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RESUMEN

Las microcinas de mayor masa molecular son péptidos antibiéticos producidos
por cepas de la familia Enterobacteriaceae, fundamentalmente pertenecientes a la
especie Escherichia coli, que actlan sobre otras cepas de la misma familia. Se ha
detectado la produccion de estos antibioticos principalmente en cepas de E. coli
uropatégeno, razon por la cual este trabajo se centrd, en una primera instancia, en
analizar la vinculacion entre la produccién de estas microcinas y la urovirulencia de
cepas de E. coli. Los aislamientos analizados procedieron de urocultivos de una
poblacion heterogénea atendida en un hospital de asistencia general. Mediante un
abordaje de epidemiologia molecular se observaron tres perfiles de urovirulencia segin
el tipo de microcina producida. La deteccion de estos perfiles indicd la existencia de
compatibilidades e incompatibilidades entre los distintos factores de urovirulencia y de
éstos con las microcinas. Posteriormente, estos estudios se ampliaron a cepas de E. coli
uropatdgeno productoras o no de microcinas procedentes ahora de dos grupos
poblacionales bien definidos: mujeres embarazadas y nifios. En este segundo analisis se
corrobord la existencia de los contextos de virulencia previamente identificados, los que
se vieron ampliados por la inclusion de cepas no productoras de microcina pero
portadoras de ciertos genes microcina. Es asi que estos genes resultaron ser verdaderos
marcadores de diferentes contextos de urovirulencia. Se propone entonces que las
propias microcinas serian factores de virulencia. Ademas, siguiendo el criterio de
compatibilidad, se detectaron dos perfiles adicionales no relacionados con microcinas.
El 53% de un total de 230 aislamientos analizados, pertenecientes a las dos Gltimas
colecciones, pudo ser asignado a alguno de los cinco perfiles de urovirulencia
identificados. Asimismo, se observd una correlacion entre las cepas con algunos de

estos perfiles y el tipo de hospedero de donde procedian.
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. INTRODUCCION

Hace méas de dos décadas, nuestro laboratorio comenzd sus investigaciones
estudiando unos antibioticos peptidicos de sintesis ribosémica denominados microcinas.
Estos son producidos por algunas cepas de enterobacterias, fundamentalmente
pertenecientes a la especie Escherichia coli. Tienen un espectro de accion reducido a
bacterias gram-negativas filogenéticamente relacionadas con las cepas productoras. Las
microcinas se pueden subdividir en dos grupos principales: uno compuesto por
pequefios péptidos modificados postraduccionalmente, con una masa molecular inferior
a 3,5 kDa, y el otro integrado por péptidos de mayor tamafio, de 5 a 9 kDa, que pueden
estar 0 no modificados postraduccionalmente. A estos Ultimos se les denomind
microcinas de mayor masa molecular (HMMM) (Azpiroz & Lavifia, 2007).

En los Gltimos afios se comenz6 a vincular la produccion de las HMMM con
cepas E. coli uropatdégeno (UPEC). En efecto, se observd que estas microcinas eran
fundamentalmente producidas por cepas de UPEC. En este sentido, resultados obtenidos
en el marco de mi tesis de maestria permitieron proponer a las HMMM como posibles
factores de urovirulencia (Grozdanov et al., 2004; Poey et al., 2006).

El presente trabajo se ha centrado entonces en la vinculacion entre la produccion
de HMMM vy la virulencia de UPEC. A continuacion se describiran las caracteristicas
generales de las HMMM y luego se incursionard en las caracteristicas de las cepas de E.

coli que ocasionan infecciones urinarias.

I. 1. Microcinas de mayor masa molecular

Las microcinas de mayor masa molecular tienen entre 60 y 90 residuos
aminoacidicos. Actualmente se conocen cinco variantes: H47 (MccH47), 147 (Mccl47),
M (MccM), E492 (MccE492), y colicina V (ColV). Cabe destacar que todas son
producidas por cepas de E. coli a excepcién de la MccE492, que es producida por cepas
de Klebsiella pneumoniae (Poey et al., 2006; Azpiroz & Lavifia, 2007).

Las HMMM comparten un conjunto de caracteristicas. Se sintetizan como
precursores a partir de la expresién de un gen denominado “de actividad”. Estos
precursores son péptidos que presentan una estructura general comdn constituida por
tres dominios: i) de secrecion, en el extremo amino terminal, que contiene un motivo de

tipo doble glicina, ii) toxico, en la porcion central del péptido, que confiere la



especificidad antibibtica, y iii) de captacion, en el extremo carboxilo terminal. El
dominio N-terminal es responsable de dirigir la molécula a través de un sistema
exportador de tipo ABC (ATP-Binding Cassette) de modo que el péptido es secretado al
medio extracelular al tiempo que se procesa y pierde dicho dominio. Una vez
secretadas, estas microcinas ingresan en las células susceptibles a través de la via de
ingreso de los siderdforos de tipo catecol, siendo su dominio C-terminal de captacion el
que actla a tales efectos. A su vez, cada microcina posee una especificidad antibiotica,
conferida por el dominio toxico del péptido (Fig. 1) (Poey et al., 2006; Azpiroz &
Lavifa, 2007).

Estas microcinas pueden o no ser modificadas postraduccionalmente. Dentro de
las modificadas se encuentran las microcinas H47, 147, M, y E492, mientras que ColV
no sufre modificaciones postraduccionales. Las modificaciones de las primeras
consisten en la adicion de un grupo catecol al extremo carboxilo del péptido. Este grupo
tiene la estructura de un sider6foro de tipo salmoquelina. Por este motivo, estas
actividades se denominaron colectivamente microcinas catecol (Fig. 1) (Azpiroz &
Lavifia, 2004, Poey et al., 2006).

Los sistemas genéticos que codifican para las HMMM son muy parecidos entre
si, presentando una estructura basica comin que consiste en: i) una pareja de genes de
actividad-inmunidad, donde el gen de actividad codifica para el péptido precursor
antibidtico y el gen de inmunidad protege a la bacteria de la propia microcina
producida, y ii) dos genes de secrecidn que codifican para un sistema exportador de tipo
ABC (Fig. 2A). La complejidad de los sistemas genéticos para las HMMM se vincula a
que las microcinas producidas sean o no modificadas. Es asi que el sistema genético
ColV es el mas sencillo y los sistemas para las microcinas catecol son mas extensos y
complejos (Fig. 2A) (Rodriguez & Lavifia, 1998; Lagos et al., 2001; Poey et al., 2006).
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. 1. 1. ColV

ColV es un péptido de 88 residuos aminoacidicos, no modificado
postraduccionalmente, pero en el que se forma espontaneamente un puente disulfuro
entre dos cisteinas de su porcion C-terminal. Esta microcina estd codificada a partir de
un grupo heterogéneo de plasmidos de virulencia denominados genéricamente
plasmidos ColV. La produccién de este tipo de microcina se ha relacionado con cepas
patdgenas extraintestinales de E. coli (EXPEC), grupo que incluye las cepas de UPEC.
El sistema genético para ColV presenta la estructura basica general compartida por
todas las HMMM. EI mismo consta de cuatro genes: el gen de actividad, el gen de
inmunidad y dos genes de secrecidn, siendo estos dos ultimos homologos a los genes de
secrecion para las microcinas catecol (Figs. 1 y 2A) (Gilson et al., 1990; Waters &
Crosa., 1991; Azpiroz et al., 2001). Para ingresar en las células susceptibles, ColV
emplea el receptor de tipo catecol Cir junto con la via TonB, la que aporta la energia
necesaria para atravesar la membrana externa (Fig. 1) (Azpiroz & Lavifia, 2007).

I. 1. 2. Microcinas catecol

Dentro de las HMMM, las microcinas catecol son H47, 147, M y E492, de 60,
62, 77 y 84 residuos aminoacidicos, respectivamente. Las mismas son modificadas
postraduccionalmente mediante la unidon covalente de un grupo catecol de tipo
salmoquelina (Fig. 1) (Azpiroz & Lavifia., 2004; Thomas et al., 2004; Nolan et al.,
2007). Las salmoquelinas son sider6foros derivados por mono o diglucosilacién de la
enterobactina, que es el principal sider6foro de tipo catecol producido por la mayor
parte de las enterobacterias. Por su parte, las salmoquelinas son producidas por algunas
enterobacterias patdgenas, incluyendo toda la especie Salmonella enterica y cepas de
UPEC (Hantke et al., 2003). Por lo tanto, las cepas productoras de microcinas catecol
deben producir conjuntamente salmoquelina para modificar el péptido precursor,
originandose asi el antibidtico maduro. El sistema genético para las microcinas catecol
es de localizacion cromosdmica; en muchos de los casos se ha demostrado que reside en
islas de patogenicidad. Este sistema presenta la estructura basica general compartida por
las HMMM, a la que se afiaden cuatro genes de maduracion cuyos productos confieren
la modificacién postraduccional requerida (Fig. 2A). Cabe mencionar que tanto los
genes de maduracion de los péptidos precursores como los de secrecion del antibiético
son homdlogos entre los diferentes sistemas genéticos para las microcinas catecol, al

punto de ser intercambiables entre si. Esto mismo ocurre para el caso de los genes de



secrecion de ColV, que al ser homdlogos con los de las microcinas catecol pueden ser
intercambiados con los de estas Ultimas (Azpiroz et al., 2001; Poey et al., 2006).

Los genes para la sintesis de salmoquelinas pueden encontrarse en dos versiones
segun la cepa. En algunas de ellas la sintesis de salmoquelinas esta codificada por el
locus iroA, que consiste en un sistema genético constituido por cinco genes
(iroBCDEN) (Fig. 2B). Esta version de sistema genético salmoquelina se encuentra
presente en las cepas uropatdgenas de E. coli 536 y CFT073, y en una cepa empleada
como probiotico, E. coli Nissle 1917. CFT073 y Nissle 1917 contienen un sistema
genético para las microcinas catecol H47 y M idéntico en ambas cepas, habiéndose
probado la produccién conjunta de estas dos microcinas en Nissle 1917. Por su parte, E.
coli 536 sblo posee los genes de actividad-inmunidad para la MccM. En todos estos
casos, el locus iroA no integra el sistema microcina pero se encuentra en la misma isla
gendmica (Fig. 2) (Welch et al., 2002; Patzer et al., 2003; Poey et al., 2006). La otra
version para la sintesis de salmoquelina es la presentada en la cepa de E. coli H47,
productora de microcinas H47 e 147, conjuntamente, y en la cepa RYC492 de K.
pneumoniae, productora de MccE492. En éstas existen homologos de los genes iroBD
incluidos en el sistema genético microcina. Se desconoce en estas cepas si el locus iroA
se encuentra también presente debido a que sus genomas no estan totalmente
secuenciados (Fig. 2A) (Lagos et al., 2001; Poey et al., 2006). Es de destacar que varias
cepas producen conjuntamente mas de una microcina catecol, H47 y M, y H47 e 147. En
estos casos, los sistemas genéticos microcina contienen las parejas de genes de actividad
e inmunidad correspondientes a las microcinas producidas junto con un dnico juego de
genes de maduracion y secrecion, i.e los sistemas de modificacion y de secrecion son
compartidos (Fig 2A) (Poey et al., 2006). Cabe mencionar que la produccion de Mccl47
es detectada sdlo en condiciones de deprivacion de hierro, por lo que en condiciones
normales de crecimiento estas cepas parecen producir s6lo MccH47 (Poey et al., 2006).
Una vez secretadas, las microcinas catecol ingresan en las células susceptibles a través
de cualquiera de los receptores de catecoles. En E. coli K12, éstos son las proteinas de
membrana externa Cir, Fiu y FepA. Ademas, estas microcinas requieren de la via TonB
para atravesar la membrana externa (Fig. 1) (Trujillo et al., 2001; Poey et al., 2006).



I. 2. E. coli uropatogeno

E. coli es una especie muy diversa que comprende cepas comensales que habitan
en el intestino de mamiferos y aves, cepas enteropatdgenas y cepas patdgenas
extraintestinales (EXPEC). El grupo de las EXPEC puede atacar cualquier localizacion
extraintestinal del organismo, siendo las cepas de UPEC las mas frecuentes. Otros tipos
de EXPEC que han sido muy estudiados son los procedentes de sangre
(bacteriemia/sepsis), las cepas de NMEC (Neonatal Meningitis E. coli), procedentes de
liquido cefalorraquideo en casos de meningitis neonatal, y las cepas de APEC (Avian
Pathogenic E. coli), que proceden de infecciones aviares (Russo & Johnson, 2000;
Johnson et al., 2006).

Las infecciones urinarias constituyen uno de los tipos mas comunes de
infecciones en humanos, siendo E. coli el principal agente etiol6gico de las mismas.
Dicho agente es responsable de aproximadamente el 85% de estas infecciones en
personas con buen estado general de salud y del 50% en personas con estado de salud
comprometido. UPEC ocasiona varios sindromes clinicos, desde bacteriuria
asintomatica hasta cuadros sintomaticos de cistitis y pielonefritis, pudiendo incluso en
este Gltimo caso alcanzar el torrente sanguineo y generar urosepsis. Es de aceptacion
general que la principal via de ingreso de UPEC en el tracto urinario es ascendente, i.e.
que UPEC ingresaria desde el periné por el meato urinario. Se postula que dichas UPEC
procederian de la flora intestinal del propio individuo ya que estas cepas pueden
colonizar el intestino sin ocasionar infeccion, i.e. comportandose en ese sitio fisico
como comensales. Mas aun, pueden ser las cepas de E. coli predominantes en el
intestino de hasta un 20% de los individuos sanos (Johnson, 1991; Zhang & Foxman,
2003; Reese & Betts, 2004).

Se han identificado cuatro poblaciones mas propensas a padecer infecciones
urinarias. Una de ellas esta constituida por mujeres en edad reproductiva, no
embarazadas, que presentan infecciones agudas no complicadas, generalmente
diagnosticadas como cistitis. Las restantes tres poblaciones suelen padecer infecciones
mas severas, denominadas complicadas, y comprenden a mujeres embarazadas, nifios
con infecciones recurrentes, generalmente por anomalias anatomicas o funcionales del
tracto urinario, y adultos con un estado de salud comprometido o con alteraciones del
transito urinario (Zhang & Foxman, 2003; Reese & Betts, 2004).



Se han identificado varios factores de urovirulencia que estan presentes con

mayor frecuencia en cepas de UPEC que en cepas de origen intestinal, e.g. capsulas,
adhesinas, citotoxinas y sistemas reforzados de captacion de hierro (Johnson, 1991). A
continuacion se presentan las generalidades de los principales factores de urovirulencia
descritos, indicandose en qué etapa de la infeccion -colonizacién o invasion- actian.
Ademas, se hard un énfasis particular en aquellos genes y funciones que seran
estudiados en el presente trabajo.
Cépsula. Consiste en una malla compuesta principalmente de polisacaridos, aunque las
hay de polipéptidos, que se localiza por fuera de la pared celular de las bacterias. La
capsula confiere diferentes tipos de proteccion al microorganismo vy, en el caso de un
proceso infeccioso, le permite resistir a ciertos sistemas de defensa del hospedero como
la fagocitosis. Por lo tanto, las capsulas son factores de virulencia de la mayor
importancia en los procesos infecciosos invasivos.

Existen diferentes tipos de capsula, encontrandose su mayor diversidad en las
bacterias gram-negativas. Los diferentes tipos se deben a la presencia de diferentes
antigenos capsulares (K). Dichos antigenos consisten en unidades repetidas de
oligosacaridos que difieren en sus constituyentes, longitud de cadena y densidad. Los
antigenos capsulares K de E. coli se clasificaron en dos familias, 1 y Il, a partir de
criterios fisicos, quimicos y genéticos. De ellos, los antigenos de la familia Il son los
que se vinculan a la patogenicidad extraintestinal. Las cepas de E. coli que producen
capsula de tipo Il suelen proceder de infecciones extraintestinales invasivas. Ademas,
este tipo de capsula solo se produce a temperaturas fisioldgicas en torno a los 37°C.
Algunos antigenos capsulares de la familia 11, como K1 y K5, son estructuralmente
similares a ciertos componentes de las células de organismos animales: K1 al cido
sialico y K5 a un intermediario de la sintesis de heparina. Dentro de los antigenos
capsulares de la familia 11, K1 ha recibido particular atencion. Las cepas de E. coli K1*
son capaces de causar importantes procesos invasivos, incluyendo sepsis y meningitis
neonatal, asi como también infecciones urinarias. Este antigeno posee la misma
estructura quimica -un tipo de &acido sialico- que el polisacarido capsular de Neisseria
meningitidis del grupo B (Roberts et al., 1986; Rick & Silver, 1996).

Las proteinas necesarias para la sintesis y expresion de las capsulas estan
codificadas cromos6micamente. El proceso de produccién de capsula es complejo e
involucra dos etapas, la biosintesis de los componentes capsulares y su transporte hacia
el exterior celular. Los genes de exportacién son caracteristicos de cada familia. Es asi



que la deteccion de los mismos indica la familia a la que pertenece la capsula. En el
caso de la familia Il, siempre estaran presentes los genes de exportacion, de los que
kpsM y kpsT son los mas empleados para dicha deteccion (Roberts et al., 1986; Rick &
Silver, 1996).

Los determinantes para el antigeno K1 se encuentran en un locus cromosomal

que se puede dividir funcionalmente en tres regiones. La region central contiene los
genes de sintesis, que se denominan neu, siendo neuA el gen que codifica para la
sintetasa de acido sialico. Flanqueando esta regidn, estan las regiones conservadas para
los diferentes antigenos de la familia Il, dedicadas a la exportacion. Por fuera de este
locus para céapsula K1, algunas cepas poseen el gen neuO, que codifica para una
acetiltransferasa de acido sialico. En consecuencia, existen variantes acetiladas y no
acetiladas de capsula K1 (Rick & Silver, 1996; Deszo et al., 2005).
Adhesinas. Son componentes macromoleculares de la superficie de las bacterias que
son reconocidos por receptores especificos de las células eucariotas. Las adhesinas
pueden ser fimbriales o no fimbriales. Las fimbriales son filamentos proteicos que se
extienden al medio extracelular mientras que las no fimbriales son proteinas o
polisacaridos que se disponen en forma no estructurada en la superficie de las bacterias.
Las adhesinas acttan fundamentalmente en la colonizacion, es decir, en el
establecimiento del patégeno en el portal de entrada al hospedero, a nivel de la
superficie epitelial. Sin embargo, como se indicara mas adelante, se ha visto que algunas
de ellas actuarian en una etapa mas avanzada, una vez que la bacteria alcanzé el medio
interno, es decir en la invasion. Como ejemplo de adhesinas fimbriales se encuentran las
fimbrias de tipo I, las fimbrias P y las fimbrias S, todas codificadas a nivel
cromosoémico.

Las fimbrias de tipo I, codificadas por el locus fim, se encuentran en la mayoria
de las bacterias gram-negativas, sean o no patdgenas. En cepas de UPEC se ha
encontrado que contribuyen en el proceso de patogenicidad en los tramos bajos del
tracto urinario. Estas fimbrias estan constituidas por una subunidad estructural mayor,
FimA, y por varios componentes menores, incluidos la adhesina FimH. Esta Gltima,
posicionada en la punta de la fimbria, reconoce residuos terminales D-manosa de
glicoproteinas presentes en células o secretadas (Johnson, 1991; Connell et al, 1996).

Las fimbrias P estan codificadas por el locus pap (pili asociado a pielonefritis)
presente en cepas de UPEC. El gen papG codifica para la adhesina de la fimbria.
Existen tres tipos de adhesinas codificadas por los alelos papGl, Il y Ill, siendo el
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primero sumamente infrecuente. Algunas cepas pueden codificar para mas de un tipo de
adhesina (Johnson., 1998; Jantunen et al., 2000). Estas adhesinas usan como receptor el
disacarido Gala1-4 GalP de glicolipidos, siendo estos ultimos abundantes en las células
uroepiteliales de la corteza renal asi como en los endotelios vasculares. Las fimbrias P
actuarian entonces no sélo en la colonizacion sino también en procesos invasivos con
bacteriemia (Bergsten et al., 2005).

Las fimbrias S fueron asociadas a procesos altamente invasivos, incluyendo
urosepsis y meningitis neonatal. El gen sfaA codifica para la unidad estructural. Estas
fimbrias se unen preferentemente a rifion y a vasos sanguineos usando como receptor
moléculas con residuos de 4cido sidlico (Dobrindt et al., 2001).

Existe una familia de adhesinas denominada Dr/Afa que incluye formas

fimbriales y no fimbriales. Estan codificadas por un operdn, de estructura bastante
conservada, cuya localizacidn puede ser cromosémica o plasmidica. Este operdn
codifica para dos tipos de funciones coordinadas entre si, adhesién e invasion. Las
adhesinas Dr/Afa se han encontrado en un tipo de cepas de E. coli denominadas
“diffusely-adhering E. coli” (DAEC), que pueden proceder de infecciones entéricas o
urinarias. Dentro de esta familia se encuentran las fimbrias Dr, que tienen como
receptores el colageno tipo IV vy el factor acelerador del decaimiento, DAF (Nowicki,
2001; Das et. al., 2005; Servin et. al., 2005).
Citotoxinas. Son moléculas sintetizadas por microorganismos patdgenos gque provocan
dafio sobre las células eucariotas. Las cepas de UPEC pueden producir varios tipos de
exotoxinas, que son proteinas de elevada toxicidad. Las mas estudiadas son la
hemolisina, el factor citotoxico necrotizante, la colibactina y la toxina
autotransportadora Sat.

Algunas cepas de UPEC producen hemolisina a, codificada a nivel
cromosdmico o plasmidico. Su sintesis y secrecidn esta codificada por cuatro genes
adyacentes, siendo hlyA su gen estructural. La hemolisina o acta como una citolisina:
se inserta en la membrana de los eritrocitos, linfocitos y granulocitos, generando poros y
causando de esta manera la lisis celular (Beutin, 1991).

El factor citotoxico necrotizante (Cnf) es una toxina que esta codificada a nivel
cromosomico en varias cepas de UPEC. Si bien su funcion en la patogenicidad de las
infecciones urinarias es desconocida, se sabe que Cnf cataliza la desamidacion de
proteinas GTPasas como Rho. Dicha desamidacion hace que las GTPasas se activen de
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forma constitutiva provocando importantes alteraciones celulares (Rippere-Lambe et al.,
2001).

La colibactina es un hibrido entre péptido de sintesis no ribosomal y compuesto
policetonico. Es producida por varias cepas de UPEC asi como por otras
enterobacterias. Los genes para su sintesis son de localizacion cromosdmica,
organizados en un operdn, donde clbB codifica para una de las enzimas de sintesis. La
colibactina actua como ciclomodulina, es decir a nivel de la progresion del ciclo celular
de la célula eucariota. Provoca una detencion en la fase G2 del ciclo celular,
observandose una megalocitosis de las células atacadas (Homburg et al., 2007; Putze et
al., 2009; Dubois et al., 2011).

La proteina Sat, de “secreted autotransporter toxin”, pertenece a una amplia

familia de toxinas autotransportadoras con actividad serin-proteasa en la que se incluyen
otras toxinas con alta homologia a Sat. Esta toxina es producida por cepas de UPEC. Sat
estd codificada por el cromosoma y su funcion no esta totalmente dilucidada. Sin
embargo, se ha observado que genera un efecto citopatico en ciertas lineas celulares
humanas de vejiga e higado, provocando la vacuolizacion del citoplasma. Esto Gltimo
muy probablemente se deba a que Sat corta la espectrina, un componente del
citoesqueleto (Guyer et al., 2000; Dutta et al., 2002; Guyer et al., 2002).
Sistemas reforzados para captacion de hierro. Estos factores son fundamentales tanto
en la colonizacion como en la invasion. En la colonizacion actian como factores de
competencia. En la invasion, el microorganismo se encuentra en el medio interno del
hospedero, sitio donde no hay biodisponibilidad de hierro y s6lo estos mecanismos
reforzados pueden proveerle este metal.

El hierro es un elemento esencial para el crecimiento de las bacterias. Este
forma parte de proteinas necesarias en procesos celulares indispensables, e.g. transporte
de electrones, activacion de oxigeno, sintesis de aminoacidos y de nucledtidos, entre
otros. Si bien el hierro es abundante en el medio ambiente, éste se encuentra oxidado
(Felll), formando complejos insolubles no biolégicamente disponibles. Para colmar las
necesidades de este elemento, las bacterias poseen diferentes mecanismos para su
captacion, entre los que se encuentra la produccion de sider6foros. Se trata de sustancias
producidas por las bacterias, que se secretan al medio externo donde quelan el hierro,
que luego ingresan a la bacteria para su posterior utilizacion metabdlica (Wandersman
& Delepelaire, 2004). EI medio interno de los animales esta particularmente deprivado
de hierro biodisponible, siendo éste un mecanismo de defensa contra las infecciones.
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Existen proteinas del hospedero, como la transferrina y la lactoferrina, que quelan
fuertemente el hierro. Por ello, los microorganismos patdgenos invasivos dependen de
mecanismos de alta afinidad por hierro que puedan superar a los del hospedero. A
continuacion, se presentaran los principales mecanismos reforzados de captacion de
hierro de E. coli patdgeno extraintestinal.

Los sider6foros de tipo catecol son producidos por todas las cepas de
enterobacterias. Dentro de este tipo se encuentra la enterobactina, cuya sintesis y
utilizacion estan determinadas por un sistema genético cromosémico. Sin embargo, la
enterobactina es facilmente neutralizada por mecanismos de defensa del hospedero.
Muchas cepas patogenas extraintestinales de E. coli producen unos sider6foros
derivados de la enterobactina que son resistentes a dichos mecanismos. Estos
sider6foros se denominan salmoquelinas, que derivan de la enterobactina por mono o
diglucosilacion (Earhart, 1996; Valdebenito et al., 2005; Fischbach et al., 2005).

El sider6foro yersiniabactina es producido por aislamientos virulentos del género
Yersinia asi como también por varios tipos de E. coli patogénos, incluyendo cepas de
UPEC. Los determinantes para su sintesis, transporte y regulacion se encuentran en la
“High Pathogeny Island”, HPI, de localizacion cromosomica. EI gen fyuA codifica para
el receptor del sider6foro (Crosa & Walsh., 2002).

La aerobactina, producida por cepas patdgenas de E. coli, es un sider6foro de
tipo hidroxamato. Los determinantes para la misma pueden ser de localizacion
cromosomica o plasmidica. El locus comprende cuatro genes de sintesis, iucABCD, y el
gen iutA, que codifica para el receptor del sider6foro (Earhart, 1996).

Otra molécula asociada a cepas patogenas de E. coli es la denominada proteina
Iha, codificada a nivel cromosémico. Cumpliria una funcién dual, como adhesina y

como receptor de sider6foros de tipo catecol (Tarr et al., 2000; Léveillé et al., 2006).

Si bien las cepas de UPEC presentan una mayor proporcion de los factores antes
mencionados en comparacién con otras cepas, distan mucho de ser un grupo
homogéneo, i.e. carecen de un denominador comin que las caracterice. Se han realizado
varios estudios de la virulencia de estas cepas a nivel de su fenotipo y genotipo, asi
como también de su filogenia. Estos estudios sistematicamente han revelado una gran
heterogeneidad, encontrandose desde cepas ricas en factores de urovirulencia hasta otras
que carecen de los mismos. Mas aln, no se ha evidenciado una correlacién entre las

diferentes manifestaciones clinicas de las infecciones urinarias y las cepas causantes. En
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este sentido, cepas que presentan los mismos factores de virulencia son capaces de
ocasionar diferentes sindromes clinicos o, a la inversa, un mismo sindrome puede ser
ocasionado por cepas de UPEC que portan diferentes factores de virulencia. En
resumen, la gran heterogeneidad de las cepas de UPEC no ha permitido detectar hasta la
fecha “patotipos”, i.e. linajes con determinados perfiles de virulencia responsables de
los distintos sindromes y/o de la afectacion de determinados tipos de hospedero
(Escobar-Paramo et al., 2004; Marrs et al., 2005; Moreno et al., 2005, Jaureguy, 2008).
Por lo tanto, la definicién actual de UPEC es muy general y radica en la habilidad de
estas cepas de generar infeccion urinaria, obteniéndose dichas cepas en un alto conteo
en urocultivos.

En el marco de la busqueda de patotipos dentro de las cepas de UPEC, hubo
varios intentos de correlacionar la filogenia con la virulencia. Clasicamente, las cepas de
E. coli fueron clasificadas en diferentes grupos filogenéticos mediante las técnicas de
ribotipado y de “Multilocus Enzyme Electrophoresis” (MLEE) (Selander et al., 1986;
Bingen et al., 1996). Se definieron entonces cuatro grupos filogenéticos principales: A,
B1, B2 y D (Selander et al., 1987). Actualmente, se ha generalizado el empleo de un
método sencillo y rapido basado en un triple PCR para la determinacion del grupo
filogenético (Clermont et al., 2000). Los resultados alcanzados indicaron que los grupos
B2 y D serian los més frecuentes en cepas de UPEC. Ademas, se observd que las cepas
mas ricas en factores de urovirulencia pertenecian al grupo filogenético B2 (Picard et
al., 1999).

A partir de todo lo anterior, es evidente que nos encontramos en etapas aun
iniciales en lo que respecta al conocimiento de la patogenia de las infecciones urinarias
ocasionadas por UPEC. Si bien no se han identificado patotipos, resulta dificil pensar
que el contenido genético o las propiedades fenotipicas de las cepas de UPEC no sean
relevantes en el proceso patogénico que desencadenan o en su espectro de hospedero.
Cabe pensar entonces que nuevos factores de virulencia de UPEC quedan por descubrir,
los que podrian ayudar a la identificacion de perfiles genéticos exhibidos por subgrupos
de UPEC. De esta manera, se contribuiria al entendimiento de la interaccion parésito-
hospedero desde el punto de vista del microorganismo. No debemos olvidar que, como
en toda interaccion, la naturaleza del hospedero también debe cumplir una funcion

importante en el desarrollo del proceso infeccioso.
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Il. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Il. 1. HipGtesis

La hipdtesis de este trabajo fue que la produccion de microcinas de mayor masa
molecular estaria vinculada a la virulencia de algunas cepas de E. coli patdgenas

extraintestinales, en particular uropatdgenas.

1l. 2. Objetivo general

Realizar un estudio de epidemiologia molecular en cepas de E. coli para evaluar
la posible vinculacion entre las microcinas de mayor masa molecular y la

uropatogenicidad.

I1. 3. Objetivos especificos

% Analizar fenotipica y genotipicamente tres conjuntos de aislamientos de UPEC
obtenidos a partir de urocultivos de tres poblaciones diferentes: i) conjunto
heterogéneo de pacientes asistidos en un servicio general de salud, ii) mujeres
embarazadas Y iii) nifios.

% Analizar el conjunto de los datos obtenidos para detectar asociaciones entre las

microcinas de mayor masa molecular y la urovirulencia.

Andlisis fenotipicos

R/

% Estudiar la capacidad de los aislamientos de producir actividad antibidtica
% ldentificar las actividades antibidticas correspondientes a HMMM producidas
por los aislamientos

«» Analizar la actividad hemolitica de los aislamientos

Andlisis genotipicos

R/

% Determinar a qué grupo filogenético pertenecen los aislamientos

R/

¢ Detectar a nivel molecular la presencia de genes para las distintas HMMM
R/

¢ Detectar a nivel molecular la presencia de genes para diferentes factores de

urovirulencia: sistemas de captacion de hierro, toxinas, adhesinas y capsulas
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I1l. MATERIALES Y METODOS

I11. 1. Estirpes bacterianas y plasmidos

Los genotipos, fenotipos y procedencia de las estirpes bacterianas de E. coli K12
y de los plasmidos utilizados se describen en la Tabla 1.
Cepas de referencia. Se emple6 un conjunto de cepas bien caracterizadas como
referencia, algunas naturales y otras de construccion en el laboratorio. Las cepas
naturales utilizadas fueron: E. coli H47 (productora de MccH47); E. coli Nissle1917
(productora de MccH47 y MccM conjuntamente); E. coli CFT073 (portadora de la
misma informacion genética para microcina que Nissle1917); dos cepas de E. coli
ampliamente utilizadas en microbiologia clinica, ATCC25922 y ATCC35218, y la cepa
de K. pneumoniae RYC492 (productora de MccE492). Ademas, se emplearon varias
cepas de E. coli K12 de laboratorio. Dos de ellas derivan de la cepa salvaje W3110,
cuyo genoma se encuentra totalmente secuenciado (Hayashi et al., 2006): BZB1011
(W3110 gyrA) y PAP222 [W3110 (pK270)], cuyo plasmido es de tipo ColV y
determina la produccion de esta microcina. Otras cepas de E. coli K12 fueron
RYC1000(pEX100::Tn57) (productora de Mccl47 en condiciones de deprivacion de
hierro) y RYC1000 (pEX100::Tn57¢, pMAI) (productora de MccM vy, en condiciones de
deprivacion de hierro, también de Mccl47) (Tabla 1).
Coleccion de referencia. Esta constituida por 27 aislamientos de UPEC y uno de K.
pneumoniae, todos productores de actividades antibidticas con las caracteristicas de
captacién presentadas por las microcinas de mayor masa molecular: uso de la via TonB
y de receptores de catecoles para su ingreso en las células susceptibles de E. coli K12,
Esta coleccion fue previamente analizada, en forma parcial, para la produccion de
microcinas catecol (Poey et al., 2006). La misma procedi6é de un relevamiento de 160
aislamientos de bacterias gram-negativas (78% E. coli y el resto distribuido entre
especies de otros géneros) procedentes de urocultivos (con un conteo >10%ufc/ml) de un
centro hospitalario de asistencia general de Montevideo. Los 28 aislamientos de esta
coleccidon fueron todos aquéllos que produjeron actividades antibiéticas de tipo HMMM
del total de los 160. Si bien en esta instancia no se contd con informacion sobre los
pacientes, cabe presumir que los aislamientos procedian de una poblacién heterogénea
debido a que el hospital de origen es de asistencia general y posee un Unico servicio de

microbiologia clinica.
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Coleccion de aislamientos de UPEC procedentes de mujeres embarazadas (CE).
Esta constituida por 112 aislamientos procedentes de urocultivos de mujeres
embarazadas, internadas por un periodo breve por parto o por amenaza de parto
prematuro en un hospital de asistencia materno-infantil de Montevideo. Los
aislamientos fueron tomados durante un periodo de cuatro meses en 2007 vy
correspondieron a aquellos cultivos de orina que presentaron un conteo alto (>10°
ufc/ml) o, de lo contrario, que procedian de pacientes con dato clinico de infeccién
urinaria.

Coleccion de aislamientos de UPEC procedentes de nifios (CN). Esta constituida por
118 aislamientos procedentes de urocultivos de nifios que fueron tratados
ambulatoriamente en el servicio de nefrologia pediatrica del hospital materno-infantil
anteriormente mencionado. Los nifios tenian entre 0 y 12 afios, padecian de patologia
cronica del tracto urinario y, en consecuencia, de infecciones urinarias recurrentes. Se
colectaron los aislamientos entre los afios 2008 y 2009. El conteo bacteriano en esta

coleccion siempre fue >10° ufc/ml.

En los casos en los que mas de un aislamiento, tanto en la CE como en la CN,
procedia de un mismo paciente, se incluyeron sélo aquellos que evidenciaron
diferencias genotipicas y/o fenotipicas. Es asi que la CE procedidé de 105 mujeres y la
CN de 86 nifios.

I11. 2. Medios de cultivos y preservacion de cepas.

Se emplearon los siguientes medios de cultivos: medio LB (Luria-Bertani), TSA
sangre (ovina al 5%) y medio minimo M63 adicionado de una fuente de carbono y
vitamina B1. Los antibioticos incorporados en el medio de cultivo se emplearon en las
siguientes concentraciones finales: ampicilina (Ap), 50ug/ml; cloranfenicol (Cm), 60
ug/ml; tetraciclina (Tc), 15 ug/ml. Para su almacenamiento por periodos prolongados
las cepas se conservaron a -20°C en LB adicionado de glicerol al 20% (Miller, 1992).

I11. 3. Deteccion e identificacion de las actividades correspondientes a HMMM

El andlisis de la produccion antibidtica de los aislamientos se realiz6 empleando

la técnica de picada sobre tapiz (Rodriguez et. al., 1999). Esta consiste en picar las
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cepas a estudiar, mediante un palillo estéril, sobre una placa de medio minimo sembrada
con un tapiz de una cepa indicadora. Posteriormente, las placas son incubadas durante
24hs a 37°C. La produccion antibiotica es evidenciada como halos de inhibicién del
crecimiento de la cepa indicadora alrededor de aquellas picadas productoras. Para la
deteccién de produccién antibidtica se empled la cepa indicadora de E. coli K12
MC4100.

Una vez detectadas las cepas productoras de actividad antibidtica, se procedi6 a
la identificacion de las actividades de tipo HMMM. Para ello se estudié la via de
captacion de las actividades encontradas empleando el test de picada sobre tapiz. Se
utilizaron como indicadoras varias cepas isogénicas derivadas de MC4100: un mutante
para la via TonB, y mutantes simples, dobles y triple de los receptores de catecoles Cir,
Fiu y FepA (Tabla 1). Debido a que todas las HMMM requieren de la via TonB para su
ingreso en las células susceptibles, aquellas actividades que dejasen de producir un halo
de antibiosis sobre el mutante tonB serian candidatas a ser HMMM. Con el fin de poder
discernir las actividades de tipo catecol de las de tipo ColV, se estudio la via de
captacion a nivel de receptores de membrana externa. Las microcinas de tipo catecol
generarian halos de antibiosis en todos los tapices indicadores a excepcion del triple
mutante cir fiu fepA, mientras que las de tipo ColV dejarian de producir halos en todos
aquellos tapices deficientes para el receptor Cir. Las actividades que empleasen las vias
de captacion antes mencionadas tendrian grandes posibilidades de ser HMMM.

Para la identificacion de las producciones de HMMM, se usé un ensayo basado
en el “criterio de inmunidad”. Como se menciond anteriormente, cada microcina posee
una actividad antibiotica especifica y es producida junto con su péptido de inmunidad.
Cada péptido de inmunidad es especifico de su microcina, de modo que sélo protegera
contra ésta y no contra otras actividades antibioticas. Esta especificidad es empleada
para la identificacion de las microcinas segun el criterio de inmunidad. Se picaron los
aislamientos productores sobre distintos tapices de cepas inmunes o resistentes a las
distintas HMMM, todas derivadas de MC4100 (Tabla 1). Las cepas inmunes portan
cada una un gen de inmunidad microcina diferente clonado en un vector: i)
MC4100(pUY69), inmune a MccH47, ii) MC4100 (pMVDS3), inmune a Mccl47, iii)
MC4100(pMl), inmune a MccM, iv) MC4100(pB492), inmune a MccE492 y v)
MC41000(pUY272), inmune a ColV. Ademas, se incluyo la cepa FGB099, isogénica de
MC4100, que es un mutante de diana de la MccH47 y por lo tanto resistente a la misma.
Considerando que se ha descrito la produccién conjunta de MccH47 y MccM, y de
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MccH47 y Mccl47, se construyeron cepas inmunes/resistentes a estas parejas de

antibiéticos:

FGB099(pMI), resistente a MccH47 e

inmune a MccM, vy

FGB099(pMVDS3), resistente a MccH47 e inmune a Mccl47. Cuando los aislamientos

no generaron halos de antibiosis sobre un tapiz inmune o resistente a determinada

microcina, se identificd que dicha actividad correspondia a esa misma microcina.

Tabla 1. Estirpes de E. coli K12 y pldsmidos utilizados

Bacteria/plasmido Genotipo/Fenotipo Referencia

E. coli K12

MC4100 araD lacU169 rpsL thiA Coleccién del laboratorio
BZB1011 gyrA Pugsley, 1985
RYC1000 araD gyrA lacU169 rbs relA rpsL thiA Coleccién del laboratorio
FGB11 MC4100 tonB::Tn5 Trujillo et al., 2001
FGB099 MC4100 atpB::Tn5 99 Poey et al., 2006
FGB1876 MC4100 rpsL* cir fepA::Tn10 fiu:zMud1X Poey et al., 2006
FGB1870 MC4100 rpsL* cir fepA::Tn10 Poey et al., 2006
FGB1728 MC4100 rpsL* cir fiu:zMud1X Poey et al., 2006
FGB1594 MC4100 rpsL* fiu:zMud1X Poey et al., 2006
FGB202 MC4100 rpsL* cir Azpiroz & Lavifia, 2007
FGB102 MC4100 fepA::Tn10 Azpiroz & Lavifia, 2004
Plasmidos

pUCYC5 Plasmido vector lacZ” replicon p15A (Cm®) Azpiroz et al., 2009
puUC13 Plasmido vector lacZ replicon pMB1 (Ap®) Miller, 1992
pACYC184 Plasmido vector replicon p15A (Tc? CmF) Miller, 1992

pBR322 Plasmido vector replicon pMB1 (Tc® ApF) Miller, 1992

puUY69 pUC13 con el gen mchl (inmunidad MccH47) (ApF) Rodriguez & Lavifia, 1998
pMVDS3 pACYC184 con el gen mchS3 (inmunidad Mccl47) (CmF) Poey et al., 2006

pMI pUCYCS5 con el gen meml (inmunidad MccM) (Cm®) Azpiroz et al., 2009
pB492 pUC13 con el gen meeB (inmunidad MccE492) (Ap®) Poey et al., 2006
puY272 pUC13 con el gen cvi (inmunidad ColV) (Ap®) Azpiroz & Lavifia, 2007
pMAI pBR322 con los genes memlA (inmun.-act. MccM) (TcF) Azpiroz et al., 2009
pEX100 PACYC184 con el sistema MccH47 (Cm") Gaggero et al., 1993

PEX100:Tn5+¢
pK270

PEX100 mchB::Tn5 (productora Mccl47) (Cm® Km®)
pladsmido ColV

Rodriguez et al., 1999
Pugsley, 1985
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I11. 4. Actividad hemolitica

La actividad hemolitica de las cepas fue analizada mediante picadas de las
mismas en placas de medio TSA sangre (ovina al 5%). La actividad se evidencia por la
formacién de halos traslicidos alrededor de las picadas transcurridas 24hs de

incubacion a 37°C.

I11. 5. Extraccion de DNA

Se utilizé el Kit Promega “Wizard” para la extraccion de DNA gendmico de

bacterias gram-negativas.

I11. 6. Determinacion del grupo filogenético

Las cepas de E. coli se clasifican en cuatro grupos filogenéticos principales: A,
B1l, B2 y D. Se empled un método de triple PCR para la determinacion del grupo
filogenético de los aislamientos. Este método se basa en la amplificacion de un
fragmento de DNA andnimo, denominado TSPE4C.2, y de dos genes, chuA, receptor de
hemo, e yjaA, cuya funcion no se conoce. La presencia combinada de los distintos
fragmentos indica el grupo filogenético (Clermont et al., 2000). Los oligonucle6tidos
empleados se consignan en la Tabla 2.

I11. 7. Deteccion molecular de genes para las distintas HMMM

Se realiz6 mediante PCR usando oligonucle6tidos disefiados en el laboratorio
(Tabla 2). En el caso de los genes de actividad microcina, los oligonucleétidos se
disefiaron para amplificar la secuencia codificante completa de mcmA (MccM), mchB
(MccH47), mciA (Mccl47), mceA (MccE492) y para amplificar la mayor parte del gen
cvaC (ColV). Ademés, se amplificaron secuencias del gen mchC (maduracion de
microcinas catecol), y de la version iroBD para produccion de salmoquelinas

relacionada con microcina.
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I11. 8. Deteccion molecular de genes de virulencia

Los genes de virulencia a analizar fueron seleccionados por su gran asociacion
con cepas de E. coli uropatdégeno. Su deteccion se realizd6 mediante PCR utilizando los
oligonucledtidos indicados en la Tabla 2.

Genes para capsulas. Se amplificaron secuencias del gen kpsM-11 para capsulas de la
familia 11 y de los genes para capsula K1, neuA (sintetasa de acido sialico) y neuO
(acetiltransferasa de 4cido sialico).

Genes para adhesinas/fimbrias. Se realizaron amplificaciones para detectar la
presencia de los siguientes genes: i) para la adhesina de fimbrias tipo | (fimH), ii) para el
gen estructural de fimbrias S (sfaA), iii) para el transportador de la subunidad estructural
de fimbrias P (papC), iv) para las variantes de adhesinas de fimbrias P (papG alelos 11 y
I1), y v) para la invasina (draD) del sistema adhesina/invasina Dr/Afa.

Genes para citotoxinas. Se relevo la presencia de los determinantes para las siguientes
citotoxinas: i) factor citotoxico necrotizante (cnf), ii) hemolisina alfa (hlyA), iii)
colibactina (clbB) y iv) Sat (sat).

Genes para sistemas reforzados de captacién de hierro. De los sistemas de
sider6foros aerobactina y yersiniabactina se amplificaron secuencias de los genes que
codifican para sus receptores, iutA y fyuA, respectivamente. Para el sistema
salmoquelina se relevaron los genes del locus iroA, iroN (receptor) e iroBC (sintesis y
exportacion). También se analizo la presencia del gen iha, que codifica para la proteina
Iha involucrada en fenémenos de adhesion y que actla también como receptor de

catecoles.

I11. 9. Secuenciacion del DNA

La secuenciacion de fragmentos de DNA fue realizada en la “Unidad de
Biologia Molecular” del Instituto Pasteur de Montevideo. Los productos amplificados
por PCR de los genes de actividad microcina (mcmA, mchB y cvaC) se purificaron
usando el Kit MinElute (Qiagen) y posteriormente se secuenciaron. EI amplicon de
mchB correspondié a toda su secuencia codificante, mientras que los amplicones para
mcmA y cvaC contenian toda su secuencia codificante excepto el coddn de terminacion.
Los genes mchB y mcmA se amplificaron empleando los mismos oligonucledtidos
usados en el relevamiento de genes microcina. Para cvaC se usé el oligonucledtido

cvaCl (empleado también en el relevamiento) y V-R103 (Azpiroz & Lavifia, 2007). En
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todos los casos se secuenciaron ambas cadenas de DNA. Las secuencias de DNA se
depositaron en el GenBank con los siguientes nimeros de acceso: JN701991-97 para
mcmA, JN701998-2003 para mchB, y JN704073-082 para cvaC.

Tabla 2. Oligonucleétidos empleados en las amplificaciones PCR

Genes | Oligonucledtido Secuencia (5™- 3") Extension Referencia
esperada del
producto (pb)
chuA ChuA.l GACGAACCAACGGTCAGGAT 279
© ChuA.2 TGCCGCCAGTACCAAAGACA
‘2 |yjaA YjaA.l TGAAGTGTCAGGAGACGCTG 211
S / YiaA.2 ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC Clermont et al., 2000
= [tspE4C2 [TspE4C21 GAGTAATGTCGGGGCATTCA 152
TspE4C2.2 CGCGCCAACAAAGTATTACG
mcmA mcmAL TAACTTCCACTCCCCGCA 278
mcmA2 ATGAGAAAACTATCTGAAAATGAAAT
mchB mchB1 ATGCGAGAAATAACAGAATCACAG 228
mchB2 TTAGCTACCGCCACCAGCAGAAG
mciA mciAL ATGAGAGAAATATCAGATAACATGCTTG 234
g mciA2 TTAACTGCCGCTGTTTGCACTG
‘S | mceA mceAl ATGAGAGAAATTAGTCAAAAGGAC 300
5 mceA2 TTAACTACCACTACCGGAAC
‘E [cvaC cvaCl ATGAGAACTCTGACTCTAAATGAAT 302
cvaC2 ACATCACTAAGATTATTTGGACT
mchC mchC1 AGTGGTATTCAGCGTAATGG 551
mchC2 GTCAATCTCAGGAAACGTGT
iroBD iroBD1 GCTGAAATGGCTGAACAACCC 448
iroBD2 GCGCCTCCGAAAGATGTAAA Este trabajo
iroN iroN1 ATGAGAATTAACAAAATCCTCTGGT 289
8o iroN2 TATCGATCTGGCGGTTATTA
8 5liroBC iroB CCCGGTAAATGCCCGCGTTGTTG 474
g = iroC1 GTCAGCGCAGCCAGCAAAATAGT
S 3| fyuA fyuAl TCAGCCTACGACATGCCGACA 324
5 fyuA2 CGCAGTAGGCACGATGTTGTA
é & iutA iutAL TACGGGCTTAATCTCGGGAAAGG 371
& g iutA2 TCGAAGAACATCTGGTTGGAGGTAAA
2 “lihal Ihal F CAGCCACGCGTATTCCTTATCCC 648
lhal R TCACACCGCCTTTCAGCGTCCA
hlyA hlyAl CTGAAAGGTGGATATGGTAATGAT 230
hlyA2 TCTTTTTCAAACCAGTTCCTGAATGT
g |[cnf cnfl TCCAGTATGGGGATCAGTTTTGATCA 385
= cnf2 TGTCCACTTCATAGTAGATGCC
£ |sat sat F ACAGCCTGAAACTGAAACACCGAC 465
S satR ACATCACTGAAGCCAATACTCC
clbB clbBF GATTTGGATACTGGCGATAACCG 579 Johnson et al., 2008
clbBR CCATTTCCCGTTTGAGCACAC
papC papCl GGCGTGATAACGATTCTGCTTACCT 347
papC2 GGACATTCCCCCTGCATGTAAC Johnson, 1998
o | papGIl  [papGlIl.1 GGGATGAGCGGGCCTTTGAT 190
= papGlI.2 CGGGCCCCCAAGTAACTCG
€ [ papGlll [papGlll.L GGCCTGCAATGGATTTACCTGG 258
= papGll1.2 CCACCAAATGACCATGCCAGAC
8 [sfaA sfaAl TTCATCTCCATGGCTGTATTTTC 546
'z sfaA2 TTACTGGTACTGAACTTTAAAGGTGGC
s |fimH fimH F TTTTGCGACAGACCAACAACTAT 419
© fimH R TTGCACATTCCCTGCAGTCAC
draD draD F ATGAACGGGAGTATAAGGAAGA 407
draD R AACCGGTATTCACCAGGAGCAA Este trabajo
kpsM-11 | kpsN-F GCGCATTTGCTGATACTGTTGGG 454
P kpsM-R GAGGGAACATGATGCAGGAGATG
> [neuA neuA F CTTCACCCTTTAGAGATTCGACCC 474
g neuA R CCCAATAATCAAACAGCGAGTGTCC
© [heuO neud F GGCTGATTTGTATTGTTTCAGGG 742
neu0 R GGGATAATCGTCATAGCAAAGAAAGG
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I11. 10. Andlisis estadisticos

La distribucion de las variables se describi6 en base a sus frecuencias de
aparicion absoluta y/o relativa (%). La asociacion entre las variables en las tablas de
contingencia se analizd con el test de Chi cuadrado (y°) de independencia de variables.
Como test de bondad de ajuste, se aplicé el test de Chi cuadrado, suponiendo la
hipotesis de categorias homogéneas (Zar, 1996). Se consideraron significativos los
valores de p menores a 0.05.

Con el fin de evaluar las asociaciones entre las variables de virulencia, se
emple6 un analisis de correspondencia mdaltiple “Joint Correspondence Analysis”
(JCA), aplicado a los datos de la CE y a los de la CN (Greenacre, 2007). Se organizaron
los datos en una matriz cuyas variables correspondian a los factores de virulencia
(columnas, N = 18) vy los aislamientos a las observaciones (filas, N = 230). Las
variables se codificaron en forma binaria, presencia = 1 y ausencia = 0. Los grupos
filogenéticos fueron incluidos posteriormente como variables suplementarias. JCA es
una herramienta de analisis factorial que evalla la asociacién entre variables en una
tabla de contingencia de n-dimensiones. En particular, este método provee la mejor
estimacion de la inercia y, por tanto, el mayor porcentaje de varianza explicada por las
dimensiones (Greenacre, 2007). Las dimensiones o factores que resultan de este analisis
pueden ser representados graficamente en un plano donde la proximidad entre las
variables es una medida de la asociacion entre las mismas.

Los test estadisticos fueron realizados usando el paquete de programas STATA
11.2 (StataCorp LP, College Station, TX, USA, Marzo 2011). Los anélisis se llevaron a
cabo gracias a la colaboracion del M. Sc. Gustavo Saona, especialista en estadistica.
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IV. RESULTADOS

IV. 1. Anédlisis de las cepas de referencia y de la coleccion de referencia

Este conjunto de cepas se analiz6 para su fenotipo y genotipo segun se explica

en Materiales y Métodos.

IV. 1. 1. Caracterizacion fenotipica

Produccion e identificacién de microcinas de mayor masa molecular

La coleccidn de referencia esta constituida por 27 cepas de UPEC y una cepa de
K. pneumoniae. Los estudios realizados en el marco de mi Tesis de Maestria indicaron
que 18 de estas cepas (17 de E. coli y una de K. pneumoniae) producirian actividades de
tipo microcinas catecol: requerian de la via TonB y de cualquiera de los receptores de
tipo catecol Cir, Fiu o FepA para su ingreso en las células susceptibles. Posteriormente,
por el criterio de inmunidad, se identificaron dos de estas actividades, correspondiendo
una de ellas a MccH47 y la otra, producida por la cepa de K. pneumoniae, a MccE492.
Las restantes 16 actividades no pudieron ser identificadas en esa instancia. En el
presente trabajo se incluyeron tres nuevas cepas indicadoras: MC4100(pMVDS3),
inmune a Mccl47; MC4100(pMI), inmune a MccM, y FGB099(pMI), resistente a
MccH47 e inmune a MccM. Las 16 actividades no identificadas dejaron de generar
halos de antibiosis en este ultimo tapiz, indicando asi que correspondian a la produccion
conjunta de dos microcinas, H47 y M. Por lo tanto, no aparecieron nuevas actividades
de tipo microcina catecol en esta coleccion. Cabe mencionar que no se detecto la
produccién de Mccl47 en ningin caso; esto puede deberse a que dicha produccion es
siempre muy escasa Y tiene lugar en condiciones de deprivacion de hierro, las que no se
emplearon en estos ensayos. Los aislamientos productores de microcinas catecol fueron
denominados del I-1 al 1-18 (Tabla 3).

Se procedio a identificar las actividades antibidticas de las restantes 10 cepas de
la coleccion. Estas actividades usaban la via TonB vy el receptor Cir para su captacion,
por lo que eran buenas candidatas a ser ColV. En efecto, las diez actividades
antibidticas dejaron de producir halos sobre los tapices de cepas mutantes tonB y cir.
Considerando que existen otras actividades antibidticas producidas por enterobacterias
que emplean esta via de captacion, se procedio a la identificacion de las actividades de
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los diez aislamientos por el criterio de inmunidad. Para ello se picaron los mismos sobre
un tapiz de una cepa inmune a ColV, MC4100(pUY272). Sobre este ultimo no se
observaron halos de antibiosis, por lo que las diez actividades correspondieron a ColV.
Los aislamientos productores de ColV fueron nombrados de I1-1 al 11-10 (Tabla 3).

Cabe mencionar que el conjunto de cepas de referencia, presentadas en
materiales y métodos, fueron incluidas en los anélisis de produccion e identificacion de
microcinas. La amplia mayoria de estas cepas habia sido analizada previamente para
dicha produccién y se comportaron como era de esperar. Las cepas CFT073,
ATCC25922 y ATCC35218 no habian sido analizadas con anterioridad para produccién
antibiotica. Nuestros estudios demostraron que CFT073 y ATCC25922 producen
microcinas H47 y M conjuntamente, mientras que la cepa ATCC35218 no produce
ninguna actividad.
Anélisis de la actividad hemolitica

Todos los aislamientos coproductores de MccH47 y M, excepto dos (Nissle1917
y 1-11), fueron hemoliticos (Tabla 3). En contraste con esto Gltimo, no se evidencio
actividad hemolitica en los aislamientos productores de ColV, en los productores de
MccH47, ni en los productores de MccE492 (Tabla 3).

IV. 1. 2. Caracterizacion genotipica

Determinacion del grupo filogenético

Todos los aislamientos coproductores de microcinas H47 y M asi como la cepa
ATCC35218 pertenecieron al grupo filogenético B2, a diferencia de los aislamientos
productores de ColV, que se distribuyeron entre los cuatro grupos filogenéticos. Los
aislamientos productores de MccH47 (H47 y 1-17), y las cepas BZB1011 y PAP222
pertenecieron al grupo filogenético A (Tabla 3).
Deteccion de genes microcina

Todos los aislamientos productores de microcina presentaron los genes de
actividad correspondientes a su produccion antibidtica (Tabla 3). Los productores de
MccH47 y MccM conjuntamente (CFT073, Nissle1917, ATCC25922, y I-1 a 1-16)
presentaron los genes de actividad correspondientes a ambas microcinas, mcmA y mchB,
junto con el gen de maduracién de las microcinas catecol, mchC. Estas cepas carecieron
de los restantes genes microcina analizados. Las cepas productoras de MccH47 (H47 y
I-17) presentaron el mismo contenido genético: los genes de actividad para las
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microcinas H47 e 147, el gen de maduracién mchC y la versién iroBD para produccion
de salmoquelina relacionada con microcina. Las cepas productoras de MccE492
(RYC492 y 1-18) presentaron el gen de actividad para la MccE492, mceA, el gen mchC
y la versién iroBD para salmoquelina. Todas las cepas productoras de ColV (PAP222 y
I1-1 a I11-10) fueron positivas para el gen de actividad ColV, cvaC, y carecieron de los
genes para microcinas catecol. La cepa ATCC35218, si bien no es productora, presentd
el gen de actividad para la MccM, mcmA. Naturalmente, la cepa de E. coli K12
BZB1011 no evidencié ningln gen microcina (Tabla 3).

Deteccion de genes de urovirulencia

La cepa BZB1011 careci6 de todos los genes analizados a excepcion de fimH.
De hecho, este marcador de fimbrias tipo | estuvo presente en todas las cepas de E. coli
de esta coleccion. Los aislamientos coproductores de MccH47 y MccM (CFTO073,
Nissle1917, ATCC25922, I-1 a I-16) evidenciaron una alta riqueza en genes de
urovirulencia. Siempre estuvieron presentes en estas cepas el locus iroA, representado
por iroN e iroBC, el determinante para fimbria S, sfaA, y el gen que codifica para el
receptor de yersiniabactina, fyuA. Por otro lado, iutA, iha, kpsM, y los genes para
citotoxinas hlyA, cnf, clbB y sat fueron detectados en la mayoria de los aislamientos.
Los determinantes para fimbrias P aparecieron también con alta frecuencia, incluyendo
cepas portadoras de los dos alelos papGll y papGlIl. La cepa de ATCC35218, pese a no
ser productora de microcina, presentd un perfil de urovirulencia semejante al de las
coproductoras de microcinas H47 y M. Todas las cepas productoras de microcinas H47
y M, junto con ATCC35218, carecieron del gen draD.

Las cepas productoras de MccH47 o MccE492 (H47, RYC492, 1-17 y 1-18)
fueron pobres en genes de urovirulencia, siendo fyuA el Gnico determinante presentado
por las productoras de MccHA47.

Las cepas productoras de ColV exhibieron un patrén de virulencia diferente a los
observados anteriormente. En primer lugar, todas presentaron el locus iroA. Ademas, se
caracterizaron por la ausencia de genes para microcinas catecol, citotoxinas, fimbrias S,
invasina/adhesina de tipo Dr e Iha. EI determinante iutA fue positivo en la mayor parte
de los aislamientos. También con frecuencia aparecieron los genes para fimbrias P y
para capsula de tipo Il. En la coleccion, un total de tres aislamientos fue positivo para
capsula K1, correspondiendo éstos a los productores de ColV pertenecientes al grupo
filogenético B2 (Tabla 3).



Tabla 3. Produccion de microcinas, filogenia y virulencia de las cepas de referencia y de los aislamientos de la
coleccion de referencia

Cépsula Citotoxinas Adhesinas/fimbrias Captacion Fe Microcinas
5
Cepa® | & o K1 ir0A
Ss |'§ Hiy-hlyA
82 |2 2|38 z HELE
o T D | x| c| < = E|IE| S
BZB1011 - A + ;
Nissle Ha7T&M | B2 - + T+ o+ |+
CFT073 | H47&M | B2 + T EEERERER
ATCC25922 | H47& M | B2 + + ERERar
-1 Ha7T&M | B2 + + EREREar
12 H478&M | B2 T T + [+ [+ =+
13 Ha7T&M | B2 + B
-4 Ha7T&M | B2 + I
I-5 H47&M | B2 e e e e e e | T e R
6 Ha7T&M | B2 v+ - ¢
7 Ha7T&M | B2 e+ |+
-8 H47&M | B2 e e e e e T "
9 Ha7T&M | B2 o R
-10 Ha7T&M | B2 RN
11 Ha7&M | B2 AR
12 Ha7T&M | B2 AR
-13 Ha7T&M | B2 RN
-14 Ha7&M | B2 v+ I -
-15 Ha7T&M | B2 IR
-16 Ha7T&M | B2 Y B
ATCC35218| - B2 + B
H47 Ha7 A s -
-17 Ha7 A +
RYC492 E42 | -
-18 E492
PAP222 Colv + ]+
II-1 Colv R -
[ Colv R =
I3 Colv R =
I1-4 Colv I -
1155 Colv + |+ =
116 Colv v+ =
117 Cov_ | BL Dee =
II-8 Cov_ | A P .
19 Cov_ | BL v+ .
II-10 Cov | D - e z

@ En letra roja y celda gris se indican las cepas de referencia.
® Aunque dan amplificacion positiva, se consigna negativo por contener un gen mcmA no funcional (no producen MccM).
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En resumen, este analisis de epidemiologia molecular revel6 que existen
distintos niveles de asociacion de los factores de urovirulencia con el tipo de microcina

producida.

IV. 2. Analisis de los aislamientos de UPEC procedentes de mujeres embarazadas
(CE) y de nifios (CN)

Una vez detectado que la produccion de las distintas HMMM permitia predecir
el contexto de urovirulencia de las cepas, se procedidé a ampliar estos estudios con dos
nuevas colecciones de UPEC. Considerando que los aislamientos de la coleccion de
referencia presumiblemente procedian de una poblacién heterogénea, compuesta por
pacientes con distinto estado general de salud y de distintas edades y sexo, se apuntd
ahora a estudiar aislamientos de UPEC procedentes de dos poblaciones bien definidas:
mujeres embarazadas y nifios con infecciones recurrentes del tracto urinario. En esta
instancia se analizaron todos los aislamientos, produjeran o no microcina. El objetivo
del analisis de estas nuevas colecciones era comprobar si se reproducian los patrones de
urovirulencia previamente detectados asi como identificar nuevas asociaciones entre los
factores de virulencia que sefialaran la existencia de nuevos contextos conservados.
Ademas, era de interés ver la posible vinculacion entre los patrones de urovirulencia y
el tipo de hospedero de donde procedian los aislamientos, i.e. mujeres embarazadas o
nifos.

Los aislamientos de estas nuevas colecciones se analizaron, al igual que los de la
coleccion de referencia, para su fenotipo y genotipo segin se explica en Materiales y
Métodos.

IV. 2. 1. Caracterizacion fenotipica

Produccion e identificacién de microcinas de mayor masa molecular

Para la deteccién e identificacion de la produccion de HMMM se procedié de
igual manera que con la coleccion de referencia, segin se explica en Materiales y
Métodos.

Considerando en una primera instancia el total de 230 aislamientos, i.e. 112
procedentes de la CE méas 118 procedentes de la CN, 34 (15%) produjeron HMMM. De
éstos, 13 produjeron microcinas H47 y M conjuntamente, uno produjo sélo MccM,
cinco produjeron MccH47, y 15 produjeron ColV. Cabe destacar que no existian
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descripciones en la literatura de cepas productoras Unicamente de microcina M.
Ninguno de los aislamientos analizados produjo MccE492. En algunos casos, las cepas
produjeron HMMM (ver mas adelante confirmacion genotipica) junto con una actividad
antibidtica no determinada que denominamos genéricamente X. En las Figs. 3 y 4 se
muestran como ejemplo la via de captacion empleada por las actividades antibidticas
producidas por un subgrupo de aislamientos pertenecientes a la CE y la identificacién
de las actividades de tipo HMMM, respectivamente.

Se observd que, segin la microcina producida, los aislamientos procedian
mayoritariamente de distinto hospedero. Es asi que 11 (85%) de los aislamientos
coproductores de microcinas H47 y M, y todos los productores de MccH47 procedieron
de urocultivos pertenecientes a la CE, mientras que 14 (93%) de los aislamientos
productores de ColV procedieron de la CN. El aislamiento productor s6lo de MccM
procedio de la CN (Tabla 4, Anexo ).

Anélisis de la actividad hemolitica

Del total de los 230 aislamientos, 30 (13%) presentaron actividad hemolitica,

correspondiendo el 70% de los mismos a la CE (Anexo ).

IV. 2. 2. Caracterizacion genotipica

Determinacion del grupo filogenético

Los 230 aislamientos se distribuyeron en los cuatro grupos filogenéticos con las
siguientes frecuencias de aparicion: 30% del grupo A, 30% del D, 25% del B2, y 15%
del B1. No se observaron diferencias en la distribucion de los grupos filogenéticos al
compararse los aislamientos procedentes de la CE con los procedentes de la CN, siendo
el grupo B1 el minoritario en ambas colecciones (Tabla 4).
Deteccion de genes microcina

Todos los aislamientos productores de HMMM presentaron los genes de
actividad correspondientes a las microcinas producidas. Los productores de microcinas
catecol contuvieron también el gen de maduracion para estas microcinas, mchC.

Ademas, se detectd la presencia de genes de actividad microcina en cepas no
productoras. Estas cepas fueron: 11 (8 de la CE y 3 de la CN) positivas para el gen de
actividad de la MccM, mcmA, y negativas para mchC; cinco (4 de la CE y 1 de la CN)
positivas para el gen de actividad MccH47, mchB, faltando mchC en una de ellas, y
cinco (todas de la CN) positivas para el gen de actividad ColV, cvaC (Anexo 1).



MC4

1

00 cir fepA

. .S'. or .m

MC4100 cir

fiu fepA

MC4100 cir

MC4100 cir fiu

Fig. 3. Analisis de la captacion de las
producciones antibidticas de un
subconjunto de aislamientos de la
CE. Test de picada sobre tapices de
las cepas indicadoras consignadas.
Sélo se incluyen los aislamientos
productores de actividad antibidtica
comprendidos entre el 1 y el 66. El
mismo orden de las picadas se
mantiene en todas las placas. Se
circulan  los numeros de los
aislamientos cuyas actividades
emplean la via de captacién de las
HMMM. En amarillo, actividades de
tipo microcina catecol; en verde,
actividades de tipo ColV. Con letras,
las siguientes cepas de referencia: A,
BzB1011; B, CFT073; C,
ATCC25922; D, ATCC35218; E,
Nissle1917; F, HA47; G,
RYC1000(pEX100::Tn5;¢, pMAI); H,
RYC492; I, PAP222.
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MC4100(pUY69) MC4100(pMI) FGB099 (pMI)
MccHA47! MccM! MccH47R MccM!

FGBO099 MCA4100(pB492) MCA4100 (pUY272)
MccHA47R MccE492! ColV!

Fig. 4. ldentificacion de las producciones antibiéticas de tipo HMMM de un subconjunto de aislamientos de la
CE. Test de picada sobre tapices de las cepas indicadoras consignadas. Se incluyen los mismos aislamientos que en la
Fig. 3. El mismo orden de las picadas se mantiene en todas las placas. Se circulan los ndmeros de los aislamientos que
producen HMMM. En amarillo, coproduccion de MccH47 y M; en azul, produccion de MccH47 o MccE492; en verde,
produccidn de ColV. Las cepas de referencia se consignan como en la Fig. 3.
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Todos los aislamientos productores de MccH47, al igual que los no productores
de dicha actividad pero portadores de los genes mchB y mchC, presentaron el gen de
actividad para la Mccl47, mciA. Presumiblemente los aislamientos productores de
MccH47 sean también capaces de producir Mccl47; sin embargo, esta Gltima actividad
no fue detectada, seguramente porque no se trabajo en condiciones de deprivacion de
hierro.

En ningun caso estudiado se detectd la coexistencia de genes para microcinas
catecol y para ColV (Anexo I).

Al comparar la presencia de genes microcina entre los aislamientos procedentes
de la CE y los de la CN se observé una distribucion significativamente diferente (Tabla
4, Anexo 1). Los genes de actividad correspondientes a microcinas catecol (mcmA,
mchB y mciA), junto con el gen de maduracion de estas microcinas, mchC, y la version
iroBD para salmoquelinas se encontraron presentes en una mayor proporcion en los
aislamientos procedentes de la CE. Contrariamente, el gen para la microcina ColV,
cvaC, estuvo presente, a excepcién de un caso, s6lo en los aislamientos procedentes de
la CN. Cabe destacar que estos resultados fueron estadisticamente significativos (Tabla
4),

Ninguno de los 230 aislamientos present6 el gen de actividad para la MccE492,

mceA.

Tabla 4. Filogenia y distribucién de genes/fenotipo de virulencia entre los aislamientos de las
colecciones procedentes de mujeres embarazadas (CE) y de nifios (CN)

N Filogenia Cépsula| Citotoxinas Adhesinas Captacion de Microcinas
CO'?EEIOH fimbrias/ hierro genes Produccién®
aislamientos) U S . a |+ |+ |+ o + |+ + + + + |HM
@ S| < | == L g PR I olo| < | m 3)
Ip A|Bl1|D|B2| | 3 |<|E S|®|2 E % e § <| 8 Q5| E|S = Slo|HV
gle %‘ ° 1T |28 |w 5|2 el =18 |¢€ el E|E|B|m

CE (112) [29]14|35|34 | 66
CN (118) 392035245
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P
n.s.

0.0172
0.0064
0.0013
0.0013
0.0003
n.s.
0.0001
0.0016
n.s
n.s
n.s.
n.s
n.s
0.0243
0.0016
0.0038
0.0003
0.0139
<0.0001
0.0210
0.0202
0.0008

@ | os valores de p se refieren a las diferencias en la distribucidn de las variables entre las colecciones. Se determinaron
empleando el test de 2 de independencia de las variables. Se muestran sélo los valores de p estadisticamente significativos;
n.s., no significantivos.

®) pap* indica positivo para amplificacién papC y para alguno de los alelos papG analizados.

©jroA" indica positivo para las amplificaciones iroBC e iroN.

@ HM, co-produccion de microcinas H47 and M; M, produccién sélo de MccM; H, produccién de MccH47; V, produccion de
ColV.
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Deteccion de genes de urovirulencia

El estudio de los diferentes factores de urovirulencia indic6 una marcada
diferencia en la presencia de los mismos segun la procedencia de los aislamientos. Las
diferencias se concentraron principalmente en las variables relacionadas con céapsulas,
fimbrias y citotoxinas. La presencia de estos Ultimos factores predominé
significativamente en los aislamientos procedentes de la CE. Cabe sefialar que tres
aislamientos de la CN fueron fenotipicamente hemoliticos pero no presentaron el gen
hlyA, por lo que dicha actividad no corresponderia a o hemolisis. Es asi entonces que de
los 30 aislamientos hemoliticos se deduce que 27 fueron productores de o hemolisina.
El determinante fimH fue detectado en la mayoria de los aislamientos (88%), por lo que

no fue incluido en los restantes analisis (Tabla 4, Anexo 1).

V. 3. Identificacion de perfiles de urovirulencia

El estudio de los aislamientos de la CE y de la CN permitié detectar los mismos
tres contextos de urovirulencia vinculados a la produccion de HMMM previamente
caracterizados. Estos grupos se vieron ahora ampliados por la inclusién de aislamientos
no productores de microcina pero portadores de ciertos genes de actividad microcina.
En todos los casos de no produccién antibidtica, dichos genes de actividad fueron
secuenciados para evaluar su eventual capacidad funcional. De igual manera se procedio
en aquellos aislamientos que produjeron microcina junto con otra actividad antibiotica
no dilucidada (Fig. 5).

A continuacion se indicaran las caracteristicas de los tres patrones de
urovirulencia redefinidos, los que pasaron a denominarse Perfiles I, 11 y I111.

Perfil 1. El perfil 1 (PI) fue exhibido por todos aquellos aislamientos productores de
microcina M, incluidos los coproductores de microcinas H47 y M, junto con algunos no
productores pero portadores del gen de actividad de la MccM, mcmA. En todos los
casos dichos aislamientos fueron positivos para el locus iroA (iroN e iroBC), que
codifica para la captacion de hierro mediada por salmoquelinas, junto con el
determinante sfaA para fimbrias S. La mayoria de los aislamientos portadores de mcmA
presentaron este perfil. Es importante notar que el mismo grupo de cepas pudo ser
seleccionado del total requiriendo la presencia de s6lo dos loci, mcmA e iroA 0 mcmA y
sfaA, redundancia que estaria indicando la cohesion de este perfil. La coleccion de
referencia tuvo 16 aislamientos con PI (I-1 a I-16), mientras que dentro de los 230
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aislamientos de las nuevas colecciones (CE+CN) un total de 21 presentd este perfil
(Tablas 3y 5, Anexo I).

Una vez identificados los genes que definen el PI, mcmA*-iroA*-sfaA’, otras
caracteristicas se asociaron con el mismo: el grupo filogenético B2 y el gen fyuA de la
HPI. Asimismo, se observé la ausencia de los determinantes para capsula K1, del gen
draD del sistema adhesina/invasina Dr/Afa, de los genes de actividad para las
microcinas 147 y ColV, y de la version iroBD para salmoquelina. Ademaés, ciertos
determinantes que no fueron de definicion de este perfil por no estar presentes en todos
los aislamientos con Pl aparecieron, sin embargo, en forma exclusiva o casi exclusiva
en los aislamientos con este perfil. Esto sucedié con los genes para citotoxinas
codificadas por los genes cnf y clbB. Por ejemplo, de un total de 16 aislamientos cnf’,
14 presentaron el perfil I (Tabla 5, Anexo I).

Posteriormente, se buscaron in silico las caracteristicas del PI en cepas de E. coli
cuyo genoma esta totalmente secuenciado. Es asi que las tres cepas de UPEC CFT073,
ABU83972 y 536 (EMBL n° de acceso AE014075, CP001671 y CP000247,
respectivamente) cumplieron con los requerimientos de dicho perfil (Tabla 5). Como se
dijo con anterioridad, CFT073 coproduce microcinas H47 y M, mientras que
ABU83972, que no ha sido ensayada para este fenotipo, también produciria ambas
actividades antibidticas debido a que contiene la misma informacion genética microcina
que CFTO73. Por otro lado, E. coli 536, cuya produccion tampoco ha sido analizada,
seria un ejemplo de cepa no productora con Pl debido a que carece de todos los genes
microcina a excepcion de los genes de inmunidad y de actividad para la MccM (Poey et
al., 2006). El alelo mcmA en 536 posee seis nucledtidos diferentes en relacion al
presente en CFT073 y ABU83972. Cinco originan cambios sinénimos y el restante
implica la sustitucion de una alana por una valina. Este mismo alelo, presente en 536,
fue el encontrado al secuenciar el gen mcmA en todos los aislamientos no productores
con PI. Ademas, dichos aislamientos carecieron del gen de maduracion mchC y del gen
de actividad mchB para la MccH47 (Fig. 5A, Anexo ).

Perfil 11. Los analisis de la coleccion de referencia sugirieron la posible existencia de
un patron de urovirulencia basado en la produccion de MccH47 o de MccE492. Sin
embargo, en dicha instancia se cont6 sélo con un aislamiento de cada tipo, siendo el
productor de MccE492 una K. pneumoniae. El andlisis de las nuevas colecciones,
integradas s6lo por cepas de E. coli, permitidé dar mayor soporte a este patrdn, el que fue
redefinido como perfil Il (PIl). Debe notarse que, en E. coli, este perfil se asocia
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exclusivamente a MccH47, puesto que la produccion de MccE492 no ha sido
encontrada en esta especie. El Pl es exhibido por los aislamientos que portan dos loci:
el gen de actividad de la MccH47, mchB, y la versién genética para produccion de
salmoguelina relacionada a microcina, iroBD. Algunos de estos aislamientos producen
MccH47 (pero nunca MccM) mientras que otros no. Los aislamientos mchB* e iroBD"
pertenecieron a los grupos filogenéticos A, B1 o D, carecieron del locus iroA asi como
de los genes para capsula K1, fimbrias S, adhesina/invasina Dr/Afa, citotoxinas y ColV.
La presencia del gen de actividad para la Mccl47, mciA, estuvo presente en forma casi
exclusiva en todos los aislamientos con PII; sélo un aislamiento con dicho perfil carecid
de mciA. EI P1I fue exhibido por 9 de los 230 aislamientos de CE+CN (Tabla 5, Anexo
).

La cepa H47 de E. coli, productora natural de MccH47, junto con la cepa 042,
una E. coli enteroagregativa cuyo genoma fue recientemente secuenciado, son los
referentes del PIl (Tabla 5). Muy probablemente, la cepa 042 produzca MccH47 debido
a que contiene el mismo sistema genético microcina que H47 (EMBL n° de acceso
FN554766 y AJ009631, respectivamente). Ambas cepas carecen del gen de actividad de
la MccM, mcmA, pero mantienen restos del mismo capaces de originar una
amplificacién positiva con los oligonucle6tidos empleados. En este sentido, cabe
sefialar que los aislamientos con PII productores de MccH47 también dieron una
reaccion PCR positiva para mcmA. Debido a que ninguno de ellos produjo MccM, es de
suponer que, al igual que H47 y 042, carecerian del gen mcmA salvaje. Por lo tanto, la
ausencia del gen mcmA funcional seria un requerimiento adicional del PIl. EI gen mchB
se secuencio en los seis casos en los que los aislamientos no produjeron MccH47 o la
produjeron junto con otra actividad no identificada. Se evidencié el mismo alelo en
todos los casos, portador de un Unico cambio nucleotidico que origind un codon
sindnimo en relacion al mchB portado por las cepas H47 y 042. Curiosamente, este alelo
con dicho cambio sinénimo es el portado por la cepa CFTO073, indicando su
funcionalidad (Fig 5B, Anexo ).

Perfil I11. El perfil 11 (P11Il), previamente relacionado con la produccién de ColV, fue
detectado en todos los aislamientos portadores del gen de actividad para ColV, cvaC,
independientemente de que los mismos fuesen o no productores. En todos los casos el
locus iroA estuvo presente. Los aislamientos que exhibieron este perfil se distribuyeron
en los cuatro grupos filogenéticos y carecieron de determinantes para fimbrias S,
adhesina/invasina Dr/Afa, Iha, citotoxinas y microcinas catecol (Tabla 5, Anexo I). El
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PIlI fue el Gnico relacionado con microcinas que mostrd compatibilidad con los
determinantes para capsula K1. Mas precisamente, las dos cepas que portaron dichos
determinantes fueron las pertenecieron al grupo filogenético B2 con PIII. Esto mismo
fue lo observado en los aislamientos ColV* B2 de la coleccion de referencia (Tabla 3).
En todos los casos K1, no s6lo estuvieron presentes los genes esenciales para producir
capsula K1, kpsM y neuA, sino también el gen neuO, cuyo producto genera una variante
acetilada de la céapsula. El PIIl se observd en los aislamientos 11-1 a II-10 de la
coleccion de referencia y en 20 de los 230 aislamientos de CE+CN (Tabla 5, Anexo ).

Dos cepas totalmente secuenciadas exhiben las caracteristicas del PIII:
NRG857C, una “Adherent and Invasive E. coli” (AIEC) procedente de una lesion ileal
de un paciente con enfermedad de Crohn, y E. coli S88, una cepa K1* procedente de un
caso de meningitis neonatal (Tabla 5). Ambas cepas portan los determinantes cvaC e
iroA en el plasmido ColV (EMBL n° de acceso CP001856 para el plaésmido
p0O83_CORR procedente de la cepa NRG857C y CU928146 para el plasmido pECOS88
procedente de la cepa S88). En principio, S88 seria capaz de producir ColV debido a
que porta todo el sistema genético ColV, mientras que NRG857C no lo seria ya que su
plasmido carece de los genes de secrecion para ColV. En las colecciones CE y CN, 20
de los aislamientos exhibieron PIII. De éstos, 10 produjeron unicamente ColV, cinco
produjeron ColV+X y cinco fueron no productores. Se secuencio el gen cvaC de estos
ultimos diez aislamientos. Tres de estas secuencias fueron idénticas a la portada por S88
y otras cepas descriptas productoras de ColV. Por otro lado, los restantes siete
aislamientos presentaron un alelo diferente, con dos cambios nucleotidicos sinGnimos.
Esta variante fue idéntica al alelo cvaC portado por la cepa NRG857C y por un grupo de
cepas productoras de ColV procedentes de pollos (Pinou & Riley, 2001) (Fig. 5C,
Anexo ).

La identificacion de estos tres perfiles de urovirulencia vinculados a HMMM
revelé la existencia de asociaciones no azarosas entre los distintos factores de
virulencia. Estas asociaciones se detectaron como compatibilidades e
incompatibilidades entre los factores. Considerando estos resultados, procedimos a la
busqueda de nuevos perfiles siguiendo este criterio de compatibilidad. Es asi que se
identificaron dos nuevos perfiles de urovirulencia no relacionados a microcina, que se

denominaron perfil IV y perfil V.



Tabla 5. Perfiles de urovirulencia en los aislamientos de CE y de CN y en cepas secuenciadas de E. coli ©

Filogenia Cépsula| Citotoxinas Adhesinas/ | Captacion hierro Microcina Total
i i PN
Perfil / Fimbrias Produccion

sCe(e:SZr?- +§ +< E\ " +m + T +§ + v + < +< O +m + < b HM
- Y— - |+ + <X
ciadas® A |Bl1| D |B2 §_ é o 5|2 S E g _rg E\ 5 E 2 g g (I\)/: H|V|230
T

I o(0]|oO 20| 0 |18 14|20 | 5 |19 0 9 0|0|14|0| 0|21
CFTO73 | - | - | - + | - |+ |-+ |+ + - + - -+ | - -
ABU83972| _ - - + - - + + + + - + - - +(9) - -
536 - -] - + | -+ -+ -]+ - - - - -] - -

Il 5|(3|12|0|1|0|0|0O|O|0|12|0|0|3|5 8/ 0/0|5|0]| 9
042 -+l -+ -] - -1-1-1-1-1-1+]-1-1- + | -] - [+9] -
H47 + -1 -1-71-71- - + | - -+ -

1l 8|6 |4 |2|4]2]|0]0]0 O 0l 0 | 0 |15| 20
S88 N i i e D -1 -1-1-1EN - - [+9
NRGS857C| - | - | - [+ |+ ] -] -1-1]- I N . EE2

\/ 13| 0 [18|15(36| 1 |1 |0 | 1 olojo|O0O|O|O|O]|O 46

V 0|0 O0(21/11|0 |0 | O o|jojo0|j0|0O0|O0O|0O0]|O 27
UMNO026 - - - + - - - - - - - - - - - - -
1A139 - - - + + - - - - - - - - - - - -

No perfil |42 [25|20|20(35|10| 8 | 2 | 3 2(2|4|12|12|0|0|0]|0]|107

@ En filas grises se indican los perfiles con el nimero de aislamientos que cumplen la variable correspondiente. En celdas negras se indica las
variables de presencia obligatoria en cada perfil.

®)|_a presencia de las variables en las cepas secuenciadas se dedujo por anlisis in silico de la capacidad de generar un producto de PCR del tamafio
esperado usando los oligonucledtidos de este trabajo.

© Aunque algunos dan amplificacién positiva, se consignan todos negativos por contener un gen mecmA no funcional (no producen MccM).

@ pap* indica positivo para amplificacién papC y para alguno de los alelos papG analizados.

© jroA* indica positivo para las amplificaciones iroBC e iroN.

®HM, co-produccion de microcinas H47 y M; M, produccién sélo de MccM; H, produccion de MccH47; V, produccion de ColV.

@ Fenotipo deducido a partir de la secuencia de DNA; no analizado experimentalmente



A) mcmA (ABU83972, CFT073 y Nissle1917) [(536 y siete aislamientos no productores con
perfil | (24, 44, 65, 92, 97, 144 y 4P)]

M R KL S ENUETITKQI1T S G GG D GNUDGQATETLT1TAILIG
atgagaaaactatctgaaaatgaaataaaacaaatatctggaggtgacgggaatgacgggcaggcagaattaattgctattggt
tactcttttgatagacttttactttattttgtttatagacctccactgcccttactgecccgtecgtcttaattaacgataacca

\
S LAGTUFI1 SPGZFGS T AGAY 1 GDKVHSWAT
tcacttgctggtacgtttattagcccgggatttggttctattgcaggggcttatataggtgataaagt
agtgaacgaccatgcaaataatcjgjggccctaaaccaagataacjgtccccgaatatatccactatttca)

cattcatgggcaacg
gtaagtacccgttgce

[CITA[YTA]

T ATV SPSMSPS G1 GL S S QFG S G RGT S S A
actgcjglacggtitfagtccctecatgtcteccteaggtataggattatcatcccagtttggatcldggcagaggtacatcaagtgec
tgacg[cjtgccajatcagggaggtacagagggagtccatatcctaatagtagggtcaaacctagjgccgtetecatgtagttcacgg

| ]

S S S A G S G S Stop
tcttcgtctgcggggagtggaagttaa 279 pb
agaagcagacgcccctcaccttcaatt

B) mchB (H47 y 042) [(ABU83972, CFT073, Nissle1917, y seis aislamientos con perfil Il de las
colecciones, cuatro no productores de MccH47 (16, 100, 4, 43P-2) y dos productores de MccH47+X
(96 y 35)]

M R E I T ESQLWRY 11T S G AGGAPATSANAAGA
atgcgagaaataacagaatcacagttaagatatatttccggggcgggaggtgcgecagegacttcagetaatgeldgcaggtget
tacgctctttattgtcttagtgtcaattctatataaaggccccgecctecacgeggtegetgaagtegattacggegtecacga

AAA Il VGALAGIPGG®PLGVVV GAV S AGLTT
gcagctattgttggagctctcgeccggaatacctggtggtccacttggggttgtagttggagecgtatctgeccggtttgacaaca
cgtcgataacaacctcgagagcggccttatggaccaccaggtgaaccccaacatcaacctcggcatagacggccaaactgttgt

Al G STV G S G S AS S S A G G G S Stop
gcaattggctcgaccgtgggaagtggtagtgccagttcttctgctggtggecggtagctaa 228 pb
cgttaaccgagctggcacccttcaccatcacggtcaagaagacgaccaccgccatcgatt

C) cvaC [(pColV-K30, pAPEC-02-ColV, pECOSSS8, y tres aislamientos con perfil 111 de las
colecciones, uno no productor (47P-1) y dos productores de ColV+X (52 y 65P-4) (pO83_CORR,
tres plasmidos ColV de cepas aviares, pPCOLVCA7V, y siete aislamientos con perfil 111 de la CN,
cuatro no productores de ColV (12P, 21P, 57P-1y 76P-1) y tres productores de ColV+X (27P, 29P y
45P-2)]

M R T L TULNUELWDSV S G GASGRIDI A MAI GTL
atgagaactctgactctaaatgaattagattctgtttctggtggtgcttcagggcgtgatattgcgatggctataggaacacta
tactcttgagactgagatttacttaatctaagacaaagaccaccacgaagtcccgcactataacgctaccgatatccttgtgat

S 6GQ FVAGGI GAAAGGVAGSGAIYDYASTH

tceggjgcaatttgttgcaggaggaattggagcagetgetgggggtgtggetggaggtgcaatatatgactatgcatccactcac
aggccﬁgttaaacaacgtcctccttaacctcgtcgacgacccccacaccgacctccacgttatatactgatacgtaggtgagtg

K P NPAMSPSGLGGTTI K QK PEGTI1T P S EAWN

[l

aaacctaatcctgcaatgtctccatccggtttagggggaacaattaagcaaaaacccgaagggataccttcagaagcatggaac
tttggattaggacgttacagaggtaggccaaatcccccttgttaattegtttttgggettccctatggaagtettegtacctty
]

Y A AGRULCNWSUPNNIL S D V C L Stop
tatgctgcgggaagattgtgtaattggagtccaaataatcttagtgatgtttgtttataa 312 pb
atacgacgcccttctaacacattaacctcaggtttattagaatcactacaaacaaatatt

Fig. 5. Secuencia nucleotidica de los genes de actividad microcina. En negro, secuencia nucleotidica
del alelo més caracterizado en la literatura con su secuencia aminoacidica deducida, y cepas o plasmidos
que lo portan. En rojo, cambios en otros alelos y cepas o plasmidos que los portan. Se recuadran los
nucledtidos que cambian.
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Perfil 1V. El perfil IV (PIV) se caracterizo por la presencia del gen draD, que codifica
para la invasina del locus Dr/Afa dedicado a adhesion e invasion. Las cepas portadoras
de este perfil fueron particularmente deficitarias para los factores de virulencia
analizados. Es asi que fueron negativas para los genes sfaA, cnf, iroA y microcina, y
pertenecieron a los grupos filogenéticos A, B2 o D. Los genes que aparecieron mas
frecuentemente fueron los relacionados al ingreso de hierro, iutA, fyuA e ihA. Las
funciones relacionadas a Dr/Afa caracterizan a un subgrupo de cepas clasificadas como
DAEC, las que son responsables tanto de infecciones urinarias como intestinales
(Servin, 2005). Este perfil fue exhibido por 46 de los 230 aislamientos CE+CN. Hasta la
fecha, no se ha secuenciado el genoma completo de ninguna cepa de E. coli que
represente a este perfil (Tabla 5, Anexo ).

Perfil V. El perfil V (PV) fue detectado en los aislamientos pertenecientes al grupo
filogenético D que invariablemente presentaron los genes fyuA e iutA junto con los
determinantes papC y papGll para fimbrias P. Los aislamientos con este perfil
carecieron de los loci para fimbrias S, Dr/Afa, citotoxinas a excepcion de sat, y para
microcinas. Los determinantes iha y sat estuvieron presentes en casi todos los
aislamientos con PV. Este perfil presentd el genotipo K1' con una considerable
frecuencia, siendo los aislamientos positivos para kpsM y neuA y generalmente
negativos para neuO. Este perfil aparecio en 27 de los 230 aislamientos CE+CN. Dos
cepas de UPEC con el genoma totalmente secuenciado exhiben este perfil: UMNO026
(EMBL n° de acceso CU928163) e 1AI39 (EMBL n° de acceso CU928164) (Tabla 5,
Anexo ).

En resumen, del total de los 230 aislamientos (CE+CN), 123 (53%) pudieron ser
asignados a uno de los cinco perfiles. Dichos aislamientos se distribuyeron con distintas
frecuencias entre los perfiles: 9% (PI), 4% (PI1), 9% (PIl1), 20% (P1V) y 12% (PV). Es
de notar que el 71% de los aislamientos pertenecientes al grupo filogenético D y el 66%
de los pertenecientes al B2 se ajustaron a alguno de los perfiles, mientras que la mayoria
de los aislamientos pertenecientes a los grupos A y B1, 62% y 74%, respectivamente,
no pudieron ser asignados a ninguno. Es importante destacar que el 14% del total de los
aislamientos carecieron de todos los genes de virulencia, a excepcion de fim o fenotipos

analizados, perteneciendo en su amplia mayoria a los grupos A o B1.
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IV. 4. Especificidad de hospedero de las cepas de UPEC con diferentes perfiles de

virulencia

Este analisis se realiz6 exclusivamente con los datos de las colecciones CE y
CN. En efecto, una vez observado que los factores de urovirulencia se distribuyeron en
forma distinta segin la procedencia de los aislamientos, fue relevante comparar la
frecuencia de aparicion de los cinco perfiles de urovirulencia en cada una de dichas
colecciones (Tablas 4 y 6). Es importante notar que dentro de cada una de las
colecciones hubo una proporcién similar de aislamientos con un perfil adjudicado,
53.6% (CE) y 53.4% (CN), de modo que ambas colecciones contribuyeron de forma
equitativa al total de los 123 aislamientos con perfil. Los perfiles I, IV y V
predominaron dentro de la CE, mientras que dentro de la CN el PIV fue particularmente
abundante seguido por el PII1.

Al comparar las dos colecciones, CE y CN, se observaron diferencias
significativas en la aparicion de los perfiles relacionados con microcinas. Es asi que los
perfiles | y Il predominaron en los aislamientos de la CE mientras que el PIII fue casi
exclusivo de los aislamientos de la CN. Asimismo, en lo que respecta a los perfiles no
relacionados con microcinas, el PIV presento cierta predominancia en la CN mientras
que el PV estuvo representado en forma similar en ambas colecciones (Tabla 6). Por lo
tanto, se observaron diferencias significativas e importantes entre las poblaciones de

UPEC procedentes de mujeres embarazadas y las procedentes de nifios.

Tabla 6. Distribucion de los aislamientos con perfil asignado de las colecciones
procedentes de mujeres embarazadas (CE) y de nifios (CN) @

Perfil /coleccion Total CE CN p
Pl 21 17 4 0.0007
P11 9 8 1 0.0062
Pl 20 1 19 <0.0001
PIV 46 18 28 0.0446
PV 27 16 11 n.s.
Total 123 60 63

@ |_a significacion global fue p<0.0001. El valor de p se calculé mediante el test ¥* de bondad de ajuste.
n.s. no significativo.
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1V. 5. Analisis estadisticos de los datos de virulencia

Se realiz6 un andlisis de correspondencia mdultiple denominado “Joint
Correspondence Analysis” (JCA) sobre los datos de los 230 aislamientos (CE+CN) con
el objetivo de detectar asociaciones entre los factores de virulencia que pudiesen dar
soporte estadistico a los perfiles presentados con anterioridad. Para dicho estudio, se
empleé la mayoria de los datos de urovirulencia, incluyendo las presencias y las
ausencias. Considerando que la informacion esencial para los perfiles relacionados con
microcinas reside en la presencia de los genes de actividad, se excluyeron del analisis
los datos de produccion de microcina asi como los relativos al gen mchC. Primero, los
andlisis se aplicaron a los 230 aislamientos (CE+CN) vy, posteriormente, a ambas
colecciones por separado. En los tres casos, la interpretacion se restringio a los primeros
tres factores o dimensiones (F1, F2 y F3) debido a que los mismos explicaron mas del
90% del total de la varianza de los datos. Considerando que la mayoria de los datos de
ausencia presentaron una distribucion azarosa cercana al centro del eje de los factores,
s6lo se muestran las presencias en las representaciones graficas para su mayor claridad.
En los gréficos, se incluyeron los grupos filogenéticos como variables suplementarias
(Figs. 6, 7y 8, Anexo II).

En base a nuestras observaciones previas, algunos factores de virulencia
aparecieron casi exclusivamente en aislamientos con un determinado perfil, mientras
que otros fueron compartidos por aislamientos con diferentes perfiles o incluso sin
perfil. Aquellos factores que se concentraron en mas de un 80% en aislamientos con un
determinado perfil se consideraron especificos (exclusivos o casi exclusivos) de ese
perfil. Es importante notar que estos factores incluyen, entre otros, algunos de los
involucrados en la definicion de los perfiles. De esta forma, los factores especificos de
cada perfil fueron: mcmaA, sfaA, cnf, clbB (P1); iroBD y mciA (PIl); cvaC (PlIl), y draD
(PIV). EI PV carecid de este tipo de factores. Este acercamiento, basado en marcadores
especificos, facilito la identificacion en los graficos de aquellas asociaciones que
estaban vinculadas a los perfiles.

En el andlisis JCA realizado sobre los datos de los 230 aislamientos (CE+CN),
los primeros tres factores explicaron el 95.31% del total de la varianza. En términos
generales, la descripcion brindd soporte estadistico a la existencia de asociaciones no
azarosas entre los factores de virulencia que darian cuenta de los perfiles propuestos
(Fig. 6, Anexo Il).
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Las variables especificas del Pl hicieron la mayor contribucién negativa al eje
F1, formando un grupo claramente separado del resto de las variables en ambos planos,
F1/F2 y F1/F3. Las variables especificas del Pll se agruparon separadamente en F1/F3,
contribuyendo fuertemente al lado negativo del eje F3. Los factores de virulencia que
integran mas de un perfil se distribuyeron de acuerdo a su condicion. Es asi que iroA,
compartido por los aislamientos con Pl y PIII, se encontrd en la mitad de camino entre
el agrupamiento Pl y el marcador de PIII, cvaC. Un patron similar fue el exhibido por
mchB, presente en algunos de los aislamientos con Pl y en todos los aislamientos con
PIl. Otras variables, ampliamente distribuidas entre los perfiles y los aislamientos sin
perfil, tendieron a estar juntas en un area especifica. Este grupo incluyd fyuA, iutA,
kpsM, neu, sat e ihal, contribuyendo al lado negativo del eje F2. La posicion de estas
variables en los graficos fue determinada por los numerosos aislamientos que los
presentaron, y su cercania indicO que tienden a asociarse. El Unico grupo de
aislamientos que estd ampliamente enriquecido en esta combinacion de genes es
precisamente el que presenta PV, razon por la cual se vincul6 este agrupamiento a dicho
perfil. Méas aun, pap, fundamentalmente presente en aislamientos con perfil 1 y V, se
localiz6 entre los agrupamientos asignados a estos perfiles.

El marcador del PIV, draD, aparecio6 en la periferia del grupo adjudicado al PV
en ambos planos, F1/F2 y F1/F3. Esta localizacion era esperable debido a que los
aislamientos con PIV y PV comparten, con alta frecuencia, varios factores de virulencia.

En los analisis aplicados a los datos de la CE, los tres primeros factores
explicaron el 97.76% del total de la varianza. En este caso, se observaron algunas
peculiaridades, las que podrian estar vinculadas a la distribucién de los perfiles en esta
coleccion (Fig. 7, Anexo Il). En este sentido, cabe recordar que la mayoria de los
aislamientos con Pl y PII pertenecieron a la CE mientras que el PI11 estuvo casi ausente
(Tabla 6). Es asi que las variables de Pl y PIl formaron dos agrupamientos bien
definidos, e iroA integrd, en esta instancia, el agrupamiento PI. Las restantes variables
se distribuyeron en forma similar a la observada en los graficos correspondientes al
andlisis de los aislamientos de ambas colecciones (CE+CN).

En los estudios realizados sobre los datos de la CN, los tres primeros factores
explicaron el 92.12% de la varianza (Fig. 8, Anexo Il). Cabe recordar que en esta
coleccion los Pl y PII practicamente no estaban representados mientras que el Pl fue
uno de los que predominé (Tabla 6). Aln asi, las variables del Pl se mantuvieron
considerablemente agrupadas mientras que las del PIlI se distribuyeron en forma
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bastante dispersa. Dada la predominancia del PIIl en esta coleccion, el locus iroA
aparecio ahora cerca de cvaC. El par iroA-cvaC se encontr6 claramente apartado en
F1/F2, contribuyendo al lado negativo del eje F2. Las variables relacionadas con el PV
y el marcador draD del PIV contribuyeron positivamente al eje F2. En esta coleccién

las variables de algunos perfiles no aparecieron como claros agrupamientos.

Considerando que el objetivo fundamental de este analisis era evaluar las
asociaciones entre las variables de virulencia, los grupos filogenéticos no fueron
inicialmente incluidos en el analisis JCA, pero si posteriormente como variables
suplementarias. En términos generales, no se evidenciaron asociaciones particulares
entre virulencia y filogenia, a excepcion del grupo filogenético D, que se encontrd
adyacente a los agrupamientos asignados a los perfiles IV y V (Figs. 6, 7y 8).
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V. DISCUSION

Los resultados de este trabajo brindaron un importante soporte a nuestra
hipotesis de que las microcinas de mayor masa molecular estarian vinculadas a la
virulencia de cepas de E. coli uropatdégeno. En efecto, la produccion de microcinas o la
simple presencia de sus genes estuvieron sistematicamente acompafiadas de un contexto
de virulencia. Mas adn, la presencia de determinados genes microcina condicioné todo
un repertorio de virulencia, conduciendo a la idea mas general de que la asociacion
entre los distintos factores de virulencia no seria azarosa. A partir de estos hallazgos y
consideraciones, los estudios se ampliaron y condujeron a la identificacién de cinco
perfiles de urovirulencia en E. coli, cuya existencia fue apoyada por analisis
estadisticos.

En una primera instancia, el estudio de los aislamientos de la coleccién de
referencia permitio identificar tres contextos de urovirulencia segun el tipo de microcina
de mayor masa molecular producida: i) el presentado por las cepas productoras de
MccH47 y MccM, muy rico en factores de virulencia; ii) el de las cepas productoras de
MccH47 o MccE492, particularmente pobre en dichos factores, y iii) el de las cepas
productoras de ColV, con un nivel intermedio de virulencia.

Todas las cepas productoras de microcina pertenecieron a la especie E. coli a
excepcion del aislamiento 1-18 de la coleccion de referencia, productor de MccE492,
que pertenecié a la especie K. pneumoniae. Dicha especie es naturalmente patdgena,
con frecuencia responsable de infecciones nosocomiales del tracto urinario, de partes
blandas y también de neumonias. El aislamiento 1-18, junto con la cepa de referencia
RYC492, carecieron de todos los factores de urovirulencia ensayados -a excepcién de
los genes microcina-. Sin embargo, hay que tener en cuenta que se conoce muy poco
sobre la genética de la virulencia en K. pneumoniae. De todas formas, algunas parejas
de oligonucledtidos usadas en ese trabajo hibridarian con secuencias de algunos
ejemplares de este género, las que corresponderian a homologos de genes para la
captacién de hierro en E. coli (Azpiroz et al., 2009). Por lo tanto, la ausencia de los
genes de virulencia analizados en estas cepas seria en parte informativa. En cuanto a las
cepas de E. coli, cabe destacar que en ninguna de las colecciones analizadas se encontrd
una nueva actividad de tipo HMMM, por lo que pareceria que esta familia de

antibidticos ha tenido margenes muy estrechos para su diversificacion. La Unica
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produccion novedosa correspondié a un aislamiento de la CN que produjo Unicamente
MccM, siendo ésta la primera descripcion de una cepa con este fenotipo.

Resultd en cierta medida sorprendente observar una correlacion total entre la
capacidad de producir microcina y la de producir el sider6foro salmoquelina, es decir
que todos los aislamientos productores de microcina de nuestras colecciones (un total de
62) mas las cepas de referencia productoras tuvieron los determinantes para producir
salmoquelina. Esta presencia era esperada en las cepas productoras de microcinas
catecol puesto que se requiere de salmoquelina para la sintesis antibidtica. Segun el tipo
de microcina catecol producida se observaron dos versiones genéticas para
salmoquelina: iroA e iroBD. Los aislamientos productores de MccH47 y M
conjuntamente (o s6lo de MccM) presentaron el locus iroA, que comprende genes para
la sintesis, secrecion y captacion de salmoquelinas. En el contexto de estos aislamientos,
este locus también debe proveer de dicho sideréforo para la sintesis de las microcinas
producidas. Por otro lado, los aislamientos productores de MccH47 o MccE942
presentaron la version reducida iroBD, que solo incluye informacion para la sintesis de
salmoquelina, careciendo de los genes para su secrecion y captacion. Por lo tanto, estas
cepas estarian en una situacion de gran desventaja en cuanto a la captacion de hierro
mediada por salmoquelina. Cabe presumir entonces que las células portadoras de la
version iroBD no emplearian las salmoquelinas como sideréforo sino sélo para la
sintesis de microcina. Esta posibilidad se ve reforzada por el hecho que los genes iroBD
estan siempre integrados a un sistema microcina a diferencia del locus iroA que no esta
ligado a genes microcina (Poey et al., 2006). No ha sido descrita ninguna cepa que
posea conjuntamente el locus iroA y los genes iroBD, ni tampoco hemos detectado tal
coexistencia en nuestro relevamiento.

Si bien la sintesis de salmoquelina es imprescindible para la produccién de
microcinas catecol, ésta no es necesaria para la produccién de ColV. Sin embargo, todas
las cepas productoras de ColV también contuvieron genes para salmoquelina en la
version iroA. Cabe destacar que han sido secuenciados dos plasmidos ColV, pAPEC-
02-ColV y pECOS88, y ambos resultaron contener el locus iroA (Johnson et al., 2006;
Peigne et al., 2009). En este sentido, se pudo transferir por conjugacion el plasmido
ColV de seis de las diez cepas productoras de ColV de la coleccion de referencia (11-1,
11-3, 11-4, 11-6, 11-8 y 11-10) a una cepa de E. coli K12. Todos los transconjugantes
fueron productores de ColV, cvaC™ e iroA*, comprobandose asi la co-localizacion
plasmidica de ambos loci (Azpiroz et al., 2009). La estricta asociacion evidenciada entre
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los determinantes para ColV vy el locus iroA resulté sorprendente y pareceria indicar una
coordinacién funcional ain desconocida entre ambos loci.

A partir de la deteccion de los tres diferentes contextos de urovirulencia de las
cepas segun el tipo de HMMM producida, se observd que existiria una correlacion
entre los distintos factores de urovirulencia de las cepas. Es asi que los loci de virulencia
presentaron niveles variables de asociacion con cada fenotipo microcina: algunos
parecieron necesarios, otros simplemente compatibles y otros nunca estuvieron
presentes, indicando la posible existencia de incompatibilidades. Por lo tanto, las
HMMM aparecieron como marcadores de contextos de virulencia, lo que sugiere
fuertemente su vinculacion con la patogenicidad.

A consecuencia de este andlisis surgieron dos hipdtesis: i) que existiria una
coordinacidn entre los factores de virulencia que cumpliria con reglas de compatibilidad
e incompatibilidad entre los mismos vy ii) que algunos de estos factores actuarian como
marcadores de determinados contextos de virulencia. A la luz de estas hipdtesis se
analizaron todos los aislamientos, productores o no de microcina, procedentes de dos
poblaciones bien definidas: mujeres embarazadas y nifios. Uno de los objetivos de este
analisis era evaluar la especificidad de asociacion entre las microcinas y los diferentes
perfiles de urovirulencia identificados. Ademas, en este contexto amplio de estudio, nos
dirigimos a detectar asociaciones entre factores que pudiesen dar cuenta de la existencia
de perfiles conservados de virulencia, estuviesen o no vinculados a microcinas.
Finalmente, nos interesaba ver la posible vinculacion entre los diferentes contextos de
urovirulencia y el tipo de hospedero de donde procedian los aislamientos.

El estudio de estas dos nuevas colecciones no sélo permitié detectar los mismos
tres perfiles de urovirulencia previamente definidos sino también comprobar que no era
la produccion de microcina el verdadero marcador de los mismos sino la presencia de
determinados genes microcina. Es asi que estos contextos aparecieron en cepas tanto
productoras como no productoras de microcina, pero todas ellas portadoras de ciertos
genes microcina. Ademas, se identificaron dos nuevos contextos o perfiles de
urovirulencia no relacionados con estas actividades antibioticas.

En términos generales, el analisis de todos los aislamientos de UPEC de las
colecciones CE y CN reveld una gran heterogeneidad en su contenido de virulencia asi
como en su filogenia. Los tres grupos filogenéticos A, D y B2 estuvieron igualmente
representados mientras que el grupo B1 fue minoritario. Al igual que las descripciones

de otros autores, se encontraron desde aislamientos muy ricos en factores de virulencia
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hasta otros que carecieron por completo de los mismos. Sin embargo, algo mas de la
mitad de los aislamientos se adjudico a alguno de los cinco perfiles de urovirulencia.
Considerando las dificultades sefialadas por los distintos autores que trabajan en el tema
para identificar agrupamientos bien definidos de cepas de UPEC, la presente propuesta,
que clasifica el 53% de los aislamientos, parece un aporte novedoso en la direccion de
descifrar el proceso patogénico que desarrollan estas cepas. Ademas, es importante
sefalar que, en estudios realizados por otros autores en los que se incluyeron algunas
variables empleadas en este trabajo, se describen asociaciones entre las variables
compatibles con nuestros resultados (Marrs et al., 2005; Moreno et al., 2005).

El perfil 1 fue el mas rico en los factores de virulencia analizados.
Presumiblemente, todos los determinantes caracteristicos de este perfil son de
localizacion cromosomica. En particular, el agrupamiento mcmA-iroA-sfaA integra una
isla de patogenicidad (PAI, de “Pathogenicity-Associated Island”) en la cepa CFT073
conocida como PAlgx. Esta Ultima esta presente, con caracteristicas semejantes, en las
otras dos cepas de referencia, ABU83972 y 536. Si bien otros autores han reportado
asociaciones entre algunos de los factores de virulencia de este perfil, en ningn caso
incluyeron el gen mcmA. La no inclusién del mismo deriva en la pérdida de coherencia
del contexto debido a que los restantes loci que definen el Pl no aparecen
necesariamente juntos (Marrs et al., 2005; Moreno et al., 2005; Jaureguy et al., 2008).

El perfil 11 se caracteriz6 por la presencia del gen de actividad para la MccH47
junto con los genes iroBD para la produccion de salmoquelina. Ambos loci son
cromosomicos y estan localizados en el sistema genético microcina. Considerando los
pocos aislamientos que presentaron el PIl y que la cepa con este perfil, de genoma
totalmente secuenciado, E. coli enteroagregativa 042, procede de un paciente con
infeccidn intestinal, se podria suponer que dichas cepas sean mas propensas a ocasionar
enfermedades entéricas que urinarias. Ademas, la cepa H47, que presenta PIl y cuyo
genoma esta parcialmente secuenciado, también procede del intestino (Lavifia et al.,
1990; Poey et al., 2006; Chaudhuri et al., 2010).

El perfil 111 se caracteriz6 por la presencia del gen de actividad para ColV, cvaC,
y el locus iroA. En todos los casos se ha reportado la presencia conjunta de dichos genes
en los plasmidos denominados ColV, los que con frecuencia son conjugativos o
movilizables. Los determinantes ColV han sido decisivos para la identificacion de este
perfil debido a que si no se tomaran en cuenta el contenido de virulencia de las cepas no
exhibiria suficientes peculiaridades para formar un grupo separado. Aparentemente, los
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plamidos ColV son capaces de instalarse en cepas pertenecientes a cualquier grupo
filogenético pero no con cualquier contexto de virulencia. Es asi que las cepas con este
perfil carecen de citotoxinas y de otras funciones de virulencia. Esto ultimo indicaria
que la presencia de un plasmido ColV en la célula requiere de un contexto genético
especifico para poder mantenerse.

La identificacion de tres perfiles de urovirulencia a partir de la presencia de
determinados genes de actividad microcina, independientemente de que las cepas fueran
productoras 0 no de microcina, nos resultd sorprendente. En principio, las HMMM
estan involucradas en relaciones antagonicas entre bacterias. Sin embargo, la presencia
de estos genes en aislamientos no productores parece sugerir que estos péptidos podrian
cumplir otro tipo de funcién adicional. En este sentido, la secuenciacion de los genes de
actividad microcina portados por los aislamientos no productores indico que los mismos
estan conservados. La secuencia del gen mcmA procedente de los aislamientos con Pl
correspondio a la del mismo alelo presente en la cepa no productora con Pl, E. coli 536.
Es de presumir que dicho alelo es funcional ya que codifica para un péptido que difiere
en sélo un aminoacido (Val por Ala) del producto McmA en cepas productoras con Pl
como CFT073. En estos casos, el defecto en la produccion de microcina podria
explicarse por la carencia de genes accesorios de maduracién y/o secrecion, como
ocurre en 536. Mas aun, todos los aislamientos no productores con Pl carecieron del gen
de maduracion mchC. En cuanto a los genes de actividad presentes en cepas no
productoras con PII o PlII, su secuencia revelé que eran salvajes. El alelo mchB de los
aislamientos con PII no productores es exactamente el mismo que se encuentra en varias
cepas productoras de MccH47 como CFT073. Por otro lado, se observaron dos alelos
cvaC en los aislamientos no productores con PIIl. Una de estas variantes alélicas es la
contenida en el plasmido de la cepa de E. coli S88 asi como en otros plasmidos ColV
que determinan la produccion ColV, e.g. pColV-K30 (Gilson et al., 1990; Peigne et al.,
2009). El otro alelo cvaC encontrado es el presentado por la cepa no productora de E.
coli NRG857C, que carece de los determinantes de secrecién ColV. Esta misma
variante alélica ha sido también descrita en varias cepas de E. coli productoras de ColV
procedentes de pollos (Pinou & Riley., 2001; Nash et al., 2010). Es importante notar
que estas dos variantes alélicas de cvaC, compartidas por cepas productoras y no
productoras, han sido descritas hace ya varias décadas. Cabe preguntarse por qué dichos
alelos estan perfectamente preservados en cepas no productoras de antibiético. Es de
pensar entonces que el péptido ColV podria cumplir alguna otra funcién, no vinculada a
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la antibiosis, que condicionaria su mantenimiento en tales contextos. Quizas sea esa
posible segunda funcion la responsable de la estrecha relacion de ColV con el locus
iroA. La pregunta planteada para los alelos cvaC puede extenderse a los de mcmA y de
mchB, que también aparecen conservados en cepas no productoras.

Los otros dos perfiles definidos en este trabajo no estan relacionados con
microcinas. El perfil IV se definié por la presencia del gen draD, que pertenece al locus
Dr/Afa. Dicho locus, de localizacion cromosdémica o plasmidica, esta relacionado a
funciones de adhesion a células eucariotas e invasion de las mismas. Las cepas Dr/Afa*
se han clasificado como un subgrupo de “diffusely adhering” E. coli (DAEC), asociadas
a infecciones entéricas y urinarias (Servin, 2005). Otros autores han descrito un perfil
similar en cepas de UPEC portadoras del locus Dr/Afa (Marrs et al., 2005). Por el
contrario, el perfil V carecié de marcadores especificos. Dicho perfil se propuso en base
a la frecuente asociacion de ciertos determinantes en varios aislamientos pertenecientes
al grupo filogenético D. Presumimos que el PV, al igual que los restantes perfiles, debe
poseer marcadores aun no identificados que lo definan.

Desde un punto de vista gendmico, es importante notar que los determinantes
que definen los perfiles se localizan en regiones especificas del cromosoma o en
plasmidos. Esto se concluye en base a los conocimientos que se tienen de los genomas
totalmente secuenciados, incluyendo cromosoma y plasmidos (Fig. 9). Los marcadores
de definicién del PI (mcmaA, iroA, sfaA) estan concentrados en la PAlgrx de CFT073 y
en islas similares de ABU83972 y de 536; los del PIl (mchB e iroBD) en la isla
gendmica 2 de 042; el del Pl (cvaC) en plasmidos ColV, y el del PIV (draD) en
plasmidos o en una localizacion cromosémica aun desconocida (Dobrindt et al., 2001;
Johnson et al., 2006; Lloyd et al., 2007; Peigne et al., 2009; Zdziarski et al., 2010;
Chaudhuri et al., 2010). Resulta sorprendente comprobar que estos determinantes, que
se restringen a porciones tan discretas del genoma, permitan predecir el contexto de
virulencia de la bacteria, i.e. la presencia o ausencia de otros loci no ligados que pueden
estar en el cromosoma o en plasmidos. Por ejemplo, los marcadores del PI, localizados
en una isla de tipo PAlx, determinan que esté la HPI (fyuA) y, con una alta frecuencia,
que estén otras islas como la PAl,nw (portadora del locus clb para colibactina), la
PAlgnev (portadora de genes para capsula tipo 1, citotoxinas y fimbrias P), la PAlyheu
(fimbrias P) y una PAI presente en ABU83972 (portadora de los genes para Cnf,
hemdlisis y fimbrias P). Asimismo, estos marcadores del Pl aseguran la ausencia de la
isla gendmica 2 (que caracteriza al PIl), del locus neu (para capsula K1), de plasmidos
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ColV, y del locus Dr/Afa (draD) tanto en su version cromosémica como plasmidica.
Este mismo tipo de analisis se puede aplicar en los casos de los perfiles 11-1V, como se
deduce de la Fig. 9 teniendo en cuenta los datos brindados en la Tabla 5. En cuanto al
PV, si bien no se han detectado marcadores especificos del mismo, dentro del grupo
filogenético D lo definen los determinantes fyuA, iutA y pap. Estos no se localizan
conjuntamente en un sitio discreto del genoma de las cepas totalmente secuenciadas,
IAI39 y UMNO26, sino que se distribuyen en distintas PAIs: fyuA esta en la HPI, iutA
en PAlpnev, y pap en PAlphey 0 en PAlpheu (Fig. 9).

Estas observaciones indicarian que el contenido de virulencia de las cepas de
UPEC seguiria reglas estrictas de compatibilidad e incompatibilidad entre los diferentes
factores de urovirulencia. Muy probablemente, el cumplimiento de dichas reglas sea de
suma importancia en la estrategia de patogenicidad desarrollada por la bacteria,
asegurando la coherencia funcional del patdgeno en el proceso infeccioso. Siguiendo
esta linea de razonamiento, nos podriamos preguntar como cepas que carecen de todos
estos marcadores analizados son igualmente capaces de desarrollar infecciones urinarias
indistinguibles de las ocasionadas por cepas portadoras de estos factores de virulencia.
Una explicacién muy probable es que aun se desconoce la funcién de muchos genes, en
general localizados en islas gendmicas, que podrian estar vinculados a la virulencia.
Basta con observar los genomas totalmente secuenciados de cepas de UPEC/EXPEC
para constatar el gran nimero de genes que codificarian para proteinas hipotéticas, i.e.
de funcién desconocida. Presumiblemente es entre estos genes que se iran encontrando
nuevas funciones de virulencia. Se puede pensar entonces que ésta sea la razon por la
que el 47% de nuestros aislamientos de las colecciones CE y CN no pudieron ser
adjudicados a ningun perfil de urovirulencia.

Si bien los factores de virulencia mantendrian claras asociaciones entre si, su
vinculacion con la filogenia fue muy variable. Los Pl y PV se asociaron estrictamente a
los grupos B2 y D, respectivamente, mientras que los aislamientos con los otros perfiles
se distribuyeron en varios grupos filogenéticos. Cabe concluir entonces que la relacion
entre genoma basico, deducido de la filogenia, y el genoma flexible, deducido de la
virulencia, no es necesariamente estricta. Seria del mayor interés estudiar la filogenia a
un nivel mas fino, e.g. determinando el secuenciotipo de los aislamientos, para evaluar
con mayor precision la relacién entre genoma basico y virulencia.

Otro aspecto a tener en cuenta es que los perfiles mostraron distintas frecuencias
de aparicion dependiendo del hospedero de donde procedian los aislamientos. La
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mayoria de los aislamientos con Pl y Il procedieron de mujeres embarazadas, el PI1V fue
algo mas abundante en la coleccién de nifios, pero el mayor contraste se evidencié con
el PIII, que fue casi exclusivo de los aislamientos procedentes de nifios. En relacion al
PI11, es importante recordar que los plasmidos ColV se han relacionado con cepas de E.
coli patégenas extraintestinales (EXPEC), un grupo de cepas que ocasionan diferentes
infecciones en animales y humanos (Waters & Crosa, 1991). Algunos genes marcadores
de estos plasmidos ColV, e.g. cvaC, han sido encontrados con una alta frecuencia
(>70%) en cepas de E. coli que infectan aves (APEC). Los mismos también aparecen,
aungue con menor frecuencia, en cepas de E. coli que ocasionan sepsis y meningitis
neonatal (NMEC) y también, con un porcentaje aun menor, en cepas de UPEC. Estos
datos indicarian que existe una relacion cercana entre cepas ColV* de APEC, NMEC y
UPEC, conduciendo a la hipotesis de que quizas los pollos pudiesen ser un reservorio de
cepas de EXPEC humanas, i.e. que las cepas de APEC relacionadas con ColV podrian
tener un potencial zoondtico (Johnson et al., 2006; Ewers et al., 2007). Ademas, hemos
observado que las cepas de APEC relacionadas a ColV resultan indistinguibles de los
aislamientos de UPEC con PIII de nuestras colecciones. Nos preguntamos entonces si
las cepas ColV*/PIlI, tanto APEC como UPEC, constituirian un Gnico conjunto de cepas
de EXPEC capaces de infectar distintos tipos de hospedero. Teniendo en cuenta que,
segun nuestros resultados, las cepas con PIII infectan preferentemente a nifios,
consideramos la hipotesis que este tipo de E. coli patdgeno seria igualmente capaz de
infectar aves y nifios, siendo poco eficiente para infectar humanos adultos, al menos a
mujeres embarazadas. Si esto fuera asi, el espectro de hospedero de las cepas de UPEC
con PIIl no estaria determinado por las barreras de especie sino por alguna otra
caracteristica de sus hospederos aun no conocida.

Por otro lado, los aislamientos con Pl y PIl predominaron claramente en la
coleccion de embarazadas. En particular, llama la atencion que las cepas con Pl tengan
dificultades para infectar nifios, considerando que éste es el perfil mas rico en los
factores de urovirulencia conocidos. Otra vez entonces proponemos gque ciertas
caracteristicas aun no dilucidadas del hospedero serian las determinantes del tipo de
patdgeno capaz de infectar.

En vista de estos resultados, consideramos que seria interesante realizar este tipo
de analisis en aislamientos de UPEC procedentes de otras poblaciones humanas y

también animales.
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Fig. 9. Representacion del pangenoma de las cepas de E. coli cuyos genomas estan totalmente secuenciados y que presentan los perfiles de urovirulencia.
El circulo mayor representa el cromosoma, con un tamafio tipo para estas cepas algo mayor a 5 millones de pares de bases. Los circulos menores representan
plasmidos. Se indican los determinantes de virulencia analizados segun su localizacion en las cepas referentes de cada perfil. En rectangulo gris, PAls. Cuando
correspondid, se denominaron las PAIs segun el gen para tRNA en que se encuentran insertadas. En circulo negro, loci de virulencia no incluidos en PAls. En
recuadros con color se indica la localizacion de los determinantes de definicién de los perfiles: rosado, Pl segin CFT073, ABU83972 y 536; celeste, PII segin
042; verde, PIII segin S88 y NRG857C; gris, PV segin UMNO026 e IAI39. El PIV carece de cepa referente secuenciada y se representan en violeta las dos
posibles localizaciones del marcador draD, en pldsmido o en cromosoma. En rectangulo negro se indica la G12 de 042, que se localiza en el gen para tRNA pheV,
sustituyendo casi totalmente la PAl;,, de otras cepas pero manteniendo el locus kps.
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VI. CONCLUSION

La principal conclusién que emerge de este trabajo es que el contenido de
virulencia de las cepas de E. coli uropatdgeno obedece a reglas de compatilidad entre
los factores de virulencia. Es asi que se han detectado agrupamientos conservados de
dichos factores que se denominaron perfiles de urovirulencia. Indudablemente, esta
organizacion del genoma flexible dedicado a la virulencia debe garantizar una
coherencia funcional que asegure el desarrollo exitoso del proceso patogénico.
Asimismo, estos contextos de virulencia condicionarian el espectro de hospedero del

patogeno.
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AISLAMIENTOS CON PERFIL I (21 aislamientos 17CE+4CN)

Microcinas
Cépsula Citotoxinas Adhesinas/ fimbrias Captacion de hierro Mcc catecol ColV
Cepa (a) Prod. Filo-
Mcc genis pap sfa | dra| fyu | iut| iroA iro [mch| mem | mch | mci | cva
kpsi | neu | neu | hly | enf | clb | sat|fiml | C | Gu|Gm| A | D | A | A |iro|iro [ihal| BD | C A B A C
AlO N | BC

2 HyM | B2 - + |+ | + o+ |+ |+ | 4+ + | - |+ | + - + + +

13 HyMm | B2 + + + -+ |+ |+ + + |+ |+ |+ |+ + + +

15 HyMm | B2 + + | - B T S R + + |+ |+ |+ |+ + + +

19 HyM | B2 + + |+ | + + |+ + |+ + + |+ + + +

20 HyMm | B2 + + |+ |+ + [+ - | + | + + | - |+ |+ + + +

22 HyMm | B2 + + |+ |+ + |+ | + + + |+ |+ |+ |+ + + +

62 HyMm | B2 + o+ |+ -]+ - + + | - |+ |+ - + + +

70 HyMm | B2 + -+ |+ ]+ - + + |+ |+ |+ |+ + + +

107 HyM B2 + + |+ |+ | - + |+ - |+ + + |+ | + | + - + + +

108 HyM B2 + + O+ |+ |+ |+ + + |+ | + | + + + + +

118 HyM B2 + + | - ]+ + |+ |+ | - + + |+ | + | + + + + +

24 - B2 + + |+ |+ + |+ + + + + | + + +

44 - B2 + + |+ |+ + |+ + + + + | + +

65 - B2 + + | + + + - - + + + + +

92 - B2 + + |+ |+ + |+ + + + + | + +

97 - B2 + + |+ |+ + |+ + + + + | + +

144 - B2 + + |+ |+ + |+ + | 4+ + + | + +

4P - B2 + + |+ |+ + |+ - |+ + + -+ |4+ - + -

9P HyM | B2 + | -+ -+ [+ |- + + |+ |+ |+ |+ - + + +

16P M B2 + o I T B e B e + |+ |+ |+ |+ - + + +

44pP-1 HyM+X | B2 + + |+ |+ |+ ]+ + + + |+ |+ - + + +

(@) En numeros seguidos de la letra P se indican los aislamientos procedentes de la coleccidn de nifios. EI nimero después de la letra P indica aislamientos
procedentes de un mismo paciente. En rojo, aislamientos hemoliticos Hly".



AISLAMIENTOS CON PERFIL Il (9 aislamientos 8CE+1CN)

Microcinas
Capsula Citotoxinas Adhesinas/ fimbrias Captacion de hierro Mcc catecol Colv
Prod. | Filo-
Cepa (a) Mcc |genia _ pap sfa|dra| fyu | iut iroA |ihal| iro | mch | mcm | mch | mci | cva
kps| neu | neu | hly| cnf |clb|sat|fiml|C |Gy|Gu| A| D | A | A |iro|iro BD| C A B |A|C
I A 0 N | BC
16 - A + + - - + + + + +
96 H+X B1 + + |+ + |+ + + +
100 A + + |+ + | 4+ - + -
4 - A + + + + + + +
35 H+X A + |+ |+ + + |+ + - + +
18 H Bl | - + + [+ | o] + [+
87 H D | + + + [+ | 0] + | +
119 H B1 - + - - + + -(b) + +
43P-2 A + + + | 4+ + + |+

(@) En numeros seguidos de la letra P se indican los aislamientos procedentes de la coleccidn de nifios. EI nimero después de la letra P indica aislamientos

procedentes de un mismo paciente.

(b) Aunque dan amplificacién positiva, se consigna negativo por contener un gen mcmA no funcional (no producen MccM).




AISLAMIENTOS CON PERFIL 111 (20 aislamientos 1CE+19CN)

Microcinas
Capsula Citotoxinas Adhesinas/fimbrias Captacion de hierro Mcc catecol Col
Cepa (a) Prod. Filo_- v
Mcc |genia ; ; - -
pap sfa | dra | fyu | iut iroA iro | mch | mem | mch | mci | cva
kps | neu | neu | hly |cnf| clb | sat|fiml | C |Gy Gu| A | D | A | A |iro|iro|ihal|BD| C A B|A|C
I Al O N | BC
52 Colv+X | B1 + + o+ |+ |+ +
7P ColV A - + - + |+ |+ |+ +
24P Colv | B2 | + | + + + |+ |+ + o+ |+ |+ +
39P-6 Colv A - + + |+ |+ +
31P-2 ColV A |+ - - + |+ |+ +
35P-1 ColV A + + o+ |+ |+ +
39P-5 Colv A + + |+ |+ =
63P-1 Colv A - + n + n
65P-6 Colv D | + + + o+ |+ |+ +
58P-2 Colv. | B1 + + o+ |+ |+ +
77P-1 Colv. | B1 - + + o+ |+ |+ +
47P-1 - B2 | + | + + + |+ |+ + o+ |+ |+ +
76P-1 D + - + | + +
12pP D + + + | + +
21P D + + + | + +
57P-1 - Bl + -+ |+ +
65P-4 | Colv+X | A + + |+ |+ +
45pP-2 | ColviX | A + + |+ | 4+ +
27P Colv+X | B1 | - + + |+ |+ +
29P Colv+X | B1 | - + + |+ |+ - +

(@) En numeros seguidos de la letra P se indican los aislamientos procedentes de la coleccidn de nifios. EI nimero después de la letra P indica aislamientos procedentes
de un mismo paciente.



AISLAMIENTOS CON PERFIL IV (46 aislamientos 18CE+28CN)

Microcinas
Capsula Citotoxinas Adhesinas/ fimbrias Captacion de hierro Mcc catecol Colv
C Prod. |Filo-
epa (@) Mcc |genia i i i i
pap sfa | dra | fyu | iut iroA iro | mch| mem | mch | mci | cva
kps | neu | neu | hly | cnf|clb |sat|fim | C |Gy|Gui| A| D | A | Ajiro| iro |ihal| BD| C A B A C
I Al O | N | BC
5 B2 - + + + i
34 B2 | - - + |+ | 4
17 B2 | + N |+ | - -
23 B2 | + + |+ |+ + |+ |+ +
28 B2 | + + |+ + |+ |+ +
40 B2 | + - + 0+ |+ |+ + |+ |+ +
63 D + |+ + 0+ |+ + |+ |+ +
110 B2 | + + |+ + |+ |+ +
6 D + + + | + -
99 D + + + |+ |+ -
126 D + -+ - + |+ |+ +
46 D + |+ |+ + | +
90 D - + |+ + |+ | - -
26 A + - - + |+ |+ +
38 A + + |+ + |+ |+ +
48 A + + - + +
55 A ar - - - + + + +
89 A + + + 0+ |+ |+ + |+ |+ +
2P A + + |+ |+ +
31P-1 A + - + | - | +
35P-2 D + + + |+ |+ +
36P-1 B2 | + - |+ + |+ |+ +
36P-2 B2 | + + |+ + |+ |+ +
37P-1 A |+ + | - + |+ |+ +
38P-1 D + + |+ + |+ |+ +
38P-2 D + + |+ + |+ |+ +
39P-3 A + + |+ | 4 +




40P-1
42P-1
42P-2
42P-3
53P-1
54P-1
56P-1
65P-1
66P-1
67P-1
69P-1
70P-1
71P-1
74P-2
74P-3
79P-1
80P-1
80P-2
86P-1

+

||+ ||+ |+
||+ ||+ |+

+
+

|||+ ]+

+

w || T w w
o> 8o BI8IX > > >0 Blooolooo|l&
+ |+
+
+
o I S [ S P I S [ IS [P [T S (R ISP [ I
o S [P IS S (o IS e
B e I I o (o IS [P I o o I o I

+ [+
+ [+

(@) En numeros seguidos de la letra P se indican los aislamientos procedentes de la coleccidn de nifios. EI nimero después de la letra P indica aislamientos procedentes
de un mismo paciente.



AISLAMIENTOS CON PERFIL V (27 aislamientos 16CE+11CN)

Cepa (a)

Prod.
Mcc

Filo-
genia

Cépsula

Citotoxinas

Adhesinas/ fimbrias

Captacion de hierro

Microcinas

Mcc catecol

Col

kps

neu | neu

hly

cnf | clb

]
QD
—

fiml

pap

(@)

Gu

sfa

dra

>g

iut

iroA

iro
N

iro
BC

ihal

iro
BD

mch
C

mcm | mch
A B

mci

cva

27

32

39

60

71

77

+ |+ [+ |+ |+

67

45

47

49

64

Rl I I S o e e S [ S (o [

Rl I I S o e e S [ S (o [

75

91

95

102

o I I I e I S o e

5P

B e e o o e e

6P

B I I S e I e O o o I o I I I I I

10P

15P

51P-1

65P-2

65P-5

89P-2

72P-1

82P-1

O|0O|0|0|0|0|0/0|0|0|0|0|0|0|0(0|0|0|0|0|0|0|0|0(0O|C

|+ |+

B IS [P [ R (PR R R Y N R

T o I I e O T o I I I e e S e e I I I I e S S o I ol I o I IS

T o I I e O T o I I I e e S e e I I I I e S S o I ol I o I IS

T o I I e O T o I I I e e S e e I I I I e S S o I ol I o I IS

T o I I e O T o I I I e e S e e I I I I e S S o I ol I o I IS

o e e e e o S o o e e




(8ap1 [ - [ D | -] - [-[ -] -] -[ -] -[+[«]-]-F#d] -] -]-J]-]-7]-]
(@) En numeros seguidos de la letra P se indican los aislamientos procedentes de la coleccidn de nifios. EI nimero después de la Ietra P indica aislamientos procedentes
de un mismo paciente.

Aislamientos pertenecientes a la CE sin perfil de urovirulencia adjudicado (N°=52)

Microcinas
Cépsula Citotoxinas Adhesinas/ fimbrias Captacion de hierro Mcc catecol Col
Y
Cepa (a) P[\;gg Fi|0?
genia pap sfa|dra | fyu[iut| iroA iro | mch [ mem | mch | mci | cva
kps | neu | neu | hly | cnf | clb|sat| fiml | C|Gu|Gu| A | D | A|A |iro| iro |ihal | BD| C A B A|C
| A0 | N | BC
79 A - - - - - - | - + |- - - - - -] - -
80 A +
86 A - + + | -
25 D | + - + |+
33 D | + + + | -
106 D - + +
8 D | + +
76 D | + + -
41 Bl + +
111 B2 | + | + + + |+ |+ +
21 Bl + |+ + |- - +
10 A + - |+ + -
29 A |+ | + + - + + + |+ + + + +
56 A | + + + + |+ |+ + |+ +
66 A + - + + +
68 A - i - + +
88 A i + - - + -
104 A - + + |+ + +
98 A - + + -+ +
94 D + - + + + |+ +
117 D + + + |+ +




81 D + + |+ |+ + |+ +
3 D + + |+ |+ + +
72 - D - - + - |+ +
31 - D + | + + + | - -
85 - Bl - + + +
69 - Bl + - |+ +
7 - Bl | - + |- - + |+ +
14 - B2 | + | + + + |+ |+ + |+ +
109 - B2 | + | + + |+ | + + |+ +
103 - B2 | + | + + + |+ |+ + |+ +
36 - B2 | + + - |t +
93 - B2 | - i + |+ +
137 - B2 | + - + + |+ +
42 - B2 | + | + + + + +

113 - B2 | + | + + + + +

11 - B2 | + + + +

1 - A +

12 A +

30 A +

50 - A +

51 - A -

78 - A +

83 A +

54 A +

74 A +

105 D +

43 - Bl +

112 - Bl +

53 - Bl +

116 - Bl +

120 - Bl +

(@) En rojo, aislamientos hemoliticos Hly".




Aislamientos pertenecientes a la CN sin perfil de urovirulencia adjudicado (N°=55)

Microcinas
Capsula Citotoxinas Adhesinas/ fimbrias Captacion de hierro Col
Prod. | Filo- Mcc catecol Y
Cepa (@) Mcc |genia
pap sfa | dra | fyu | iut iroA iro | mch | mem | mch | mci | cva
kps | neu | neu | hly |cnf|clb|sat|fim | C|Gu|Gu| A | D | A ]| A|iro| iro |ihal | BD C A B A | C
| A| O N BC
14P A - + |+ - -
34P-2 A ar + +
43P-1 A - + | -
20P Bl + +
28P Bl + -+
78P-1 Bl | - + + |+
17P D | + + - -
8P D |+ - - + |+
89P-1 Bl + - |+ + | - -
22P A - + |+ + +
50P-1 A - + + - - - -
44P-3 A | + - + + |+ + +
39P-1 A |+ + ] - + +
55P-1 A | - + |+ - |+ +
59P-1 A |+ | + + - + |+ + |+ +
90P-1 A + + + +
81P-1 A i + |+ + +
1P A - .
25P A - - . -+ + +
3P Bl i + |+ |- - |+ -
46P-1 Bl + |+ + - +
83P-1 Bl + | - + + -
74P-1 Bl | - + |+ - | - - +
11P D + + |+ + |+ +
26P D + + + |+ +
41P-1 D + + +




58P-1 D - + - +
61P-1 D + + | + + |+ +
75P-1 D - - + - +
13P B2 | + + | + + |+ +
19P B2 | + + | + + |+ +
33P-2 B2 | + + |+ + | + +
33P-3 B2 | + + |+ + | + +
33P-4 B2 | + + |+ + | + +
49P-1 B2 | + + |+ + |+ +
85P-1 B2 + | + + |+ +
37P-2 B2 | + | + + | + + |+ - |+ + + +
18P A +

32P-3 A +

45P-1 A +

52P-1 A +

60P-1 A +

64P-1 A +

68P-1 A +

32P-1 A +

32P-2 - A +

23P - Bl +

30P - Bl +

38P-3 - Bl +

48P-1 - Bl + -

73P-1 - Bl + +

73P-2 - Bl +

87P-1 - Bl +

62P-1 - B2 +

33P-1 - B2 +

(@) En nameros seguidos de la letra P se indican los aislamientos procedentes de la coleccidn de nifios. EI nimero después de la letra P indica aislamientos procedentes de un
mismo paciente. En rojo, aislamientos hemoliticos Hly".
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Analisis de correspondencia multiple sobre los datos de los 230 aislamientos pertenecientes a

las colecciones de embarazadas y de nifios (CE+CN)

. mca iroa-sat, supplementary(b2 a d bl) method(joint) normalize(principal)

dimensions(3)

Multiple/Joint correspondence analysis

Method: Joint (JCA)

Number of obs = 230
Total inertia = .1221347
Number of axes = 3
principal cumul

inertia percent percent

-0779281 63.81 63.81

-0250809 20.54 84.34

-0133818 10.96 95.30

-1221347 100.00

Statistics for column categories in principal normalization

Categories

iroa

0

1
sfaa

0

1
irobd

0

1
1uta

0

1
fyua

0

1
cnf

0

1
neu

0

1
kpsm

0

1
ihai

0

1
clbb

0

1
drad

0

o — - — — — e —— — e ——— ] — —— e ——— o —— — ) —— — o ——— o —— — e —— — | ——

overall

mass quality %inert
0.044 0.856 0.013
0.011 0.856 0.051
0.050 0.998 0.013
0.006 0.998 0.109
0.053 0.992 0.002
0.003 0.992 0.038
0.020 0.903 0.022
0.035 0.903 0.012
0.020 0.942 0.023
0.036 0.942 0.013
0.052 0.990 0.006
0.004 0.990 0.077
0.050 0.649 0.001
0.006 0.649 0.010
0.027 0.964 0.023
0.028 0.964 0.022
0.028 0.968 0.024
0.028 0.968 0.024
0.050 0.995 0.012
0.006 0.995 0.100
0.044 0.613 0.003
0.011 0.613 0.012

|
|
+
|
|
|
+
|
|
|
+
|
|
|
+
|
|
|
+
|
|
|
+
|
|
|
+
|
|
|
+
|
|
|
+
|
|
|
+
|
|
|
+
|
|
I

dimension_1

coord sqcorr contrib
0.165 0.774 0.016
-0.662 0.774 0.062
0.176 0.995 0.020
-1.509 0.995 0.169
-0.007 0.010 0.000
0.131 0.010 0.001
-0.094 0.068 0.002
0.054 0.068 0.001
0.213 0.316 0.011
-0.116 0.316 0.006
0.115 0.969 0.009
-1.535 0.969 0.117
0.009 0.029 0.000
-0.079 0.029 0.000
0.185 0.338 0.012
-0.179 0.338 0.012
-0.014 0.002 0.000
0.014 0.002 0.000
0.168 0.993 0.018
-1.444 0.993 0.155
-0.047 0.272 0.001
0.190 0.272 0.005




_____________ e e —_——_———————————————————————————
hly | |
01 0.049 0.996 0.009 | 0.151 0.994 0.014
1] 0.007 0.996 0.070 | -1.139 0.994 0.108
_____________ e e ———_———————————————————————————
pap | |
01 0.042 0.936 0.013 | 0.156 0.646 0.013
1] 0.014 0.936 0.038 | -0.461 0.646 0.038
_____________ e e ———_———————————————————————————
mcma | |
01 0.050 0.990 0.010 | 0.158 0.987 0.016
1] 0.006 0.990 0.085 | -1.299 0.987 0.131
_____________ e e e ————————————————————————————
mchb | |
0] 0.050 0.991 0.007 | 0.099 0.609 0.006
1] 0.006 0.991 0.056 | -0.850 0.609 0.054
_____________ e e e e ———————————————————————————— e
mcia | |
01 0.053 0.989 0.002 | -0.004 0.004 0.000
1] 0.002 0.989 0.042 | 0.100 0.004 0.000
_____________ e e e ——————————————————————————————— e
cvac | |
0] 0.051 0.364 0.002 | -0.008 0.016 0.000
1] 0.005 0.364 0.016 | 0.080 0.016 0.000
_____________ e S
sat | |
0] 0.037 0.979 0.015 | -0.010 0.002 0.000
1] 0.018 0.979 0.030 | 0.022 0.002 0.000
_____________ e S
b2 | |
0] 0.748 0.601 0.355 | 0.181 0.568
1] 0.252 2.122 0.298 | -0.538 2.007
_____________ e e
a | |
01 0.704 0.244 0.323 | -0.089 0.142
1] 0.29 0.518 0.363 | 0.213 0.301
_____________ S S
d | |
(O | 0.696 0.307 0.322 | -0.062 0.068
1] 0.304 0.615 0.367 | 0.142 0.137
_____________ S S
bl | |
(O | 0.852 0.133 0.326 | -0.035 0.026
1] 0.148 0.639 0.392 | 0.201 0.124
| dimension_2 | dimension_3
Categories | coord sgcorr contrib | coord sqcorr contrib
_____________ e S
iroa | |
0] -0.046 0.061 0.004 | -0.027 0.021 0.002
1] 0.186 0.061 0.015 | 0.108 0.021 0.010
_____________ S S
sfaa | |
0] -0.008 0.002 0.000 | -0.004 0.000 0.000
1] 0.068 0.002 0.001 | 0.031 0.000 0.000
_____________ S S
irobd | |
0] -0.018 0.073 0.001 | 0.063 0.910 0.016
1] 0.356 0.073 0.013 ] -1.262 0.910 0.316
_____________ e e ———_————————————————————————————
iuta | |
01 0.324 0.810 0.085 | 0.056 0.024 0.005
1] -0.187 0.810 0.049 | -0.032 0.024 0.003
_____________ e e e e ———————————————————————————————
fyua | |
01 0.300 0.624 0.070 | -0.016 0.002 0.000
1] -0.163 0.624 0.038 | 0.008 0.002 0.000
_____________ e e e e —————————————————————————— e
cnf | |
| I




1] 0.189 0.015 0.005 | 0.120 0.006 0.004
_____________ e
neu | |

(O | 0.042 0.619 0.004 | -0.002 0.001 0.000

1] -0.362 0.619 0.030 | 0.016 0.001 0.000
_____________ S
kpsm | |

(O} | 0.252 0.624 0.069 | -0.010 0.001 0.000

1] -0.243 0.624 0.067 | 0.010 0.001 0.000
_____________ S S
ihai | |

(O | 0.299 0.863 0.099 | 0.103 0.103 0.022

1] -0.299 0.863 0.099 | -0.103 0.103 0.022
_____________ S S
clbb | |

0] -0.007 0.002 0.000 | -0.005 0.001 0.000

1] 0.064 0.002 0.001 | 0.041 0.001 0.001
_____________ S S P
drad | |

(O | 0.052 0.322 0.005 | -0.012 0.018 0.001

1] -0.207 0.322 0.019 | 0.049 0.018 0.002
_____________ e e
hly | |

0] -0.003 0.000 0.000 | -0.005 0.001 0.000

1] 0.020 0.000 0.000 | 0.035 0.001 0.001
_____________ S S P
pap | |

(O | 0.104 0.287 0.018 | 0.010 0.003 0.000

1] -0.308 0.287 0.053 | -0.029 0.003 0.001
_____________ S P
mcma | |

0] -0.008 0.003 0.000 | -0.001 0.000 0.000

1] 0.066 0.003 0.001 | 0.011 0.000 0.000
_____________ S S
mchb | |

0] -0.015 0.014 0.000 | 0.077 0.369 0.022

1] 0.127 0.014 0.004 | -0.662 0.369 0.190
_____________ S S P
mcia | |

0] -0.016 0.065 0.001 | 0.060 0.920 0.014

1] 0.391 0.065 0.013 | -1.469 0.920 0.351
_____________ e e
cvac | |

0] -0.031 0.259 0.002 | -0.018 0.089 0.001

1] 0.323 0.259 0.020 | 0.189 0.089 0.013
_____________ e e
sat | |

(O | 0.216 0.973 0.070 | 0.014 0.004 0.001

1] -0.446 0.973 0.144 | -0.029 0.004 0.001
_____________ e e
b2 | |

(O | 0.040 0.027 | -0.017 0.005

1] -0.118 0.097 | 0.051 0.018
_____________ e
a | |

0] -0.071 0.090 | 0.026 0.012

1] 0.169 0.191 | -0.061 0.025
_____________ e e e e ——————————————
d | |

(O} | 0.116 0.237 | -0.011 0.002

1] -0.264 0.474 | 0.026 0.005
_____________ e S
bl | |

0] -0.071 0.107 | 0.003 0.000

1] 0.408 0.513 | -0.018 0.001

supplementary variables: b2 a d bl




Anélisis de correspondencia multiple sobre los datos de los 112 aislamientos pertenecientes a

la coleccion de embarazadas (CE)

. mca iroa-sat, supplementary(b2 a d bl) method(joint) normalize(principal)

dimensions(3)

Multiple/Joint correspondence analysis

Method: Joint (JCA)

Number of obs = 112
Total inertia = _1447989
Number of axes = 3
principal cumul

inertia percent percent

-0986846 68.15 68.15

-0296051 20.45 88.60

-0132692 9.16 97.76

-1447989 100.00

Statistics for column categories in principal normalization

Categories

iroa

0

1
sfaa

0

1
irobd

0

1
iuta

0

1
fyua

0

1
cnf

0

1
neu

0]

1
kpsm

0

1
ihai

0

1
clbb

0

1
drad

0

1
hly

e - —— — e — — — e —— — o ——— o — —— e —— — o —— — e —— — o ——— o —— — e —— — | ——

overall
mass quality %inert
0.046 0.988 0.018
0.010 0.988 0.085
0.046 0.999 0.020
0.009 0.999 0.097
0.051 0.991 0.003
0.004 0.991 0.037
0.023 0.952 0.024
0.032 0.952 0.017
0.017 0.937 0.024
0.039 0.937 0.010
0.049 0.993 0.011
0.007 0.993 0.075
0.047 0.777 0.002
0.009 0.777 0.012
0.023 0.962 0.026
0.033 0.962 0.018
0.026 0.961 0.022
0.030 0.961 0.019
0.046 0.998 0.018
0.010 0.998 0.083
0.047 0.644 0.002
0.009 0.644 0.008
0.045 0.998 0.016

e - — —— e — — — e —— — e ——— e — —— e —— — o —— — e —— — - ——— o —— — e —— — | ——

dimension_1

coord sqcorr contrib
0.240 0.987 0.027
-1.105 0.987 0.123
0.249 0.996 0.029
-1.217 0.996 0.142
-0.027 0.078 0.000
0.306 0.078 0.004
-0.111 0.082 0.003
0.080 0.082 0.002
0.302 0.451 0.016
-0.132 0.451 0.007
0.176 0.963 0.015
-1.229 0.963 0.106
-0.006 0.005 0.000
0.031 0.005 0.000
0.263 0.419 0.016
-0.183 0.419 0.011
-0.083 0.057 0.002
0.072 0.057 0.002
0.239 0.992 0.026
-1.097 0.992 0.121
-0.044 0.394 0.001
0.230 0.394 0.005
0.227 0.996 0.024




1] 0.010 0.998 0.070 | -0.986 0.996 0.103
_____________ e e ———_———————————————————————————
pap | |

01 0.035 0.970 0.018 | 0.202 0.543 0.015

1] 0.020 0.970 0.032 | -0.350 0.543 0.025
_____________ e e ———_—————————————————————————
mcma | |

01 0.046 0.990 0.016 | 0.222 0.988 0.023

1] 0.009 0.990 0.078 | -1.089 0.988 0.113
_____________ e e e e ————————————————————————————— e
mchb | |

01 0.046 0.994 0.009 | 0.115 0.462 0.006

1] 0.010 0.994 0.042 | -0.530 0.462 0.028
_____________ e e e e —————————————————————————
mcia | |

0] 0.052 0.980 0.003 | -0.022 0.066 0.000

1] 0.004 0.980 0.035 | 0.291 0.066 0.003
_____________ S S
cvac | |

0] 0.055 0.110 0.000 | -0.000 0.005 0.000

1] 0.000 0.110 0.002 | 0.054 0.005 0.000
_____________ e SR
sat | |

0] 0.036 0.994 0.017 | -0.052 0.039 0.001

1] 0.020 0.994 0.031 | 0.094 0.039 0.002
_____________ e S
b2 | |

0] 0.696 1.135 0.297 | 0.262 1.109

1] 0.304 3.071 0.251 | -0.600 3.002
_____________ e S
a | |

0] 0.741 0.327 0.259 | -0.106 0.223

1] 0.259 0.792 0.306 | 0.304 0.540
_____________ S SR
d | |

0| 0.688 0.446 0.254 | -0.097 0.176

1] 0.313 0.800 0.311 | 0.213 0.316
_____________ S S
bl | |

0] 0.875 0.135 0.263 | -0.042 0.041

1] 0.125 0.760 0.325 | 0.294 0.229

| dimension_2 | dimension_3
Categories | coord sgcorr contrib | coord sqcorr contrib
_____________ e
iroa | |

0] -0.007 0.001 0.000 | 0.003 0.000 0.000

1] 0.034 0.001 0.000 | -0.015 0.000 0.000
_____________ e
sfaa | |

0] -0.014 0.003 0.000 | 0.001 0.000 0.000

1] 0.069 0.003 0.002 | -0.006 0.000 0.000
_____________ e e
irobd | |

0] -0.050 0.275 0.004 | 0.076 0.638 0.022

1] 0.574 0.275 0.050 | -0.875 0.638 0.257
_____________ e e ———_————————————————————————————
iuta | |

01 0.333 0.747 0.087 | 0.135 0.122 0.032

1] -0.241 0.747 0.063 | -0.098 0.122 0.023
_____________ e e ———_———————————————————————————
fyua | |

01 0.313 0.485 0.056 | 0.013 0.001 0.000

1] -0.136 0.485 0.024 | -0.005 0.001 0.000
_____________ e e e ———————————————————————————
cnf | |

0] -0.026 0.022 0.001 | -0.016 0.008 0.001

1] 0.185 0.022 0.008 | 0.113 0.008 0.007
_____________ e e ———_————————————————————————————

I I




| - |
1] -0.385 0.769 0.045 | -0.023 0.003 0.000
_____________ S
kpsm | |
(O | 0.299 0.542 0.069 | 0.003 0.000 0.000
1] -0.208 0.542 0.048 | -0.002 0.000 0.000
_____________ e
ihai | |
(O | 0.291 0.702 0.074 | 0.157 0.203 0.048
1] -0.252 0.702 0.064 | -0.136 0.203 0.041
_____________ e
clbb | |
0] -0.016 0.004 0.000 | -0.007 0.001 0.000
1] 0.073 0.004 0.002 | 0.031 0.001 0.001
_____________ e S
drad | |
(O | 0.029 0.174 0.001 | -0.020 0.077 0.001
1] -0.153 0.174 0.007 | 0.102 0.077 0.007
_____________ e SR
hly | |
(O | 0.008 0.001 0.000 | 0.003 0.000 0.000
1] -0.033 0.001 0.000 | -0.012 0.000 0.000
_____________ S
pap | |
(O | 0.173 0.397 0.036 | 0.047 0.029 0.006
1] -0.299 0.397 0.062 | -0.082 0.029 0.010
_____________ S S
mcma | |
0] -0.008 0.001 0.000 | 0.006 0.001 0.000
1] 0.041 0.001 0.001 | -0.030 0.001 0.001
_____________ e e
mchb | |
0] -0.051 0.089 0.004 | 0.113 0.443 0.044
1] 0.233 0.089 0.018 | -0.519 0.443 0.201
_____________ S S
mcia | |
0] -0.043 0.237 0.003 | 0.072 0.678 0.020
1] 0.553 0.237 0.041 | -0.935 0.678 0.262
_____________ S S
cvac | |
0] -0.002 0.056 0.000 | -0.002 0.050 0.000
1] 0.187 0.056 0.001 | 0.176 0.050 0.001
_____________ S S
sat | |
(O] | 0.255 0.930 0.079 | 0.042 0.025 0.005
1] -0.459 0.930 0.141 ] -0.076 0.025 0.009
_____________ S S
b2 | |
(O] | 0.037 0.022 | -0.014 0.003
1] -0.085 0.060 | 0.032 0.009
_____________ S S P
a | |
0] -0.071 0.099 | 0.017 0.006
1] 0.202 0.238 | -0.048 0.013
_____________ e
d | |
(O | 0.120 0.267 | -0.012 0.003
1] -0.263 0.480 | 0.025 0.005
_____________ e e e e ———————————————
bl | |
0] -0.064 0.093 | 0.006 0.001
1] 0.445 0.526 | -0.042 0.005

supplementary variables: b2 a d bl




Analisis de correspondencia multiple sobre los datos de los 118 aislamientos pertenecientes a

la coleccidén de nifios (CN)

. mca iroa-sat, supplementary(b2 a d bl) method(joint) normalize(principal)

dimensions(3)

Multiple/Joint correspondence analysis

Method: Joint (JCA)

Number of obs = 118
Total inertia = .0977939
Number of axes = 3
principal cumul

inertia percent percent

-056299 57.57 57.57

-0246122 25.17 82.74

-0091703 9.38 92.11

-0977939 100.00

Statistics for column categories in principal normalization

Categories

iroa

0

1
sfaa

0

1
irobd

0

1
1uta

0

1
fyua

0

1
cnf

0

1
neu

0

1
kpsm

0

1
ihai

0

1
clbb

0

1
drad

—— e ——— ] —— — o —— — o —— — o ——— o — —— o — — — o ——— e — — — - ——— o ——

overall
mass quality %inert
0.043 0.673 0.011
0.012 0.673 0.040
0.053 0.992 0.005
0.002 0.992 0.108
0.055 0.967 0.001
0.001 0.967 0.029
0.017 0.826 0.023
0.038 0.826 0.011
0.022 0.921 0.025
0.033 0.921 0.017
0.055 0.980 0.001
0.001 0.980 0.055
0.053 0.237 0.000
0.003 0.237 0.009
0.032 0.947 0.020
0.024 0.947 0.027
0.030 0.980 0.031
0.026 0.980 0.035
0.054 0.993 0.005
0.002 0.993 0.132
0.042 0.724 0.006

—— e ——— e ——— o ——— e —— — o ——— e ——— e — —— o ——— e — —— - ——— o ——

dimension_1

coord sqcorr contrib
-0.078 0.243 0.005
0.277 0.243 0.017
-0.093 0.972 0.008
2.092 0.972 0.183
-0.003 0.011 0.000
0.183 0.011 0.001
-0.002 0.000 0.000
0.001 0.000 0.000
-0.147 0.196 0.008
0.097 0.196 0.006
-0.040 0.956 0.002
2.340 0.956 0.092
-0.008 0.078 0.000
0.154 0.078 0.001
-0.123 0.239 0.008
0.162 0.239 0.011
-0.098 0.094 0.005
0.112 0.094 0.006
-0.091 0.980 0.008
2.588 0.980 0.224
0.029 0.062 0.001




1] 0.013 0.724 0.019 | -0.093 0.062 0.002
_____________ e e ———_————————————————————————————
hly | |

01 0.053 0.958 0.002 | -0.059 0.899 0.003

1] 0.003 0.958 0.039 | 1.108 0.899 0.062
_____________ e e ———_————————————————————————————
pap | |

01 0.048 0.869 0.007 | -0.102 0.763 0.009

1] 0.008 0.869 0.039 | 0.605 0.763 0.052
_____________ e e —————————————————————————————
mcma | |

01 0.053 0.984 0.004 | -0.088 0.952 0.007

1] 0.003 0.984 0.083 | 1.650 0.952 0.137
_____________ e e ——————————————————————————————
mchb | |

01 0.054 0.993 0.003 | -0.069 0.861 0.005

1] 0.002 0.993 0.086 | 1.959 0.861 0.128
_____________ S U
mcia | |

01 0.055 0.980 0.000 | -0.004 0.018 0.000

1] 0.000 0.980 0.046 | 0.411 0.018 0.001
_____________ S S
cvac | |

01 0.047 0.494 0.006 | 0.019 0.030 0.000

1] 0.009 0.494 0.030 | -0.100 0.030 0.002
_____________ S S
sat | |

(O] | 0.039 0.946 0.014 | -0.057 0.096 0.002

1] 0.016 0.946 0.032 | 0.135 0.096 0.005
_____________ S S
b2 | |

(O | 0.797 0.204 0.451 ] -0.099 0.176

1] 0.203 0.880 0.411 | 0.387 0.758
_____________ S S
a | |

01 0.669 0.169 0.435 | 0.064 0.064

1] 0.331 0.324 0.459 | -0.129 0.123
_____________ S Sy
d | |

(O | 0.703 0.222 0.438 | 0.016 0.004

1] 0.297 0.495 0.465 | -0.037 0.009
_____________ S S
bl | |

(O | 0.831 0.134 0.436 | 0.030 0.018

1] 0.169 0.569 0.501 | -0.147 0.075

| dimension_2 | dimension_3
Categories | coord sgcorr contrib | coord sqcorr contrib
_____________ e
iroa | |

(O | 0.101 0.406 0.018 | -0.025 0.024 0.003

1] -0.359 0.406 0.064 | 0.088 0.024 0.010
_____________ e
sfaa | |

(O | 0.012 0.015 0.000 | -0.006 0.005 0.000

1] -0.262 0.015 0.007 | 0.144 0.005 0.005
_____________ e e
irobd | |

0] -0.003 0.008 0.000 | 0.029 0.949 0.005

1] 0.153 0.008 0.001 ] -1.695 0.949 0.295
_____________ e e ———_————————————————————————————
iuta | |

0] -0.327 0.825 0.076 | 0.010 0.001 0.000

1] 0.149 0.825 0.035 | -0.004 0.001 0.000
_____________ e e e e ——————————————————————————
fyua | |

0] -0.274 0.679 0.067 | -0.071 0.046 0.012

1] 0.181 0.679 0.045 | 0.047 0.046 0.008
_____________ e e ———_————————————————————————————

| |




| |
1] | 0.227 0.009 0.005
_____________ S
neu | |
0] -0.008 0.074 0.000 | -0.009 0.085 0.000
1] 0.149 0.074 0.003 | 0.160 0.085 0.008
_____________ e e e e —————————————————
kpsm | |
0] -0.209 0.688 0.056 | -0.035 0.020 0.004
1] 0.274 0.688 0.073 | 0.046 0.020 0.006
_____________ S
ihai | |
0] -0.298 0.871 0.107 | 0.038 0.014 0.005
1] 0.341 0.871 0.122 | -0.044 0.014 0.005
_____________ S
clbb | |
(O | 0.010 0.011 0.000 | -0.004 0.002 0.000
1] -0.275 0.011 0.006 | 0.118 0.002 0.003
_____________ S S
drad | |
0] -0.094 0.656 0.015 ] -0.009 0.006 0.000
1] 0.303 0.656 0.049 | 0.030 0.006 0.001
_____________ S S P
hly | |
(O | 0.015 0.057 0.000 | -0.002 0.001 0.000
1] -0.280 0.057 0.009 | 0.041 0.001 0.001
_____________ e e
pap | |
0] -0.034 0.087 0.002 | -0.016 0.019 0.001
1] 0.204 0.087 0.014 | 0.095 0.019 0.008
_____________ e e
mcma | |
(O | 0.016 0.030 0.001 | -0.004 0.002 0.000
1] -0.295 0.030 0.010 | 0.072 0.002 0.002
_____________ S S U
mchb | |
(O} | 0.003 0.002 0.000 | 0.027 0.129 0.004
1] -0.097 0.002 0.001 | -0.759 0.129 0.118
_____________ S S P
mcia | |
(O | 0.000 0.000 0.000 | 0.026 0.962 0.004
1] -0.005 0.000 0.000 | -3.030 0.962 0.471
_____________ e e
cvac | |
(O] | 0.074 0.442 0.010 | -0.016 0.022 0.001
1] -0.383 0.442 0.053 | 0.086 0.022 0.007
_____________ S S
sat | |
0] -0.169 0.841 0.046 | -0.018 0.009 0.001
1] 0.402 0.841 0.108 | 0.042 0.009 0.003
_____________ S S P
b2 | |
0] -0.034 0.021 | -0.020 0.007
1] 0.134 0.091 | 0.078 0.031
_____________ e e e e e ———————————————
a | |
(O | 0.063 0.062 | 0.052 0.043
1] -0.127 0.119 | -0.106 0.082
_____________ e e e e ————————————————
d | |
0] -0.112 0.206 | -0.027 0.012
1] 0.265 0.460 | 0.063 0.026
_____________ e
bl | |
(O | 0.077 0.116 | -0.000 0.000
1] -0.378 0.494 | 0.001 0.000

supplementary variables: b2 a d bl
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