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PALABRAS CLAVE Resumen El pangenoma de Escherichia coli se compone de un core conservado y regio-
EXPEC; nes gendmicas variables. El componente genético constante permite determinar la filogenia
Filogrupo; del microorganismo, mientras que la variabilidad genética ha permitido el surgimiento de
Factores de cepas patogenas intestinales y extraintestinales. En este estudio caracterizamos genéticamente
virulencia; 85 cepas patogenas extraintestinales aisladas de caninos y felinos. Se utilizo el esquema de
Animales de Clermont para agruparlas en relacion con el filogrupo de pertenencia (intestinal: Ay B1; extrain-
compania testinal: B2 y D) y se investigo en ellas la presencia de varios marcadores de virulencia (pap1-2,

pap3-4, sfa, afa, hlyA, aer y cnf), asi como de marcadores de patovares hibridos. El 69,4% de
los aislamientos pertenecieron al filogrupo A; el 1,2% al B1; el 16,5% al B2 y el 12,9% al D. El gen
encontrado con mayor frecuencia fue sfa (21/85), seguido de los genes pap1-2 y cnf (20/85) y
pap3-4 (19/85). No se detectaron hibridos. Los aislamientos en animales deben ser estudiados
debido al potencial zoonético del microorganismo.

© 2017 Asociacion Argentina de Microbiologia. Publicado por Elsevier Espana, S.L.U. Este es un
articulo Open Access bajo la licencia CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/by-

nc-nd/4.0/).
KEYWORDS Characterization of extraintestinal pathogenic Escherichia coli strains isolated
ExPEC; from household dogs and cats in Buenos Aires, Argentina
Phylogroup;
Virulence factors; Abstract The pangenome of Escherichia coli is composed of a conserved core and varia-
Companion animals ble genomic regions. The constant genetic component allows to determine the phylogeny of

the microorganism, while genetic variability promoted the emergence of intestinal pathogenic
strains and extraintestinal strains. In this study we characterized 85 extraintestinal pathogenic
isolates genetically isolated from canines and felines. We used the Clermont scheme that
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includes intestinal (A and B1) and extraintestinal (B2 and D) phylogroups, virulence markers
(pap1-2, pap3-4, sfa, afa, hlyA, aer and cnf) and hybrid pathogens. A percentage of 69.4% of
the isolates belonged to phylogroup A; 1.2% to phylogroup B1; 16.5% to phylogroup B2 and 12.9%
to phylogroup D. The most commonly found gene was sfa (21/85), followed by pap1-2 and cnf
(20/85) and pap3-4 (19/85). No hybrids were detected. Animal isolates should be studied due
to the zoonotic potential of the microorganism.

© 2017 Asociacion Argentina de Microbiologia. Published by Elsevier Espafa, S.L.U. This is an
open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-

nc-nd/4.0/).

Escherichia coli es un miembro de la microbiota del
intestino grueso de los mamiferos. La posibilidad de adqui-
rir elementos genéticos por transferencia horizontal dio
lugar al surgimiento de cepas patogenas, que han sido cate-
gorizadas como intestinales o extraintestinales y que son
responsables de diferentes cuadros clinicos’. En este ultimo
grupo, las cepas uropatogenas (UPEC) son responsables de
infecciones urinarias tanto en el hombre como en animales
y se asocian a distintas enfermedades urogenitales, como
cistitis, nefritis y prostatitis’>. La habilidad de este pato-
var de colonizar el tracto urinario y producir infecciones
se debe potencialmente, al menos en parte, a la versa-
tilidad del genoma de UPEC, que remodela su repertorio
genético a través de la adquisicion y pérdida de atributos de
virulencia'?. Esta plasticidad en su genoma hace que la dife-
rencia entre aislamientos patégenos y comensales se base en
sus antecedentes filogenéticos’.

Los factores de virulencia de cepas UPEC incluyen adhesi-
nas fimbriales, adhesinas afimbriales, toxinas y sideroforos,
entre otros'3. Estos atributos de virulencia facilitan la habi-
lidad de las cepas UPEC de colonizar el tracto urinario y
ejercer su efecto citopatico. Entre ellos se destacan las
adhesinas fimbriales, como las fimbrias P (pap: pili asociado
a pielonefritis); las fimbrias S, codificadas por el gen sfa; y
dentro del grupo de las adhesinas afimbriales, la proteina
AFA. Entre las toxinas se pueden mencionar el factor citoto-
xico necrosante (cnf) y una hemolisina (hlyA). La captacion
de hierro favorece la supervivencia en el tracto urinario. El
microorganismo sintetiza 4 tipos de sidero6foros, entre ellos
la hidroxamato-aerobactina (aer)’.

El esquema de Clermont clasifica las cepas de E. coli en
2 grandes grupos: extraintestinales (filogrupos B2 y D) e
intestinales (filogrupos B1 y A)2. La determinaciéon del
filogrupo se basa en la presencia/ausencia de los genes
chuA, yjaA y TspE4.C2. La mayoria de las UPEC pueden ser
clasificadas en los filogrupos B2 o D. Ademas, las cepas per-
tenecientes al filogrupo B2 con capacidad de descarboxilar
lisina y ornitina son posibles productoras de meningitis neo-
natal en el humano.

El objetivo del presente estudio fue determinar la
presencia de factores de virulencia propios de cepas uropa-
togenas en aislamientos de E. coli provenientes de muestras
clinicas de caninos y felinos atendidos en el Hospital Escuela
de la Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad de Bue-
nos Aires, y establecer la correlacion entre la presencia de

dichos factores y el filogrupo al cual pertenecen los aisla-
mientos.

Aislamientos: se incluyeron 85 aislamientos clinicos de
E. coli obtenidos en el periodo 2006-2012 en el laboratorio
del Hospital Escuela de la Facultad de Ciencias Veterinarias.
En lo que respecta al origen, 69 fueron obtenidos de cani-
nos (44 hembras, 25 machos) y 15 de felinos (5 hembras, 10
machos). De una muestra no se obtuvieron los datos de la
especie. Los materiales clinicos de los que provenian los ais-
lamientos incluyeron 73 muestras de cistitis, 8 de peritonitis
y una de cada uno de los siguientes materiales: liquido de
prostatitis, fistula paraanal, herida y hernia perineal fistuli-
zada.

Se corrobord que los aislamientos pertenecieran a la
especie E. coli mediante pruebas de bacteriologia clasica,
que incluyeron oxidasa, catalasa, oxidacion-fermentacion
de la glucosa, reduccion de nitratos a nitritos, fermentacion
de lactosa, produccion de indol, via de fermentacion de la
glucosa (rojo de metilo o Voges-Proskauer) y uso de citrato
como fuente de carbono®. Posteriormente, se llevo a cabo la
tipificacion molecular de los aislamientos mediante la iden-
tificacion del gen que codifica la enzima B D-glucuronidasa
(uidA)®. Para la obtencién de los templados, a partir del
cultivo en pureza en agar tripteina soja se tomo una uni-
dad formadora de colonia y se suspendio en 150 ul de agua
bidestilada estéril. Se hirvio al bafno Maria durante 10 min. Se
centrifugd a 13.000 rpm durante 5min y se utilizo el sobre-
nadante como templado de PCR.

Agrupacion en filogrupos: mediante reaccién multiple de
PCR se amplificaron los 3 genes que se utilizan para la agru-
pacion en filogrupos. Los pasos de PCR fueron los siguientes:
una desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 4 min, 30 ciclos
(94°C 55, 59°C 105, 72°C 30s) y una extension final a 72°C
durante 5min. Los resultados se interpretaron de acuerdo
con el esquema de Clermont et al.?, considerando la pre-
sencia (+) o ausencia (—) de los 3 genes en estudio (chuA,
TspE4.C2 y yjaA) de la siguiente manera: filogrupo A, chuA
(—) y TspE4.C2 (—); filogrupo B1, chuA (=) y TspE4.C2 (+);
filogrupo B2, chuA (+) y yjaA (+), y filogrupo D, chuA (+) y
yjaA ().

PCR de genes de virulencia: se amplificaron 7 genes con-
siderados marcadores de virulencia de las cepas UPEC'".
Los pasos de PCR para todos los genes fueron los siguien-
tes: una desnaturalizacion inicial a 94°C durante 3 min, 30
ciclos (94°C 1s, 63°C 30s, 72°C 3 min) y una extension final
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Tabla 1 Distribucion en filogrupos y presencia de factores de virulencia en cepas de Escherichia coli extraintestinales aisladas
de distintas muestras clinicas de caninos y felinos de compaiia
Muestra Especie Filogrupo pap1-2 pap3-4 sfa afa aer cnf
Orina A=39 6 3 7 1 4 5

Caninos B2=11 3 4 6 0 0 6

59 D=9 3 3 2 1 0 3

A=10 4 5 3 0 2 4

Felinos B1=1 0 0 0 0 0 0

13 B2=2 1 1 1 0 0 1

S/D A 0 0 0 0 0 0
1

Cavidad abdominal Caninos A=5 0 0 0 0 1 0

6 D=1 1 1 1 0 0 1

Felinos A=1 1 0 0 0 1 0

2 B2=1 0 1 0 0 0 0

Liquido prostatico Canino A 0 0 0 0 0 0
1

Hernia Canino A 0 0 0 0 0 0
perineal 1

Fistula paraanal Canino A 0 0 0 0 0 0
1

Herida S/D A 0 0 0 0 0 0

S/D: sin datos.

a 72°C durante 7min. Se evalud la presencia de patovares
hibridos mediante el estudio de los marcadores de 6 genes
correspondientes a los patovares intestinales: E. coli ente-
ropatogena (eae), E. coli enterotoxigénica (elt, est), E. coli
enteroinvasiva (invE), E. coli productora de toxina Shiga
(stx1, stx2), E. coli enteroagregativa (aggR, aaiC) y E. coli
de adherencia difusa (daaD). Las secuencias de cebadores
de todas las reacciones de PCR se incluyen en el material
suplementario®.

Descarboxilacion de lisina y ornitina: se estudio la habili-
dad de descarboxilar la lisina y la ornitina en todas las cepas
pertenecientes al filogrupo B2. Para ello, a partir de un cul-
tivo en pureza se realiz6 una suspension en solucion salina
correspondiente al tubo 4 del nefelometro de McFarland y
se adiciond un disco de reactivo (Diatabs™, Rosco Diagnos-
tica, Washington, EE. UU.), se agregaron al tubo 3 gotas de
parafina y se incubd a 37 °C durante 24 h.

Andlisis estadistico: se utilizo el test exacto de Fisher
para comparar asociaciones entre grupos filogenéticos y fac-
tores de virulencia (p<0,01). A su vez, mediante el test de
Wilcoxon se evalué la distribucion de perfiles de virulencia
(0 a 4 factores de virulencia) en los filogrupos intestinales
(A+B1) vs. extraintestinales (B2 + D), considerando el mismo
valor p.

La distribucion de factores de virulencia por filogrupo
en relacion con el material clinico de origen se observa
en la tabla 1. De los aislamientos obtenidos de orina, el
68,5% pertenecio al filogrupo A, el 17,8% al B2, el 12,3%
al Dy el 1,4% al B1. De los aislamientos que se obtuvie-
ron de cavidad abdominal, el 75% perteneci6 al filogrupo
A, el 12,5% al D y el 12,5% restante al B2. Se observo
una distribucion diferencial de los factores de virulencia
entre los filogrupos intestinales vs. los extraintestinales.
El filogrupo A presento la mayor frecuencia de factores

de virulencia relacionados con la uropatogenicidad, seguido
del filogrupo B2 vy, finalmente, del D. El Unico aislamiento
perteneciente al filogrupo B1 que se identificé en esta inves-
tigacion no presento6 ninglin gen vinculado con los factores
de virulencia en estudio. Los aislamientos recuperados de
fuentes diferentes de orina o cavidad abdominal pertenecie-
ron al filogrupo A y no codificaron factores de virulencia. Se
determind asociacion estadisticamente significativa entre
los filogrupos intestinales y la presencia de factores de
virulencia.

La distribucion de los perfiles de virulencia de acuerdo
con el filogrupo se observa en la tabla 2. El perfil de
virulencia que se presentd con mayor frecuencia fue
pap1-2/pap3-4/sfa/cnf. Este perfil fue observado en 10
aislamientos, 4 de los cuales pertenecian al filogrupo B2,
3al Dy 3 al A, mientras que 46 aislamientos no codificaron
ningun factor de virulencia y la mayor proporcion de estos
pertenecian al filogrupo A. Teniendo en cuenta la division
entre filogrupo B2 (de importancia en salud publica por su
potencial produccion de meningitis neonatal) y filogrupos
no B2, el test de Wilcoxon demostré que el filogrupo B2 con
4 marcadores de virulencia presentd una asociacion estadis-
ticamente significativa (valor de virulencia de la mediana de
1vs. 0; p<0,01).

Los 14 aislamientos que pertenecian al filogrupo B2
fueron positivos a las pruebas de lisina y ornitina
descarboxilasa.

De acuerdo con lo postulado por Chew et al.”, la mayo-
ria de los aislamientos analizados en el periodo 2006-2012
correspondieron a infecciones del tracto urinario en los
caninos (59/85), los que presentan este tipo de infeccion
con mas frecuencia que los felinos.

Con respecto a los grupos filogenéticos, la mayoria de
los aislamientos pertenecieron al grupo intestinal, y dentro
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Tabla 2

Distribucion de perfiles de virulencia de aislamientos de Escherichia coli extraintestinales recuperados de muestras

clinicas de caninos y felinos de compaiiia, categorizados por filogrupo

N.° de factores N.° de aislamientos Frecuencia (%) Filogrupo

Perfil de virulencia N.° de aislamientos Frecuencia (%)

0 45 52,9 A

B1
B2
D
17,8

B2

B2

B2

B2

33 73,34

1 2,2

6 13,33

5 11,11
pap 1-2 3 20
pap 3-4 1 6,66
sfa 2 13,33
afa 1 6,66
aer 6 40
pap 3-4 1 6,66
afa 1 6,66
pap 1-2, aer 1 10
pap 1-2, pap 3-4 2 20
pap 3-4, cnf 1 10
sfa, aer 1 10
sfa, cnf 3 30
sfa, cnf 2 20
pap 1-2, pap 3-4, cnf 2 40
pap 3-4, sfa, cnf 1 20
pap 1-2, pap 3-4, cnf 1 20
pap 1-2, pap 3-4, sfa 1 20
pap 1-2, pap 3-4, sfa, cnf 3 30
pap 1-2, pap 3-4, sfa, cnf 4 40
pap 1-2, pap 3-4, sfa, cnf 3 30

de este, al filogrupo A; solo uno de ellos pertenecio al filo-
grupo B1. Esto podria deberse a que E. coli comensal puede
comportarse como un patdgeno oportunista. La presencia
de aislamientos procedentes de muestras de orina pertene-
cientes al filogrupo A concuerda con los resultados obtenidos
por Millan et al.’’; sin embargo, estos autores no tuvieron
aislamientos pertenecientes al filogrupo B1. Por otro lado,
otros autores informaron la recuperacion exclusiva de ais-
lamientos pertenecientes a filogrupos extraintestinales', o
una recuperacion predominante de aislamientos asociados
al filogrupo B2'. Asimismo, se ha documentado el aisla-
miento de cepas UPEC clasificadas en los 4 filogrupos'',
tal como fue observado en nuestra coleccion de aislamien-
tos, pero con un predominio de los grupos filogenéticos
extraintestinales.

La transferencia horizontal de genes y el intercam-
bio genético en las cepas UPEC ya han sido descriptos
previamente®. Esto podria explicar la presencia de genes
asociados a la uropatogenicidad en las cepas de origen
intestinal halladas en este estudio. Dadas las caracteristicas
anatomicas, es esperable que se aislen E. coli intestinales
en cistitis en las hembras, no asi en los machos. Dado que los
habitos de lamido pueden estar implicados en la adquisicion
de la infeccion, esto representa una alarma en términos de
salud pulblica.

La asociacion observada en la distribucion de los factores
de virulencia de los aislamientos pertenecientes al filogrupo
B2 respecto a aquellos no B2 coincide con la hallada por Tra-
muta et al.™. Por lo tanto, y pese a que el UPEC es descripto
como un patovar heterogéneo, tanto en este estudio como

en el citado se observo que los aislamientos no relaciona-
dos presentan una asociacion estadistica semejante en la
distribucion de sus factores'.

Las adhesinas fimbriales han sido destacadas como mar-
cadores de la patogenicidad de las cepas'®. Por consiguiente,
la alta frecuencia de fimbrias P y S en los aislamientos estu-
diados del filogrupo B2 permite suponer la circulacion de
cepas con alto poder patogénico. La asociacion a dichos fac-
tores del factor citotoxico necrosante ha sido sefialada, a su
vez, como un indicador del incremento en la virulencia de
la cepa'®. Por otro lado, y en coincidencia con lo ya repor-
tado, pocas cepas presentaron determinantes de adhesinas
afimbriales, como afa'>.

Si bien en esta investigacion ninguna de las cepas bajo
estudio presentd el gen hly, otros autores hallaron este
gen en cepas UPEC en porcentajes variables, de hasta el
27%'1214 " Al igual que en esta investigacion, en esos estu-
dios se encontro una alta prevalencia del gen sfa (53%), pero
una menor proporcion de pap (13%)'2.

Es importante destacar que en 3 aislamientos observa-
mos ambas fimbrias (sfa y pap) asociadas, y en uno de
ellos, adicionalmente, detectamos el gen cnf. El analisis
de estos marcadores y la frecuencia de pap indicarian un
potencial patdgeno asociado a pielonefritis entre las cepas
circulantes en Buenos Aires. Respecto del potencial de
virulencia relacionado con la presencia de siderdforos,
detectamos que el 13,6% de las cepas del filogrupo A por-
taban aer, mientras que en los otros filogrupos este gen no
estaba presente. Esto se opone a los resultados de Munkhdel-
ger et al."", quienes observaron aer en todos los filogrupos
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(56,1%), con una mayor frecuencia en B2"". En dicho estudio,
la alta proporcion de aer se asoci6 con proporciones de afa
y de sfa menores del 20% (15,5 y 8,8%, respectivamente).
Las adhesinas fimbriales y el factor citotdxico necrosante
han sido encontrados en aislamientos procedentes tanto de
humanos como de animales, lo que evidencia el potencial
zoonotico de E. coli*. Clermont et al.> han sefalado que
las cepas patogenas humanas y animales comparten ante-
cedentes genéticos comunes; sin embargo, considerando
cepas no B2 de diversos origenes, diferentes conjuntos de
adhesinas podrian estar implicadas en la especificidad del
huésped?.

En conclusion, la evolucion genética de E. coli de cepas
comensales a cepas patégenas permitio el surgimiento
de cepas UPEC, las cuales conforman un grupo hetero-
géneo dentro de una amplia clasificacién de patogenos
extraintestinales. La adquisicion de elementos genéti-
cos por transferencia horizontal permite a este patégeno
causar cuadros clinicos urogenitales de distinta grave-
dad. Las adhesinas (fimbriales y afimbriales) posibilitan
la contaminacion del perineo y contribuyen a causar
infecciones urinarias ascendentes. Algunos factores de viru-
lencia adicionales, como invasinas y toxinas, permiten la
diseminacion al torrente sanguineo y causan cuadros de
bacteriemia.

Los filogrupos extraintestinales presentaron una viru-
lencia mayor que los intestinales, si bien los genes son
putativos. Dentro de los primeros, el filogrupo B2 fue el
que reunid los aislamientos con mayor cantidad de facto-
res de virulencia y el que incluyo, adicionalmente, cepas
con potencial de produccion de meningitis neonatal. Estos
aislamientos circulan en la poblacion animal de compaiia
en la ciudad de Buenos Aires.

La monitorizacion de las cepas patdgenas en caninos
y felinos y su caracterizacion son de importancia por su
potencial zoondtico® en relacidn con el estrecho contacto
hombre-animal de compaiia en las ciudades, donde la inter-
fase entre ambos en la cadena epidemioldgica debe ser
evaluada.
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