEC és intervinguda per

FimH que s'uneix a les integrines a3 i f1 que estan relacionades amb I'actina i els llocs
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d'invasié, aixi com amb els microtibuls de desestabilitzaci6. Aquestes interaccions
desencadenen la reorganitzacié d'actina per estimulaci6é de les quinases i GTPasa de la
familia Rho, donant com a resultat del recobriment i internalitzaci6 del bacteri previament

unit.

Figura 8. Mecanisme patogénic de les soques UPEC. Adaptada de: a. Wiles et al., 20085 i b.

Croxen i Finlay 201054,
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Un cop interioritzades les soques UPEC (figura 8 b)es repliquen rapidament i formen uns
complexos també coneguts com a comunitats bacterianes intracel-lulars o IBC
(intracel-lular bacterial communities), que funcionen com a reservoris que les protegeixen
de condicions hostils durant periodes transitoris. Les UPEC poden sortir dels IBC situats
dins de les cel-lules epitelials a través de mecanismes de flux, ajudades per la seva

motilitat i permetent al lumen de la bufeta posicionar-se novament> 32 54,
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Durant la infeccid, I'afluéncia de PMN origina dany del teixit, a si mateix les concentracions
sublitiques de toxina formadora de porus (hemolisina A) poden inhibir I'activaci6 de
proteines AKT i potenciar les UPEC per a la uni6 i invasig, originant com a resultat
I'apoptosi i exfoliaci6 de les cel-lules de la bufeta. Aquest despreniment de cél-lules
superficials exposa les cél-lules de transicié subjacents a la imminent invasié i
disseminacié d’'UPEC. Dins d'aquestes nova capa de cél-lules poden endocitar-se dins de
vesicules recobertes d'actina per a mantenir-se de manera quiescent a reservoris

intracel-lulars, causa principal de les IU recurrentss. 54.

Les cistitis poden disseminar cap al ronyé en progressié de la malaltia ascendent.
L'ascensi6é cap a aquest organ és influenciada de manera conjunta per la regulacié de
fimbries tipus 1 i la motilitat en general. Els bacteris que expressen pilis tipus 1 sén menys
flagel-lades que aquelles que no, suggerint que quan les pili tipus 1 no sén expressades les
UPEC poden ser encara més motils; requisit necessari per a poder ascendir de la bufeta al
ronyo. Les soques UPEC aillades de pielonefritis habitualment expressen les fimbries P
que s'adhereixen a les restes de a i  galactosa (Gal a (1-4) Galf) dels glicolpids que es

troben a la superficie de les cel-lules epitelials del rony454.

2.2.1.2 E. coli causant de meningitis i seépsia

Denominades NMEC (Neonatal Meningitis-associated E. coli) per a referir-se Gnicament a
les causants de meningitis o SEPEC (Sépsia-Causing E. coli) per a aquelles soques d'E. coli
associada Unicament a sépsia. Les soques NMEC sén un dels dos principals agent de
meningitis a nounats (juntament amb estreptococs del grup B). Les soques que causen
meningitis s6n basicament de disseminaci6 hematogena, és aixi com als nivells de
bacteriémia es correlacionen amb el desenvolupament de meningitis, per exemple,
bacteriémies de> 103 UFC/ml de sang son significativament més probables de causar

meningitis que aquelles en individus amb recomptes més baixos? 54.

La barrera hematoencefalica en una prima barrera formada per les cel-lules endotelials
microvasculars de l'endoteli cerebral. Els clons NMEC poden travessar la barrera
hematoencefalica, provocant un procés d'inflamacié de les meninges. Les soques NMEC
estan geneticament ben definides i representen només un limitat nombre de serogrups O.
Aquestes s'ancoren mitjancant les fimbries tipus 1 als CD48 i incrementen el Ca2 +
intracel-lular que estimula els reordenaments d'actina i addicionalment OmpA s'uneix als

receptors ECGP96 en la superficie de les cel-lules endotelials microvasculars de 1'endoteli.
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Un 80% d'aquestes té l'antigen capsular K1, necessari per a la invasio, ja que permet tenir
resisténcia al sérum i també propietats antifagocitaries, gracies a que prevé la fusid
lisosomal. De la mateixa manera en un model neonatal de rates es va demostrar
I'existencia de soques K1 que utilitzen les fimbries S per a unir-se a la superficie de
I'endoteli microvascular del cervell. La invasié passa a través de l'acci6 de proteines de
membrana, per exemple, IbeA, IbeB, IbeC i AslA. Aixi mateix, la invasio es correlaciona amb

el creixement microaerobi, la captacié i utilitzaci6 de ferro i la produccié de CNF2 54,

Per la seva banda, I'elevada virulencia de les soques septicémiques és degut a que porten
un plasmidi que codifica la colicina V (plasmidi ColV), conegut per codificar 'aerobactina
(un sistema de captacio6 de ferro) i alhora altres factors de virulencia amb propietats per a

resistir les activitats propies del serum (apartat . 2.2.2.1 iv. b)6z.

2.2.1.3 E. coli adherent i invasiu

Aquest tipus de soques també denominades AIEC (Adherent invasive Escherichia. coli)
inicialment es va classificar com a un patotipus intestinal, pero finalment estudis genomics
han demostrat l'estreta relacié del llinatge filogenétic AIEC i EXxPEC, que causen UPEC o
NMEC. Les soques AIEC comparteixen amb les soques EXPEC caracteristiques fenotipiques
que inclouen I'habilitat de colonitzar, envair les cel-lules eucariotes i induir la resposta
inflamatoria en l'hoste. Encara val la pena assenyalar que aquestes analisis de
seqiienciaci6 del genoma també han demostrat que les soques AIEC contenen gens

derivats d'altres enteropatogens com Salmonella o Yersiniass 63 (figura 9).

L'associacié de les soques AIEC en la patogénesi de la malaltia de Crohn (MC) segueix sent
un debat obert, pero s'ha arribat a implicar en un 36% d'aquests casos. Es aixi, com es creu
que la combinacié entre la predisposicié genética per a desenvolupar la malaltia i
I'augment transitori de la gravetat de la malaltia per participacié activa d'aquestes soques
i d'altres habitants intestinals es postula com a la millor hipotesi. Les soques AIEC
s'adhereixen a les cel-lules epitelials a través de fimbries tipus 1, flagels i LPF (long polar
fimbriae) per l'expressi6 de CEACAM6 (Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion
molecule 6) present en l'ili. Els pacients amb MC tenen una sobreproduccié d'aquest
antigen que permet que aquest fenomen s’indueixi de manera massiva la produccio de
TNF-a i INTY, i per tant un proés inflama cié de la mucosa. Els bacteris poden penetrar a

través de la lamina propia de l'epiteli intestinal on aquestes interactuen i sobreviuen dins

42



dels macrofags per a posteriorment exacerbar la inflamacié i eventualment formar

granulomes>% 56,

Figura 9. Atles gendmic comparatiu entre soques AIEC i altres patotipus d’E. coli. Presa de
Nash 201063, El cromosoma de la soca d’E. coli NRG857c (els dos anells més externs representen els CDS; blau

fosc), es va comparar amb les seglients de soques d'E. coli . Comengant per I'anell més extern: LF82 (AIEC; blau
clar), APEC-0O1 (blau), CFT073 (UPEC, groc), MG1655 (K12/commensal, porpra) i E. coli 0157: H7 (EHEC, vermell). Les

illes genomiques del cromosoma de NRG857c (gris). El contingut de G+C (negre), G/C esbiaixat positiu i negatiu
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2.2.1.4 E. coli patogen aviari

A més de causar malalties en humans, algunes soques ExPEC poden generar grans pérdues
economiques en granges d'engreix i en la industria avicola. El patotipus APEC (Avian
pathogenic Escherichia coli), englobat dins de la classificacié EXPEC realitzada per Kaper et
al., 2.004, en particular a els serotipus 078, 01 i 02, causen infeccions extraintestinals tant

en aus de corral com a en pollastres, anecs i altres espécies avicoless> 64,
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2.2.1.5 Altres patotipus

A aquests tres patotipus ExPEC previament tractats, s'han d'addicionar tres més descrits
en els ultims anys en treballs puntuals. i) El primer d'ells causa patologia tant en humans
com a animals, denominat E. coli necrotoxigenic o NTEC (Necrotoxigenic E. coli), poden
allara-se’n d'IU o de femta en animals amb i sense quadres diarreics. Aquestes soques es
caracteritzen per secretar toxines com CNF1, CNF2, Cdt (una toxina citotelial disentérica),
fimbries de la familia F17 oa -hemolisines (HlyA)>+ 65. Els altres dos patotipus Unicament
s'han associat amb malaltia en animals de moment i s'han descrit com: ii) mammary

pathogenic E. coli (MPEC) i iii) endometrial pathogenic E. coli (EnPEC)¢e.

2.2.2 Factors moleculars de patogenicitat

Els microorganismes necessiten factors de ninxol per a promoure la motilitat, la capacitat
de colonitzacid, la disseminacié o I'adquisicié de nutrients¢’. Un patogen extraintestinal
com ho sén algunes soques d’E. coli posseeix en general multiples adhesines per a fixar-se
a diverses cél-lules de 1'hoste (per ex., fimbries: tipus 1, Sfa/Foc o P) i sistemes per a
I'obtencié de nutrients (per ex., ferro principalment mitjancant siderofors), pero aquests
no son suficients per a tenir éxit com a patogen extraintestinal. La viruléncia es defineix
com l'habilitat d’'un microorganisme per a causar malaltia a un hoste préviament sa. Els
factors de virulencia (FV) ajuden a determinar quan, una soca pot causar malaltia envaint

I’hoste o lesionant-lo per acci6 de toxines.

En E. coli la preséncia només d’'un FV rarament fa que la soca sigui virulenta, inicament les
soques dotades dels FV especifics seran capaces de produir patologia. En aquest mateix
sentit, en molts casos la presencia o abséncia d'un o més gens relacionats amb la viruléncia
i els seus nivells d’expressié poden fer la diferéencia entre el comportament com a soca
patdgena o no. En el procés patologic desenvolupat per E. coli extraintestinal es necessiten
multiples FV bacterians, ja siguin substancies, estructures o estrategies que contribueixin
al potencial d’infeccié, internalitzaci6 o invasié que li permeten resistir l'activitat
bactericida del complement o la fagocitosis (per ex., les leucocidines o polisacarids

capsulars).

Sens cap dubte, actualment encara resten per identificar molts gens involucrats en la
viruléncia d’aquest microorganisme. Es per aquest motiu que l'estudi en aquest ambit de

les infeccions causades per E. coli ha permes identificar una série de factors bacterians que
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determinen la seva capacitat per a causar la infeccié. Aquests FV participen principalment
en la superacié dels mecanismes de defensa innata de 1'hoste. Encara que també poden
estar implicats en altres funcions crucials de diferents etapes del procés infecciés. A
continuaci6 es descriuen els factors de viruléncia més estudiats i amb interés durant el

desenvolupament d’aquest document.

2.2.21 Factors de viruléncia associats a infeccions EXPEC

Cada vegada és més clar que els hostes i els seus patogens (p. ex, els humans i les soques
ExPEC) s'han adaptat al llarg de I'historia evolutiva. Durant aquesta relaci6 hoste patogen,
diverses i redundants estratégies han sorgit tant en els agents patdogens com als seus

hostes, fet que ha permes mantenir la seva coexisténcia (taula 7).

Taula 7. Interaccions E. coli patdgena extraintestinal amb I'hoste huma. Presa de Harrison

etal. 200911,

Objectio del bacterd Ol tacles de Mhoste Lolwcio bacteriana
Fixacia extrainiestinal Fluy Croring, neteja mutociliar Multiples adhesines (p. ex., fimbries pus 1, 5fa/Foe, pilosigs P
Obtencio de nuirients  Segrest de nutrients [p.ex, ferro Destruccio celular {p. ex., hemolisines); maltiples necanismes de
per @l treizement il través de emmagatiematge compeléncia pel ferro extracel-luler |p. ea, siderdlors) i allres

mftracel-lular i captacio extracel-fular nutrients
# Lraves de lactolewring y transterina

Fluckd inicial de la Complement, céldules fagocitiques, Polisacirids capsulars, lipopolisacirkds
activitat bactericida peplids antimicrobians
de Maoste
Trangmissid Drarey ol tsimit per irrtacid, gue dong origen a lmeremeent de la

eareod (r e, toxmgs com les hemobisises)

Flucks tardia de la immunitat adquirkda {p. ex., anticossos  Entrada en bes cal Jules
activitat baciericida eupecifics)
de [hoste Traciaement antibidtic Adquisicia ¢ resictencia als antimionodians

La classificacié serologica de 1947 de Kauffmann va resultar molt util per als estudis
epidemiologics, de resisténcia i de patogéenesis en E. coli. La combinaci6 dels diferents
serogrups origina els serotipus (0:H:K). Si bé, hi ha una amplia varietat d’aquests serotips
entre les soques comensal, hi ha una predominanca de certs antigens entre les soques
responsables d’'infeccions EXPEC per exemple (01, 02, 04, 06, 07, 08, 016, 018, 025 075,
0150; 1 K1, K2, K5, K12)25,

En aquest sentit, la preséncia de les cadenes polisacarides de l'antigen O codificat en gens
cromosomics faciliten el procés inicial d'adhesié i donen resisténcia al bacteri contra
'activitat bactericida del serum no immune. Per exemple, es pot determinar la presencia

del gen rfc que codifica I'antigen 04 del lipopolisacarid. Aquest tipus d’antigen actua com
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una coberta termostable i immundgena, responsable del caracter llis de les colonies i com
a conseqliéncia de 'homogeneitat in vitro de la suspensi6 bacteriana. Actualment es creu
que pertanyer a un determinat serogrup O no confereix major virulencia en si mateix a la
soca, siné que determinats serogrups O s'associen més freqiientment a factors de
viruléncia com posseir antigen K1, fimbries o produir hemolisina. Per tant, la pertinenca a
un mateix serogrup (serotipus) és un index d’origen evolutiu comu i en alguns serotipus

de viruléncia3s.

Els serogrups 02 i 078 determinen el potencial virulent de soques ExPEC humanes i
aviaries involucrades en un 80% dels casos mundials de septicémia. Encara que aquests
dos serogrups comparteixen una infinitat de caracteristiques de viruléncia per exemple les
d'adhesié mitjancant pili difereixen en el tipus aixi: les soques 02 codifiquen als pilis P,
mentre que les 078 als pilis AC/I, per a la fimbria polar llarga i adhesines putatives no
fimbrials. Una altra variacié en els FV entre els dos serotipus és la capsula; les soques 02
tenen el polisacarid capsular K1, mentre que les del serotipus 078 els falta aquest antigen

capsular, pero estan envoltats per una capsula de tipus V3735,

De totes maneres, encara que els serotipus s'utilitzen com a un procediment de
classificacio, que permet determinar clons o llinatges. En alguns casos no es possible
determinar-ho en tots el aillats estudiats. Addicionalment, s’ha observat que encara que
els aillats siguin del mateix grup clonal, aquests no sempre es correlacionen amb el
serogrup, perd si amb un conjunt de determinats FV especifics. Es per aquesta raé que no
s’ha d’utilitzar la serotipificacié d’antigens com a metode Unic per a comparar soques d’ E.
coli, ja que no és una técnica apropiada, perd si es pot fer servir com una eina
complementaria a altres metodologies moleculars. En I'dltima decada la implementacié de
la biologia molecular i els avangos tecnoldgics han proporcionat metodes per a comparar
soques, sent les més recents les de seqiienciacié complerta de genomes. Aquesta ultima,
pero no és una opcié practica per a comparar un elevat nombre de soques amb finalitats
epidemiologiques. Per aquesta ra0, s’utilitza la combinacid de tipificacid: filogenética, per
MLST, camp polsant en gel d’electroforesi, I'analisi de plasmidis o el perfil de viruléncia

per a determinar la clonalitat i patogenicitat de soques#0.68,
Estudis recents intenten determinar la correlaci6 entre els FV i la pertinenca a un

patotipus determinat. En aquest sentit, una varietat de FV s’associen amb soques UPEC, les

quals tenen substancialment més FV que les soques fecals. Per exemple, segons Spurbeck
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les soques d’ExPEC positives per els gens vat, fyuA, chuA i yfcV estan altament associades a
soques UPEC, fet que es pot utilitzar com a predictor positiu de potencial uropatogénic®®.

Els FV es poden agrupar per categories funcionals, per exemple: i) adhesines, ii) sistemes
d'adquisici6 de nutrients (principalment ferro), iii) toxines, iv) mecanismes per a evitar la
resposta innata o adquirida (protectines) i v) els trets de funci6 auxiliar o desconeguda
(taula 8). Les soques ExXPEC tipicament tenen FV especialitzats els quals sén poc comuns
entre soques comensals o soques patdgenes intestinals i que deriven principalment d'E.

coli dels grups filogenetics B2 i D.

i) Adhesines

Les soques patogenes d'E. coli posseeixen factors d'adherencia especifics que els permeten
colonitzar els llocs que normalment no habiten, com l'intesti prim o la uretra per exemple.
Durant el procés infecciés és fonamental que el microorganisme sigui capag¢ d'establir i
colonitzar les superficies mucoses de l'hoste. L'adheréncia bacteriana és el terme que
defineix la unid dels bacteris a diferents superficies i suposa un determinant ecologic
important en la colonitzacié de plantes i animals. Hi ha diferents molécules d'adhesié que
faciliten 1'acostament i la unié del bacteri a receptors especifics presents en les cel-lules

dels teixits infectats? 79,

En l'adheréncia actuen 2 tipus diferents de mecanismes: inespecifics i especifics. Els
mecanismes inespecifics estan compostos per forces fisicoquimiques que intervenen un
primer contacte entre bacteris i diferents superficies. Aquest contacte permetra en segon
terme l'actuacié de mecanismes especifics que s'establiran i organitzaran l'adheréncia.
Entre els mecanismes inespecifics destaquen: les forces electrostatiques de Van der Waals
i les interaccions hidrofdbiques. Els mecanismes especifics es regeixen per un sistema
adhesina receptor, es consideren especifics perque 1'adheréncia pot ser bloquejada en

afegir un excés de receptors, adhesines, anticossos, antireceptors o antiadhesines.

En aquests ultims anys, s'ha avangat considerablement en el coneixement de les
estructures implicades en els mecanismes especifics d'adheréncia. El microorganisme més
extensament estudiat ha estat E. coli, al qual s'ha aconseguit relacionar de manera
concloent I'expressi6 de certes adhesines amb la capacitat de produir infeccié. Es creu que
els genomes de les soques UPEC poden portar més de 10 gens relacionats amb I'adhesio

(taula 9)5.

47



Taula 8. Trets associats amb la viruléncia de soques d’E. coli per categoria funcional.

Adaptada de Russo i Johnson 200914 i Johnson i Russo 200571,
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Es coneixen dos tipus d’adhesines en E. coli, les fimbriades i les no fimbriades: les fimbries
sén projeccions filamentoses no flagel-lars que surten de la superficie bacteriana de
naturalesa proteica, més curts i prims que els flagels. Poden haver des de molt pocs fins a
400 fimbries per bacteri (el nombre de flagels és d'1 a 4) i en E. coli adopten una disposicid
peritrica. El diametre fimbrial esta compres entre 2-7 nm amb una longitud aproximada de
4 micres. Poden ser rigides o flexibles. Estan constituits per subunitats proteiques
globulars (pilina), amb un pes molecular de 15 a 25 kDa/subunitat. De vegades, es troben
petites quantitats de fosfats, carbohidrats i fosfolipids associats a les proteines. El nombre
d'unitats de pilina i la manera d'associar condicionen la longitud, el diametre, el pes
molecular i I'estructura dels diferents tipus de fimbries. Les fimbries no sén organs de
locomoci6 sind d'adhesid i participen en el procés de transferéncia de material genetic,
cadascuna d'aquestes funcions esta produida per diferents fimbries, és de manera que s'ha
proposat que es denominin fimbries als filaments implicats en 1'adhesi6 i pili als implicats

en la transferencia de gens’0.

Tot i que la possessio de fimbries esta codificada geneéticament, la seva expressid es
modifica per factors fisicoquimics. En una cél-lula fimbriada, del 1-2% de les proteines
produides s'empren per a la formacié de fimbries, si deixa de ser fimbriada, aquestes
proteines s'empren en el creixement i en la reproduccié. Els factors que més influeixen en
I'expressio de fimbries sén la temperatura, els medis de cultiu, I'etapa de creixement i la
variacié de fase (canvi d’expressié d'un tipus de pili per un altre més adient pel procés
patogenic). En efecte, 1'expressié de fimbries és Optima a temperatures fisiologiques i
disminueix quan la temperatura baixa fins als 18 °C, en aquest moment es paralitza la
produccié de fimbries. L'expressio de fimbries tipus 1 és suprimida al subcultivar la soca
en medis solids, per contra I'expressi6 de fimbries P és alterada al subcultivar-la en medis
liquids. Les fimbries tipus 1 s'expressen en l'etapa estacionaria del creixement, encara que
alguns autors creuen que la seva expressié es manté constant en totes les etapes. La
variacié de fase és un fenomen que afecta tant les fimbries tipus 1 com a les fimbries P, en
soques que només tenen fimbries tipus 1 aquesta variaci6é implica el pas a la no fimbriacié
i viceversa, perdo en microorganismes en qué coexisteix més d'un tipus de fimbries,
cadascuna d'elles podrien expressar-se en moments diferents, sent la variacié de fase el
mecanisme que ajudaria a E. coli a sortejar els mecanismes de defensa de I'hoste i per
exemple colonitzar 'uroepiteli. Aquestes propietats adhesives determinaran la localitzacié

del bacteri als drgans urinaris?®. 5 29,

49



Taula 9. Tipus d’adhesines en soques ExPEC. Adaptada de Sobel i Kaye 201029, Donnenberg et al., 20101, Antao et al., 200970 i Wiles et al., 2008>.

Adhesines Reaccio a la manosa Seqiiéncia genética Receptor Comentaris
Fimbries tipus 1 Sensibles pil, fimH, fimB, fimE Proteines manosilades a les cel-lules epitelials i neutrdfils. U (cistitis), meningitis (travessa barrera hematoencefalica).
Uroplaguina 1a (bufeta), integrines: subunitats a3 ipfl o Unio a proteina de Tamm-Horsfall i SIgh {immunoglobulina A)

GTPasas Rho, quinases: d'adhesid focal (QAF), Srci PI-3,
i proteines adaptores com a-actina i vinculina. Elevats
nivells de cAMP a I'hoste (estimulacid de receptors TLR4)

Fimbries P Sensibles pap Gl Glicolipid [a-D-galactopiranosil-{1-4)-B-D-galactopiranosa]  Baixa freqgiéncia
Gal-Gal. Antigen del grup sanguini P i cél-lules urotelials)
pap Gl Gal-Gal globoside GbO4 (globotetraosilceramida) i U {pielonefritis i primer cas de cistitis) i bacteriémia
Gb0O3 (Gal(ol- 4B)Gal)
pap Gl GbhO5 (globopentaosilceramida), GloboA (Gal{al- 4B)Gal) i 1U (cistitis). Predomina entre pacients amb anormalitats de
I'antigen de Forssman les vies urinaries.
Fimbries S Resistents sfo/fac Sialil-{o-2-3) galactosid U, meningitis (travessa barrera hematoencefalica), septiceémia

i patologia d'aus.

Fimbries tipus F1C Resistents foc Lactosilceramida (glicolipids) Possible asociacia amb pielonefritis i epiteli bucal
Fimbries G Resistents gafD Terminal N-acetil-D-glucosamina
Fimbries M Resistents Galactosal N-acetil-galactosamina
Fimbries tipus 3 - mrk ABCDF, bmaE  Grup sanguini M (a-glicoforina) 1U (cistitis). Contribueix a la formacié de biofilm
Familia Dr - Opera Drb, afa, dra.  Grup sanguini Dr, component de U (cistitis i pielonefritis)

(fimbriades i 'antigen DAF (decay accelerating

no fimbriades) factor) i col-lagen tipus IV
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Figura 10. Representacio esquematica dels operons fim i pap. Presa de Hung et al., 200972

a. Fimbries tipus 1 (FimH): les fimbries tipus 1 o també anomenades pili comu sén les
que es troben més freqiientment a E. coli (més del 95%) i altres enterobacteris. Es tracta
d'estructures rigides de 7 nm de diametre, formades per subunitats de proteines o pilines.
Aquestes subunitats estan organitzades com una estructura helicoidal, amb un forat axial i
amb interaccions entre elles, tant laterals com en els extrems donant-li rigidesa a
I'estructura. El pes molecular de cada subunitat oscil-la entre 15,7 i 17,1 kDa, segons
diferents autors. Cada fimbria esta composta aproximadament per 1.000 subunitats. Les
fimbries tipus 1 estan codificades en un oper6 integrat per nou gens (de fimA a fimH) que

codifiquen proteines estructurals i regulatories (figura 10)29.70,

Aquestes fimbries permeten la colonitzacié transitoria de l'orofaringe i permeten la
transmisio fecal/oral entre hostes. Encara que FimH juga un paper primordial en la IU,
també es troben en altres soques EXPEC. El receptor de les fimbries tipus 1 esta constituit
per unitats de manosa presents en els glucolipids de les membranes cel-lulars de tots els
teixits. Totes les especies animals posseeixen aquest receptor. Les fimbries tipus 1 tenen
una adhesivitat relativament inespecifica ja que es fixen tant a cél-lules animals com a
vegetals i fongs. La regulaci6 d'aquest operd és dependent de la fase de creixement,

s'activa entre soques de pacients amb cistitis i es reprimeix en aquells amb pielonefritis.

De la mateixa manera, experimentalment als models in vivo s'observen diferéncies en
I'expressié de fim en una mateixa soca causant infeccié a nivell de bufeta o de ronyé.

Igualment, hi ha diferéncies en 1'expressi6 d'aquest operé entre soques cliniques aillades
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d'IU i comensals, degut a que les cliniques expressen una variant de fim que s'uneix als
receptors de monomanosa i al mateix temps als de trimanosa per a adaptar-se al procés de
colonitzacié de la bufeta, mentre que les soques comensals expressen la variant de fim que
nomeés reconeix els receptors de trimanosa que sén més apropiats per a la colonitzacié
intestinal. Aquest exemple, indica que el total enteniment de la viruléncia de soques ExPEC

requereix més d'una simple identificaci6 dels gens de viruléncial3. 49,

Mitjancant estudis d'experimentacié animal s'ha demostrat que 1'adhesié per fimbries
tipus 1 és un factor important en les infeccions del tracte urinari inferior, ja que permet la
colonitzacié de la bufeta pas previ a la infecci6 renal. Que en condicions normals les
soques amb fimbries tipus 1 exclusivament, no colonitzen ni envaeixen la pelvis renal,
pero que si existeix reflux vesicoureteral, aquestes fimbries juguen un important paper en

la colonitzacié renal.

D’altra banda, encara que aquest tipus de fimbria afavoreixi 1'establiment inicial del
microorganisme a les superficies mucoses, a les etapes posteriors del procés infeccios
resulta perjudicial per al bacteri ja que és una estructura reconeguda pels sistemes de
defensa de l'organisme. Concretament, les fimbries tipus 1 sén reconegudes per receptors
que contenen manosa, presents en la superficie dels leucdcits. La unié de I'adhesina a
aquests receptors provoca la fagocitosi i la mort del bacteri a l'interior dels leucocits,
mitjangant un procés conegut com a lectinofagocitosi. Per a evitar aquest mecanisme de
defensa el bacteri controla I'expressié de les fimbries tipus 1 als teixits, amb capacitat de
revertir el fenotip no fimbriat. L’adquisicié horitzontal de 'operé frz (que codifica una
quinasa), ha sigut relacionat amb la capacitat metabolica de soques EXPEC amb l'expressio
de gens requerits per a 'adheréncia a I'epiteli de la bufeta. La presencia d’aquest operd

afavoreix la transcripcié del promotor invertible de les fimbries tipus 173.

b. Fimbries P (Pap): anomenades també fimbries PAP (pyelonephritis associated pili), ja
que es forma un complex entre el receptor i I'antigen del grup sanguini P, present als
eritrocits humans i les cél-lules urotelials. Morfologicament indistingibles de les fimbries
tipus 1, Aquestes proteines son codificades en I'operd pap, que consta d’onze gens (papA a
papK) que donen lloc a la formacié d'una fibra helicoidal de 7 nm de diametre amb un
forat axial i coronada per una proteina anomenada papG, la qual és la responsable de

I'especificitat d'unio al receptor (figura 10)72.
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El receptor de la fimbries P és l'estructuraa -D-Galp-(1-4)-BD-Galp, un disacarid contingut
en el glucoesfingolipid situat a la membrana de les cél-lules dels ronyons. Els
glucoesfingolipids s'estructuren en una meitat lipidica (ceramida) enclavada en la
membrana cel-lular i una meitat glusid (globdsid) projectada cap a fora de la cél-lula i que
conté l'estructuraa -D-Galp-(1-4)-B-D-Galp. Els teixits humans que posseeixen aquest
disacarid sén els hematies del grup P i les cél-lules epitelials de la bufeta, ureter, pelvis
renal, tabul proximal i tdbul col-lector; alguns autors ho detecten també en vagina.
L'home, el porc i el mico sén les Uniques espécies animals que posseeixen aquest

receptor?0.

Estudis d'experimentacié animal han permeés concloure que soques d'E. coli inicament
amb fimbries P i sense altres factors de virulencia s6n capacos de colonitzar la pelvis renal,
pero no provoquen invasio tissular, mentre que soques d'E. coli amb fimbries P i altres FV
son capacos de colonitzar i envair, el que indica d'una banda que les fimbries P promouen
la colonitzaci6 renal i per una altre que la colonitzacié i infeccié sén dos esdeveniments
patologics diferents. Addicionalment, també s’ha demostrat que soques d'E. coli amb
fimbries P, poden conduir a un reflux vesicoureteral permanent i ocasionant pielonefritis i
cicatrius renals. Hi ha una predominanca de soques d'E. coli que expressen la variant II del
papG de les fimbries P associades a pielonefritis bacteriemiques?3. Aixi mateix, 1'al-lel 111
del gen s’associa majoritariament amb casos de cistitis i comunament present en soques
aillades d'animals domestics com gossos o gats amb IU. La seqlienciaci6 del péptid del
PapG III aillat d’humans o animals i els estudis in vivo demostren la transmissid
interespecie. Addicionalment, un elevat nombre de gens ExPEC es detecten entre les
soques canines i felines d'E. coli, indicant que comunament les soques EXPEC d'animals
domestics i humanes expressen 'al-lel III de papG, el que suggereix que aquests animals
poden ser un reservori de soques EXPEC que tenen la capacitat d'induir malaltia
extraintestinal en humans ja que els mecanismes patogenics son similars entres espécies.
Per aquest motiu, si la colonitzaci6 en humans es produeix amb soques ExPEC animals, els
antimicrobians utilitzats en la practica veterinaria podrien permetre la seleccié de

resisténcia antimicrobiana#% 68 7475,

c. Fimbries S (Sfa): son morfologicament identiques a les fimbries tipus 1 i P, amb un
diametre de 5-7 nm i una longitud d’1-2 micres. El seu receptor cel-lular és l'estructura
sialil-(a2-3)-galactdsid, aquesta estructura que es troba en les seqiiéncies terminals de
glicoproteines i glicolipids de diversos teixits, incloent els hematies i el cervell huma. Les

fimbries S mostren una hemoaglutinacié que és abolida si préviament son tractades amb
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neuraminidasa o quan a la reaccié s'hi afegeixen oligosacarids amb seqiiéncies sialil-

galactosa”o.

Les fimbries S es troben només en soques pertanyents a un nombre limitat de serotipus,
sobretot del serotipus 018ac:K1:H2, sovint en soques productores de meningitis neonatal.
Aquesta baixa freqiiencia de fimbries S en E. coli pielonefritics, pot ser deguda a I'abundant
preséncia en l'orina d'oligosacarids amb seqiiéncies sialil-(a2-3), els quals s'unirien

preferentment a les fimbries S i no als seus receptors cel-lulars?.

d. Familia de fimbries Dr (AFA/Dr): aquesta familia de hemaglutinines manosa
resistents inclou les adhesines fimbrials Dr, compostes per quatre gens (draACDE) que
codifiquen la proteina estructural. A més inclou unes adhesines no fimbriades amb cinc
gens a 'opero6 (afaAEDBC) responsables de quatre tipus diferents d’oper6 (afa-1 a afa-4)
que originen les varietats designades com AFA-I a AFA-IV. Quimicament sén molt similars,
pero a I'hora morfoldogicament molt diferents de les altres fimbries d’E. coli. S6n fimbries
que colonitzen l'intesti prim i s’han implicat en diarrea infantil (18 mesos i 5 anys), aixi
mateix en infeccions recurrents del sistema urinari en adults i d’animals, principalment
pielonefritis croniques i nefritis intersticials® 2% 70. Els receptors presents a la superficie
intestinal i de les cel-lules epitelials urinaries sén els diferents epitops de 1'antigen del
grup sanguini Dr, expressats per soques DAEC i UPEC unides al factor DFA (Decay-

Accelerating Factor)5*.

e. Fimbries M (bmaE): el seu receptor cel-lular especific és la seqiliéncia acid-amino-
terminal del antigen del grup sanguini M que es troba a una glicoproteina, la glicoforina A.
Aquesta adhesina no fimbrial de 19,5 kDa no té reactivitat creuada i comparteix homologia

de seqiiencia amb altres adhesines d’E. coli’s.

f. Fimbries F1C (FocG): son fimbries primes de 7 nm de diametre, 1 um de longitud,
d’estructura molt semblant a les fimbries tipus 1 i geneticament molt homologues a les
fimbries S. Aquestes fimbries no participen en ’hemoaglutinacié d’eritrocits (humans,
bous, cavalls, cobais o pollastre), pero si en 'adheréncia a les cél-lules uroepitelials i

bucals. Freqlientment s’associen amb soques causants de cistitis.”?. 76,

g. Adhesina no hemaglutinina (Iha): el gen iha, codifica una proteina de membrana
externa d’adheréncia d’E. coli patogenes, confereix adheréncia similar a la produida per

Vibrio cholerae amb la proteina IrgA. lha es va caracteritzar per primer cop en I'E. coli
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0157:H7 i posteriorment en soques UPEC. Es suggereix que té una doble funcié en la
patogenesi de la IU, per exemple, a la soca UPEC CFT073 funciona com a un factor
d’uroviruléncia, contribuint a la colonitzacié en la IU durant la inoculacié del model muri.
Per altra banda, en la soca UPEC UCB34 s’ha identificat com a un siderofor receptor per a
la captacié de ferro, sent regulada aquesta ultima funcié per la proteina reguladora de

ferro (FUR)77.78,

h. Aglutinina resistent a la calor (Hra, Heat resistant agglutinin): és una
hemaglutinina resistent a la manosa, que esta present en més de la meitat de soques
causants d’'IU i inicament a un quart de soques fecals, d’aqui el seu paper virulent. Es un
FV d’origen IPEC especialment relacionada amb soques ETEC. Funciona com a proteina
extramenbranal que actua com a adhesina no fimbrial que promou l'aglutinaci6

d’eritrocits humans i cel-lules del colon7°.

i. Fimbries G (GafD): aquestes fimbries s’'uneixen a les fraccions terminals N-acetil-D-
glucosamina i aglutinen els eritrocits després del tractament amb endo-{3-galactosidasa
per exposar els residus interns de GIcNAc. L’estructura N terminal d’aquestes fimbries es

similar a les fimbries K99 de les soques IPEC i algunes fimbries P7¢.

j Familia d’adhesines F17 (F17c): aquestes adhesines son prevalents en soques d’E.
coli aillades en bovins durant processos diarreics (ETEC) i septicémics. La familia inclou
les adhesines F17a, F17b, F17c i F111 que promouen la inhibicié de 'hemoaglutinaci6 de
N-acetil-D-glucosamina (GlcNac) en eritrocits bovins. Encara que cada subtipus
probablement reconeix diferents seqiiéncies i receptors d’oligosacarids als teixits de
I’hoste. El subtipus F17c es troba altament associat amb la presencia de CNF2 al plasmidi

Virsgo,

k. Antigen fimbrial de superficie CS31A o coli-surface-associated antigen (ClpG):
I'antigen fimbrial CS31A va ser descrit per primera vegada a les soques ETEC i les causants
de septicemia bovina. Actua com a un factor de colonitzacié mitjangant la promoci6 de
I'adhesié a cél-lules epitelials. Els gens que codifiquen CS31A es troben en plasmidis R
auto-transmissibles que tenen un gran pes molecular. Es descriu com una proteina de 29-
kDa relacionada amb el grup de proteines dels K88 que s’organitzen en organuls molt fins

al voltant de les cél-lules bacterianes?8? 82,
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ii) Sistemes de captura de ferro d'alta afinitat

La majoria dels patogens bacterians han de competir amb el seu hoste pel ferro, un
nutrient essencial per a la supervivencia. Per a molts patdgens aquest procés implica la
secreci6 de quelants de baix pes molecular anomenats siderofors, els quals segresten i
solubilitzen d'una altra manera el ferro inaccessible del medi ambient. L'habilitat de
secretar siderofors i subseqiientment la internalitzacié del complex siderofor-ferric és
critic per a la virulencia de molts bacteris patogens. En els bacteris gramnegatius els
siderofors ferrics sén internalitzats de manera conservada utilitzant una familia de
transportadors de membrana externa, els quals comparteixen semblanca estructural i de

seqiiencia amb els anomenats transportadors TonB dependentsss.

El creixement bacteria en els teixits infectats es veu limitat no només per 1'accié dels
mecanismes de defensa de I'hoste, sin6 també per la disponibilitat de ferro a '’hoste (~10-
25 M). Per aixo, per a captar aquest element, que habitualment no es troba en forma lliure,
sind associat a proteines, els bacteris han desenvolupat dues estratégies diferents: i)
disposar de receptors dels transportadors de ferro ja siguin intracel-lulars (mioglobina,
ferritina, hemoglobina, etc) o extracel-lulars (lactoferrina i transferina) i ii) secretar
compostos quelants, denominats siderofors, de baix pes molecular i capacos de quelar Fe+3
associat a les proteines transportadores. Els siderofors tenen una alta afinitat per a
aquesta manera de ferro, ja que presenten una constant de dissociaci6é d’entre 1022 i1 1055
i sén interioritats en el bacteri mitjancant receptors especifics, localitzats a la paret
bacteriana. Aquest sistemes estan sota control d’'un regulador transcripcional denominat
FUR (ferric uptake regulator) el qual activa la transcripcié de gens quan hi ha baixes

concentracions de ferrol.

L’expressié de sistemes per a I'adquisicié de ferro que utilitzen siderofors per a segrestar
ferro de 'ambient i posteriorment concentrar-lo al citosol bacteria és fonamental en
I’habilitat per a colonitzar i persistir a I'hoste en ninxols pobres en ferro, com al sistema
urinari, ja que limita la disponibilitat de ferro que és una important defensa de 1'hoste
contra la invasié de patogens bacterians. En alguns casos, la possessié de multiples
sistemes de captaci6 de ferro facilita la supervivencia del bacteri en condicions molt
diverses és per aixd0 que normalment es troba més d'un sistema de captaci6 de ferro en
soques d'E. coli. La possessié de multiples siderofors pot ser un benefici addicional pel
bacteri davant diferents condicions ja que cadascun posseeix una afinitat i estabilitat

diferent depenent del teixit de I’hostes+ 85,
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Els FV involucrats en 'adquisici6 de ferro tenen una elevada prevalenca en les soques
EXPEC. En els teixits i sang d’aus i mamifers, el ferro esta unit a proteines com la
transferrina i sistemes per a la quelacié de ferro que sén el punt clau dels FV necessaris a
segrestar el ferro d’aquestes proteines de I'hoste. A la familia dels enterobacteris s'han
descrit dos grups de siderofors, sent I'enterobactina i 'aerobactina els membres més
destacats. Entre les soques EXPEC es coneixen fins a quatre tipus diferents de siderofors:
enterobactines, salmochelina, yersiniabactines i aerobactines. Malgrat les seves diferéncies
quimiques entre ells cada sistema inclou: sintesi, exportaci6, recepci6 de la unid
siderofors+ferric de la superficie extramembranal, internalitzacid i alliberacié de ferro al

citoplasma (figura 11)s.40.86,

Figura 11. Diferents models per a I'adquisicié de ferro en soques EXPEC. Presa de

Garénaux et al., 20118e.
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a. Enterobactina: és produida per totes les soques d’E. coli (patdgenes i no patdgenes) i
per altres enterobacteris patogenes com Salmonella i Klebsiella. 15 gens organitzats en un

cluster sén els responsables de la biosintesi i transport de I'enterobactinasgé,

b. Salmochelina (iro): el locus IroA identificat per primera vegada en Salmonella
enterica és el responsable de la produccié d’aquest siderofor. El locus esta compres per
dos regions convergents. Una que conte iroBCDE i l'altre que conté el gen iroN, que
codifica el receptor, reconeix la salmochelina amb el ferro unit i el transporta dins del
citosol bacteria. A les soques EXPEC aquest gens generalment estan codificats en plasmidis
de virulencia com ColV o ColBM, encara que també s’han trobat en PAL iroN juga un paper

important en la viruléncia de les soques UPEC, NMEC i APECS. 50. 86,
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c. Aerobactina: va ser aillada d’Enterobacter (Aerobacter) aerogenes. Es el siderofor
més efectiu dels molts sistemes per a la quelacié del ferro, desenvolupat per les bacteries
enteriques. Per aix0, esta present en moltes soques d'E. coli aillades d'infeccions
extraintestinals, i en particular amb una elevada prevalenca entre les soques SEPEC. Es
troba tant al cromosoma, com a en plasmidis de viruléncia (pColV o ColBM). Actua com a
agent quelant del ferro competint amb la transferrina serina. En moltes soques d’E. coli la
biosintesi de I'aerobactina esta codificada en cinc gens anomenats iucABCD (iron uptake
chelate) i el receptor iutA (iron uptake transport). La produccié de l'aerobactina és

regulada per les concentracions intracel-lulars de ferro mitjancant FUR76.86,

d. Receptor de siderofors (FyuA i IreA) i d’hemina (ChuA): sén receptors especifics
extramembranals que intervenen en la captacié del complex ferro+siderofor. Per tant sén
receptors al igual que els d’altres sistemes (iroN o iutA) depenents de TonB-ExbB-ExbD
com a sistema de transducci6 d’energia mitjancant la utilitzacié de forces protoniques a la
membrana citoplasmatica per a la internalitzacié del complex8¢. ChuA juga un paper
primordial en la colonitzaci6 de la bufeta i el rony6, aixi com també en la formaci6 d’IBC en

les cél-lules epitelials de la bufeta?”.

e. Sistema transportador de metal (sitABCD): aquest sistema fa de mediador en el
transport de ferro i manganes contribuint a la virulencia de soques ExPEC i en particular a

les APECS5. 86,

iii) Toxines

Les toxines van ser els primers FV bacterians millor estudiats en general. Aquestes
substancies poden ser alliberades directament pel bacteri tant a 'ambient o dirigits a les
cél-lules hoste. Les toxines sdn nombroses i poden ser categoritzades en diversos sistemes,
per funcio, objectiu, activitat o semblanga estructural. En la seva major part, les soques
UPEC tenen manca del sistema de secrecié de tipus III que utilitzen altres patdgens per a
injectar molecules dins de les cel-lules de I'hoste i en el seu lloc utilitzen sovint els

sistemes de secreci6 anomenat de tipus I i tipus V5.

Els gens que codifiquen toxines estan presents en les soques ExPEC i sén per tant
freqiientment utilitzats per a categoritzar-les. Entre totes les descrites som les -
hemolisines (hlyA) i el factor citotoxic necrosat 1 (CNF1) els que tenen un paper més

rellevant en la viruléncia de soques UPEC. Aquest tipus de toxines causen dany tissular,
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faciliten la disseminacié bacteriana, permeten l'alliberament de nutrients de I'hoste i
modular senyals; afectant varis processos que inclouen resposta inflamatdria,

supervivencia a les cél-lules de I'hoste i dinamiques del citoesquelet (figura 12)5 40,

Figura 12. Toxines associades a soques UPEC. Presa de Wiles et al., 20085.
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a. Hemolisines: son toxines de la familia RTX d’exotoxines o Repeats-in-toxin capaces de
produir lisi a les cél-lules hoste. Les soques que produeixen aquest factor habitualment
indueixen zones clares en plaques d’agar sang. E. coli produeix tres tipus d'hemolisines: les
a-hemolisines o factor hemolitic extracel-lular, les -hemolisina o factor hemolitic unit a la
cél-lula i lesd -hemolisines, produida per mutants resistents a 1'acid nalidixic. Tant les

com les B-hemolisines sén produides en la fase logaritmica del creixement bacteria i

poden ser produides simultaniament per la mateixa socal.

Els gens que regulen la producci6 deala -hemolisina poden residir en el cromosoma
bacteria (soques UPEC) o en un plasmidi (soques ETEC, STEC o EPEC), posseint tant uns
com altres seqiiéncies de DNA molt similars entre si. En la majoria d'E. coli aillats en
I'espécie humana els gens codificadors de 1'hemolisina resideixen en el cromosoma,
mentre que en els aillats en animals resideixen a plasmidis. Aquesta proteina és secretada
en un sol pas a través de membranes interiors i exteriors per un aparell de tres proteines
conegudes com sistema de secreci6 tipus I. Aquest sistema de secrecid esta compost d'una
membrana integral interior d'adenosina trifosfatasa (HlyD) i una altra proteina integral de

la membrana interna (HlyB), tots dos sén capagos de reconéixer un senyal de secrecid
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carboxil-terminal i obligar la unié de I'hemolisina. El complex hemolisina HlyD-HlyB és
llavors capac d'acoblar-se a un tinel o canal de proteina anomenada TolC, que s'estén per
'espai periplasmic i la membrana externa, obrint-se per a permetre el pas de I'hemolisina
a través de la membrana externa, i després es desenganxa del complex HlyD-HlyB. Es per
aixo, que la producci6 de I'’hemolisina sembla estar regulada per un mecanisme de

retroalimentacid, en el que el senyal seria el nivell seric de ferrol.

L’hemolisina té funcions fonamentals que es podrien resumir en: citotoxicitat i estimulacid
del creixement bacteria. En una primera etapa, I'hemolisina provoca la lisi dels hematies
per formacié de canals catidonics a la membrana dels mateixos, els quals alliberen
hemoglobina i aquesta actua com a font de ferro necessari per al creixement bacteria. A la
sang de la majoria d'animals, el ferro es troba unit a la transferrina o formant part de
I'hemoglobina dels hematies, és a dir, es troba en forma inabordable per als

microorganismes. Addicionalment, contribueixen a la inflamaci6 i el dany tissular?7.

Altres mecanismes d'accié coadjuvants sén que I'hemolisina produeix disminucié de la
fagocitosi per part dels PMN, reduint aixi, la mortalitat dels microorganismes.
L'hemoglobina interfereix també en la fagocitosi, ja que inhibeix el quimiotactisme dels
PMN. Els elevats nivells de ferro alterarien alguns mecanismes de defensa de I'hoste, com
als lisosomes continguts dins de les cél-lules renals. L’hemolisina indueix 1'alliberament de
mediadors de la resposta inflamatoria (com histamina i leucotriens, especialment
leucotriens B4). Aquests mediadors produeixen un augment de la permeabilitat vascular,
quimiotaxis, quimioagregacié, alliberament de lisosomes i contracci6 de la musculatura
llisa; tot aixo facilita la disseminaci6 bacteriana i la seva penetracié en el teixit inflamat.

L’hemolisina també inhibeix el poder bactericida del serum facilitant la invasio6 renal.

Diversos estudis han demostrat que les soques hemolitiques d'E. coli s'aillen amb més
freqiiéncia en infeccions extraintestinals (IU, bacteriemia, peritonitis, etc) que en femta
d'individus sans. L'associaci6 entre activitat hemolitica i infecci6 extraintestinal, ha portat
a diversos investigadors a preguntar-se si les soques d’E. coli hemolitiques sén més
virulentes que les que no ho son o si els factors virulents de les soques hemolitiques sén
diferents dels de les soques no hemolitiques. Aproximadament, un 50% de les soques
UPEC expressen a-hemolisines (HlyA) i la seva expressi6 esta associada amb el increment
de la severitat clinica en pacients amb IU, resistents al poder bactericida del sérum,
toxiques per al ratoli en model in vivo, adherents a l'epiteli urinari provocant

despreniment de I'uroepiteli, hemorragies a la bufeta i causants de hemaglutinacié MRS 50,
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b. Factor necrosant citotoxic (CNF1 i CNF2): aproximadament una tercera part de les
soques UPEC aillades codifiquen CNF1. Aquesta toxina és una proteina citoplasmatica
termolabil de 115 kDa, amb localitzacié cromosomica. L’habilitat de CNF rau en l'activacié
de la familia de GTPases de tipus RhoA, Rac o Cdc42. L’activacié d’aquestes GTPAses tipus
Rho afecta a nombroses funcions cel-lulars en eucariotes, incloent la formacié de fibres
d’estrés d’actina, inducci6 de porus a les membranes i modulacié de les vies de
senyalitzacié de la inflamacié. Sota condicions experimentals utilitzant el model d’'IU en
ratolins s’ha demostrat que les soques amb aquest FV tenen una avantatge addicional a la
bufeta i rony6. L'expressié de CNF1 per part de soques UPEC por afecta la patogenesi en
multiplex vies. Especificament, CNF1 pot promoure I'apoptosi de les cel-lules de la bufeta
estimulant la seva exfoliacié i permeten que els bacteris arribin a cél-lules immadures
incapaces de defensar-se. En conclusié la mediacio dels efectes de CNF1 poden facilitar la
disseminacié i persisténcia de soques UPEC al sistema urinari. En soques UPEC, hi ha una
associacio freqlient entre la produccié de I'hemolisina i la de CNF, ja que sovint estan
codificades en operons adjacents. Aquesta associaci6 podria ser deguda a la presencia d'un

clon de gens que governés la sintesi d'aquestes toxines? 5.

c. Subunitat ABC: les diverses toxines sdn transportades des del citoplasma bacteria
cap a les cel-lules de I'hoste per diferents mecanismes. Les toxines termolabils sén
classicament de dos subunitats (toxina AB), que es secreten al medi extracel-lular
mitjancant el sistema de secrecid II. Les concentracions de missatgers intracel-lulars, com
ara AMP ciclic, GMP ciclic i Ca2 +, poden augmentar a causa de la secreci6 d'ions per accid
d'enterotoxines termolabils o termosensibles (LT, heat-labile enterotoxin) o termostables

(STai STb, heat-stable enterotoxins A and B), respectivament.

e Toxina Shiga (STX, Shiga Toxin): també és coneguda com a verotoxina (VT), ja que
aquesta toxina és citotoxica per a les cel-lules Vero en cultiu, posseeix semblanga
estructural amb la toxina produida per Shigella dysenteriae. La familia Stx conté dos
subgrups (Stx1 i Stx2), les quals comparteixen aproximadament un 55%
d'homologia en aminoacids. Aquesta ultima codificades en un bacteriofag temperat.
Stx és produeix al colon i viatja pel sistema circulatori fins als ronyons, on danya les
cel-lules endotelials renals i les clou a través d'una combinacié de toxicitat directa i
induccié/produccio6 de citoquines i quimioquines. Esta present en les soques EHEC i
s'uneix al RNA ribosomal, alterant d'aquesta manera la sintesi de proteines i maten

per intoxicacié epitelial o endotelial les cel-lules. Les diverses toxines son
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transportades des del citoplasma bacteria a les cel-lules hoste per diversos

mecanismes? 2,

o EAST1, Enteroaggregative E. coli heat-stable enterotoxin 1 (AstA): esta present
en moltes soques EAEC, es considera que les soques que codifiquen el gen astA
responsable de la produccié d’EAST1 contribueixen en gran mesura en les diarrees
aquoses. No obstant aix0, aquesta toxina es pot trobar en moltes soques comensals.
Per tant, es manté sota qiiestié la seva implicacié en aquests casos® 2. Es homologa a
la toxina termostable (STA) de les soques ETEC, té funcions similars i associa a
patologia humana. La toxina s'uneix al receptor de la guanilat ciclasa de l'enterocit
estimulant la seva activitat i incrementant els nivells intracel-lulars de GMP ciclic.
D’aquesta manera impedint tant l'absorcié de Na+ com l'activacié del regulador
CFTR (cystic fibrosi transmembrane conductance regulator) i elevar la secrecid

d'electrolits3s 54,

d. Toxina de distensid citoletal (CDT): aquesta toxina té una activitat DNasal que
bloqueja la divisi6 cel-lular en la fase G2/M del cicle cel-lular. CDT es troba freqliientment
en diferents patotipus d'E. coli i en més d'una soca que s'ha demostrat que esta codificada

en un bacteriofag. Les soques que codifiquen CDT tenen altres FV com CNF, STX o LEEZ.

e. Autotransportadors serin proteasa d’Enterobacteriaceae (SPATE, Serine
protease autotransporters of Enterobacteriaceae): Les soques ExPEC també codifiquen
diverses toxines secretades mitjancant sistemes de secrecié tipus V, conegudes
col-lectivament com autotransportadores. Sén una familia de FV putatius amb 20
proteases amb diferents funcions. S’Tanomenen autotransportadors perqué part d'aquestes
toxines formen un porus en l'estructura de barril-f de la membrana externa que permet
I'accés a l'altra part de la proteina extracel-lular, s6n considerades com a maquinaria de
secreci6 cel-lular. Les SPATEs s6n una subfamilia d’autotransportadors serin proteasa que
son produides per E. coli diarreogeniques (EPEC, EHEC i EIEC), uropatogeniques i soques
de Shigella. Aquestes proteines inclouen diverses toxines categoritzades per tenir un
efecte citopatic i toxines que provoquen la secreci6 de fluids des de I'epiteli intestinal. Les
SPATE es poden dividir filogeneticament en dos classes, designades com 1 i 2. Les SPATE
classe 1 son citotoxiques in vitro i indueixen dany a la mucosa intestinal, mentre que les de

classe 2 inclouen? 88;
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iv)

a.

Pic: és una proteasa autotransportadora amb activitat mucinosa, present en soques
EAEC i Shigella. Esta involucrada en la colonitzaci6, indueix 'alliberament de moc, la

unié a mucina i confereix una subtil avantatge a la colonitzacié de la mucosaz 8s.

Hemaglutinina termostable (Tsh): és una hemoaglutinina autotransportadora de
les soques APEC. Es homologa a la proteina d’unié a hemoglobina (Hbp) de soques
ExPEC en humans i presenta una millor expressié6 a baixes temperatures. S'ha
relacionat amb diverses funcions de viruléncia, com adhesines, proteases, citosines i
proteines d'invasié cel-lular, i particularment a infeccions intraabdominals en

humans i per descomptat a infeccions respiratories en aus de corralz 7088,

Toxina proteolitica secretadora autotransportadora (Sat): és una serin proteasa
de soques UPEC que promou efectes citopatics al induir la vacuolitzacié en el
citoplasma de les vies urinaries humanes. Al model muri d'IUA s’ha vist que indueix
dany dramatic al ronyd. Causa dissolucié de la membrana glomerular, perdua de les
cel-lules epitelials tubulars i vacuolitzacié del teixit renal. També ha sigut implicada
en les lesions de les unions estretes que es troben a les infeccions de soques DAEC i

que incrementen la permeabilitat per a les fimbries Afa-Dr5 54,

Toxina vacuolant autotransportadora (Vat): es troba altament expressada en
aillats UPEC encara que el seu paper patogénic a la IU no esta ampliament estudiat.
D’altre banda, si que millora la viruléncia de soques APEC quan s’inoculen en models
animals. Inicialment, les soques amb aquest FV es caracteritzen per l'habilitat
d’'induir una varietat d’efectes citopatics en les cél-lules diana de I'hoste, que

inclouen vacuolitzacié i reacci6 inflamatorias.

Protectines

Capsula: és l'estructura més externa de l'embolcall cel-lular i és el component que

protegeix al microorganisme enfront les condicions ambientals adverses, com la

dessecacié. La capsula és essencial per a la viruléncia del bacteri, ja que constitueixen una

barrera antifagocitaria que protegeix al bacteri dels PMN, impedint la deposicié del

complement i la lisi. Generalment a mesura que augmenta el gruix de la capsula, més

elevada és la viruléncia de la soca.
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Originalment els antigens K van ser separats en tres grups diferents, basant-se en la seva
termoestabilitat relativa durant les analisis de serotipificaci6. Posteriorment es va
redefinir la classificaci6 mantenint les caracteristiques serologiques, pero tenint en

compte addicionalment la variabilitat bioquimica i genetica®®.

Taula 10. Classificaci6 de capsules present en E. coli. Adaptada de Whitfield i Roberts
199989,

Caracteritiques

Classilicacio tipica de "antigen ¥ 18 L] ] B

Codapressic amb seragrup O Hapiwa frequdncia Eleviada Elewada Habitualment 08, 09 perc
[O8, OF, O30, 0101] algunes vegades cap

Cosxpressio amb acid colanic Na L7 51 5l

Termoestabilital L] No ] -]

Hesta lipidic Lesminal Lipid A @n K a=Glicerofosfal a-Glicerofosfat? Lipid A @n Ky

Locus genétic cos, s | B kps | seri kps | serd his | il

Termoregulscid sofa H0RC No L] No No

Blstema rodel Tanlip K20 Spvolip K14 K5 Saproligy K100 KD Lenolip K20, 0111

Sirmdlar a Kiediefie, Frainia Nelsseria, Heermaphilus Negsera, Hasmophtus  Malls gdnenss

La presencia de I'antigen K s'associa a la viruléncia i nefrotoxicitat. Els antigens K juguen
un paper important en les infeccions extraintestinals. La majoria de soques d’E. coli
productores d'IU i altres infeccions extraintestinals pertanyen a uns pocs serogrups: K1,

K2, K3, K5,K12,K13 i K18.

En alguns casos, els models animals han suggerit el rol de la capsula en la patogenesi
particular de les infeccions. Per exemple, el polisacarid K1, és una estructura poli-N-acid
acetilneuroaminic, idéntica a la trobada a la capsula de Neisseria meningitidis grup B,
aillada de pacients amb sépsia neonatal o meningitis per E. coli. En aquest altim cas, es
relaciona amb la capacitat de travessar la barrera hematoencefalica. La majoria dels
estudis denominen els serotipus capsulars K2 i K5 com als més comuns aillats de pacients
amb infeccions del tracte urinari (bacteridries asimptomatiques, cistitis i pielonefritis).
Per la seva part, les soques d'E. coli que posseeixen el polisacarid capsular del grup 3
(K54) tenen més capacitat proinflamatoria, estimulacié de la resposta defensiva de I'hoste

i s’associa a infeccions sistémiques? 50,

b. Microcina V o colimicina V (cvaC): les colicines s6n especialment toxiques i son
proteines d'aproximadament 56 kDa. La seva sintesi esta regulada per plasmidis i mediada
per la temperatura, a 42 2C es sintetitza 10 vegades més colicina E1 que a 30 2C. Una
d'aquestes colicines, anomenada Colicina V o Colimicina V esta codificada en el plasmidi

pColV. Les soques ExXPEC causants de septicémia en qualsevol hoste porten aquest
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plasmidi el qual posseeix gens involucrats en la captaci6 de ferro i la resisténcia al serum.
Encara que també s’han trobat soques intestinals amb codificacié cromosomal. A més

aquest FV s’ha associat amb la patogenesi de pielonefritis62 90,

c. Increased sérum survival (iss): aquest gen esta estretament relacionat amb la
colicinaV produida pel pColV. Aixo0 es pot relacionar amb la seva elevada incidencia entre
les soques APEC. Es responsable del increment (aproximadament 100 vegades) de la

resisténcia al serum de 1'hoste.

d. Resistencia al sérum (TraT): és un gen de codificaci6 plasmidica present de manera
habitual a les soques ExPEC. Déna la capacitat d’evitar l'activitat bactericida del serum, és
una caracteristica important en la patogénesis que li permet al bacteri persistir als fluids
bioldgics i organs interns. Es per aquesta raé que,aquesta proteina extramembranal juga
un paper destacat conferint un grau moderat de resisténcia al serum per interferéncia

amb el complement i la defensa del bacteri contra la morté+ 76,

V) Altres trets de funcioé auxiliar o desconeguda

a. Proteasa T extramembranal (ompT): els aillats d'E. coli amb aquest gen de
viruléncia presenten un elevat valor predictiu de bacteriémia i s’associen a IU, ja que es
troben en processos de cistitis, pielonefritis i prostatitis. D'altra banda, aquesta proteasa
contribueix a la viruléncia per inactivacié de les proteines de defensa de I'hoste, escindint
el peéptids antimicrobians a la superficie cel-lular, activant el plasminogen huma, i
degradant algunes proteines heterologues recombinants. Aquest fet li confereix propietats

de persistencia durant els diferents estats d'infeccig9t. 92.

b. Proteines Ibe10 (IbeA): és una proteina de 50 kDa, el gen es troba codificat en la illa
genomica GimA, present en soques EXPEC amb funcions per a la invasié de cel-lules
eucariotes en particular les NMEC, per a aquelles cél-lules del I'endoteli microvascular
cerebral. Es responsable del quadre causant de la meningitis neonatal en humans i
addicionalment també s'ha demostrat que té un paper important en la patogenicitat de
soques APEC en pollastres. Diferents autors han demostrat que aquest gen Gnicament es

troba present en soques del grup filogenetic B250. 93,94,

c. Motilidad mediada per fliCu7: s’ha determinant que les soques UPEC portadores

d’aquest gen IPEC, originariament de soques EHEC i EPEC amb serotipus H7 tenen més
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facilitat per a ascendir des de la bufeta fins als ronyons i disseminar-se a I'hoste.
Addicionalment també s’ha vist implicada en la formacié de les comunitats bacterianes

intracel-lulars o IBC a la bufeta®s. %,

d. Proteina especifica d’'uropatogenicitat (usp): és una bacteriocina de codificaci6
cromosomica en PAI de soques UPEC i homologa amb la proteina Zot (zonula occludens
toxin) de Vibrio cholerae serotipus 01. Millora la infectivitat en els models murins d’IU,
pero el seu paper encara no es coneix amb exactitud . Aixi mateix altres resultats indiquen

que també estaria implicat en la persistencia i recurréncia de les 1U95. 97,

e. Illa de patogenicitat (PAlcrro73): els FV poden estar codificats en PAls, és per aquesta
rad que també es valora a les soques EXPEC i particularment en les UPEC la seva preséncia.
Els aillats que porten PAI s6n habitualment soques amb elevada capacitat de colonitzacié i

invasié degut a la preséncia de multiples FV.

Actualment els factors de viruléncia associat a infeccions EXPEC revisats en l'apartat |
2.2.2.1 sén els que més interes desperten, ja que s’ha demostrat la seva implicacid
patogénica. Per tant, sén els FV detectats amb major freqiiencia en diferent poblacions

mostrals amb I'objectiu de definir les seves prevalences especifiques (taula 11).

66



Prevalenca de diferents factors de viruléncia estudiats durant els Gltims anys (%)

Categoria Gen o operd

UPEC (Cistitis) UPEC (Pielonefritis) SEPEC (Sang) (NMEC) LCR APEC
; Taula 11. Prevalenca expressada en

Adhesines papC 33, 31% 15", 30/, O/ 61°, 80°, 60°, 41", 528, 41 82° 91°, 68 875,365 100%41° 39F
sfa/focDE 9,15, 6 26%, 41", 47 - 0, 38 1% 51° 0, 4* percentatges dels diferents factors de
sfas 7,115 7, 0, 13° 26°, 26%, 32%, 14, 265, 18, 13" 237, 4% 31°, 12" 0513 15475 59" 295 R 4% af e .
focG 24°,13° 6,0 58°, 50°, 37°, 14°, 135, O, 39" 56°, 23°, 35" 05,21 0%, 251", 4* 0%, 0%, 0% virulencia aillats en soques ExPEC.
afa/draBC 1¥,2° 0 6, 6° 11, 15° 16°, 2, 0 15%, 39, 6°, 12" o5 0%, 26" o Adaptada de Kudinha et al, 2013%,;
tha 14,0 ) 26',35°, 27, ¢ 39° 40—_ 277 ¥ ¥ Kudinha et al, 2012%; Mora et al.,
bmaE 0%, 0% 0 0%, 1% 1%, 25, 0" 2%, 18" 0%, 3 0%, 2%, 6" 0%, 0%, 0f
gafD 0a, 0b 15 6, 0" » 18" o 0f 3" o° 0 2009100;  Mabbett et al, 2009101
fimH 38°, 89°, 96", 92|, 94, 99° 96°, 96°, 100°, 98", 995, 100, 100" 977, 96°, 99°, 88" 87,97 87 100598 Johnson et al, 2008102 Moreno et al.,
fIMAV 11725 _ - _ a3’ 40° 10°

Siderdfors  fyu A 27°,16°, 34", 55,358 837 78°, 90°%, 81°, 88', 807, 8g 91%, 77° 100°%, 81° 100°5,69°  95°, 58° 59° 20085%; Rodriguez-Siek et al, 20051%;
iut A 16°,12°, 30", 20, 44" 83° 67", 37°, 49°, 62/, 34%, 29/ 84, 46° 87", 54’ a7, 78° 95% 815 80° Johnson et al, 2005104, Sannes et al.,
. 3 (1] i ] 3 b o = ] 3 d c i 4 = 4
r.mN 19%, 29 ,_25,24 75 ,58,539,35;405,53 82° 53 43,:_14 33,23 100,5?*‘,5?@’ 2004°; Johnson et al, 2003105
ire A 7 26%, 24 - 32 18 48%, 46

Toxines  hlyA 19°,19°, 9f, 14, 6, 15° 747, 68°, 53°, 36", 315, 41, 43" 76%, 31° 13%, 44" 47" 205, 9" o, 18 Bonacosi et al.,, 2003106; Srinivasan et
hiyF T 6 ; ) 5% 75" al, 2.0037% Bingen-Bidois et al.,
onfl 105,155, 5,13, 17, 10°  52°, 38°% 32% 23° 33", 28% 39" 82% 359 28%47" (537, 21™ 0545910 o515 1f
cdtB 1,0 9° 8%, 6, 9" 12" o, 10 17, 36°, 46" 05,1515 2002107 Johnson et al., 20021%; Marrs
sat 22 - 557 ag’ 66° o et al, 200219 i Guyer et al., 2000110,
vat - 62° - - 4° 3as®
tsh - 3°, 40° - 9 7, 31° 33°, 53", 63°

Protectines kpsMT Il 18°, 15°, 24", 48, 24 66°, 60°, 79°, 81", 78%, 47 76° 79 36° 25%, 258
kpsMT NN 0%, 0% 0, 12 125, 7%, 45 75 4 17 3 2* 2 2
ifc 3¢ 5%, g8, 18 - 5 18 0% 1%
cvaC 3,0 6%, 8%, & - 26°, 10 207, 54° 62°, 67°, 67°
iss 6 275, 61° - 35°, 10 207, 57° 95°% 83°, 82°
traT 32%,31°, 42, a4’ 41 82°, 77", 687, 57, 715, 18 84° 87°, 63 30°, 86° 95°, 78°, 78°

Altres ompT 19°, 48" 15, 24 747, 70°, 6%, 4%, 53/ 29° 81 64" 82%, 70°
ibe A 6,15, 6 19°, 19", 307, 29, 13" 29" 4511 135 59° 33" 38F 107 14%, 158
usp 23%, 25° 70°, 73° a4® 100° 93° 95°
PAI errors 19',49, 29 62°, 69, 75°, 53' - 100%, 70 93%57° 9515517
fli s - 16%, 20° - - ag° 5%,5°

Kudinha et @i ., 2013 [98]; "Kudinha et al ., 2012 [99]; "Mora et ol ., 2009 [100]; "Mabbett et al ., 2009 [101]; “lohnson et ai ., 2008 [102]; Moreno et af ., 2008 [60]; *Rodriguez-Sie
2005 [103]; "lehnson et al ., 2005 [104]; 'Sannes et al ., 2004 [91]; Jlohnson et ai ., 2003 [105]; “Bonacosi et al ., 2003 [106]; Srinivasan et al ., 2003 [79]; "Bingen-Bidois et af ., 20
"lahnson et al ., 2002 [108]; *Marrs et ai., 2002 [109] | *Guyer et al ., 2000 [110].
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2.2.2.2 Illes de patogenicitat

El nucli del genoma compartit per totes les soques d’E. coli representa aproximadament
2.000 gens, mentre que el pangenoma per a totes les soques seqlienciades d’E. coli supera
els 10.000 gens. La perdua o el guany d’elements genetics mobils sén els responsables de

la capacitat d’algunes soques d’E. coli per a causar una amplia gamma de malalties.

Les illes de patogenicitat (PAl, pathogenicity-associated islands) s6n un subtipus d’illes
genomiques (GEI, genomic islands) sent les PAI d’E. coli les primeres descrites fa mes de 10
anys per Hacker et al., 1990. S’ha demostrat que les PAI s6n elements que contribueixen a
la difusi6 de la patogenicitat i de la resistencia del bacteri gracies a la seva capacitat de
transferencia horitzontal de material genetic. Les PAI son fragments de DNA que estan
presents en soques patogenes i absents o amb presencia esporadica en soques no
patogenes de la mateixa especie o properes i que tenen les segiients caracteristiques: i)
Estan constituides per grans blocs de DNA (10-200 Kb), que codifiquen freqiientment gens
de virulencia (adhesines, toxines, capsules, modeladors immunes, sistemes de secreci6 o
captacid de ferro que ajuden a evitar els mecanismes de defensa de '’hoste). ii) Es troben
en el cromosoma, en les zones adjacents d'insercié de gens tRNA i tenen associacié amb
altres elements genetics mobils (repeticions directes, seqiiéncies d’inserci6, integrases,
transposades o plasmidis). iii) Sén d’origen exogen pel diferent contingut de G+C (40-
60%) de la resta de DNA cromosomic de ’hoste bacteria. Trobar-se com a unitats diferents

i compactes i vi) presenten certa inestabilitat (figura 13)13. 94111,

Dels patotipus d’E. coli, els aillats ExXPEC generalment tenen un gran nombre de PAI, cada
un amb una combinacié distintiva de FV, el que permet que una mateixa soca tingui
multiples copies d’'un particular FV, per exemple les fimbries P (pap o prs), hemolisines
(hly) o toxines (cnf)?% 71. Les soques UPEC que ha sigut caracteritzades amb major detall
son els prototips 536, J]96 i CFT073 (taula 12). Especificament, la soca pielonefritica
CFTO073 que va ser seqiienciada per primera vegada en 2002 i reanotada al 2009 conté 12
GEI de les quals vuit s6n PAI i quatre son regions fagiques. Sent el genoma més gran
sequienciat que conté 5.030 gens codificants de proteines dins de les soques d’E. coli. El
que mostra l'existéncia d’'un gran nombre de gens no essencials, la majoria dels quals s6n
elements mobils que poden proporcionar una major flexibilitat metabolica i promouran la

persisténcia dins del competitiu microambient intestinal?3, 112 113,
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Figura 13. Estructura general de les PAI. Presa de Schmidt i Hensel 200494
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Addicionalment, durant els dltims anys s’han descrit noves GEI i PAI en soques EXPEC amb
possibles factors de viruléncia (FV) que s’han inclds en els protocols per a determinar els FV de
soques d’E. coli. Un exemple d’aquest fet son els segiients elements mobils: PAI usp (usp), GEI pks
(cIbB i cIbN), PAI lagez i PAL I asez (afa-8), PAlcs (prs, hly, cnfl i hra), PAI llyrigs (pap, hly, cnfl,
hek i cdiA) o GEI GimA (ibeA).

Historicament, s’ha postulat que els FV de soques EXPEC es troben principalment en PAI dins del
cromosoma bacteria. En efecte, els genomes de les soques prototip UPEC s’han caracteritzat per
posseir-los al cromosoma. El rol que exerceixen els FV de soques UPEC codificats en plasmidis i
profags encara no esta ben establert, perod si és veritat que ajuden al bacteri a incrementar la
seva patogenicitat dins de '’hoste. En contrast, s’han descrit molts plasmidis que s’associen amb
la viruléncia de soques APEC o NTEC, com als plasmidis ColV i ColBM de les APEC o el Vir de les
NTEC-2121,

2.2.2.3 Correlacio patogenicitat versus filogrup i MLST

L'evolucid de les soques EXPEC segueix sent poc clara, pero alguns autors apunten que l'aparicié
d'aquests clons virulents es deu a l'acumulaci6 de FV dins dels filogrups B2 i D. D'aquesta
manera, s'assenyala que el grup B2 és molt divergent enfront de la resta de grups i inclou la gran
majoria de les soques involucrades en les infeccions extraintestinals. S'ha proposat que existeix
una compatibilitat especial entre el fons genetic de les soques B2 i els gens de viruléncia,
explicant l'adquisicié dels mateixos per transferencia horitzontal en periodes de pressié
selectiva* 10. 68, Aquesta hipotesi explicaria la concentracio6 selectiva de gens de virulencia en el
genotip B2. S'ha suggerit també que una transferencia horitzontal d'aquests mateixos FV cap a
soques comensals podria convertir aquestes en patogens potencials®. En algunes poblacions
estudiades el grup B2 és el filogrup predominant entre les soques fecals, tal i com es presenta en

la taula 13.

Els grups clonals EXPEC deriven principalment dels grups filogenetics B2 i en menor mesura del
D, explicant en certa manera la predominanca dels grups B2 i D entre els aillats clinics. Molts
dels tradicionals FV extraintestinal reconeguts (pap, sfa/foc, hly i kps) estan concentrats en
aquest grups i en particular als B2 i D, mentre que altres FV com afa/dra, iuc/iut i traT) estan

més ampliament distribuits entre els quatre GF (figura 14).
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Taula 13. Prevalenca de grups filogenetics d'E. coli en diferents poblacions d'estudi. Adaptada
de Duriez et al, 2001122; Zhang et al., 2002123; Obata-Yasuoka et al, 200212% i Sannes et al.,
200491,
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L’epidemiologia molecular basada en MLST demostra que les especies d’E. coli estan
composades d'una varietat de soques individuals amb diferents transfons filogenétics.
Addicionalment, les dades proporcionades pel MLST recolzen la teoria del filogrup B2, que
inclou la majoria dels aillats EXPEC ja que s’ha demostrat que és el llinatge evolutiu més antic

dins de I'especie.

A la figura 15, es pot trobar al centre el complexos clonals 10 (CC10) representant el major
nombre de seqiiencia tipus (STs, sequence types) present a la base de dades. Aquest CC inclou
moltes soques d’E. coli patdogenes intestinals i no patdogens, perd només una petita proporcio de
soques ExXPEC. De la mateixa manera, la branca dreta esta dominada pel CC comprenen
principalment IPEC, no patogen, aixi com altres aillaments d’E. coli o Shigella spp i només una

fraccié molt petita de soques EXPEC.

Figura 15. Representacid de I'analisi filogenétic dels resultats de la base de dades del MLST per

a E. coli. Presa de Kohler i Dobrindt 201139,
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Ala branca esquerra s’inclouen principalment les soques EXPEC i no-patogenes. En aquesta zona
de soques EXPEC, es troben nou dels 15 majors CC ExPEC (CC 95, 73, 131, 127, 141, 17, 14, 12,
144), alguns dels quals representar els clons EXPEC amb més exit. La branca ExXPEC inclou
gairebé totes les soques B2 dipositats a la base de dades, corroborant aixi que el GF B2 es

correlaciona amb el patotipus EXPEC (taula 14).

Taula 14. Complexos clonals predominats entre les soques EXPEC de la base de dades del MLST

per a E. coli. Presa de Kohler i Dobrindt 2011¢e.
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2.2.3 Resisténcia antimicrobiana en soques EXPEC

Les cefalosporines, les fluoroquinolones i el trimetoprima-sulfametoxazol s'utilitzen sovint per a
tractar infeccions comunitaries i hospitalaries causades per E. coli. A causa d'aquest fet la taxes
de resisténcia han augmentat considerablement. Fins a finals dels 90 les soques d’E. coli eren
relativament susceptibles als antibiotics de primera linia, perd diversos estudis de vigilancia
durant I'dltima decada arreu del mén han demostrat que entre el 20-45% de les soques ExPEC
son resistents als antibiotics de primera linia, incloses les cefalosporines, les fluoroquinolones i

el trimetoprima-sulfametoxazol19 125,

El tractament de les infeccions causades per aquestes soques ha estat complicat a causa de
I'emergéencia de les resistencies antibiotiques. Entre les soques EXPEC és important destacar el
increment durant l'dltima década de soques productoref de -lactamases mitjancant la
disseminacié plasmidica d'aquests gens i en especial les de tipus AmpC (CMY, FOX, ACT, MOX,
ACCiDHA), de les B-lactamases d'espectre estés (BLEE) com la CTX-M, TEM o SHV, de metalo- 8-
lactamases (MBL) com IMP, VIM o NDM, carbapenemases (KPC) o B-lactamases de tipus OXA
(OXA-48 o 181)30. 37.125, Es aixi com en els paisos asiatics diferents estudis de prevalenga en
resisténcia demostren una incidéncia d'E. coli productores de BLEE aixi: india (64%), Tailandia

(5,1%), la Xina (11-15%), Malaisia (7-8%)12¢6. Addicionalment, és relativament freqiient trobar
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un altre tipus de resistencia a altres antibiotics associades en un mateix element mobil, per tant
aquest fet facilita 'aparici6 i difusié de soques multiresistents amb gran impacte en 1'ambit intra

i extrahospitalari44 s0.

Respecte a les soques UPEC, diversos estudis apunten que existeix una relaci6 entre la pérdua de
FV i la resisténcia a les quinolones i a les fluoroquinolones. L'explicacié a aquest fet rau
principalment en dos aspectes: i) una mutaci6é puntual al cod6 83 de la DNA-girasa (GyrA) i ii) la
possible pérdua del material genetic per delecié o transposicié de de regions que codifiquen PAI

per la pressio selectiva davant l'antibiotic127. 128,129,

3. Relacié dels factors de viruléncia amb el filogrup i amb les infeccions

extraintestinals. Justificacié d'un model experimental

Actualment es coneixen un ampli repertori de factors en E. coli, relacionats amb la virulencia
d’aquestes soques. Sens dubte, encara hi ha molts FV sense identificar, pero progressivament es
van incloent al llistat actual possibles nous FV, per la implementacié de nous metodes com la
seqlienciaci6é massiva. Pero la participacié d’aquest factors en la viruléncia no es pot confirmar si

no amb la utilitzacié de models experimentals ja siguin in vivo o in vitro.

Un dels principal objectius dels models d’experimentacié animals és valorar la capacitat in vivo
de l'associacié d'un possible FV en la patogenesis d’'una malaltia en particular. Aquesta accié
permet aprofundir sobre el caracter virulent de les soques involucrades en el procés infeccios.
Es per aixo, que el model animal es crea per a investigar la causa i la fisiopatologia de les
malalties humanes i animals. A I'hora és una eina que permet l'avaluacié de noves estrategies

terapéutiques per a la profilaxi i tractament.

Aquests models han de ser discriminatoris, previsibles, reproduibles, mimetitzables,
extrapolables (del comportament in vivo de la interaccié microorganisme-hoste) i analitzables.
Han de tenir una técnica d'infeccié simple amb una semblanga important amb el procés que

ocorre en |'ésser huma pel que fa a gravetat, curs i durada de la malaltia.
S'han utilitzat diversos models d'infeccié en diversos animals que han ajudat a entendre la

fisiopatologia de les diverses infeccions. Bons exemples sén els models de pneumonia,

tuberculosi, infeccions per fongs, endocarditis, osteomielitis o infeccions sistémiques en
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neutropenics. Addicionalment, també es fan servir per a l'estudi farmacocinétic i

farmacodinamic de nous medicaments i vacunes.

Els estudis dels models animals sén una prova més directa de si un determinat factor
contribueix a la patogénesi, fet que justifica la designaci6 de ser un FV (taula 8). La possessio de
gens de viruleéncia especialitzats és el que permet definir una soca com a ExPEC, davant de les

comensals i és allo el que els permet infectar 'hoste de manera eficient!4,

Existeixen diversos treballs que relacionen la virulencia amb la filogénia realitzats amb diferents
soques patogenes d'E. coli, tant intestinals com extraintestinal (IPEC i EXPEC), indicant que hi ha
clares diferéncies respecte al grup filogenetic del que deriven i també en relacié al nombre de

determinants de viruléncia que porten.

Un cas particular que exemplifica la importancia de la valoracié individualitzada de FV amb
l'objectiu de dilucidar el seu valor més enlla de determinar simplement la preséncia o abséncia
d'un marcador de virulencia, el representa l'operd fim, que codifica les fimbries tipus 1,
especifiques per a la unié als receptors de manosa 'hoste (apartat I 2.2.2.1 i a). La regulacié
d'aquest oper6 és dependent de la fase de creixement. Experimentalment en models in vivo,
s'observen diferéncies en l'expressié de fim en una mateixa soca entre la infeccié a bufeta o
rony6. Igualment, hi ha diferencies en l'expressi6é d'aquest oper6 entre soques cliniques aillades
d'IU i comensals. Pel fet que les cliniques expressen una variant de Fim que s'uneix als receptors
de monomanosa i al mateix temps els de trimanosa per tal d'adaptar-se al procés de colonitzacié
de la bufeta, mentre que les soques comensals expressen la variant de fim que només reconeix
els receptors de trimanosa que sén més apropiats per a la colonitzacié intestinal. Aquest
exemple indica que la total comprensi6 de la viruléncia de soques EXPEC requereix més que una

simple identificaci6 dels gens de viruléncials.

El millor metode per a aprofundir en el coneixement de la relacié entre determinats factors de
virulencia i el grup filogenétic amb la patogenicitat, és sens dubte, un model d'experimentacid
animal en ratoli. Si es tracta d'estudiar la uropatogenicitat, el millor model és la IUA ja que
mimetitza l'aparell urinari de la poblaci6 humana. A més, per a avaluar la viruléncia
extraintestinal intrinseca no urinaria s'empra el model muri subcutani, determinant fora de les
vies urinaries la patogenicitat en ratolins de les soques causants d'infecci6 extraintestinal,

incloent-hi les d'origen comensal.
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Mitjancant models experimentals, la literatura consultada estudia principalment el paper i la
importancia d'alguns factors de viruléncia en soques d'E. coli aillades d'una poblacié concreta
(pacients amb infeccié urinaria), o bé s'estudia la patogénia en soques individuals d'E. coli. No
obstant aixo, al llarg dels anys la comparaci6 de la viruléncia entre soques d'E. coli productores
d'infeccié urinaria i soques d'E coli d'origen fecal de diferents grups filogenetics i perfils de

viruléncia ha estat objecte de pocs estudis.

L'excepcié la constitueixen alguns estudis com a per exemple el de Picard et al., 199919, utilitzant
un model d'infecci6 subcutania en ratoli, en els qual s'avalua el potencial patogen de soques d'E.
coli amb molts factors de viruléncia i pertanyents als grups filogenetics B2-D amb soques dels
grups A-B1 amb pocs factors de viruléncia. D'aquests estudis s'extreu que determinats factors de
virulencia associats al grup filogenétic B2 son factors predictius de la viruléncia experimental. A
més que les soques pertanyents als grups filogenétics A-B1 sén poc virulentes, a diferéncia de les
que pertanyen als grups filogenetics B2-D. Aquesta relacid és coherent, si s'assumeix que els

factors de viruléncia s'acumulen en soques dels grups filogenétics B2-D10.

En estudis previs realitzats per Moreno et al., entre el 2006 i 2008, s'han trobat soques d’E. coli
pertanyents als grups filogenetics A-B1 productores d'IU amb el mateix perfil de virulencia que
soques dels grups filogenetics B2-D. D'altra banda, s'han aillat soques d'E. coli d'origen fecal amb
el mateix patré de viruléncia que soques productores d'IU, pel que és de suposar que aquestes
soques en condicions favorables (presencia de factors predisposants en I'hoste) serien capaces
de produir infeccié urinaria. Per tant creiem d'interes estudiar aquestes soques d'E. coli en el
model individualitzat d'IUA en ratoli i subcutani, amb la finalitat d'avaluar si la viruléncia és

independent del grup filogenetic i de 'origen d'E. coli59 60.

3.1 Models experimentals per a I'avaluacié de la viruléncia de soques d'E. coli causants

d'infeccions extraintestinals

Des de finals de la década dels 60, un remarcable increment de coneixement ha revelat alguns
aspectes de la patogenicitat d'E. coli. Esforcos per elucidar la patogenesi d'E. coli han donat com
a fruit la posada a punt de diferents models d'infeccié en animals d'experimentacid, els quals ha
estat reeixits per utilitzar tant soques EXPEC com a soques comensal, que actuen a I’hora com a
soques control de la femta de pacients sans, amb l'objectiu de determinar el paper in vivo de

determinats FV sota condicions normalitzades d’experimentacié.
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Aquest estudis s’han desenvolupat amb I'objectiu d’aclarir quins sén els elements afavoridors en
la patogénia d’E. coli. La confirmacié del paper de la implicaci6é dels gens de viruléncia en la
patogénia d'aquestes soques, requereix que aquests gens d'interés siguin analitzats en els
models animals apropiats. Es per aquesta ra6, que gracies als models animals actualment podem

assegurar que un sense nombre de FV actuen durant el procés patogénic de les soques d’E. coli.

Es aixi com es sap que soques aillades d'orina de pacients amb IU i sense factors afavoridors,
mostren un complex sistema patogenic basat en la combinaci6 de diversos i heterogenis FV, que
manifesta un origen evolutiu comu. Mentre que s'ha demostrat que en persones amb factors
afavoridors d'IU (sondes permanents, cicatrius renals, etc), no és necessaria una soca virulenta
per a produir la infeccié, sind que qualsevol soca seria capa¢ de produir-la. Un altre exemple, és
d’interaccié de soques capsulades, en les quals s’ha demostrat que sén més virulentes que les

variants encapsulades de la mateixa soca.

Actualment, es disposen de diferents models d’experimentacié animals per a valorar la
implicaci6 de soques EXPEC dins del sense nombre de quadres clinic que pot arribar a causa.
Dins del mdn particular de les IU s’han postulat dues rutes potencials d’infeccié: i) la via
ascendent que fa infecci6 des de la uretra fins la bufeta per a posteriorment pujar pels ureters i
arribar als ronyons, per a la qual s’utilitzen models d’IUA i ii) la via hematogena causada per la
disseminaci6 la infeccié des de focus concrets durant el curs d'una bacteriemia, per a aquesta

ultima s’utilitzen models de bacteriemia o septicémia.

Els models d'infeccié murina, tant el d'infeccié extraintestinal com al d’'IUA, sén una eina valuosa
per a avangar en la compressio de la patogénesi de les soques d’E. coli uropatogenes en éssers
humans. La combinacié de les tecnologies de genetica bacteriana i tecniques d'experimentacio
animal proporcionen informacié que amplia la comprensié d'aquesta malaltia i la recerca de
terapies futures. Les dues técniques d'inoculacié tenen com a objecte avaluar el potencial
patogen de soques d'E. coli uropatogenes, les dues es troben descrites i utilitzades previament
en la literatura per diferents autors per a simular les diferents vies d'infeccio del

microorganisme.

311 Infecci6 urinaria ascendent (IUA)

Durant molts anys s’han utilitzat diferents models tant in vitro com in vivo per a valorar la

patogenesi del aparell urinari induida per soques UPEC, tant per a causar cistitis com
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pielonefritis. Dins dels models in vitro es poden trobar treballs que utilitzen cél-lules epitelials
renals de gos (MDCK, Madin-Darby canine kidney epithelial cells) per a la comparacié de
viruléncia de soques cliniques UPEC causants de cistitis o altres que utilitzen cel-lules epitelials
humanes de bufeta (PD07i cell line) per a valorar invasio, escapament e infeccions secundaries
en soques UPEC130.131, Per¢ per altre banda, els models in vivo so6n els més utilitzats i els que es
postulen com una eina per a donar suport a les diferents teoria existents en la patogénesi de la

IU per via d’ascendent.

Dues teories han sigut presentat per un elevat nombre d’'investigadors: i) La teoria de l'especial
patogenicitat, on les soques d’E. coli, pertanyen a grups selectius (GF o serotipus) amb propietats
especials, que els permet envair 'aparell urinari. On a més, es valora la microbiota normal de
I'hoste, que s’ha vist que juga un paper molt important en la patogénesi de la IU i actua com a
reservori fecal d’aquestes soques. ii) La teoria de la prevalenca quantitativa, que es base en
I'elevat predomini a la microbiota de fecal de soques d’E. coli que posteriorment colonitzen el

introit vaginal i I'area periuretral, afavorint el desenvolupament de la [UA77.

Figura 16. Adaptacié metabolica i fisiologica El model muri d'IU aporta una eina
d’E. coli a microambients. Presa d’Alteri i indispensable per a avancar en el coneixement

Mobley 201273 de la patogenesi de soques UPEC en humans.
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Gracies a models animals s’ha aconseguit

- — - donar respostes al comportament metabolic i
Vies metaboliques esencials

fisiologic de soques d’E. coli dins de diferents
condicions ambientals. S’ha demostrat que el creixement en l'orina no representa cap efecte
negatiu per a les soques d’E. coli, degut a que s’adapten a la nova situaci6 i utilitza altres
rutes (d’aminoacids, gluconeogénesi o el cicle de I'acid tricarboxilic (Krebs)) per a metabolitzar

els nous substrats i mantenir-se als microambients de la bufeta o el rony62s 73,
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Al model animal en ratoli també s’ha demostrat que una vegada les soques d’E. coli entren dins
de la bufeta dels IBC (intracel-lular bacterial communities), aquesta especie de biopelicula,
protegeixen les soques UPEC de la resposta innata de defensa de I'hoste, mitjancant la fagocitosi
i la neteja per micci6, gracies a la interaccié de FimH amb les cél-lules epitelials de la bufeta.
Produint una senyal de transducci6 en cascades que origina 'anclament del bacteri a les cél-lules
superficials. La cascada per a la formacié d'IBC és part d’'un mecanisme que revela com E. coli es
capac d’evadir la defensa innata i addicionalment podria explicar les caracteristiques cliniques

de les IU, com a podria ser la predisposici6 o la recurréncia3? (figural7).

Figura 17. Formacié i maduraci6 del intracel-lular bacterial communities. Adaptada de Kau et al.,
200532,

Heservar i
recurrencia

4. IBC tarda:

2. IBC inicial; 3. IBC mitja: canwvi

1. Colonitzacic
jinvasio creixement ales propietats sortida i
intracéd-lular rapid d'una lespécie de filamentacic
biopel-licula

De la mateixa manera es coneix que durant el procés de la IUA tenen un paper primordial els FV
que codifiquen elements d’adhesio, ja que son els que permeten l'ascensié de soques UPEC fins
al ronyd i causar pielonefritis. En aquest sentit el model animal ha permeés esquematitzar la
interaccié de les diferent adhesines al rony6 del ratoli i extrapolar-les a I'anatomia humana

(figura 18).
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Figura 18. Participaci6 de les diferents adhesines durant el procés d’infeccié per soques UPEC al
ronyo0. Presa de Lane i Mobley 2007132,
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Actualment es disposa d’un elevat nombre de publicacions que utilitzen models animals per a
causar IU (taula 15). Tots ells utilitzen diferents permutacions pel desenvolupament de la
tecnica per exemple: animal (especie, estirp, edat, pes, etc), via d'inoculacié (dins de la bufeta o

uretral), inocul (concentraci6 o volum), perfusio, etc.

El model d'IUA s'utilitzara, amb el proposit de comprovar la capacitat de produccié d'infeccié de
I'aparell urinari en funcié dels factors de viruléncia que continguin i el grup filogenétic al qual
pertanyin. Depenent de la capacitat de viruléncia de cadascuna de les soques s'espera obtenir
animals amb diferents graus d'infecci6 de les vies urinaries, que podran variar des de la no
visualitzacié de simptomes clinics compatibles amb malaltia urinaria, passant per quadres de
cistitis, pielonefritis o en casos extrems d'infeccié generalitzada. Aquest model s'ha seleccionat ja
que mimetitza les condicions fisiologiques humanes en molts aspectes i per tal motiu ha estat
utilitzat previament per altres autors (taula 15) per a estudis similars d'infeccié de les vies

urinaries.
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Taula 15. Diferents models d’experimentacié animals descrits a la literatura per a valorar infecci6 urinaria.
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3.1.2 Septicemia

Per aquest tipus d’infeccié generalitzada els models d’experimentaci6 animal s6n més
limitats. No pel fet de la seva poca utilitzacid, sind per la gran estandarditzaci6 que van
generar dues publicacions (Picard et al., 199910 i posteriorment Johnson et al., 2006133). El
primer va descriure el model experimental en ratoli en si mateix i posteriorment el segon
utilitzant la mateixa metodologia del primer i va afegir els criteris de valoraci6 que
posteriorment altres autors utilitzen conjuntament. Encara aixi, es poden trobar altres

protocols diferents que valorar la infecci6 generalitzada causada per soques ExPEC.

El model d'infeccié muri subcutani, s'utilitzara amb I'objectiu d'avaluar la viruléncia de les
soques d'E. coli de diferents origens. Aquest model ha estat utilitzat previament per altres
autors (taula 16) amb l'objectiu de determinar el potencial patogen de soques causants

d'infecci6 extraintestinal.

3.1.3 Altres models experimentals utilitzats per a valorar soques d’E.coli

Addicionalment aquestes dos models préviament presentats, que valoren biologicament la
implicaci6 de soques EXPEC a nivell urinari i generalitzat; es poden trobar altres tecniques
d’experimentacié animal (taula 17) que es poden utilitzar actualment per a valorar
diversos quadres clinic causats per les soques ExPEC. En particular, s’han descrit models
animals per a soques d’E. coli causants de meningitis, peritonitis, mastitis, endometritis,
queratoconjuntivitis en humans; patologia en aus o simplement per a demostrar la

colonitzacié intestinal d’un tipus particular de soca.
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Taula 16. Diferents models d’experimentacié animals descrits a la literatura per a valorar bacteriemia o septicémia.

. Animal utilitzat . . s Indcul Seguiment
publicatpegr ——————— ———— Tipus d'inoculacio —_————————— .
Espécie Estirp Sexe Edat o pes n per grup Vehicle [[UFC) o (UFC/mI*)] Volum (ml)  (dies)

Nagy,etal., 2006  Ratolins NMRI Femelles 8 setmanes 10 Intravenosa (vena de la cua) Solucid salina 6,17 x 10%-5 % 10° 0,3 14
Mobley, et al., 2010 Ratolins CBA/) mice Femelles 6-8 setmanes - Intravenosa (vena de la cua) PBES "10%i "10° 0,1 -
Picard, etal., 1999 Ratolins Swiss-IOPSOrl  Femelles 6-8 setmanes (25-30 g) 10 Subcutania (abdominal) o intraperitoneal Ringer “10° 0,2 7
Khan, etal.,, 2002  Ratolins ICR Femelles 8 setmanes 5 Intraperitoneal - "10° - -
Le Gall, etal., 2007 Ratolins OF1 Femelles 3-4 setmanes (14-46 g) 10 Subcutdnia (abdominal) Ringer "10° 0,2 7
Dartois, et al., 2005 Ratolins ICR (neutropenic) Femelles 4 setmanes (21-24g) - Intramuscular (cuixa) PBS “10% 0,1 -
Bulik, etal., 2010  Ratolins ICR (neutropenic) Femelles 18-20g - Intramuscular (cuixa) - “10% 0,1 -
Bull, et al., 2011 Ratolins Hsd:NIH Swiss Femelles 4-6 setmanes - Intramuscular (cuixa) - 2-3x10° 0,04-0,05 -
Li, etal., 2012 Ratolins ICR (neutropenic) Femelles 18-20g 6 Intramuscular (cuixa) - 5x10° - -

Taula 17. Diferents models d’experimentals utilitzats per a avaluar la viruléncia de soques d’E. coli.
Animal utilitzat

Model experimental Publicat per ———————————————————————————  Tipusd'inoculacio Altres aspectes rellevants
Especie Estirpe Edat o pes
Pneumania Esposito i Pennington, 1983 Ratali C57BL/6 Femelles 14-16g Intratraqueal Maodels per a testar diferents bacteris (A. Baumannii, 5. aureus i K. Pneumoniae)
Ricard, 1., 2012 Ratoli BALB/C Mascles 6-8 setmanes Nasal
Meningitis Bortolussi, et al., 1978/Kim, K.S., 1985 Rata Sprague-Dawley Mascles i femelles 5 dies Intraperitoneal Madel de tractament antibiatic (CTX, IMI-cilastatin, AMP-GEN i AMP- CLR}

Patogénesis aviar

Cocobacilosis Peighambari, et al., 2000 Pollets - - 2-4 setmanes Aerosol intranasal

Dozois, et al., 2000 Pollets White Leghorn - 3.5 setmanes Sactoraxic d'aire

Tivendale, et al. 2010 Pollets Leghorn - 8dies Intratraqueal

Zhao, et al., 2009 Pollets - - 1dia Subcutania
Letalitat embrionaria Nolan, 1992 Pollastre Ous - 12 dias Cavitat alantoidea

Tivendale, et al. 2010 Pollastre Ous - 12 dias Cavitat alantoidea

Altres models

Colonitzacio intestinal Maura, et al., 2012 Ratali BALB/C Yl Femelles 7setmanes  Oral (per mitja de l'aigua) Test de resisténcia a bacteriofags

Vimont, et al., 2012 Ratoli CD-1 Femelles psetmanes  Oral Modificacid de |'assaig classic de colonitzacio del ratoli
Mastitis Elezar, etal., 2010 Ratoli C3H/HeN i C57BL/6 Femelles 7-8 setmanes Intramamari Asssaig de competicid bacteriana intramamaria
Endometritis Sheldon, etal., 2010 Ratoli C57BL/6 Femelles 6-8 setmanes Intrauterina Model de inflamacid pelvica del bestia bovii roedors
Queratoconjuntivitis  Sereny, 1957 i Ruiz-Perez, etal., 2011  Conillet d'indies - - - Ocular
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I1.Objectius







L’objectiu principal del treball que es presenta ha estat el desenvolupament de models
murins d’experimentacié animal per a I'avaluacié de la viruléncia i patogenicitat de soques

d’Escherichia coli. Per aix0 s’han proposat els segiients objectius concrets:

1. Determinar el grup filogenétic, els factors de viruléncia i altres caracteristiques
biologiques d’'un grup de soques d’E. coli d’origen urinari i intestinal; amb la
finalitat de seleccionar les soques utilitzades per als estudis amb els models

experimentals in vivo.

2. Estandarditzar dos models murins d’experimentacié animal per a l'avaluacio6

d’infeccions extraintestinals causada per E. coli.

3. Avaluar el potencial virulent i patogen en dos models murins de les soques d’E.

coli aillades de femta i d’orina de dones durant el curs d’una cistitis.
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II1. Materials i Metodes







1. Seleccioé de soques bacterianes

Amb la finalitat d'avaluar el potencial patogen de soques d'E. coli en models
d’experimentaci6 animal murins. Es van seleccionar 20 soques cliniques pertanyents a una
col-lecci6 previa de 111 soques utilitzada per Moreno et al., 200860, Aquestes van ser
aillades de 42 dones amb sospita de cistitis aguda no complicada. De les quals 42 es van
aillar d’orina i 69 de mostres de frotis rectals de les mateixes dones, que van consultar el
servei d'urgencies de 1'Hospital Vall d'Hebron en Barcelona entre gener de 2004 i marg de
2006. Els criteris d’inclusi6 de les pacients van ser: i) edat compresa entre 18 i 65 anys, ii)
evidencies cliniques i de laboratori compatibles amb cistitis no complicada, tenint en
compte els descrits previament per Moreno et al., 20065%, iii) sense tractament antibiotic
previ dins dels 21 dies segiients a la presentacio i iv) E. coli com a I'tinic microorganisme

aillat al'orina.

En aquest estudi previ de Moreno et al.®® es va estudiar el grup filogenetic (GF) i la
preséncia de unicament 16 gens que codifiquen factors de viruléncia (FV). Per aquest
motiu, aquesta vegada es va seleccié la totalitat de les soques (111) amb I'objectiu de

determinar la presencia de vuit illes de patogenicitat (PAI).

Addicionalment, es van utilitzar dues soques d’E. coli; que van actuar com a controls de
procediment al llarg dels experiments. Com a control negatiu es va escollir la soca de
laboratori sense virulencia K-12 (MG1655), mentre que com a control positiu es va
utilitzar la soca uropatdogena CFT073. La qual va ser aillada d’un procés pielonefritic i que

posteriorment va causar septicemia.

2. Metodes microbiologics

2.1 Medis i condicions de cultiu

Com a medis de cultiu es van utilitzar medis solids, semi solids i liquids. Per a la seva
preparacié es va utilitzar per a tots, aigua ultra pura MQ obtinguda mitjan¢ant I'aparell
Ultra-pure water system Milli-Qpus 185 (Millipore). La composicié de tots els medis de

cultiu, suplements i solucions utilitzades en aquest estudi es detalla a 'annex A.

Un cop preparats tots els medis de cultiu i solucions, es van esterilitzar per calor humit a

121 °C durant 15 min en un autoclau S100 (Siemens). En el cas dels medis solids, després
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d’autoclavar-los es van deixar refredar fins a una temperatura aproximada de 50 2C i es
van dispensar en volums de 20 ml en plaques de Petri de plastic esterils (Sterilin); i una

vegada solidificats van ser emmagatzemats a 4 °C fins la seva utilitzacié.

La inoculaci6 dels microorganismes en medis liquids es va realitzar a partir d’'un cultiu de
nit fresc (ON, Over-Night). El qual, es prepara el dia anterior a 'assaig per resuspencié
d’una colodnia fresca; previament sembrada en agar sang i incubada a 37 2C per 18-24 h en
10 ml de medi LB (Luria Bertani) liquid esteril en una ampolla (Pyrex®). Es va deixar
incubant tota la nit (durant un minim de 16 h) i al dia segiient es va realitzat una dilucié de
I'ON en la quantitat requerida de medi nou esteril (dilucié6 1/1.000, 1/100 o 1/50 en
funcié de I'estudi). La incubacié dels cultius es feia a 37 2C i sol ser en agitacio, a no ser que
s’especifiqui el contrari, la qual es va fer a 140 rpm en un agitador Thermoshake

(Gerhardt).

Les mesures de creixement bacteria es basen en i) recompte de bacteris viables en medi
solid (UFC, Unitats Formadores de Colonies) ii) i també utilitzant la determinacid
espectrofotometrica de la densitat dptica (DO) dels cultius liquids a una longitud d’ona
depenent del medi de cultiu utilitzat: 550 nm pel medi ric LB i 600 nm per a soluci6 salina
o PBS. Per a fer la lectura d’absorbancia es va fer servir un espectrofotometre UV-1700
PharmaSpec (Shimadzu) el qual utilitza per a llegir les lectures d’emissid, cubetes
d’espectrofotometria de metracrilat SMPM-010 (Labbox); carregades amb un mil-lilitre de

cultiu.

Per a les centrifugacions es van utilitzar diferents tipus de centrifuga, depenent del volum

de mostra, de manera que:

=  Per a volums per sota a 200 pl es va utilitzar la centrifuga mikro 20 amb rotor 2036

(Hettich Zentrifugen) amb una velocitat maxima de 13.000 rpm.

= Per a volums inferiors a 1,5 ml es va utilitzar la centrifuga Biofuge 13 amb rotor 3757

(Heraeus Intruments) amb una velocitat maxima de 13.000 rpm.

= Per a volums iguals o inferiors a 50 ml es va centrifugar els cultius en tubs de
polipropilé (Nirco) de 50 ml en la centrifuga Z326K amb rotor 221.18 (09/018). La
qual permet a més, la centrifugacié refrigerada amb una velocitat maxima de 18.000

rpm.

92



2.2 Serotipificacio

La presencia dels antigens O i H es va determinar per aglutinaci6é seguint el métode de
Guinée et al., 1981134, Emprant tots els antiserums disponibles O (01-0185) i H (H1-H56).
Aquestes técniques van ser realitzades al Laboratorio de Referencia de E. coli (LREC) en

Lugo (Espanya). http://www.usc.es/ecoli/

2.21 Determinaci6 de I’antigen O

Es van emprar els 173 antiserums O capagos de reaccionar especificament amb els
antigens 01 a 0185 d'E. coli. Aquests antiserums es van obtenir al LREC immunitzant

conills i van ser absorbits per a eliminar les reaccions creuades causants de falsos positius.

Els 173 antiserums O monovalents es van repartir en 25 antisérums polivalents formats
per 6 o 7 antiserums monovalents. La dilucié final dels antiserums individuals en el

polivalent coincideix amb la dilucié d'assaig (1/40 o 1/80).
2.2.1.1 Preparacié de les suspensions bacterianes
» Cultivar les soques en Tryptic Soy Agar (TSA) (Oxoid) (37 2C durant 18h).
= Resuspendre els bacteris en 2 ml de solucié salina (0,9% NaCl) i ajustar la
concentracié bacteriana (1,8 x 109 bacteris/ml) per comparacié amb el tub n. 6

de l'escala de Mc Farland.

= Escalfar la suspensié bacteriana a 100 2C durant 1 h per a eliminar la paret

cel-lular i desemmascarar l'antigen O.

* Un cop refredat, afegir 2 ml de soluci6 salina formalinitzada (0,5%) contenint
violeta de genciana (0,005%). Conservar les suspensions bacterianes a 4 2C

durant un maxim de dues setmanes.

2.2.1.2 Determinaci6 presumptiva del serogrup O

» Enfrontar les suspensions escalfades a 100 2C durant 1 h amb els 25 antisérums

polivalents a la dilucié d'assaig. Per aixo, afegir a 50 pl de cada antiserum, 50 pl
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2.2.1.3

2.2.2

de la suspensid bacteriana escalfada, formalinitzada i tenyida. Tapar la placa i

incubar (37 ¢C durant 18 h).

Si la soca Dbacteriana déna
aglutinaci6 amb algun dels
antiserums polivalents empleats, es
realitza a continuaci6é el mateix
procés amb els antiserums O
monovalents inclosos en el

polivalent corresponent. Realitzar

la confirmaci6 del serogrup O amb les soques que hagin estat aglutinades per
un o més antiserums O monovalents. Si la soca és negativa amb tots els

antiserums es considera no tipable (ONT).
Confirmacio del serogrup O

Col-locar 50 ul de solucié salina en tots els pouets de cada fila, excepte en el n. 1.
Afegir als pouets ndm. 1 i nim. 2 de cada fila 50 pl de la dilucié d'assaig del
antiserum O corresponent. Fer dilucions seriades (1/2) transferint 50 ul de la
barreja del pouet nim. 2 al nim. 3, barrejant i repetint 'operaci6 fins a arribar
al pou ndm. 10. Utilitzar els pous nim. 11 i 12 com a controls negatius,
rebutjant els 50 ul que sobren després de barrejar en el pouet n. 10.

Afegir 50 pl de la suspensid
bacteriana escalfada,
formalinitzada i tenyida als 12
pouets de cada fila, comengant pel
n. 12 i avangant fins el n. 1. Tapar
les plaques i incubar (37 <°C

durant 18 h) i fer la lectura dels

resultats determinant els titols.

Determinacio de I'antigen H

Es van emprar 53 antiserums (H1 a H56-I'Statens Sérum Institut, Copenhaguen). Els 53

antiserums H monovalents es van repartir en 10 antisérums polivalents formats per 50 6
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antiserums monovalents. La dilucié final dels antisérums individuals en el polivalent

coincideix amb la dilucié d'assaig (1/200).

2.2.21 Procediment per a la detecci6

* Donar a les soques tres passades consecutives (37 2C durant 48 h) en tubs en
forma d'U amb medi semi solid per a mobilitat MIL (Motility-Indole-Lysine,
Difco™) a fi de potenciar I'expressi6 dels flagels. Si la soca és mobil continuar el
procés. En cas contrari, donar tres noves passades i, si continua sent immobil, es

considerara H- o HNM (H no mobil).

= Sembrar en 7 ml de BHI (Brain-Heart Infusion, Difco™) i incubar (37 2C durant 6-
8 h a 80 rpm). Afegir 7 ml de solucié salina formalinitzada sense violeta de
genciana i deixar els tubs a temperatura ambient una nit. La terbolesa dels tubs
tractats amb soluci6 salina formalinitzada ha de ser comparable a la del tub n. 2

de l'escala de Mc Farland.

= En tubs de vidre tipus Kahn, afegir 0,5 ml de la suspensié bacteriana
formalinitzada i 0,5 ml d'antisérum polivalent H diluit a 1/200 i incubar (45 °C
durant 2 h en bany serologic). Realitzar aquest procés amb cadascun dels

antiserums H monovalents inclosos en els antisérums polivalents positius.

Figura 19. Reacci6 d’aglutinacié per als antigens H.
L’aglutinacié es tradueix en la formacié d'una pel-licula
en el fons del tub, amb el sobrenedant transparent (tub
de l'esquerra). En els cultius negatius la manca
d'aglutinacié suposa que el sobrenedant continua térbol
(tub de la dreta). Si hi ha aglutinaci6 amb algun dels
antisérums s'estableix 1'antigen H Si no hi ha aglutinacio
amb cap dels antiserums, es considera que té un antigen

H no tipable (H? O HNT).

2.3 Determinacio fenotipica de resisténcia

L'estudi de sensibilitat als antimicrobians es va realitzar mitjancant la tecnica de disc

difusié en placa de medi de cultiu Mueller Hinton (Biomérieux) utilitzant tabletes (Neo-
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Sensitabs™) carregades amb concentracions especifiques d’antibiotic (Rosco Diagnostica
AS) (Peu de taula 45).

Figura 20. Resisténcia fenotipica d’'una de les soques d’E. coli (14334) del present estudi.

2.4 Recompte de bacteris viables en placa

Aquesta técnica va ser de vital importancia durant els procediments portats a terme
durant el desenvolupament experimental d’'aquesta tesi. Els recomptes d’unitat
formadores de colonies (UFC) o també anomenats recomptes de cel-lules o bacteris
viables en placa va ser necessari per a coneixer el nombre de microorganismes “vius” o
UFC en una mostra determinada (preparacions d’inocul o mostres recuperades dels
animals d’experimentaci6). Per tal de determinar aquest nombre, es determina la
quantitat de microorganismes amb capacitat de dividir-se en el medi adient, que

anomenem viables.

=  Es parteix d'una mostra liquida a la que es vol determinar la concentracié de cel-lules
desconeguda. Utilitzant plaques de microdiluci6 de 96 pous esterils (Nirco) es
dispensa 180 pl de soluci6 dilusora (Ringer o PBS) a tots els pous necessaris més 20 pl
de mostra, per a arribar a un volum de 200 pl. Seguidament es preparen banc de
dilucions decimal per a cada mostra i es sembren 40 pl de la dilucié escollida en agar

LB, fer la sembra per duplicat i com a minim a de dues dilucions.

= Passat el temps d'incubacié (24 h a 372C) necessari perque els microorganismes

creixin i es formin colonies visibles, es compten el nombre de cél-lules viables
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considerant que cada colonia visible prové originalment d’'un Unic microorganisme
aillat.
Si la realitzaci6 del recompte ha estat correcta, han d’apareixer un nombre
aproximadament igual de colonies a cada réplica, indicatiu del fet que la manipulacié ha
estat adequada. Alhora, s’ha de mantenir una relacié decimal decreixent entre les dilucions
sembrades. Per a fer els recomptes, inicament es consideren valides les plaques amb un
nombre entre 15 i 300 colonies (com més colonies hi ha a la placa, més possibilitats que hi

hagi solapament de diverses UFC en una sola colonia).

El resultat final s’expressa com a la mitjana del nombre de microorganismes UFC per
mil-lilitre o gram. Per a coneixer el nombre de microorganismes viables per unitat de

volum en el cultiu inicial, s’ha de seguir les indicacions segiients:

=  Comptar el nombre de colonies presents a cada placa sembrada, expressant-ho com a
UFC. Una placa sera invalida per al comptatge si presenta menys de 15 UFC o més de
300 UFC. Per a fer aquest comptatge es va fer servir el sistema de captura d’'imatges
GelDoc™ XR amb llum blanca (Bio-Rad) i el programari d’analisi de la mateixa casa

comercial Quantity One-Colony Count.

= (Calcular la concentracié cel-lular (UFC/ml o g) per a cada placa valida i posteriorment

informar la meditjana dels recomptes per a cada mostra.

UFC Zculf:-rliu:-i

mL  volum mostra sembrada a la placa = dilucié mostra sembrada

2.5 Cinetiques de creixement en medi liquid

Per a estandarditzar els indculs es van realitzar cinétiques de creixement per a cada una
de les soques a inocular en als models d’experimentacié animal, amb I'objectiu d’establir

una correlacié entre DO i recompte bacteria.

La realitzacid dels estudis de cinética de creixement de les diferents soques bacterianes es
va realitzar des d'una ressembra inicial d’1/1000, d’'un cultiu ON de la soca desitjada en
medi LB, es van incubar les ressembres a 37 2C amb agitaci6 i es va avaluar la DOsso del

cultiu cada 20 minuts fins la seva entrada a la fase estacionaria.
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2.6 Preparacio dels inoculs d’experimentacié animal

Les mostres que es van inocular en els ratolins es van preparar abans de la seva
administracié al model animal. Es va partir sempre d'una soca d’E. coli conservada a -80°C
en medi liquid TSBG (Tryptic Soy Broth + Glicerol), 1a qual es va sembrar per esgotament
dins d’'una placa d’agar sang (Biomérieux) incubant-se a 37 2C durant 24 h. L’objectiu
d’aquest pas és confirmar la puresa del cultiu i obtenir colonies aillades en una placa
fresca. Després d’aquest creixement es van continuar dos protocols de preparacié

independents i diferents per a cadascuna de les vies d'inoculaci6 (figura 21).

Figura 21. Preparaci6 dels inoculs per a les vies d’'inoculacié subcutania i transuretral.

suar.t,l‘rhmm Ressembra
3 = des de colonia
?;:;i,gﬂ: 37°C/24h ; 379C/3-4h _ Calcul de concentracio
en TSBG a + Agitacio d'inocul
Ir" -802C |
372C/24h Rentats amb ¢
— Ringer
E . 4 2 3 ol T
5< g j—l
2) ® @ C
Rte. UFC/mL Mesurar DO Concentrar
E Rentats amb
T T PBS T

37°C/24h e 378C/24h . Calcul de concentracio
Tl s - d'inocul
s Ao
ON des de Ressembra des
colonia de ON (1/1000)
2.6.1 Inoculacié subcutania

Partint des d'una colonia aillada en una placa fresca sembrada en agar sang el dia anterior
i després de fer una ressembra d’'una tnica colonia en 50 ml de LB liquid a 37 2C durant
com a maxim 3-4 hores en agitaci6 (figura 21). Un cop obtingut el creixement amb una
DOsso de + 0,8 es va aturar el creixement refredant els cultius en gel i tot seguit
centrifugant-los a 4 °C durant 5 minuts a 5,000 g. Posteriorment, es va a decantar el
sobrenedant i es va rentar el pellet bacteria dues vegades amb solucié de Ringer (NaCl

0.9%). Finalment, el pellet es va resuspendre en al vehicle d’inoculacié (solucié Ringer)
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fins una DOggo entre 0,020 i 1,499 depenent de la concentraci6 final d’inoculacié al model
animal (1 x 107 -5 x 10° UFC/ml) que es va confirmar per recompte en placa de bacteris

viables.

2.6.2 Inoculacio transuretral

La preparaci6 dels inoculs bacterians per a la via transuretral (figura 21) van comencar
amb la sembra d’'una placa d’agar sang amb 72 h d’anticipacié a la inoculacié. Aixo, degut a
que previ al dia de preparacié d’'indcul s’hauran de preparar dos cultius en dies
consecutius. El primer dia en 10 ml de LB liquid, on es fara I'ON des de colonia pura i el
segon dia en 50 ml de LB liquid on es fara una ressembra 1/1.000 del ON del dia anterior.
Cada un dels dos cultius es van incubar ON a 37 2C, pero cap d’ells amb agitacid, per a
afavorir 'expressio de fimbries. Posterior aquest pretractament del cultiu es va seguir el
mateix protocol que per a la preparacio6 del indcul d’administracié per via subcutania fins
una DOgoo entre 0,150 i 2.400 depenent de la concentracié final d’'inoculacié al model
animal (2 x 107 -5 x 1010 UFC/ml) que es va confirmar per recompte en placa de bacteris

viables.

3. Metodes de caracteritzacio molecular

3.1 Electroforesi en gel de camp polsant

Els perfils de PFGE (Pulsed field gel electrophoresis) que es van generar per restriccié de
DNA encastat en agarosa SKG al 1,2% (Seakem Gold Agarosa, Lonza) es va aconseguir amb
0,2 U/pl Xbal (Roche) d'acord a les instruccions del fabricant. El DNA genomic digerit amb
Xbal es va analitzar en gel d'agarosa a 1'1% en 0,5X de TBE a 14 ° C mitjan¢ant 1'as de
CHEF-DR®II (BioRad). Quan va ser necessari repetir el procediment degut 'obtenci6 de
mostres no tipables, es va afegir thiourea (Thiocarbamide; (NHz):CS, Sigma-Aldrich®) a una
concentracié de 20 mg/ml. El temps d'execuci6 va ser de 21 hores a 6 V/cm, amb temps de
connexio inicial i final de 2,2 i 54,2 s, respectivament segons el protocol estandarditzat de
PulseNet. El gel es va tenyir amb bromur d'etidi (1 mg/ml) (Sigma-Aldrich®) , observat
amb UV (figura 22) en el sistema Gel Doc™ XR (Bio-Rad), i es van analitzar amb el
programari Gel Compar Il (Applied Maths, St-Martens-Latem, Bélgica). L'analisi dels perfils
de macrorrestriccié es va analitzar utilitzant 1'index estadistic Dice basat en el métode
d'agrupament de parells no ponderat utilitzant mitjanes aritmétiques (UPGMA) amb un

valor de tolerancia de posicié a 1,0% per a generar dendrogrames que reflecteixen la
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distribucio de les soques entre els perfils de PFGE. Els aillats es van considerar clonals si el
seu index de similitud (coeficient de discriminaci6) era > 85% segons els criteris de

Tenover (<6 bandes de diferéncia)?3s.

Figura 22. Gel d’electroforesis en camp polsant al 1%.

3.2 Reaccio en cadena de la polimerasa (PCR)

Els productes d’amplificacié es van obtenir després d’utilitzar termocicladors (Gene Amp®
PCR System 2700 (Applied Biosystem) programats per a realitzar cicles de temperatura que
permetessin 'amplificaci6 dels fragments per la polimerasa. En cada reacci6 d’amplificacié
es va introduir un control negatiu amb aigua destil-lada per a eliminar la possibilitat de
qualsevol contaminacié. De la mateixa manera sempre es van utilitzar control positius per

a cadascun dels gens en estudi.

3.21 Extraccié de DNA cromosomic des de cultiu pur

= Agafar una o unes coldnies i resuspendre-les en 100 pl d'aigua MQ contenida dins
d’un tub eppendorf per a PCR.

=  Escalfar la suspensié 95 °C durant 10 minuts.

= Centrifugar la suspensid escalfada a 13.000 rpm durant 3 min.

=  Del sobrenedant fer una dilucié 1/1 i finalment tindrem I'extraccié de DNA feta.
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Factors de ylruléncia

3.2.2

Oligonucleotids utilitzats en I'estudi

Els oligonucleotids que es van utilitzar a les distintes tecniques de manipulacié del DNA

van ser proporcionats per les cases comercials Invitrogen™ o Sigma-Aldrich® i es detallen a

la taula 18. Van ser reconstituits a una concentracio final de 200 pM i conservats a -20 2C.

Taula 18. Gens amplificats i primers utilitzats en les diferents reaccions de PCR.

Adhesines

FLul!

F ¥ | L—
papiH
pep

pap EF

pap G

papd allele 1

papG allele ©
papiG allala i
papl allele 1N
paph allale v
papG allele v

tfas

afa/fdra BC
afaEs
faedc
bmeE
gaf o

doG

e

hra

1z

FimH
FimH r
FimAVMT e
FImMAVMTME-r
Papa f
Faphr

PapC !

PapCr
PapEF f
PapiF r

pap G+ Gl r
papiE f
paphl'i
papG-|
papis-lr
papG-1' 1
papt-l ¢
papiG-ii f
papG-lir
papiz Nt
papt-1
papGiv f
papGIV

tfal
sfal
slast
slasr
afaf
Afar
ataEg !
alaERr
foets
fooG r
brma £l
bma E2
gal O
gafif
clpG f
clpGr
IHA-F
IHA-R
hra £
Rrar
frf
f7r

Hiponuclebiid {5 - 1°)

TGCAGAACGEATAAGCCGTGE
GLAGTCACCTGOOCTOCGGTA
TCTGGCTGATACTACACT
ACTTTAGGATGAGTACTG
ATGGCAGTGGTGTCTTTIGGTG
COTOCCACCATACGTGCTCTTC
GTOGCAGTATCAGTAATGACCOTTA
ATATCCTTICTGCAGGGATGCAATA
GEAACAGEAM GCTGETTGCATCAT
AGAGAGAGCCACTCTTATACGGACA
ACTATCCGGCTOOGOATAAMDCAT
CTGTAATTACGGAAGTGATITCTG
TECAGAAATAGE TCATGTAALLOG
TCOTGCTCAGGTCCGGANTTT
TGOCATCCCOCAACATTATCS
CTACTATAGTTCATGL TCAGGTT
CTGCATCCTCCACCATTATCGA
GGAATEAGOGGGCCTTTEAT
CEGGCCCCCAAGTAACTOGR
GGCCTECAATGGATTTACCTGS
CCACCAAATGACCATGOCAGAL
GACTATTETGGTTATGATTE
CAATGAATTAAGGTTTAG

CTECGGAGAAC TGRGTGCATCTTAL
COGAGGAGTAATTACAAACCTGGIA
CTOCATACCACCATTACTSTG
COGCCAGCATTCCCTGTATIC
GELAGAGGEDOGGLAACAGED
COCATAACGCGCCAGLATCTE
CTAACTTGCCATGLTGTGA CAGTA
TTATCCCCTGOGTAGTTGTGAATE
CAGCACAGGLAGTGGATACGA
GAATGTOGECTGCOCATTGET
ATGGOGCTAACTTGLCATGCTG
AGGOEOACATATASCCOOOTTC
CTCLCGGAMCTCGC TG TTACT

TG TGGADCGTCTCAGGGETC
GLGLGCTCTCTCCTTCAAL
COOCCTAATTCOTGGOGALD
CTGGLGGAGGLTCTGAGATCA
TCCTTAAGETCCCGOGGETGA
COAATCGTTGTCACGTTCAS
TATTTATCGOOCCACTCGTC
COEAGCTAATACTECATCARLT
TETTGATATICOGTTAACCGTAL
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Johnson, gt al, 200

Moulm-Schowler, et., J007

lohnsaon, ot o, 2008
fohnson, et of, 2000
iohnson, wt af,, 2000

tfohnson, el al, 2000

lehnson, &t al, 2000
tfohnson, ef al, 2000
tohnson, st of, MO0
Johnzon, ef of, 2000

Manning, et ai., 3041

dohnson, ef al, 2000

rehason, of al, 2000
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lohnson, ot al, 2000

Mehndan, e al., 2000

Bertin, ot al., 1598

johnzon, ef ol., 20008

Bingen, et ol, 2007

Bortin, &t of, 1998



Factors de wirulinda

(Continuacid) Taula 18. Gens amplificats i primers utilitzats en les diferents reaccions de

PCR.

cal per PCH [bp)

Hufe

siderdfors oM ranee-F AAGTCAAAGCAGGGGTTGECOG BLS Iehnson, of ol X00h
Ironecsr GACGOCGACATTAAGACGCAG
el el TACCOOATTGTCATATGCAGACCGT asr AMoulin-Fohovier, gL, 2007
luelir AATATCTTCCTOCAGTOOGGAGARD
i A Aer] i GECTGEACATCATEGAACTGE 300 Jotinzea, ef ol 2000
Bl COTOOGGARCGEGTAGAATOS
Iﬁml Fyud f TGATTAACCCCOUGADGRG AN 820 fohagen, ¢fol, 2000
Fyul ¢ CGCAGTAGGEAOGATGTTGTA
ire & Inedi3-F GATGACTCAGCCACGGRGTAA 254 Rugsa, of ol 3001
IrefAd-R CCALGACTCACCTCALGAAT
Toxines fuly & Ry AACASCOATAAGCACTGTTCTGSIT 1177 Johnson, ef ol . X000
Ry ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA
hiyD hlyD 1 CTOCGGTACGTGAARAGGAC ak Hogker, fe of,, 1988
hlyD ¢ GUCCTGATTACTGAAGDCTG
hiyF hily TOGTITAGGGTGCTTACCTTCAAL s Adorales, et af, 3004
hly ¢ TIMEGCGaTTTAGGCATTCC
enfd conenf f ATCTTATACTGGATGGGATCATCTTGE e 41
conenl f GraGaACGACGTTCTTCATAAGTATE
ol A eastlf CCATCAACACAGTATATCOG 100 Yomoemole, ¢f of, 195§
eastir GETOGLGAGTGACGGCTTTG
cdre odts GAARATABRATGGAACACACATGTONG S30 Iahasen, ¢ al, X000
cedtsr AAATETCCTGCAATCATOCAGTTA
edits-F' GAAAGTAAATOGAATATAAATGTCCG
cdts-1 AAATCACCAAGAATCATCCAGTTA
cihB clbB GATTTGOATACTGOCGATARICG 57 Johnson, ef ol X008
clod s COATTIOCCGTTTIGAGCACAL
ol clbr 1 GITTTGCTOGOCAGATAGTCATTC FEES Johnsen, of ol 08
clbM r CAGTTOGGGTATGTGTGEAAGD
pic pic f GOGTATTGTCCGTTCOGAT 1300 Walore-Gadsden, ef o, J007
pler ACAACGATACCGTCTOODG
tsh tshf CCGTACACAAATACGALGE 300 AMaurer, etal, 1338
tshir GERATEOCOCTGCAGOGT
! P GAGCTACCGCAATAGGAGET LN Guper, ¢f ol, 2000
sat-R CATTCAGAGTACCGGGGICTA
Wil vatf AGAGACGAGACTGTATITGE 89 Aarrs, & al, 203
watr GTEAGGTCAGTAACGAGCAL
Protectines  kpshd 11 kil f GLGCATTTGCTGATACTGTTG 2T dohnson, et ok, 2000
ki CATCCAGACGATAAGCATGAGLA
kpy MT I-KL (newl] kL1 TAGCAAACGTTCTATTGATRE 153 Jothnzon, ef ol, 2000
kpsMT I-EZ(KHC] k21 TAGCAAADGTTCTATIGETEL 300 Nowrownarn, el of,, 2001
k2r CATECAGACGATAAGCATGAGEA
ks MT H=KS kS f GUCACCAACTGTORCAAAN DS -
kSr TGTCGOCCAANCARARNGATT
kps MT I kpsin f TCCTCTTGETACTATTCCCCCT k13 Jahneon, ef ol, X000
kpslll ¢ AGEOGTATCCATOCCTCCTAMD
ks K15 k151 ACGGATTCACGACAAAGITT 581 Erhmeider, of ol 23002
kiS¢ GECAAATATCGECTTGEETTA
vt eval f CACACACARACGEHGAGCTGTT BaO Johaton, eral, 2000
oval r CTTOCCGEAGEATAGTTOCAT
55 Iss f CAGCAACOCGAACCACTTOATG a3 Jhonson, et ol J002
Issr AGCATTGCOAGAGCGOCAGAN
traT TraTl GOTETGOTGCGATGAGCACAS 250 Jotinion, ef ol 2000
TraTr CACGETTCAGCCATCCCTEAR
ifc el ATCCATCAGGRAGGGEACTGGA e Johason, of ol, X000
e AACCATACCAACCAATGEGAG
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(Continuacid) Taula 18. Gens amplificats i primers utilitzats en les diferents reaccions de

PCR.
Catrgmia Dligmnucledtid (5 - 3] ampliticat per PR [Bp) Relerénria
Albres omp T ompT | ATCTAGOOGAAGAAGGAGST 555 Thomosser, ¢f ol, 2012
ompTr CCCGGOTCATAGTGTTCATC
'é ipeA ibelnf AQELAGOTGTACELCGLGTAL 1 Johnson, et o, 2000
- |B&llr TGGIGETOCGLEAAACCATGE
% i o HT § ACGATOLALGLAALTIGALG =y Ganmon, ral, 1577
4 HP GEGTTGETCETTELAGAALL
g wig wsp f ACATTCACGELAAGCCTCAG 240 Bauer, of al, 2002
E gt AGCRAGTTOCTEGTRAALGE
PR Ly RPAGT GORACATCCTGITACAGCGOGEA 930 Johason, of ol 2000
R r TOGCCADCAATCACAGECGAAL
ohu & Chud.1 GACGAACCAACOATCAGHAT 79
Chua.2 TEOOGCCAGTACCARAGALH
arugs filogisnatic pon ey TGEAMETGECN BRARRGLYG m Clarmant, at al., 2000
T ATOGAGAATGEGTTOCTCAND
TEPE4.C2 TipE4C2L1 GAGTAATATCGGEGCATTCA 152
TspLaC2.2 CGOGCCAACAAACTATTACG
Pk e 19 TAATGOOGCAGATTCATTGTC 12040 Sobabéd, et ol 2006
110 AGGATTTGTCTCAG GETTT
Pl se orf lup CATOTCCAAAGCTOGAGCE 1000 Sobobé, et ol, 2006
cirf 1o CTACGTCAGGETGGCTTTG
Py 534 ilaall COGRCATOCATCAATTATCTTITG 200 Dabirindl, of ai., 00T
sTadll TATGTAGATECAGTCACTECG
e F"PJ-JH IRF2 FP AAGHATTCGCTGTTACDGGAC -1 Eorch, #t al, 1989
i |IRP2 RP TOGTOGEGCAGCGETTICTTCT
patogeniciat  Pal g papdait TOGTECTCAGRTOOGGANTTT 400 Johnsen, et ol 2000
papGlr TEECATCOCACATTATOS
P e hilyd GLATCCATGAAAACATGGTTAATGGG 2300 Landrowd, ef o, 2003
mnf GATATTTITIGITGCCATTGGTTACT
FAL = remea RPA GEACATCCTETTACAGDGOGCA uxn Johnzon, of ol, 3000
Rt TOOLLALCAATCALAGLAAT
Pidlyeeran clI0Fa. FEMT] ATRGATGTTETATCGLGE S Safarle, o ol JO08
ehid 7. 2Entd ACGAGCATOTGGATCTGL
Enterobocteniol Repetitive ERIC-1 ATOTARGCTOCTOGGEGATTCAL Variable Lhiang, e al., 2008
J.I'Itﬂ?!ﬂri COnEeNSLs ERIC-3 AAGTAAGTGACTOGOGTGAGOG | 10 ?JEH'H".\-]

*Lomunicstit perucnal amb | Blanes, 303 **Comynicacio pereonal smib JA [kanasn 3013,

3.2.3 ERIC PCR

Aquesta técnica permet determinar la variabilitat genética de soques d’E. coli gracies a
I'amplificacié de zones consensos intergéniques repetitives en enterobacteries (ERIC,
enterobacterial repetitive intergenic consensus) (figura 24), es va realitzar mitjancant el

metode descrit per Zhang et al., 2002123,

Per a I'amplificaci6 es va utilitzar el kit Taqg DNA Polymerase (Thermo Scientific) que inclou
I'enzim Taq DNA polimerasa, un tamp6 amb clorur de potassi (MgCl;), un tamp6 amb
(NH4)2S04 i una solucié de MgCl, 25 mM. En la majoria de casos es va usar el primer
tampd, de manera que quedava a una concentraci6 final de MgCl; d’1,5 mM (taules 18, 19 i

20).
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Taula 19. Preparaci6 de la mescla de reaccié per a 'ERIC PCR.

Heactius [ brviciaal | [Treasbardl] Valum
Tampd 10 1% 2.5l
Mgl 25 miM 3 mpA 3l
dNTRs (Fermantas) 100 b 0,2 phi 0.5l
Prirmer CRICL 10 A LpM 2.5l
Privnier ERIC2 10 A 1M 2.5l
raq DM palimerasa® SUful 15U 025 pl
Agua destil-lada 11,75l
DMNA 2l
Total reaccid FEQT]
" Tag DMA Folymerase [Tarmentas)
Taula 20. Programa de termociclador per a I'ERIC PCR.
Fase Temperatura Temps Cicles
Desnaturalitzacid inicial 958C 5 min 1
Desnaturalitzacio 952C 1 min
Hibridacio 528C 1 min 35
Elongacio 68eC 3 min
Elongacid final 729C 10 min 1
Conservacio L Indefinit
3.2.4 Multiplex PCR
3.24.1 Determinacio del grup filogenetic

La identificacio dels principals filogrups d'E. coli (A, B1, B2 i D) es va realitzar mitjangant
I'amplificacié de tres gens (taula 18 i 23) utilitzant una Multiplex PCR descrita per

Clermontetal., 20007.

Per a I'amplificaci6 es va utilitzar el kit Expand™ High Fidelity PCR System (Roche) que
inclou 'enzim Taq DNA polimerasa, un tampé amb clorur de magnesi (MgCl;), un tampéd
sense MgCl; i una soluci6 de MgCl, 25 mM. En la majoria de casos es va usar el primer
tampd, de manera que quedava a una concentraci6 final de MgCl, d’1,5 mM (taules 21, 22 i

figura 27).

Himiartius [endcial] [Trehall] Vokem
sz sz Tampd amb MgCl, o 1x 25l
Taula 21. Preparaci6 de la mescla de reaccio ... Prbluta PG T s 0.5
per ala Multiplex PCR de grups filogenetics. "™ ! oo R coo B
Primer Chuai.2 20 UM T iuM 0.3 ul
Prirmer Yjad.1 20 pM T T
Prieér Y]jal.2 20puM 0,9 0o
Primeyr Tepdac2.] S0 pa R 0,3l
Primer Tapsacaz 20 b 0,3 A VR
Tirg DMA polimerasa® 50l Lasu oaul
Apua destil-lada m7pl
OMA LI
Total reacoid 20l
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Taula 22. Programa de termociclador per a PCR de grups filogenetics.

Prosciss Temperalura  Temps Cicles
Dexmaturalitzacid inicial a4 a4 1
Dessnatwralitracio 94N L i
Hikwidacia SoaC 10" 3
Extensid/elongacis T LT
Extensia final TERC T 1
Conservacio A v

Taula 23. Correspondéncia de I'amplificacié dels productes de PCR per a cadascun dels

quatre grups filogeneétics (figura 27).

Gena

Grupd filogeniétic

chit A oAk  TsphAC2
i _ﬁl - & -
a2 *
Bl a8l +
X Bl . - .
[I,:] W i W
i o1 #
[ ¥ +
3.2.4.2 Deteccio de gens de viruléncia

Per tal d'avaluar el potencial virulent de tots els aillats clinics d'E. coli, es van determinar
mitjan¢ant multiplex PCR i utilitzant primers especifics (taula 18) per a 55 gens (taula 24)
distribuits en sis pools que codifiquen 41 FV (taula 25). Aquests pools van incloure la
deteccid de: 13 adhesines, sis siderofors, 10 toxines, set protectines i cinc FV addicionals;
distribuits de la seglient manera que es mostren a la figura 25. El protocol de la tecnica i

els control positius va ser proporcional per JR. Jhonson, 2012.

Es va utilitzar el kit Gene Amp AmpliTaq® (Applied Biosystems) per a les amplificacions dels
factors de viruléncia que inclou I'enzim AmpliTaq® Gold DNA polimerasa, un tampdé sense
MgCI2 i una soluci6 de MgCl2 25 mM (taula 26, 27 i 28). Es van repetir totes les
amplificacions tres vegades per a assegurar la reproductibilitat i reduir la possibilitat de

falsos negatius.

El nombre total de FV es va calcular com a la suma de tots els gens de viruléncia detectats
a cada soca aillada, ajustant la deteccié multiple de I'oper6 pap (fimbries P), 'operé hly (a-

hemolisines), I'opero clb (colibactina) i kpsMT II (capsules del grup 2).

Alguns dels aillats van complir els criteris per a ser considerats com a soques ExXPEC

segons la definicié de Johnson et al., 200361, és a dir que van contenir com a minim dos
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dels seglients cinc

gens de virulencia papA o papC, sfa/foc, afa/dra, iutA o kpsMT IL

Aquesta classificacié es va definir després de fer 1'analisi estadistica dels resultats de

viruléncia en tres col-leccions de soques. (infeccions urinaries asimptomatiques, fecals i

estudis de viruléncia intestinal en animals). La preséncia de dos o més dels cinc marcadors

estudiats va ser el criteri de discriminaci6 entre les soques amb capacitat o no de causar

infeccio extraintestinal (EXPEC o No-ExPEC, respectivament).

Taula 24. Detecci6 de 55 gens de virulencia en soques d’E. coli per Multiplex PCR.

Catepovy Gene

[vsaripticn

Adhesing fimH Ninorcomponent of fppe 1 fimbrine {0-mannoke-specific odhesin)
S AV oy variamr form af tyee 1 fimbvos of AREC MTFE
pog P fimbriae; Pilus ossockaied wibh pywlonephribs
Py M wrapor o sfructuro suturmit of P fimbrae!
popl Ouwter-membrone wsher protein fpilus assembly foentral reqlon of pap operan]]
pow [T Firrabvial bip covnponen b Pap 7
popG Galfal-4al-apeciie pivs tp odhesin molpoule
popGalislsi Popi elass | adhesin of D-fimbrine | frone) J96 iared papi . /]
pogG allelen Popia chass I edibwesin of A-fmbnoe (ppeionephnts-ossociated)
pogd allels 0l Pop ciass U odhesin of P-imbriae (ot associehed)
poo s allele v P class dvodhesin of B fimbrioe
pogG dlele 'y Popis class V adhesin of & fimbrioe
ifes £ fimvbrige minar suburif Sfal foishe scid-aeeeific]
ofo/cro 8L i ontigen- specific odhesin operons [ARA [afimbeiol odhesin 1), O, £1825]
afoER Afimbrial aghesin K
foed FAC iy fimbyie! subunil probein O precurior (sabc ood-specific)
bmoE M-agpatinin subwnit gene (binod growup M fimbria)
wefD M-meetyl-D-glucciamine-specific [imbvial fectin (G, F17%)
cp G Wrajor subualt of (5314 odhesin [KEE-reiated)
e Afunctional eaterpbectin receptor/adhesin pratein [navel hi g funtirein odh {fravm DISANT and CFTOFL)]
hro Heat resslan! oggiuting
£17 F17c fimbriae
Siderepfares e N Sekrachelin einler-membrane receplov (maved cobecholabe siferaphare recepbarn)
] Fernic poroboctin receptor firgn uptoke: transport)
A Favric aarahoetin reesater [inen upteke: ranmpest)
fru A Pesinin/versinmbactin récepior proher [sderophore receplor of ferne persimabachn uploke)
chud Dhster membrane hemehemoglobin receptor
e A FPulotive ron-reguiated outer-membuane vukince grolein [ron-reguiofed elermeént (aovel sidéromhone receplor )]
Taxins hiva m-hemolysin trenspart grotela
hily B a-hevnelysin irenapart grolein
hiyF Hemalysin £ [APEC)
Ln:,” Cytodouic necrodiring factar T
ol Entersaggrepaiive £ coll heql stable enterodonm (E45T 1)
cdf@ Cyfodethal distending rawin fype W subunlt 8
cird Hylbrkd peptide-polykelide syathair fooibactin)
ey Mea nbosomol synthebose feolbaoctin)
pie Profein muohned ba dnterhing salasiatian a 1avine prodeass
=k fermnputraluresevst e hemoggielinin o seringe profease
sof Jecrefed ouiniransporer foucka
wirt warnirling cutabransporter osenne profeae

Prodecting kpsid 1
kpa M 1-K] {meuC]

ks BT 112 (T}

Groug N copsule. polsacchoride syathesis, fe.g. KL K5, K12}
Spacific for KT favbagraup M) kaahd
Spectfic for K2 fsubgroup 1) kpsad

s M 115 Specific for K5 frubgooup 1) Kpsis
pd MAT I Growg I copsuiar polysocchanide syrtfeas (e.g. K5, K10, K54)
kps K15 K15 specific Kpsi protein (podysialc ackd franspont}
v € Colim Valructural prohers (Call')
s tcreaied serum sundvad (ouber mombrone protém )
raT Conjuga frarnsfer surfece srciution pratein [ssum fanee fouter B preheia )]
fris Chamtigen {08 LPS synihesis}
tfuers ompT hiter membrane grotein (proteose) T
e A faveaion of brode endelbiefum prolein
i Flegediorfilament structural prodedn (H7 flagefin venant)
g Uripothogenc-ypecilic proféen (baderooan )
B AothogeniciTp-ossocaned isiond mavker (RA))
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Taula 25. Preparaci6 dels sis pools d’oligonucleotids per a la detecci6 dels gens de
virulencia.

Per una reaccid (pl) Per una reaccio (pl)

Oligonucleodtid Oligonucleodtid

PAl crrorz . RPAIF 0,299 cn concnf f 0,449
RPAIT 0,299 concnfr 0,449
pap A PapAF 0,299 frun FYUAF 0,150
PapAR 0,299 FYUAR 0,150
kpsMT K15 k15 f 0,299 iraN IROMEC-F 0,075
k15 r 0,299 IROMEC-R 0,075
fimH FIMHF 0,075 clbB clbB f 0,075
FimH R 0,075 clbB r 0,075
1 kpsMT I kpsin f 0,075 10,659 2 bmoE bma E1 0,075 11,478
kpsillir 0,075 bma E2 0,075
pap EF PapEF-F 0,075 sfa Sfal 0,075
Pap EF -R 0,075 Sfaz 0,075
vat Vat-F 0,299 iuth aerl-F 0,075
Wat-R 0,299 aerl-R 0,218
ire ireA2-F 0,299 papG 1 allele lll - F 0,075
ireA2-R 0,299 allele lll- R 0,459
ibe 10 IBE1OF 0,075 hra hra f 0,075
IBE1OR 0,075 hrar 0,075
pic picf 0,299 gafD gafDf 0,299
picr 0,299 gafDr 0,299
hlyD hlyD f 0,150 kps MTKS ks f 0,299
hlyDr 0,150 ksr 0,299
rfc rfc f 0,075 cva C cvac f 0,075
rfcr 0,075 cvacCr 0,075
ompT ompT f 0,075 fliCes H7 f 0,075
ompTr 0,075 H7r 0,075
papG ' papG-I'f 0,299 cdtB cdts f 0,075
3 papG-I'r 0,299 11,303 4 cdtsr 0,075 11,856
papG allelle I_F 0,075 cdts 0,075
papG |
papG allelle |_R 0,227 cdts r' 0,075
iss issf 0,075 focG focG f 0,075
issr 0,075 ficGr 0,075
kpsMTII kii £ 0,075 traT TraT F 0,075
kiir 0,075 TraT R 0,075
papC papCF 0,276 papG 1 ALLELEN F 0,150
PAPCR 0,075 ALLELEII R 0,150
papG 1 papGIf 0,299 sat Sat-F 0,299
papGl 1'r 0,299 Sat-R 0,299
papGI&IIl papGll-Glllr 0,299 clb M clbi f 0,075
iha IHA - F 0,075 cloM r 0,075
IHA - R 0,075 fiz fi7f 0,075
afa Afa F 0,075 fi7r 0,075
AfaR 0,469 kpsMT I kii f 0,075
hiyF hly f 0,075 11,312 Kpslir 0,075
5 hly r 0,075 6 wid A uida 0,075 12,455
tsh tsh f 0,449 uidA r 0,075
tshr 0,449 usp usp f 0,075
sfas sfas f 0,075 Usp-R 0,075
sfasr 0,075 clp G clpG f 0,075
kpsMTEKEL KLT 0,075 clpGr 0,075
kiir 0,075 afa EB afaeg f 0,075
afaEdr 0,075
ast & eastlf 0,075
eastlr 0,075

* Concentracio inical dels cligonucledtids (200 pM)
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Taula 26. Preparaci6 de la mescla per a la reacci6 de Multiplex PCR de factors de

viruléncia.
Reactius it Valum
[inicial] [Treball]
Tampo 10 1x 25
hWigcl, 25 mi 4mM 4l
AMTPs {Fermaentas) 10 phA 0,8 g 2l
Pood de primers 200 pPAA 0,6 pna 144, 2% il
Tag DMA polimerasa® Sl 125U 0,25 ul
DA ul
Total reaccid 25l

= Ampl TagY Gotd DNS Folymerase [Applied Hospstems)

Taula 27. Programa de termociclador per a PCR de factors de virulencia.

Fase Temperatura Temps Cleles

Da=rat uralitracio inicial gERC 12 imin 1
Desnaturalitzacid BN s

ool L 3,405 632C s
Hibridacid - 23, 28

Pescal & 5ERC S

Elongacic BERC 3 min
tlongacid final Frile 10 min 1
Conservacid 48C Indefinit

Taula 28. Control positius de 'amplificacid per a la PCR de factors de viruléncia.

Poal 1 b nn = 2 B .rﬁ o = 5

g F g5 £ g3 $5:£% §
Pal 44 1 1 1 1 enf S n 1 a o 100 60 1 0 1
pop A rur 1 1 1 1 Tyuk L T | 1 1 hiy D £l 1 1 1 0 s}
K15 Al o 1 [ I ko N [ T | 1 a rfe /HE 1 g & @a a
JimH S04 1 1 1 1 ci:A LT B ] 1 0 opmT L] B o 0 1
kpsm 332 1 0 o0 0 [T 5 1 0 o popGl 47MEL 1 1° o0 @ o
popEF A 1 1 1 1 ifa a1 o 1 @ i EFE] B0 a i o
wal 189 1 1 1 1 L1 0 1 i} 1 kg i FF o 1 a a 1
ey B a0 o0 o 1 pog % o 1 o popc 205 1 1 1 ©O 1
e 10 in & 0 1 0 hriz 15 1 1 1

=t - " By = |
[l 952 B 1 0 papGIflem 1400107 1 oo 1 1 0 sat 937 1 0 0 0 a
K5 foic] o 0 1 ha LFs] 1 o o a4 a b N R 1 0 0 @0 1
cwa LI} g 1 0 mfa ke 1 0 0 @9 9 fiz blh 0 0o a4 1 a
i, T I ¥ W RdyF PLE} 6 1 o0 & 1 kgd nl M 1 ¢ 0 0 1
i1} A6k I ] ¥ 1 tsh ana P 1 0 0 1 i & =08 1 1 1 1 1
Joed £l 60 0 1 Hak a4 o0 1 1 1 uzp 44l B 0o 4 aq 1
tro T Booi 1 Kl 153 ¢ B 1 @ @ tpis M 0 8 1 @ o
pmptiil 19 @ o 1 oo 32 o6 1 @ @ a
sl & 100 1 ] a a a

3.24.3 Determinacio de la preséncia d’illes de patogenicitat

La determinacio de vuit de les principals illes de patogenicitat descrites per E. coli es va fer

segons la Multiplex PCR (taula 29, 30 i 31) descrita per Sabaté et al., 200613¢ (figura 26).
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Al igual que per a la detecci6 del grup filogenetic, també es va utilitzar per a amplificar el

productes de PCR la Taq polimerasa de Roche del kit Expand™ High Fidelity PCR System.

Taula 29. Preparacié del dos pools d’oligonucleotids per a la detecci6o d’illes de

patogenicitat.

Oillgonucleddid Conds

Eracids [jalA)

Taula 30. Preparaci6 de la mescla per a la reaccié de Multiplex PCR de deteccié d’illes de

il amm ELET o5
sfaki, 2 0.5
-
g Al IREBI FP 0.5
= IEF2 B 2.5
PAlormny efi073.30R11 o,¥
____ chu7R.3Enkd 8.7
il 2 higd 1,
. enf 1.2
E Fal, arf Lup o1
L=
. i Srflgawn -t
Pl gn L3 0,8
£l L1d 0.8
Fédbcrmr APAL D6
E HBaf 0.&
&
B, e papdil 0,04
papGir 0,04

patogenicitat.
, Cancentracid
Reaclios Volum
[inlicial] [Treball]

Tampo 10 Lx Ll
Mgcl, 5 mM L5 mM Lol
a ONTPS [Fermentas) 10 mAA 0,5 miM 1,25l
g Pool primer A ’ . R AT
e Tog DNA polimerata® ERAITT 1L,7U 0,25 ul
Agua destil-lada 15l

VLT 1
Tatal reascid % pl
Tarmod lom 1% 25ul

WLl 5 mM 3 mid dpl
ANTRE [Fermentat) 10 mid 0,5 mm 1,35l
@ Pool primer BL - L. PR
E Pool priemer B2 I L FATT]
& Tog DMA polimerase™ 35 U.l"p.‘l 240 04 pl
dgua destil-lada 2,35ul
DA AT
Total rescid 25l

* Per o5 IOACEAIFACIDRS ol poRUCTEOri S FEVESEr I8 CELEA Be prepanasla o pools
#+ Fypand W High Fiseliny POR Syszem (Roche)

Taula 31. Programa de termociclador per a PCR d’illes de patogenicitat.

Fase Temperatura Temps Cicles
Desnaturalitzacia inicial 949C 5 min 1
Desnaturalitzacia g948C 1s
Hibridacid 552C 1 min 30
Elongacio J2eC 1 min
Elongacid final 728C 10 min 1
Conservacio 49 Indefinit
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3.3 Electroforesi de DNA en gels d’agarosa

A més dels reactius propis de la técnica es van fer servir marcador de pes molecular per a
poder adjudicar els productes d’amplificacié pesos molecular. Per als fragments entre 50-
1.000 pb es va utilitzar el marcador GeneRuler™ 50 bp DNA ladder (Thermo Scientific) i per
a fragments entre 0,125-21,2 kb es va utilitzar el marcador DNA Molecular Weight Marker
111, Digoxigenin-labeled (Roche).

Figura 23. Marcadors de pes molecular.
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3.3.1 Electroforesi convencional

L’electroforesi per a I'observacio del DNA es va realitzar en gels d’agarosa convencionals
(LWO EEO (Roche), la qual es va diluir en tamp6 TBE (Tris Borate EDTA, Sigma-Aldrich®)
1X (preparat a partir de TBE 10X) A més es va afegir 2.5 pl de bromur d’etidi a 10 mg/ml
(Sigma-Aldrich®) per cada 50 ml de gel per a obtenir una concentracié de 0.5 pg/ml.
Aquest agent mutagen s'intercala entre les molecules de l'acid nucleic, permetent
visualitzar els fragments al irradiar-se el gel amb llum UV. En el moment de carregar el gel
es va afegir solucié comercial transportadora 6 X (Thermo Scientific)a les solucions de DNA
en una relacid 1:6 respecte al volum final de mostra. A més sempre es va reservar un pou
del gel per a ser carregat amb el marcador de pes molecular adient. L’electroforesi es va
realitzar en tamp6 TBE 0,5 X, a un voltatge entre 100-160 V en cubetes horitzontal (Wide
Mini-SUB-CELL® GT o SUB-CELL® GT, Bio-Rad). L'observacio dels fragments de DNA als gels
es va realitzar amb radiacié UV utilitzant el sistema de captura Gel Doc™ XR (BioRad)

figures 24, 251 26).
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Figura 24. Detecci6 d’amplificats d’ERIC PCR en gels d’agarosa al 2%.
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Figura 25. Detecci6é d’amplificats de gens de virulencia en gels d’agarosa al 2%.

Ipb)

Figura 26. Detecci6 d’amplificaci6 d’illes de patogenicitat en gels d’agarosa al 1%.
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3.3.2 Electroforesi per capil-lar

Per a la visualitzacié dels amplificats producte de la reaccié6 de PCR de grup filogeneétic
(figura 27) es va utilitzar 'equip MultiNa (Microchip Electrophoresis System for DNA
Analysis, Shimadzu) (amb el kit de reactius DNA-1.000, que permet fer separacions de DNA
en un rang de 100-1.000 pb. En tot moments es van seguir les instruccions de la casa
comercial tant per a la preparaci6, carrega i analisis de les mostres. A més sempre es va
reservar una posicié per a corre el marcador de pes molecular GeneRuler™ 50 bp DNA

ladder (Thermo Fisher Scientific).

Figura 27. Detecci6 d’amplificats de grups filogenetics utilitzant el sistema MultiNa.
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4. Metodes alternatius a I'’experimentacié animal

Tal i com es va deixar constancia al Comite de Etica i Experimentaci6 animal (CEEA) de la
nostre institucio, no existeix cap altre metode alternatiu al procediment proposat per a
aconseguir als objectius que es van definir. Pero val la pena aclarir que encara que no hi ha
aquesta possibilitat, durant el desenvolupament d’aquesta tesi es van aplicar dos dels tres
principis que regeixen 'experimentaci6é animal (principis de les 3R: refinament, reduccio i
reemplacament). A continuaci6 es descriuen algunes d’aquestes accions en cada un dels

dos principis:

=  Refinament:

v" Els dos models d’infeccié (IUA i septicémia) imiten les ruta d'infeccié reals en

I'esser huma.
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v' La inoculaci6 de la suspensi6 bacteriana a una velocitat baixa i volum petit, en el
model d'infeccié 1UA, evitar les probabilitats de causar reflux vesicoureteral, ja
que al introduir un elevat volum d'inocul bacteria directament en el tracte urinari,
es poden causar lesions hidrostatiques en el parenquima renal i una inadequada
induccié de la infecci6 urinaria, que sera dificil distingir entre la propia IUA o la
que resulta del mateix procediment d'inoculacid. Per a minimitzar aquest impacte
es treballen amb volums de 50 ml i una velocitat baixa d'inoculaci6 per a evitar
aquest reflux72. 137,138,

v El benestar dels animals es garanteix portant a terme un protocol de supervisio
estricte i continu al llarg dels experiments. En cas de dolor intens es van aplicar
els criteris de punt final per al sacrifici dels animals afectats, d’aquesta manera
s’evita el patiment excessiu i 'obtencié en bon estat dels organs dels animals.
Durant I'estandarditzacié de I'inocul, els criteris del protocol de supervisié van ser

valorats i ajustats a les necessitats reals del curs de la infecci6 in vivo.

=  Reducci6:

v La utilitzaci6 de ratolins consanguinis va oferir l'avantatge de la uniformitat entre
subjectes. D’aquesta manera per a un determinat nombre de ratolins estudiats
s'incrementa les probabilitats de trobar diferencies significatives durant el
desenvolupament del model d'infeccié.

v’ La caracteritzacié molecular previa de 111 soques d'E. coli d'origen huma per els
procediments d’inoculacié en el model animal, van permetre escollir inicament
els representants per grup, origen i perfil de viruléncia adients.

v' L’estandarditzacié de l'inocul bacteria és un punt rellevant, ja que va permetre
ajustar les condicions experimentals i assegurar la concentracié exacta d’inocul

bacteria per a aconseguir els nivells d’infecci6 desitjats.

5. Models d’experimentacié animal

Per a la investigaci6 amb animals de laboratori és necessari realitzar cursos de
manipulacié d'animals tal com a recull el Decret 214/1.997 del 30 de juliol de la
Generalitat de Catalunya (DOGC num. 2450 del 7 d'agost). Per aquesta rad6 només es
donaran unes quantes directrius, partint de la base que s'han de tenir uns coneixements

previs per a realitzar aquest tipus de treballs.
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Aquest mateix Decret estableix a més, 1'obligatorietat d'establir comiteés d'etica que vetllin
pel benestar dels animals d'experimentaci6 i d’altres activitats cientifiques. Per aquesta
rao, tots els protocols experimentals que es detallen a continuacié van ser aprovats pel
CEEA del Institut de Recerca Vall d’'Hebron (VHIR) amb procediment intern nam. 38/10 i
addicionalment segons l'article 36 de 'esmentat Decret va requerir 'emissié d'un informe
sobre la realitzaci6 de procediments que necessiten autoritzaci6 expressa amb registre
num. 5592 del Departament de Medi Ambient i Habitatge (DMAH) de la Generalitat de

Catalunya.

Tot el procés experimental s'ha dut a terme en l'estabulari de VHIR. Aquestes
instal-lacions compleixen les normes de factors ambientals i de nutricié seguint les
recomanacions de la Federation of European Laboratory Animal Science Associations
(FELASA) i del CEEA. Els diferents procediments dels ratolins es van portar a terme a la
sales num. 3 i a la de quarantena de les zones adaptades per a rosegadors del estabulari

dotades dels equips necessaris per a la seva manipulacio.

Per a estandarditzar els dos models animals es van seguir les descripcions prévies de la

literatura per a cadascun dels dos models (taula 151 16).

5.1 Model animal

Per a I'experimentacié amb animals es van utilitzar ratolins femella JAX™ CBA/] de 7
setmanes i 9 setmanes d’'edat per a les inoculacions subcutanies i transuretrals
respectivament, amb un pes entre 16-25 g subministrats per Charles River (The Jackson
Laboratory). Aquest ratolins eren llibres de patdgens i es van transportar amb caixes amb

filtres HEPA.

Els ratolins CBA/] sén consanguinis i s'utilitzen ampliament com una soca de proposits
generals. En 1920, Strong va desenvolupar la soca endogamica CBA producte d'un
encreuament d'una femella albina Bagg i un mascle DBA. Es va introduir a The Jackson
Laboratory a 1948 a la generacié F-67 i després en els Laboratoris Charles River a Franga a

I'agost de 1982 en la generacio F-186.
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5.1.1 Nombre d’animals

Es va utilitzar un total de 499 ratolins distribuits en diferents protocols per a cadascun

dels dos models d’experimentaci6é animal, tal i com es detalla a continuaci6 a la taula 32.

Taula 32. Nombre total d'animals per als procediments d'experimentacié animal.

Protocol . Mombre d'animals
Procediment
d'infeccié Parcial Total
Estandarditzacic d'indcul 45
Subcutani  Control procediment amb Ringer 20 265
Estudi de virul&éncia 200
Estandarditzacic d'indcul 50
Ascendent Control procediment amb PBS 16 234
Control de reflux 8
Estudi de virul&ncia 160
Total 459

El nombre d'animals per grup d'inoculacié va ser el que habitualment es va utilitzar en
altres estudis per a detectar diferéncies en la viruléncia entre soques segons les dades

recollides en la literatura (taula 151 16).

5.1.2 Estabulacio i dieta

Els ratolins van ser entregats en el servei d’Estabulari d’'Institut de Recerca de I'Hospital
Vall d’'Hebron (nimero de registre B9900062), on van ser estabulats dins de la sala de
quarantena en grups de cinc per gabia. Als animals van ser aclimatats en aquest espai de
I'estabulari durant un minim d’'una setmana posterior a la recepcié. Les gabies permetien
un ambient lliure de patogens gracies a 1'is bastidors ventilats amb filtres HEPA (High
Efficiency Particulate Air). La sala va ser mantinguda a una temperatura constant (20-24
°C) i a una humitat relativa del 50-60%. La il-luminacid, de tipus artificial, presentava un
fotoperiode constant amb cicles de llum/foscor de 12 h, per a mantenir el ritme circadia

dels animals.

La sala contava amb una cabina de flux laminar vertical, la qual es va utilitzar per a les

inoculacions subcutanies i la supervisié dels animals dels dos models.

L’alimentacié subministrada en régim ad libitum, va consistir en una dieta natural de

granuls lliure d’antibiotics i esterilitzada per radiacié UV. Al mateix temps I'aigua filtrada i
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esterilitzada també per radiaci6 UV, va ser aportada de manera estéril en bevedors, era

d’accés lliure i il-limitat per als ratolins.
5.2 Inoculacio

Un cop estabulats els animals ,es van deixar en un periode de quarantena de set dies per a
permetre 'adaptacid dels ratolins al nou ambient i per a assegurar que no presentaven cap
patologia. Transcorregut aquest temps es va passar finalment a la inoculacié dels ratolins
amb als cultius preparats previament al laboratori (apartat III 2.6). Per a cada soca
bacteriana es van inocular 10 animals, aquest animals van ser dividits en dos grups de cinc
cadascun d’ells amb una diferéncia de com a minim un mes entre inoculaci6, per a

assegurar la reproductibilitat de la teécnica i els resultats.
5.2.1 Protocols d’inoculacio

Amb l'objectiu de facilitar 1'estandarditzaci6, instauracié i la transmissibilitat dels dos
models d’experimentaci6 animal desenvolupats durant la tesi, s’ha preparat un video per a
fer-lo servir com a eina pedagogica (Annex B). Aquest material audiovisual al igual que les
imatges que es presenten a continuacié han estat realitzades integrament en les
instal-lacions de l'estabulari de la nostra institucidé. Particularment, el video ha estat
produit i editat per la unitat de comunicacié i imatge del institut i va contar amb

I'aprovacid i vistiplau del CEEA.

5.2.1.1 Inoculacio via subcutania

El model d’infeccid sistemica d’E. coli en ratoli es va realitzar segons el descrit per Picard
et al., 199910, A continuacié es descriu el protocol del modelo en ratolins CBA femelles de 7

setmanes d’edat (17 a 22 grams).

a. Pesariidentificar amb marques a les orelles per a individualitzar els animals.
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b. Per a les inoculacions es van utilitzar xeringues estérils d’1 ml BD Plastipak™ (Becton
Dickinson SA) utilitzant agulla 25G 5/8 de 0,5 mm x 16 mm, inoculant 200 pl del
preparat a una concentraci6 determinada d’'UFC/ml.

c. Per a realitzar la inoculaci6 subcutania en primer lloc és necessari immobilitzar
I'animal de manera adequada. Per a la qual cosa s’ha de dipositar el ratoli sobre d’'una
reixeta per a permetre que s’agafi amb les potes i tenir aixi millor manipulaci6 de
I'animal. La inoculacid es realitza immobilitzant el ratoli per les orelles, aixecant la pell
de la nuca/esquena amb els dits polze i index i just inocular en el triangle de pell que es

forma sota dels dits de subjeccid (zona posterior al mig de les orelles).

. : r-m-u W i

d. Introduir I'agulla (25G) a la base de la zona de pell que estem subjectant mantenint
'agulla paral-lela al cos del ratoli per a evitar inocular en capes inferiors a la pell, sense
arribar a tocar mai el muscul i injectar 200 ul de mostra a una velocitat moderada (30 s
aproximadament).

e. Retirar I'agulla i pressionar la pell a la zona d'injeccié per a evitar que el fluid surti pel
punt de pell perforada.

f. Observar que no es produeix sagnat.

g. A causa de que la mostra es diposita a la zona subcutania, i si aquesta s'ha inoculat
correctament, podrem observar la formacié d'un nodul o protuberancia al lloc d'injeccid
que anira desapareixent a mesura que el fluid és dispersat.

h. Una vegada inoculada la suspensié bacteriana es retorna a I'animal a les mateixes
pautes d’estabulacid inicial (apartat 111 5.1.2).

i. Repetir el mateix procediments per a la resta d’animals del mateix grup d’inocul. Si es
desitja es pot utilitzar la mateixa xeringa carregada des del inici amb el volum corresponen

per al total d’animals del grup.

5.2.1.2 Inoculacio via transuretral

El model d'IUA d’E. coli en ratoli es va realitzar principalment segons el descrit per Hung et

al, 200972, perd també utilitzant algunes de les adaptacions d’altres autors descrits a la
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taula 15. A continuacié es descriu el protocol del modelo en ratolins CBA/] femelles (per

raons anatomiques) de 9 setmanes d’edat (19-24 grams).

a. Per a les inoculacions transuretrals previament es va preparar un sistema de cateter
casola. Per a la seva fabricaci6 es van utilitzar xeringues esterils de 0,05 ml insulina U-100
(ICOPIUMA-SPAZIONULLO) amb agulla incorporada 30G x 5/16” de 0.30 mm x 8 mm
adaptades a un cateter de polietile INTRAMEDIC™ (Becton Dickinson SA) (0,28 mm (.011")
de diametre intern x 0,61 (0,024”) de diametre extern i 25 mm de longitud). El sistema de
catéter preparat de manera casolana es va irradiar amb raigs UV dins d’'una camera de flux
laminar per a assegurar la seva esterilitat durant la inoculacié dels 50 pl del preparat

bacteria a una concentraci6 determinada d’UFC/ml.

b. En el cas de les inoculacions transuretrals, per ser una tecnica invasiva amb
cateteritzacié de l'animal, es va fer necessari instaurar un protocol d’anestésia general
inhalatoria per vapor amb Isofluora FORANE® (Abbott) amb una dosi de 5% per induccié
en camera amb 2 L d’oxigen i 2% de manteniment en mascareta individualitzat amb 0,8-1

L d’oxigen.

c. Comprovar que la profunditat de 1'anestesia és correcta. Aixd ocorre quant no hi ha

presencia del reflex podal, signe de que es pot comencgar amb el procediment.
d. Pesar i identificar amb marques a les orelles per a individualitzar els animals de la

mateixa manera que es va fer per al pas (a.) de la inoculacié via subcutania.
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e. Desinfectar la zona abdominal i periuretral amb soluci6 de povidona iodada al 10%,

seguida de PBS estéril per a retirar la soluci6 iodada.

f. 24 h previes a la inoculaci6 i just abans de la inoculacié de cada animal, es va recollir
una mostra d'orina (10-50 pl com a maxim). Aquesta es va obtenir després de fer un
massatge pelvic i pressionant la bufeta amb els dits polze i index per a afavorir la miccid
espontania. Amb aquesta mostra es va fer uroanalisi amb Comburi? Test® M (Roche) i
urocultiu en medi cromogenic CPS-1D3 (Biomérieux) amb 1'objectiu d'excloure els ratolins
que poguessin presentar una infeccid del tracte urinari preexistent i buidar la bufeta al

maxim possible abans d’instil-lar I'inocul.
i

-

g. Carregar la xeringa+cateter amb l'indcul previament suplementat amb 0,05% CSB
(Chicago Sky Blue, Sigma-Aldrich®). Aquesta solucié no téxica i sense efectes bactericides o
bacteriostatics, s’utilitza amb I'objectiu de visualitzar el reflux descendent (sortida de
liquid per l'orifici uretral durant o després de la inoculaci6) o reflux ascendent RVU, reflux
vesicoureteral) que s’evidencia en el moment de sacrificar el ratoli que actua com a

control de reflux dins del grup d’'inoculacié.
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h. Impregnar el catéter amb el lubricant urologic amb tretracaina Organon (Schering-

Plough) per a minimitzar els efectes propis de la cateteritzacio.

i. Seguidament localitzar l'orifici uretral i fer la maniobra d’introduccié molt suaument
del cateter estéril de polietile directament a la bufeta a través de la uretra,
aproximadament 10-15 mm. Deixant 50 pl de la suspensié bacteriana mitjangant
instal-lacié directa dins de la bufeta usant una xeringa de tuberculina d'1 ml adaptada a

una agulla de 0,3 mm unida a cateter amb un temps de perfusi6 de 30 s aproximadament.

j- Retirar el sistema de cateteritzacié un cop inoculada la suspensié bacteriana i passar a
I'animal a una gabia de recuperacié individual amb llum vermella per a mantenir la

temperatura corporal. Supervisar la correcta recuperaci6 d'aquests després de 1'anestésia.
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Una vegada passats els efectes de l'anesteésia retornar l'animal amb les mateixes
condicions d'estabulacio6 inicials.

k. Desinfectar la zona de treball i estris abans de la segiient infeccié.

i. Utilitzar el mateix procediment des del punt b. d’aquests protocol per a I'animal nimero

2,1 aixi successivament fins al total de ratolins utilitzats en cada experiment.

5.2.2 Estandarditzacio de I'inocul bacteria

Amb I'objectiu de determinar l'inocul amb el qual fos possible detectar diferéncies en la
viruléncia entre les diferents soques a avaluar, va ser necessari previ als experiments de
viruléncia, estandarditzar la concentracié de l'indcul bacteria que es van utilitzar en els
models. Ja que existien algunes divergéncies en la literatura entre els diferents autors,

referents a les concentracié utilitzades (taules 151 16).

Es van utilitzar les dues soques d’E. coli escollides per als controls de procediment (taula
401 46): i) la soca de laboratori sense viruléncia K-12 (MG1655) i ii) la soca uropatogena i

bacterémica CFT073.

Per al model de septicémia es va determinar la DL50 (Dosis Letal 50), qué és la dosi
minima necessaria de bacteri per causar la mort al 50% dels individus al final de l'assaig.
La DL50 de la soca virulenta d’E. coli CFT073 es va determinar utilitzant un rang de quatre

concentracions que van oscil-lar entre 10¢i 102 UFC/200 ul d’indcul bacteria (taula 33).

Per altre banda, utilitzant la mateixa soca (E. coli CFT073), préviament estudiada per
altres autors en altres models in vivo d'infeccié urinaria, degut principalment al elevat
nombre de factors de virulencia que codifica i que pertany al grup filogenétic B2 (taula
46). Aquesta soca ens va servir com a referent d'aquella soca amb capacitat per a
ocasionar una infeccié urinaria real (cistitis, pielonefritis o disseminacié hematogena) que
ens va permetre determinar l'inocul apropiat per a poder comparar la viruléencia de les
soques a estudiar. Es van inocular quatre concentracions que van oscil-lar entre 10¢i 10°

UFC/50 pl d’'indcul bacteria (taula 33), utilitzant 10 animals per a cada concentracié.

Addicionalment, per als dos models animals es va comprovar que la concentracié
bacteriana escollida de la soca virulenta, no va causar infeccié sistemica quan es van
inocular la soca avirulenta d'E. coli K12 en cinc animals per a la via d’inoculacié subcutania

i 10 animals per a la via d’inoculaci6 transuretral.
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Taula 33. Rang de concentracions dels estudis d’estandarditzacié de I'inocul.

Via Soca . - Nombre d'animals
d'inoculacio d'E. coli Inocul bacteria Parcial Total
1-3 x 10° UFC/200 pl 10
CFT073 1-3 % 10" UFC/200 wl 10
Subcutania 1-3 % 10° UFC/200 wl 10 45
1-3 % 10° UFC/200 pl 10
K12 Seleccionat en I'estandarditzacid de CFT073 5
5-7 x 10° ufc/s0 pl 10
CFTO73 5-7x 107 ufe/so pl 10
Ascendent 5-7 x 10° ufc/s0 pl 1o 50
5-7 x 107 ufc/s0 pl 10
K12 Seleccionat en I'estandarditzacid de CFT073 10

95

Les soques es van cultivar i preparar tal i com es descriu préviament (apartat III 2.6).
Partint des de cultius de nit fresc en agar sang (Biomérieux) es van tractar fins a
resuspendre-les al vehicle d’inoculacié per a cada una de les dos vies: Ringer (subcutania)
o PBS (transuretral). Les suspensions bacterianes es va ajustar a DOsgo especifica utilitzant
un espectrofotometre UV-1700 PharmaSpec (Shimadzu). La concentracié real va ser
confirmada mitjancant la determinaci6 del recompte de bacteris viables com es descriu a

I'apartat III 2.4. i segons els parametres de la taula 33).

Per a l'assaig d'estandarditzaci6 del inocul, es van utilitzar 10 ratolins per a cadascuna de
les quatre concentracions bacterianes amb la soca virulenta, el que va suposar 40 animals i
cinc animals addicionals amb la soca avirulenta. Considerant que aquest nombre va ser
una mida mostral optima per a obtenir les dades que van permetre la posada a punt de les
condicions dels assajos d'infecci6 individualitzada segons es desprén de les dades

publicades en la literatura.

5.2.3 Estudis de viruléncia

Per a cada soca es va utilitzar un total de 10 animals distribuits en dos grups
d’inoculacions independents cada una amb cinc animals. Per al model d’infeccié sistémica
es van estudiar les diferencies en la virulencia de 20 soques de diferents grups filogenetics,
de diferent procedéncia i diversos nombre acumulat d’illes de patogenicitat i de factors de
viruléncia. A I'hora que per al model d'IUA es van estudiar les diferéncies en la capacitat
per a produir IUA i la intensitat de la mateixa existents entre 16 soques de 1'estudi. (taula

461 48).
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5.2.4 Controls d’inoculacio

El nombre d'animals adequats per a treballar es va estipular a un maxim de 20 animals per
grup d'inoculaci6. Per tant, per a cobrir el total d'animals, s'han de distribuir en 8 i 10
subgrups d'inoculacié per via transuretral i subcutania, respectivament. Cadascun

d'aquests subgrups amb dos animal, que van actuar com a control de procediment.

En el moment de realitzar els experiments setmanals de virulencia (inoculaci6é de quatre
soques setmanals (model d'infeccié sistémica) o dues soques setmanals (model d'IUA))
amb grups de cinc animals per a cada soca inoculada, s'utilitzaran controls d’inoculacid
per als vehicles (Ringer o PBS) durant cada setmana d'inoculacié i no cada soca inoculada.
Aquest criteri es basa en el principi de la reducci6, ja que vam aconseguir reduir el nombre
animals en un 50% en comparacio6 si utilitzéssim controls per a cada soca inoculada per

setmana.

Si tenim en compte les adequades pautes d'estabulaci6, s'ha d'oferir als animals un
benestar (llarg termini) i un bon estat (curt termini), que permetin augmentar els efectes
positius i reduir els negatius, per aquest motiu és important mantenir I’homeostasi (estat
en que I'animal esta en harmonia amb el i amb I'entorn), per a evitar el desenvolupament

d'estres que es pot manifestar en forma d'una conducta anormal o una malaltia.

Per aquest motiu és important enriquir I'entorn social i salut cognitiva, aquesta va ser la
justificacié d'utilitzar dos animals en comptes d'un Unic. Aixi, s'evita tenir un animal
estabulat en una Unica gabia. Aquesta mesura va pretendre evitar possibles periodes
d'estres que augmentaran les possibilitats de perdre els grups controls i per tant perdre
els grups d'inoculacié de soques virulentes, que automaticament invalidaria els nostres
resultats obligant a reemplacar el total d'animals del grup d'inoculacié de l'estudi de

viruléncia.

En el model d'infecci6 sistémica es va incloure un grup de 20 animals per a confirmar que
el vehicle en que es va resuspendre 1'inocul (solucié Ringer) no tenia cap efecte sobre
I'animal (taula 34). Al seu torn, en el model d'IUA es van incloure 16 animals destinats a
comprovar que el vehicle de la inoculacié (solucié PBS) no té cap efecte sobre 1'animal.
Aixi mateix, es va incloure un control de reflux (inocul bacteri + colorant de contrast CBS
(Chicago Sky Blue, Sigma-Aldrich®) (figura 28) per a confirmar l'abséncia de reflux

vesicoureteral provocat per 1'efecte mecanic de la inoculacié, per aixo es van inocular un
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total de vuit animals, un per cada grup setmanal d'inoculaci6 (taula 34), el qual va ser
sacrificat immediatament després de la inoculacio, per a analitzar la bufeta, els ureters i
els ronyons que van ser inspeccionats visualment per la prova de taca de colorant (figura

28).

Figura 28. Control de correcta inoculaci6. = Taula 34. Representacid dels grups controls

del procediment d'experimentacié animal.

Grupo control N. d'animales
Control 1 Subcutania amb solucié Ringer 20
Control 2 Ascendent amb solucid PBS 16
Control 3 Reflux vesicoureteral 3
Total 44

5.3 Supervisid i seguiment

Un cop realitzades les inoculacions dels ratolins, es va seguir un protocol de supervisio i
seguiment diari fent servir la campana de flux laminar de la sala de quarantena o de la sala
de manipulacié num. 3. Es va utilitzar a una taula de supervisié aprovada pel CEEA amb la

finalitat d’enregistrar els parametres valorats cada dia (taula 35).

El procediment es va classificar dins del I'escala de severitat de lleu-moderat, ja que els
animals van ser propensos a experimentar a curt termini, sofriment o angoixa a causa del
procediment propi de l'anestesia. Per altre banda, moderat durant el procediment
d’administraci6 d’inocul bacteria per via subcutania o transuretral, ja que en alguns es va
poder causar un deteriorament moderat del benestar, per tal motiu es va realitzar un
control acurat dels animals durant tot I'experiment amb ajuda de les avaluacions cliniques
que van determinar els criteris de punt final per a evitar el patiment. Les mesures
correctores pel que fa a l'establiment d'una pauta d'analgesia o antimicrobianes van ser
incompatibles amb els dos models experimentals ja que modificarien els resultats i per

tant no van ser aplicables durant el procediment.
Amb aquestes justificacions els animals van ser observats cada hora durant les primeres

6h, durant el segon dia a les 18 h i 24 h i posteriorment cada 12 hores fins al sete dia

posterior a la inoculacio.
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Es important ressaltar que cada soca té un perfil de viruléncia diferent, que oscil-la entre
baixa i elevada virulencia, depenent de 1'acumulaci6 d'aquests factors. Per aquest motiu en
les soques que presenten un perfil molt virulent es podria arribar a una escala de
procediment sever, per0 s'evitara en tot moment aplicant eutanasia als animals

moribunds seguint els criteris de punt final.

531 Criteris de punt final

Sempre que va ser possible, l'estat moribund ha estat utilitzat com a extrem
d'experimentacio, en lloc de la mort, perque s'assumeix que l'eutanasia a un animal
moribund evita o redueix l'angoixa terminal. Aquest van ser algunes de les pautes

utilitzades com a criteris de punt final:

= Interferencia dels processos per a caminar o per a estar dret en quatre potes que van
evidenciar atrofies musculars.

= Pérdua marcada de la condicions corporals producte de la pertorbaci6 del sistema
nervios central: inclinacié del cap, convulsions, tremolors, paresia, etc.

= Periodes perllongats d’inapetencies per a alimentar-se (menjar o beure), que van
generar una perdua major al 20% del pes corporal o deshidratacid.

= Interferencia en l'habilitat per a orinar (poliliria, anuria, hemattria) o defecar
(diarrea cronica o restrenyiment).

= Manca de pautes de socialitzacid, postura anormal (encorbament) o vocalitzacions.

= Preséncia de secrecions en mucosa o altres liquids corporals no habituals.

» Pautes persistents d'agressivitat que autoindueixin al trauma o mutilacions.

Durant el periode d'observacié els animals que sobrepassaven la puntuacid dels criteris de
punt final (taula 35), van ser eutanasiats per dislocacidé cervical i subjectes al protocol

d'extracci6 d'organs.

Addicional i Unicament per al model d'infecci6 urinaria a partir del segon dia i durant cada
dia a primera hora de supervisié es van reproduir el punts b, c, d, e i f de I'apartat III
5.2.1.2. Amb la finalitat d’agafar mostra urinaria per a fer el seguiment de I’evolucié de la
infecci6 mitjangant uroanalisi amb Comburl® Test® M (Roche) i urocultiu en medi

cromogénic CPS-1D3 (Biomérieux).
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Taula 35. Quadre de supervisié individual per a cada animal d’experimentacid.

PROTOCOL DE SEGUIMENT PER ALS ANIMALS D'EXPERIMENTACIO 38/10 CEEA (MICROBIOLOGIA)
INFECCIO EXTRAINTESTINAL (SUBCUTANEA)

Data inici experiment: 1D animal: Gabia:
Prova inoculada: Edat: _9 setmanes Pes Inicial:
DADES DE SEGUIMENT DIARI:
1r Dia In Dia 3r Dia At Dia 5é MNa Bé Dia Té Dia
Indicacions P Alres
2ah | 3ah | dah 24h | 36h | 48h | B0Oh | 72h | B&h | 96h | 108h | 120k | 132h || 144k | 156h
Pes Neormal 0
<10% pérdua de pes 1
10-20% pérdua pes 2
=20 pérdua de pes 3
Aparenga fisia | pNormal 0
Desapanen empolBaniment 1
Pelatge en mal estan, secrecions nasals, 1
dispnea, mucoses violacies
Pelatge en molt mal estst, postura 3
anorrmal
Comportament MNearmmal a
Carvis menors: débd 1
Anormal: mobilitat redusds, inactiu 2
Immobd o molt quiet, vocalitzacions,
BUTOMLITI BCions 3
Total puntuacic
* Criteris de Punt final: Animals amb qualificacions de 3 o > punts diaris seran eutanasiats.
DADES DE DIA D'EUTANASIA;
Animal Sang Meelsa Bufeta Ronyons

Volum o Pes [ul o g]

OBSERVACIONS ADDMCHOMNALS:




5.4 Eutanasiainecropsia

Cada un dels procediments experimental es van donar per finalitzat si es tenien evidéncies
que demostraren la possible insuficiéncia d'un organ o sistema (animals amb puntuacions
elevades per als criteris de punt final), per tal motiu es va dur a terme el sacrifici
mitjan¢ant exsanguinacié per puncid cardiaca sota anestésia (apartat III 5.2.1.2 b i c),
seguida de dislocacid cervical. Aixi, es va assegurar el correcte estat dels drgans a
processar i el refinament de la técnica per a evitar el patiment excessiu de I'animal. Al que
fa a la resta d’animals que van sobreviure durant als set dies de l'experiment, es van

sacrificar seguint la mateixa pauta.

En finalitzar el procediment (maxim 7 dies posteriors a la inoculacié inicial) i sota
anesteésia es va desinfectar la cavitat toracica amb etanol (90%) i es va practicar
toracotomia per puncid cardiaca en ventricle esquerre per a prendre una mostra de sang
utilitzant xeringues estérils d'1 ml BD Plastipak™ (Becton Dickinson SA) utilitzant agulla
25G 5/8 de 0,5 mm x 16 mm, per a recollir un volum entre 50-700 pl que posteriorment es
va dipositar en un tubs Microvette 500® LH amb heparina de liti (SARSTEDT). Totes les
dades generades durant el procés de necropsia es van anotar al quadre de procediments

apartat “dades dia d’eutanasia” (taula 35).

Després de la presa de sang sota anestésia es va aplicar la correcta eutanasia mitjancant
dislocaci6 cervical. Un cop morts, es va practicar la necropsia dels animals utilitzant pinces
i tisores de disseccié d’acer inoxidable (Miltex). En primer lloc, es va utilitzar un joc de
pinces dentades i tisores romes per a fer una incisié6 mitjana de 1'abdomen obrint i
apartant la pell que cobreix la cavitat gastrointestinal. En segon lloc, es va utilitzar un
segon joc de pinces més fines i tisores punxegudes per a obrir la cavitat abdominal.
Utilitzant aquest mateix joc d’instruments es va extraure asépticament els drgans d'interes
(melsa, fetge o bufeta i ronyons) que van ser dispensats en bosses de Stomacher sense
filtre de 80 ml de capacitat o tubs de plastic de 15 ml de polipropilé (Nirco) adients segons
el protocol d’analisi a seguir (apartat III 5.5). Les mostres obtingudes durant aquest
procediment van ser pesades en una balancga analitica Ohaus (Pioneer) i conservades a 4 °C

fins el seu processament microbiologic o en formaldehid (10%) per a I'estudi histologic.

Posteriorment a la necropsia, les gabies buides van ser tractades pel personal encarregat
de I'estabulari i el cossos dels ratolins es van dipositar dins de bosses plastiques a un

congelador horitzontal, fent registre al llibre de baixes d’animals perque una empresa
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externa es fes carrec de la seva eliminacié per incineracid, mentre que el material utilitzat

per a la necropsia va ser esterilitzat per a nou Uus.

5.5 Processament de mostres

Una vegada es van sacrificar el ratolins correctament per dislocacio cervical i es van fer els
procediments de disseccié, diferents mostres van ser preses per ser cultivades o

analitzades microscopicament de la seglient manera:

5.5.1 Analisi microbiologic

5.5.1.1 Sang

Les mostres de sang preses per a confirmar els quadres bacteriemics, obtingudes per
puncié cardiaca i conservades en tubs Microvette 500® LH amb heparina de liti
(SARSTEDT), es van sembrar amb nansa calibrada 1/1.000 per a fer cultiu quantitatiu del
UFC/ml de sang.

5.5.1.2 Orina

Un volum d’orina entre 10-50 pl com a maxim, obtinguda de cada animal per massatge
pelvic suau sota anestesia, es va dipositar dins d'un tub d’1,5 ml estéril (eppendorf). Les
mostres d’orina corresponents a les 24 h i just abans de la inoculacié van tenir per objectiu
d'excloure els ratolins que poguessin presentar una IU preexistent. Aixi mateix,
'establiment i persisténcia de bacteris en les vies urinaries del ratoli es va controlar per

cultius seqiiencial (24, 48, 72,96, 120 i 144 hores) fins el moment del sacrifici.

Les mostres d’orina es van utilitzar per fer uroanalisi amb Comburl Test® M (Roche), amb
I'objectivo de determinar en orina densitat especifica, pH, leucocits, nitrits, proteines
glucosa, cossos cetonics, urobilinogen, bilirubina i sang (eritrocits i hemoglobina). Per la
seva banda l'urocultiu es va realitzar per a determinar quantitativament el nombre
d’'UFC/ml o log UFC/ml, per a portar-lo a terme la mostra d’orina es va sembrar en medi

cromogenic CPS-ID3 (Biomérieux) amb una nansa 1/1.000.
El diagnostic de compatible amb IU es va confirmar mitjancant la presencia de leucocits,
eritrocits, nitrits, proteines i cultiu positiu d’orina amb recomptes = 103 UFC/ml d’orina o

log UFC/ml.
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5.5.1.3  Organs

Els organs van ser extrets i rentats asépticament dues vegades amb Ringer (model
septicemia) o PBS (model IUA). Posteriorment, es va eliminar l'excés d’aigua, es van
introduir de manera individualitzada en bosses de Stomacher sense filtre de 80 ml de
capacitat i es van pesar en una balanca analitica Ohaus (Pioneer). Per al model d'IUA la
bufeta va ser tallada longitudinalment per a permetre a la vegada els estudis
microbiologics i histologics en paral-lel. Aixi mateix, els ronyons es van separar disposant

un representant per a cada area d’estudi.

Fins el seu processament al laboratori les mostres per a analisi microbiologics van ser
conservades a 4 2C. Posteriorment als teixits dins de les bosses es van afegir volums
definits de Ringer i PBS segons el model experimental: 1 ml per a les bufetes, 5 ml per a la
melsa i els ronyons, 10 ml pel fetge. Les bosses amb els organs i la solucid
homogeneitzadora préviament macerats manualment es van passar per

I’homogeneitzador (IUL Masticator).

Els diferents homogeneitzats es van sembrar en plaques d’agar LB per la tecnica de
recompte de bacteris viables (apartat Il 2.4). Després de 24 hores d'incubaci6 a 37 °C, es
va comptar el nombre de bacteris viables amb el programari Quantity One-Colony Count.
Els resultats dels cultius quantitatius es van expressar en UFC/g de teixit o log UFC/g de

teixit.

5.5.2 Analisi histologic

L’analisi histopatologic va ser realitzat pel servei d’Anatomia Patologica de I'Hospital Vall
d’'Hebron. La finalitat d’aquests estudis va ser comprovar la preséncia de canvis o lesions
tissular producte de la IU. Una vegada disseccionats els organs dels ratolins corresponents
a les segones inoculacié de cada soca, es van
separar 88 mostres de bufetes (Unicament la
meitat del organ després de fer un tall
longitudinal per a generar mostres equitatives per
a l'estudi microbiologic i histologic) i 88 ronyons
(indistintament de qualsevol dels dos flancs).
Posteriorment, es van introduir en un tub plastic

de 15 ml de polipropilé (Nirco) per a ser fitxades
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amb 3 ml de formaldehid (Sigma-Aldrich®) al 10% amb un canvi de la mateixa solucid a les
24 h per a descartar residus alliberat pel organ durant aquell temps i mantenir la seva

preservacio fins ’analisi.

Els teixits es posar en blocs de parafina, seguidament es van tallar amb microdissector en
seccions de 5 mm de gruix i finalment es van tenyir amb hematoxilina-eosina (figura 29 i

46).

Figura 29. Mostres per a l'analisi histologic. a. Conservacié d’organs (cor, fetge, melsa, ronyons i
bufeta) en formaldehid al 10%, b. blocs de parafina (a la foto mostres de de ronyé i bufeta intercalades) i c.
Preparacions en portaobjecte tenyides amb hematoxilina-eosina (a la foto mostres de de ronyd i bufeta

intercalades). a. b. C

La patologa (M. S) va avaluar les lesions de bufeta i ronyons segons els criteris histologics
descrits per Hopkins et al., 1998139, La valoracié microscopica de 176 mostres de teixit,
que van incloure la totalitat de soques estudiades en els segons grups dels assajos de
viruléncia, aixi com a mostres corresponents els grups control de procediment
d’inoculacié amb PBS i soques patogenes van ser cegament incloses. Aquestes mostres van
ser analitzades per part de l'histologa sense coneixement de la procedeéncia,

caracteristiques de cada soca, ni resultats previs de cultiu microbiologic.

Taula 36. Escala de classificacid histopatologica per al grau d'inflamaci6. Presa de

Hopkins et al., 1998139,

Condicions
Bufeta
Normal Normal
1 Infiltracid de c&l-lules inflamatéries subepitelials  Inflamacié focal (infiltracio cel- ulari fo
(focal i multifocal) edema a la pelvis)
2 Edema i infiltracid de cél-lules inflamatories Inflamacio focal (més greu) de la pelvis a
subepiteliales (difusa) la medul-la amb o sense edema moderat
3 Marcat de cél-lules inflamatories subepiteliales Inflamacid multifocal i cél-lules de la pelvis
amb necrosi i neutrofils en I'epiteli de la bufeta ala medul-la
ilamucosa
4 Extencio d'infiltrat de c&l-lules inflamatories en el Inflamacio extensa i necrosi segmentaria
muscul, a més dels criteris per al grau 3 evident a partir de la pelvis per al cortex
5 Pérdua de la superficie de |'epiteli (necrosi total MNecrosi tissular difusa i infiltracio de
amb infiltrat de c&l-lules inflamataria) cél-lules inflamatories estesa des de la

pelvis al cortex
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6. Metodes d’analisi estadistics

Les analisis es van realitzar utilitzant el software SPSS Statistics 19 (IBM-SPSS Inc). Les
comparacions de les associacions entre els marcadors de PAl i els grups filogeneétics, per a
avaluar les diferéncies entre els grups definits, mitjancant els metodes de Mann-Whitney i
la prova exacta de Fisher. Quan va ser possible, es van calcular els Odds ratios (amb un
interval de confianca (CI) del 95%). p < 0,05 va ser el punt de tall de les diferencies

estadisticament significatives.

Aix{ mateix utilitzant el mateix programari, quan va ser possible les diferencies entre
grups filogenétics i els diferents percentatges de mortalitat es van calcular fent servir la
prova exacta de Fisher o de Chi-quadrat en taules de contingéencia. Per la seva banda la
comparaci6 del nombre d’'UFC que es van trobar en els diferents teixits i liquids analitzats
es va efectuar mitjancant el test U de Mann Whitney. L'hipotesi nul-la va ser rebutjada, i

tots els resultats es van considerar estadisticament significatius per a valors de p < 0,05.

Finalment, la resta de parametres i grafics estadistics es van calcular i dissenyar utilitzant
el programari Microsoft® Office Excel. La recuperaci6 bacteriana dels diferents organs es va
expressar en UFC per ml de liquid d’orina o de sang, i per grams de teixit homogeneitzat. A
causa de la gran inclinaci6é positiva de valors de recuperacié bacteriana es va fer una
transformaci6 dels valors per a graficar a escala logaritmica. Es van calcular la mitjana
aritmeética i la mediana corresponents a cada grup inoculat per a fer les analisis

estadistiques.
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IV. Resultats







1. Determinacio de la virulencia intrinseca in vitro d’'una col-leccié de soques d’E.
coli aillades simultaniament del tracte intestinal i de l'orina de dones amb

infeccié urinaria no complicada

1.1 Determinacio de les illes de patogenicitat en soques d’E. coli aillades de femta i

d’orina de dones durant el curs d'una cistitis no complicada

Per tal d'avaluar la presencia de vuit marcadors d’illes de patogenicitat (PAI) en soques
d’E. coli aillades d’infeccions urinaria (IU) tant d’orina com de femta, es va dur a terme un
estudi amb una col-lecci6é de 111 soques utilitzada préviament per Moreno et al., 2008¢° a
les quals en aquell estudi es va determinar el grup filogenétic (GF) i la preséencia de 16
gens codificants de factors de virulencia (FV). Aquestes soques van ser aillades de 42
dones amb cistitis aguda no complicada, que van consultar el servei d’urgencies de

I'Hospital Vall d'Hebron en Barcelona entre gener de 2004 i marc¢ de 2006.

1.1.1 Prevalenca de PAI i distribuci6 segons I'origen dels aillats

Dels 111 clons d’E. coli analitzats, 69 (62,16%) es van aillar de la femta i 42 (37.83%) de
I'orina. D’aquests 103 portaven PAI amb una mitjana (¥ PAI) de 4 en els clons d’orina i 2
en els de femta (p < 0,001). Les soques urinaries tenien una probabilitat (Odd Ratio) del

8.55 de tenir 4 o més PAI quan es van comparar respecte a les fecals.

A la taula 37 es presenta la prevalenga de les vuit PAI analitzades en el total d’aillats,
ordenats per GF i alhora per origen. On es pot observar que la major prevalenca és de la
PAI vis36 (71% fecal vs 90% UPEC), seguida per PAI icrro73 (48% vs 79%), PAI 1536 (28% vs
64%), PAI 1196 (19% vs 57%), PAI ucrro73 (17% vs 60%), PAI 11536 (32% vs 24%), PAI ms36 (7%
vs 2%), PAI 1j96 (48% vs 79%) i la PAI jj96 no va ser detectada en cap aillat.

En 14 de les 42 dones estudiades, el clon urinari causant de la infecci6 va ser I'inic clon
recuperat a la femta. Per aquesta ra6, es va determinar la diferéncia quantitativa en el
nombre de PAI dels aillats d'E. coli d’orina o de femta en la resta de 28 dones, trobant que
la comparacié simultania del clon(s) intestinal(s) i el causant de la infecci6 tenien una ™

PAI de 3 vs 4 respectivament (p= 0,04).
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Taula 37. Prevalenca de PAI segons origen.

Prevaléncia PAI [n d'aillaments (%6)]

Origen
PAI 1536 PAI 11536 PAI Hs36& PAI 536 PAI 1196 PAI 186 PAI ICFTO73 PAI IICFTO73

E. coli Fecal

A 37(53,62) 10(27,02) 13(35,13) 1(2,70) 23(62,16) 0  &(6L62) 17(4594) 3(8,10)

Bl 12(17,29) 2(16,66) B(66,66) 4(33,33) 8 (66,66) 0 0 2(16,66) 2 (16,66)

B2 9(13,04) 6 (66,66) 0 0 9 (100) 0  5(5555) 9(100) 7(77.77)

D 11(15,94) 1(9,09) 1(9,09) 0 9 (81,81) 0 0 5 (45,45) 0

Total 69(62,16) 19(27,53) 22(31,88) 5(7,24) 49(7L,01) 0  13(18,84) 33(47,82) 12(17,39)
E. coli UPEC

A 5(11,9) 1(20) 3 (60) 0 4(30) 0 2(40) 2(40) 1(20)

Bl 2(4,76) 1(50) 2 (100) 0 2 (100) 0 2 (100} 1(50) 1(50)

B2 29(69,04) 24(82,75) 4(13,79) 1(3,44) 28(96568) ©0  18(62,06) 29(100}) 22(75,86)

D 6(14,28) 1(16,66) 1 (16,66} 0 4 (66,66) ] 2(33,33) 1(16,66) 1(16,66)

Total 42(37,83) 27(64,28) 10(23,8) 1(2,38) 38(90,47) 0  24(57,4) 33(78,57) 25(59,52)
Total 111 46(41,44) 32(28,82) 6(54) 86(7747) 0  37(33,33) 66(59,45) 37(33,33)

n: nombre de soques estudiades per cadascuna de les agrupacions mencionades dins dels dos origen dels aillaments
(fecal o comensal)i amb la Prevalenga especifica per a cadascuna de les vuit PAl estudiades.

Per el que respecta als GF, dins de les soques fecals la distribuci6 seguida en ordre
descendent va ser A (54%), B1 (17%), D(16%) i B2 (13%), encara que en les soques
urinaries va ser B2 (69%), D (14,28%), A (12%) i B1 (5%). L’analisi de la relaci6 entre la
preséncia de PAI i la pertinenca a algun dels quatre grups filogeneétics va demostrar que
per als aillats del GF A i B1 en associacio, la & PAI va ser 2 per als de femta i 3 per als
d’orina (p=0.06), pero per als del GF B2 i D en associacid, va ser de 2 i 4, respectivament

(p=0.009).

Quan es va analitzar el nombre acumulat de PAI segons el GF (figura 30, i taula 38) es va
posar en evidéncia que B2 va ser el GF amb major nombre de PAI aillades d’'una mateixa
soca i amb major Prevalenga, acumulant fins 5 PA], tant en les soques fecals com a en les
urinaries (56% i 45%, respectivament) seguida en les soques fecals del GF D amb 2 PAI
(45%), B1 amb 2 PAI (33%) i A amb 1 PAI (30%). Mentre que en les soques urinaries
després del GF B2 trobem B1 amb 3 i 6 PAI (50% cadascun), A amb 2 PAI (60%) i
finalment D amb 2 i 5 PAI (17% cadascun).

Figura 30. Nombre acumulat de PAI segons origen i grup filogenétic.
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Taula 38. Nombre acumulat de PAI segons grup filogenetic i origen.

Nombre acumulat de PAI [n d'aillaments (%)]

Grup filogenétic

E. coli Fecal
A 37(53,62) 4(10,81) 11(29,72) 10(27,02) 8(21,62) 2(540) 2(5,40) 0
B1 12(17,39) 1(8,33) 3(25) 4(33,33) 1(8,33) 3(25) 0 0
B2 9(13,04) 0 0 1{11,11) 3(33,33) 0 5(55,55) 0
D 11(15,94) 2(18,18) 3(27,27) 5(4545) 1(9,09) 0 0 0
Total 69 (62,16) 7(10,14) 17(24,63) 20(28,98) 13(18,84) 5(7,24) 7(10,14) 0
E. coli UPEC
A 5{11,9) 0 0 3 (60) 1(20) 1{20) 0 0
B1 2 (4,76) 0 0 0 1(50) 0 0 1(50)
B2 29 (69,04} 0 0 2(6,89) 3(10,34) 9 (31,03) 13(44,82) 2(6,89)
D 6(14,28) 1(16,66)  3(50)  1(16,66) 0 0 1(16,66) 0
Total 42(37,83) 1(2,38) 3(714) 6{14,28) 5(11,90) 10(23,80) 14(33,33) 3(714)
Total 111 8(7,20) 20(18,01) 26(23,42) 18(16,21}) 15(13,51) 21(18,91) 3{2,70)
1.1.2 Determinacio de la distribucio de les PAI en les soques d’E. coli

En el 51,5% de les diverses soques, les PAI s’agrupen d’'una manera numericament

progressiva i qualitativament ordenada.

La distribucié de PAI en el total de soques estudiades d’E. coli independentment del seu
origen va demostrar que 58 aillats presentaven la mateixa combinaci6 i mateix nombre
acumulat de PAls. A la figura 32 es pot observar l'organitzacié en ordre ascendent del
nombre acumulat de PAI i alhora per patré de distribucié majoritari (emmarcat i amb

asterisc en un requadre verd).

Per tant, es va confirmar per camp polsant la clonalitat d’aquestes soques majoritaries
demostrant-se la clonalitat (>85% similitud, linia vermella) en nou d’elles (figura 33).
D’aquesta manera es va confirmar que del total de soques estudiades el 51,46% de les
soques tenien diferent clonalitat i albergaven el mateix nombre i la mateixa combinacié de

PAI (figura 31).

Figura 31. Soques amb diferent clonalitat, mateix nombre i mateixa combinacié de PAI.

majoritaries

N2 PAls no clonals [n(%)] PAl 1y 535 PAL cerpzs PAL 536 PALy cergrs PALY g5 PAIL 53¢
1 PAI 12 (60} +
2PAI 11(42,3) + +
3 PAI 5(27,8) + + +
4 Pal & (40) + + + +
5 PAI 17 (81) + + + + +
6 PAI 2(67) + + + + + +
Total 53 (51,46)
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Figura 32. Distribuci6 de PAI en tots els aillats segons nombre acumulat.
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Figura 33. Dendograma de les soques majoritaries que albergaven el mateix nombre i la

mateixa combinacio de PAI
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Després d’analitzar els resultats de les 111 soques estudiades del apartat IV 1.1 i ordenar-
los segons els segiients criteris: i) nombre total de PAI i de FV, ii) grup filogenétic i iii).
origen (fecal o urinari). Es van seleccionar inicament 20 soques cliniques (taula 39) que
van representar la diversitat genetica de I'espécie de la segiient manera: i) quatre soques
dels GF A, B1, B2 i vuit soques del GF D, per les raons que se esmenten més a baix, ii) de
totes aquestes 50% eren d’origen fecal i l'altre 50% d’origen urinari, iii) depenent de
'origen, la meitat amb un perfil tipic de viruléncia segons el seu grup filogenetic (A i B amb
baix nombre de FV i B2 i D amb elevat nombre de FV) i I'altra meitat amb un perfil no tipic

(AiBelevat nombre de FV i B2 i D amb baix nombre de FV) (taula 40).

Taula 39. Determinacid especifica de vuit PAI en les soques escollides.

Ok en By My My Wieg by Wy logygrey Hgppgyy N® total de PAL

12318-K12 A Control negatiu {CM] @ @ o o o 0 a o a
PERFa i wintitis "] o "] 1 e o =] "] 1
14330 A Cistitis o a o 1 B oo =] a 1
B2326 & Fec o o o o o 0 o ¥] [¢]
pLER A Fecal & o a 1 G a a 1 2
1413 N1 CIsEmis o a o 1] o o 2] 2] o
FEEES] 1 Cintitis o o o @ 6 0 a =] a
L4378 Rl Focal o o o 06 0O 0 o o o
B23TS Bl Facad o a o o o o a [£] a
143131 2 Cistitis i L1} a 1 a o 1 1 i |
4130 2 Ciutitin i @ e] i 6 1 1 1 H
14323 B2 Focal o o o 1 (5 I 1 1 ]
14373 B2 Facad 1 o o 1 o 1 1 1 5
18334 i CisEnis o 1] o 1 o o o o 1
143324 o [=11 111 o o o b o a a =] 1
EAA2T D Cistitis o Li] o o o o o (] i]
143Z27.d D Cistitis o Li] o 1] o o Q [¥] [&]
14319 0 Facal o L1} o 1 o o 1 L8] ]
149310 o Fecal e o =] i e o 1 =] F
14030 B Facal o a x] 1] g o =] ] a
14330.d (] Fixcal o o o ] o o 5] [¥] 5]
143 35-CFTHA B2 Cortrol p-u-sll:ln.r|-|'_F'| ¢ ] Li] o 1 o o ;| 1 E ]

if isensificacid, &F prup fiapendtss, 0N soca de inBoratan K13 (WG 185%) « OF Wi OFTOTA

Taula 40. Soques escollides després de fer I'analisi dels resultats de I'estudi de PAI.
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Aquesta classificacio ajustada segons els criteris préviament enumerat es va fer amb la
finalitat de fer una caracteritzacié més acurada, ja que posteriorment aquestes soques es
van utilitzar per a realitzar els estudis experimental in vivo en els dos models animals

estandarditzats al apartat [V 2.

1.2 Histories cliniques de les dones amb cistitis de les quals es van aillar les

soques per a experimentacio in vivo

De les 42 dones amb diagndstic de cistitis no complicada, participants en I'estudi inicial de
caracteritzacié de PAI (apartat IV 1.1), finalment es van escollir 18, seguint els criteris de
selecci6 preestablerts, per a aconseguir un total de 20 soques (taula 40). D’aquestes 18
dones(taula 41), dues (42UR i 44UR) van aportar cada una dos aillats. La primera d’elles,
dos clons del GF B1, el causant de la IU i un altre de l'intesti amb diferent perfil de
viruléncia. Mentre que la segona, dos clons intestinals de diferent GF amb diferent perfil

de viruléncia.

Analitzant els factors predisponents a IU de la poblacié d’estudi (taula 41) s’ha trobat que
un 41,17% havien presentat un episodi previ d'IU en mesos anterior (X¥: 5 mesos) i
d’aquestes un 12,5% estaven embarassades. Addicionalment, els resultats de laboratori de
I'analisis de les orines (taula 42) va demostrar leucocitdria en rangs des de 110 a 6000
leucocits/mm3, preséncia d’eritrocits a un 61% de les dones i cultius amb recomptes d’E.

coli com a Unic microorganisme causant d’infeccid superiors de 106 UFC/ml.

Taula 41. Historia clinica de les pacients incloses a I'estudi.
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7 14311 150R 30/11/2004 ADA 52 Orina Mo Na 2 1 17-389C
L] 14331 21UR 23/DE/2004 MRS 0 Orina Mo &1 (4 meses) 2 1 <3ITRC
] 14330 1GUR §9/10f2004 LHM i3 Crina M@ Na F 1 37 3E9C
12 14325 I30UR 30/00/2005  Am 18 Fermta Mo S [3meses) 2 ] AT
13 14332 32UR 7710,/ 2004 S 7 Oring Mo Mo 3 o CITRC
14 M3gad  43UR 13/13f2005  Cid a Orina - . . - -
15 lax2y IUR 17092004 REF b L) Orina No Na 2 1 <ITHC
& ld3zrd ATUR I5/03f2006 BAMS 17 Crina L 5l = 2 <3TC
17 14319 4UR 16/09/2004 WA n Femti Mo No 2 1 L7-3H0C
18 143190 17UR I7/05 2004 GRAI 17 Femita N 5l (4 meses) 1 2 7 3f9C
19 14320 14UR 15/05/2005 RGM 23 Femta Mo SH{limeses 0 1 £
ki ] 143304 1I0R 30/12/2004 GMAM 27 Femta 5i 5i (6 meses) 3 1 Mo

"O= if&m Ne&FATIU O BESENE 1= [Evd, 1= Modéral | 1= prieé
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Taula 42. Resultats de les dades de laboratori de les mostres processades.
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1.3 Confirmacio del grup filogenétic

La confirmacio6 del GF de la seleccié de soques va demostrar un 100% de similitud amb els
resultats previament tractats per a l'estudi de les PAL. A més, es va incloure aquesta
vegada les dues soques de control de procediment, per a tenir aixi: 22.7% corresponent a
cinc aillats dels GF A (quatre clinics i un control negatiu de procediment), 18,2%
corresponent a quatre aillats clinics B1, 22.7% corresponent a cinc aillats B2 (quatre
clinics i un control positiu de procediment i 36,4% corresponent a vuit aillats clinics del

grups filogenetic D (taula 43).

1.4 Serotipificacié dels antigens O i H de les soques d’E. coli

A la taula 44 es mostren els resultats del serotipat de les 22 soques estudiades, I'analisi
serologic tant de les soques cliniques (20) com dels control de procediment (2) van
mostrar la preséncia de 22 serotipus diferents, entre ells tres (dos O1, un 06 i un 016,
aquest ultim corresponent en particular a la soca control positiu CFT073), que pertanyen
als antigens descrits com a predominats entre les soques responsables d’infeccions ExPEC.
Alhora, sis soques no van ser tipables per a I'antigen O, dos per a I'antigen H i tres no van

ser mobils.
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Taula 43. Resultats de la Multiplex PCR de

determinacié dels grups filogeneétics.
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Taula 44. Resultats de serotipificacio dels

antigens O i H.
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1.5 Avaluacio de la clonalitat de les soques seleccionades

(o1
ONT
a4 11250
O66; 1760
Cafd: 11280
ONT
ONT
o177:1/320
ONT
01%1: 1/320
Nt
a8 11320
Q177 1/1280
ONT
O1L; Lo
077 Usan
01021330
01: 1/2550
QL0
0169; 113560
Q153 1640
O6; 1130

s
H19
(TF]

HMM
H7
Ha

Hzl
H1

Antipen O [titel) Anthgen W Resultat seqotlpat

NIEcHSRR
ONT:HIS
0817
D66 H2S
Db
OMT;HL
T HT
o1TTH2
OMTHI
OLIL:HNT
ONTHAZ
OLlHNT
O177:H-
CINTH
QlLHIg
OTTHIE
il T2
O1:H
QLHT
Q168 HS
Ol51:Mz1
DinH1ED

L'analisi dels 20 aillats clinics més els dos controls de procediment evidéncia 21

pulsotipus diferents, definits segon el criteri de Tenover (figura 34). Unicament una soca

(14332) no va ser tipable per aquest métode encara que s’ha fet tractament amb thiourea

(Apartat III 3.1). Les quals en l'analisi del PFGE presenten coeficients de similitud inferiors

al 52,5% i per tant es van definir com a clons tnics cada un d’ells.

Figura 34. Dendograma de les mostres utilitzades per als assajos de virulencia.
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1.6 Determinacio de resisténcia

L’estudi del perfil de resisténcia (taula 45) de les diferents soques va demostrar que nou
(40%) de de les 22 soques no tenien cap tipus de resisténcia als antimicrobians avaluats,
mentre que les 13 soques restants (59,1%) eren resistents a dos o més antimicrobians.
Especificament, el 54,5% d’aquestes codificaven una resistéencia associada a
betalactamases d’espectre estes (BLEE) de tipus TEM, de la mateixa manera altres
resisténcies detectades van ser: ampicil-lina (59,1%), cefalosporines de primera generacid

(27,3% a cefalotina), cotrimoxazol (36,4%) i fluoroquinolones (13,6% a ciprofloxacin).

Taula 45. Resistencia fenotipica i genotipica.
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1.7 Deteccio de factors de viruléncia

La nova caracteritzaci6 dels factors de viruléncia va suposar I'augment de 16 a 55 en el
nombre de gens estudiats, d’aquesta manera s’ajusta al maxim el perfil virulent de les
soques que s’inocularan en als models in vivo (taula 46). Per exemple, la soca utilitzada
com a control positiu de procediment (E. coli CFT073) a la qual s’havien detectat vuit FV
en I'estudi posterior, durant la nova caracteritzacié es van detectar 20 gens de FV; amb la
posada a punt de la nova técnica es va generar un augment de 12 gens de virulencia en la

seva caracteritzacié (taula 47).
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Taula 46. Detecci6 especifica de FV en les mostres d’E. coli per a experimentaci6 animal.

Origen  Perfilvirulent® N2 total FV** FV detectats***
CN M318(CN) A K12 Tigic 1 fimH ompT
3 14326 A Fecal Tipic 2 fimH traT
1 14323 A Cistitis Tipic 3 fimH fim Avyrs fruA
5 14334 Bl Cistitis Tipic 3 fimH fim AV s traT
§ 14321 Bl Fecal Tipic 3 fimH fim AV s iha
7 14328 Bl Cistitis Elevatnombre de FV 3 fimH hra tsh
2 14333 A Cistitis  Elevat nombre de FV 5 fyuh iutA iucD kpsMTI-K2  traT
8 14325 Bl Fecal ElevatnombredeFV 5 fimH hra iutA jucD traT
15 14327 D Cistitis  Baixnombre deFV 7 fimH  operd pap CEFG | chud iutA wed  traT  ompT
16 14327.d D Cistitis  Baix nombre de FV 7 fimH chuh utA ucD  kpsMTIKL ibeA  usp
4 1434 A Fecal  ElevatnombredeFV 8 fimH fim AVyrs iha frua iuth  jucD  pic  kpsMTIFK2
11 14322 B2 Fecal  BaixnombredeFV 3 fimH fruh chuh vat  kpsMTIKL ibeA PAl o USP
19 14320 D Fecal Baixnombre deFV 8 fimH iha chuh ire A iuth  jucD  ostA ompT
9 14331 B2 Cistitis BaixnombredeFV 10 fimH frul chul iroN hiyF vt pic ss fraT PAI crors
20 14320d D Fecal Baixnombre deFV 10 fimH  operd pap ACG Il afa E8 iha hra  chupd  iutA iucD astA kspMT I
13 14332 D Cistitis Tipic 10 fimH operd pap ACEFGIl  fim AV iha fruh chud  iutA iucD sat kps MT 11-K2
14 14332d D Cistitis Tipic il fimH operd pap ACEFG Il iha fuh chuh  jutA  iucD sat kpsMTII traT ompT
17 14319 D Fecal Tipic 14 fimH fim Vs operd pap( ACEF) iha fruh chup iutA iucD sat kpsMT11-K1 traT ficy PAI cero73 usp
18 143194 D Fecal Tipic 15 fimH fim Avyrs operd pap{ACGH)  iha fyuh chub  ireA iuth jucD sat kpsMT I1-K1 traT flice  PAl gerom USD
10 14330 B2 Cistitis Tipic 18 fimH opero pap ACEFG IIl hra fruh chuA  iroN  jutA iwcD  Operohly(AD)  hiyF enfl  kpsMTI-K2 iss cvaC  traT ibeA PAl s USP
12 1433 B2 Fecal Tipic 18 fimH operd pap ACEFG IIl hra frup chuA N jutA wcD  Operdhly(AD)  hiyF enfl  kpsMTI-K2 iss cvaC  traT ibeA PAlgrm  USP
cp 14335(CP) B2 UPEC Tipic pli} fimH operd pap ACEFGII focG iha fyuh chud 0N ire A iutA jucD  Operdhly(AD)  hiyF  Operdclo(BN) vat  sat pic kpsMTI-K2 ompT PAl| geors USP

1D: identificacio, GF: grup filogenetic, CN: soca de laboratori K12 (MG 1655) , CP: UPEC CFTO73

*perfil virulent segons el seu grup filogen&tic: tipic (A 1 B amb baix nombre de FV i B2 D amb elevat nombre de FV) i notipic (4B elevat nombre de FV i 821 D amb baix nombre de FV).

** N2 total de FV: nombre total de factors de virulencia. Czlculat com |a suma de tots els gens detectats, ajustant les multiples deteccions de I'operd pap (fimbries P), 'operd hiy (n-hemolisines), 'operd cib (colibacting) i kos M 11 (capsules del grup 2)

***En negreta: gens de |a classificacio EXPEC: Extraintestingl Escherichio coli . Definida com la preséncia de 22 FV: popAH o papC (ensamblatje | subunitat estructural de les fimbries P}, sfo/foc (fimbries tipus § i F1C), ofo/dro (adhesines de la familia Dr), iutA {aerobactina) i kpsM 11, Descripcio de cadascun dels gens

al'apartat|2221.
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Taula 47. Comparaci6 de les dues caracteritzacions de FV en soques d’E. coli.

Caracteritzacio de FV (N2 total)* Classificacio **

Antiga Mova Diferéncia FV detectats ExPEC N2 total gens EXPEC

14318-K12 1 2 +2 NO ]
14329 2 3 +2 NO o
14333 4 5 +1 | 2
14326 2 2 +1 NO o
14324 4 8 +5 | 2
14334 2 3 +1 NO o
14321 4 3 -1 NO "]
14328 1 3 +2 NO o
14325 3 5 +2 NO 1
14331 4 10 +7 NO o
14330 10 13 +9 | 3
14322 5 8 +4 NO 2
14323 10 13 +9 | 3
14332 5 10 +5 | 3
14332.d 6 11 +5 | 3
14327 3 7 +4 | 2
14327.d 4 7 +3 | 2
14319 7 14 +7 | 3
14319.d 7 +3 | 3
14320 2 8 +5 NO 1
14320.d 2 10 +3 | 2
14335-CFT073 8 20 +12 sl 4

ID: identificacio, GF: grup filogenetic, CN: soca de laboratori K12 (MG 1855) , CP: UPEC CFTO73.

* M2 total de FV: nombre total de factors de viruléncia. Calculat com la suma de tots els gens detectats
aiustant les multiples deteccions de I'operd pap (fimbries P), I'opero hiy {a-hemolisines), I'operd ol
[colibactina) i kesM Il (capsules del grup 2).

** Classificacio ExPEC: Extraintestinal Escherichio coli . Definida com la preséncia de 22 FV: pap AH o pap C

{ensamblatie i subunitat estructural de les fimbries P), sfa/foc (fimbries tipus 5 i F1C), afo/dro
(adhesines de la familia Dr), iutA (asrobactina) | £ps MT 11,

L’avaluaci6 del potencial virulent de 55 gens de viruléncia (apartat III 3.2.4.2) en tots els
aillats clinics i els controls de procediment d'E. coli van donar com a resultat un nou i més
ampli perfil virulent de cadascun dels aillats (taula 46). Addicionalment, alguns dels aillats
van complir els criteris per a ser considerats com a soques EXPEC segons la definici6 de
Johnson et al., de 200361, que requereix tenir com a minim dos dels seglients cinc gens de

virulencia papA o papC, sfa/foc, afa/dra, iutA o kpsMT II.

L’estudi de viruléncia en relacié a la mediana de FV (Me) va ser de vuit en el total de
mostres analitzades amb un minim de dos i un maxim de 18 FV, sense diferencies entre
I'origen amb Me=7 i 8 segons els aillaments d’orina o fecal, respectivament. Pero si s’ha de
destacar la Me=14 i 10 FV de les mostres dels GF B2 i D, en comparacié a la Me=4i 3 dels
GF A o B1 (p=0,0002).

A la taula 48 es presenten les prevalences de cadascun dels FV, agrupats a la columna de

I'esquerra per categoria funcional, i a la fila superior segons: origen, GF o perfil virulent.
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Taula 48. Factors de virulencia determinats a les 20 soques cliniques.
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Una vegada s’ha finalitzat la caracteritzaci6 de les soques d’E. coli disposem de 22 aillats,
dels quals 20 s6n clinics i dos corresponen als control de procediment utilitzat durant
I'estandarditzacié dels dos models in vivo. En resum, a la taula 49 es presenten les dades
compilades de la caracteritzaci6 de les soques seleccionades per els assajos

d’experimentacié animal.

Taula 49. Caracteritzaci6 de les soques d’E. coli per a inoculaci6 dels assajos de viruléncia

en els dos models murins.
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* NI ggtal de FY, nombeg total de Tectars & vinglendia. Daloulpt o5 18 duma 3¢ bots el pond Setetiols, afdlant les miultiples delgctians de "opend pog
(fimbries P, 'opesd by (a-hemalisines), I'operd ob (oedioeaina) | &es W 0 (chpsules del prup 2|

wEPEA) vl EAT: gl (A | I BSE BE i fSsEcE 38 FY | 1Y | D smb SLEas Aimibed A V) | fs B550E A 0 & et nssEdss 38 V| 1) | D amb Bl dsmbs e PV
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2. Estandarditzaci6 de models murins per a l'avaluacié de soques d’E. coli

extraintestinals

S'ha seleccionat el ratoli per ser I'animal de menor sensibilitat neurovegetativa en qué es
poden realitzar aquests estudis comparatius de viruléncia. Aixi mateix, el ratoli és 1'animal
utilitzat habitualment en estudis de viruléncia i patogenicitat segons es troba ampliament
descrit en la literatura. Els ratolins sén triats per aquests models d'infecci6, ja que semblen
ser sensibles a moltes de les mateixes propietats dels bacteris que causen infecci6, i en
particular la infeccié urinaria en els éssers humans. Per exemple, s’ha demostrat que
I'adhesié de soques d’E. coli pielonefritiques a les cel-lules uroepitelials in vitro és similar a
la in vivo. Aixi, inoculacions directes del bacteri dins de la bufeta sense manipulacions
obstructives van ser considerades la manera menys artificial per a induir la infecci6

experimental al ratoli140-142,
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S'utilitzara la soca de ratoli CBA/], ja que previament ha estat utilitzada per altres autors
amb objectius similars. L'homogeneitat genética d'aquests animals permet que la
composicié genética no hagi de ser considerada com una variable en la investigaci6. Pel
que fa a la variabilitat dels resultats de les investigacions es poden deure a factors

ambientals o metodologics38 142,

Per obtenir resultats reproduibles i un punts de tall d’interpretacié de les dades, és
important primer estandarditzar el model. Per a aixo, la concentracié de l'inocul de 10¢ a
109 UFC va ser provada per la soca control positiu de procediments (E. coli CFT073), una
soca amb nombrosos determinants virulents i un altre soca sense determinats de
virulencia, la soca control negatiu de procediment (E. coli K12). Per a aquestes dues
soques, es van assajar dues vies d'inoculacié (subcutania i transuretral). Els ratolins es van
observar continuament durant les primeres 6 h després de la inoculacié per detectar si hi

havia una mort rapida lligada a un xoc endotdxic o una alteraci6 de les vies urinaries.

2.1 Normalitzacié d’'un model muri d’experimentacié animal per a l'avaluacié

d’infeccions extraintestinals a part de la infeccié urinaria causada per E. coli

La via subcutania s’utilitza ampliament com a via d’inoculaci6, ja que és menys invasiva
comparada amb altre tipus d’inoculacié. Utilitzant les soques d’E. coli K-12 (MG1655) i
UPEC CFT073 que van actuar com a control negatiu i positiu durant els procediments
d’estandarditzacié respectivament (apartat I11.1). Sha determinat la DL50 (Dosis Letal
50), que és la dosi minima necessaria de bacteri per a causar la mort al 50% dels individus
al final de 'assaig. La DL50 de la soca virulenta d’E. coli CFT073 es va determinar utilitzant
un rang de quatre concentracions que van oscil-lar entre 106 i 109 UFC/200 pl d’inocul

bacteria (taula 33).

D’aquesta manera i seguint els protocols experimental dels apartat III 5.2.1.1 per la
inoculacié via subcutania, inoculant la soca virulenta d’E. coli CFT073 en concentracions
ascendents (taula 50 i figura 35), es va obtenir que l'inocul corresponent a 1 x 106
UFC/200 pl no va causar la mort de cap dels ratolins, per tant s’ha considerat com a una
concentracié no letal. Per altre banda, la corresponent a 1 x 107 UFC/200 ul va causar la
mort al 50% dels ratolins inoculats en les primeres 48 h de I'experiment amb una mitjana
(¥) 6.5 Log UFC/ml o g i una mediana (Me) de 5.9 Log UFC/ml o g. Alhora, les
concentracions corresponents a 1 x 108 UFC/200 pl i 1 x 108 UFC/200 pl van causar la

mort del 60% dels ratolins a les 48 hores d’'inoculaci6 amb ¥=6.8 Log UFC/ml o gi
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Taula 50. Resultats de la inoculaci6 via subcutania de les soques control negatiu i positiu de procediment.

Caracteristiques Resultats in vivo
. . .. .. Cultiu microbiolbgic (Log UFC/ml o g)
. . Filogenétiques  Virulencia Concentracio . ..
Epidemiologiques Letalitat Puntuacio Temps (h) Sang Fetge Melsa Ronyons
Serotipus GF PAl FV ExPEC indcul Mitjana Mediana DE Mitjana Mediana DE  Mitjana Mediana DE  Mitjana Mediana DE
Negatiu_ 14318-K12  Soca de laboratori (MG1655) O16:H4%:K- A 0 2 No(0) 1x107Urc/200 . 0/5 0,0 0 0,0 00 000 0,00 000 000 0,00 0,00 000 0,00 0,00 0,00
1x10°UFC/200 0710 0,0 0 0,0 00 000 0,00 000 0,00 0,00 000 000 0,00 0,00 0,00
7 5/10 0,5 43 7,2 72 18 7,63 8,00 1,05 6,95 6,30 L75 7,57 7,90 1,38
Positiu 14335-CFTO73  UPEC (Pielonefritis)  O6HLK2 B2 3 20 si(3) LX10 UFC/200 i /
1x10°UFC/200 ul  6/10 0,6 8 8,1 91 165 809 8§72 142 82 913 152 313 889 145
1x10°UFC/200 i 6/10 0,6 24 6,6 75 139 667 700 100 694 752 0,99 6,38 730 1,02
1D: identificacio, GF: grup filogenétic, PAl: nombre total d'illes de patogenicitat, FV': nombre total de factors de virulencia, ExPEC: Classificacio ExPEC (nombre de gens ExPEC), DE: Desviacio estandard
Figura 35. Recuperacié bacteriana dels diferents liquids i organs processats del model de septicémia.
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(continuacio) Figura 35. Recuperacid bacteriana dels diferents liquids i organs processats

del model de septicemia.
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Me=6.3 Log UFC/ml o g; i a les 24 hores d’'inoculacié amb = 6 Log UFC/ml o g i Me=5.72
Log UFC/ml o g, respectivament.

Els resultats de les inoculacions van determinar que la dosi a administrar podia ser igual o

superior a la DL50; d'aquesta manera gairebé tots els ratolins desenvoluparien tots els
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estadis de la infecci6. Aixi doncs, la concentracié d'inocul finalment seleccionada va ser de
107 UFC en 200 ul per a ser inoculada en tots els estudis de virulencia de les soques
incloses en aquest treball. Sota aquestes condicions, cap ratoli va morir dins de les
primeres 6 h i els animals podria ser clarament classificat com "morts" producte una
infecci6 sistémica o sense infeccié "supervivents". Els recomptes de bacteris en la sang, el
fetge, la melsa i els ronyons dels ratolins morts van ser iguals o majors a 1,53 x 105 UFC

permlog.

Addicionalment, la comprovacié de la concentracié bacteriana escollida de la soca
virulenta (107 UFC), no va causar infecci6 sistemica en cap ratoli quan es van inocular la
mateixa concentracié i volum de la soca avirulenta d'E. coli K12 en cinc animals per la via
subcutania (taula 50 i figura 35), confirmant que 107 UFC, és la concentraci6 ideal d'indocul
i per tant s’estandarditza el model de septicémia amb aquesta concentraci6 per a realitzar

els assajos de viruléncia.

2.2 Estandarditzaciéo d’'un model muri d’experimentaciéo animal per a I'avaluacié de

la infeccié urinaria causada per E. coli

Utilitzant la soca uropatogena d’E. coli CFT073 que té un elevat nombre de factors de
viruléncia i que pertany al grup filogenétic B2, com a indicadora de la capacitat de causar
infeccié urinaria (cistitis, pielonefritis o disseminacié hematogena) per a determinar la
concentracié d'inocul apropiat Es van inocular quatre concentracions que van oscil-lar
entre 106 i 109 UFC per cada 50 pul d’inocul bacteria (taula 33), utilitzant 10 animals per

cada concentracio.

Seguint els protocols experimentals del apartat III 5.2.1.2 per la inoculacié via

transuretral, es van obtenir els resultats que es presenten a la taula 51, figures 36, 37 i 38.

Encara que la concentracié bacteriana per a inocular a la soca d’E. coli virulenta CFT073 es
situa entre les quatre concentracions ascendents provades (10¢ a 10° UFC), degut a que en
totes elles es pot valorar la capacitat patogena i diferents graus d’afectacié del sistema
urinari, com préviament ha sigut descrit per altres autors (taula 15). Els recomptes es van
mantenir iguals o superiors a 1 x 103 UFC/ml o g., fet que no determina un punt de tall
concret (figura 36). Es aixi com, es pot observar clarament una bona instauracié de
bacteriuria al llarg dels set dies de I'experiment amb una mitjana de (¥) 5 Log UFC/ml o i

una mediana de (Me) 4.9 Log UFC/ml; alhora que bones recuperacions de bacteris tant de
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bufeta (¥= 5.6 Log UFC/ml i Me= 5.9 Log UFC/ml) com de ronyons (%= 6.1 Log UFC/ml i
Me= 6.4 Log UFC/ml). Per altre banda, en cap de les quatre concentracions s’han arribat a
aillar bacteris de les mostres de sang; amb aquest resultats de la soca virulenta es va
decidir que era necessari realitzar inoculacions amb la soca no virulenta a concentracid

intermedia d’1 x 107 UFCialtad’l x 102 UFC.

Figura 36. Monitoritzacié en orina de la IUA durant els 7 dies d’experiment, i recuperacio

bacteriana de sang i organs del 7e dia.
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Taula 51. Resultats de la inoculaci6 via transuretral de les soques control negatiu i positiu de procediment.

Uroanalisi.
Caracteristiques

Control Filogenétiques Viruléncia Concentracio

Epidemiologiques
inécul

Serotipus GF PAlI FV ExPEC

Resultats in vivo

Uronanalisi 7& dia

Leucocitdria Proteindria Hematdria Bacteridria Mitjana Mediana

U o/a o/a o4 /s 0 o o
Negatiu 14318-K12  Soca de laboratori (MG1655) O16:HA8:K- A 0 2 No(o) 1X10 UFC/50 ul / / / /
1x10° UFC/50 ul 0/3 0/3 0/3 0/s o o o
1x10° UFC/50 ul 3/3 3/3 3/3 9/10 4,2 48 1,7
’ 1 1 1 6/6 5,2 51 04
Positiu 14335-CFT073 UPEC (Pielonefritis) O6:HLK2 B2 3 20 Si(3) 1x10 UFC/50 ul 1/ Y Y /
1 x 10° UFC/50 ul 2/2 2/2 2/2 g/8 5,6 60 0,9
1 x 10° UFC/50 ul 2/2 2/2 2/2 a/9 4,7 a8 09
b. Cultiu de liquids i organs.

Caracteristiques

Control Filogenétiques  Viruléncia Concentracid

Bufeta
Cultiu Puntuacié Mitjana Mediana

Epidemiologiques
inocul

Serotipus GF PAl FV ExPEC

Resultats in vivo
Cultiu microbiologic (Log UFC/ml o g)
Ronyons

Cultiv Puntuacié Mitjana Mediana DE Cultiu

Puntuacié Mitjana Mediana

g os 0 0 0o 0 o5 o0 0 0 0 o5 0 0 00
Negatiu 14318-K12 Soca de laboratori (MG1655) O16:H4S:K- A 0 2 No(g) 1X10 UFC/S0wl / / /
L1 URCS0 W 05 0 0 0 0 o5 0 0 0 0 05 0 0 00
Lx10PURC/50 10/10 1 59 57 11 10/10 1 59 57 11 010 0 65 66 12
Y g0 08 52 61 33 10/10 1 52 61 33 010 0 61 62 07
Positiu 1335-CFT0;  UPEC (Pielonefriti)  O6H1:K2 B2 3 20 si(3) X0 URC/50u / ' ' 133 10/ ' L33 o ' e
I 10°URC/s0 W 1010 1 70 63 16 10/10 1 70 69 16 010 0 58 67 23
I 1FURC/sow 910 03 41 38 22 10/10 1 41 38 22 00 0 61 61 11

ID: identificacio, GF: grup filogenetic, PAL: nombre total d'illes de patogenicitat, FV: nombre total de factors de virulencia, EXPEC: Classificacio EXPEC [nombre de gens ExPEC), DE: Desviacio estandard
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Per a determinar la capacitat de la soca avirulenta d’E. coli K12 de mantenir-se en les vies
urinaries, es van inocular cinc animals amb dues concentracions (1 x 107 UFC/50 pli 1 x
10° UFC/50 pl) cadascuna per via transuretral. A la figura 37, es poden observar
diferencies en el comportament in vivo, principalment en la concentracié 10° UFC,
observant-se una bacteritria heterogenia i una negativitzacié tardana. Pel contrari, a la
concentracié 107 UFC no es va observar aquest comportament; ja que es va obtenir una
clara negativitzaci6 prévia a les 48h de I'experiment. En relaci6 als cultius microbiologics
(figura 38) de sang, bufeta i ronyons posterior a la disseccié6 durant el 7e dia de
I'experiment es pot observar que no s’aillen bacteris en cap de les mostres processades a

les dues concentracions inoculades.

Figura 37. Recuperacio bacteriana dels diferents liquids i organs processats del model

d’'IUA.
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Els resultats de I'estandarditzaci6 del model d’'IUA permeten normalitzar la concentracid
optima d’inocul bacteria per a la via transuretral a la concentracié d’1 x 107 UFC per a ser

inoculat a totes les soques dels assajos de viruléncia.

3. Avaluacio del potencial virulent i patogen en dos models murins de soques
d’E. coli aillades de femta i d’orina de dones durant el curs d’una cistitis no

complicada

Es van inocular un total de 20 soques (taula 52) distribuides de la seglient manera: 20 per
via subcutania per al model d’infeccié sistemica (soques num. 1-20) i 16 per via

transuretral per al model d'IUA (soques num. 1-13, 15,17 i 19).

Taula 52. Distribucié segons grup filogenetic de les soques per a inoculacié a cadascuna

de les dos vies en els models in vivo.

Soques d'E. coli

Perfil de virulencia® Experiments de viruléncia in vivo®**

1 14329 A Tipic Septicémia i lUA
2 14333 A Elevat nombre de FV SepticeémiailUA
3 14326 A Tipic SepticeémiailUA
4 14324 A Elevat nombre de FV Septicémia i lUA
5 14334 B1 Tipic SepticeémiailUA
6 14321 Bl Tipic Septicémia i lUA
7 14328 Bl Elevat nombre de FV Septicémia i lUA
2 143325 Bl Elevat nombre de FV SepticémiailUA
9 14331 B2 Baix nombre de FV Septicémia i lUA
10 14330 B2 Tipic Septicémia i lUA
11 14322 B2 Baix nombre de FV SepticeémiailUA
12 14323 B2 Tipic Septicémia i IUA
13 14332 D Tipic Septicémia i lUA
14 14332.d D Tipic Septicémia segones soques GF D
15 14327 D Baix nombre de FV Septicémia i lUA
16 14327.d D Baix nombre de Fv Septicémia segones sogues GF D
17 14319 D Tipic SepticeémiailUA
18 14319.d D Tipic Septicémia segones soques GF D
19 14320 D Baix nombre de FV SepticeémiailUA
20 14320.d D Baix nombre de FV Septicémia segones soques GF D

*1D: identificacid, GF: grup filogenétic

**Perfil virulent: tipic (4 1 B amb baix nombre de FV i B2 i D amb elevat nombre de FV) i no tipic (A 1 B elevat nombre de FV
1B2iDamb baix nombre de FV).

#** |UA: infeccio urinaria ascendent

3.1 Model d’infeccio sistémica via subcutania

I’avaluaci6 del potencial virulent extraintestinal dels aillats es va determinar inoculant les

diferents soques escollides (taula 52) a un model muri de septicéemia estandarditzat a
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I'apartat I1I 5.2.1.1 i IV 2.1. Cada una d’aquestes soques es van inocular via subcutania a la
concentracié optima estandarditzada d’1-3 x 107 UFC en fase logaritmica i resuspeses en
solucié de Ringer. Es van inocular ratolins CBA/] de 7 setmanes d’edat i el seguiment dels
mateixos es va fer al llarg de 7 dies com a maxim per a determinar el seu comportament in
vivo. Els criteris de valoracié van determinar que els animals que sobrevivien durant més
de 7 dies, es consideraven supervivents permanents, ja que els cultius dels teixits i de la
sang eren esterils10. Aixi mateix, es van classificar de la segiient manera: i) sense capacitat
per a causar la mort fins a un maxim de dos de 10 animals (no letal), ii) mentre que es
donava la classificacié de letal, si ho feia en nou o 10 animals, iii) les soques que no es
podien classificar en cap de les dues modalitats anterior es consideraven letals intermedis

segons la classificacié descrita préviament per Landraud, et al., 2011143,

L’analisi per grups d’inoculacié es va realitzant utilitzant els parametres estadistics de
mitjana, mediana i desviacié estandard, on aquesta ultima mostrava una variabilitat
proporcionada a 'efecte d’'inoculaci6 si era inferior a 2,0144. Per a confirmar I'especificitat
d'efecte, post-mortem es van realitzar cultius quantitatius de sang i dels homogeneitzats de
fetge, melsa i ronyons. D'aquesta manera es va determinar si els ratolins s’havien de
classificar com a sans, per tant una soca no letal havia de produir cultius estérils, mentre
que els cultius de ratolins malalts van ser uniformement i clarament positius; per tant es
van classificar com a soques de letalitat total. Addicionalment, en tots els aillats obtingut
als diferents cultius es va confirmar l'espécie en cultiu cromogénic CPS-ID3 amb prova
d’indol positiva; i proves moleculars per a GF, FV de categoria ExPEC i ERIC PCR; per a
confirmar les caracteristiques moleculars i de clonalitat amb la soca originalment

inoculada.

Un cop finalitzats els estudis de viruléncia mitjancant el model d'infeccié sistémica de les
16 soques seleccionades (taula 52) i posterior analisi dels resultats, es va decidir
augmentar el nombre de representants de les soques pertanyents al grup filogenetic D.
Aquest fet es justifica pel fet que cap dels quatre representants inicials del filogrup D va
ser capac de causar infecci6 sistemica en cap dels animals, fins i tot en els grups inoculats
amb soques d'elevat nombre de factors de virulencia. Per aquest motiu, I'hipotesi inicial no
es va poder validar tot i que la desviaci6 estandard dels grups va ser inferior a 2,0;
mostrant una variabilitat proporcionada del procediment. A causa d'aquests fets i basant-
nos en un estudi publicat per Johnson et al, 201214, es va introduir quatre soques
addicionals del grup filogenetic D amb les mateixes caracteristiques dels representants

inicials, que permetin confirmar o revocar les troballes. Per aquest motiu es va procedir a
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realitzar una segona inoculaci6 amb 40 animals, i és per aquesta rad que aquest model

compte amb 20 soques cliniques inoculades. Com figura en les taules i figures d’aquest

apartat:

De les 20 soques d'E coli estudiades, en set d’aquestes (35%) durant les primeres 60 hores
d’experiment van morir com a minim cinc ratolins corresponents a les quatre soques
representants del GF B2 independentment del perfil de viruléncia, les dues soques del GF
A amb elevat nombre de FV i una de GF D amb un perfil tipic. En cinc (25%) d’aquestes (4

soques B2 i1 A) van morir més de nou dels 10 ratolins inoculats (80% 10/10i 20% 9/10)
(figura 39).

Figura 39. Mortalitat causada per les soques d’E. coli als grups de 10 ratolins inoculats via

subcutania.
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D’aquesta manera 13 de les soques (65%) es poden classificar com no letals, on es troben
principalment les que pertanyen als GF A tipic, B1 i D; cinc soques (25%) amb una letalitat
contundent, corresponents aquelles dels GF B2 i A amb elevat nombre de FV i dues soques
(10%) dels GF A amb elevat nombre de FV i D tipica, dins del rang de letalitat intermedia
(p=0.003); segons els criteris de Landraud, et al., 2011143 (taula 53).
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Taula 53. Perfil virulent de les soques i relacié amb mortalitat.

a. Ordenats de manera descendent per nombre acumulat de factors de viruléncia.
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b. Ordenats per grups filogeneétics.
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Per tant es va observar una clara diferencia en la letalitat entre les 20 soques inoculades,
sent la letalitat és un parametre molt clar i senzill d’analitzar en unes soques d’aquestes
caracteristiques, aix0 sempre que la majoria de ratolins inoculats tinguin un

comportament similar amb unes desviacions estandards inferior a 2,0.

Quan es representen les recuperacions bacterianes expressades en UFC/ml o g de sang,
melsa, fetge i ronyons (figura 40), agrupades per grup filogeneétic i incloent els controls de
procediment tant negatiu com positiu, es pot observar una bona correlacié entre els
recomptes entre cadascun dels animals i alhora entre cadascun dels grups d’inoculacid
durant les diferents repliques experimentals, en com a minim grups de 5 ratolins per
cadascuna de les soques d’E. coli; revelant una variacié experimental minimes i optima
amb desviacions estandards entre 0.0 i 1.5 com a maxim per cada grup de ratolins

estudiants amb cada soca especifica.

Figura 40. Recuperacié bacteriana agrupada per grup filogenétic de totes les mostres

processades de cada un dels grups d’inoculacid.
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A la figura 40 (d i ), es representen en paral-lel les vuit soques del GF D, corresponents a
les primeres i segones soques seleccionades per aquest GF; ja que la primera seleccié de
soques del GF D no va produir letalitat en cap dels ratolins, encara que es van inocular
dues soques amb elevat potencial patogen per la presencia de nombrosos factors de
viruléncia (10 FV amb 1 PAI i 14 FV amb 2 PAI), pero al repetir 'experiment amb quatre
noves soques del GF D, la soca nombre 14 (14332.d) amb un perfil tipic de viruléencia amb
11 FV i 1 PAI si es va aconseguir demostrar la letalitat en nou dels 15 ratolins inoculats

durant les tres replicats de I'experiment.

En conjunt les dades representades a la figura 41, demostren que s’ha pogut recuperar
bacteris de les mostres processades en els grups d’animals de 8 soques inoculades,
incloent el control positiu de procediment, amb una correlacié del 100% amb les dades de

mortalitat expressades a la figura 39 i taula 53.

Figura 41. Comparacié individualitzada dels recomptes bacterians de les mostres

processades dels organs.
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3.2 Model d’infeccio urinaria ascendent via transuretral

L’avaluaci6 del potencial virulent del sistema urinari dels aillats es va determinar
inoculant les diferents soques escollides (taula 52) a un model muri d’'infeccié urinaria
ascendent (IUA) estandarditzat a I'apartat III 5.2.1.2 i IV 2.2. Cada una d’aquestes soques
es van inocular via transuretral a la concentracié optima estandarditzada d’1-3 x 107 UFC
en fase logaritmica i resuspeses en solucié de PBS. Es van inocular ratolins CBA/] de 9
setmanes d’edat i el seguiment dels mateixos es va fer al llarg de 7 dies com a maxim per a

determinar el seu comportament in vivo.

Aixi, una aliquota de 50 pL de cadascuna de les concentracions bacterianes que contenien
0,05% del colorant CSB, Chicago Sky Blue (Sigma-Aldrich®) es va introduir per la uretra
fins la bufeta. La taca de colorant, que no té efectes tdxics o antibacterians va servir com a
indicador per a l'exit de la inoculaci6 (és a dir, la taca havia de tenyir la bufeta). Per tal
d'excloure la possibilitat de reflux vesicoureteral causada pel inocul; en cadascun dels
grups d’inoculacié un ratoli addicional al experiments de viruléncia va actuar com a
control de reflux, el qual es va sacrificar immediatament després de la inoculacio; ni el
colorant, ni els bacteris es van ser detectar en als ronyons. Finalment el model d'IUA es va
obtenir mitjangant la inoculacié transuretral no obstructiva de 107 UFC/50 ul de la soca

que es volia provar.

L’analisi per grups d’inoculacié es va realitzar utilitzant els parametres estadistics de
mitjana, mediana i desviacié estandard, on aquesta ultima mostrava una variabilitat
proporcionada a I'efecte d’'inoculaci6 si era inferior a 2,0144 Per a confirmar I'especificitat
d'efecte, post-mortem es van realitzar cultius quantitatius de sang i dels homogeneitzats de
bufeta i ronyons, a més de I'analisi histologics de bufeta i ronyd. D'aquesta manera es va
determinar si els ratolins s’havien de classificar-se com a sans, i per tant una soca sense
potencial patogen de les vies urinaries amb cultius esterils, mentre que els cultius dels
ratolins malalts van ser uniformement i clarament positius; per tant es van classificar com
a soques potencialment patogenes del sistema urinari a nivell de bufeta (cistitis) o
ronyons (pielonefritis). Addicionalment, en tots els aillats obtingut als diferents cultius es
va confirmar I'espécie en cultiu quantitatiu en medi cromogénic CPS-ID3 amb la posterior
prova d’'indol positiva; i proves moleculars per a GF, FV de categoria ExPEC i ERIC PCR; per
a confirmar les caracteristiques moleculars i de clonalitat amb la soca originalment

inoculada.
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De la mateixa manera que en les proves d’estandarditzacié (apartat IV.2.2), es van fer
seguiments de la infeccié urinaria ascendent (IUA) determinant quantitativament la
quantitat d’'UFC per ml d’orina cada 24 hores fins la finalitzaci6 de 'experiment al 7e dia. A
la figura 42 es pot visualitzar 1'evolucié de les IUA causades per cadascuna de les 16
soques d’E. coli inoculades, més els corresponents controls negatiu i positiu de
procediment; en cadascun del grups de cinc ratolins durant les dos repliques fetes per a

cada soca.

Figura 42. Seguiment de la infeccié urinaria ascendent mitjan¢ant cultiu d’orina durant els

set dies de 'experiment, agrupades per grups filogenétics.
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(continuacio) Figura 42. Seguiment de la infeccié urinaria ascendent mitjancant cultiu

d’orina durant els set dies de I'experiment agrupades per grups filogenétics.
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A la figura 42 s’observa la negativitzacié total dels cultius d’orina al 7¢ dia en 6 de les 16
soques inoculades (37.5%) representades en el segiients GF: una soca del GF A amb un
perfil no virulent; tres soques del GF B, les dues no virulentes i una de les classificades amb
un perfil virulent per la presencia de I’hemaglutinina termostable (tsh); i dues soques del
GF D que corresponien a les dels perfils no virulents. Alhora en cinc de les 16 soques
(37.5%) s’ha mantingut la IUA fins al 7é dia en com a minim 9 del 10 ratolins, distribuits
de la segiient manera: una tant per a les GF A i B1 totes dues amb elevat nombre de FV,

tres soques del GF B2 i una del GF D amb perfils tipics de viruléncia. Finalment, quatre
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soques (25%) van arribar al 7¢& dia del experiment amb cultius tant positius com negatius

distribuits de la seglient manera: dues soques del GF A i una dels GF B2 i D.

Al llarg dels 7 dies de I'experiment, el diagndstic compatible amb IUA es va confirmar
mitjancant la presencia de leucocits, eritrocits, nitrits, proteines i cultiu positiu d’orina
amb recomptes= 103 UFC/ml d’orina (figura 42). Dins d’aquests indicadors d’infeccid,
degut a la limitacié de volum d’orina, es va prioritzar la seva determinacid de la segiient
manera: uroanalisi, determinacié de leucocits, proteines, eritrocits i nitrits, sent aquesta
ultima sempre positiva per totes les orines processades. Quant va ser possible
addicionalment es van determinar els set restants parametres de la tira reactiva
d’'uroanalisi (densitat especifica, pH, glucosa, cossos cetonics, urobilinogen, bilirubina i
hemoglobina). A la figura 43 i taula 54, es mostren les dades obtingudes d’aquest analisis
en les orines del 7e dia previa al sacrifici i dissecci6 dels animals. A la taula 54 es mostren
les dades compilades de diferents parametres, com a per exemple el nombre d’animals
positius per a cada marcador determinat (leucocitdria, proteindria i hematuiria) comparat
versus el total d’animals estudiats per al mateix marcador, la puntuaci6 expressada en
nombres del 0 al 1, on un es la maxima puntuaci6 possible i el parametres estadistics de
desviaci6 estandard (DE), de mitjana () i de mediana (Me), aquest dos ultims

representats a la figura 43.

El uroanalisi (figura 43) demostra que el 100% de les soques analitzades van ser capaces
de produir resposta inflamatoria per la presencia d’esterases de granulocits a les mostres
d’orina, per la seva part 15 de les 16 soques (93.8%) van donar positives a la preséncia de
proteina (albimina) a excepcié d’'una soca del GF D, que compte amb un perfil tipic de
viruléncia, encara que val la pena precisar que inicament va ser possible processar l'orina
d’un ratoli d'un total de 10 ratolins. Nou de les 16 soques van ser positives a la presencia
de sang, (56.25%) distribuint-se entre els GF de la segiient manera: una del GF D (25%),
dues dels GF A i B1 (50% cadascun) i les quatre del GF B (100%).
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Taula 54. Analisi de les mostres d’orina processades amb tira reactiva per a la determinaci6 de caracteristiques fisico-auimiaues.
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Ala figura 44, 45 i taula 55 es mostren els resultats del processament microbiologic de les
mostres dels 160 ratolins inoculats; d’aquest 67 animals (41,9%) van arribar al final de
I'experiment amb cultius positius d’orina, entre els quals destaquen el GF B2 amb 32
(80%) d’orines positives de les 40 analitzades, seguit del GF A amb 18 (45%), 9 (22,5%) i
8 (20,5%) del GF B1 i D, respectivament. El nombre d’animals amb cultius positius de
bufeta va ser de 43 (26,9) distribuits aixi: 33 (82,5%) del GF B2, 2 (26.,9%) del GF D i 4
(10%) per a cadascun dels GF A i B1. Alhora en 72 (45%) ratolins es van recuperar
bacteris del ronyé amb predomini del GF B2 amb 33 (82.5%) cultius positius, seguit dels
GF A (17 (42,5%), D (13/32,5%) i B1 (9/22.5%). En cap moment es va causar bacteriemia,

ja que totes les mostres de sang processades quantitativament van tenir cultius negatius.

Figura 44. Recomptes bacterians del 7¢ dia d’experiment de mostres d’orina, de bufeta, de
ronyons i de sang; i comparativa amb els resultats histopatologics de bufeta i de ronyons

agrupats per grup filogenétic.
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Els estudis histologics van demostrar signes d’inflamacié en bufetes i ronyons (figures 44,
46 i taula 56); dels 160 animals que es van estudiar, 20 (25%) tenien cistitis i 37 (46.2%)
pielonefritis, mentre que en 103 (64,4%) no van revelar canvis histologics en cap dels dos
organs i per tant s’han puntuat com a 0 corresponent a normal de I'escala de valoracio
(taula 36). D’aquestes mostres disseccionades i analitzades histologicament (80 bufetes i
80 ronyons) i sense tenir en compte els controls de procediment, que van tenir 100% de
correlacié entre el resultat microbiologic i I'histologic, la majoria (90%) dels teixits amb
cultiu microbiologic positiu per a E. coli mostraven correlacié total amb els resultats
histologics, a excepcid d'una unica soca (14335) del GF B1 que tenia 2 bufetes d’animals
amb cultiu positiu pero cap d’elles va revelar alteracions histologiques, encara que les

preparacié es van reorientar i profunditzar.

Figura 46. Tincié de hematoxilina-eosina de mostres positives i negatives per a cistitis i

pielonefritis. Control negatiu (14332): a. Bufeta: es veu tant el uroteli preservat (cercle), com la lamina propia
sense edema amb els seus vasos i una mica de la capa muscular. b. Ronyd: a aquest augment es veu pelvis amb
uroteli medul-lar (cercle), i una mica de cortical sense evidéncia d’infiltrat inflamatori. Soques uropatogenes: a.
Bufeta (14324): a x100 i x200, es veu com es va eixamplant la lamina propia per edema i infiltrat inflamatori
perivascular (cercle i fletxes curtes). A x400 s'observen PMN intraepitelials (fletxa llarga). b. Ronyé (14322): A x40
s'intueix un augment de la cel-lularitat a la zona de coloracié més fosca (cercle), el que tradueix és un augment de
nuclis basofils, en aquest cas de cel-lularitat inflamatoria PMN, i a mesura que es baixen els augments, veiem que

afecta uroteli i escorga (fletxes).

Control negatiu Soques uropatogenes
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Taula 56. Proporcié de ratolins amb canvis histologics després dels assajos de viruléncia.

Caracteristiques Analisi histologic 7& dia*®
Filogenétiques Viruléncia Bufeta Ronyons
Epidemiologiques

Serotipus GF PAl FV ExPEC Lesio Puntuacid Mitjana Mediana DE Lesio Puntuacido Mitjana Mediana DE
CN 14318-K12 Soca laboratori 016:H48:K- A o 2 NQ (0) Tipic 0/5 0,0 0,0 0,0 0,0 0/fs 0,0 0,0 0,0 0,0
1 14329 Cistitis OMNT:H19 A 1 3 NO(D) Tipic o/5 0,0 0,0 0,0 0,0 2/5 04 1,0 0,0 2,1
2 14333 Cistitis 05:H17 A 1 5 Sl1(2) Elevatnombrede Fv  0/5 0,0 0,0 0,0 0,0 2/5 0,4 0,5 0,0 1,0
3 14326 Fecal 066:H25 A o 2 NO (0) Tipic 0/5 0,0 0,0 0,0 0,0 0/f5 0,0 0,0 0,0 0,0
4 14324 Fecal 086:H2 A 2 8 S1(2) Elevat nombre de FV 3/5 0,6 1,0 0,5 14 3/s 0,6 1.4 1,0 1,7
5 14334 Cistitis ONT:H1 Bl o 3 NO (0} Tipic 0/5 0,0 0,0 0,0 0,0 0/f5 0,0 0,0 0,0 0,0
6 14321 Cistitis OMNT:H42 Bl 0 3 NO(D) Tipic 0/5 0,0 0,0 0,0 0,0 0/5 0,0 0,0 0,0 0,0
7 14328 Fecal 0177:H2 Bl o 3 NO(0) ElevatnombredeFv 05 0,0 0,0 0,0 0,0 0o/fs 0,0 0,0 0,0 0,0
8 14325 Fecal OMNT:H21 Bl 0 5 NO(1) ElevatnombredeFv 05 0,0 0,0 0,0 0,0 4/5 0,3 1,2 1,0 0,8
9 14331 Cistitis O131:HNT B2 3 10 NO(0) Baix nombre de FV 45 0,8 1,0 1,0 0,7 5/5 1,0 1,8 2,0 0,8
10 14330 Cistitis ONT:H42 B2 5 18 SI(3) Tipic 4/5 0,8 14 2,0 0,9 4/5 0,8 1,3 1,5 1,0
11 14322 Fecal O44:HNT B2 3 8 NO (2) Baix nombre de FV 2/5 0,4 1,0 0,0 1,7 2/5 0,4 1.4 0,0 1,9
12 14323 Fecal 0O177:H- B2 5 18 SI(3) Tipic 5/5 1,0 3,0 3,0 0,8 4/5 0,8 2,4 3,0 1,5
13 14332 Cistitis OMNT:H- D 1 10 SsI(3) Tipic 2/5 0,4 0.4 0,0 0,5 5/5 1,0 1.4 1,0 0,3
15 14327 Cistitis O7T7:H18 D o 7 S1(2) Baix nombre de FV 0/5 0,0 0,0 0,0 0,0 0o/fs 0,0 0,0 0,0 0,0
17 14319 Fecal 01:H- D 2 14 SI(3) Tipic 0/5 0,0 0,0 0,0 0,0 3/5 0,6 0,6 1,0 0,5
19 14320 Fecal 0169:H9 D o 8 NO (1) Baix nombre de FV 0/5 0,0 0,0 0,0 0,0 3/5 0,6 0,6 1,0 0,5
cp 14335-CFT073 Pielonefritis 06:H1:K2 B2 3 20 SI{4) Tipic 5/5 1,0 34 3,0 0,5 5/5 1,0 3,2 3,0 0,4

*Lesio: nombre d'animals analitzats amb la caracteriitica estudiada positiva al numerador/nombre de animals totals analitzats per a la categoria al denominador, puntuacio: valoracio numerica en una escala de 0,03 1,0,
on la maxima puntuacio per la cateroria s 11 DE: desviacio estandard.
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V. Discussio







La principal dificultat en l'apreciacié de la viruléncia intrinseca d'un determinat bacteria
és sense cap dubte el desconeixement de la interrelacié6 de cada un dels FV en I'accid
patdgena. De fet, la recerca directa de determinants de viruléncia es veu obviament
limitada als factors actualment coneguts, i no identifica factors de viruléncia desconeguts
fins ara. La diversitat de factors de viruléncia coneguts i putatius, i els solapaments dels FV
entre diferents patotipus fa dificil atribuir la viruléncia de soques d’E. coli a un unic

conjunt de factors.

S'ha demostrat que I'estat de '’hoste pot ser critic per al desenvolupament d'una infeccio,
independent de la presencia o abséncia de FV o de factors predisponents, i addicionalment
altres parametres relacionats amb l'inocul bacteria poden influir en el curs d'un infeccid.
Per tant, la caracteritzacié de virulenta o no virulenta d’'una soca no pot deduir-se de les
circumstancies en que es va aillar la soca (comensal o patogena), sin6 de multiples factors

correlacionats directa o indirectament els uns amb els altres.

L'avaluacio de les soques d’E. coli involucrades en infeccions extraintestinals segueix sent
poc aclaridora, encara que alguns autors apunten al fet que 1'aparici6 d'aquests clons
virulents es deu a I'acumulacié de FV dins de filogrups especifics. Els grups clonals ExPEC
deriven principalment dels grups filogenétics B2 i en menor mesura del D, i expliquen en
certa manera la predominanca dels grups B2 i D entre els aillats clinics. Molts dels
tradicionals FV extraintestinals reconeguts (pap, sfa/foc, hly i kps) estan concentrats en

aquests grups.

Es aixi com dins de l'especie d'E. coli, el GF B2 divergeix clarament en el potencial virulent
respecte als altres GF segurament gracies a la divergéncia genetica originada per la
transferencia de gens* 10 68; aquesta hipotesi explicaria la concentracid selectiva de gens
de viruléncia en el filogrup B2. També s'ha suggerit que una transferéncia horitzontal
d'aquests mateixos FV cap a soques comensals podria convertir aquelles soques en
potencialment patogenes®. D’aquesta manera en algunes series publicades, el GF B2 és el
filogrup predominant entre les soques fecals (taula 13). Dins d’aquest context es veu
clarament reflectida la diversitat d’infeccions extraintestinals en les quals es veu implicat
aquest filogrup. La relaci6 observada entre la virulencia i la filogénia podria correspondre
a la necessitat de determinants de viruléncia en un fons genetic que és adequat per al
sorgiment d'un clon virulent, una expressié de la interdependeéncia de patogenicitat i les

activitats metaboliques en els bacteris patogens.
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Seguint en aquesta linia, el treball desenvolupat per a l'estudi especific de PAI en la
col-lecci6 de 111 soques d’E. coli aillades simultaniament del tracte intestinal i de I'orina
de dones amb infeccié urinaria no complicada va revelar que les soques aillades d’orina i
en concret les dels GF B2 i D tenen més risc de posseir més nombre de PAI en comparacid
a les d’origen fecal. De la mateixa manera que es va demostrar que la combinacié de PAI
aillades suggereixen que 1'adquisicié d’aquestes no es produeix de manera aleatoria, sind

d’'una manera seqiiencial tal i com va descriure préviament Sabaté et al., 2006136,

En relaci6 amb determinacié de la viruléncia intrinseca in vitro amb la finalitat de
caracteritzar el potencial virulent de les 20 soques inoculades als models experimentals
murins es va descriure que els GF B2 i D, tal i com descriu la literatura, presenten una
elevada carrega de FV (Me=141i 10 FV, respectivament), en comparacio a la dels GF A o B1
(Me=41i 3 FV, respectivament). Destaca l'elevada preséncia de sistemes quelants de ferro,
fimbries P, ibeA, usp o PAlicrro7z principalment o inicament en els GF B2 i D. Per altra
banda, la preséncia de capsula es veu limitada als GF A, B2 i D i particularment 'associacié
del GF A ala capsula tipus K2, mentre que GF B2 tant a les tipus K1 com a K2, i finalment el
GF D presenta capsules tant de tipus II com III, encara que aquesta ultima tinicament en un
aillat. Pel que fa referencia a lest -hemolisines (hly) i el factor citotoxic necrosant (CNF)
Unicament es van detectar en els aillats del GF B2, mentre que les toxines associades a
soques patogenes intestinals d’E. coli (IPEC) es van associar als GF: D (astA o sat), B1 (tsh),
B2 (vat) o Ai B2 (pic).

Per aclarir aquesta correlaci6 entre el GF i els FV no precisats amb certesa, aquest treball
experimental presenta els aspectes técnics, aixi com l'evidéncia que el ratoli és un bon
model per a valorar la virulencia extraintestinal de soques d’E. coli, ja que permet la
classificaci6 de nivells de viruléncia a nivell d’infeccié sistemica en grau de letalitat o d’IU i
els seus diferents nivells d’afectacié de sistema urinari. Per aquest motiu s’han
desenvolupat dos models murins per a avaluar la viruléncia intrinseca extraintestinal i la
capacitat per a causar infecci6 de les vies urinaries per part de soques d’E. coli, sota
condicions condicions normalitzades (taula 57). Utilitzant aquests models
d’experimentaci6 animal es va determinar la letalitat i capacitat uropatogena d'una série
de 20 soques humanes d’E. coli aillades de femta i de cistitis no complicades, inoculades en

ratolins CBA/] de 7-9 setmanes d’edat.
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Aquest tipus de treballs proporcionen una visié general de la viruléncia extraintestinal en
E. coli mitjancant la combinacié de dades sobre soques fecals i patdgenes en relacié amb la
viruléncia extraintestinal o especifica de les vies urinaries en models murins
estandarditzats; la relaci6 amb la preséncia o abséncia de diversos determinants de

viruléncia coneguts; i principalment els GF de I'espécie descrits.

1. Model muri d’'infeccié sistemica per inoculacio via subcutania

Aquest primer model d’infeccié sistémica s’estandarditza per a valorar la capacitat
patdgena d’aquelles soques d’E. coli que ja han traspassat les barreres primaries de
defensa de I'hoste, fet que té un elevat impacte actualment a I’ambit sanitari en qiiestions
de morbiditat i mortalitat. Una vegada la soca d’E. coli s’allotja dins de I'hoste ha de resistir
un elevat nombre d’activitats de defensa secundaria de I'hoste, pero si és capac¢ de guanyar
satisfactoriament la batalla es disseminara de manera efectiva per tot el organisme, a
través de la sang, i causara en primera instancia quadres de bacteriémia i posteriorment,

si né s’apliquen les terapies antimicrobianes oportunes, s’ocasiona la sepsia.

El model de septicemia serveix per a determinar la proporcié de ratolins que poden morir
durant els set dies d’experimentacid, producte d’'una infecci6 generalitzada en termes de
letalitat. Es considera un model amb moltes advantatges, tant metodologiques com
d’analisi de dades, ja que la inoculaci6 és molt senzilla i rapida; de la mateixa manera que
el seguiment dels animals durant el temps d’experimentaci6. Pel que respecte al
processament de mostres, tampoc genera massa complicacions i pel contrari permet
obtenir resultats clars i de facil interpretaci6, amb excel-lents nivells de reproductibilitat i

molt poca variabilitat entre grups d’inoculacio.

Amb aquest model es va poder determinar la letalitat en set (35%) de les soques
provades; d’aquestes, cinc van causar letalitat clara (90-100%), dues més van causar
letalitat intermedia (60% i 50%) i les 13 restants no van ser letals per a cap dels ratolins
inoculats. Gracies a aquests resultats es pot classificar una soca amb capacitat o no de

causar la mort de I'animal per la seva acci6 letal.

Després d’aquesta analisi es pot considerar que el model d’infeccié sistemica per
inoculacié via subcutania esta estandarditzat amb inoculs de soques d’'E. coli
corresponents a 107 UFC per cada 200 pl de suspensid bacteriana inoculades. De la

mateixa manera, es va poder avaluar el potencial virulenti diferents graus de letalitat de
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Taula 57. Comparacié dels parametres tecnics dels dos models animals estandarditzats.

Variable analitzada

Model d'experimentacio animal

Septicémia Infeccid urinaria ascendent
Espécie Ratoli Ratoli
Estirp CBA/I CBA/)
Animal utilitzat Sexe Femelles Femelles
Edat 7 setmanes 9 setmanes
Pes 17-22 grams 19-24 grams
n per grup 10 animals 10 animals
Medi de cultiu LB LB
Temps de preparacid 2 dies 4 dies
. Vehicle Ringer 0,9% PBS (pH 7.4)
Indcul .
Concentracid (UFC) 10° UFC 107 UFC
Volum (ul) 200 pl S0l
Solucidn contrast Mo Si (Chicago Sky Blue 0,05%)
Via Subcutania Transuretral no obstructiva
Sistema Manual Manual
Instrument X¥eringa d'l ml amb agulla adaptable de 253G Catéter casola adaptat a xeringa de 0,05 ml amb
agulla incorporada de 30G
Tipus d'inoculacié Lubriciac?c': Mo Si {Iubrica?t-urolbgic} \
Anestésia Mo Si (Inhalataria amb Isofluora)

Meteja de punt d'inoculacié en animal

Dificultat de la maniobla d'inoculacio
Mecesitat de control de procediment

Mo necessaria

Cap
Si (Unicament de vehicle d'inoculacid)

Si [ 1ramb povidona iodada al 10% seguida de

PBS estéril)
Elevada (cal pericia de l'investigador)

Si (de vehicle d'inoculacid i de reflux vesicouretral)

Seguiment del model

Recuperacid animal postinoculacio
Duracid
Supervisid individualitzada

Determinacid de pesatge
Aplicacio de criteris de punt final

No necessaria
7 dies

Si(cada hora durant les primeres 6h, a les 18h i 24h;

posteriorment dues vegades al dia
Cada dia
Si (depenent de I'evolucid de la infeccio)

Si (sota llum vermella fins a recuperar consciéncia)

7 dies

Si (cada hora durant les primeres 6h, a les 18h i 24h;

posteriorment una vegades al dia
Inici i final d'experiment
No

Anilisis de dades

Mostres bioldgigues
Arees del coneixement participants
Interpretacid de dades

Sang, fetge, melsa i ronyons
Microbiologia i estadistica
Facil

Orina, sang, bufeta i ronyons
Microbiologia, histopatologia i estadistica

Dificil (necessita correlacid de les differents analisis)
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20 soques cliniques que permeten fer una aproximacié a la patogénia d’aquestes soques si
arribessin a traspassar les barreres cutanies de '’hoste, sense oblidar que van ser soques

aillades de cistitis no complicades i de les femtes de les mateixes dones.

A la taula 57 es poden visualitzar les diferents variables técniques involucrades en
I'estandarditzacié d’aquest model durant el desenvolupament d’aquest treball, aixi com

algunes apreciacions particulars de la técnica.

2. Model muri d’'infeccié urinaria ascendent per inoculacié via transuretral

Al segon model experimental, per a l'estudi de la infeccid urinaria es va seleccionar el
ratoli per la semblanca i I'especificitat d'unié que tenen aquests animals amb I'uroepiteli
huma, durant el procés infectiu ascendent de soques UPEC. La majoria de soques d’E. coli
amb capacitat de causar 1U s'adhereixen a les cél-lules uroepiteliales tant humanes com de
ratoli per la unié especifica als receptors de glicolipids o de manosal4?. Aquesta
especificitat ratoli-huma, no és compartida per altres rosegadors de major grandaria com
rates, cobaies o conills; que farien més senzills el procés de cateteritzacié uretral si es

poguessin utilitzar gracies a la major grandaria en comparacié amb el ratoli.

Aquest model de ratoli per a determinar la capacitat d’'IUA va ser desenvolupat per a
estudiar els mecanismes de viruléncia de soques UPEC. El model va ser dissenyat
especificament per a I'estudi dels esdeveniments en el procés d'IUA que afecten epiteli
intravesical (bufeta), renal (ronyons) o hematogen. L’eliminaci6 bacteriana evidenciada en
cadascun d’aquests punts concrets, pot ser deguda com a resultat de 1'excreci6 o també
com a un signe de fagocitosi; per contra els bacteris no reconeguts pels sistemes de
defensa immunologics de I'hoste, reflectirien els bacteris que poden persistir al sistema
urinari. Aquests aspectes del model suggereixen la seva utilitat en l'estudi dels

esdeveniments patogens després de l'establiment bacteria inicial.

Els resultats suggereixen que el model experimental en ratoli d'IU pot diferenciar entre les
soques que sén més o menys virulentes per al sistema urinari huma. Aixi, les soques que
causen cistitis humanes sovint posseeixen uns determinants virulents com certs tipus de
lipopolisacarid i polisacarid capsular, proteines que permeten resistencia a l'efecte

bactericida del sérum, produccié d’hemolisines, i adhesio a cél-lules uroepiteliales.
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La complexitat d’aquest model animal es deu a molts factors que influeixen en la
variabilitat dels resultats. Aquests factors es poden englobar en efectes d'inocul o
d’inoculaci6, establiment de la infeccié6 en cada animal o expressio real de factors de

viruléncia.

El primer d’aquests factors de complexitat engloba tots el aspectes relacionats amb
I'indcul, ja que és un dels aspectes més rellevants que poden generar dificultat en la
instauracié del model. Es de vital importancia ajustar la concentracié optima de I'inocul en
relacié amb la DO i correlacionar-la amb el recompte en placa de cel-lules viables; per
aquest motiu s’ha de prestar especial atencié a la normalitzacié6 de les DO i els
corresponents recomptes en placa fins aconseguir els rangs de DO que permetin una
concentraci6 de 107 UFC per cada 50 pl de suspensid bacteriana inoculada. A més, s’ha de
precisar que una vegada inoculada aquesta suspensié pot ser rapidament reduida durant
la primera miccié de I'animal. [ per tal motiu no es pot preveure si els bacteris detectats
després del sacrifici sén els que queden després de l'excrecié gradual o sén els

descendents d'uns pocs supervivents i les subseqiients divisions de cel-lules bacterianes.

Igual que en els éssers humans, 'ascens dels bacteris de la bufeta al ronyé esta facilitada
pel reflux vesicoureteral (RVU). El grau de RVU i la seva contribuci6 a la propagaci6é de
bacteris al rony6 es va avaluar en dos passos: i) els bacteris diluits en PBS més CSB es van
injectar per via transuretral a cada grup d’inoculaci6 i un animal per grup va servir com a
control de RVU. Immediatament després del sacrifici, es va observar la tincié de bufeta
amb CBS, la possibilitat d’aparicié de color blau del CSB en els uréeters i el recompte de
cél-lules viables es van realitzar a 'homogeneitzat de ronyons (figura 28). Aquest RVU
podria ser provocat mitjan¢ant l'augment de volum o de pressié6 durant el procés
d’inoculacié. Una variable de gravetat en les infeccions renals podria explicar la variacié en
les recuperacions bacterianes dels ronyons de diferents animals, perd no la diferéncia en

la persistencia de soques bacterianes en animals individualitzats.

Encara que alguns treballs assenyalen I'efecte que pot tenir la inoculacié de volums entre
10-50 pl de suspensié bacteriana dins de la bufeta en la produccié del RVU en
aproximadament el 30% de les soques inoculades amb les consequients infeccions
renals138 139, la gran majoria d’autors (taula 15) utilitzen volums de 50 pl, i en menor
quantitat volums de 25 pl o 1 pl de suspensi6 bacteriana per cada gram de pes corporal de

ratoli inoculat, sense evidencies de causar RVU.
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De la mateixa manera, l'efecte de I'indocul també pot dependre de la pressié durant
d’instil-lacié de la suspensié bacteriana. La majoria d’estudis (taula 15) realitzen una
perfusié manual amb xeringa amb un temps d’inoculaci6 de 10 pl si. Tot i aixi, una
minoria d’autors utilitzen un sistema automatic de bomba de perfusié amb instil-lacions
durant 30 segons, assegurant que disminueixen els percentatges de RVU; ja que la pressid
exercida durant la inoculacié és constant, cosa que no es pot assegurar durant la
inoculacié manual. Independentment de la utilitzacié d’'un o un altre metode d’instil-lacid,
sembla ser que és més important el volum d’inocul i no la manera de perfusié. Tot i aixi, els
resultats presentats en aquest treball experimental no permeten fer comparacié entre tot

dos sistemes, ja que Unicament es va optar per les instil-lacions manuals.

En els nostres experiments i segons el perfil virulent, un 12.5% de les 16 soques
inoculades va causar pielonefritis com a resultat secundari de RVU (20 i 70% dels animals
inoculats amb dues soques del GF A). Aquesta conclusi6 es fonamenta en el fet que sén
dues soques sense gens que codifiquen adhesines, i per tant factors que potenciin la
capacitat virulenta per ascendir des de la bufeta als ronyons. Per a contrarestar aquestes
troballes es demostra la falta de capacitat uropatdgena a nivell de bufeta i de ronyé en
soques de tots els GF a excepci6 del GF B2. D’aquesta manera, es presenta un model animal
valid totalment per a valorar la capacitat uropatogena de soques UPEC i els possibles

problemes de RVU que es poden observar en la instauracié6 d’'IU.

Es consideren soques amb exit d'IUA aquelles que van demostrar diversos signes coneguts
d’'IU com per exemple de lesio epitelial (hematuria) o inflamacié (leucocitdria); aquesta
ultima confirmada per les analisis histopatologiques tant de ronyé com de bufeta,
mitjancant l'activacié de mecanismes de defensa de l'hoste en el teixit, que es va

demostrar per 'acumulacié de cel-lules inflamatories.

La soca control negatiu de procediment (E. coli K-12) aporta un resultat correctament
negatiu en tots el casos avaluats, mentre que la soca control positiu de procediment (E. coli
CFT073) demostra la seva capacitat uropatogena al mantenir-se a I'orina durant els 7 dies

de I'experiment i produint cistitis i pielonefritis.

Les soques num. 11 2 (14329 i 14333, respectivament) s6n dues soques del GF A en les
quals hi ha discrepancia dels resultats, ja que els animals inoculats no evidencien cistitis,
pero si presenten bacteriuries i pielonefritis en el 20-70% del animals avaluats. Aquests

comportaments podrien ser suggestius de casos de RVU, basicament perque la soca num. 1
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no té un perfil virulent caracteristic de potencial uropatogen, i la segona encara que al seu
GF posseeix un elevat nombre de FV, cap d’ells li facilitaria 'adhesié a I'uroepiteli; encara
que si s’ha de destacar la preséncia de tres sistemes de captaci6 de ferro, capsula de tipus
I1i un gen de resisténcia al serum com a factors de viruléncia presents en aquesta ultima

soca.

La soca num. 3 (14326) del GF A revela leucocituria i proteindria, pero aporta tots els
resultats negatius tant per als cultiu com per a I’analisi histopatologica; s’ha de precisar la

presencia d’'un Unic animal dels 10 inoculats amb cistitis pero sense bacteritria.

La soca nim. 4 (14324) del GF A es presenta com una soca amb elevat potencial patogen
per a les vies urinaries, ja que presenta cinc FV, i és capa¢ de causar bacteritria i
pielonefritis en la majoria d’animals; encara que el desenvolupament de cistitis al 7é dia
no arriba a la meitat del animals inoculats. Aquest comportament indicaria la multiplicacié
bacteriana als ronyons, la posterior acumulacié dels bacteris a I'orina, i una adhesi6 debil

facilitada per I’ adhesina no hemaglutinina amb doble funcié en la patogénesis de la IU.

Les soques num. 5, 6 i 7 (14334, 14321 i 14328, respectivament) del GF B1 no van ser
capaces de causar infeccié en cap dels ratolins avaluats, a causa degut principalment del
perfil tipic virulent compost basicament de fimbries tipus 1, encara que la soca n. 7
(14328) va ser classificada amb un perfil atipic per posseir una toxina d’origen en soques
APEC, que es relaciona en major proporcié amb infeccions intraabdominals en humans i

aus.

La soca nim. 8 (14325) del GF B1 es va catalogada amb un perfil atipic per codificar cinc
factors de viruléncia entre ells fimbries tipus 1, dos sistemes de captura de ferro, un
sistema d’evasié del sérum i una aglutinina resistent a la calor (Hra). Va ser capag¢ de
causar bacteriuria i pielonefritis pero cistitis irregulars al 7¢ dia entre els animals
inoculats. De la mateixa manera que la soca num. 4 (14324) el potencial virulent li permet
multiplicar-se als ronyons i acumular-se a la bufeta, pero no adherir-se amb propietat a la

bufeta per 'absencia de fimbries a excepci6 de Hra.

Les soques num. 9, 10, 111 12 (14331, 14330, 14322 i 14323, respectivament) del GF B2
van revelar un elevat grau de potencial uropatogen, ja que van ser capaces de causar
pielonefritis, cistitis, i bacteritries fins el 7e dia de I'experiment. Aquest comportament es

deu a la presencia de multiples FV (més de 8) amb implicacions dins de la patogénesi del
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sistema urinari. Aixi mateix, és remarcable que les soques classificades amb pocs FV ntim.
91 11, van tenir comportament amb igual o major viruléncia que les soques nam. 10 i 12

amb perfils tipics.

De la mateixa manera que en el model d’infeccié sistemica, les soques del GF D van tenir
comportaments inesperats; ja que en una primera mesura les soques nam. 17 i 19 (14319
i 14320, respectivament) a pesar del seu perfil virulent no van ocasionar cistitis, i
Unicament van ser capaces de causar pielonefritis amb percentatges molt baixos i
presencia en un Unic animal de bacteris en 'orina del 7¢ dia (nim. 17). A causa del perfil
virulent d’aquestes soques, no es creu possible la preséncia de RVU en als animals amb
recomptes microbiologics i histologics positius, encara que no es pot assegurar al 100%
aquesta teoria, i per tant serien soques susceptibles de tornar a inocular, perd recordant
que aquest GF segons els nostres resultats del model d’infeccié sistémica no té un

comportament definit com a soques clarament patogenes.

Per la seva banda la soca nim. 13 (14332) del GF D demostra la capacitat uropatogena per
causar bacteriuries i pielonefritis en la majoria d’animals, perd amb pocs casos de cistitis,
fet que podria indicar el mateix comportament de les soques nim. 4 i 8, encara que en

aquest cas particular la dotaci6 de FV si inclou adhesines tipus Pap i Iha.

Finalment la soca nam. 15 (14327) del GF D tal com les soques nim. 3, 5, 6 i 7, no va ser
capac de provocar infeccié de vies urinaries a cap nivell tot i la preséncia de les fimbries

Pap que li haurien de facilitar I'adhesié a I'uroepiteli.

Cap de les soques estudiades, ni els controls ni les soques cliniques, van causar
disseminacié hematdgena d’origen renal, ja que els cultius de sang sempre es van

mantenir esterils en la totalitat d’animals inoculats.

Despres d’aquesta analisi es pot considerar que el model d’'infecci6 urinaria ascendent per
inoculacié manual via transuretral esta estandarditzat amb inoculs de soques d’E. coli
corresponents a 107 UFC per cada 50 pl de suspensié bacteriana inoculades amb 0.05% de
CSB per a la prevencié de RVU. De la mateixa manera es va poder avaluar el potencial
virulent amb diferents graus d’afectacié6 de 16 soques cliniques que permeten fer una
aproximaci6 a la patogénia d’aquestes soques dins del sistema urinari huma o van ser
aillades com a agents causants de cistitis no complicada o del tracte digestiu de les dones

afectades per les IU.
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A la taula 57 es mostren comparativament les diferents variables técniques involucrades
en 'estandarditzacié dels dos models desenvolupats en aquest treball, aixi com algunes

apreciacions particulars de la tecnica.

3. Correlacio entre el resultats dels model de septicemia i d’'infeccié urinaria

ascendent

Els resultats del potencial virulent de les soques d’E. coli inoculades en els dos models
experimentals murins (taula 58) demostra que no es poden extrapolar les dades de
letalitat a la capacitat patdogena d’'una mateixa soca d’actuar en les vies urinaries o

viceversa.

Del total de 16 soques inoculades als dos models, inicament aquelles del GF B2 i una del
GF A (nim. 4/14324) van produir paral-lelament letalitat en el model de septicémia i
infecci6 urinaria (cistitis i pielonefritis) en el model d’infecci6 urinaria ascendent. Mentre
que dues soques més (ntm. 8 i 13) la primera del GF B1 i I'altre del GF D (14325 i 14332,
respectivament), no van produir infeccié als animals inoculats per via subcutania, pero si
que ho van fer al fer-lo transuretralment. Per altra banda, la soca del GF A (ntiim. 2/14333)
va presentar una letalitat contundent en la valoracié de sépsia, i al model d’IUA encara que
va causar pielonefritis i bacteriuria en el 70% d’animals; pel fet que no tingui capacitat
d’adhesid per l'absencia de FV conegut i identificats mitjangant PCR per aquest fet,
s’assumeix que pot ser una de les soques susceptibles a ser considerades com un dels
casos de RVU. Finalment les soques num. 15,17 i 19 (14327, 14319 i 14320,
respectivament) semblen no tenir capacitat ni per via sistémica ni per via urinaria

ascendent.
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Taula 58. Comparaci6 del potencial patogen de les soques d’E. coli en els dos models experimentals murins.

Model experimental muri

Soques d'E. coli ID N2 total de PAI N2 total de Fv* GF  Perfil de viruléncia*™* Origen Experiments de viruléncia in vivo***  Sépticémia Infeccid urinaria ascendent %
Letalitat % Interpretacio Bacteritria Cistitis Pielonefritis

Zontrol negatiu (CN  14318-K12 0 2 A Tipic Soca laboratori Septicémiai lUA No letal 0 No UPEC 0 0 0
1 14329 1 3 A Tipic Cistitis Septicémiai IUA No letal 0 RVU 20 0 20
2 14333 1 5 A Elevat nombre de FV Cistitis SepticémiailUA Letal 100 RVU? 70 0 70
3 14326 0 2 A Tipic Fecal Septicémiai IUA No letal 0 No UPEC 0 10 0
4 14324 2 3 A Elevat nombre de FV Fecal Septicémiai lUA Letal intermedi 50 UPEC 80 40 80
5 14334 0 3 Bl Tipic Cistitis SepticémiailUA No letal 0 No UPEC 0 0 0
6 14321 0 3 Bl Tipic Cistitis Septicémiai IUA No letal 0 No UPEC 0 0 0
7 14328 0 3 Bl Elevat nombre de FV Fecal Septicémiai IUA No letal 0 No UPEC 0 0 0
8 14325 0 5 Bl Elevat nombre de FV Fecal Septicémiai lUA No letal 0 UPEC 90 40 30
9 14331 3 10 BZ  Baixnombre de FV Cistitis Septicémiai IUA Letal 100 UPEC 80 90 30
10 14330 5 18 B2 Tipic Cistitis Septicémiai IUA Letal 100 UPEC 90 100 80
1 14322 3 3 BZ  Baixnombre de FV Fecal Septicémiai IUA Letal 30 UPEC 70 50 70
12 14323 5 18 B2 Tipic Fecal Septicémiai lUA Letal 100 UPEC 100 100 100
13 14332 1 10 D Tipic Cistitis SepticémiailUA No letal 0 UPEC 70 20 70
14 14332.d 1 1 D Tipic Cistitis Septicémia segones soques GFD  Letal intermedi 60 - - - -
15 14327 0 7 D  BaixnombredeFV Cistitis Septicémiai IUA No letal 0 No UPEC 0 0 0
16 14327.d 0 7 D  BaixnombredeFV Cistitis Septicémia segones sogues GF D No letal 0 - - -
17 14318 2 14 D Tipic Fecal Septicémiai IUA No letal 0  NoUPEC? 10 0 30
18 14319.d 2 D Tipic Fecal Septicémia segones sogques GFD No letal 0 - - - -
19 14320 0 3 D  BaixnombredeFV Fecal Septicémiai IUA No letal 0  NoUPEC? 0 0 30
20 14320.d 0 10 D  BaixnombredeFV Fecal Septicémia segones sogques GFD No letal 0 - - - -

Control positiu (CP)14335-CFT073 3 20 B2 Tipic Pielonefritis SepticémiailUA Letal 100 UPEC 100 80 100

|D: identificacia, PAL: illes de patogenicitat, GF: grup filogenetic, CN: soca de laboratori K12 (MG 1655), CP: UPEC CFTO73, IUA: infeccio urinaria ascendent, UPEC: uropathogenicity Escherichia cofi, RYU: reflux vesicoureteral
* N2 total de FV: nombre total de factors de virulencia. Calculat com la suma de tots els gens detectats, ajustant les miltiples deteccions de I'opero pap (fimbries P), 'operd hiy (n-hemolisines), I'operd cib (colibactina) i kpsM Il (capsules del grup
**Perfil virulent: tipic (A i B amb baix nombre de FV i B2 i D amb elevat nombre de FV) i no tipic (A1 B elevat nombre de FY 1 B2 1 D amb baix nombre de FV).
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VI. Conclusions







Les principals conclusions que es poden extreure a partir dels resultats obtinguts en la

present Tesi Doctoral son les segiients:

1. La determinaci6 in vitro dels factors de virulencia de la col-leccié 111 de soques d’E.
coli aillades simultaniament del tracte intestinal i de 1'orina de dones amb infecci6
urinaria no complicada confirma I'elevat grau de diversitat d’aquest factors en les
soques d’aquesta especie. Aix0, va permetre seleccionar un conjunt de 20 soques
amb diferents grups filogenetics i diferents perfils de factors de viruléncia per

desenvolupar en els models in vivo.

2. La implementaci6 de nous procediments de biologia molecular per a la
caracteritzacid de 41 factors de viruléncia, en lloc dels 16 tradicionalment estudiats
en les soques d’E. coli, ha permes definir millor el seu perfil potencialment
patogenic, i constatar la preséncia en soques ExXPEC de factors de viruléncia

considerats especifics de soques enteropatogenes.

3. L’avaluaci6 dels resultats dels experiments realitzats en ambdos models, d’infecci6
sistemica i d'infeccié urinaria ascendent van permetre adaptar l'animal a les
condicions optimes dels assajos, i situar les dosis optimes d’inoculacié en 107 UFC
d’E. coli. Aixd va conduir a l'establiment de les condicions optimes per el
desenvolupament dels experiments, permeten asssumir que el model ha estat assolit

i en condicions de esser utilitzat per a 'estudi de la viruléncia d’E. coli

4, La valoracié de 16 soques cliniques i dos controls de procediment en al model de
septicemia van permetre definir el punt limit de mortalitat al llarg set dies, revelant
que la soca de control negatiu, i totes les dels GF B1 i D no van expressar capacitat
patogena. Les dues soques del GF A amb perfils atipicament alts, respecta al nombre
de FV, van causar la mort dels animals; mentre que les quatre soques del GF B2 i el

control positiu va ser 100% letals.

5. Els resultats obtinguts dels assajos d’estandarditzacié i virulencia del model
d’infeccié generalitzada s6n coherents amb els resultats esperats i que es poden
constatar en la bibliografia, excepte per el GF D per al qual s’esperava una major
letalitat, on d’un total de vuit soques Unicament una va arribar a ser letal per al 60%

del animals.
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10.

Els resultats aconseguits als assajos d’estandarditzacié i viruléncia del model
d’infeccié urinaria ascendent van evidenciar diferent graus d’afectacié de les vies
urinaries, ja que 11 soques (61%) van causar bacteritria, 9 (50%) cistitis i 12 (67%)
pielonefritis, amb bones correlacions de les dades microbiologiques i
histopatologiques, i amb un baix percentatge (12.5%) de reflux vesicoureteral, que

s’ajusta als percentatges descrits previament per altres autors.

L’avaluaci6 del potencial virulent i patogen en els dos models murins, va desvetllar
diferent graus d’afectaci6 de un mateix microorganisme en cadascun dels models.
Aquestes diferencies demostren que no es poden extrapolar les dades d’un a 'altre

model.

Els resultats obtinguts ratifiquen la importancia que tenen les soques d’E. coli del
filogrup B2 dins de la patologia extraintestinal, gracies a 'elevat nombre de factors
de viruléncia. Aquesta elevada correlacié no es dona en els altres tres grups
filogenetics. L'evaluacié de soques en aquests models permetra explicar la relacié
entre el paper del filogrup, els factors de viruléncia i la capacitat patogena de les

soques.

La incorporacié d’aquest models experimentals in vivo a I'ambit de la recerca del
servei de Microbiologia de I'Hospital Universitari Vall d’'Hebron, permetra efectuar
diferents estudis en relacié amb els mecanismes patogénics de microorganismes
causants de quadres septics o d'infeccions urinaries, que no s’arriben a esbrinar en

cap dels models in vitro que actualment es disposen.

Aquests models també permetran efectuar estudis sobre els antibacterians tant en
I’ambit de la seva activitat com de la farmacocinetica i farmacodinamica d’aquests

medicaments.
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ANNEX A

1. MEDIS DE CULTIU

Com a medis de cultiu es van utilitzar medis solids, semisolids i liquids. Per a la seva
preparacié es va utilitzar aigua ultrapura MQ obtinguda mitjancant I'aparell Ultra-pure

water system Milli-Qps 185 (Millipore).

Un cop preparats tots els medis de cultiu i solucions es van esterilitzar per calor humit a
121 °C durant 15 min en un autoclau S100 (Siemens). En el cas dels medis solids, després
d’ autoclavar-los es van deixar refredar fins a una temperatura aproximada de 50 °C i es
van dispensar en volums de 20 ml en plaques de Petri de plastic esterils (Sterilin) i una

vegada solidificats van ser emmagatzemats a 4 2C fins la seva utilitzacio.

1.1 Medi liquid LB (Luria Bertani)

Es un medi ric utilitzat en la majoria
, . . . 1:3
d'assajos per al creixement de bacteris _

LB (Sigma-Aldrich®) 20g

de laboratori. Per a preparar el medi LB
Triptona (digerit pancreatic de caseina (10g)
es va utilitzar el medi comercial  gyiracte de llevat (5g)

deshidratat de Sigma-Aldrich® pesant  NaCl(5g)
Aigua MQ Fins 1L

20 g per cada litre d’aigua MQ. Per a
I'obtencié de LB solid es va addicionar de 15 g d’agar bacteriologic europeu (Pronadisa)

per cada litre de medi preparat.

1.2 Medi liquid BHI (Brain-Heart Infusion)

T, e
de de

BHI (Difco™) 27g ressembres les técniques
Infusic de 200 g de cervells de vedella (7,7g) serotipificacié (apartat 11 1.2.1.2). per a
Infusic de 250g de cor de res (9,8 g) . o
Peptona (10 g) preparar el medi BHI es va diluir 37 g

Dextrosa (2 g)
Clorur de sodi (5 g)
Fosfat disddic 85 g) litre d’aigua, es dispensa al recipients
Agar (15 g)

Ailgua MQ Fins 1L

del medi comercial deshidratat en un

adients i s’esterilitza.
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1.3 Medi semisolid MIL (Motility-Indole-Lysine)

MIL és un medi comercial (Difco™) que s’utilitza MIL

per a la diferenciaci6 d'enterobacteris basant-se en  MIL [Difco™) 36,58
Peptona (10 g)

la motilitat, la descarboxilacié i desaminacié de la Digerit pancreatic de caseina (10 g)

lisina i la produccié d’indol. Per a preparar el medi  Extracte dellevat (3 g)
L-Lisina HCI (10 g)
Dextrosa (1 g)

d’un litre d’aigua MQ, esterilitzar-lo i servir-lo els  Citratd'amoni férric (0,5 g)

) Porpra de bromocresol (0,02 g)
tubs adients. Aigua MQ Fins 1L

només cal resuspendre 36,5 g del producte dins

1.4 Medi semisolid BBL-TOU

Es un medi que sutilitza per a la
BBLTOU B
conservacié de soques a temperatura

Extracte de carn (Merck) 5g bient d " p 1
Peptona (Oxoid) 10g ambien urant anys. Per a la seva
MaCl {Panreac) ig preparacio s’utilitzen diferents
Fosfat disodic (Na,HPO,-12H,0) (Merck) 2g substincies les quals es barregen,
Agar bacteriologic europeu (Pronadisa) 5g

Aigua MQ Fins1. S esterilitzen i posteriorment es deixa

refredar fins 50 2C i es dispensa en tubs adients de polipropile esterils.

1.4 Medi liquid de congelacié TSBG (Tryptic Soy Broth + Glicerol)

Es un medi que s'utilitza per a la conservacié de
soques a -80 9C durant anys. Per a la seva

TSB (Difca™) 3g
preparaci6 s’ha de preparar 100 ml de medi TSB  Triptona (17 g)
Soytone (3 g)

Glucosa (2,5 g)
glicerol. La soluci6 es barreja, s’esterilitzen i  clorursadic(5g)

(Tryptic Soy Broth, Difco™) i s’ha d’afegir 5 ml de

posteriorment es dispensa en tubs adients de Fosfatdipotasicd’hidrogen (2,5 g)

Glicerol 5ml
polipropile estérils. Aigua MQ 100 ml
pH 7,3

1.5  Agar Columbia amb 5% de sang de molté (Agar sang)

Es un medi comercial (Biomérieux)) d'aillament primari, molt nutritiu d'ds general per a

l'aillament i el cultiu de microorganismes exigents i no exigents en substancies cliniques i
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Agar Columbia

COS (Biomeérieux)
Digerit pancreatic de caseina (12,0 g)
Digerit péptic de teixit animal (5,0)
Extracte de llevat (3,0)
Extracte de carn bovina (3,0)
Midd de blat de moro (1,0)
Clorur sadic (5,0)
Agar (13,5)
Sang de moltd, desfibrinada (5%)
Algua MQ (1L)

pH 7.3
1.6 Agar CPS-ID3
Es un medi cromogénic comercial

(Biomerieux) de nova generaci6 per a
l'aillament, recompte i identificacié directa
d’E. coli, Proteus i enterococs en un unic pas

usant mostres urinaries. Aquest medi

incorpora substrats cromogénics que son

atacats per enzims especifics de

determinades especies bacterianes com: (-

no cliniques. La sang de molté permet

detectar les reaccions hemolitiques i aporta

el factor X (hem) necessari per al
creixement de nombroses especies
patogeniques.

CP5-1D3

CP5-1D3(Biomerieux )
Peptones (porci o bovi) (17,2 g)
L. Triptofan (0,9 g)
Tampd Hepes (0,4 g)
Barreja cromogénica (6,87 g)
Agar (18 g)

Ajgua MO (1L)

pH 7.3

glucoronidasa que permet la identificaci6 d’E. coli, B-glucosidasa enzim present en

enterococs i el grup KESC (Klebsiella, Enterobacter, Serratia i Citrobacter). També

incorpora triptofan per a la deteccié de I'activitat de triptofan-desaminasa present en la

tribu Proteae (Proteus, Providencia i Morganella). D’aquesta manera les colonies d’E. coli

s’observen de color rosa, els enterococs i el grup KESC presenten colonies blaves o

verdoses, Streptococcus agalactiae forma colonies de color porpra, Proteus sp. se observa

de color marrd, Sthaphylococcus i els llevats de color blanc. De la mateixa manera

Pseudomonas aeruginosa, encara que té la particularitat de tenir un pigment que difon al

medi, una brillantor metal-lica i logicament el seu olor fruital.

1.7  Agar Mueller Hinton
Es el medi de cultiu solid recomanat Mulles Hinton {Biomiricus) T
. o Intusic de cann | 300 g)
universalment per a la prova de sensibilitat  peptans seida de cassing (17,5)
, L. . . Midd(L5g)
d’antimicrobians es va comprar el medi Agaritsgl
comercial (Biomérieux) llest para la utilitzaci6 '“':3"': 2 L1
PH 7,

dispensat en plaques quadrades 120 x 120 de Petri.

205



ANNEX A

1.8 Tryptic Soy Agar (TSA)

Es un medi deshidrata comercial (Oxoid) de
TSA
proposit general per al creixement d'una
TSA (Oxoid) 40
Digerit pancreatic de caseina (15 g)
per a l'aillament de soques a les proves de  Digeritenzimaticde soja(Sg)
Clorur de sodi (5 g)
Agar (15 g)
va addicionar de 15 g d’agar bacteriologic Aigua MQ 1L
pH 7.3

amplia varietat d'organismes que es va utilitza

serotipificaci6. Per a I'obtencié de TSA solid es

europeu (Pronadisa) per cada litre de medi

preparat.

2. SUPLEMENTS

2.1 Solucié transportadora 6x

Solucié transportadora 6x DNA La solucié comercial 6X DNA Loading Dye (Thermo

Tris HCI (10 mM) (pH 7,6) Scientific) bé llesta per a la seva utilitzacié i es
EDTA (60 mh) suplementa a una concentracié 1:6 d’amplificat de
Blau de bromofencl (0,03%) PCR

Cianol de Xileno FF (0,03%)

Gliceral (60%)

2.2 Chicago Sky Blue 6B (CSB) 0.05%

Aquest colorant comercial (Sigma-Aldrich®) es va utilitzar al model animal d’infeccid
urinaria ascendent amb el objectiu de visualitzar tant el reflux ascendent com al
descendent de la mostra inoculada via transuretral. La seva formula quimica és
C34H24N6Nas016Ss+ que correspon a Tetrasodium 6,6'-[(3,3"-dimethoxy[1,1"-biphenyl]-4,4'-
diyl)bis(azo)]bis[4-amino-5-hydroxynaphthalene-1,3-disulphonate].

Per a la seva preparacié tan sol cal afegir 0.05 g de CSB en 100 ml de PBS esteril i

resuspendre’l. Quan va ser necessari el inocul bacteria de 2 ml es va suplementar previ a la

inoculacié amb 25 ul de CBS.
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3. SOLUCIONS

31 PBS (Phosphate Buffered Saline )

El PBS (Sigma) és subministrat en format de

PBS
tabletes per la casa comercial per a diluir cada
tableta en 200 ml d’aigua MQ amb un pH final de Tabletarmmerclal 1
Tampo fosfat (0,01 M)

7.2-7.6. Per als nostre assajos es necessita ajustar Clorur de potassi (0,0027 M)

a pH final de 7.4. Posteriorment s’esterilitza. Quan ~ Clorur de sodi (0,137 M)
Aigua MQ 200 ml

Ajustar el pH de la solucié a 7,4

va ser necessari la solucié es va suplementar amb

10 ml de glicerol per cada 200 ml d’aigua MQ.

3.2 Soluci6 de Ringer (Soluci6 salina 0.9%)

Per a la seva preparacié tan sol cal afegir 0.9 g de NaCl (Panreac) en 100 ml d’aigua MQ.
Mesclar breument i esterilitzar. Quan va ser necessari la solucié es va suplementar amb 10
ml de glicerol per cada 200 ml d’aigua MQ. A més, per a les proves de serotipificacié es va
suplementar amb formaldehid 0.5% i de porpra de genciana (0.005%) o sense colorant

depenent del pas.

3.3 Tampo TBE (Tris_Borate EDTA)

Es va utilitzar la solucié comercial (Sigma- e

Aldrich®) concentrada a 10 X. Aquesta soluci¢ TBE (Sigma-Aldrich®)

Tris {hidroximetil) aminometano [10-20%)
Acid baric (5,5-10%)

d’electroforesi convencional (apartat III 3.3.1) diluita 1 Xi 0,5 X.

es va fer servir en als procediments
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ANNEX B

1. Video: Desenvolupament de models murins d’experimentacié animal per a

I’'avaluacio de la viruléncia i patogenicitat de soques d’Escherichia coli

Amb l'objectiu de facilitar I'estandarditzacio, instauraci6 i la transmissibilitat dels dos
models d’experimentaci6é animal desenvolupats durant la tesi, es va preparar un video per
a fer-lo servir com a eina pedagogica. El material audiovisual que trobareu a continuacié
ha estat realitzat integrament en les instal-lacions de I'estabulari del Vall d'Hebron Institut
de Recerca (VHIR) amb la col-laboracié per a la produccié i edici6 de la unitat de
comunicacio i imatge del mateix institut i que finalment va comptar amb l'aprovacié i

vistiplau del Comiteé Etic d’Experimentacié Animal (CEEA) del VHIR.

209






ANNEX C

a. Contribucions cientifiques

Durant el desenvolupament d’aquesta tesi, 'autora va col-laborar en el desenvolupament
de dos projectes que van generar publicacions cientifiques on va participar com a

coautora.

1.1. Spread of Escherichia coli 025b:H4-B2-ST131 producing CTX-M-15 and SHV-12

with high virulence gene content in Barcelona (Spain)

Aquesta publicacié va avaluar la preséncia de clons epidemics d’E. coli 025b: H4-B2-ST131
productors de B-lactamases d'espectre estes (BLEE) en mostres cliniques de pacients de
I'Hospital Vall d'Hebron des d’abril fins a desembre de 2008. Addicionalment, va formar
part de la tesi doctoral de la Dra. Alicia Coelho presentada al 2011 i titulada:
“Caracterizacién epidemiolégica y genética de cepas d’Escherichia coli y Klebsiella

pneumoniae productoras de CTX-M-15 en el drea metropolitana de Barcelona.

Journal of
J Antimicrob Chermother 2011; 66: 517-526 mmmmhlﬂl
dioi:10. 1093/ oo/ dhas 81 Advance Access publication 21 December 2010 Chenmtherupy

Spread of Escherichia coli 025b:H4-B2-5T131 producing CTX-M-15 and
$HV-12 with high virulence gene content in Barcelona (Spain)

Alicia Coelha ', Arucena Mora *f, Resalia Maman|’, Cecilia Lépez*, Juan José Gonzdlez-Lbpez ',
Maria Mieves Larrasa 4, J. Natolla Quinters-Zarate ', Ghizlene Dahld ', Alexondra Herrera ',
Jewis E Blonco’, Miguel Blanco®, Mara Pilar Alonsa®, Guillem Prats' and Jorge Blonoo '

'Sanap el Microdwalagio, Hospdal Voll dHebron, Borcelona, Spoin; “Depatament de Genebica | Micobilogee, Unhrsct Autdnama de
Borvelona Barcelons, Spoin: 'Loborotona de Referencia de E. coli (LRED), Depavtarmenio de Microbiofonis & Pepsiolose, Foculiode de
Vetennong, Universdode de Sonlioge de Composislo (USC), Lugo, Spar; “Unidede de Micrabweiode Oirsca, (ompleso Hodtlolano
Mevgl-Colde, Linga, Sporm
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Becovwnd 28 Seplormber SO0 spturned 20 October 0TI estsed 23 Nowornder 20T10; occephbed 15 Novemnbier 5000

Dbjectives: The present study was oarred oul Lo evaluate the curmen] prevalence of the donal group 02 Shod-
B2-5T131 omong extended-spectrum B-loctomase [ESBL)-producing Eschenchio coli [ESBLEC) oodlected in the
Hospital Vel d'Hebeon in Borcelone (Spain) with regard to other clonal groups ond Lo choroctarize Uhesr genetic
bachpround.

Methods: Minely-fowr cordecutie non-dupbonle ESELEC isolales colected from Moy to December 2008 were
studied, ESBL ennymes, philogenetic groups, sobypes, vinulence genes, sequence types (5Ts) ond PRGE profiles
wre det errrened

Results: The most prevalent ESBLs were CTX-M-14 [47%), CTH-M-15 [26%) ond SHV-12 [19%]. Thirty (329%)
of the 94 ESALEC mololes belonged to the clonal group OF5bcia-B2-5T131 of whech 19 (63%) carried the
Bdoers w1 gene ond eight (27T%) the blows. > gene. Morecwer, fre odditional donol groups (01502 %xcH1/
HA-D-5T393, OTEHNM-ASTIHN, ONT-HZTAZHNM-BI-5T101, OSH4-A-5TA10 ond OBH19-B1-5T162) were
detlecied omong 16 molales producing CTH-M-14 and 3HY-12. The 30 5T131 solatés exdubiied o wgrehicantly
higher virndence score (mean number of iulence genes 960 versus 5.84) compoared with the 64 non-5T131
ivolotes, [n porticulor, the SHV-12-producing 5T131 sololes showed the highest vindience scome ronge 8- 13,
mean score 11,751 Results olso revesled that the 30 57131 isolates were detributed in fre different groups
ocoording Lo thew winulence, ¥bal mocrorestriction ond resstonce patierns

Conclusions: W report for the first time the clonal spread of SHV-12-producing 025b:H4-82-5T131 solates
chorocterized by high vinulenoe gene contenl Moreower, ver describe the deatnibution of the 5T131 solobes
within different virulence groups.
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1.2 Role of IncHI2 plasmids harbouring blaVIM-1, blaCTX-M-9, aac(6_)-1b and qnrA
genes in the spread of multiresistant Enterobacter cloacae and Klebsiella pneumoniae

strains in different units at Hospital Vall d’Hebron, Barcelona, Spain
Aquesta publicaci6 va presentar les caracteristiques genetiques d'un brot de soques d'E

cloacae i K. pneumoniae productores de VIM-1, aillades en diferents unitats de 'Hospital

Vall d'Hebron durant els anys 2009 i 2011.

immtrrnatiosl el of AnimicTobil Ageas 1 2] S14-517

Condanis lisis available ai SciVerss Sciencellirect
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Short communcation

Role of IncHI2 plasmids harbouring blayy.,. Placra.g. aac(6')-1b and gnrA genes
in the spread of multiresistant Enterobacter cloacae and Klebsiella pneumoniae
strains in different units at Hospital Vall d'Hebron, Barcelona, Spain
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ARTICLE I HFD ARSTEALCT
Artiche hnfory Sewen Enferodarter cloocar reolates and seven Kiebeiella pereumosks isolaies harbouring a phenotype onm-=
Brerrerd 32 Mosormird 2011 patibile with the production of 3 metalio-@-lactamase wene reoovered befveeen 3008 amd 2011 in three
Acrpied 21 Jamuary 2012 Imtensive Care Linits of Hospital Vall dHetsmon [ Baroelona, Spain) The presence of bioe, bidwr, b,
Bl g, G0c] & b, gurd, guiBl and @urs gened wis sireened by polymerade chain reaction (PCR) and
Rinpwardi: sequencing. Clonal relitedness of e Bolites was assessed by pulied-field pel elecirophodesis (PFGE)
m} and, in ihe case of K pasumonios solabes. by mulliloous sequence typieg (MLSTL POR-Based replicon
Dmm; - typing. Southern hybeididabon, pleamid double-haous sequence Byping and MOB relare clissificabon
ot enimnes resethonds wete umed 1o idenlify and chafacterive (ke plidmiids CATying (he resistance genes. Transfer-

abilicy of e idennified plsmids was Tesied by conjuganion sasays. AT 14 isolates were Tousd 1o caary
Mg i, Mooraa (exoept one isolabe], os'f LM and gord genes. Clonality sssessment demonsiraind
that £ cloocoe solates were dostribinsd an chree clomal st ers, wih allof 1k i inolaes
belonged {o one unigue clone, identified 21 sequence bype ST252. All studied isolabes harboured 2 large
comjugative IncHEX MOB plamid carrying ail of the detecied resistasoe genes. Plasmid DNA analysis
shaoraed iiar all of them belonped oo the 5T1 IncHEY plasmid cluster a0 shared the same relaxace panial
sequence. Inconcusion, the present study describes i e déssemi nation within a boageital of muliresistand
E clodoae and I preumonior olites producing Yiki-1. A complex clonal epidemiology of ibe E cloofor
sdates was observed Jnd plasmed D84 analysis strongly supports horgamal exchanges of the same
lecHIZ plastisd Berween diffetent $rains and species.
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