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La prevalencia y la epidemiologia molecular de cepas de E. coli productoras de B-lactamasas de
espectro extendido (ECBLEE) esta cambiando rapidamente. En los ultimos afos, la produccién de
BLEE en E. coli se ha incrementado significativamente debido especialmente a la expansién de las
enzimas de tipo CTX-M. La pandemia actual es debida en gran medida a clones exitosos de alto
riesgo, entre los que destaca el grupo clonal ST131 asociado a la produccién de CTX-M-15. El éxito
de las cepas del grupo clonal ST131 se podria explicar por la adquisicidon de genes de virulencia 'y
de resistencia a antibioticos, por la enorme diversidad genética que presentan y por su capacidad
de colonizacién a nivel intestinal. Sin embargo, se desconoce si todas las variantes/linajes/subclo-
nes de este grupo clonal emergente poseen el mismo grado de virulencia y de capacidad expansi-
va. La presente tesis doctoral comprende tres estudios (Dahbi G, Mora A et al. 2013 Int J Antimicrob
Agents 42:347-351; Dahbi G, Mora A et al. 2014 Int J Med Microbiol 304:1247-1257; Mora A, Dahbi
G et al. 2014 PLOS One 9(1):e87025) realizados con los siguientes obijetivos:

(A) Evaluar la prevalencia real del grupo clonal ST131 identificando todas sus variantes cono-
cidas.

(B) Caracterizar y comparar los diferentes subclones del grupo clonal ST131, determinando
sus serotipos O:H, genes de virulencia, perfiles de PFGE, secuencias tipo del esquema del
Instituto Pasteur, alelos fimH y sus resistencias.

(C) Estudiar la virulencia in vivo de las cepas ST131 pertenecientes a los diferentes subclones
empleando un modelo de sepsis murino.

De los resultados obtenidos se deducen las siguientes conclusiones:

(1) Es evidente que en el aumento de prevalencia de cepas ECBLEE registrado en el Hospital
Universitario Lucus Augusti en los ultimos afios estéa implicado el grupo clonal ST13, ya que
mas del 50% de las cepas productoras de BLEE aisladas en el afio 2012 eran ST131. Este
hecho coincide con lo que esta sucediendo en otros hospitales espanoles, asi como a nivel
mundial.

(2) Nuestros resultados confirman que las residencias de ancianos son un reservorio impor-
tante de cepas ECBLEE ST131.

(8) También se confirma que las cepas ST131 productoras de BLEE poseen muchos mas ge-
nes de virulencia que las productoras de BLEE que no pertenecen a dicho grupo clonal.

(4) La diversidad genética de las cepas del grupo clonal ST131 es extraordinaria y continuan
emergiendo nuevas cepas con diferentes combinaciones de genes de virulencia.



(5) El subclén H30 esta ampliamente expandido en Espafa, siendo el predominante entre las
cepas 0O25b:H4. Por otra parte, el subclén H30-Rx es el predominante entre las cepas pro-
ductoras de CTX-M-15.

(6) Las cepas H30-Rx portan mas genes de virulencia que las cepas H30 que no pertenecen
al subclon H30-Rx. Por lo tanto, las cepas ST131 que estan mas ampliamente expandidas en
Espafa y a nivel mundial son las que poseen mas genes de virulencia y mas resistencias.

(7) Como pasa en otros paises, en Espafa el subcléon O16:H5-ST131-H41 esta mucho me-
nos expandido y la mayoria de las cepas pertenecen a la secuencia tipo del Instituto Pasteur
PST506 y procucen CTX-M-14.

(8) Las cepas del subclon O16:H5-ST131-H41 poseen muchos menos genes de virulencia que
las cepas 025b:H4-ST131 y presentan distintos virotipos.

(9) Las cepas del subclon O16:H5-ST131-H41 presentan una notable diversidad genética y
poseen perfiles de PFGE-Xbal distintos de las cepas O25b:H4-ST131.

(10) El analisis de los perfiles de PEFGE-Xbal se traduce en dendrogramas con clusters especi-
ficos de cepas pertenecientes a los diferente subclones (H30, H30-Rx, H22, H41) y virotipos,
lo que apoya un claro componente filogenético en el origen de los virotipos.

(11) Tanto las cepas 025b:H4-ST131 como las O16:H5-ST131 presentan un alto nivel de viru-
lencia in vivo en el modelo de sepsis murino.

(12) Si consideramos que las cepas mas virulentas son las que presentan una rapida letali-
dad en el modelo murino de sepsis, se concluye que las cepas 0O25b:H4-ST131 del subclén
H30-Rx y especialmente las del virotipo A serian las mas virulentas, estando dicha virulencia
temprana asociada con significacion estadistica a los genes de virulencia afaFM955459, sat
y kpsMlI-K2.



Resumo

A prevalencia e a epidemioloxia molecular das cepas de E. coli produtoras de -lactamasas de
espectro estendido (ECBLEE) esta a cambiar de xeito rapido. Nos ultimos anos, a producion de
BLEE en E. coli incrementouse de forma significatiba, debido dun xeito especial a expansion das
enzimas tipo CTX-M. A pandemia actual é debida en boa medida a clons exitosos de alto risco,
entre os que destaca o grupo clonal ST131 asociado & producién de CTX-M-15. O éxito das ce-
pas do grupo clonal ST131 poderiase explicar pola adquisicion de xenes de virulencia e de resis-
tencia a antibidticos, pola enorme diversidade xenética que presentan e pola sua capacidade de
colonizacion a nivel intestinal. Non obstante, descofiecese se todas as variantes/linaxes/subcléons
deste grupo clonal emerxente posuen o mesmo grao de virulencia e de capacidade expansiva. A
ptresente tese doutoral inclue tres estudos (Dahbi G, Mora A et al. 2013 Int J Antimicrob Agents 42:
347-351; Dahbi G, Mora A et al. 2014 Int J Med Microbiol 304: 1247-1257; Mora A, Dahbi G et al.,
2014 PLoS ONE 9(1):e87025) realizados cos seguintes obxectivos:

(A) Avaliar a prevalencia real do grupo clonal ST131 identificando todas as suas variantes co-
Aecidas.

(B) Caracterizar e comparar os diferentes subclons do grupo clonal ST131, determinando os
seus serotipos O:H, xenes de virulencia, perfis de PFGE, secuencias tipo do esquema do Ins-
tituto Pasteur, alelos fimH e as suas resistencias.

(C) Estudiar a virulencia in vivo das cepas ST131 pertencentes aos diferentes subcléns empre-
gando un modelo de sepse murino.

Dos resultados obtidos deducense as seguintes conclusions:

(1) E evidente que no aumento de prevalencia de cepas ECBLEE rexistrada no Hospital Uni-
versitario Lucus Augusti nos ultimos anos esta implicado o grupo clonal ST131 xa que mais
do 50% das cepas productoras de BLEE illadas no ano 2012 eran ST131.Este feito coincide
co que esta a suceder noutros hospitais espafnois,asi como a nivel mundial.

(2) Os nosos resultados confirman que as residencias de ancians son un reservorio importante
de cepas ECBLEE ST131.

(8) Tamén confirmase que as cepas ST131 productoras de BLEE posuen moitos mais xenes
de virulencia que as productoras de BLEE que non pertencen ao devandito grupo clonal.

(4) A diversidade xenética das cepas do grupo clonal ST131 € extraordinaria e estan a emerxer
novas cepas con diferentes combinacidns de xenes de virulencia.

(5) O subclon H30 esta ampliamente expandido en Espafa sendo o predominante entre as
cepas O25b:H4. Por outra banda banda, o sucléon H30-Rx é o predominante entre as cepas
productoras de CTX-M-15.



(6) As cepas H30-Rx posuen mais xenes de virulencia que as cepas H30 que non pertencen
ao subclon H30-Rx. Polo tanto, as cepas ST131 que estan mais amplamente expandidas en
Espafa e a nivel mundial son as que posuen mais xenes de virulencia e mais resistencias.

(7) Como pasa noutros paises, en Espana o subcléon O16:H5-ST131-H41 estd moito menos
expandido e a maioria das cepas pertencen a secuencia tipo do Instituto Pasteur PST506 e
producen CTX-M-14.

(8) As cepas do subclén O16:H5-ST131-H41 posuen moitos menos xenes de virulencia que
as cepas 025b:H4-ST131 e presentan distintos virotipos.

(9) As cepas do subclon O16:H5-ST131-H41 presentan unha notable diversidade xenética e
posuen perfis de PFGE-Xbal distintos das cepas O25b:H4-ST131.

(10) O analise dos perfis de PFGE-Xbal traducese en dendrogramas con clusters especificos
de cepas pertencentes aos diferentes subcléns (H30, H30-Rx, H22, H41) e virotipos, o que
apoia un claro componente filoxenético na orixe dos virotipos.

(11) Tanto as cepas 025b:H4-ST131 como as O16:H5-ST131 presentan un alto nivel de viru-
lencia in vivo no modelo de sepsis murino.

(12) Se consideramos que as cepas mais virulentas son as que presentan unha rapida letali-
dade no modelo murino de sepsis, concluese que as cepas 025b:H4-ST131 do subclén H30-
Rx e especialmente as do virotipo A serian as mais virulentas, estando a devandita virulencia
tempera asociada con significacion estatistica aos xenes de virulencia afaFM955459, sat e
kpsMII-K2.



Summary

The prevalence and molecular epidemiology of extended-spectrum B-lactamase-producing E.
coli strains (ESBLEC) are changing rapidly. In the last years, the production of ESBL in E. coli has
increased significantly especially due to the expansion of the CTX-M enzymes. The current pande-
mic is due mainly to the success of high-risk clones, being the ST131 the most notable associated
with the production of CTX-M-15 enzyme. The successful of the clonal group ST131 may be explai-
ned by the acquisition of virulence and resistance genes, by its enormous genetic diversity, and its
capacity to colonize the intestine. However, it is unknown if all variants/lineages/subclones of this
emerging clonal group possess the same level of virulence and ability to spread. The present doc-
toral thesis includes three studies (Dahbi G, Mora A et al. 2013 Int J Antimicrob Agents 42:347-351;
Dahbi G, Mora A et al. 2014 Int J Med Microbiol 304:1247-1257; Mora A, Dahbi G et al. 2014 PLOS
One 9(1):e87025) with the following aims:

(A) To assess the real prevalence of clonal group ST131 identifying all its variants.

(B) To characterize and compare the different ST131 subclones, determining their O:H sero-
types, virulence genes, PFGE profiles, sequence types by the Institut Pasteur scheme, fimH
alleles and their resistances.

(C) To study the in vivo virulence of the strains ST131 belonging to different subclones using a
murine sepsis model.

Of the results obtained, we concluded:

(1) The clonal group ST131 is clearly implicated in the increasing prevalence of ESBLEC detec-
ted in the Hospital Universitario Lucus Augusti since more than 50% of the ESBL producing
strains isolated in 2012 belonged to ST131. This fact has also been reported in other Spanish
hospitals and worldwide.

(2) Our results confirm that the nursing homes are an important reservoir of ESBLEC strains.
(8) Our resolts also confirm that the ST131 strains producing ESBL carry more virulence genes
than non-ST131 strains producing ESBL.

(4) The genetic diversity of ST131 clonal group strains is extraordinary and new strains conti-
nue to emerge with different combinations of virulence genes.

(5) The H30 subclone is widely spread in Spain, being predominant among O25b:H4 strains.
On the other hand, H30-Rx sublineage is predominant among strains producing CTX-M-15.
(6) H30-Rx strains carry virulence genes than H30 strains that do not belong to H30-Rx sub-
clone. Therefore, the ST131 strains more widely spread in Spain and worldwide are those
possessing more virulence and resistance genes.



(7) In Spain, like in other countries, the O16:H5-ST131-H41 subclone is less spread, and most
strains belong to the sequence type PST506 according to the Institut Pasteur scheme and
produce CTX-M-14.

(8) Strains belonging to the subclone O16:H5-ST131-H41 show fewer virulence genes than
025b:H4-ST131 strains and also different virotypes.

(9) The O16:H5-ST131-H41 strains show a remarkable genetic diversity and possess different
PFGE-Xbal profiles from those of O25b:H4-ST131 strains.

(10) The analysis of PFGE-Xbal profiles reveals a dendrogram with different clusters which
gruop strains belonging to the same subclone (H30, H30-Rx, H22, and H41) and virotype. This
fact supports a clear phylogenetic component in the origin of virotypes.

(11) Both O25b:H4-ST131 and O16:H5-ST131 strains show a high virulence level in the in vivo
sepsis murine model.

(12) If the most virulent strains are those showing rapid lethality in the in vivo murine model of
sepsis, 025b:H4-ST131 H30-Rx strains (especially of virotype A) would be the most virulent,
being the rapid virulence significantly associated with the virulence genes afaFM955459, sat
and kpsMlI-K2.



aracteristicas generales de Escherichia coli

Escherichia coli, también llamado colibacilo, fue descubierto en 1885 por el pediatra aleman
Theodor Von Escherich (Escherich, 1885) tras aislarlo de las heces de un nifio sano. Pertenece a
la familia Enterobacteriaceae (Ewing, 1986), y es un bacilo gram-negativo, anaerobio facultativo,
oxidasa negativo que puede presentar capsula, capaz de fermentar glucosa y lactosa y las cepas
moviles poseen flagelacién peritrica (Ewing, 1986; Blanco et al. 2002; Kaper et al. 2004; Beutin,
2006; Bettelheim, 2007). Es quizas el organismo procariota mas estudiado debido a su tempra-
no descubrimiento, a su facilidad de crecimiento (una division celular cada 20 minutos a 37°C en
un medio nutritivo), a su importante significado clinico y a su gran diversidad genética. Su buen
comportamiento ha hecho de este germen un candidato ideal para los experimentos de genética y
biologia molecular.

E. coli es una especie comun de la microbiota intestinal. Su establecimiento en el sistema diges-
tivo se produce desde el tracto urogenital de la madre en el momento del parto y desde el medio
ambiente durante las primeras horas y dias de vida. Los primeros microorganismos en colonizar el
intestino de los recién nacidos son bacterias anaerobias facultativas, tales como enterobacterias y
estreptococos, seguido de bacterias pertenecientes a los géneros Staphylococcus, Enterococcus
y Lactobacillus. La reduccion del oxigeno generado por el crecimiento de estas bacterias permite a
las bacterias anaerobias, tales como Bifidobacterium, Bacteroides y Clostridium, establecerse en el
tracto intestinal (Figura 1) (Schulze et al. 2006).

La presencia de E. coli, junto con otras bacterias, en el intestino, es necesaria para el correcto
funcionamiento del proceso digestivo. Realiza diferentes funciones de caracter fisioldgico benefi-
ciosas para el hospedador, tales como la ayuda en la absorcidn de nutrientes, su papel en la sinte-
sis de la vitaminas Ky B, el procesamiento de los residuos alimenticios, el constante estimulo de la
respuesta inmune en el hospedador y la inhibicidn competitiva que ejerce sobre el crecimiento de
todo tipo de enteropatdgenos (Kruis et al. 2004).

En un adulto, E. coli representa aproximadamente el 0,1% de la microbiota intestinal y el 80% de
la microbiota anaerobia facultativa. Esta presente en cantidades variables a lo largo de la cavidad
oral y el tracto gastrointestinal con una ubicacién sustancial en las partes distales del tubo digestivo
(Figura 2) (Schulze et al. 2006; Tenaillon et al. 2010).
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Existe una sucesion continua de las cepas de E. coli en el tracto intestinal. Mientras algunas estan
presentes y persisten en la flora durante varios meses, otras nos colonizan de manera transitoria
y sélo son detectadas durante algunos dias (Nowrouzian et al. 2003). Sin embargo, se han docu-
mentado la presencia de cinco biotipos en las heces de personas sanas al mismo tiempo, lo que
indica la diversidad dentro de las cepas de E. coli pertenecientes a la microbiota intestinal (Apper-

loo-Renkema et al. 1990).
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E. coli es la especie predominante de la microbiota aerobia y anaerobia facultativa del tubo di-
gestivo de la mayoria de los animales de sangre caliente. Al tratarse de una bacteria intestinal, se
excreta diariamente con las heces de manera abundante. Las heces de un ser humano contienen
entre 10% y 10° E. coli /g. Como la masa fecal media de una deposcicién es de unos 200 gramos,
esta masa contendra 2 x 10" - 10' E.coli. Por tanto, la poblacién humana excreta diariamente so-
bre 102° — 10?' E. coli al medio ambiente, una cantidad que se ve incrementada por las excreciones
de los animales. Se estima que aproximadamente el 90% de estos E. coli sobreviven, al menos
inicialmente, porque en la mayor parte del mundo los sistemas de alcantarillado no se tratan ade-
cuadamente. Es una bacteria de amplia distribucion, pudiéndose encontrar en el medio ambiente,
el agua y los alimentos, de ahi que su aislamiento sea un indicador de contaminacién fecal reciente
(Hartl y Dykhuizen, 1984; Gordon y Cowling, 2003).

lasificacion serologica

Inicialmente, la clasificacion o la diferenciacién entre las cepas de E. coli se hacia mediante la
determinacién del biotipo, basado en pruebas bioquimicas como la capacidad de fermentar o no
ciertos carbohidratos, pero este método no permitia diferenciar las cepas patdgenas de las inocuas
por su bajo nivel discriminatorio.

En 1947 Kauffman propone una forma de diferenciar las cepas de E. coli en base a sus principa-
les antigenos de superficie determinando: los antigenos somaticos O, capsulares Ky flagelares H
(Figura 3).

El esquema de clasificacion inicialmente propuesto por Kauffman incluia 20 antigenos O, 55
antigenos Ky 20 antigenos H. En la actualidad el esquema internacional de tipado reconoce 174
antigenos O (O1 a O185) (eliminando los antigenos 031, 047, 067, O72, 093, 094 y O122) y 53 an-
tigenos H (H1 a H56) (eliminados los H13, H22 y H50) y mas de 103 antigenos K. La determinacién
de los antigenos O y H se realiza por técnicas de aglutinacion, mientras que la identificacién del
antigeno K se realiza por contrainmunoelectroforesis. Debido a su complejidad, la determinacion
del antigeno K no suele hacerse de manera rutinaria, por lo que el serotipo se expresa normalmente
con la combinacion O:H.



Figura 3
Esquema en el que se representan los antigenos de superficie (O, K, H y F) y algunos factores de virulencia (Basado en el
original de Johnson , 1991) y fotografia de microscopia electrénica de la bacteria E. coli (LREC-USC).
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Figura 4
Esquema de la estructura de la pared celular de E. coli (tomado de Schulze et al. 2006)



Antigeno O

El antigeno O es un polisacarido termoestable (121°C/2h) que forma parte del lipopolisacarido
(LPS) de la membrana externa de la pared celular. El LPS, conocido también como endotoxina,
consta de tres componentes: (a) el lipido A, que esta insertado en la membrana externa, (b) el poli-
sacarido central y (c) una cadena lateral que contiene un gran numero de unidades repetitivas de 3
a 6 azucares cuya combinacion determina la diversidad del antigeno O (Figura 4).

La biosintesis del antigeno O esta codificada por un cluster de genes denominado el cluster rfb,
que esta generalmente delimitado por los genes gnd y galF. El nUmero de genes que constituye
este cluster puede variar entre 6 y 19, y su tamano de 4,2 a 20 Kb. Dentro del cluster rfb se en-
cuentran los genes que codifican para el antigeno O-flipasa (wzx) y antigeno O-polimerasa (wzy),
responsables de la translocacion a través de la membrana y la polimerizacion del antigeno O res-
pectivamente. Estos genes estan bastante conservados entre las cepas E. coli y son muy especifi-
cos de cada antigeno.

Una limitacion importante para el serotipado es el gran niumero de antisueros necesarios para
determinar el antigeno O, existiendo un reducido nimero de laboratorios nacionales de referencia
que dispongan de todos ellos. Por esta razon, se han desarrollado pruebas de reaccidén en cadena
de la polimerasa (PCR) especificas, basadas en los genes wzx y wzy, que permiten detectar e iden-
tificar los antigenos O mas comunes en cepas implicadas en infecciones graves en seres humanos
y animales. (Debroy et al. 2011, 2005; Clermont et al. 2007; Wang y quinn, 2010; Ballmer et al. 2007;
Dan li et al. 2010).

Antigeno K

El antigeno K es el polisacarido capsular que envuelve la pared celular y su presencia puede en-
mascarar y bloquear el reconocimiento del antigeno O inhibiendo su aglutinacion. Existen dos gru-
pos de antigenos K, que se corresponden con las variedades K (A) y K (L). Los antigenos K (L) son
eliminados al tratarlos a 100°C durante una hora, mientras que los antigenos K (A) requieren una
exposicion a 121°C durante dos horas y media y se asocian solamente a cepas de los serogrupos
08, 09, 020y O101.

Antigeno H

E. coli es una bacteria peritica, es decir tiene flagelos anclados en la membrana que se proyectan
en todas direcciones. Los flagelos son filamentos proteicos, helicoidales, de longitud y diametro
uniforme, responsables de la movilidad de E. coli (Figura 5). Los flagelos se componen de tres par-
tes: el filamento, el gancho y el cuerpo basal. Durante su sintesis, los componentes del flagelo son
capaces de autoensamblarse, sin ayuda de enzimas o de otros factores. La diversidad del antigeno
H es debida a los diferentes tipos de flagelina que componen la estructura del flagelo. El antigeno
H esta codificado por el gen fliC en 43 de las 53 antigenos H conocidos; los 10 restantes estan co-
dificados por otros genes (flkA, flIA, fimA y otros) que no estan muy estudiados.



Las regiones 3’y 5’ (N y C) terminal del gen fliC estan muy conservadas, pero la parte central es
variable lo que confiere especificidad al antigeno H.

Las cepas inmdviles poseen también el gen fliC pero son incapaces de expresar in vitro flagelos
funcionales. Recientes estudios indican que la movilidad y, por lo tanto, la presencia de flagelos,
puede contribuir a la virulencia. En los ultimos afios se han desarrollado técnicas moleculares para
la determinacién del antigeno H en los laboratorios que no disponen de antisueros, como la diges-
tién enzimética del gen fliC (Hhal-RFPL) que permite obtener patrones de digestion especificos de
cada antigeno H, salvo en los casos donde existen varios alelos para el mismo antigeno (como el
H21). Se han puesto a punto también pruebas de PCR basadas en la variabilidad de la region cen-
tral del gen fliC para desarrollar cebadores especificos de algunos antigenos H y también se han
desarrollado microarrays. (Wang et al., 2010; Ballmer et al., 2007).
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Esta forma de clasificacion serologica resulté muy util en los primeros estudios epidemiologicos,
facilitando la diferenciacion entre cepas virulentas e inocuas, ya que aunque existen miles de se-
rotipos O:H diferentes, tan solo algunos son especialmente frecuentes entre las cepas patdégenas
(Guinée et al., 1981; Orskov y Orskov, 1984; Ewing, 1986).

Se puede considerar al serotipado como la primera técnica que ha permitido comparar cepas
asociadas con brotes y realizar una primera aproximacion al estudio de la clonalidad. No obstante,



el serotipo de las cepas no siempre se correlaciona con un origen evolutivo comun o relacionado,
ya que cepas genéticamente separadas pueden presentar el mismo serotipo mientras que otras
genéticamente proximas pueden tener serotipos diferentes. Asi, el desarrollo reciente de las mo-
dernas técnicas de Biologia Molecular, como MLST (multilocus sequence typing), han puesto de
manifiesto que las cepas pertenecientes a una misma secuencia tipo (ST) pueden pertenecer a
diferentes serotipos.

No obstante, dentro de una determinada secuencia tipo predominan normalmente unos pocos
serotipos. Asi, la mayoria de las cepas de E. coli ST131 (grupo filogenético B2) pertenecen al seroti-
po O25b:H4, siendo el serotipo O16:H5 el segundo mas frecuentemente asociado con esta secuen-
cia tipo (Matsumura et al., 2012; Johnson et al., 2014). No obstante, también se han aislado cepas
del serotipo O25b:H4 que presentan la secuencia tipo ST69 (grupo filogenético D) (Colomer-Lluch
etal., 2013).

El serotipado, junto con la determinacion de los factores/genes de virulencia (patotipo), ha per-
mitido identificar los principales seropatotipos responsables de las infecciones en seres humanos
y animales.

Iversidad de las cepas de E. coli

Las diferentes cepas de E. coli pueden clasificarse en tres categorias atendiendo a su patoge-
nicidad: cepas comensales no patégenas, cepas responsables de patologias intestinales y cepas
responsables de patologias extraintestinales (Russo y Johnson, 2000).

El estudio de la diversidad de E. coli comenzd en los afios cuarenta del siglo pasado clasificando
las cepas mediante el biotipado y el serotipado. Posteriormente también se ha utilizado el antibio-
grama especialmente para comparar las cepas clinicas. Milkman (1973) estudio el polimorfismo
proteico de las cepas empleando una técnica llamada MLEE (multilocus enzyme electrophoresis),
una de las primeras herramientas para el estudio de la variacion genética en las poblaciones natura-
les de bacterias. Esta técnica detecta polimorfismos de proteinas similares mediante la separacion
de las iso-enzimas por sus diferencias de migracion electroforética en condiciones no desnaturali-
zantes. La variacion de los perfiles electroforéticos es debida en parte a sustituciones de aminoa-
cidos que influyen en la carga electrostatica de la proteina. Ochman y Selander (1984) aplicaron
esta técnica para el estudio de 35 enzimas sobre una coleccion de cepas de referencia denominada
ECOR. Esta coleccion esta compuesta por 72 cepas patdogenas y comensales aisladas de humanos



y animales de distintos origenes geograficos. Aunque el objetivo de la creacion de esta coleccion
fue representar la diversidad de esta especie, no se incluyeron cepas diarreagénicas. El resultado
de este estudio fue la definicion de seis grandes grupos filogenéticos: A, B1, B2, C, Dy E. En estu-
dios posteriores, donde se amplié el numero de enzimas a 38, y aplicando un analisis informatico

mas robusto, se elimind el grupo C al ser englobado en los grupos B1 y B2 (Figura 6) (Chaudhuri
etal. 2012).

Figura 6
Clasificacion filogenética de las cepas ECOR utilizando MLEE (Chaudhuri et al., 2012)



El grupo A es considerado el mas antiguo y la cepa K12 esté incluida en él. La aplicacion de es-
tudios similares a otras colecciones de cepas, como la coleccion DEC, formada por 78 cepas dia-
rreagénicas, y utilizando diferentes métodos filogenéticos, confirmé la validez de esta clasificacion
y la predominancia de los grupos A, B1, B2 y D.

En el afio 2000, Clermont y colaboradores desarrollaron un método mas sencillo que MLEE para
determinar el grupo filogenético, evaluando la presencia o ausencia de los genes chuA (presente
en los grupos B2 y D, ausente en el grupo D) y yjaA (presente en el grupo B2, ausente en el D) y el
fragmento de ADN TSPE4.C2 (presente en el grupo B1 pero ausente el grupo A). Sin embargo este
meétodo tiene sus limitaciones, puesto que algunas cepas no son clasificables en ninguno de los
grupos propuestos, y existe un margen de error que limita la fiabilidad al 80-85%.

Las cepas comensales se clasifican mayoritariamente dentro de los grupos filogenéticos Ay B1.
La gran mayoria de las cepas patdgenas intestinales pertenecen a los grupos A, B1 y D, mientras
que las cepas patégenas extraintestinales pertenecen principalmente a los grupos B2 y D (Chaud-
huri et al. 2012).

Los resultados del estudio de Rode y colaboradores (1999) sobre el analisis comparativo del
genoma de diferentes cepas de E. coli confirmé los resultados preliminares de Bergthorsson y
Ochman (1998) sobre la coleccion ECOR, revelando la gran variabilidad del tamafo del genoma
que puede oscilar entre 4,5 y 5,5 Mb, siendo las cepas patdégenas las que presentan un genoma
mucho mas grande. Esta variabilidad de tamafio entre cepas es debida principalmente a la adqui-
sicién o pérdida de material genético. Algunas cepas de E. coli fueron adquiriendo a lo largo de la
evolucién un amplio repertorio de genes de virulencia, los cuales a menudo se localizan en elemen-
tos genéticos transmisibles como transposones, plasmidos o bacteriéfagos. Estos genes también
pueden estar agrupados en grandes bloques de ADN llamados islas de patogenicidad (Figura 7).
Ademas de la adquisicion de genes de virulencia mediante elementos transmisibles, la deleccién,
la inactivacién o mutaciones puntuales en genes preexistentes pueden contribuir a la virulencia y/o
cambios fenotipicos (Dobrindt et al. 2010; Schulze et al. 2006).

El analisis de los genomas secuenciados muestra un contenido promedio de G+C en E. coli del
50,8%, aunque un numero importante de genes contiene diferentes proporciones de G+C y un indi-
ce de uso de codones muy diferente al resto del genoma, lo que sugiere que estos genes provienen
de otros linajes bacterianos y fueron adquiridos por transferencia horizontal. Por ejemplo, el 17%
del genoma de la cepa comensal K12 y el 26% de la patdégena ECEH O157:H7 tiene un porcentaje
de G+C distinto del promedio tipico de E. coli (50,8%). Entre estos genes con contenido G+C dife-
rente destacan las llamadas islas de patogenicidad, que son regiones donde se concentran algunos
de los genes de virulencia. Este proceso de transferencia horizontal origina genomas bacterianos
que consisten en mosaicos de genes con diferentes historias evolutivas (Boyd et al. 1996; Sandner
et al. 2001).



Dentro de E. coli existe una gran diversidad genética y ecoldgica, asi como una alta tasa de re-
combinacion e intercambio genético, o que permite generar gran cantidad de genotipos, aunque
esto no suceda en todas las generaciones.

El resultado de estos movimientos genéticos puede dar lugar a una combinacién exitosa que
permita invadir nuevos nichos ambientales o nuevos hospedadores. Estos sucesos generan nuevas
variantes de E. coli que pueden llegar a ser muy competitivas, como por ejemplo las cepas entero-
hemorragicas del serotipo O157:H7. Esto sugiere que la biologia basica de E. coli es mucho mas
compleja e interesante de lo que los estudios clasicos indicaban.
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Figura 7
Evolucion del genoma bacteriano por adquisicion o pérdida de informaciéon genética (figura modificada de Kaper et al.,
2004).
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El genoma de los E. coli se puede dividir en dos partes (Figura 8). La primera parte, llamada
nucleo gendmico (core gene pool), contiene todos los genes comunes de E. coli y proviene de un
mismo ancestro. Estos genes son codificadores de proteinas esenciales en las funciones fisiologi-
cas de la bacteria (proteinas implicadas en la traduccién, el metabolismo, los ribosomas...). La se-
gunda parte, llamada conjunto flexible de genes (flexible gene pool), contiene genes que codifican
para funciones adicionales no esenciales para la vida de la bacteria y que, sin embargo, le confieren
ciertas ventajas; tal es el caso de los genes que codifican para factores de virulencia, adaptacion
a diferentes ambientes, diseminacién, resistencia a los antibiéticos, etc (Hacker y Carniel, 2001;
Tenaillon et al. 2010).
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El proceso evolutivo ha hecho de E. coli una especie muy versatil, capaz de colonizar nuevos
nichos ecolégicos, multiplicarse y producir patologias particulares en animales y seres humanos,
tanto de tipo entérico (diarreas, disenteria, colitis hemorragica (CH), sindrome urémico hemolitico
(SUH) y enfermedad de los edemas) como extraintestinal (infeccion del tracto urinario (ITU), bacte-
riemias o septicemias, meningitis, peritonitis, mastitis, e infecciones pulmonares y de heridas). Sin
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Sin embargo, E. coli puede ser también una especie probidtica. Su utilizacidn como probidtico
comenzo en los afos 1920 por Alfred Nissle (Nissle, 1918) con el aislamiento de la cepa denomina-
da Nissle 1917. Esta cepa se aislé de las heces de un soldado que no desarroll6 diarrea durante la
epidemia de Shigella en la primera guerra mundial. Los estudios demostraron la eficacia de la cepa
Nissle 1917 en casos de enteritis, gastroenteritis, colitis ulcerosa y otras enfermedades inflamato-
rias cronicas (Kruis et al., 2004; Schulze et al. 20006).

coli patégeno intestinal

E.coli provoca en seres humanos del orden de 630 millones de casos de diarrea en el mundo y
aproximadamente 775.000 muertes al ano, afectando fundamentalmente a la poblacion infantil del
tercer mundo. En animales domésticos las colibacilosis son muy frecuentes, incidiendo esencial-
mente en animales de pocos dias de vida y en recién destetados, y ocasionan importantes pérdi-
das econdmicas en las explotaciones de ganado bovino, porcino y ovino, asi como en las de cria
intensiva de conejos.

Los E. coli patdégenos intestinales se han englobado en diferentes grupos o patotipos: E. coli
enteropatogénicos (EPEC), al que pertenecen las cepas en las que por primera vez se reconocio
capacidad patogénica de E. coli en la década de 1930; E. coli enterotoxigénicos (ETEC); E. coli
enteroinvasivos (EIEC); E. coli verotoxigénicos (VTEC), también conocidos como productores de
toxina Shiga (STEC) o enterohemorragicos (EHEC); E. coli enteroagregativos (EAEC o EAggEC); E.
coli con adherencia difusa (DAEC) y E. coli adherentes invasivos (AIEC). Las cepas de estos grupos
presentan mecanismos de patogénesis especificos, serotipos distintos y producen infecciones y
sindromes diferentes (Blanco et al. 1992, 1993, 1996, 1997, 2002, 2004a,b,c; De Rycke et al. 1990;
Holland, 1990; Johnson, 1991; Cid et al. 1996; Nataro y Kaper, 1998; Dho y Fairbrother, 1999; Mora
2002; Kaper et al. 2004; Aidar-Ugrinovich et al. 2007; Zhang et al. 2007; Martinez-Medina et al.
20009).

Para sobrevivir y multiplicarse en el tracto intestinal, las cepas de E. coli deben sobrepasar las
primeras barreras de defensa del hospedador: el movimiento peristaltico del intestino y la barrera
de la microflora comensal. Esta microbiota acapara los nutrientes, produce inhibidores y ocupa la
superficie de la mucosa. Las cepas de E.coli patégenas pueden superar esta barrera gracias a su
capacidad para competir, bajo condiciones de anaerobiosis, por las fuentes de energia, de carbono
y de hierro, de producir bacteriocinas, asi como por un rapido crecimiento.
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Figura 9
Mecanismos de patogénesis de las seis categorias reconocidas de E. coli diarreagénicos (Kaper et al. 2004)

Las cepas de E. coli que causan infecciones entéricas en seres humanos y animales pueden
compartir determinados factores de virulencia pero en general presentan diferentes serotipos y po-
seen adhesinas especificas que son responsables de su especificidad de hospedador. Por lo tanto,
las cepas diarreagénicas de E. coli para seres humanos no suelen producir infecciones en animales
y viceversa. No obstante, se ha comprobado que los animales pueden ser un reservorio de E. coli
enteropatdgenos para las personas. Asi, los E. coli verotoxigénicos (VTEC), que causan CH y SUH
en humanos, forman parte de la microbiota intestinal de los rumiantes donde se comportan, en la
mayor parte de los casos, como comensales.

Actualmente el término patotipo (menos comunmente el de patovar) se emplea para identificar
los diferentes tipos de E. coli en base a sus mecanismos de virulencia. Asi, los principales patotipos
entre E. coli causantes de infecciones entéricas serian: EPEC, ETEC, EIEC, VTEC/STEC/EHEC,
EAEC, DAEC, AIEC (Figura 9).
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coli patdgeno extraintestinal (EXPEC)

Las cepas patdgenas extraintestinales de E. coli (EXPEC) son capaces de causar diferentes infec-
ciones en los seres humanos y animales de sangre caliente. En los seres humanos E. coli es uno de
los principales responsables de infecciones urinarias (E. coli uropatogénicos, UPEC), septicemias
(E. coli bacteriémicos o septicémicos, SEC) y de meningitis en los recién nacidos (E. coli causantes
de meningitis neonatales, NMEC) (Bidet et al. 2007; Blanco et al. 1992a, 1994, 1996; Russo y John-
son, 2000; Johnson y Russo, 2002; Smith et al. 2007). En los animales es de especial relevancia las
elevadas pérdidas econdmicas que padece la industria avicola debido a las colibacilosis por APEC
que causan infecciones respitatorias y sepsis (Blanco et al. 1997a, 1998; Mora et al. 2009, 2012,
2013; Moulin-Schouleur et al. 2006; Schouler et al. 2012). En el ganado bovino E. coli puede causar
mamitis. Los animales de compafia como los perros y gatos también sufren infecciones por cepas
EXPEC que pueden compartir genes de virulencia con cepas causantes de infecciones en seres
humanos (Dho-Moulin y Fairbrother, 1999; Shpigel et al. 2008; Bélanger et al. 2011).

El tracto urinario es un medio protegido de los patégenos por el flujo urinario, por factores an-
tibacterianos secretados por las células epiteliales y por la actividad del sistema inmune. Las in-
fecciones del tracto urinario (ITUs) son infecciones comunes en los seres humanos, afectando
mayoritariamente a las mujeres, siendo E. coli el agente etioldgico mas frecuentemente aislado. Se
estima que cada afno en el mundo tienen lugar unos 130-175 millones de ITUs en seres humanos, y
un 80% de las mismas son causadas por cepas UPEC (también conocidas como ExPEC) (Russo y
Johnson, 2003). Estas ITUs varian en severidad y localizacion y pueden ser incluso asintomaticas.
Las infecciones urinarias empiezan por la entrada de una cepa patégena de E. coli en el tracto uri-
nario, que asciende por la uretra hasta la vejiga donde se desarrolla la primera infeccion (cistitis).
Algunas cepas pueden seguir ascendiendo por los uréteres y llegar al rindn causando pielonefritis,
e incluso pueden atravesar la barrera endotelial y entrar en la circulacién sanguinea provocando
bacteriemias/septicemias/sepsis (Figura 10) (Wiles et al. 2008; Kaper et al. 2004).

Inicialmente se desarrollaron dos teorias para explicar la relacion entre las cepas fecales de E.
coli y las causantes de ITUs: la teoria de la prevalencia y la teoria de la especial patogenicidad. La
primera sostenia que la cepa presente en mayor abundancia en la flora normal intestinal era la que
usualmente causaba las ITUs, mientras que la segunda apoyaba la idea de que sélo determinadas
cepas con factores de virulencia eran capaces de producir infecciones extraintestinales. Los resul-
tados obtenidos en la década de los ochenta y noventa del siglo pasado confirmaron la validez de
la teoria de la especial patogenicidad, ya que se comprobd que estas cepas presentaban una serie
de factores de virulencia que les permiten invadir, colonizar y dafar el tracto urinario. No obstante,



si las defensas del hospedador estan suficientemente disminuidas, incluso cepas con escasos fac-
tores de virulencia presentes en la flora intestinal podrian ser potencialmente virulentas (Blanco et
al. 1991, 1992a; Johnson, 1991; Mora et al. 2009).
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Figura 10
Las diferentes etapas de la infeccion del tracto urinario (Kaper et al., 2004).

E. coli es la primera causa de meningitis bacteriana neonatal dentro de las meningitis causadas
por bacterias gram negativas. La tasa de mortalidad de estas infecciones varia del 15% al 40%, con
secuelas neuroldgicas en aproximadamente el 60% de los casos (Unhanand et al. 1993; Dawson
et al. 1999). La infeccion puede tener lugar a la hora del nacimiento o por transmision a través del
corddon umbilical infectado. El desarrollo de la enfermedad comienza con la colonizacién e invasion
de las mucosas digestivas o respiratorias. A continuacion, las bacterias migran al espacio intravas-
cular donde sobreviven y se multiplican provocando una bacteriemia. A partir de una concentracion
elevada de bacterias en sangre, cruzan la barrera hematoencefdlica e invaden las meninges y el
sistema nervioso central, desencadenando una respuesta inflamatoria que conduce a una dismi-
nucion de la presién intracraneal, a la formacién de edemas y de lesiones neuronales (Figura 11)
(Kim, 2002, 2003, 2008).



Bacterial Meningitis

Figura 11
Meningitis bacteriana. Tomado de http://es.dreamstime.com

Por ultimo, las cepas EXPEC también constituyen una de las principales causas de infecciones sep-
ticémicas nosocomiales en asilos y hospitales (Ron, 2006). Los pacientes de larga duracion pueden
desarrollar neumonia, bacteriemia o prostatitis (Russo y Johnson, 2003). Estas infecciones son mas
dificiles de combatir cuando las cepas implicadas son resistentes a los antibiéticos (Ron, 2006).

Las cepas patdgenas de E. coli poseen diferentes tipos de factores de virulencia que contribuyen
conjuntamente a potenciar su patogenicidad, por lo que se dice que su virulencia bacteriana es un
fendbmeno multifactorial. Las cepas EXPEC estan implicadas en un amplio espectro de enfermeda-
des que se puede asociar con la gran diversidad gendmica que las caracteriza, como por ejemplo,
la presencia de varios factores de virulencia tales como la presencia de varias combinaciones de
adhesinas, distintos sistemas de adquisicion de hierro, produccion de toxinas, mecanismos de
evasion del sistema de defensa del hospedador y otros... Sin embargo, no se puede establecer
una relacion entre algun factor de virulencia extraintestinal concreto y una patologia especifica.
Actualmente se acepta que una cepa posee el estatus EXPEC cuando al menos posee dos de los
siguientes genes de virulencia asociados con infecciones extraintestinales: pap, sfa/foc, afa/dra,
iutA'y knesMT Il (Johnsons et al. 2003). No obstante, en muchos estudios se engloban dentro del
patotipo EXPEC a cualquier tipo de cepa de E. coli aislada de una infeccidn extraintestinal.
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La colonizacion del tracto urinario es un paso esencial en el proceso de la infeccidn, a falta de
unién de la bacteria a las células epiteliales seria expulsada del tracto urinario por la fuerza de la
miccion. Las cepas EXPEC poseen varias adhesinas como la fimbria comun tipo 1, y las P, S y Afa/
Dr.

-La fimbria tipo 1 esta presente en el genoma del 99% de las cepas E. coli (Vigil et al. 2011 a,
b) y esta implicada en la adherencia e invasion de las células de la vejiga.

-La fimbria tipo P es un importante factor de virulencia de las cepas EXPEC, se encuentra pre-
sente en la mayor parte de las cepas aisladas de pacientes con pielonefritis y urosepsis. Esta
fimbria permite a las bacterias fijarse a los receptores celulares y colonizar el epitelio urinario
sin ser arrastradas por la orina (Vigil et al. 2011b).

-La fimbria tipo S ha sido asociada especialmente con cepas causantes de septicemias y me-
ningitis. Muchas cepas uropatogénicas y septicémicas humanas expresan las fimbrias Py S
al mismo tiempo (Spurbeck et. 2011).

-Las adhesinas Afa/Dr, asociadas con cepas causantes de infecciones urinarias y septicemias,
ayudan a las bacterias a evadir la respuesta inmune humoral facilitando asi la invasion de las
células epiteliales (Fang et al. 2004).

Existe una jerarquia en la expresion de las fimbrias P, S y tipo 1. La fimbria tipo 1 se expresa en
las primeras fases del desarrollo de la infeccién que tiene lugar en la vejiga. Sin embargo, deja de
expresarse en el rindn ya que puede entorpecer la adherencia a las células renales, donde se expre-
saran las fimbrias P y S. Este tipo de regulacion jerarquica puede ser esencial para el patégeno, ya
que asegura que solo las fimbrias necesarias implicadas en la adherencia a un tejido determinado
se expresen en su momento dado, y asi limitar la exposicion de los antigenos al sistema inmune, lo
que permite al patdgeno eludir una respuesta de anticuerpos (Lindberg et al. 2008).

Existen muchas mas adhesinas presentes en las cepas EXPEC, pero también proteinas que cum-
plen funciones similares como es el caso de la Tsh (Temperature Sensitive Hemaglutinin). Esta
proteina desempefia un papel de adhesion en las primeras fases de la infeccidn (Kostakioti y Sta-
thopoulos, 2004).

Al papel que desempenan estas adhesinas en el proceso de infeccion, habria que afadir la fun-
cién de los flagelos que juegan un papel muy importante en la colonizacién del tracto urinario. Sin
movilidad, las bacterias tienen menos acceso a los tejidos diana para iniciar la adherencia y dar asi
comienzo a la infeccién.

Las toxinas son factores de patogenicidad muy importantes en las infecciones tanto intestinales
como extraintesinales. Gracias a su accion de destruccién de células del hospedador, la bacteria
puede progresar en su diseminacidn por los tejidos y adquirir nutrientes y otros factores necesarios
durante la infeccion.



-La a-hemolisina (Hly) es una toxina presente en las cepas causantes de infecciones urinarias,
sepsis y oras infecciones extraintestinales. Esta toxina ejerce una actividad citolitica sobre
diferentes tipos de células como eritrocitos, monocitos, células endoteliales y células epitelia-
les tubulares renales. La a-hemolisina contribuye también al suministro de hierro a la bacteria
(Wiles et al. 2008).

-La toxina Sat (Secreted Autotransporter Toxin) esta presente en cepas EXPEC y muy especial-
mente en cepas causantes de pielonefritis. Provoca efectos citopaticos sobre células renales
y de la vejiga (Guyer et al. 2002).

-CDT (Cytolethal Distending Toxin) es una toxina con actividad catalitica asociada con infec-
ciones intestinales y extraintestinales. Se han encontrado al menos cinco variantes en cepas
implicadas en diferentes infecciones. Las variedades CDT-1, CDT-Il y CDT-IV han sido identifi-
cadas en cepas ExXPEC (Dubois et al. 2010).

-E. coli puede producir tres tipos de factores necrosantes citotoxicos (Cytotoxic Necrotizing
Factor): CNF1, CNF2 y CNF3 (De Rycke et al. 1990; Orden et al. 2007). Muchas cepas ExPEC
causantes de ITUs y sepsis en seres humanos producen la variedad CNF1 y producen ade-
mas a-hemolisina (Hly) (Blanco et al. 1990 y 1997).

El hierro es un compuesto esencial para el crecimiento y supervivencia de las bacterias, convir-
tiéndose en uno de los factores que limitan su crecimiento en los tejidos corporales. Esta limitaciéon
se debe, en gran parte, al hecho de que dentro del hospedador casi todo el hierro esta secuestrado
en hemoproteinas o en proteinas quelantes de hierro involucradas en su transporte. Por lo tanto, los
diferentes patdgenos bacterianos, incluyendo E. coli, han desarrollado sistemas para su captacion
que representan importantes factores de virulencia. Estos sistemas se basan en el uso de molécu-
las con alta afinidad por el hierro (sideréforos) que captan el hierro presente en el medio ambiente
circundante. Estas moléculas cargadas de hierro se internalizan a través de receptores presentes
en la membrana de las bacterias (Skaar, 2010).

Para poder incorporar el hierro, las cepas EXPEC pueden sintetizar hasta cuatro sistemas de
captacion: enterobactina, salmoquelina, aerobactina y yersiniabactina. La adquisicién del hierro
mediante estos sistemas necesitan de varias etapas, como la sintesis del sideréforo en el citoplas-
ma, la secrecion del sideréforo (por ejemplo Aer en el sistema aerobactina), la recepcion del com-
plejo hierro-sideréforo mediante su receptor (IutA en el sistema aerobactina), internalizacion de este
complejo y la liberacion del hierro en el citoplasma (Garénaux et al. 2011).

Una de las propiedades de las cepas EXPEC es la resistencia a la actividad bactericida del suero
evitando su bacteridlisis.



La capsula es la capa mas externa de las cepas de E. coli, por lo que puede mediar interacciones
entre la bacteria y su entorno inmediato. Los antigenos capsulares se dividen en cuatro grupos: IA,
IB, Il y lll. La gran mayoria de las cepas EXPEC producen una capsula de los grupos Il o lll. Estas
capsulas juegan un papel protector contra la fagocitosis y la actividad bactericida del suero (whit-
field, 2006).

El lipopolisacarido (LPS) o antigeno somatico O es otro elemento de la membrana externa de E.
coli implicado en la resistencia al suero. ElI LPS también llamado endotoxina, puede ser considera-
do un factor de patogenicidad debido a su efecto tdoxico en el hospedador y la respuesta inflama-
toria asociada (Johnson, 2003).

Entre las proteinas de membrana externa involucradas en la resistencia al suero podemos nom-
brar las lipoproteinas TraT e Iss (Increased Serum Survival). Iss incrementa la supervivencia en
suero y TraT aumenta la resistencia de la bacteria a la accidn litica del complemento debido a la
interaccion de estas proteinas con el complemento, lo que produce una disminucién de interaccion
entre la membrana bacteriana y el propio complemento, reduciendo asi la fagocitosis (Sukupolvi y
O’Connor, 1990).
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Representacion de los diferentes factores de virulencia de EXPEC (Jauréguy, 2009).



Se han descrito muchos mas factores de virulencia extraintestinales, como la proteina IbeA (In-
vasion of Brain Endothelium), relacionada con la formacion de biopeliculas que ayudan a la super-
vivencia de las bacterias y la capacidad invasiva (Germon et al. 2005; Wang et al. 2011). También
la proteina Usp (Uropathogenic Specific Protein) y las colicinas. Estas ultimas son moléculas anti-
microbianas capaces de lisar otras cepas, lo que les permitira competir contra ellas y aumentar su
infectividad (Parret y De Mot, 2002).

Podemos concluir que las cepas EXPEC son capaces de causar diversas infecciones gracias al
gran arsenal de factores de virulencia que presentan, que les permiten adherirse a los receptores
celulares, colonizar los diferentes tejidos, captar hierro, invadir y dafar las células, resistir la ac-
tividad litica del suero y la fagocitosis y evadir el sistema inmune especifico gracias a su enorme
diversidad genética (Figura 12).

ntibidticos B-lactamicos

Un antibiético es una molécula natural (producida por un organismo vivo, hongo o bacteria),
sintética o semisintética, capaz de inducir la muerte o la detencion del crecimiento de ciertos mi-
croorganismos.

Dos descubrimientos importantes sefalaron el comienzo de una nueva era y revolucionaron el
tratamiento de las enfermedades infecciosas. El primero fue el descubrimiento en 1935 de los
efectos curativos del colorante rojo de Prontosil en las infecciones por estreptococos. Este fue el
precursor de las sulfonamidas. El segundo descubrimiento fue el que dio inicio a la edad de oro de
la antibioterapia, el descubrimiento por Fleming en 1929 de la penicilina y su posterior desarrollo.

Los antibidticos pueden clasificarse segun el mecanismo por el cual son capaces de inhibir el
crecimiento o destruir una célula bacteriana. Se dividen en: inhibidores de la sintesis de la pared
bacteriana, inhibidores de la membrana citoplasmatica (mediante la alteracion de su capacidad
para actuar como barrera selectiva), inhibidores de los acidos nucleicos (replicacion, transcrip-
cion) o inhibidores de la sintesis de proteinas (inciden sobre ribosomas) (Figura 13) (Calvo y Marti-
nez-Martinez, 2009).
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Los antibioticos B-lactamicos son antibiéticos bactericidas que actuan inhibiendo la ultima etapa
de la sintesis de la pared celular bacteriana, produciendo la activacién de enzimas autoliticas que
provocan la destruccion de la bacteria. Ejercen su actividad actuando como analogos estructurales
del sustrato natural (D-alanil-D-alanina) de las transpeptidasas y carboxipeptidasas. Actuan siem-
pre en la fase de reproduccioén celular, no son activos contra formas latentes ni contra gérmenes
que no poseen pared bacteriana (Coira 2008; Murray et al. 2006).

La historia de los antibiéticos B-lactamicos comienza en 1929 cuando Fleming descubrid los
efectos que tenia sobre las bacterias la penicilina producida por el hongo Penicillium notatum. Sin
embargo, el verdadero punto de partida tuvo lugar con la sintesis del nucleo de las penicilinas y las
cefalosporinas, el acido 6-aminopenicilanico (6-APA) y el &cido 7-aminocefalosporanico (7-ACA),
que permitié la obtencion de numerosas penicilinas y cefalosporinas semisintéticas. Los antibioti-
cos B-lactamicos representan el grupo mas numeroso y de mayor uso clinico.
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Estos antibidticos son generalmente biciclicos y presentan un anillo central en su estructura lla-
mado anillo betalactamico que da nombre al grupo. Se distinguen diferentes tipos en funcién de
los radicales que se unen a este anillo. Sin embargo, también existen preparados monociclicos,
como los monobactamas. Las principales familias son las penicilinas, cefalosporinas, cefamicinas,
carbapenemas y monobactamas (Figura 14 y Tabla 1).

Tabla 1
Antibidticos 3-lactamicos.

Penicilinas naturales Bencilpenicilina/penicilina G, penicilina V

Meticilina, nafcilina, oxacilina, cloxacilina,

Resistentes a penicilinasas . o
dicloxacilina

Aminopenicilinas: ampicilina, amoxicilina,

Penicilinas de amplio carbenicilina, ticarcilina

. espectro . . , . .
Penilina Ureidopenicilina: piperacilina, mezlocilina

Ampicilina/sulbactam

Combinaciones con Amoxicilina/acido clavulanico

inhibidores de B-lactamasas | Ticarcilina/acido clavulanico

Piperacilina/tazobactam

Cefadroxilo, Cefalexina, Cefradina,

Cefalosporinas 12 generacion , ,
P 9 Cefatolina, Cefazolina

Cefaclor, Cefuroxina axetilo, cefprozilo, ce-

Cefalosporinas 22 generacion | furoxima, cefonicida

Cefalosporinas y cefoxina, cefminox
Cefamicinas

Cefixima, cefpodoxima, proxetilo,
Cefalosporinas 32 generacion | ceftibuteno, cefditoreno

cefotaxima, ceftazidima, ceftriaxano

Cefalosporinas 42 generacion | Cefepima, cefpiroma

Monobactamas Aztreonam

Carbapenemes Imipenem, meropenem, ertapenem



Los antibidticos B-lactamicos se pueden usar asociados a inhibidores de betalactamasas que se
caracterizan por una actividad antibacteriana muy limitada, pero tienen una gran apetencia por las
betalactamasas fijandose a ellas de forma irreversible. Estos inhibidores bloquean uno de los prin-
cipales mecanismos de resistencia que desarrollan las bacterias (Figura 15).

esistencia a antibidticos

La resistencia a antibidticos se puede definir como la capacidad de un microorganismo para
crecer en presencia de un antibiético. Los antibidticos estan presentes en la naturaleza como pro-
ductos metabdlicos de algunos microorganismos, de manera que la resistencia a los mismos puede
surgir como un fenémeno natural que permite su supervivencia. El aumento de la resistencia bac-
teriana es un hecho evidente a la vez que un problema antiguo puesto que en los primeros afnos
del comienzo del empleo de antibidticos se puso de manifiesto la capacidad de las bacterias de
desarrollar mecanismos de resistencia. Asi, en los afios 50 ya se conocian cepas de Staphilococcus
aureus resistentes a la penicilina. El consumo y abuso de los antibiéticos influye en la resistencia, no
solo de las bacterias patdgenas, sino también de las saprofitas y oportunistas (Garcia Sanchez et
al. 1997). Las cepas resistentes se hacen predominantes por la presion selectiva de los antibidticos
que hacen desaparecer las bacterias sensibles, no estando implicados solamente los antibidticos
utilizados en medicina humana, sino también, y de forma muy importante, los empleados en vete-
rinaria (Daza Pérez, 1998).

La resistencia bacteriana es una resistencia natural cuando el microorganismo carece de diana
para un antibidtico (como la falta de pared bacteriana en relacion con los 3-lactamicos). Sin embar-
go, Yy gracias a la espectacular capacidad de adaptacion de las bacterias, esta resistencia puede
ser adquirida mediante modificaciones a nivel genético, como pueden ser mutaciones o adquisi-
cidn de plasmidos, transposones o integrones (Daza Pérez, 1998).

Los mecanismos de resistencia que impiden al antibiético ejercer su mecanismo de accién son
fundamentalmente tres: modificaciones bacterianas que impiden la llegada del antibiético al punto
diana (como por ejemplo mutaciones en las porinas que impiden la entrada de ciertos antibioticos),
alteraciones por parte de la bacteria de su punto diana (impidiendo o dificultando la accién del an-
tibidtico) o inactivacion del antibiético mediante la produccién de enzimas.



-lactamasas de espectro extendido (BLEES)

La resistencia a B-lactdmicos representa un grave problema sanitario, puesto que son los anti-
bidticos mas utilizados en medicina humana y animal. Las bacterias pueden adquirir resistencias a
estos antibioticos mediante la produccion de B-lactamasas. Se han descrito mas de 500 B-lacta-
masas diferentes, algunas son especificas para penicilinas (penicilinasas), cefalosporinas (cefalos-
porinasas) o carbapenémicos (carbapenemasas); mientras que otras poseen un amplio espectro
de actividad, incluyendo algunas que son capaces de inactivar a la mayoria de los antibi6ticos
B-lactamicos (Murray et al. 2006).

Las B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) se definen como enzimas capaces de hidrolizar
las cefalosporinas de amplio espectro y los monobactamas, pero no las cefamicinas o los carbape-
nemes. Se caracterizan por ser inhibidas por inhibidores de B-lactamasas de clase A (p.e. acido
clavulanico). Estan codificadas generalmente por plasmidos y derivan por mutaciones puntuales en
el centro activo de otras B-lactamasas con menor espectro como TEM-1, TEM-2 y SHV-1 (TEM en
referencia a “Temoniera”, nombre de la paciente en cuyo hemocultivo se aislé por primera vez una
E. coli productora de esta enzima; y SHV, iniciales de “sulphydryl variable”, nombre que describe
las propiedades bioquimicas de la enzima). Estas modificaciones de la cadena aminoacidica surgen
como respuesta a la presion ejercida por el amplio uso de las cefalosporinas de tercera generacion,
permitiendo asi modificar su perfil de sustrato y mejorar su capacidad de hidrdlisis frente a los be-
talactamicos (Alpuche y Daza, 2002).

Existen dos tipos de clasificaciones de las B-lactamasas, la clasificacién estructural de Ambler
y la funcional de Bush, Jacoby y Medeiros. En 1980 Ambler clasificd las betalactamasas en fun-
cién de su secuencia aminoacidica en cuatro grupos (A, B, C y D) indicando que las clases A, C
y D tienen una serina en su centro activo mientras la clase B son metaloenzimas. La clase A esta
compuesta de penicilinasas inhibidas por el acido clavulanico, la clase B corresponde a los meta-
lobetalactamasas inhibidas por el acido tetra-acético de etileno diamina, mientras que la clase C
agrupa las cefalosporinasas que no son inhibidas por el &cido clavulanico y la clase D correspon-
de a las oxacilinasas de sensibilidad variable frente al acido clavulanico. Segun la clasificacién de
Bush, Jacob y Medeiros, las B-lactamasas se pueden clasificar en base a su actividad hidrolitica y
a la sensibilidad de las enzimas a los inhibidores en un gran niumero de grupos funcionales (Bush et
al. 1995; Vodovar et al. 2013).



En 1983 se describié en Alemania la primera enzima capaz de hidrolizar las cefalosporinas de
tercera generacion (SHV-2) a partir de una cepa de Klebsiella ozaenae. En Espanfia, la primera SHV-2
se describié en 1988. En Francia, en 1984 se describié una TEM-3 con fenotipo semejante. Hasta
la fecha, se han descrito 223 B-lactamasas del tipo TEM y 193 del tipo SHV (http://www.lahey.org/
studies/).

Este gran numero de enzimas producido en un corto plazo de tiempo es una prueba de la alta
capacidad evolutiva de las bacterias en respuesta a la presion selectiva del uso de los antibiéticos.
En 1989 se detectd un aislado clinico de E. coli con una enzima diferente a TEM y SHV, que se
denomindé CTX-M-1 por su actividad hidrolitica preferente por la cefotaxima. Se considera que las
cefalotaximasas CTX-M plasmidicas derivan de las penicilinasas cromosémicas naturales de Kluy-
vera. spp. El grupo CTX-M ha adquirido una gran relevancia epidemioldgica debido a su dispersion
intra y extrahospitalaria. Acualmente se detectan sobre todo en pacientes con infecciones contrai-
das en la comunidad, produciéndose un flujo de aislados desde este ambiente al medio hospitalario
(Garcia et al. 2010).
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Figura 16

Diagrama en arbol representando los diferentes grupos de CTX-M que se elabord con el programa TREEVIEW comparando
las secuencias aminoacidicas de CTX-M y proteinas afines a ellas de Klyvera. spp disponibles en la web Lahey Clinic (http://
www.lahey.org/studies/) y en la base de datos RED-DB (http://www.fibim.unisi.it/REDDBY). El tamafio de los triangulos som-
breados al final de algunas ramas reflejan el nimero de variantes dentro de cada grupo (D’Andrea et al. 2013).



Se han descrito 168 enzimas de CTX-M (http://www.lahey.org/studies/). Al contrario de otras
BLEE, la familia CTX-M es muy compleja y no homogénea. El aliniamiento de sus secuencias ami-
noacidicas ha permitido su clasificacion en cinco grupos: CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9
y CTX-M-25 (Figura 16). Dos grupos adicionales se han identificado recientemente CTX-M-74 y
CTX-M-75 (Lahlaoui et al. 2014). El nombre de los grupos es el nombre de la enzima arquetipo de
cada uno. El andlisis filogenético sugiere que las CTX-M provienen de B-lactamasas cromosémicas
de diferentes especies del genero Kluyvera cuyo gen bla ha sido integrado en un elemento genético
movil. Kluyvera pertenece a la microflora intestinal natural del ser humano y esta considerado como
saprofita y patdégeno oportunista. El grupo CTX-M-1 esté relacionado con el gen bla identificado
en Kluyvera cryocrescens. El gen Klua de Kluyvera ascrobata es considerado el gen ancestral de
CTX-M-2 y tres genes cromosomicos diferentes de Kluyvera georgiana son los origenes de los gru-
pos CTX-M-8, CTX-M-9 y CTX-M-25 (Poirel et al. 2008).

Las cepas de E. coli productoras de BLEE han experimentado un aumento de prevalencia espec-
tacular en las dos ultimas décadas, causando infecciones nosocomiales y comunitarias (Pérez et
al. 2007; Pitout et al. 2009). Existen diferentes estudios de vigilancia realizados en Europa y otras
areas geograficas que reflejan el incremento de presencia y dispersion de las cepas productoras de
BLEE. Los ultimos datos registrados por el European Antimicrobial Resistance Surveillance System
(EARSS) que se encarga de monitorizar las resistencias antibidticas en patégenos invasivos desde
1998, muestran un aumento en la frecuencia de cepas de E. coli resistentes a cefalosporinas de
tercera generacion en Europa a lo largo de todos estos afnos (Figura 17). Comparando los resulta-
dos publicados los ultimos tres afos, observamos un aumento del 9,5% al 12,6%. En |la Tabla 2 se
observa que un alto porcentaje de estas cepas resistentes a cefalosporinas de tercera generacion
fueron identificadas como productoras de BLEE.

Existe una prevalencia no homogénea a nivel mundial de cepas de E. coli productoras de BLEE.
Vodovar y colaboradores (2013) han recopilado los datos publicados de diferentes redes de vigilan-
cia internacionales de prevalencia de BLEE entre 1998 y 2008 (EARSS y SMART-Study for Monito-
ring Antimicrobial Resistance Trends) (redes Europeas), MYSTIC-Meropenem Yearly Susceptibility
Test Information Collection) (red americana) y SENTRY-red Asia-pacifico y Sud Africa) Figura 18.
Los datos provienen de la recogida de cepas a partir de muestras con fines de diagnostico. Estas
redes no proporcionan una cartografia precisa de la prevalencia en diferentes partes del mundo,
es simplemente una vision general a gran escala. Los datos recopilados muestran una distribucion
heterogénea de cepas de E. coli productoras de BLEE entre los diferentes continentes, con el si-
guiente orden decreciente Asia, Sudameérica, Europa, Africa y USA, con prevalencias de 36,1%,
26,8%, 7,4%, 5,1% y 2,8% respectivamente.



Tabla 2
Cepas invasivas de E. coli resistentes a cefalosporinas de tercera generacion y porcentajes de cepas BLEE positivas, deter-
minados por los laboratorios participantes de 22 paises europeos en 2013 (EARSS 2013).

Pais Numero Qe Numero de 04 ESBL
laboratorios cepas 3GCREC

Dinamarca S 121 73,6
Eslovaquia 14 240 74,6
Francia 51 861 76,5
Austria 21 196 81,6
Estonia 6 25 84
Espana 33 672 86,3
Polonia 36 113 87,6
Holanda 12 111 88,3
Letonia 5 18 88,9
Irlanda 32 245 89,8
Bulgaria 11 66 90,9
Croacia 14 91 91,2
Republica Checa 44 387 91,2
Eslovenia 10 107 91,6
Portugal 26 328 92,1
Finlandia 18 263 93,5
ltalia 3 33 93,9
Rumania 11 56 94,6
Luxemburgo 5 22 95,5
Suecia 16 382 97,4
Hungria 7 40 100
Lituania 8 33 100
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La capacidad de diseminacion de las BLEEs es extraordinaria, debido a que estan codificadas en
plasmidos, lo que posibilita la dispersion de esta resistencia entre distintas cepas de la misma es-
pecie y también entre diferentes especies bacterianas. Hasta finales de los afios noventa la mayoria
de las BLEE eran de tipo TEM y SHV. Se asociaban mayoritariamente con brotes nosocomiales,
sobre todo en unidades de cuidados intensivos, causados por Klebsiella pneumoniae y en menor
medida por E. coli y otras enterobacterias.

CTX-Mgroup
Bl cTX-M-1
Bl CTX-M-2
Bl CcTX-M-8 y
B CTX-M-9 .-

[l  Sporadic reports ] Nodata l

Il Endemicity

Figura 19
Distribucion mundial de las enzimas CTX-M (Cantén y Coque, 2006)

Actualmente la atencion se centra en el cambio epidemiolégico que se esta produciendo en
cuanto a los tipos de BLEE mas prevalentes y su distribucion. Las enzimas CTX-M no alcanzaron
superioridad sobre las otras enzimas BLEE hasta la primera década del 2000, cuando se observo
una evolucion y dispersion extraordinaria de este grupo de enzimas. Se detectaban tanto en infec-
ciones hospitalarias como en las comunitarias, relacionadas principalmente con infecciones del
tracto urinario y bacteriemias (Cantén y Coque, 2006; Cantén et al. 2007; Hernandez et al. 2005).

Actualmente las BLEE tipo CTX-M son las mas frecuentes en la mayoria de los paises (Figura
19). Estudios epidemioldgicos recientes indican que este tipo de BLEE son endémicas en muchos
paises de Europa, Asia y América Latina, con prevalencias que varian entre el 30% y el 90% en E.
coli (Livermore et al. 2007). Sin embargo, se han identificado variaciones en la presencia de estas
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enzimas en distintas areas geograficas y reflejan una presencia local y especifica de algunas de
ellas, como la presencia de CTX-M-9 y CTX-M-14 en Espana, CTX-M-14 en Canada y Japon,
CTX-M-1 en ltalia o CTX-M-2 en Sudamérica y Japon. Sin embargo CTX-M-15 esta presente en
todo el mundo (Cantén y Coque, 2006; Lahlaoui et al. 2014; Pitout et al. 2005; Suzuki et al. 2009).

Los primeros aislados con BLEE reconocidos en Espafna se detectaron en 1988 en dos hospitales
de Madrid (Hospital Universitario Ramoén y Cajal y Hospital Clinico) y correspondian a cepas de E.
coliy K. pneumoniae que producian SHV-2. Durante la década de los noventa se describieron epi-
demias importantes en distintos hospitales espanoles (Cantén et al. 2007). En un estudio realizado
en Barcelona entre 1994 y 1996, se observa el aumento paulatino de las cepas BLEE, aunque tan
solo un 0,2% y un 0,1% de los aislados de K. pneumoniae y E. coli respectivamente presentaban
BLEE. CTX-M-9, TEM-12 y SHV-2 fueron las mas identificadas (Sabaté et al. 2002).

Entre Marzo y Junio del 2000 se llevé a cabo el primer estudio epidemiolégico multicéntrico por
el Grupo de Estudio de Infecciones Hospitalarias (proyecto GEIH-BLEE 2000). Se abarcaron 40
hospitales distribuidos por toda la geografia espanola. Fue el primer estudio que puso de manifiesto
la relevancia de las BLEE en E. coli y K. pneumoniae en nuestra geografia, con una prevalencia del
0,5% vy 2,7% respectivamente. Ademas, se publicé un dato alarmante: la identificacion de aislados
con BLEE en el 90% de los hospitales que participaron. En este estudio las BLEE mas prevalentes
en E. coli fueron CTX-M-9 (27,3%), SHV-12 (23,9%) y CTX-M-14 (16,7%). Ademas, no se detecta-
ron aislados epidémicos, lo que evidenciaba una situacion policlonal (Hernandez et al. 2003).
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El monitoreo continuo de bacterias productoras de BLLE en el norte de Madrid permitié observar
el aparicion de la primera cepa de E. coli productora de BLEE en 1989 (Figura 20). A lo largo de
los anos la presencia de cepas de E. coli productoras de BLEE ha ido en aumento apareciendo la
primera cepa productora de CTX-M (CTX-M-10) en 1991 (Figura 21). A partir de ese momento se
produjo una epidemiologia cambiante con diferentes tipos de CTX-M. Se observé un predominio de
CTX-M-9 a finales de la década de 1990 y la aparicidon de enzimas CTX-M-14 y CTX-M del grupo
1, incluyendo CTX-M-1, CTX-M-3, CTX-M-15y CTX-M-32, desde 2001 (Cantén y Coque, 2006).
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En el primer trimestre del afio 2004 se recogieron los 15 primeros aislamientos de E. coli en 11
hospitales espanoles distribuidos en la comunidad de Cataluia, comunidad de Valencia, Palma de
Mallorca y Sevilla. Entre las 92 cepas de E. coli productoras de BLEE se encontré un predominio
de CTX-M-14 (45,7%), CTX-M-9 (20,6%) y SHV-12 (21,7%). Unicamente 3 cepas resultaron ser
productoras del enzima CTX-M-15. El analisis de los patrones de restriccion obtenidos por PFGE
mostro una gran diversidad clonal entre los aislamientos de E. coli (Diestra et al. 2008).

Entre Febrero y Marzo del 2006 se llevo a cabo el segundo estudio multicéntrico realizado por
el GEIH. Comparando los resultados obtenidos en este estudio con los resultados del estudio del
2000 se observa que el porcentaje de aislados de E. coli productores de BLEE en Espafa se habia
multiplicado por 8, pasando del 0,5% al 4,04%. Observamos también un cambio en la prevalencia
del tipo de BLEE entre los dos estudios. La prevalencia de las TEM disminuyé del 19% al 1,2%,
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SHV no experimenté cambios, aunque, si se produjo un aumento del tipo SHV-12. Por ultimo, se
registré un aumento muy significativo de las BLEE tipo CTX-M que se dispard del 52% al 72%. En el
estudio del 2000 se detectaron principalmente CTX-M-14 y CTX-M-9 entre otras variedades, en el
estudio del 2006, ademas de éstas se encontrd la variedad CTX-M-15, que no habia sido detectada
en el estudio anterior. En la Figura 22 esta representada la distribucion de las diferentes variedades
de BLEE por todo el territorio Esparnol (Diaz et al. 2010). Resultados similares han sido obtenidos
en nuestro laboratorio en un estudio realizado en colaboracién con el Hospital Xeral Calde de Lugo
(actualmente Hospital Universitario Lucus Augusti, HULA). En este estudio obtuvimos una preva-
lencia de 57,1%, 21,7% y 9,5% de cepas productoras de CTX-M-14, CTX-M-15 y SHV-12 respec-
tivamente (Blanco et al. 2009).

CTX-M32 | CTX- M-14
CTX-M-15 | CTX-M-15
SHv-12 |
TEM-4

Figura 22
Distribucion de E. coli productoras de BLEE aisladas en Espana en 2006 (Diaz et al. 2010)
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E. coli forma parte de la flora intestinal de los humanos y los animales, y existen estudios que
evidencian la presencia de cepas de E. coli productoras de BLEE en el tracto gastrointestinal. Por
lo tanto, el aparato digestivo puede ser considerado como un reservorio para estas cepas, jugando
un papel muy importante para su epidemiologia, ya que la mayoria de los casos de infeccion por
estas bacterias son precedidos por esta colonizacién. La Tabla 3 resume los resultados de algunos
estudios que se han llevado a cabo para evaluar la presencia de estas bacterias en muestras de
heces de personas sanas.

Tabla 3
Algunos estudios que demuestran la presencia de cepas de E. coli productoras de BLEE en las heces de personas sanas.

CTX-M-1,-2,-14,-15 - ) ,
Revisiones médicas 2011 Francia Nicholas-Chanoine
SHV-12 etal. 2012
CTX-M-1,-8,-14,-32
Voluntarios 2007 Espana Vinue et al. 2009
TEM-52
CTX-M-2,-3,-8,-14, Bartoloni et al.
Nif 2011 Bolivi Pl '
i ° 15,68 2012
CTX-M-2,-8
Voluntarios 2006 Guayana CMY-2 Woerther et al.
francesa 2010
SHV-2
Voluntarios 2000- | L SlAsM= Ben Sallem et al.
2010 TEM-1b,-52c 2012
CTX-M-15
: , L No se
Estudiantes universitarios | . . | Senegal | TEM-1 Ruppe et al. 2009
informd
OXA-1

Se desconocen los factores que pueden estar involucrados en el aumento de cepas portadoras
de BLEE en infecciones nosocomiales y comunitarias, y también el aumento en la prevalencia de
estas cepas en muestras fecales de personas, tanto en pacientes hospitalizados como extrahos-
pitalarios (Valverde et al. 2004; Mirelis et al. 2003). A la vista de todos estos datos se puede afirmar
que las cepas de E. coli productoras de BLEE son y van a ser en los proximos aflos un gran pro-
blema para la salud publica.



BLEE en animales destinados al consumo

Se han llevado a cabos varios estudios relativos a la presencia de cepas productoras de BLEE
tanto en animales destinados al consumo humano como en animales de compania y silvestres. El
empleo de antibidticos en veterinaria es un tema de amplio debate en los ultimos afios ya que puede
tener alguna relacion con el aumento de la resistencia en bacterias de importancia clinica humana
y animal, y acarrea consecuencias en la salud publica. Los antibiéticos son utilizados en veterinaria
con fines terapéuticos (para el tratamiento de enfermedades) o con fines profilacticos cuando resul-
ta imposible tratar por separado a cada animal, como en la cria intensiva de aves. También se han
usado como promotor en el crecimiento de los animales destinados a consumo aunque ya no esta
permitido en Europa desde su prohibicién en el 2006. Hay que puntualizar que el factor econémico
crea diferencias importantes en el uso de antibiéticos en animales de compafia y en los animales
destinados al consumo. El uso de cefalosporinas estd mas generalizado en animales de compafia
mientras que en animales de consumo los antibiéticos de eleccion son las penicilinas. No obstante,
ya se estan utilizando en aves destinadas a la produccion de alimentos cefalosporinas de tercera
generacion (cefoperazona, ceftiofur y ceftriaxona) e incluso de cuarta generacion (cefquinoma) (Or-
ganizacién Mundial de Sanidad Animal, OIE; http://www.oie.int/es/nuestra-experiencia-cientifica/
productos-veterinarios/antimicrobianos/).

La primera cepa de E. coli portadora de BLEE de origen animal de la que se tuvo noticias fue una
cepa SHV-12 aislada en Espana en 1998 de un perro con infecciones urinarias recurrentes (Tesha-
ger et al. 2000). El numero de publicaciones que hacen referencia a la deteccién de cepas de E. coli
productoras de BLEE ha ido creciendo en los ultimos anos. Torres y Zarazaga (2007) recopilan los
resultados obtenidos de estos estudios hasta el 2007 (Tabla 4) y pusieron de manifiesto la impli-
cacion de cepas de E. coli portadoras de BLEE en distintos animales tanto sanos como enfermos,
destinados al consumo en diferentes paises. Resultados de otros estudios posteriores van en la
misma direccién (Ewers et al. 2012; Guenther et al. 2011).

Recientemente, se ha publicado un extenso e interesantisimo estudio realizado por Blaak y co-
laboradores (2015) en 3 granjas de pollos de engorde (broiler) y 5 de gallinas en Holanda, en el que
detectan cepas de E. coli productoras de BLEE en las 8 granjas muestreadas, en el 65% de las
muestras fecales de pollos y el 81% de las de gallinas. Entre las cepas aviares productoras de BLEE
predominaban las de los grupos filogenéticos B1 (42%) y A (35%), siendo menos frecuentes la de
los grupos filogenéticos D (18%) y B2 (5%). Por su parte el 98% de las cepas BLEE eran producto-
ras de CTX-M-1 (41%), SHV-12 (29%) y TEM-52 (28%). Las cepas CTX-M-14 (0,3%) y CTX-M-15
(0,3%) eran muy raramente detectadas. La diversidad de secuencias tipo observada fue enorme,
identificandose 65 diferentes, 13 de las cuales se observaron en varias granjas (ST10, ST48, ST58,
ST155, ST162, ST212, ST746, ST1276 y ST3249), siendo las mas diseminadas la ST48 y la ST155
que estaban presentes en 6 de las 8 granjas de aves muestreadas en los afios 2011 y 2012 y distri-
buidas por toda la geografia de Holanda.



Tabla 4 (parte 1)
Presencia de cepas de E. coli productoras de BLEE en diferentes especies animales destinadas al consumo humano. Se
incluyen animales sanos y enfermos y animales de compafia y salvajes (Torres y Zarazaga, 2007)

BLEE descritas

Tipo de JAno de Pais Referencias

. . . P
animal Jaislamiento Tipo GTXM Otras BLEE omI;nLaEchon e

Especies destinadas al consumo humano. Animales sanos (muestras fecales)

2000-2001 Espafa CTX-M-14 SHV-12 Brifias et al., 2003
1999-2002 Japén CTX-M-1, -14 Kojima et al., 2005
2002 China CTX-M-14 Duan et al., 2006
2003 Espafa CTX-M-9, -14 SHV-12 Brifias et al., 2005
aves CTX-M-1+CTX-M-14
2003 Espafa CTX-M-1, -9, 14, -32 ?:'\\;_; CTX-M-1+SHV-2 Blanc et al., 2006
) CTX-M-9+SHV-5
2004-2005 China CTX-M-14, -27 Liu et al., 2007
2002 China CTX-M-3, -14, 24 Duan et al., 2006
cerdos 2003 Espafia CTX-M-1 SHV-5, -12 Blanc et al., 2006
2005 China CTX-M-14 Liu et al., 2007
conejos 2003 Espafa CTX-M-9, -14 Blanc et al., 2006
2000-2001 Japon CTX-M-2 Shiraki et al., 2004
2002 CTX-M-13 Duan et al., 2006
vacuno
2004 TEM-52 Jensen et al. 2006
2004-2005 CTX-M Liébana et al. 2006

Especies destinadas al consumo humano. Animales enfermos (muestras clinicas)

2003 Espafa CTX-M-9, -14 SHV-12 Brifas et al., 2005
aves 2003-2004 Francia CTX-M-1 Meunier et al., 2006
2005 China CTX-M-14 Liu et al., 2007
2003 Espafa CTX-M-14, -32 SHV-12 Brifas et al., 2005
200-2004 Francia CTX-M-1 Meunier et al., 2006
cerdos
. Aarestrup et al.
2005 Dinamarca | CTX-M-1
2006
conejos 2003 Espafa TEM-52 Brifias et al., 2005
2003 Espafa CTX-M-1 Brifas et al., 2005
2004 Francia CTX-M-1, -15 Meunier et al., 2006
vacuno ) )
2004 Reino Unido | CTX-M-14 Teale et al., 2005
2004-2005 Reino Unido | CTX-M-14 Hopkins et al., 2006
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Tabla 4 (parte 2)
Presencia de cepas de E. coli productoras de BLEE en diferentes especies animales destinadas al consumo humano. Se
incluyen animales sanos y enfermos y animales de compania y salvajes (Torres y Zarazaga, 2007)

Combinacién de

Tipo CTX-M Otras BLEE
BLEE

Animales no destinados al consumo humano
animales de 2001-2003 ltalia CTX-M-1 Carattoli et al., 2005
compaiia
sanos 2003 Portugal || CTX-M-1 TEM-52 Costa et al., 2004
animales de 1998 Espafia SHV-12 Teshager et al. 2000
compainia
enfermos 2001-2003 ltalia CTX-M-1 SHV-12 | CTX-M-1+SHV-12 Carattoli et al., 2005

animales SHV-12,

i 2003-2004 Portugal | CTX-M-1, -14 CTX-M-14+TEM-52 | Costa et al., 2006
salvajes TEM-52

Aunque hasta unos anos el uso de cefalosporinas no era habitual en el tratamiento de infecciones
aviares, se han detectado cepas productoras de CTX-M en muestras de aves tanto sanas como en-
fermas. Esto se puede explicar con una posible coseleccion por el uso de otros antibiéticos (como
las sulfamidas, trimetropim o quinolonas) muy empleados en avicultura. Los genes de resistencia a
estos antibiéticos estan codificados por genes localizados en integrones o plasmidos que muchas
veces portan también genes blaCTX-M que confieren resistencia a las cefalosporinas (Cantén et al.
2012; Jones et al. 2008). El sistema de cria intensiva de las aves que implica la presencia de un gran
numero de animales en un espacio reducido facilita la trasferencia horizontal de material genético
y el intercambio de bacterias entre los animales, lo que hace de estos sistemas de cria una via de
diseminacioén de bacterias y de genes de resistencia.

Los diferentes tipos de enzimas BLEE obtenidos de muestras de origen animal procedentes
de diferentes paises estan representados en la Figura 23 (recuadro blanco: E. coli portadoras de
BLEE, recuadro gris: Salmonella entérica portadoras de BLEE).
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Figura 23
Distribucion de los diferentes tipos de enzimas BLEE de muestras de animales sanos (Torres y Zarazaga, 2007).

Comparando los resultados de la Figura 23 con los de la Figura 19 se observa una cierta relacion
entre la distribucion de los diferentes tipos de BLEE de origen humano y animal segun las distin-
tas areas geograficas. Por ejemplo, en Espana las CTX-M predominantes de origen humano son
CTX-M-9y CTX-M-14 y éstas también son predominantes en animales sanos destinados al consu-
mo humano (Blanc et al. 2006; Canton y Coque., 2006). En Francia y Portugal el grupo CTX-M1 es
el mas frecuente entre cepas tanto de origen humano como animal (Girlich et al. 2007; Gongalves
et al. 2010). Sin embargo, en Suiza la enzima CTX-M-15 es la mas prevalente en humanos mientras
que la CTX-M-1 es el mas frecuente en los animales (Geser et al. 2011, 2012). Asi pues, la microbio-
ta intestinal de los animales sanos destinados al consumo humano puede representar un reservorio
de BLEE de tipo CTX-M.



BLEE en fauna silvestre

Se han detectado también BLEE en animales de comparia (perros y gatos) sanos y enfermos
(Carattoli et al. 2005; Costa et al. 2004; Ewers et al. 2012), y en animales de fauna silvestre. El pri-
mer estudio realizado sobre la presencia de E. coli portadoras de BLEE en animales silvestres fue
realizado en Portugal entre los afios 2003 y 2004 por Costa y colaboradores (2006). En este trabajo
pusieron de manifiesto la presencia de estas bacterias en la fauna silvestre. Encontraron cepas de
E. coli portadoras de BLEE en aves de rapifia, una lechuza, 2 ciervos y 1 zorro. Se han realizado
varios estudios a posteriori para tener una idea mas clara de la presencia de estas bacterias en la
fauna silvestre. En la Tabla 5 se presentan algunos de estos estudios (Guenther et al. 2011). La
llegada de estas bacterias resistentes a la fauna silvestre puede ser debida al consumo de aguas
contaminadas, por la ingesta de presas o cadaveres de animales domésticos portadores o por el
contacto con los humanos. La presencia de cepas de E. coli portadoras de BLEE en este tipo de
fauna podria crear nuevos ciclos de infeccion entre la vida salvaje, los animales domésticos y los
humanos y contribuir a la diseminacién y transmisién de estas resistencias a nichos ecoldgicos
fragiles y, como consecuencia, acentuar la dificultad en los tratamientos de infecciones por estas
bacterias.

Tabla 5 (parte 1)
Cepas de E. coli productoras de BLEE en fauna silvestre (Guenther et al. 2011)

ave rapaz
, CTX-M-1, -14
ciervo
Jorto 2003-2004 Portugal TEM-1, -52 Costa et al., 2006
: SHV-12

buho

, CTX-M-1, -14, -32
gaviota (Larus sp.) 2007 Portugal Poeta et al., 2008

TEM-52

o . N CTX-M-1, -15 .
gabiota reidora (C ridibundus) 2005 Republica Checa SHV-2. -12 Dolejska et al., 2009

; ; : . CTX-M-1, -15
gaviota patiamarilla (L mi- . Bonnedahl et al.,

. 2008 Francia TEM-1
chahellis) 2009
SHV
) ) CTX-M-1
jabali (S. scrofa) 2005-2007 Portugal TEM-1 Poeta et al., 2009
rata marrén (R. rattus) 2007 Senegal CTX-M-15 Literak et al., 2009
gaviota de Bering (L. glauces- , Hernandez et al.,
2007 Rusia CTX-M-14, -15
cens) 2010
to silvestre (A. platyrhyn- Bonnedahl et al.,

pato silvestre (A. platyrhy. 2008 Suecia CTX-M-14, -15 "

chos)

2010



Tabla 5 (parte 2)

Cepas de E. coli productoras de BLEE en fauna silvestre (Guentyer et al. 2011)

ansar comun (A. anser)

Tipo de Ano de ) BLEE :
: : . Pais : Referencias
animal aislamiento descritas
. CTX-M-1, -9, -15
pato silvestre (A. platyrhyn- TEM-1
chos) 2008-2009 Polonia SHV-12 Literak et al., 2010
iot &ntea (L. tati
gaviota agréntea (L. argentatus) OXA-1
aguila ratonera (B. buteo)
lechuza (T. alba)
carabo (S. aluco)
Aguil | A. t
agu! aca zada. (A. pennata) CTX-M-1
aguilucho cenizo (C. pygargus) .
i ) 2008 Portugal TEM-1, -20 Pinto et al., 2010
milano negro (M. migrans) SHV-5
buitre negro (C. atratus)
aguila perdicera (A. fasciata)
buho real (B. bubo)
cuervo (C. corax)
CTX-M-1, -32 Radhouani et al.,
buitre (B. buteo) 2007-2008 Portugal
TEM-1 2010
. CTX-M-1, -9, -15, )
gaviota (Larus sp.) 2007-2008 Portugal 39 Simoes et al., 2010
CTX-M-1, -14
i ) Wallensten et al.,
gaviota (Larus sp.) 2010 Suecia TEM-1 2011
SHV-12
curruca capirotata (S. atrica- CTX-M-14, -15 )
. 2006-2010 Portugal Silva et al., 2011
pilla) SHV-12
roedores (no especificado) 2008-2010 China CTX-M-1, -9 Ho et al., 2011
Guenther et al.,
rata noruega (R. norvegicus) 2009 Alemania CTX-M-9 2010
mirlo asiatico (T. merula)
) . Guenther et al.,
ganso careto (A. albifrons) 2009 Alemania CTX-M-15 2010a
paloma de roca (C. livia)
jabali (S. scrofa) 2009 Repliblica Checa | =< ™! Literack et al.,
: ' P TEM-1, -52b 2009b
barnada canadiense (B.cana-
. L TEM-52
densis) 2010 Bélgica Garmyn et al., 2011
SHV-12
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BLEE en aguas

Se han detectado cepas de E. coli productoras de BLEE también en muestras de aguas de dife-
rentes origenes. En la Tabla 6 se presentan algunos de los estudios realizados a nivel mundial para
evaluar la presencia en aguas de rio, lagos y aguas residuales. Se ha aislado también una cepa de
E. coli productora de CTX-M-15 en un estudio donde evaluaron la presencia de bacterias produc-
toras de BLEE en algunas playas de Argel (Alouache et al. 2012). Los resultados de estos estudios
indican que estas aguas se pueden considerar como un reservorio importante para la diseminacion
de BLEE. (Chen et al. 2010; Tacao et al. 2012; Dhaniji et al. 2011 ; Woerther et al. 2013).

Tabla 6
Resultados de algunos estudios sobre presencia de E. coli productoras de BLEE en muestras de agua de diferentes orige-
nes.

Republica Dolejska et al.

Efluente de depuradora 2008-2009 Checa CTX-M-15 2011

Aguas residuales de

hospital

Agua potable

Agua de pozo : CTX-M-15 )

Aﬁuente Seﬂuente de 2008-2009 | India | o0 Diwan et al, 2012

depuradora

Efluente cloacal de un

hospital
CTX-M-1,-3,-14,

Rios y lagos 2012 Stiza /. |.227~55-75 Zurfluth et al. 2013
TEM-1
SHV-11,-12

Rio (estudio sesgado Reino N

CTX(-M- 1419 g 2010 Unide | CTX-M-14 Dhaniji et al. 2011
CTX-M-14

Rio (Hen de Seul) 2010-2011 Corea | TEM-52 Kim et al. 2008
CMY-1

Agua de mar (cerca de
estaciones de 2011 Antartida | CTX-M-1,-15
investigaciones)

Hernandez et al.
2012



1.8.2 Diseminacion de BLEEs

Como se ha indicado, la diseminacion de las bacterias portadoras de BLEE se ha producido
en ecosistemas muy diversos. La Figura 24 resume los posibles reservorios de estas bacterias a
los cuales la comunidad pertenece y a su vez esta expuesta. En esta figura también se observan
las posibles transmisiones cruzadas que podrian ocurrir entre los diferentes nichos. No podemos
obviar el papel de la globalizacién en la diseminacion de las resistencias. Por un lado los viajeros
internacionales, que pueden facilitar la diseminacién de estas resistencias de un pais a otro, o in-
cluso de un continente a otro (Van der Bij y Pitout, 2012), y por el otro lado el consumo de carnes
de exportacion de paises donde la legislacion del uso de antibidticos puede variar. El abuso en el
empleo de los antibidticos estd muy relacionado con la explosion en la diseminacion de BLEE. El
dominio de este fendbmeno no es necesariamente el descubrimiento de nuevos antibidticos sino el
uso racional de los mismos, el respeto de las normas basicas de higiene y la compresion de los
mecanismos implicados en la evolucion y diseminacion de estas resistencias.

Figura 24

Representacion de los diferen-
tes reservorios de cepas pro-
ductoras de BLEE vy posible
transmision cruzada entre ellos
(Woerther et al. 2013).
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Estamos pues asistiendo a una diseminacién explosiva de las enzimas CTX-M a nivel mundial.
Estudios realizados a lo largo de la ultima década han revelado que estas enzimas han llegado a
desplazar casi totalmente a las otras enzimas resistentes, como TEM y SHV. Este éxito ha estado
facilitado no solamente por la presencia de los genes responsables de la produccion de estas enzi-
mas, localizados en plataformas con eficiente capacidad de transferencia (plasmidos y transposo-
nes), su asociacion con elementos capaces de reclutar e integrar genes de resistencia a otros anti-
microbianos (integrones) y su localizacién en clones bien adaptados al hombre (Horcajo y Cantén.
2014) (Figura 25), sino también gracias a la presencia de una co-resistencia expresada en estos
plasmidos, sobre todo para fluoquinolonas y aminoglucésidos, que pueden facilitar los procesos de
co-seleccién (Canton et al. 2012).

Hierarchical function

Clone (ecovar) Spread
.
. '
Plasmid Spread
.
A
Spread
B
Figura 25
Los elementos genéticos |
que participan en la mo- Integron Maintenance
v

vilizacion, propagacion y
mantenimiento de los ge-
nes bla.,,,, (Canton et al. WO N !

2012). Insertion sequence and CTX-M gene - Mobilization, expression

\ N\

La emergencia temporal y penetracion de estas enzimas en diferentes escenarios epidemiol6-
gicos pueden explicar la epidemiologia actual. La distribucion de BLEEs se puede dividir en tres
etapas: (1) la emergencia de diferentes CTX-M en distintas y distantes areas geograficas (podria
haber ocurrido hasta mediados de la década de los noventa), (2) la emergencia de las CTX-M mas
diseminadas (incluyendo CTX-M-3, CTX-M-9, CTX-M-14 y CTX-M-15), que podria haber ocurrido
entre 1994 y 2000, y (3) finalmente la dispersidon mundial de estas enzimas (Cantoén et al. 2012).



Tabla 7

Aparicion de variedades de CTX-M en diferentes paises.

CTX-M - ) :
CTX-M : Ano Pais Referencias
relacionado
Gniadkiwski et al.
1996-1997 Poloni
olonia 1998
CTX-M-3 CTX-M-1 (4 AA) 1998 Erancia De Champs et al.
2000
1999 Taiwan Yan et al. 2000
1996 Espafia Sabaté et al. 2000
1996 Brasil Bonnet et al. 2001
, Chanawong et al.
CTX-M-9 1997 China 2002
Francia (estudio
1994 retrospectivo | Saladin et al. 2002
2002)
1995 Korea Pai et al. 2001
19967 Espana Sabaté et al. 2000
h l.
1997-1998 China | Chanawongeta
CTX-M-14 CTX-M-9 (1 AA) 2002
1998-1999 Taiwan Ma et al. 2002
1999 Francia Dutour et al. 2002
1999 Brasil Bonnet, 2004
1999 India Karimet et al. 2001
Livermoere and
> .
000 Japon Hawkey, 2005
CTX-M-15 2001 Reino Unido | Woodford et al. 2004
Polonia (estudio
1998 retrospectivo | Baraniak et al. 2002
2002)
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En 1986 se aislé la primera cepa de E. coli productora de CTX-M en las heces de un perro de la-
boratorio utilizado en los estudios farmacocinéticos de los antibiéticos B-lactamicos en Japon. Esta
enzima, nombrada inicialmente FEC-1 (Fecal E. coli), resulté ser idéntica a la secuencia de CTX-M-3
aislada en Polonia de un paciente con una infeccién urinaria en 1996. En ese mismo afio se aislé
un E. coli productor de CTX-M-1 de una otitis de un nifio de cuatro meses en Munich. En 1989, se
aislé en Francia un E. coli con un fenotipo idéntico a la cepa de Munich de un paciente italiano. A
esta enzima se le dio el nombre de MEN-1 (segun el nombre del paciente) que en 1996 resulté ser
idéntica a la secuencia de CTX-M-1. Durante la década de los noventa se han identificada nuevas
variedades de CTX-M casi al mismo tiempo en diferentes paises (Tabla 7).

Después de la aparicion de las diferentes variedades de CTX-M su prevalencia ha aumentado
de manera espectacular y asi han desplazado a las otras enzimas resistentes a antibioticos B-lac-
tamicos como las TEM y SHV. Existe una cierta especificidad geografica de diferentes variedades
de CTX-M como CTX-M-1 en ltalia, CTX-M-2 en Sudamérica, CTX-M-3 en Japén, CTX-M-9 en
Espana, CTX-M-14 en Espana y Canada y CTX-M-15 con una presencia en todo el mundo (Cantén
y Coque, 2006). Esta variabilidad podria estar relacionada con las caracteristicas de cada region
como la presencia de algunos clones o de la posible abundancia del organismo del cual derivan.

mergencia de cepas clonales productoras de BLEE

Entre Octubre 2001 y Octubre 2002 en un Hospital Geriatrico (650 camas) de Paris se detecto la
emergencia y expansion de tres cepas de E. coli clonalmente relacionadas del grupo filogenético
B2 productoras de CTX-M-15. Todas las cepas eran resistentes a los betalactamicos y fluoroquino-
lonas y algunas también a gentamicina. Ademas, las cepas clonales presentaban varios genes de
virulencia (aer, fyuA, y irp2) y presentaban el estatus EXPEC. Las cepas clonales estaban disemi-
nadas en el hospital geriatrico, donde las quinolonas fluoradas y la ceftriaxona se prescribian con
mucha frecuencia, pero no se expandieron en la unidad de cuidados intensivos de un hospital de
referencia donde se aislaron los pacientes. Se trata del primer estudio donde se pone de manifiesto
la emergencia de cepas clonales productoras de BLEE (Leflon-Guibout et al. 2004).

Lavollay y colaboradores (2006) tras estudiar 120 cepas de E. coli productoras de CTX-M-15 ais-
ladas en 10 hospitales diferentes de Paris, en el Hospital Charles Nicolle de Tunez y en el Instituto
Pasteur de Bangui (Republica Central Africana), entre 2000 y 2004, identificaron 80 cepas en los
tres paises que estaban clonalmente relacionadas (PFGE). Ademas, caracterizaron los plasmidos
que codifican para CTX-M-15 y comprobaron que pertenecian al grupo de incompatibilidad Il y
portaban una regién de resistencia multiple (MDR).
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Figura 26

Diversidad genética de
cepas de E. coli produc-
toras de BLEE aisladas en
diferentes hospitales del
Reino Unido (2003-2004).
Andlisis de los patrones
de restriccion obtenidos
por PFGE. Se detecta la
expansion de la cepa epi-
démica A (Woodford et al.
2004).



Woodford y colaboradores (2004), llevaron a cabo un estudio en el Reino Unido donde se exa-
minaron 291 cepas de E. coli productoras de CTX-M aisladas en 42 centros sanitarios entre Enero
2003 y Marzo 2004. El 24% eran de infecciones comunitarias. La gran mayoria (96%) eran pro-
ductoras de enzimas CTX-M del grupo 1. Se identificd una cepa epidémica (cepa A) productora de
CTX-M-15 que englobaba 110 aislamientos procedentes de seis centros. Ademas, identificaron
otras cuatro cepas (cepas B, C, D, E) CTX-M-15 asociadas con varios casos esporadicos (Figura
26). La mayoria de las cepas eran resistentes a fluoroquinolonas, trimetoprim, tetraciclina y amino-
glucésidos.
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Figura 27
Entorno genético del gen blaCTX-M-15 de la cepa epidémica A con la 1IS26 insertada al final de ISEcp1 que actia como
secuencia movilizadora y promotora (Woodford et al. 2004).

La cepa epidémica A, extendida ampliamente en el Reino Unido, presentaba un gen blaCTX-M-15
con un entorno genético peculiar, ya que tenia insertada la secuencia IS26 en la secuencia moviliza-
dora ISEcp1, lo que interrumpe su secuencia promotora y provoca un expresiéon fenotipica menor
del enzima CTX-M-15 (Figura 27) (Woodford et al. 2004).

En la Comunidad de Madrid también se ha observado la dispersion de clones epidémicos de ce-
pas de E. coli productoras de CTX-M-15 en instituciones de pacientes cronicos y en residencias de
la tercera edad. Entre Enero 2004 y Agosto 2005 se aislaron 151 cepas de E. coli BLEE resistentes
a la cefotaxima y a la ceftazidima. Se identificaron 4 clusters con 103, 11, 6 y 5 aislados respectiva-
mente. El cluster () mas expandido se detectd en las muestras de todos los centros examinados.
La mayoria de las cepas del cluster | eran resistentes a la ciprofloxacina (96%), gentamicina (83%)
y tobramicina (90%). Ocho de las 11 cepas del cluster 1l contenian la secuencia de insercion 1S26
en el mismo lugar que la cepa A del Reino Unido (Figura 28) (Oteo et al. 2006).
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Figura 28

Diversidad genética de cepas de E. coli productoras de BLEE aisladas en diferentes hospitales de Madrid. Analisis de los
patrones de restriccion obtenidos por PFGE. Se detecta la expansion de una cepa epidémica CTX-M-15 resistente a la
gentamicina (Cluster 1) (Oteo et al. 2006).



mergencia de clones de alto riesgo

El término clon se utiliza para describir la progenie de una célula bacteriana a través de la re-
produccién asexual, lo que implica que el mismo linaje clonal consta de aislados estrechamente
relacionados que han ido divergiendo del mismo ancestro comun (Dijkshoorn et al. 2000). Sin em-
bargo, las bacterias se caracterizan por su plasticidad gendémica, estando sometidas a diferentes
eventos genéticos (como mutaciones, deleciones o inserciones de fragmentos de ADN) que pro-
ducen cambios genotipicos. Por lo tanto, las cepas pertenecientes al mismo clon pueden no ser
idénticas genéticamente. En este sentido la definicion estricta de un clon tiende a ser flexible y se
define como aislados altamente parecidos procedentes del mismo ancestro, que pueden ser iden-
tificados mediante métodos moleculares. El término clon es muy util en la epidemiologia molecular
permitiendo relacionar cepas distantes geograficamente y temporalmente.

Los primeros estudios indicaban la policlonalidad de las cepas productoras de CTX-M. Sin em-
bargo, con la aplicacion de la técnica genotipica MLST (Multilocus Sequence Typing) se ha demos-
trado que, a pesar de la gran diversidad de las enzimas CTX-M, existe una cierta clonalidad puesto
que determinadas secuencias tipo estan relacionadas con algunas CTX-M. La técnica de MLST
fue propuesta en 1998 por Mainden y ha revolucionado los conocimientos sobre la evolucion, la
ecologia, la epidemiologia y la genética de poblaciones de las bacterias. Este método se basa en
la secuenciacion de fragmentos internos altamente conservados dentro de una especie bacteria-
na. Existen dos esquemas de MLST utilizados para E. coli. El primero es el esquema de Achtman
(http://mist.uss.ie/mist/dbs/Ecoli) basado en la amplificacion y posterior secuenciacion de 7 genes
de 583 a 932 pb (adk, fumC, gyrB, icd, mdh, purA y recA). El segundo es el esquema del instituto
Pasteur (www.pasteur.fr/recherche/genopole/PF8/mist/EColi.ntml) que se basa en la secuenciacion
de 8 genes (dinB, icdA, pabB, polB, putP, trpA, trpb y uidA), las secuencias se analizan empleando
el programa Clustalw2. Existen bases de datos electronicas gratuitas que aseguran una nomen-
clatura uniforme y facilmente accesible a todos los interesados. Estas bases de datos analizan las
secuencias y les asigna un numero que corresponde a la secuencia tipo (ST). De esta manera es
posible relacionar las cepas parecidas genéticamente entre si ya que van a tener el mismo cédigo.
Ultimamente el uso de esta técnica es muy comun debido a su bajo coste econémico y a la mejora
de las bases de datos.

La técnica de MLST se utilizé en cepas de E. coli productoras de B-lactamasas para determinar
si existe clonalidad entre las cepas aisladas en la misma regidn o en lugares muy distantes geogra-
ficamente.



Ciertos estudios basados en la aplicacion de MLST han demostrado que, a pesar de la alta
diversidad de las enzimas CTX-M presente en E. coli, existe una cierta clonalidad y algunas STs
han sido encontradas repetidamente relacionadas con algunas enzimas CTX-M. Ello sugiere que
estas secuencias tipo pueden estar involucradas en la diseminacion de estas enzimas y el éxito
adaptativo de algunas de ellas (Cantén et al. 2012). Pueden citarse las secuencias ST38, ST393 y
ST405 que han sido relacionados especialmente con las enzimas CTX-M-9, CTX-M-14 y CTX-M-15
respectivamente (Coque et al. 2008; Blanco et al. 2011). Uno de los ejemplos mas destacados de
la clonalidad de las cepas de E. coli productoras de CTX-M es el grupo clonal con la secuencia tipo
ST131, distribuida alrededor de todo el mundo. Este clon esta mayoritariamente relacionado con
CTX-M-15, y también con las variedades de CTX-M-9 y CTX-M-14 presentes tanto de aislados de
origen humano como animal (Mora et al. 2010; Cao et al. 2011).

Las secuencias tipo mas frecuentemente encontradas entre las cepas de E. coli productoras de
BLEE aisladas en diversos paises fueron las siguientes: ST10, ST38, ST69, ST131, ST167, ST315,
ST393, ST405, ST410 y ST648 (Tabla 8 y Figura 29) (Woodford et al. 2011; Brisse et al. 2012; Na-
seer et al. 2012; Peirano et al. 2012; Van der Bij et al. 2012; Colpan et al. 2013; I1zdebski et al. 2013).
Concretamente, en el estudio multicéntrico de Izdebski y colaboradores (2013) se determiné la
secuencia tipo de 240 cepas aisladas entre los anos 2008 y 2011 en Espana, Francia, Italia e Israel,
y aunque se encontraron 76 diferentes STs, unicamente 7 secuencias englobaron el 65% de las
cepas (ST10, ST38, ST69, ST131, ST405, ST410, y ST648). Similares resultados fueron encontra-
dos en el estudio que Nasser y colaboradores (2012) realizaron con 100 cepas aisladas en Espanfa,
Noruega, el Reino Unido y Suecia entre los afios 2000 y 2008, ya que el 68% de las cepas perte-
necieron Unicamente a 6 secuencias tipo (ST10, ST38, ST131, ST167, ST405 y ST648). En Canada,
Peirano y colaboradores (2012) observaron que el 91% de las cepas de E. coli productoras de BLEE
aisladas de hemocultivos entre los afios 2000 y 2010 pertenecian unicamente a 8 secuencias tipo
(ST10, ST38, ST131, ST315, ST393, ST405, ST61 y ST648).

Por lo tanto, existen clones exitosos entre las cepas de E. coli productoras de BLEE que son
(o representan) el modo principal de diseminacién de las resistencias a antibiéticos a nivel global
(Willems et al. 2011; Woodford et al. 2011). Estos clones son una fuente poderosa de propagacion
de estas resistencias actuando como donante y receptor de los elementos genéticos que confie-
ren la resistencia antimicrobiana tanto por via vertical a su descendencia como por via horizontal a
otras bacterias. Estos clones se caracterizan por la capacidad de diseminacion y colonizacion de
diferentes nichos ecoldgicos adquiriendo rasgos adaptativos que incrementan su patogenicidad y
resistencia a antibioticos, proporcionando una ventaja Darwiniana a las cepas de estos clones so-
bre otras de la misma especie (Riley, 2014), convirtiéndose asi en la parte principal de la poblacion
bacteriana en muchas areas geograficas.



Tabla 8

STs més frecuentes a nivel global en cepas EXPEC productoras de BLEE.

Francia, 131 (41,2%), 10 (5,1%), 405
240 2008-2009 | ltalia, Espana | (4,9%), 38 (4,3%), 410 (3,7%), | Izdebski et al. 2013
e Israel 648 (3,5%), 69 (2,7%)
Noruega,
Reino 131 (39%), 38 (8%), 648 (8%),
100 2000-2008 Unido, Espana | 405 (6%), 167 (4%), 10 (3%) Naseer et al. 2012
y Suecia
131 (59,4%), 405 (7,1%),
] CC10 (10+617) (6,6%), 38 ,
197 2000-2010 Canada Peirano et al. 2012

Para que un clon sea considerado un clon de alto riesgo debe de cumplir los requisitos siguien-
tes: una capacidad de diseminacion a nivel global, multiresistencia, presencia de multiples genes
de virulencia, capacidad de colonizar y persistir en los hospedadores durante largos intervalos de
tiempo (mas de seis meses) y la capacidad de causar infecciones severas que pueden ser recu-

rrentes (Mathers et al. 2015).

Se han llevado a cabo numerosos estudios en diferentes paises para conocer las STs mas preva-
lentes a nivel global relacionadas con cepas EXPEC. Para realizar estos estudios se han selecciona-
do cepas ExXPEC consecutivas, no duplicadas y no seleccionadas por resistencia a antibiéticos, los
resultados de estos estudios estan resumidos en la Tabla 9 y Figura 29. Cabe destacar la presencia

(5,6%), 648 (5,6%), 315
(4,6%), 393 (2,5%)

de cuatro clones especialmente exitosos: ST69, ST73, ST95 y ST131.



Tabla 9

STs méas prevalentes a nivel global en cepas ExPEC.

infecciones)

(5%)

Numero de ,

_ ) ST mas .
cepas Ano Pais revalentes Referencias
ExPEC P

131 (21%), 95 (16%), 73
246 (septicemias) | 2007-2010  USA | (8%), 69 (8%), 12, 10, 405, ';‘gf;ns Sapper et al.
38
naro | 73(16,6%), 131 (13,3%),
300 (ITU) 2007-2000| S5 |69(9%), 95(6,5%), 10 | Gibreel ot al. 2012
(4,3%), 127
131 (59%), 73 (7%), 95
88 (ITUy (7%), 69 (2%), 410 (2%),
2004-2005 | Inglat Lau et al. 2
septiemias) nalaterra | 16 09%), 155 %), 391 | o ¢t @l 2008
(2%)
69, 131, 95, 73 (no se
256 (ITU) 2006 Canada | aplico MLST a todas las Manges et al. 2008
cepas)
Reino  |131 (22%), 73 (11%), 69
121 (ITU 2008-2009 Croxall et al. 2011
(T Unido | (95), 95 (3%) roxalieta
73 (18%), 131 (17%), 69
, , Reino (12%), 95 (4%), 12 (3%),
770 (sept 2010-2012 H . 2014
0 (septicemias) | 2010-20 Unido 404 (3%), 10 (3%), 127 omer et al. 20
(3%), 141 (3%)
500 (diferent 131 (129 49
00 (diferentes 2009 Espania | (o) (12%), 69 (4%),393 |5 o etal. 2011
infecciones) (8%)
i 131 (23%), 10 (7%), 73
304 (diferentes | 308 5009 | Francia (23%), 10 (7%) Brisse et al. 2012
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Figura 29

Composicion clonal de 304
cepas de E. coli aisladas en
10 hospitales de Paris (2008-
2009): 152 cepas producto-
ras de CTX-My 152 cepas no
productoras de BLEE (Brisse
et al. 2012). Las secuencias
tipo mas frecuentes fueron
ST131 (B2) (23%), ST10 (A)
(7%) y ST73 (B2) (5%). Hay
un total de 13 complejos clo-
nales (CCs), siendo cuatro de
ellos altamente prevalentes:
CC131 (23%), CC10 (15%),
CC73 (6%) y CC23 (5%).

1.10.1 Grupo clonal ST131

En el aho 2008, varios grupos de investigadores internacionales liderados por Nicolas-Chanoine
y con la participacion de nuestro grupo (LREC-USC) identificaron el grupo clonal 0O25:H4-ST131
en un estudio donde se caracterizaron 36 cepas de E. coli productoras de CTX-M-15 aisladas de
siete paises (Francia, Espana, Portugal, Suiza, Corea, Libano y Canada) de tres continentes. Estas
cepas presentaban caracteristicas similares entre si: el mismo grupo filogenético (B2), mismo se-
rotipo (025:H4), resistencia a ciprofloxacina y secuencia tipo ST131 (Nicolas-Chanoine et al. 2008).
Las cepas de este clon poseian de 7 a 14 genes de virulencia de los cuales 5 eran comunes (fimH,
sat, fyuA, usp y malX) lo que las clasificaba como ExPEC. El dendograma de las 36 cepas obtenido
mediante PFGE muestra perfiles de restriccion similares, si bien, las cepas se agrupaban en varios
clusters relacionados genéticamente. Las 6 cepas espafnolas incluidas en este estudio procedian
del Hospital Universitario Lucus Augusti (HULA) de Lugo y se englobaron en un mismo cluster (Fi-
gura 30).
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Figura 30
Dendograma por PFGE de 36 cepas 025b:H4-ST131 productoras de CTX-M-15. La cepa FV7591 pertenece al serotipo
025a:H4 y a la secuencia tipo ST648. (Nicolas-Chanoine et al. 2008)

Otro estudio donde se identificé también el grupo clonal ST131 es el realizado por varios investi-
gadores internacionales liderado por Coque, donde se analizaron 43 cepas de E. coli productoras
de CTX-M-15 procedentes de seis paises (Canada, India, Kuwait, Francia, Suiza, Portugal y Espa-
na). Detectaron la secuencia tipo ST131 en todos ellos (Coque et al. 2008).

En el estudio realizado por Woodford y colaboradores (2004) donde examinaron 291 cepas de E.
coli productoras de CTX-M, encontraron que el 96% eran productoras de CTX-M-15. El dendro-
grama de estas cepas identificé una cepa epidémica A y otras cuatro cepas (B, C, D y E). Poste-
riormente, Lau y colaboradres (2008) aplicaron MLST a algunas de estas cepas (A, B, C,DyE)y
determinaron que pertenecian al clon ST131.
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En el 2008, Clermont y colaboradores comprobaron que las cepas del grupo clonal O25:H4-
ST131 tienen una variante del antigeno somatico 025 a la que denominaron O25b. Ademas, desa-
rrollaron una PCR especifica para detectar el antigeno O25b. En un trabajo de los mismos autores
(Clermont et al. 2009) se utilizé esta prueba para analizar la presencia del clon ST131 en 627 cepas
de E. coli procedentes de 4 continentes (Europa, Asia, Africa y América). Ciento cuarenta y tres ce-
pas del total de las cepas fueron productoras de BLEE, y todas ellas fueron O25b-ST131.

Se estan buscando explicaciones a la emergencia del clon ST131 a nivel mundial casi simulta-
neamente y entre pacientes que aparentemente no tienen ninguna relacion obvia entre ellos. Free-
man y colaboradores (2008) realizaron un estudio en Nueva Zelanda en el que observaron que los
pacientes de un centro de salud con infecciones urinarias causadas por ST131 habian realizado
un viaje reciente a la India o eran emigrantes procedentes de ese pais. En Canada, se ha llevado a
cabo un estudio similar donde relacionaron el papel de los viajeros en la diseminacién de este clon
(Laupland et al. 2008; Pitout et al. 2009). Asi, concluyeron que las personas incluidas en el estudio
que habian realizado un viaje en los Gltimos tres meses a la India, Africa o Medio Oriente y que ha-
bian sufrido una ITU estaban en su mayoria relacionadas con el clon ST131.

Tras la identificacidn inicial en el 2008 del clon ST131, este clon se expandié de una forma es-
pectacular por todo el mundo cambiando el panorama epidemioldgico de las cepas de E. coli pro-
ductoras de BLEE. En Espafa, en un estudio realizado entre Febrero de 2006 y Mayo de 2008 por
nuestro grupo en colaboracién con la Unidad de Microbiologia del HULA se determind la prevalen-
ciay el tipo de BLEE producido por las cepas de E. coli. La enzima CTX-M-15 (22%) fue la segunda
mas prevalente después de CTX-M-14 (57%). Ademas, todas las cepas CTX-M-15 pertenecieron
al serotipo 0O25b:H4, al grupo filogenético B2 y tenian la secuencia tipo ST131 y pertenecian a un
mismo cluster de PFGE (Blanco et al. 2009). En otro estudio realizado en el Hospital Vall d’Hebron
en Barcelona entre Mayo y Diciembre del 2008, analizamos 94 cepas consecutivas no duplicadas
de E. coli productoras de BLEE, observando que la enzima CTX-M-15 (26%) era la segunda mas
prevalente después de CTX-M-14 (47%). En total 30 cepas pertenecieron al grupo clonal O25b:H4-
B2-ST131, siendo 19 cepas de este clon productoras de CTX-M-15 y 8 de SHV-12 (Coelho et al.
2011). De estos dos estudios (donde hay una diferencia de dos afos en los muestreos) se deduce
un incremento significativo en la prevalencia de este clon en cepas productoras de BLEE en este
periodo de tiempo (del 22% en 2006 al 32% en 2008).

Estudios similares se han realizado alrededor de todo el mundo para evaluar la prevalencia del
clon ST131 en cepas EXPEC productoras de BLEE (Tabla 10). De estos estudios puede concluirse
que la prevalencia media de este clon es del 50% de las cepas de E. coli productoras de BLEE a
nivel global.



Tabla 10

Prevalencia del clon ST131 en cepas de E. coli productoras de BLEE.

Dinamarca 2008-2009 38% Olesen et al. 2013

Erancia 2008-2009 36% Brisse et al. 2012
2008-2011 42%

ltalia 2008-2011 51% lzdebski et al. 2013

Israel 2008-2011 33%-41%

Noruega 2000-2008 27%

Reino Unido 2000-2008 60% Nasser et al. 2012

Suecia 2000-2008 58%

Canada 2000-2010 59% Peirano et al. 2012

USA 2011 64% Colpan et al. 2013

La emergencia del grupo clonal 0O25b:H4-B2-ST131 se ha asociado con la enzima CTX-M-15
en numerosos paises, como por ejemplo en el Reino Unido (Lau et al. 2008), Canada (Peirano et
al. 2010a), Italia (Cagnacci et al. 2008), Turquia (Yumuk et al. 2008), Croacia (Literacka et al. 2009),
Japoén (Suzuki et al. 2009), USA (Peirano et al. 2010b), Sudafrica (Peirano et al. 2011), Brasil (Pei-
rano et al. 2011a) y Noruega (Naseer et al. 2009). La adquisicion por parte del clon ST131 de plas-
midos portadores de multiples genes de resistencia, entre ellos los que codifican para la enzima
CTX-M-15, ha aportado a este clon una multirresistencia que combinada con la presencia de un
alto numero de genes de virulencia le ha permitido una expansion global espectacular. Sin embar-
go, se han descrito otras variedades de enzimas relacionadas con este clon, como por ejemplo
CTX-M-14 en Canada, China y Japén (Cao et al. 2011; Matsumura et al. 2013; Peinaro et al. 2012),
CTX-M-3 en Irlanda (Dhaniji et al. 2011a), y la variedad CTX-M-27, muy frecuente en Francia, Japon
y Suiza (Blanc et al. 2014; Matsumura et al. 2013; Seiffert et al. 2013). Se ha relacionado este clon
también con cepas que producen otros tipos de enzimas BLEE como SHV (SHV-12 en Barcelona,
SHV-5y SHV-7 en USA) y TEM (TEM-24 en Francia) (Coelho et al. 2011; Sidjabat et al. 2009; Cler-
mont et al. 2009).



Desde que emergieron, las cepas ST131 se han diseminado rapidamente y han contribuido en
gran parte a la creciente prevalencia de cepas de E. coli multiresistentes a nivel mundial. No obstan-
te, no todas las cepas del clon son productoras de BLEE, la mayoria de estas cepas son resistentes
a fluoroquinolonas y algunas son corresistentes a aminoglucésidos, trimetoprim/sulfametoxazol y
cefalosporinas. En un trabajo de investigacion doctoral realizado en nuestro laboratorio (Mamani
2014) donde se han analizado 3.164 cepas procedentes de bacteriemias (1989-2011) se encontrd
una prevalencia de 4,8% de cepas del grupo clonal ST131. En los primeros 11 afios (1989-1999) del
estudio, la prevalencia del grupo clonal ST131 fue del 1%, pero en el segundo periodo (2000-2011)
emergid con fuerza hasta alcanzar una prevalencia del 6,2%. Las cepas ST131 representaban el
42% de las productoras de BLEE y el 4% de las no BLEE. Lépez-Cerero y colaboradores (2014)
analizaron 1.077 cepas causantes de infecciones extraintestinales en Sevilla durante el afio 2010
y comprobaron que el 15% eran ST131, representando el 23% de las cepas productoras de BLEE
y el 12% de las no BLEE. Johnson y colaboradores (2011), estudiando 127 cepas (en su mayoria
bacteriémicas) obtenidas durante el afo 2007 en USA, han encontrado que el clon ST131 supo-
nia el 17% de las cepas estudiadas y que englobaba el 51% de las cepas productoras de BLEE y
el 35% de las no BLEE. Horner y colaboradores (2014) realizaron un amplio estudio multicéntrico
en el Reino Unido en el que analizaron 770 cepas aisladas de hemocultivos entre 2010 y 2012. El
17% de las cepas pertenecieron al grupo clonal ST131, representando el 62% de las productoras
de BLEE y el 13% de las no BLEE. Por su parte, Adams-Sapper et al. (2013), trabajando con cepas
bacteriémicas aisladas en USA entre 2007 y 2010, encontraron que el 26% eran ST131 y que dicho
clon representaba el 72% de las productoras de BLEE y el 25% de las no BLEE.

Aunque el principal reservorio de las cepas EXPEC es la microbiota intestinal, existen muy pocos
estudios que evaluan la colonizacion del intestino de personas sanas por el grupo clonal ST131 sin
tener en cuenta si son cepas productoras de BLEE o resistentes a fluoroquinolonas. En Australia
se ha llevado a cabo estudios entre los afnos 2010 y 2011 donde han encontrado que el 1% de los
ninos sanos y el 4% de mujeres en edad fértil eran portadores de ST131 en el intestino (Kudniha
et al. 2013, 2013 a). En Francia, concretamente en Paris, han evaluado la presencia del clon ST131
en el afo 2006 y en el afio 2011 y han observado un aumento de prevalencia del 7% al 14% (Le-
flon-Guibout et al. 2008; Nicolas-Chanoine et al. 2013). Otros estudios han evaluado la presencia de
cepas productoras de BLEE pertenecientes al clon ST131 en las heces de personas sanas, y se ha
encontrado una prevalencia de 7% en China en el afio 2009 (Li et al. 2011) y de 9,5% en Francia en
2011 (Nicolas-Chanoine et al. 2013). Sin embargo, se ha encontrado una prevalencia mucho mas
baja en Holanda en un estudio realizado por Van Hoek y colaboradores (2015), donde solamente 6
de 1033 personas analizadas eran portadoras de cepas ST131 productoras de BLEE.

La prevalencia del clon ST131 se dispara cuando las muestras analizadas provienen de personas
de residencias de la tercera edad o en residencias de ancianos con cuidados sanitarios especiales.
Blanco y colaboradores (2009) en un estudio realizado entre los afios 2006 y 2008 observaron que
el 50% de las cepas ST131 eran aisladas de pacientes del HULA ingresados en residencias de



ancianos. En Alemania, en un muestreo realizado en diferentes residencias de ancianos entre los
anos 2010 y 2011 han encontrado que el 44% de las cepas BLEE eran ST131 (Arvand et al. 2013).
En Irlanda, las cepas ST131 productoras de BLEE han sido encontradas en el 55% de las personas
muestreadas en una misma residencia de ancianos. En el Reino Unido encontraron una prevalencia
de 40% en un muestreo realizado en 16 residencias en Belfast entre los afios 2004 y 2006 (Dhaniji
et al. 2011a). Por todo, las personas mayores en residencias de ancianos pueden ser considerados
como un reservorio importante para la diseminacién de las cepas del clon ST131 productoras de
BLEE.

Blanc et al. (2014) en colaboracién con el LREC-USC analizamos para la presencia de cepas de
E. coli productoras de BLEE las muestras fecales de 419 nifios de 25 guarderias infantiles francesas
en el afo 2012. Un total de 27 (6,4%) de los nifios eliminaban en sus heces cepas productoras de
enzimas CTX-M: 37% CTX-M-15,26% CTX-M-1,22% CTX-M-14,11% CTX-M-27 y 4% CTX-M-22.
El 44% de las 27 cepas BLEE aisladas eran ST131 y el resto pertenecian a un amplisimo abanico
de secuencias ST diferentes (ST28, ST38, ST56, ST101, ST127, ST350, ST602, ST742, ST744,
ST1193, ST3841, ST3842, ST3843, ST3867). Ocho de las 12 cepas ST131 producian CTX-M-15, 3
CTX-M-27 y una CTX-M-1.

La presencia de este clon en el tracto intestinal tanto de personas sanas como enfermas, hace
que estas cepas se liberen al medio ambiente directamente o indirectamente. Las depuradoras re-
ducen significativamente la presencia de las cepas E. coli después del tratamiento al que someten
las aguas residuales, sin embargo, parece ser que las cepas productoras de BLEE presentan una
ventaja sobre otras cepas E. coli no productoras de BLEE (Galvin et al. 2010). Se han realizado va-
rios estudios que han puesto de manifiesto la presencia de cepas de E. coli ST131 tanto en aguas
residuales urbanas como en agua de rios. Concretamente el LREC-USC ha participado en el estu-
dio de Colomer-Lluch y colaboradores (2013) en el que evaluamos la presencia de cepas O25b:H4-
B2-ST131 en aguas residuales urbanas y de rio en Barcelona en 2009 y 2010. En total recuperamos
51 cepas ST131: 25 obtenidas de 9 de las 10 muestras de aguas residuales urbanas examinadas
y 26 de 6 de las 6 muestras de agua del rio Llobregat. No obstante, unicamente 6 (12%) de las 51
cepas ST131 aisladas eran productoras de BLEE: 5 CTX-M-15 aisladas de 3 muestras de aguas
residuales urbanas y una cepa CTX-M-1 procedente de agua de rio. Al comparar los genes de
virulencia y los perfiles de PFGE-Xbal de las 51 cepas ST131 de aguas con 59 cepas O25b:H4-
B2-ST131 aisladas de muestras clinicas humanas en diferentes hospitales espafoles observamos
que tenian similares combinaciones de genes de virulencia y perfiles de macrorrestriccion. Dhanji y
colaboradores (2011) aislaron en el afio 2010 un total de 20 cepas ST131 de muestras de aguas del
rio Tdmesis a su paso por Londres. Diez de las cepas eran productoras de CTX-M-14, pero ninguna
producia CTX-M-15. Dolejska y colaboradores (2011) detectaron cepas ST131 en 12 (27%) de 45
muestras de aguas residuales depuradas en la ciudad de Brno (Republica de Checolovaquia) en
los aflos 2008 y 2009. Diecisiete de las 19 cepas ST131 aisladas eran productoras de CTX-M-15.



ST131 en animales de compaiiia

La primera cepa ST131 se identificd en un perro con UTI en Portugal y resulto ser resistente a las
fluoroquinolonas y productora de CTX-M-15 (Pomba et al. 2009). En un estudio donde se analizaron
177 muestras de gatos, perros y caballos con ITUs, heridas infectadas y diarrea procedentes de
8 paises europeos (Alemania, Italia, Holanda, Francia, Espafia, Dinamarca, Austria y Luxemburgo)
encontraron una prevalencia de este clon en 5,6%. Todas las cepas ST131 eran productoras de
CTX-M-15 salvo una que era productora de SHV-12; y estas cepas fueron muy parecidas a cepas
ST131-CTX-M-15 de origen humano (Ewers et al. 2010), En Japdn, aislaron cepas ST131 produc-
toras de CTX-M-27 de 12% de muestras procedentes de perros y gatos (Harada et al. 2012). La
presencia de este clon en animales de compania representa un alto riesgo de transmision entre
humanos y mascotas por su contacto estrecho. No obstante, es necesario realizar nuevos estudios
para saber si las cepas aisladas en los animales de compania pueden causar también infecciones
en seres humanos, y conocer el sentido de la transmisidn, ya que es probable que al menos algunas
de las cepas ST131 que se aislan de los perros y los gatos sean de procedencia humana.

ST131 en animales destinados a consumo

Segun nuestra informacién la primera cepa 025b:H4-ST131-BLEE aislada a nivel mundial la
detectamos en una muestra fecal de una granja de pollos de Cataluia analizada el afno 2003 y
se trataba de una cepa productora de CTX-M-9 que presenté un 81% de identidad en su perfil
de PFGE-Xbal con tres cepas de origen clinico humanas 025b:H4-ST131-CTX-M-9 (Cortés et al.
2010). Posteriormente, en los afos 2008 y 2009, aislamos cepas O25b:H4-ST131 productoras de
CTX-M-9 y no productoras de BLEE tanto de aves enfermas como de carne de pollo (Mora et al.
2010). Algunas de las cepas aviares 025b:H4-ST131-CTX-M-9 aisladas en este estudio resulta-
ron tener el mismo patrén de genes de virulencia que varias cepas clinicas humanas con las que
presentaron también >90% de identidad en sus patrones de macrorrestriccién. Por su parte, Vin-
cent y colaboradores (2010) aislaron una cepa 025:H4-ST131 no BLEE de una muestra de carne
obtenida en Montreal en el afio 2006 que también resulto ser similar a dos cepas clinicas humanas.
Por ultimo, Schink y colaboradores (2013) identificaron una cepa ST131 productora de CTX-M-1
procedente de un cerdo con diarrea entre 1378 cepas E. coli de cerdos, aves y vacuno.

ST131 en fauna silvestre

También se ha identificado el clon ST131 en animales silvestres. Concretamente, en Rusia, Her-
nandez y colaboradores (2010), encontraron una cepa ST131 productora de BLEE entre 4 cepas
BLEE detectadas entre 532 cepas de E. coli de gaviotas de Bering (L. glaucescens); en Portugal,
Simoes y colaboradores (2010), aislaron 4 cepas ST1831 productoras de BLEE entre 45 muestras
de gaviotas; y en Alemania, Guenther y colaboradores (2010), investigaron 220 cepas procedentes
de ratas de alcantarilla (R. norvegicus) e identificaron una cepa ST131-CTX-M-9.



Las cepas del grupo clonal ST131 se caracterizan por ser la causa de un amplio espectro de in-
fecciones nosocomiales y extrahospitalarias, por ser resistentes a numerosos antibioticos y por la
presencia de numerosos genes de virulencia. Estas caracteristicas contradicen la incompatibilidad
de los genes de virulencia y los de resistencia a antibioticos observada en otros clones mayoritarios
entre las cepas EXPEC. Estos genes de virulencia les permiten adherirse, evitar y subvertir los me-
canismos de defensa del hospedador ademas de adquirir los nutrientes necesarios para la bacteria.
Se pueden repartir al menos en cinco grupos: adhesinas, toxinas, sintesis de capsula, sideréforos y
resistencia al suero. Se han descrito 10 genes codificantes de factores de virulencia comunes entre
las cepas EXPEC ST131: iha y fimH (adhesinas), sat (toxina), kosM Il (capsula del grupo 2), fyuA 'y
iutA (sistema de adquisicidon de hierro), usp (proteina especifica uropatogénica), traT (resistencia al
suero), ompT (proteasa de la membrana externa) y malX (marcador de isla de patogenicidad) (Ro-
gers et al. 2011; Riley et al. 2014).

Existen varios estudios donde caracterizan los genes de virulencia presentes en este clon. Uno
de ellos es el estudio realizado por Johnson y colaboradores (2010) en el que caracterizaron 127
cepas ExPEC de USA, de las cuales el 17% pertenecian al clon ST131. Estas cepas se caracte-
rizaron por su multirresistencia y su alto contenido en genes de virulencia en comparacién con el
resto de las cepas no ST131 de dicho estudio. Es muy interesante destacar que las cepas ST131
de este estudio, ademas de su alto contenido en genes de virulencia presentaban 5 genes de vi-
rulencia (usp, ompT, iutA, sat y malX) no presentes en las cepas no ST131. En un estudio reciente
realizado en nuestro laboratorio (Mamani 2014) en el que se analizaré la presencia de 30 genes que
codifican para genes de virulencia tipicos de cepas EXPEC en 94 cepas productoras de BLEE de
Barcelona (2008), comprobamos que 11 genes de virulencia (papGlll, afaFM955459, cnf1, sat, hlyA,
kpsM 1I-K2, kpsM 11-K5, tratT, ibeA, malX y usp) estaban significativamente asociados con las cepas
ST131 y que coincidian en parte con los resultados de Johnson y colaboradores (2010) (iha, fimH,
sat, astA, fyuA, iutA, kpsM 1I-K2, kpsM-K5, usp, tratT, ompT y malX). Resultados similares se han
encontrado en otros estudios (Matsumura et al. 2012; Platell et al. 2011a; Blanco et al. 2009). De
esta forma, podemos anotar que existen algunos genes presentes uniformemente en todos o casi
todos estos estudios: sat, fimH, fyuA, kposM Il, usp, malX, iha, ompT, iucD, iutA vy tratT. Estos genes
de virulencia pueden estar mas implicados en el aumento de la capacidad de una colonizacién efi-
ciente del hospedador que en la virulencia de estas cepas causando la infeccion.

Numerosos autores sugieren que no solo podria ser importante la presencia acumulativa de fac-
tores de virulencia, sino la presencia de determinados factores de virulencia especializados, debido
a la funcion que desempefien cada uno de ellos en la infeccidn (Sannes et al. 2004; Moreno et al.
2005; Moreno et al. 2006). En este sentido, recientemente Spurbeck y colaboradores (2012) y Vigil
y colaboradores (2012) han sefialado a otros genes de virulencia alternativos (vat, fyuA, chuA, yfcV
y tosA) como indicadores del potencial de virulencia de las cepas que colonizan el tracto urinario y
producen bacteriemia. Los genes vat, fyuA, chuA, y fcV se encontraron en proporciones 10 veces



superiores en cepas de E. coli causantes de infecciones urinarias (UPEC) y meningitis (NMEC) que
en cepas fecales comensales. El gen vat codifica para una toxina serina proteasa autotransporta-
dora, el fyuA para un receptor de yersiniabactina, el chuA para una proteina de unién a un grupo
hemo; el gen yfcV para la subunidad mayor de un posible chaperon fimbrial; y por su parte el gen
tosA codifica para una toxina RTX. Estos genes pueden jugar un papel importante en la patogénesis
y el éxito expansivo de este grupo clonal. La combinaciéon de multirresistencia y ciertos genes de
virulencia son los factores que hacen que este clon sea uno de los mas expandidos a nivel global
(Pitout, 2012).

Blanco y colaboradores (2013), con el objetivo principal de analizar la diversidad de las cepas
productoras de BLEE procedentes de diferentes hospitales, analizaron 1.021 cepas de E. coli pro-
ductoras de BLEE aisladas de pacientes internos y externos en Febrero y Marzo del 2006 en 44
hospitales que participaron en el proyecto GEIH-BLEE-2006 y estaban distribuidos por todas las
comunidades auténomas de Espana. Ademas, analizaron 52 cepas ST131 internacionales pertene-
cientes a 8 paises que representan 3 continentes y forman parte de las colecciones de referencia
de Nicolas-Chanoine y colaboradores (2008) y Johnson y colaboradores (2012a). Encontramos que
un total de 195 cepas (19%) de las 1.021 pertenecian al grupo clonal O25b:ST131 y que estas ce-
pas estaban presentes casi en todas las comunidades auténomas, con especial prevalencia en las
comunidades de Madrid y las Islas Canarias (Figura 31).

De las 195 cepas ST131 aisladas en el proyecto GEIH-BLEE-2006 (Blanco et al. 2013) se anali-
zaron 130 para la presencia de 40 genes de virulencia asociados a EXPEC, de los cuales 13 fueron
detectados en la mayoria de ellas. Aunque los patrones de genes de virulencia fueron bastan-
te homogéneos, establecieron un esquema de clasificacién por virotipos de las cepas del clon
ST131, basandose en la presencia o ausencia de cuatro genes de virulencia. Estos genes son afa
FM955459 (alelo especifico de las cepas 0O25b:ST131), iroN, ibeA 'y sat (Tabla 11).

Con este sistema de clasificacion se han podido repartir 127 de las 130 cepas ST131 en los 4
virotipos. Un 22% correspondian al virotipo A, 31% al virotipo B, 32% al virotipo C y 13% al virotipo
D. Las cepas pertenecientes a los diferentes virotipos presentaban diferentes patrones de resisten-
cia. Se observo también una relacion entre los virotipos y los perfiles de restriccidon por PFGE. Cien-
to dieciséis de las 130 cepas ST131 fueron distribuidas en 4 grandes clusters que correspondian a
los 4 virotipos lo que sugiere la existencia de una base clonal para los virotipos que podrian repre-
sentar 4 subclones principales (Figura 32). Las 52 cepas internacionales se han repartido también
en dichos clusters, siendo el virotipo C el mas diseminado a nivel mundial.
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Figura 31
Distribucion de cepas ST131-025b:H4 en el ano 2006 en Espana (Blanco et al. 2013)
Tabla 11
Clasificacion en virotipos de cepas ST131 desarrollada por Blanco et al. 2013.
Genes de virulencia
Virotipo
afaFM955459 iroN ibeA sat
A + - - +/_
B - + - +/-
C - - - +
D - +/- + +/-
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Las técnicas de genotipado como MLST y PFGE son las mas utilizadas para relacionar clonal-
mente las cepas. Con la PFGE se puede lograr una mayor resolucion. Asi, las cepas que poseen
la misma ST y que no estan relacionadas epidemiolégicamente, suelen presentar diferentes pul-
sotipos. La PFGE es una herramienta de tipado molecular especialmente util en casos de brotes.
Tenover y colaboradores (1995) han proporcionado una guia que facilita la interpretacion de los
dendrogramas resultantes de PFGE poniendo un punto de corte > 85% de similitud para considerar
que las cepas pertenecen al mismo cluster. Las cepas del mismo clon se pueden repartir en diferen-
tes pulsotipos. MLST y PFGE son técnicas complementarias entre ellas para la determinacion de un
clony la variabilidad dentro de ese clon. No obstante, se han encontrado pulsotipos similares entre
cepas ST131 aisladas en areas geogréficas distantes y pulsotipos divergentes entre cepas aisladas
en areas geograficas relacionadas (Nicolas-Chanoine et al. 2008).

Un estudio que ha analizado una amplia coleccion de cepas ST131 de diferentes paises identifi-
caron 15 pulsotipos diferentes, aunque casi la mitad de las cepas pertenecian a cuatro pulsotipos
(Peirano et al. 2014). Cepas con pulsotipos diferentes se pueden aislar de la misma localidad (Gi-
breel et al. 2012; Peirano et al. 2014). Johnson y colaboradores (2012b) han estudiado mas de 500
cepas ST131 entre 1960 y 2010 de origen humano, animal y del medio ambiente, y han demostrado
que las cepas ST131 son muy divergentes cuando se analizan por PFGE. Ademas, han demostra-
do también que un cierto niumero de pulsotipos estrechamente relacionados son predominantes a
nivel mundial y que aparecieron en los ultimos 10 afos. Esta diversidad de pulsotipos, genes de vi-
rulencia y perfiles de resistencia sugiere que las cepas ST131 son heterogéneas y que seguramente
algunas estan mejor adaptados y son mas exitosos que otras (Woodford et al. 2011). El hecho de
que este clon este diseminado mundialmente, le permite la adquisicion de plasmidos con genes de
resistencia endémicos en las areas geograficas donde esta presente (Woodford et al. 2009).

Todas las cepas del clon ST131 se caracterizan por ser positivas para el gen fimH (como la ma-
yoria de las cepas E. coli). Este gen codifica para la adhesina FimH, localizada en el extremo de la
fimbria tipo 1. Se caracteriza por una gran diversidad alélica. Tartof y colaboradores (2007) hicieron
alusidén al poder discriminatorio de este gen que puede ser utilizado como una prueba facil y eco-
noémica para establecer cierta relacidon entre las cepas uropatogénicas. Weissman y colaboradores
(2012) describieron un esquema de tipificacion muy util para identificar subclones dentro de los
grupos clonales de cepas ExPEC, basado en el tipado de la region fimH (fimH.;) secuenciando un
fragmento interno de este gen y también de un fragmento del gen fumC utilizado en MLST. John-
son y colaboradores (2013) utilizaron este método para el tipado de cepas del grupo clonal ST131
histéricas y recientes aisladas en USA (1967-2011) de diferentes areas geograficas y de diferentes
origenes, identificaron 7 alelos fimH (H15, H22, H27, H30, H35, H41 y H94), siendo fimH30, fimH22,
fimH41 y fimH35 los mas prevalentes. Durante el primer periodo (1967-1999) encontraron solamen-
te cepas ST131 susceptibles a las quinolonas fluoradas y entre dichas cepas predominaban los
subclones H22 y H35. Las cepas ST131 resistentes a las quinolonas fluoradas aparecieron durante



el periodo 2000-2005 y se asociaron casi exclusivamente con el subclén H30 englobando el 70%
de estas cepas. Dieciocho de las 19 cepas del subclon H41 eran susceptibles a las quinolonas
fluoradas y fueron aisladas entre los afios 2006 y 2011 (Figura 33).
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Figura 33

Distribucion de cepas susceptibles a la fluoroquinolonas (FQ-S) (en verde) y resistentes (FQ-R) (en rojo) entre los siete sub-
clones fimH detectados en cepas ST131 por Johnson et al. (2013).

Johnson y colaboradores (2013) también realizaron el clonotipado de 853 cepas causantes de

infecciones extraintestinales y aisladas en los afios 2010 y 2011 en cinco hospitales de USA, com-
probando que el subclén H30 de ST131 era el mas prevalente (10%) seguido a distancia por las
cepas de las secuencias tipo ST95, ST69, ST127 y ST73. Ademas el subclon H30 dominaba entre
las cepas resistentes a las fluoroquinolonas (52%) y las resistentes a otros muchos antimicrobianos
(Figura 34).
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number of isolates

Figura 34

Prevalencia de cepas del subclén H30 de ST131y otros subclones entre 853 cepas causantes de infecciones extraintestina-
les y aisladas en cinco hospitales de USA en los afios 2010y 2011 (Johnson et al. (2013). AMP, ampicilina ; A/S, ampicilina/
sulbactam; CIP, ciprofloxacina; CZ, cefazolina; GM, gentamicina; NIT, nitrofurantoina; PTZ, piperacilina/tazobactam; TET,
tetraciclina; T/S, trimetoprim/sulfametoxazol. No se encontrd ninguna resistencia al imipenem. MDR, multirresistencia (=3 o
>5 clases, separando las penicilina de las cefalosporinas).

Price y colaboradores (2013) han analizado inicialmente 524 cepas ST131 aisladas entre 1967 y
2011 de diferentes areas geogréficas utilizando PFGE y han encontrado que el linaje fimH30 perte-
necia a diferentes clusters independientemente si las cepas incluidas en cada cluster eran resisten-
tes o0 no a las fluoroquinolonas o contienian o no la enzima CTX-M-15, lo que sugiere que la adqui-
sicion de la resistencia a las fluoroquinolonas y los genes codificantes de las enzimas CTX-M-15 ha
ocurrido de manera horizontal durante un largo periodo de tiempo. Sin embargo, cuando se analizd
el genoma completo de las 105 cepas con pulsotipos diferentes en PFGE, y combinado con el ana-
lisis del polimorfismo de un solo nucleétido SNP (Single Nucleotide Polymorphism) para reconstruir
la filogenia de las cepas ST131, encontraron que las cepas fimH30 resistentes a fluoroquinolonas
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BLEE negativas y las resistentes a fluoroquinolonas productoras de CTX-M-15 formaban clusters
diferentes. De tal forma que las cepas resistentes a flouoroquinolonas con CTX-M-15 forman un
cluster bien definido dentro del cluster de las cepas resistentes a fluoroquinolonas no producto-
ras de BLEE (Figura 35). Este andlisis filogenético indica que el clon ST131 fimH30 comprende
subclones que derivan del mismo ancestro sensible a las fluoroquinolonas (Banerjee y Johnson,
2014). Price y colaboradores (2013) han nombrado estos subclones como H30-R (incluye las ce-
pas resistentes a fluoroquinolonas) y H30-Rx (engloba las cepas resistentes a fluoroquinolonas y
productoras de CTX-M-15). Esta estructura clonal da lugar a una sucesion de resistencias antimi-
crobianas entre linajes asociados al clon fimH30, desde los mas suceptibles a las fluoroquinolonas
a los resistentes a estas y finalmente las resistentes a fluoroquinolas y productoras de CTX-M-15
(Figura 36). La secuenciacion del genoma completo y el analisis de SNP indican que la expansiéon
del linaje ST131 fimH30 a nivel mundial es el vehiculo mas importante para el aumento y la expan-
sion del clon ST131 resistente a las fluoroquinolonas y productores de CTX-M-15 entre las cepas
EXPEC (Petty et al. 2014).

El linaje fimH30 aparecid por primera vez a principios de la década del 2000 convirtiéndose en el
mas predominante a finales de esa década seguido por una rapida expansion. La mayoria de las
cepas fimH30 estan estrechamente relacionadas genéticamente entre si sugiriendo que se origi-
naron a partir del mismo ancestro portador del mismo alelo (Price et al., 2013). Parece ser que la
dramatica emergencia global de las cepas ST131 resistentes a fluoroquinolonas ha sido impulsada
por la expansion y diseminacion de este subclon fimH30 (Figura 37) (Mathers et al. 2015).

Existe una relacion muy estrecha entre el subclén H30-Rx y la enzima CTX-M-15. Sin embar-
go, no todas las cepas ST131 productoras de CTX-M-15 pertenecen al subclén H30-Rx (Colpan
et al. 2013; Banerjee et al. 2013b) y también se han detectado cepas H30-Rx no productoras de
CTX-M-15.

Blanco y colaboradores (2009) desarrollaron una triple PCR que permite la deteccidon especifica
y rapida de cepas O25b del grupo clonal ST131. El serotipo O25b:H4 es el mas predominante en
este clon, sin embargo, se han descrito recientemente otros serotipos relacionados con este clon:
016:H5 y ONT:H4 en USA, Europa, Japon y Australia (Blanc et al. 2014; Johnson et al. 2014; Ole-
sen et al. 2013; Matsumura et al. 2012a). Se ha detectado también el serogrupo O157 en una cepa
ST131 en Australia (Patell et al. 2011) y recientemente se ha descrito una cepa aviar del serogrupo
0142 con la secuencia tipo ST131 (Wang et al. 2015). Johnson y colaboradores (2009) han desarro-
llado una PCR especifica de SNPs de los genes gyrB y mdh que detecta todas las cepas del grupo
clonal ST131, tanto las del serotipo O25b:H4 coma las de los otros serotipos y serogrupos.
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El analisis del genoma y SNPs de 105 cepas ST131 muestra la relacion entre las cepas fimH30, fimH30-R y fimH30-Rx

(Price et al. 2013).

Figura 35
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Figura 36

Posibles factores que han contribuido a la evolu-
cion de cepas E. coli ST131 del subclon fimH30
sensibles a las fluoroquinolonas al subclon fimH30-
Rx resistentes a fluoroquinolonas, con mas con-
tenido de factores de virulencia y adquiriendo la
enzima CTX-M-15 (Mathers et al. 2015)
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Figura 37

Numero de cepas de E. coli ST131 y de los suclones H30-R y H30-Rx entre aislados de hemocultivos en la region de

Calgary (Canada) del afio 2000 a 2010 (Mathers et al. 2015)
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Existen pocos estudios realizados hasta el momento que caracterizan y comparan las cepas
016:H5 ST131 con las cepas 0O25b:H4 ST131, de estos estudios se concluye que las cepas O16:H5
forman perfiles de PFGE bien definidos y separados de las cepas O25b:H4, suelen ser productoras
de CTX-M-14 y siempre presentan el alelo fimH41. Aunque, las cepas O16:H5 y las O25b:H4 pre-
sentan la misma ST del esquema de Achtman, sin embargo, pertenecen a STs diferentes si aplica-
mos el esquema del Instituto Pasteur (Johnson et al. 2014; Peirano et al. 2014; Banerjee y Johnson,
2014; Matsumura et al. 2014; Rogers et al. 2015). El subclon fimH41 esté relacionado con resisten-
cias a trimetoprim sulfametoxazol y gentamicina y generalmente son sensibles a fluoroquinolonas
y también pueden ser no productoras de BLEE.

Se han desarrollado PCRs para la deteccion rapida y facil del alelo fimH30 de las cepas ST131
025b (Colpan et al. 2013) y del alelo fimH41 combinada con la deteccién del rfb O16 de las cepas
ST131 O16 (Johnson et al. 2014).

Existe un orden de aparicion de los subclones en la estructura poblacional del clon ST131, que
se deduce tras analizar los genomas completos de cepas ST131 pertenecientes a los diferentes
subclones. Las primeras cepas ST131 H30 eran susceptibles a las quinolonas fluoradas, después
emergieron las cepas H30-R resistentes a las quinolonas fluoradas y por ultimo las H30-Rx resis-
tentes a las quinolonas fluoradas y productoras de CTX-M-15. Las cepas H41 se separan de los
subclones H30, H22, H35 y otros en una fase anterior y forman una rama independiente con el alelo
fimH41 (Figura 38) (Mathers et al. 2015).

H30-Rx FQ-R
ESBL pos
H30-R
FQ-R
fimH30 Non H30-Rx| ESBLneg
025b:H4 FQ-S
Non H30-R ESBL neg
fimH22 FQ-R
ESBL pos
fimH35 FQ-R
ESBL pos
Figura 38
Estructura poblacional de E.
coli ST131: subclén fimH30 OtherfimH .
y otros cubclones.
FQ-R, resistentes a fluoro-
quinolonas, FQ-S, sensibles 016:H5 fimH41
. . FQ-S
a fluoroquinolonas (Mathers ESBL ne
etal. 2015) g




El desarrollo de resistencias frente a carbapenemas es preocupante (Pitout, 2012). Las enzimas
tipo NDM y OXA-48 son las carbapenemasas mas prevalentes entre cepas de E. coli productoras de
BLEE tanto en infecciones nosocomiales como comunitarias, mientras, las del tipo VIM, IPM y KPC
B-lactamasas son poco comunes entre las cepas BLEE (Nordamann y Poirel, 2014). Las infeccio-
nes suelen aparecer en personas que han realizado recientemente un viaje algunas regiones donde
las carbapenemasas son endémicas como Africa del norte y Turquia donde la enzima OXA-48 es
muy prevalente. La aparicién de estas resistencias en cepas del clon ST131 es muy preocupante
debido a la gran expansion y prevalencia a nivel mundial, especialmente de cepas pertenecientes
al subclén éxitoso fimH30 (Mathers et al. 2015). Las primeras cepas ST131 productoras de enzimas
carbapemenesas aparecieron en Chicago y Paris en el afio 2010 (Bonnin et al. 2012; Peirano et al.
2011). Ambos pacientes habian visitado recientemente la india.

Peirano y colaboradores (2014b) recientemente han publicado un interesante estudio en el que
caracterizaron 116 cepas productoras de carbapenemasas aisladas en 16 paises durante el pe-
riodo 2008-2013. Cuarenta y una (35%) de las 116 cepas pertenecian al grupo clonal ST131. Las
cepas ST131 productoras de carbapenemasas procedian de 16 paises de 5 continentes: Filipinas,
India, China, Thailandia, Vietnam, Argentina, Colombia, Ecuador, Panama, Puerto Rico, USA, Jor-
dania, Marruecos, Emiratos Arabes Unidos, Turquia e ltalia. La mayoria de las cepas ST131 eran
bla,.. (58%), bla,,, ... 32%), bla,,, , (7%), y bla,,, ., (2%). La secuenciacion de los alelos fimH
de las cepas permitié establecer los siguientes subclones entre las cepas ST131 productoras de
carbapenemasas: H30 (58%), H41 (7%), H54 (7%), H22 (5%), H27 (5%), H191 (5%), H24 (2%), H32
(2%), H65 (2%), H434 (2%) y H435 (2%). De las 24 cepas del subclon H30, 5 pertenecian al subclén
H30-Rx y 19 al subclén H30-R. En otro interesante estudio, O'Hara y colaboradores (2014) caracte-
rizaron 20 cepas productoras de KPC aisladas en USA entre los afios 2008 y 2012, comprobando

que 12 (60%) eran ST131. Las 12 cepas pertenecian al subclén H30.

En Espafa, Tértola y colaboradores (2005) detectaron una cepa de E. coli VIM-1 en el afio 2003
en el Hospital Vall d'Hebron de Barcelona. Miré y colaboradores (2013) examinaron en el afio 2009
cepas procedentes de 35 hospitales espafoles y unicamente detectaron una cepa de E. coli que
también era positiva para VIM-1. Oteo y colaboradores (2013) identificaron 4 cepas (1 OXA-48y 3
VIM) aisladas en el afio 2012 en hospitales espafnoles. Las 3 cepas productoras de VIM-1 pertene-
cian a las secuencias tipo ST10, ST226 y ST1152, mientras que la cepa productora de OXA-48 era
ST131. También en el afio 2012 eran detectadas en el Hospital Universitario Central de Asturias 3
cepas de las secuencias tipo ST58, ST83 y ST131 que llevaban el gen blaOXA-48 (Fernandez et al.
2014). En un estudio reciente, Oteo y colaboradores (2015) en Espafna, en un estudio multicéntrico
prospectivo realizado en 83 hospitales, han encontrado 27 cepas E. coli productoras de carbape-
nemasas. Estas cepas se han repartido en 16 STs diferentes siendo ST131 (7 cepas) y ST156 (3
cepas) las mas prevalentes.



La prevalencia y la epidemiologia de ECBLEE estan cambiando rapidamente. En los ultimos
anos, la produccién de enzimas BLEE en E. coli se ha incrementado significativamente debido es-
pecialmente a la expansion de las cepas CTX-M (Canton y Coque 2006; Lahlaoui et al. 2014). La
pandemia actual es debida en gran medida a clones exitosos de alto riesgo, entre los que destaca
el grupo clonal ST131 asociado a la produccién de CTX-M-15 (Coque et al. 2008; Nicolas-Chanoine
et al. 2008).

Se han identificado variantes/linajes/subclones del grupo clonal ST131 en base al contenido de
genes de virulencia (virotipos A, B, C, D), perfiles de PFGE (pulsotipos como el 800, 812 y 968),
patrones de resistencia a antibiéticos, diversidad de alelos fimH (subclones como H22, H30 y H41),
secuenciacion del genoma completo y analisis de SNPs (identificacion del subclén H30-Rx) y dife-
rentes secuencias tipo del esquema de MLST del Instituto Pasteur (como PST43, PST9 y PST506).
Aunque, la mayoria de las cepas ST131 pertenecen al serotipo O25b:H4, recientemente se han
identificado cepas de los serogrupos 016, 0142 y 0157, y cepas O no tipables (ONT) (Blanco et
al. 2013; Johnson et al. 2012a; Johnson et al. 2013; Johnson et al. 2014; Matsumura et al. 2012a,
Pirano et al. 2014).

En un estudio previo (Blanco et al. 2009) realizado con cepas de E. coli productoras de enzi-
mas BLEE aisladas de pacientes con infecciones extraintestinales del Complexo Hospitalario Xe-
ral-Calde de Lugo observamos que las enzimas mas frecuentemente producidas eran CTX-M-14
y CTX-M-15, y que casi todas las cepas CTX-M-15 pertenecian al grupo clonal emergente ST131.
En dicho estudio se observo que las cepas productoras de CTX-M-14 pertenecian a un amplisimo
abanico de serotipos diferentes y que presentaban perfiles de PFGE muy diversos. En contraste,
todas las cepas ST131 eran del serotipo O25b:H4, presentaban un patréon de genes de virulencia
casi idéntico perteneciendo al virotipo A, y se englobaban en un cluster de PFGE con >85% de
identidad. En este estudio desarrollamos una PCR multiple para detectar las cepas del grupo clonal
ST131 del serotipo O25b:H4 que empleamos para identificar las cepas de dicho clon entre cepas
ECBLEE aisladas en otros 44 hospitales espafoles (Blanco et al. 2013). Estos estudios pusieron



de manifiesto que las cepas del grupo clonal ST131-025b:H4 estaban ampliamente expandidas
en todos los hospitales y permitieron identificar diferentes virotipos (A, B, C y D). No obstante, la
PCR multiple que empleamos no permitia detectar todas las cepas del grupo clonal ST131 ya que
estaba dirigida especificamente para identificar las que presentaban el antigeno O25b.

El éxito de las cepas del grupo clonal ST131 se podria explicar por la adquisicidn de genes de
virulencia y de resistencia a antibiéticos (fenémeno muy raramente observado dentro del grupo fi-
logénico B2), por la enorme diversidad genética que presentan, y por su capacidad de colonizacion
a nivel intestinal, lo que implicaria la existencia de numerosos portadores asintomaticos (Banerjee
y Johson, 2014; Mathers et al. 2015 y 2015a; Nicolas-Chanoine et al. 2014). Sin embargo, se des-
conoce si todas las variantes/linajes/subclones de este grupo clonal emergente poseen el mismo
grado de virulencia y de capacidad de diseminacion.

Por todo lo comentado anteriormente, se realizaron los tres estudios que comprenden la presente
Tesis Doctoral, y cuyos objetivos son los siguientes:

*Evaluar la prevalencia real del grupo clonal ST131 identificando todas sus variantes
conocidas.

Caracterizar y comparar las diferentes variantes/linajes/subclones del grupo clonal ST131,
determinando sus serotipos O:H, genes de virulencia, perfiles de PFGE, secuencias tipo del
esquema del Instituto Pasteur, alelos fimH y sus resistencias.

Estudiar la virulencia in vivo de las cepas ST131 pertenecientes a los diferentes variantes/
linajes/subclones empleando un modelo de sepsis murino.



epas control y conservacion de las cepas

En todos los ensayos fenotipicos y genotipicos se emplearon cepas control positivas y negativas
de la coleccién del LREC-USC.

Todas las cepas EXPEC incluidas en los tres estudios y las cepas control se conservaron en agar
nutritivo con 0,75% (p/v) de agar a temperatura ambiente. En este medio, las cepas mantienen
su viabilidad sin necesidad de resiembra al menos durante 5 afios. Para preparar este medio de
conservacion se mezclan agar nutritivo 11,5 g/l y caldo nutritivo 4 g/I.

btencidn de las cepas clinicas de E. coli

Estudio |
Emergencia de nuevas variantes del grupo clonal ST131 entre cepas de E. coli productoras de
B-lactamasas de espectro extendido (ECBLEE) causantes de infecciones extraintestinales.

Se llevo a cabo un estudio prospectivo entre Enero y Abril del afio 2012 en el Hospital Universita-
rio Lucus Augusti (HULA). Se caracterizaron 77 cepas de ECBLEE aisladas de otros tantos pacien-
tes. La mayoria procedian de ITUs (69 cepas) y uUnicamente cuatro de sepsis y otras cuatro de otro
tipo de infecciones.

Estudio Il
Epidemiologia molecular del subclén H41 de E. coli 016:H5-ST131: comparacién con los sub-
clones H30 y H30-Rx de O25b:H4-ST131.



Los 2.995 aislados de E. coli analizados en este estudio procedian de cinco hospitales de diferen-
tes regiones (Lugo, Barcelona, Santander, Madrid y Sevilla) y fueron obtenidas entre los afios 2005 y
2012. Unicamente fue incluido en el estudio un aislado por paciente con infeccién urinaria, sepsis u
otra infeccion extraintestinal. En algunos muestreos se incluyeron unicamente aislados de ECBLEE
y en otros todos los aislados de E. coli independientemente de que fuesen resistentes o sensibles
a los antibioticos. Entre los aislados analizados también se incluyeron los 77 del estudio anterior.

Estudio Il
Virulencia en un modelo de sepsis murino de cepas de E. coli ST131 016:H5 y 025b:H4 perte-
necientes a diferentes virotipos y subclones.

Se seleccionaron un total de 36 cepas de E. coli del grupo clonal ST131 aisladas de pacientes
con infecciones extraintestinales en diferentes hospitales espanoles entre los afios 2005y 2012. La
seleccion se realizé entre mas de 700 cepas ST131 siguiendo como criterio que estuviesen repre-
sentados los virotipos A, B, C1, C2, C3, D1, D2, D3, D4, D5, E, F y G, los subclones H22, H30 y
H41, y los serotipos 025b:H4 y O16:H5.

studio genotipico de las cepas EXPEC

La deteccion de los genes de virulencia se realizo mediante PCR convencional, para cada prue-
ba de PCR, se utilizaron cebadores y controles positivos y negativos especificos para los genes a
estudiar.

Extraccion del ADN
Todas las PCRs se realizaron a partir de cultivos puros.

« Sembrar la cepa problema en medio TSA (agar de triptona de soja (Oxoid)) e incubar a 37
°C/18 h.

* Recoger el crecimiento equivalente a una o dos colonias y suspender en 300 pl de agua bi-
destilada estéril contenidos en un tubo eppendorf.



+ Calentar la suspensién 100 °C/5 minutos.
+ Centrifugar la suspensién calentada (11.000 rpm/2 min).
* Del sobrenadante se toman 7 pl para la prueba.

Preparacion de la mezcla de reaccioén
La mezcla de reaccion se prepara para un volumen final de 30 pl por cada muestra y contiene:

 EI ADN extraido de la muestra problema (7 pl).

+ Cebadores (0,2-0,5 pM).

» Master mix coloreado (56X My TagTM Red Reaction Buffer, Bioline) (6 pl) que contiene: los
cuatro nucledtidos (dATP, dGTP, dCTP y dTTP), Tris HCI 10 mM (pH 8,8), CIK 50 mM y CI2Mg
1,5 mM.

+ Una unidad de polimerasa (My Tag™ DNA polymerase, Bioline) (0,2 pl).

+ Agua bidestilada estéril hasta completar los 30 pl del volumen final.

Amplificacion
La amplificacion se llevd a cabo en un termociclador (modelo 2720 Thermal Cycler Applied
Biosystems). Las mezclas de reaccion fueron sometidas a:

+ Un ciclo de desnaturalizacién inicial (94 °C/3 min).

+ Seguido de 35 ciclos de 94°C/1 min (desnaturalizacién), T°C de hibridacion del cebador/40
seg y 72°C/2 min (polimerizacion).

+ Un ciclo de polimerizacion final 72 °C/2 min.

Revelado de los resultados de la PCR

Los productos amplificados en las pruebas de PCR se visualizaron mediante electroforesis en gel
de agarosa (Seakem® LE agarose, Lonza) al 2% en tampoén TBE (89 mM Tris, 89 mM &acido borico,
2,5 mM EDTA), cargando en cada pocillo 12 pl de muestra. En todas las PCRs se incluyeron cepas
control positivas y negativas. La electoforesis se realizé con fuentes y cubetas de electroforesis de
Bio-Rad. El voltaje aplicado a los geles fue de 130 V durante 20 a 40 min dependiendo del tamarnio
del gel. Los geles de agarosa se tifieron en un bafa con bromuro de etidio (10 pl/ml) (Merck) y se
observaron bajo luz ultravioleta (transiluminador modelo 2010 Mecrovue, LKB).

Cebadores
Los cebadores usados en las pruebas de PCR, sus secuencias nucleotidica y el tamafio del pro-
ducto amplificado de pares de bases se indican en las Tablas 12y 13.

La identificacién de los grupos filogenéticos A, B1, B2 y D de E. coli se realizé por PCR siguiendo
el método descrito por Clermont y colaboradores (2000) Tabla 14 y Tabla 15.



Tabla 12 (parte 1)

Cebadores utilizados en la deteccion de los genes de virulencia de los EXPEC.

Secuencia - |T2de
Nombre . . Tamano | .., .. . :
del gen Primers [nuecleotidica (ob) hibridacidén JReferencias
(5™-3) °C
fimH f TGCAGAACGGATAAGCCGTGG
fimH 508 66 Johnson y Stell, 2000
fimH r GCAGTCACCTGCCCTCCGGTA
fimA201 TCTGGCTGATACTACACC Marc y Dho -Moulin,
fimAvMT78 266 52
fimA215 ACTTTAGGATGAGTACTG 1996
Ff GGCAGTGGTGTCTTTTGGTG
F10 papA 312 56 Johnson et al. 2000
F10r CTCCTCATTATGACCGAAACCCT
PapEF f GCAACAGCAACGCTGGTTGCATCAT
papEF 336 64 Yamamoto et al. 1995
PapEF r AGAGAGAGCCACTCTTATACGGACA
Pap-| TTAGCTGGATGGCACAATG
papG | 335 54 Mora et al. 2013
Pap-I r TTGTCCATGTATCCCATTCAT
Pap-Il f GGGCATTGCTACGGTAACCTG
papG Il 545 54 Mora et al. 2013
Pap-Il r CGCTATTAATAGACAGATCACC
Pap-IIl f CGGCAACTTTAAGCTATGTG
papG Il 720 56 Mora et al. 2013
Pap-Ill r TGTACCATCTCATCGTTGTCTC
Pap-IV-f TCCGAGAAGTACCCAAACCAC LREC
papG IV 493 58
Pap-IV-r GTCACAATAAATGGTAACAGCT (sin publicar)
sfal CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC Le Bouguenec et al.
sfa/focDE 410 64
sfa2 CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCA 1992
afal GCTGGGCAGCAAACTGATAACTCTC Le Bouguenec et al.
afa/draBC 750 58
afa2 CATCAAGCTGTTTGTTCGTCCGCCG 1992
afa Afa-O25F | GAGTCACGGCAGTCGCGGCGG
207 55 Blanco et al. 2009
FM955459 Afa-O25R || TTCACCGGCGACCAGCCATCTCC
bmaE-f ATGGCGCTAACTTGCCATGCTG
bmaE 507 56 Johnson y Stell, 2000
bmakE-r AGGGGGACATATAGCCCCCTTC
gafD-f TGTTGGACCGTCTCAGGGCTC
gafD 952 56 Johnson y Stell, 2000
gafD-r CTCCCGGAACTCGCTGTTACT
cnf1-f2 CAGGAGGTACTTAGCAGCGT
cnfl 468 50 Mora et al. 2013
cnfl-rc TAATTTTGGGTTTGTATC
cdt-s1 GAAAGTAAATGGAATATAAATGTCCG
cdt-as1 AAATCACCAAGAATCATCCAGTTA
cdtB 466 58 Téth et al. 2003
cdt-s2 GAAAATAAATGGAACACACATGTCCG
cdt-as2 AAATCTCCTGCAATCATCCAGTTA
SatF GCAGCTACCGCAATAGGAGGT
sat 937 58 Johnson et al. 2003a
SatF CATTCAGAGTACCGGGGCCTA
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Tabla 12 (parte 2)

Cebadores utilizados en la deteccion de los genes de virulencia de los EXPEC.

MATERIALES Y METODOS

Secuencia . T2 de
Nombre . . Tamano |, ., . . :
del gen Primers | nuecleotidica (ob) hibridacion | Referencias
(5-3) °C
hly f AACAAGGATAAGCACTGTTCTGGCT
hlyA 1177 58 Yamamoto et al. 1995
hly r ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA
Aer f TACCGGATTGTCATATGCAGACCGT
iucD 602 60 Yamamoto et al. 1995
Aerr AATATCTTCCTCCAGTCCGGAGAAG
aer-851f GGCTGGACATCATGGGAACTGG
iutA 301 58-62 Johnson et al. 1997
aer-1152r | CGTCGGGAACGGGTAGAATCG
Ironec-f AAGTCAAAGCAGGGGTTGCCCG
iroN 665 54 Johnson et al. 2000a
Ironec-r GACGCCGACATTAAGACGCAG
ChuA A GCAGAACCAACGGTCAGGAT
chuA 279 62 Clermont et al. 2000
ChuA.2 TGCCGCCAGTACCAAAGACA
Kpsll GCGCATTTGCTGATACTGTTG
kpsM Il 272 56 Johnson y Stell 2000
Kpsll r CATCCAGACGATAAGCATGAGCA
Kpsll GCGCATTTGCTGATACTGTTG
kpsM II-K2 570 56 Johnson y O’bryan, 2004
Kpsll-K2r | AGGTAGTTCAGACTCACACCT
K5-f CAGTATCAGCAATCGTTCTGTA
kpsM 1I-K5 159 56 Johnson y Stell 2000
Kpsll r CATCCAGACGATAAGCATGAGCA
neut AGGTGAAAAGCCTGGTAGTGTG Moulin-Schouleur et al.
neuC 676 52
neu2 GGTGGTACATCCCGGGATGTC 2006
Kpslll f TCCTCTTGCTACTATTCCCCCT
kpsM Il 392 56 Johnson y Stell 2000
Kpslll r AGGCGTATCCATCCCTCCTAAC
ColV-Cf CACACACAAACGGGAGCTGTT
cvaC 680 55 Johnson y Stell 2000
ColV-Cr CACACACAAACGGGAGCTGTT
] is-f CAGCAACCCGAACCACTTGATG . 66 Rodriguez-Siek et al.
iss
is-r AGCATTGCCAGAGCGGCAGAA 2005
TraT f GGTGTGGTGCGATGAGCACAG
traT 290 66 Johnson y Stell 2000
TraT r CACGGTTCAGCCATCCCTGAG
ibe10 f AGGCAGGTGTGCGCCGCGTAC
ibeA 170 52 Johnson y Stell 2000
ibe10r TGGTGCTCCGGCAAACCATGC
MALX-F GCATGAGCAGTGCGATACATCGC
malX (PAI) 828 56 Mora et al. 2013
MALX-R AGGGCTGGGAAGTGGTTTAGCC
usp-f ACATTCACGGCAAGCCTCAG
usp 440 66 Bauer et al. 2002
usp-r AGCGAGTTCCTGGTGAAAGC
tsh03 GGTGGTGCACTGGAGTGG
tsh 640 64 Dozois et al. 2000
tsh15 AGTCCAGCGTGATAGTGG
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Tabla 13

Cebadores utilizados para la deteccion de enzimas BLEE.

Secuencia . T2 de
Nombre . . Tamano |, ., . . .
del gen Primers Jnuecleotidica (ob) hibridacion | Referencias
(5™-3) °G
CTX-C3 ATGTGCAGCACCAGTAAAGTGATG
bla ., 542 58 Mora et al. 2013
CTX-C4 ACCGCGATATCGTTGGTGGTGCC
blag, ., M13U GGTTAAAAAATCACTGCGTC
863 52 Saladin et al. 2002
grupo 1 M13L TTGGTGACGATTTTAGCCGC
blag, ., CTX-M9-F | GTGACAAAGAGAGTGCAACGG
856 56 Simarro el al, 2000
grupo 9 CTX-M9-R | ATGATTCTCGCCGCTGAAGCC
bla AAAA
extremo 3’ 483 55
CTX-M-F2 | GAATTTTGACGATCGGGG 2004
SHV-F2 TTGTCGCTTCTTTACTCGCC
blag,,, 879 58 Mora et al. 2013
SHV-R2 CCCGGCGATTTGCTGATTTCGC
TEM-1-F ATGAGTATTCAACATTTCCG
bla,, 8668 50 Rasheed el al, 1997
TEM-1-R CTGACAGTTACCAATGCTTA
Tabla 14
Cebadores para la identificacion de los grupos filogenéticos.
Secuencia - | T2de
Nombre . L Tamano |, ., . . .
del gen Primers [Jnuecleotidica (ob) hibridacion J Referencias
9 (5°-3) °C
ChuA A GCAGAACCAACGGTCAGGAT
chuA 279 62
ChuA.2 TGCCGCCAGTACCAAAGACA
YjaA.1 TGCAGTGTCAGGAGACGCTG
yjaA 2 211 54 Clemont et al. 2000
YjaA.2 ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC
TspE.C2.1 GAGTAATGTCGGGGCATTCA
TspE4.C2 152 54
TspE.C2.2 | CGCGCCAACAAAGTATTACG
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MATERIALES Y METODOS

Tabla 15
Determinacion de los grupos filogenéticos.
Genes
Grupo
chuA yjaA TSPE4.C2
A - +/- -
B1 . +/- +
B2 + + +/-
D + . +/-
Tabla 16
Cebadores utilizados para la secuenciacion de los tipos de BLEE.
Secuencia > T2 de
Nombre . . Tamano |, ., . . .
del gen Primers nuecleotidica (ob) hibridacion | Referencias
g (5-3) p oC
bla ;. CTX-15-F1 GAAAGCTAATAAAAAACACACGTGG
1044-1123 52 Mora et al. 2013
grupo 1 CTX-15-R GTATGCGCAAGCGCAGGTGG
CTX-M9-F GTGACAAAGAGAGTGCAACGG
856 56 Simarro et al. 2000
CTX-M9-R ATGATTCTCGCCGCTGAAGCC
CTX-M9 14148 | - A ATACTGATGTAACACGGA
bla ;1 24F 998 44
grupo 9 CTX-M9-R AGCTGAAGATGTATATCAAG
CTXMO 14148 LREC (sin publicar)
g GAATACTGATGTAACACGGA
24F 989 52
CTX-M14-24-R CTGCGTTGTCGGGAAGATACG
CTX-M9-14B-F CCTATACCCGAGGCGCGACAG 1059 1059
blag,.,, CTX-M9-R AGCTGAAGATGTATATCAAG
LREC (sin publicar)
grupo 9 CTX-M14-24-F CTAAATTCTTCGTGAAATAGTG 1049 1049
CTX-M14-24-R CTGCGTTGTCGGGAAGATACG
SHV-1 GGGTTATTCTTATTTGTCGC
blag,, 930 930
SHV-2 TTAGCGTTGCCAGTGCTC
Rasheed et al. 1997
TEM-1-F ATGAGTATTCAACATTTCCG
bla,,, 868 868
TEM-1-R CTGACAGTTACCAATGCTTA
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La secuenciacion se utilizé para determinar el tipo de enzima de las cepas productoras de BLEE
(Tabla 16), para determinar la secuencia tipo y el clonotipo de las cepas. Se realizé en el Depar-
tamento de Genética (Plataforma de Secuenciacion y Gendmica Funcional) de la Facultad de Ve-
terinaria (USC) mediante el método Sanger, empleando el analizador genético ABI 3100 (Applied
Bio-Systems) con el kit BigDye Terminador v3.1 cycle sequencing.

aracterizacion fenotipica

El estudio de la suceptibilidad de las cepas a los antimicrobianos se realizd en el laboratorio de
Microbiologia del Hospital donde se aislaron. Concretamente, en la Unidad de Microbiologia del
Hospital Universitario Lucus Augusti, se utilizé el sistema MicroScan WalkAway® Plus (Siemens)
que determina la concentracion minima inhibitoria (CMls). En los otros hospitales se empled este
mismo sistema u otros similares. Se analizé la sensibilidad para sulfa-trimetoprim, acido nalidixico,
ciprofloxacina, gentamicina, tobramicina, amikacina, fosfomicina, nitrofurantoina, amoxicilina/acido
clavulanico, piperacilina/tazobactam, cefepima, ceftazidima, aztreonam y cefotaxima.

Las cepas se clasificaron como sensibles (S), intermedias (I) o resistentes (R) a los diferentes an-
timicrobianos siguiendo las normas del Clinical and Laboratory Standarts Institute (CLSI, 2013). Las
cepas con valores intermedios () no se englobaron dentro de las resistentes.

La produccién de BLEEs se detectaba si se observaba sinergia entre amoxicilina/acido clavulani-
co y al menos uno de los siguientes antimicrobianos: cefotaxima, ceftazidima, aztreonam o cefepi-
ma (Jarlier et al. 1988).



El método empleado para la determinacion del antigeno O de las cepas esta basado en el ori-
ginalmente descrito por Guinée y colaboradores (1981) y modificado por Blanco y colaboradores
(1996).

Preparacion de los antisueros O de E. coli

Para la determinacion del antigeno O se emplearon 174 antisueros O que reconocen las varie-
dades de la O1 a la O185. Estos antisueros se obtienen en el LREC mediante inmunizacién de
conejos con las cepas de referencia disponibles en nuestro laboratorio, después de la obtencion
de los antisueros se adsorben para eliminar las reacciones cruzadas. Los antisueros se emplean
a dos diluciones de ensayo: 1/80 (la mayoria) o 1/40. Dicha dilucion se determina al ensayar cada
antisuero una vez se ha completado el proceso de adsorcion, frente a su cepa O homodloga de refe-
rencia. Si el titulo es > 1/640 con la cepa control, la dilucién de ensayo es 1/80, mientras que si es
< 1/640, la dilucién de ensayo es 1/40. Todas las diluciones se preparan con solucién salina estéril
(CINa 0,85%)).

Agrupamos los antisueros monovalentes se agrupan en seis o siete antisueros formando 24 an-
tisueros polivalentes (de A a X). Las cepas problema se enfrentan en un primer momento con los
antisueros polivalentes.

Preparacion de las suspensiones bacterianas

« Cultivar las cepas en agar triptona-soja (TSA) e incubar (37 °C/18 h).

+ Suspender el crecimiento que hemos obtenido en TSA en 2 ml de solucién salina (0,85%
CINa, p/v) y ajustar la concentracion bacteriana (1,8 x 10° bacterias/ml) por comparacion con
el tubo numero 6 de la escala McFarland.

+ Calentar las suspensiones a 100 °C/1 h en un bafo de agua, para destruir el antigeno K (en
el caso de que la cepa posea capsula) y desenmascarar el antigeno O.

* Una vez enfriadas las suspensiones, afiadir a cada tubo 2 ml de solucién salina formalinizada
(0,5%, v/v) con violeta de genciana (0,005%, p/v). Conservar las suspensiones bacterianas a
4 °C. Dichas suspensiones se mantienen estables durante muchos meses si los viales estan
bien cerrados.

+ Algunas cepas de los serogrupos 08, 09, 020 y O101 se caracterizan por tener una varie-
dad de antigeno K (A) que es termorresistente y, a diferencia del resto de las cepas de E. col,
necesita una exposicion a 121 °C/2,5 h. Por ello, si las cepas problema dan un resultado nega-
tivo después de enfrentarlas con todos los antisueros O, se deberian preparar unas segundas
suspensiones y autoclavarlas a 121 °C/2,5 h y enfrentarlas solamente con los antisueros O8,
09, 020y O101.



Determinacién presuntiva del serogrupo O

En la determinacion del antigeno O se emplean placas de microtitulacion de 96 pocillos (fondo
“V” preferiblemente). Este tipo de soporte permite una facil lectura de los resultados y un importan-
te ahorro de antisuero.

* Repartir los antisueros O polivalentes en los pocillos de la placa de microtitulacion.

+ Enfrentar las suspensiones bacterianas calentadas a 100 °C/1 h formalinizadas y tefiidas con
los antisueros O polivalentes. Y las calentadas a 121 °C/2,5 h con los antisueros 08, 09, 020
y O101. Para ello anadir a 50ul de cada antisuero 50ul de la suspension bacteriana, tapar la
placa (con otra placa) e incubar a 37°C durante 18 horas.

* La interpretacion de los resultados se realiza estudiando las reacciones de aglutinacion.
Cuando la cepa problema resulta reconocida por alguno de los antisueros O incluidos en un
antisuero polivalente (resultado positivo), se forma una pelicula que impide la sedimentacion
de las bacterias. En los pocillos donde no existe reconocimiento (negativos), las bacterias se-
dimentan visualizandose en forma de botones azulados (Figura 39-A). Si la cepa bacteriana
da aglutinacién con uno de los antisueros polivalentes empleados, se realiza a continuacioén el
mismo proceso con los antisueros O monovalentes incluidos en el polivalente correspondien-
te, si da negativo con todos los antisueros polivalentes se considera no tipable (ONT).

Confirmacion del serogrupo O

La determinacion del antigeno O de una cepa de E. coli, se completa con el proceso de confir-
macion en el que se establece el titulo de la cepa. El titulo representa la maxima dilucién del suero
que aglutina la cepa problema (Figura 39-B).

* Colocar 50ul de solucidn salina en los pocillos 2 a 12 de una fila de una placa de microtitu-
lacion.

« Afadir a los pocillos n°1 y n°2, 50 pl de la dilucion de ensayo del antisuero O correspondiente
y hacer diluciones seriadas (1/2) transfiriendo 50 pl de la mezcla del pocillo n°2 al n°3, mez-
clando y repitiendo la operacion hasta llegar al pocillo n°10. Utilizar los pocillos n°11 y n°12
como controles negativos, desechando los 50ul que sobran después de mezclar en el pocillo
n°10.

+ Afadir 50 pl de la suspension bacteriana calentada, formalinizada y tefiida a los 12 pocillos
de cada fila, empezando por el n°12 y avanzando hasta el n°1. Tapar las placas e incubar
37°C/18h y realizar la lectura de los resultados determinando los titulos.

+ Una vez anadida la suspension bacteriana, si el antisuero usado tiene una dilucién de ensayo
de 1/80, el titulo en el primer pocillo sera de 1/160, en el segundo de 1/320 y asi sucesivamen-
te hasta el pocillo n® 10.
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Figura 39
A. Determinacion del antigeno O (serogrupo)
B. Establecimiento del titulo de la cepa.

Determinacion del antigeno H
El método empleado para la determinacién del antigeno H esta basado en el originalmente des-

crito por Guinée y colaboradores (1981).

Preparacion de los antisueros H de E. coli

Para la determinacién del antigeno H se emplearon 53 antisueros H que reconocen las varieda-
des de la H1 a la H56. Estos antisueros se obtienen en el LREC mediante inmunizacion de conejos
con las cepas de referencia disponibles en nuestro laboratorio. El titulo de todos los antisueros una
vez completado el proceso de obtencion, resultod ser igual o superior a 1/10240, y su dilucién de
ensayo se fij6é en 1/200.
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Todos los antisueros diluidos se preparan con solucion salina estéril (CINa 0,85%). Agrupamos
los antisueros monovalentes en seis o siete antisueros formando 9 antisueros polivalentes (de A a
l). Las cepas problema se enfrentan en un primer momento con los antisueros polivalentes.

Preparacion de los antisueros H de E. coli

Para la determinacién del antigeno H se emplearon 53 antisueros H que reconocen las varieda-
des de la H1 a la H56. Estos antisueros se obtienen en el LREC mediante inmunizacion de conejos
con las cepas de referencia disponibles en nuestro laboratorio. El titulo de todos los antisueros una
vez completado el proceso de obtencion, resultd ser igual o superior a 1/10240, y su dilucion de
ensayo se fij6 en 1/200. Todos los antisueros diluidos se preparan con solucion salina estéril (CINa
0,85%). Agrupamos los antisueros monovalentes en seis 0 siete antisueros formando 9 antisueros
polivalentes (de A a l). Las cepas problema se enfrentan en un primer momento con los antisueros
polivalentes.

Preparacion de las suspensiones bacterianas

+ Cultivar las cepas problema en agar triptona-soja (TSA) e incubar (37 °C/18 h).

+ Sembrar la cepa crecida en agar TSA, en un tubo con 5 ml de medio MIL (medio semisdli-
do, movilidad, indol, lisina decarboxilasa) (Becton Dickinson-Difco) e incubar (37 °C/18 h). El
objetivo de la siembra es el de potenciar el desarrollo de los flagelos (en caso de que la cepa
objeto de estudio sea mévil). La siembra se realiza en picadura.

+ Si la cepa es inmovil (Figura 40), dar cinco pases mas usando tubos de MIL con 5 ml ya que
algunas cepas empiezan a mostrar movilidad en el cuarto incluso quinto pase. Si después de
los seis pases la cepa sigue siendo inmovil se considerara no movil (HNM).

+ Si la cepa es movil, dar de 3 (si expresa muy bien la movilidad) a 6 pases consecutivos en
tubos de MIL en forma de “U”. Para ello, la cepa se siembra en profundidad en el extremo
izquierdo del tubo. Incubar a 37 °C/18 h y observar el crecimiento bacteriano en el tubo. Si
la cepa se ha desplazado por el tubo y ha alcanzado su extremo derecho, la siembra del si-
guiente pase se hace recogiendo con un asa bacterias del borde superior de este extremo,
transfiriéndose a continuacion a otro tubo en “U”, y asi consecutivamente hasta completar los
3 pases. Si la cepa es movil, pero después de un periodo de incubacion a 37 °C/18 h no ha
alcanzado el extremo opuesto del tubo, debe permanecer en la estufa un dia mas y necesitara
completar los 6 pases.

+ Una vez completados los pases en los tubos en “U” con medio MIL se recoge con un asa
bacterias a partir del extremo derecho del tubo correspondiente al 3 ° 6 6° pase y se trasfiere
a un tubo con 7 ml de infusién Cerebro-Corazén (Difco) se incuba a 37 °C/6-8 h/80 rpm.

+ ARadir al crecimiento obtenido, 7 ml de solucion salina estéril (0,85%, p/v) formalinizada
(0,5% v/v) y dejar los tubos a temperatura ambiente una noche. La turbidez de los tubos tra-
tados con solucion salina formalinizada debe ser comparable a la del tubo n°2 de la escala
McFarland (6,0x108 bacterias/ml).
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Figura 40

Observamos de izquierda a dere-
cha: Tubo con medio MIL sin inocu-
lar. Tubo con una cepa movil, sola-
mento se observa crecimiento en la
zona donde la cepa fue inoculada.
Tubo con una cepa maovil, el despla-
zamiento provoca la turbidez total

| ——— - del medio de cultivo.

Determinacion del antigeno H

+ Colocar en una gradilla 10 tubos tipo Kahn, y repartir 250 pl de cada uno de los 9 antisueros
H polivalentes diluidos a 1/200 en cada uno de los 9 primeros tubos. Colocar 250 pl de solu-
cién salina (0,85%, p/v) en el décimo tubo y utilizarlo como control negativo. Anadir a los 10
tubos, 250ul de la suspension bacteriana e incubar la mezcla en bafno Maria a 45 °C/2 h.

* Realizar la lectura de los resultados. Reaccion positiva: Cuando uno de los antisueros mono-
valentes que forman parte del antisuero polivalente reconoce el antigeno flagelar que porta la
cepa problema, los anticuerpos reaccionan con el antigeno homélogo produciéndose la unién
de las bacterias y la consiguiente reaccion aglutinante. Después de 2 horas de incubacion, las
bacterias aglutinadas sedimentan, quedando el sobrenadante del tubo completamente libre
de bacterias. Reaccién negativa: En los tubos donde no existe reconocimiento del antigeno
flagelar de la cepa problema por parte de los antisueros monovalentes, la falta de aglutinaciéon
supone que la suspension continue turbia, una turbidez que se corresponde con la del tubo
10 utilizado como control negativo (Figura 41). Si no hay aglutinacion con ninguno de los an-
tisueros H polivalentes, se considera que la cepa es no tipable (HNT).

+ Si la cepa reacciona positivamente con algun antisuero H polivalente, se enfrenta con los
antisueros monovalentes incluidos en el mismo. Para ello, se afladen en tubos tipo Kahn, 250
ul de cada antisuero H monovalente y a continuacion se afiade a cada uno de ellos 250 pul de
la suspension bacteriana problema. El tubo en el que se observe una reaccion aglutinante nos
indicara el antigeno H que posee la cepa de problema.

87



Figura 41

Observamos de izquierda a
derecha: Tubo Khan con una
reaccion positiva y tubo Khan
con una reaccion negativa.

3.5 Dteccién de las cepas ST131 y
determinacion de las relaciones clonales

La deteccién de las cepas ST131 y de los subclones H30 y H30-Rx se realiz6 por PCR conven-
cional, mientras que la determinacion de las relaciones clonales entre las cepas se realizé mediante
la determinacion de la ST, el clonotipado y la PFGE.

Blanco y colaboradores (2009) han desarrollado un PCR multiple para la determinacién de una
forma rapida y sencilla de las cepas 025b:H4-ST131 productoras de CTX-M-15. Esta PCR se basa
en la amplificacion de tres genes: el gen afaFM955459, el gen rfbO25b y el extremo 3’ del gen bla .
(Tabla 17).

TX-M-15
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Tabla 17
Cebadores empleados para la deteccion por PCR de cepas 0O25b:H4-ST131 CTX-M-15.
Secuencia . T2 de
Nombre . L Tamano |, ., . . .
del gen Primers Jnuecleotidica (ob) hibridacion | Referencias
9 (5"-3) °C
afa Afa-O25F GAGTCACGGCAGTCGCGGCGG
207 Blanco et al. 2009
FM955459 Afa-O25R | TTCACCGGCGACCAGCCATCTCC
rfb.1bis ATACCGACGACGCCGATCTG
fbO25b 300 Clermont et al. 2008
rfoO25b.r TGCTATTCATTATGCGCAGC 55
bl CTX-M-F1 | ATAAAACCGGCAGCGGTG _
CTX-M-15 Leflon-Guibout et al.
extremo 3’ 483 0004
CTX-M-F2 | GAATTTTGACGATCGGGG

Johnson y colaboradores (2009) desarrollarn una PCR para la deteccion de todas las cepas del
grupo glonal ST131, incluidas las O25b:H4, O16:H5 y de otros serotipos (Tabla 18).

Tabla 18
Cebadores utilizados para le identificacion de las cepas ST131 por PCR.
Secuéncia - T8 de
Nombre . 9 Tamano |, ., . ), .
del gen Primers [nuecleotidica (ob) hibridacion | Referencias
g (5-3) . °C
mdh GTTTAACGTTAACGCCGGT
SNPs- gen mdh 275 58
mdh36-R GGTAACACCAGAGTGACCA
Johnson et al., 2009
gyrb47-F CGCGATAAGCGCGAC
SNPs- gen gyrB 132 54
gyrb47-R | ACCGTCTTTTTCGGTGGAA

3.5.1 Determinacién de secuencias tipo (ST)

La técnica MLST se ha revelado como una herramienta de tipado filogenético poderosa, tanto
para estudios de evolucion como epidemioldégicos globales. Existen dos esquemas de MLST: el
esquema de Achtman y el esquema del Instituto Pasteur, en el primero, se utiliza las secuencias de
fragmentos internos amplificados por PCR de siete genes altamente conservados (adk, fumC, gyrB,
icd, mdh, purA 'y recA), mientras que en el segundo esquema se utiliza las secuencias de fragmen-
tos internos amplificados por PCR de ocho genes (dinB, icdA, pabB, polB, putP, trpA, trpB y uidA).
Estas secuencias definen el perfil alélico o ST para cada cepa.
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Para la amplificacion de los fragmentos y su secuenciacion se usaron cebadores especificos para
MLST en E. coli de la website http://mist.ucc.ie/mist/dbs/Ecoli para el esquema de Achtman (Tabla
19) y de la website para el esquema del Instituto Pasteur (Tabla20) (www.pasteur.fr/recherche/ge-
nopole/PF8/mist/EColi.html).

Las secuencias se analizaron visualmente empleando el programa BioEdit Sequence Alignment
editor (version 7.0.9; Ibis Biosciences) y fueron alineados con el programa ClustalW2. El perfil alélico
de las siete secuencias correspondientes a los genes, las STs y Complejos de Secuencia (definidos
como STs relacionados con una distancia maxima de uno o dos alelos de diferencia) se obtuvieron
a través de la base de datos electronica de la pagina web http://mist.ucc.ie/mist/dbs/Ecoli para el
esquema de Achtman y de la pagina web www.pasteur.fr/recherche/genopole/PF8/mist/EColi.html
para el esquema del Instituto Pasteur.

Tabla 19
Cebadores empleados para amplificar los genes para MLST del esquema de Achtman.

adk.F | ATTCTGCTTGGCGCTCCGGG

adk adk R | CCGTCAACTTTCGCGTATTT 583

fumC-F | TCACAGGTCGCCAGCGCTTC

fumG fumC-R GTACGCAGCGAAAAAGATTC 806

o6
gyrB-F | TCGGCGACACGGATGACGGC

gyrB gyrB-R | ATCAGGCCTTCACGCGCATC 9

icd-F ATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTCCGGCACA

icd 878
icd-R | GGACGCAGCAGGATCTGTT

mdh-F ATGAAAGTCGCAGTCCTCGGCGCTGCTGGCGG

mdh 932 64
mdh-R | TAACGAACTCCTGCCCCAGAGCGATATCTTTCTT

PUrA-F | CGCGCTGATGAAAGAGATGA

purA 816
pu rA-R CATACGGTAAGCCACGCAGA

56
recA-F1 | ACCTTTGTAGCTGTACCACG

recA 780
recA-R1 | AGCGTGAAGGTAAAACCTGTG




Tabla 20
Cebadores empleados para amplificar los genes para MLST del esquema del Instituto Pasteur.

dinBoF | GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTATGAGAGGTGAGCAATGCGTA
dinB 450
dinB2oR | TTGTGAGCGGATAACAATTTCCGTAGCCCCATCGCTTCCAG

A icd2oF | GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAATTCGCTTCCCGGAACATTG 516
ic
icdoR TTGTGAGCGGATAACAATTTCATGATCGCGTCACCAAATC

B pabB2oF | GTTTTCCAGTCACGACGTTGTAAATCCAATATGACCCGCGAG 468
pa
pabBoR | TTGTGAGCGGATAACAATTTCGGTTCCACTTCGTCGATAAT

5 polB2oF | GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAGGCGGCTATGTGATGGATTC 450
po
polBoR | TTGTGAGCGGATAAGAATTTCGGTTGGCATCAGAAAACGGC

b putP2oF | GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTACTGTTTAACCCGTGGATTGC 456
ut
P putPoR | TTGTGAGCGGATAACAATTTCGCATCGGCCTCGGCAAAGCG

" trpAoF GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAGCTACGAATCTCTGTTTGCC 61
tr]
P trpAoR | TTGTGAGCGGATAACAATTTCGCTTTCATCGGTTGTACAAA

5 trpB2oF | GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTACACTATATGCTGGGCACCGC o4
tr
P trpBoR | TTGTGAGCGGATAACAAATTTCCCTCGTGCTTTCAAAATATC

oA uidAoF || GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTACATTACGGCAAAGTGTGGGTCAAT 500
ui
uidAoR | TTGTGAGCGGATAACAATTTCCCATCAGCACGTTATCGAATCCTT

55

Weissman y colaboradores (2012) describieron un esquema de tipificacion muy util para identifi-
car subclones dentro de los grupos clonales de cepas EXPEC, basado en el tipado de la region fimH
(fimH. ) secuenciando un fragmento interno de este gen (gen que codifica para la adhesina tipo 1)
y también de un fragmento del gen fumC utilizado en el esquema de Achtman de MLST (Tabla 21).
Por su parte Colpan y colaboradores (2013) disefiaron una PCR para detectar las cepas del subclon
H30 vy Banerjee y colaboradores (2013b) una PCR para identificar las cepas del subclon H30-Rx
(Tabla 22).



Tabla 21

Cebadores empleados en el clonotipado.

Secuencia ~
Nombre : . Tamano |T2 de
Primers nuecleotidica L
del gen . (pb) hibridacion °C
(5-3)
fimH-F CACTCAGGGAACCATTCAGGCA
fimH : 975 54
fimH-R CTTATTGATAAACAAAAGTCAC
fumCF TCACAGGTCGCCAGCGCTTC
fumC fumCR GTACGCAGCGAAAAAGATTC 806 56
Tabla 22
Cebadores utilizados para la deteccion de las variedades fimH30 y fimH30-Rx por PCR.
Secuencia _ |12 de
Nombre : - Tamaho | ., . .. | Referen-
del gen Primers |nuecleotidica (ob) hibridacion cias
. (5-3) Y °C
APfore3 GGTTGCGGTCTGGGCA Baneriee et
ybbW 194 64 )
APrevoo CAATATCCAGCACGTTCCAGGTG al. 2013b
fimHF-21 CCGCCAATGGTACCGCTATT .
fimH30 : 354 62 Colpan et al
fimHR-20 | CAGCTTTAATCGCCACCCCA 2013

Subclon H30-Rx: SNP-gen ybbW

3.5.3 Electroforesis en campo pulsante (PFGE)

Una mayor resolucion de las relaciones clonales entre cepas de la misma ST puede lograrse con
PFGE. Se trata de una herramienta de subtipado molecular con mayor poder discriminatorio que el
MLST. Se utiliza en varias redes internacionales de salud (PulseNet, FoodNet y vetNet) para estu-
dios epidemiolégicos locales en los que interesa detectar cepas implicadas en brotes.

En esta técnica se usan enzimas de restriccion (en nuestro caso Xbal) con bajo numero de puntos
de corte del ADN cromosoémico para generar fragmentos muy grandes (mayores de 40 Kb), que no
se podrian separar mediante electroforesis convencional. Para conseguirlo, se alterna ciclicamente
la orientacion del campo eléctrico durante el proceso electroforético.
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Para analizar los perfiles de macrorrestriccion obtenidos con la endonucleasa Xbal se utilizd
el programa BioNumerics version 5.0. (Applied Maths, Sint-Martens-Latem) empleando el indice
estadistico Dice, mediante el alogaritmo UPGMA (unweighted pair group method using arithmetic
averages) para la construccion de dendrogramas que reflejan la distribucion de las cepas en clus-
ters con mas de un 85% de homologia (cepas clonalmente relacionadas, con seis 0 menos bandas
de diferencia).

La técnica PFGE se llevé a cabo en un equipo CHEF MAPPER (Bio-Rad) de acuerdo con el pro-
tocolo estandarizado de PulseNet (CDC, 2001).

Lisis celular

* Preparar una suspension en 2 ml de CSB (100 mM Tris:100 mM EDTA; pH 8) de las cepas
bacterianas crecidas en TSA 18-24 h a 37 °C.

* Medir absorbancia a 420 nm.

* Preparar 400 pl de la suspensién a una concentracion de 0,9 (ajustar con CSB)

» Ahadir a cada suspensiéon 20 pl de proteinasa K (de una concentracion de 20 mg/ml).

* Mezclar los 400 pl de la suspension bacteriana anterior con 400 pl de agarosa al 1% previa-
mente atemperada a 55 °C (agarosa para bloques = 0,50 g de agarosa SeakemGold, 45 ml de
TE, 5 ml de SDS 10%) y preparar los bloques (2 bloques por muestra). Dejar solidificar unos
15 min a temperatura ambiente é 5 min a 4 °C.

+ En tubos de 10 ml anadir 5 ml de buffer de lisis (50 mM Tris: 50 mM EDTA + 1% Sarkosyl; pH
8) y 25 pl de proteinasa K (20 mg/ml). Depositar los bloques en los tubos correspondientes.

* Incubar 3 horas a 55 °C en agitacion.

* Retirar el buffer de lisis. Lavar con 5 ml de agua bidestilada previamente atemperada a 50 °C;
20 min en agitacion a 50 °C.

* Realizar otro lavado con agua en las mismas condiciones.

* Retirar el agua y realizar 3 lavados con 5 ml de buffer TE (10 mM Tris: 1 mM EDTA; pH 8)
previamente atemperado a 50 °C; cada lavado sera de 20 min a 50 °C en agitacion.

* Retirar el TE y anadir 5 ml de TE fresco. Conservar asi los bloques a 4 °C hasta el dia siguien-
te

Digestion del ADN

+ Cortar una porcién del bloque de agarosa del grosor de un porta e introducirlo en un tubo
eppendorf. La digestion se realiza en dos pasos:
a.Preincubacién: termobloque a 37 °C/15 min en 200 pl del buffer H 10X diluido en agua
bidestilada. Pasado ese tiempo retiramos el buffer de preincubacién y afiadimos la enzima.
b.Incubacion: termobloque a 37 °C/180 min en 200 pl de la enzima Xbal (10 U/pl por mues-
tra) diluida en buffer H.



Electroforesis

Una vez terminada la digestion, montar los cortes de bloque sobre los dientes del peine para la
electroforesis. Preparar el gel con 150 ml de agarosa SeakemGold al 1% en TBE 0,5X. Atemperar
la agarosa a 55 °C antes de afiadirla al molde en el que se ha colocado el peine. Condiciones de
electroforesis en el CHEF Mapper para E. coli:

+ Auto Algorithm
* 30 kb-low MW 600 kb-high MW
* Pulso inicial: 2,16 s Pulso final: 54,17 s Tiempo: 21.30 h

Revelado del gel

Tincion del gel en agua destilada con 10 pl/ml de bromuro de etidio (de la solucion stock 10 mg/
ml) durante 20-30 min en agitacion. A continuacion, eliminamos el bafio y lavamos el gel al menos
1 h en agua destilada en agitacién. La captura de imagen de los geles para su posterior tratamiento
con el programa BioNumerics se realizé con el sistema de fotodocumentacion GelDoc (BioRad) y el
programa Quantity One 4.6.3.

nsayo de virulencia en vivo

Los ensayos de experimentacidén animal realizados en la presente tesis se llevaron acabo siguien-
do la normativa Europea (Directiva 2010/63/UE relativa a la proteccion de los animales utilizados
para fines cientificos) y Nacional (RD 53/2013 por el que se establecen las normas basicas aplica-
bles para la proteccion de los animales utilizados en experimentacion, otros fines cientificos, inclu-
yendo la docencia). El protocolo utilizado fue previamente aprobado por el Comité de Bioética de la
Universidade de Santiago de Compostela (AE-LU-002/12/INV MED.02/OUTROS 04).

El modelo de sepsis murino empleado para el estudio de la virulencia en vivo de las cepas esta
basado en el descrito originalmente por Picard y colaboradores (1999). Para nuestros ensayos utili-
zamos ratones SPF (specimen pathogen free) hembra RjOrl:Swiss de 3 a 4 semanas de vida (16-18
g) suministrados por Janvier-Labs, que se acomodaron segun condiciones normalizadas, con agua
y alimento ad libitum, en lotes de 10 ratones por jaula. Todas las jaulas se mantuvieron en una uni-
dad tipo armario con presidon negativa, ubicada en un espacio de uso exclusivo para llevar a cabo
estas infecciones, dotado con un nivel de contencién 2, y situado en el Animalario de Experimenta-
cién de la RIAIDT de la USC.



Los ratones se inocularon por via subcutanea en la regién del cuello con 200 pl de suspension
bacteriana conteniendo aproximadamente 2x10® UFC (unidades formadoras de colonias) en fase
exponencial de crecimiento. Se emplearon 10 ratones para cada cepa ensayada, y para validar
cada ensayo de letalidad, se incluyeron 2 cepas control inoculadas en 5 ratones cada una de ellas:
la K-12 MG1655, que es una cepa comensal inocua, que no debe mostrar letalidad en los 7 dias
de ensayo; y CFT073, que es una cepa EXPEC que muestra una letalidad >80% a lo largo de los 7
dias de ensayo. Los ratones supervivientes son eutanasiados el dia 7 mediante dislocacién cervical.

La preparacion de los indculos bacterianos se realizdé en cabinas de seguridad biolégica Clase
Il equipadas con filtros HEPA y utilizando materiales estériles. Las cepas de E. coli utilizadas en los
ensayos, asi como los controles positivos y negativos, fueron realizadas previamente en ML y TSA
para confirmar que se trataba de cultivos puros. De dichos reaislamientos se cepd una colonia que
es con la que se trabajé en la preparacion de indéculos:

Dia 1: Siembra de las cepas en estria en medio LB Agar (Lennox L agar, Invitrogen), incuba-
cion 37 °C/24 h.

Dia 2: Recoger una colonia de la placa LBA, o crecimiento equivalente, con asa de 1 pl y
suspender en 10 ml de caldo LB contenidos en un tubo falcon de 50 ml e incubar 37 °C/180
rpm/24 h. Por cada ensayo se incluyé un tubo falcon con 10 ml de caldo LB sin inocular como
control de esterilidad del medio.

Dia 3: Observar el tubo control de caldo LB por si hubiese turbidez, lo que seria indicativo de
contaminacién del caldo, y si no se observa contaminacioén, centrifugar los cultivos de caldo
LB en los tubos falcon (3500 rpm/15 min/T # ambiente). Eliminar sobrenadante y resuspender
en 10 ml de suero fisiolégico ésteril, agitar en vortex y de nuevo centrifugar (3500 rom/15
min/T & ambiente). Eliminar de nuevo el sobrenadante y resuspender con 10 ml de suero fisio-
I6gico y agitar en vortex.

Medir la absorbancia del in6culo obtenido a 420 nm y ajustar a 1,4 con suero fisiolégico.
Conservar las suspensiones a 4°C hasta el momento de realizar la inoculacién. La inoculacién
subcutanea, en la regién del cuello, se realizdé con jeringuillas de insulina, inoculando 200 pl
(aproximadamente 2 x 108 UFC/200 pl). Para el control de letalidad se anoté la hora de inicio
y finalizacién de la inoculacién para cada ensayo con objeto de llevar el control de letalidad
(<24h, >24-48h, >48h).

Para el contaje de las UFC inoculadas a los ratones, se hicieron diluciones seriadas de cada
inéculo, sembrandose las diluciones 10°y 107 en dos placas de LBA cada una (100 pl/placa).
Utilizando digralsky para la siembra, las placas se incubaron a 37 °C/18-24 h.



Dia 3-7: Tras la inoculacion, los ratones fueron monitorizados e inspeccionados clinicamente
varias veces al dia durante al menos las 72 h post-inoculacion, y a diario hasta el séptimo dia
post-inoculacion, ajustandose la frecuencia en funcién del estado sanitario se registro la fecha
y hora de cada muerte, asi como cualquier incidencia clinica. En el séptimo dia del ensayo se
observaron las lesiones en los supervivientes, y se sacrificaron por dislocacion cervical.

Las cepas fueron clasificadas como:

+ Rapidamente letales, si producian la muerte de =50% de los ratones inoculados en < 24 h.
+ Altamente letales, si producian la muerte de >90% de los ratones inoculados a lo largo de los

siete dias de ensayo.
+ Letales, si al menos producian la muerte del 50% de los ratones inoculados a lo largo de los

siete dias de ensayo.

nalisis estadistico

Para determinar el grado de asociacion estadistica entre las variables en estudio, se aplico el test
de Fisher, considerando significativos valores iguales o menores a 0,05 (P<0,05).



studio |

Emergencia de nuevas variantes del grupo clonal ST131 entre cepas de E. coli productoras de
B-lactamasas de espectro extendido (ECBLEE) causantes de infecciones extraintestinales.

Emergence of new variants of ST131 clonal group among extraintestinal pathogenic Escherichia coli
producing extended-spectrum (-lactamases. (2003).

Dahbi G, Mora A, Lépez C, Alonso MP, Mamani R, Marzoa J, Coira A, Garcia-Garrote F, Pita JM,
Velasco D, Herrera A, Viso S, Blanco JE, Blanco M, Blanco J. Int J Antimicrob Agents 42(4):347-51.

Se llevo a cabo un estudio prospectivo entre Enero y Abril del afio 2012 en el Hospital Univer-
sitario Lucus Augusti (HULA). Se trata de un hospital de 740 camas que atiende a una poblacién
urbana y rural de 265.000 habitantes y es de referencia para otros dos hospitales regionales de los
que dependen sanitariamente otras 118.000 personas. Durante los cuatro meses del estudio, se
aislaron 1.763 cepas de E. coli de pacientes con infecciones del tracto urinario (ITU), sepsis y otros
tipos de infecciones extraintestinales. Un total de 141 (8,0%) resultaron ser productoras de BLEE.
Teniendo en cuenta que de muchos de los pacientes se obtuvieron varios aislados productores de
BLEE de diferentes muestras, unicamente se incluyeron en el estudio 77 cepas aisladas de otros
tantos pacientes eliminando los posibles duplicados. La mayoria procedian de ITUs (69 cepas) y
unicamente cuatro de sepsis y otras cuatro de otro tipo de infecciones.



Con respecto a los estudios previos realizados en el LREC-USC (Blanco et al. 2009 y 2013) como
novedad se incluye la identificacion de todas las cepas del grupo clonal ST131 (O25b, 016, 0142,
0157 y de otros posibles serogrupos, incluidas las ONT) utilizando una PCR multiple especifica de
SNPs de los genes gyrB y mdh desarrollada por Johnson y colaboradores (2009).

Ademas se determind el tipo de enzimas BLEE, serotipos, genes de virulencia, grupos filogené-
ticos, perfiles de PFGE, las secuencias tipo por MLST siguiendo los esquemas de Achtman y del
Instituto Pasteur, y las resistencias a antibioticos en las cepas del grupo clonal ST13.

Un total de 47 (61%) de las 77 cepas ECBLEE del estudio pertenecian al grupo clonal ST131: 41
CTX-M-15, cuatro CTX-M-14, una CTX-M-1 y una CTX-M-27.

De las 47 cepas ST131, 28 (60%) procedian de pacientes ingresados en cinco residencias de
ancianos (A, B, C, D y E), mientras que ninguna de las 30 cepas no-ST131 se aisl6 de pacientes
ingresados en este tipo de instituciones (P < 0,001).

De la residencia A proceden las cepas FV17616, 17565, 17543, 17563, 17604, 17561, 17526,
17541, 17583, 17618, 17557, 17536, 17602, 17607, 17592, 17534, 17564 y 17582; de la residencia
B las cepas FV17613, 17605, 17608, 17620, 17546 y 17598; de la residencia C las cepas FV17578
y 17621; y de las residencias D y E las cepas FV17558 y F\VV17539 respectivamente.

El gen rfbO25b se detectd en 38 cepas pertenecientes al serotipo O25b:H4. De las nueve cepas
ST131 restantes, siete resultaron ser ONT:H4 y dos del serotipo O16:H5.

La secuenciacion de los siete genes (adk, fumC, gyrB, icd, mdh, purA 'y recA) del esquema de
Achtman (http://mist.ucc.ie/mist/dbs/Ecoli) confirmd que las 47 cepas presentaban realmente la
secuencia tipo ST131. Cuando se secuenciaron los ocho genes (dinB, icdA, pabB, polB, putP,
trpA, troB and uidA) del esquema del Instituto Pasteur (http://www.pasteur.fr/recherche/genopole/
PF8/miIst/EColi.html) en 23 cepas ST131 representativas comprobamos que pertenecian a cinco
secuencias tipo diferentes. Concretamente, 16 cepas pertenecian a la secuencia tipo PST43 (13
025b:H4 y 3 ONT:H4), cuatro cepas a la nueva secuencia tipo PST621 (tres O25b:H4 y una cepa



RESULTADOS

ONT:H4), y una cepa a las secuencias tipo PST506 (O16:H5), PST527 (025b:H4) y PST625 (O16:H5).
Las secuencia tipo PST621 y PST527 identificadas en las cepas O25b:H4 y ONT:H4 varian uni-
camente en la secuencia de uno y dos genes respectivamente con respecto a PST43 también
asociada con las cepas de dichos serotipos, mientras que las secuencias PST506 y PST625 ob-
servadas en las cepas del serotipo O16:H5 varian en las secuencias de cinco genes con respecto
a PST43 y entre ellas en unicamente en un gen (Tabla 23).

Tabla 23
Secuencias tipo del esquema del Instituto Pasteur de las cepas del grupo clonal ST131

ST MLST 'del Instituto Pasteur
Serotipo  |Achtman —T _
PST | dinB | icdA | pabB | polB | putP | trpA | trpB | uidA
43 9 1 15 7 4 9 6 9
0O25b:H4 y
ONT:H4 o 9 234 | 15 7 4 9 6 9
nuevo
025b:H4 131 527 9 20 15 7 4 9 6 129
506 9 134 | 74 | 134 4 72 1 9
016:H5
I 9 134 | 74 | 134 4 162 1 9
nuevo

4.1.6 Genes de virulencia y virotipas:de las cepas del grupo clonal
ST131. Comparacion con las cepas no ST131

Las 77 cepas de ECBLEE fueron analizadas por PCR para la presencia de 32 genes que codifi-
can para factores de virulencia tipicos de cepas EXPEC que causan infecciones del tracto urinario,
sepsis y meningitis (Tabla 24).

Quince genes de virulencia fueron significativamente asociados con las cepas ST131 (fimH, F10
papA, papGll, afa/draBC, afaFM955459, cnf1, sat, hlyA, iucD, chuA, kosMil, kosMII-K2, kpsMII-K5,
malX y usp). Ocho de los cuales se han detectado en > 90% de las cepas ST131 (fimH, F10 papA,
sat, iucD, chuA, kpsMIl, malX y usp).
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Tabla 24

Genes de virulencia de cepas ST131y no-ST131 :ggrrrnﬁ?esg?azpuar?ig\hente los valores de P < 0,05 (Test exacto de Fisher).
ST131 ST131 ST131 Total Total ‘é?'?;f;s
025b:H4 (n=38) ONT:H4 (n=7) 016:H5 (n=2) ST131 (n=47) no-ST131(n=30) no-ST131
Adhesinas
fimH 38 (100%) 7 (100%) 2 (100%) 47 (100%) 26 (87%) 0,020
fimAvMT78 0 0 0 0 9 (30%) <0,001
F10papA 37 (100%) 7 (100%) 2 (100%) 46 (98%) 0 <0,001
papEF 20 (53%) 1(14%) 0 21 (45%) 13 (43%)
papGl 0 0 0 0 1(3%)
papGli 20 (53%) 1 (14%) 0 21 (45%) 3 (10%) 0,001
papGlll 0 0 0 0 4 (13%) 0,020
papGlV 0 0 0 0 0
sfa/focDE 0 0 0 0 0
afa/draBC 15 (39%) 6 (86%) 0 21 (45%) 0 <0,001
afaFM955459 15 (39%) 6 (86%) 0 21 (45%) 0 <0,001
bmaE 0 0 0 0 0
gafD 0 0 0 0 0
Toxinas
enfl 13 (34%) 1 (14%) 0 14 (30%) 0 <0,001
cdtB 0 0 0 0 1(3%)
sat 37 (97%) 7 (100%) 2 (100%) 46 (98%) 3 (10%) <0,001
hlyA 13 (34%) 1(14%) 0 14 (30%) 1(3%) 0,003
Sideréforos
iucD 38 (100%) 7 (100%) 2 (100%) 47 (100%) 16 (53%) <0,001
iroN 2 (5%) 0 0 2 (4%) 11 (33%) <0,001
chuA 38 (100%) 7 (100%) 2 (100%) 47 (100%) 0 <0,001
Capsulas
kpsMil 38 (100%) 7 (100%) 0 45 (96%) 8 (24%) <0,001
kpsMIl-K2 15 (39%) 6 (86%) 0 21 (45%) 0 <0,001
kpsMIl-K5 22 (58%) 1(14%) 0 23 (49%) 7 (23%) 0,021
neuC-K1 1 (2%) 0 0 1(2%) 1 (3%)
kpsMill 0 0 0 0 0
Otros
cvaC 1 (3%) 0 0 1(2%) 6 (20%) 0,012
iss 2 (5%) 0 0 2 (4%) 12 (40%) <0,001
traT 24 (63%) 2 (29%) 2 (100%) 28 (60%) 17 (57%)
ibeA 1 (3%) 0 0 1(2%) 0
malX (PA) 38 (100%) 7 (100%) 2 (100%) 47 (100%) 3 (10%) <0,001
usp 38 (100%) 7 (100%) 2 (100%) 47 (100%) 1(38%) <0,001
tsh 0 0 0 0 3 (10%)

Estatus ExPEC 38 (100%) 7 (100%) 0 45 (96%) 11 (37%) <0,001
Cepas con 28 genes 26 (68%) 2 0 28 (60%) 1(B%) <0,001
virulencia

Media y (rango) de genes de 9,3 8,6 7 9,1 4,3

virulencia (7at) 8at) 7 (7at) (1a8)
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El estatus EXPEC entre las cepas del grupo clonal ST131 fue muchisimo mas frecuente (96%) que
entre las cepas no ST131 (37%) (P<0,001).

Ademas, las 47 cepas ST131 exhibieron un significativo mayor numero de genes de virulencia
(media 9,1) que las 30 cepas no ST131 (media 4,3).

La diversidad de combinaciones de genes de virulencia encontrada entre las cepas no ST131 (25
combinaciones entre 30 cepas) resulto ser claramente superior a la encontrada entre cepas ST131
(10 combinaciones entre 47 cepas). Ademas, las combinaciones de genes de virulencia de las ce-
pas ST131 eran muy diferentes a las encontradas entre las cepas no ST131.

Al analizar las combinaciones de genes de virulencia observamos que 20 cepas ST131 presen-
taron dos nuevos virotipos que en el proximo estudio definiremos como “virotipos E y F” caracte-
rizados por la presencia de los genes papGll, sat, cnf1, hlyA, kosMIl-K5 y papGll, sat, kposMIl-K5
respectivamente.

Como en los estudios previamente realizados en el HULA, el virotipo A, caracterizado por la pre-
sencia de los genes afa/draBC, afaFM955459, sat y kpsMII-K2, fue el mas frecuentemente identi-
ficado, observandose en 21 (45%) de las 47 cepas ST131.

Al analizar los perfiles de macrorrestriccion definidos con la enzima Xbal de las cepas del grupo
clonal ST131, observamos una amplia heterogeneidad, con unicamente un 60,4% de similitud entre
todos los perfiles generados. No obstante, las 47 cepas se distribuyeron en seis grupos (I-VI) con

85%, 83,1%, 90,3%, 84,2%, 88,9% y 82,4% de identidad. Los grupos Il, lll, IV y VI quedaron clara-
mente definidos por su combinacién caracteristica de genes de virulencia (Figura 42). La mayoria
de las cepas se englobaron en los grupos I, Il y IV.

El grupo | incluye 2 cepas del serotipo O25b:H4 y de la secuencia tipo PST43 que producen dos
tipos distintos de enzimas BLEE (CTX-M-15 y CTX-M-27) y presentan diferentes patrones de genes
de virulencia.

En el grupo Il se incluyen 12 cepas productoras de CTX-M-15 del virotipo E (11 O25b:H4 y una
ONT:H4, con la nueva secuencia tipo PST621), 11 de las cuales presentaron la misma combinacion
de genes de virulencia: fimH, papGil, sat, cnfl, hlyA, iucD, kpsMII-K5, tratT, malX y usp. Diez cepas
del grupo Il presentaron una identidad >85% y seis de estas 10 cepas procedian de pacientes in-
gresados en la misma residencia de ancianos (Residencia A).
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Figura 42 (pagina anterior)

Dendrograma con los perfiles de macrorrestriccion (pulsotipos) obtenidos por PFGE empleando el enzima Xbal de las 47
cepas ST131. Estas cepas se distribuyeron en seis grupos (I a VI) con 85%, 83,1%, 90,3%, 84,2%, 88,9% vy 82,4% de
identidad. Se indica el codigo de la cepa, el serotipo, la secuencia tipo del esquema del Instituto Pasteur, el tipo de enzima
BLEE, los genes de virulencia, las resistencias, y el grupo. NAL, acido nalidixico; CIP, ciprofloxacina; SXT, trimetoprim-sulfa-
metoxazol; GEN, gentamicina; TOB, tobramicina, FOF, fosfomicina; AMC, amoxicilina-acido clavulanico.

El grupo Il incluye cinco cepas CTX-M-15 del serotipo O25b:H4 y la secuencia tipo PST43 po-
sitivas para los genes de virulencia: fimH, papGll, sat, iucD, kpsMIIK5, traTl, malX 'y usp (virotipo F).
Cuatro de las cinco cepas de este grupo eran aisladas de pacientes de la Residencia B.

El grupo IV estéa formado por 20 cepas CTX-M-15 con un 84,2% de identidad (14 O25b:H4 y seis
ONT:H4, con la secuencia tipo PST43) que poseen una combinacidén de genes de virulencia carac-
teristica: fimH, afa/draBC, sat, iucD, kpsMlII-K2, malX'y usp (virotipo A). Diez (seis O25b:H4 y cuatro
ONT:H4) de las 20 cepas de este grupo eran obtenidas de pacientes de la residencia A.

Por su parte el grupo V incluye Unicamente 2 cepas que presentan el mismo serotipo (0O25b:H4),
secuencia tipo (PST43) y producen CTX-M-15, pero que poseen diferentes combinaciones de ge-
nes de virulencia.

Por ultimo, el grupo VI incluye dos cepas productoras de CTX-M-14 del serotipo O16:H5 (PST506
y ST625) con los genes de virulencia fimH, sat, iucD, traT, malX y usp (virotipo C). Estas dos cepas
procedian de pacientes ingresados en las residencias B y C.

Las tasas de resistencia al acido nalidixico (100% vs 77%; P=0,001), ciprofloxacina (100% vs
70%; P<0,001), tobramicina (72% vs 33%; P=0,001), trimetoprim/sulfametoxazol (77% vs 57%;
P=0,057) y fosfomicina (15% vs 0%; P=0,026) fueron mayores entre las cepas del grupo clonal
ST131 que entre las cepas no ST131.



studio |l

Epidemiologia molecular del subclén H41 de E. coli 016:H5-ST131: comparacién con los sub-
clones H30 y H30-Rx de O25b:H4-ST131.

Molecular epidemiology and virulence of Escherichia coli O16:H5-ST131: Comparison with H30 and
H30-Rx subclones of O25b:H4-ST131.(2014)

Dahbi G, Mora A, Mamani R, Lopez C, Alonso MP, Marzoa J, Blanco M, Herrera A, Viso S, Gar-
cia-Garrote F, Tchesnokova V, Billig M, de la Cruz F, de Toro M, Gonzalez-Lépez JJ, Prats G, Chaves
F, Martinez-Martinez L, Lépez-Cerezo L, Denamur E, Blanco J. Int J Med Microbiol 304(8):1247-57.

En el estudio previo (4.1. Estudio I) aunque empleamos una PCR capaz de detectar todas las
variantes del grupo clonal ST131, desconociamos los subclones a los que pertenecian las cepas.
Ademas, disponiamos unicamente de dos cepas del serotipo O16:H5 que no eran suficientes para
poder comparar sus caracteristicas con las aisladas en otros paises y con las del serotipo O25b:H4.
Por ello planificamos el presente estudio en el que conseguimos una coleccion de 27 cepas del
serotipo O16:H5 que comparamos con 127 cepas del serotipo O25b:H4, estableciendo los subclo-
nes.

Segun nuestra informacion, este estudio es el primero realizado en Europa en el que se investi-
ga la prevalencia y los genotipos de cepas ST131 del serotipo O16:H5 y se comparan con cepas
ST131 del serotipo O25b:H4 y sus subclones H30 y H30-Rx.

Los 2.995 aislados de E. coli analizados en este estudio procedian de cinco hospitales de diferen-
tes regiones (Lugo, Barcelona, Santander, Madrid y Sevilla) y fueron obtenidos entre los afnos 2005
y 2012. Unicamente se incluyé en el estudio un aislado por paciente con infeccién urinaria, sepsis
u otra infeccion extraintestinal. Se trataba de aislados de E. coli clinicamente relevantes obtenidos
de pacientes no hospitalizados y de pacientes ingresados de todos los grupos de edad.

En la Tabla 25 se muestra la distribucidn y el origen clinico por hospital. Como se puede ver en
algunos muestreos se incluyeron unicamente aislados de ECBLEE y en otros todos los aislados de
E. coli independientemente de que fuesen resistentes o sensibles a los antibidticos. Entre los aisla-
dos analizados también se incluyeron los 77 del estudio anterior.

Los datos reflejan la prevalencia real de los diferentes serotipos y subclones de ST131 entre ais-
lados de ITUs, sepsis y otros tipos de infecciones extraintestinales.
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Tabla 25
Origen de las 27 cepas O16:H5-ST131 caracterizadas en el estudio y prevalencia de cepas ST131 y de los subclones H30
y H30-Rx
Tipo Afio o N°.ST131 (%)
. e .
de Hospital? | muestreo] _. subcion || subcion Referencias
tudi lini aislados | 025b:H4 016:H5
estudaio clinico H30 H30-Rx
Estudio multicéntrico
Lucus
Augusti
100 aislados consecuti-
de E.coff clini Vall
vos de E.coli clinicamen- d'Hebron
te relevantes obtenidos Blanco et al.
Marqués de 2009° 500 59 (12%) 43 (9%) 16 (3%) 8 (2%)
en cada hospital. UTI ) 2001
Valdecilla
(84%). Prevalencia EC-
12 Octubre
BLEE 7%
Virgen
Macarena
Lucus
Augusti
100 aislados conse- Vall
cutivos de ECBLEE d’Hebron
Dahbi et al.
clinicamente relevantes Marqués de 2009° 500 142 (28%) | 126 (25%) | 120 (24%) 11 2%) 2014
obtenidos en cada hos- Valdecilla
pital. UTI (75%) 12 Octubre
Virgen
Macarena
Estudios locales
ECBLEE obtenidos de
Lucus Blanco et al.
ITU (72%) y otras infec- ) 2006 a 2008 354 77 (22%) 76 (21%) 76 (21%) 0
Augusti 2009
ciones extraintestinales
ECBLEE obtenidos de
. Vall d’ Coelho et al.
ITU (73%) y otras infec- 2008 94 30 (32%) 19 (20%) 18 (19%) 0
Hebron 2011
ciones extraintestinales
Aislados de E.coli cau-
santes de bacteremia. Lucus Dahbi et al.
) . 2005 a 2010 1470 110 (7%) 73 (5%) 30 2%) 6 (0,4%)
Prevalencia ECBLEE Augusti 2014
4,4%
ECBLEE obtenidos de
) Lucus Dahbi et al.
ITU (90%) y otras infec- . 2012 77 38 (49%) 44 (57%) 42 (54%) 2 (3%)
Augusti 2013¢
ciones extraintestinales
Numero total de aislados de E.coli 2005 a 2012 2995 456 (15%) | 381 (13%) || 302 (10%) | 27 (0,9%)
Total ECBLEE 1125 320 (28%) | 295 (26%) || 286 (25%) 14 (1%)
Total no- ECBLEE 1870 136 (7%) 86 (5%) 16 (0,9%) || 13 (0,7%)

aParticiparon cinco hospitales de diferentes regiones de Espafia: Hospital Universitario Lucus Augusti de Lugo, Vall d'Hebron de Barcelona, Marqués de
Valdecilla de Santander, 12 Octubre de Madrid y Virgen Macarena de Sevilla.
®Se seleccionaron los primeros 100 aislados de E. coli clinicamente relevantes en cada hospital (7% ECBLEE) y a continuacion otros 100 consecutivos

de ECBLEE.

¢ Siete aislados ST131 fueron ONT:H4 y pertenecieron al subclén H30-Rx.
NOTA: Por cada paciente se selecciond una Unica cepa.
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Identificacién de las cepas ST131 incluyendo los subclones H30 y H30-Rx

Un total de 2.995 aislados de E. coli fueron analizados para la identificacion del grupo clonal
ST131 utilizando una PCR multiple especifica de SNPs de los genes gyrB y mdh desarrollada por
Johnson y colaboradores (2009). Las cepas ST131 asi identificadas se ensayaron con la triple PCR
que amplifica los genes afa FM955459, rfbO25b y bla,, ,, .. 9ene 3’end (Blanco et al. 2009).

Todas las cepas ST131 detectadas se ensayaron también con cebadores especificos para ampli-
ficar el alelo fimH30 (codifica para una variante de la adhesina fimbrial tipo 1) e identificar el subclén
H30 (Colpan et al. 2013).

Dentro del subclén H30 se identificaron las cepas del subclén H30-Rx usando otra PCR especi-
fica para un SNP (G723A) dentro del gen ybbW (codifica alantoina) (Banerjee et al. 2013b).

Ademas se determind el tipo de enzimas BLEE, serotipos, genes de virulencia, grupos filogené-
ticos, perfiles de PFGE, las secuencias tipo por MLST siguiendo los esquemas de Achtman y del
Instituto Pasteur, y las resistencias a antibidticos en las cepas del grupo clonal ST131.

Un total de 490 (16%) de los 2.995 aislados de E. coli obtenidos de muestras clinicas de cinco
hospitales espafnoles entre los afios 2005 y 2012 resultaron pertenecer al grupo clonal ST131 (Tabla
25). El grupo clonal ST131 fue mas prevalente entre los aislados de ECBLEE (341/1125; 30%) que
entre los aislados no productores de BLEE (149/1870; 8%) (P < 0,001).

Las 490 cepas ST131 pertenecieron al grupo filogenético B2, y 456 (93%) fueron positivas para
el gen rfbO25b y eran del serotipo O25b:H4. De las 34 cepas no O25b, 27 pertenecieron al serotipo
016:H5 y siete resultaron ser ONT:H4. La secuenciacion de los siete genes del esquema MLST de
Achtman confirmo el estatus ST131 de las 34 cepas no O25b.

La mayoria (381/490; 78%) de las cepas ST131 pertenecian al subclén H30, y 302 (79%) de las
381 cepas H30 eran del subclén H30-Rx.

Entre los 1.125 aislados ECBLEE, 295 (26%) representaron el subclén H30, y 286 (97 %) de estos
eran H30-Rx. En contraste, entre los 1.870 aislados no productores de BLEE, unicamente 86 (5%)
representaron el subclon H30 (P < 0,001), y solamente 16 (18%) de estos eran H30-Rx (P < 0,001)
(Tabla 25).



El tipo de enzima BLEE variaba significativamente dependiendo del subcléon, con el enzima
CTX-M-15 claramente asociado al subclén H30-Rx. Asi, las 286 cepas H30-Rx productoras de
BLEE eran CTX-M-15 positivas. Cabe destacar que las siete cepas ONT:H4 ST131 eran del sub-
clén H30-Rx y producian CTX-M-15.

Dentro de la coleccidén de los 2.995 aislados analizados, las cepas O16:H5-ST131 representaron
el 0,9% comparado con el 15% de las cepas 025b:H4-ST131.

Con respecto al tipo de muestra clinica de la que procedian las cepas O16:H5-ST131, significar
que predominaban las de infecciones del tracto urinario (19 casos) y de sepsis (7 casos). Un total de
15 cepas procedian de infecciones comunitarias (incluyendo infecciones asociadas con cuidados
sanitarios especiales y de pacientes de residencias) y 12 de infecciones nosocomiales (aislados
obtenidos de infecciones ocurridas 48 h después de la admisidon hospitalaria). Dos de las cepas
016:H5-ST131 habian sido obtenidas de pacientes ingresados en residencias.

El analisis de las secuencias nucleotidicas de los alelos fimH fue realizado en las 27 cepas de-
tectadas del serotipo O16:H5 y en un grupo representativo de 127 cepas del serotipo O25b:H4,
incluyendo BLEE (n=74) y no BLEE (n=53) de cinco diferentes hospitales (Blanco et al. 2011; Coelho
et al. 2011; Dahbi et al. 2013) (Tabla 26).

Se identificaron nueve alelos fimH diferentes entre las 154 cepas ST131. Las 27 cepas O16:H5-
ST131 presentaban el alelo fimH41, mientras que 99 (78%) y 20 (16%) de las cepas O25b:H4-ST131
presentaban los alelos fimH30 y fimH22, respectivamente (P < 0,001/ P = 0,01, respectivamente).

Siete cepas 025b:H4-ST131 tenian derivados mutantes del alelo fimH22 (fimH207, fimH324,
fimH375, fimH376, fimH378) y una cepa el derivado mutante fimH381 del alelo fimH30 (Tablas 26
y 27 y Figura 43).



Tabla 26

Alelos fimH de cepas ST131 de los serotipos O16:H5 y O25b:H4

. 0O16:H5 0O25b:H4
Alelo fimH (n=27) (n=127) Valor P¢
fimH41 27 (100%) 0 <0,001
fimH30 0 99 (78%) <0,001
fimH3814 0 1(0.8%)
fimH22 0 20 (16%) 0,01
fimH207° 0 1(0.8%)
fimH324 0 3 (2%)
fimH375° 0 1(0.8%)
fimH376° 0 1(0.8%)
fimH378 0 1(0.8%)
- Dorvado fanto det i fmia2.
Las cioronons sgnficatives o5 destaren on negi - 4
17 — fimH22
8| L— fimH375
L fimH376
= fimH324
L. fimH207
- fimH378
fimH41
fimH30
97 fimH381
0.315 0.310 0 305 o.c;oo

Figura 43
Arbol filogenético elaborado a partir de las secuencias nucleotidicas de los alelos fimH de las cepas ST131. Método UPGMA
(distancias p no corregidas) de MEGA 5.05
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Se determinaron las secuencias tipo por el esquema del Instituto Pasteur de 69 cepas ST131 (27
0O16:H5 y 42 O25b:H4). La seleccidén de las 42 cepas O25b:H4 representativas se basé en los viro-
tipos y en los alelos fimH, de tal forma que estuviesen representadas todas las variantes diferentes
posibles.

Se identificaron siete secuencias tipo Pasteur (PST) (Tabla 28). Las 27 cepas del serotipo O16:H5
mostraron PSTs especificas: PST506 (93%, 25 cepas) y dos variantes de un unico locus de PST506
(PST567 y PST625). La mayoria de las cepas del serotipo O25b:H4 (33 de 42; 79%) presentaron
la secuencia tipo PST43 (20 cepas H30, 16 cepas H30-Rx y 13 cepas H22). Ocho cepas O25b:H4
presentaron variantes de un unico locus de PST43 (5 PST9 y 3 PST621). Cuatro cepas PST9 eran
del subclén H22 y las tres cepas PST621 pertenecian al subclén H30-Rx. Por ultimo, una cepa
025b:H4 del subclon H22 presentd la secuencia tipo PST527 (una doble locus variante de PST43).

El andlisis de resistencias fue realizado en las 27 cepas O16:H5 y en las 127 cepas representati-
vas 025b:H4. Las cepas del serotipo O16:H5 presentaron diferentes tasas de resistencia compara-
das con las de las cepas 025b:H4-ST131, siendo significativamente mayores para la gentamicina
(59% vs 16%) (P < 0,001) y significativamente menores para la ciprofloxacina (26% vs 78%) (P <
0,001) (Tabla 29).

Entre las 27 cepas O16:H5, 13 (48%) producian CTX-M-14; mientras que ninguna de las cepas
0O16:H5 resultd positiva para la enzima CTX-M-15. En contraste, 59 (46%) de las cepas O25b:H4-
ST131 eran CTX-M-15 (P < 0,001) y unicamente 3 (2%) CTX-M-14 (P < 0,001). La produccién de
enzima CTX-M-15 se asocio significativamente con el subclon H30-Rx (85% H30-Rx vs 0% H30
no-Rx vs 0% H22) (P < 0,001).

El tipo de enzima BLEE variaba significativamente dependiendo del subclén, con el enzima
CTX-M-15 claramente asociado al subclon H30-Rx. Asi, las 286 cepas H30-Rx productoras de
BLEE eran CTX-M-15 positivas. Cabe destacar que las siete cepas ONT:H4 ST131 eran del subclén
H30-Rx y que producian CTX-M-15.
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También se encontraron diferentes patrones de resistencias asociados con los distintos alelos
fimH y subclones en las cepas O25b:H4. Asi, las resistencias a la ciprofloxacina, trimetoprim-sulfa-
methoxazol, gentamicina y tobramicina se asociaron significativamente con las cepas del subclon
H30 (P < 0,05 para todas las comparaciones) en comparacion con el subclén H22. Las tasas de
resistencia también variaban entre los subclones H30-Rx y H30 no-Rx, mostrando las cepas H30-
Rx una mayor tasa de resistencia al trimetoprim/sulfamethoxazol (P = 0,03) y a la tobramicina (P <
0,001). En contraste, las cepas H30 no-Rx mostraron una tasa de resistencia mayor a la gentami-
cina (P = 0,03).

Las 27 cepas O16:H5 y un grupo representativo de 127 cepas 0O25b:H4 se analizaron por PCR
para la presencia de 32 genes que codifican para factores de virulencia de EXPEC que causan ITUs,
sepsis y meningitis (Tabla 30).

De los 32 genes investigados, unicamente el gen kpsM [I-K2 se asocio significativamente con las
cepas 016:H5 (70% positivas), mientras que 12 genes de virulencia (papEF, papG Il, papG I, afa-
FM955459, cnf1, hlyA, iucD, iroN, kosM 1I-K5, cvaC, iss € ibeA) se asociaron significativamente con
las cepas 0O25b:H4-ST131. No obstante, el gen kpsM [I-K2 también se encontrd frecuentemente
(44%) entre las cepas 0O25b:H4 del subclén H30-Rx.

Mas de la mitad de las cepas O16:H5 (56%) mostraron el estatus EXPEC, presentando dos o mas
de los siguientes cinco genes de virulencia: papEF, sfa/focDE, afa/draBC, iucD y kpsM Il) (Johnson
et al. 2003). Sin embargo, el estatus EXPEC fue significativamente mas prevalente entre las cepas
025b:H4 (81%) (P < 0,01) y especialmente entre las cepas del subclon O25b:H4 H30-Rx (97 %).
Ademas, las cepas 025b:H4 exhibieron un mayor numero de genes de virulencia (media 8,5 vs 6,4)
que las cepas O16:H5. Asi, 80 (63%) de las 127 cepas O25b:H4 llevaban al menos ocho de los
genes de virulencia investigados vs ninguna de las 27 cepas O16:H5 (P < 0,001).

En la Tabla 31 figura el nuevo esquema de virotipado propuesto en base a la presencia o ausen-
cia de los siguientes genes de virulencia: afa/draBC, afaFM955459, iroN, sat, ibeA, papG I, papG
I, cnfl, hlyA, cdtB, neuC-K1, kpsM 1I-K2 y kpsM 1I-K5. Dicho esquema incluye 13 virotipos y sub-
tipos. Con respecto al estudio de Blanco y colaboradores (2013), en el que se desarrolla un primer
esquema basado en los genes afaFM955459, iroN, sat e ibeA y con unicamente cuatro virotipos (A,
B, C y D), ahora se proponen tres subtipos del virotipo C (C1, C2 y C3) y cinco subtipos del virotipo
D (D1, D2, D3, D4 y D5), y se introducen los nuevos virotipos E, Fy G.
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El virotipo C1 se observé exclusivamente entre las cepas del serotipo O16:H5 mientras que los
virotipos B, C2, D1, D2, D3, D4, D5, E, F y G se encontraron exclusivamente entre las cepas del
serotipo O25b:H4. Destacar, que 14 (52%) de las 27 cepas O16:H5-ST131 mostraron el virotipo C1
vs ninguna de las cepas 025b:H4-ST131 (P < 0,001). En contraste, el segundo virotipo (C3) mas
frecuentemente detectado entre las cepas O16:H5-ST131 (26%) fue también detectado con una
frecuencia significativa entre las cepas 025b:H4-ST131 (12%).

También resaltar, que 30 de las 31 cepas del virotipo A, 14 de las 17 cepas del virotipo B, 13 de
las 14 cepas del virotipo E, y las 11cepas de los virotipos F y G, pertenecian al subcléon H30-Rx. Los
virotipos A, B, E, F y G se detectaron en el 44%, 21%, 19% y 10% de las cepas H30-Rx, respectiva-
mente. En contraste, la mayoria de las cepas H30 no-Rx eran de los virotipos C2 (39%) y C3 (45%).
Las diferencias observadas en la prevalencia de estos virotipos entre los subclones H30-Rx y H30
no-Rx tenian significacion estadistica en todos los casos mencionados (Tabla 31). Las 20 cepas
con el alelo fimH22 pertenecian a los virotipos D1, D2, D4 y D5. Entre las cepas del ESTUDIO Il de
esta Tesis Doctoral también se describen dos aislados fimH22 del virotipo D3. Por lo tanto el alelo
fimH22 se detectd unicamente entre cepas del virotipo D y subtipos del mismo.

Se observo una notable diversidad genética entre las 27 cepas O16:H5-ST131 del presente estu-
dio, ya que se identificaron 25 perfiles diferentes mediante PFGE. El dendrograma de la Figura 44
donde se comparan los perfiles de macrorestriccion generados por el enzima Xbal de las 27 cepas
016:H5-ST131 muestra una similitud de unicamente un 68,4%. Las cepas O16:H5-ST131 se distri-
buyen en cuatro grupos (I a IV) con identidades del 94,1%, 79,7%, 82,5% y 81%, respectivamente.
Destacar, que seis de las siete cepas O16:H5-ST131 resistentes a la ciprofloxacin del virotipo C3
permanecieron juntas en el grupo IV.

La Figura 45 muestra los perfiles de macrorestriccion de PFGE de las 157 cepas ST131 analiza-
das. Las cepas de los serotipos O16:H5 y O25b:H4 se distribuyen separadamente. El dendrograma
de PFGE- Xbal revel6 siete clusters principales (I a VIl) agrupandose las cepas que compartian el
virotipo, el alelo fimH y el estatus H30-Rx, lo que sugiere una base clonal para los virotipos. Asi, el
cluster | agrupa 27 cepas O25b:H4, 25 cepas fimH22 (o derivados mutacionales del alelo fimH22)
de los virotipos D1, D2, D4 o DS5. El cluster Il incluye 11 cepas O25b:H4 H30-Rx del virotipo E. El
cluster Il cinco cepas 025b:H4 H30-Rx del virotipo F. El cluster IV 13 cepas 0O25b:H4 H30-Rx del
virotipo B. El cluster V 34 cepas 025b:H4 fimH30 (y el derivado mutacional fimH381), 25 cepas de
los virotipos C2 y C3 y siete cepas del subclén H30-Rx. El cluster VI, 28 cepas O25b:H4 H30-Rx del
virotipo A. Por ultimo, el cluster VIl incluye 27 cepas O16:H5 fimH41, 21 de las cuales pertenecen
a los virotipos C1y C3.
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B L1 0% 1.0%) (500% 5500% [00% 1000%]
Vi N M PFGE-Xbal

RESULTADOS

@ s n s s s w s
198A Ozsbre D2 2009 Barcelona 22 papG ot D iroN kpshI1KSevaC s raT oo mal usp
%L OzsbHe DI 2000 Lugo H22 G N KM K555 15T oo X asp
103l Oesbr4 D2 2000 Lugo mHO7S papG 1 ok 06D o Kpsh KB VeC i T iboh mol tep. sxr
287 OpsbHa D1 2000 Baroolona  fmH22aB roN kps K5 s iboA mal usp
122l O2sbHe D1 2009 Lug H22 B N KoM K555 15T oo mfX s 5
0SE OzsoHe D2 2000 Sevila MH22 PG 1l 8 D HON KpSM 14KS VG i 137 00A el i L
3180 OpsbHa  F 2009 Barcclona  fmH30papG et D kpsk IoKS raT maX usp NALGIP HI0RX
4858 ozsbHe G2 2000 Sanander SO sat kD kpsM IS T Mo usp
1008A  OzsbHe D4 2000 Barcelona  fmHZ2ION KpSM 1K1 vaC ol oA mal usp
838A OzsbHe D4 SHVA2 2008 Barcelona  fmHz2itN sk 11 i raT ibek mal usp NAL
818A O2sbH D4 GIXM 2008 Barcelona  fmA22iued iroN KpsM KT chaCis ol ibeA mal usp tsh NAL
638A OzsbH4e D5 GTXM5 2008 Barcolona  fmHI24 ppG I cof HyA D HoN ApSM K5 6 i 9T A moiX usp NALGEN
688A O2sbHe D5 SHV-2 2008 Barcolona  fmH22papG ot iy D o KpsM IS 6 s T oA mal usp NAL
3BA OzsbHe D5 SHV-I2 2008 Barcolona  fmH22papG i ont A D HoN KpsM IS oG i aT oA maiX usp NAL |
5281 OsbH4 D5 SHV-2 2008 Barcolona  6mH22papG fifent HyA D o DSM IS GYaG s 1T iboA malX sp NAL
618A OzsbHe D5 SHVA2 2008 Barcolona  fmH324 ppG i cnf YA e KN APSM IS 6 5 9T e moiX usp NAL SXT
af 6287 O2sbH4 D5 SHV-2 2008 Barcclora 622 papG i nf1 A icD o KpsM IFKS ovaC s taT oA ma usp NAL SXT
V12873 O2sbHe D5 GTXM14 2008 Barcclona 22 papG i aft A i o KpsM IFKS ovaG iss T iboh malX usp NALSXT
o BMA  OzbH4 D5 2000 Madria 207 papG U oft hiyA i o KpsH K5 GV i o i maX usp NALSXT
8mA OzsbHe D5 2000 Madid G4 papG I oft A e o Kpsb K5 cuaC iss T ik malX usp NALSXT
M3 O2sbH D5 209 Lugo M2 papG 1 on HyA D TN KpSM 15 o 15 a7 oA maiXusp NAL SXT
8 OzsbHe D5 2000 Madia 622 papG oo Hyh D oM KpsM 15 i taT oA mal usp NALSXT
18.5€ OzsbHe 05 2009 Sela MHST8 g i o HyA 1D N HpSH K5 G 5 9T 1A mof usp NALSXT
548A OzsbHe 05 2009 Barcolona  fmH22papG fifent HyA D o ApsM IS ovaG s T iboA malX sp NALSXT
N OzspHe 05 2009 Sanlander  6mH22papG i nf A i o KpsMIPKS ovaG iss T oA moiX up NALSXT
35 SE OzsbHe D5 200 Sedla MHTS 96 oot Hyh 10 o Kpsh -5 . 5 T e mal usp NALSXT
16910 OpSbHd _ D5 2009 _Lugo ™ NALSXT
T0BA Casbria D4 SHV-i2 2008 Barcclona  fmH22iiuD ioN koSt I-K1 G 6 raT ibeA maiX usp th L
FV17616__OPSbHA _ D4 GDXM-1 2012 Lugo T ibeA maX . NAL GIP SXTAMG
V17543 OZbHe | E G5 2012 Lugo mAAD panG /s orf A 60 Kpsh K5 a7 malX s NALGIP SXT HI0RX
FV17563  O2sbHe  E CTCM15 2012 Lugo A0 papG I s nf? iy kD kpsh 1K T mafX s NAL GIP SXT HI0RX
| FVITe01  Opsbr GICA15 2012 Lugo MH30paPG 11t iyh 60 KpM K5 7 mal usp NAL GIP SXT H30-Rx
FVI7514  O2sbr  E CIXM-15 202 Lugo H30p2DG 1S crf hiyh 0 Kps K5 T mal usp NAL GIP TOB H30-Rx
FV17518  OSbt E G5 2012 Lugo HI0papG It arf iyh 0 Kps K5 ma NALGIP TOB H30.Rx 1]
FV17561  O2sbHe  E CTXM-15 2012 Lugo H30papG sl ar hiyh 0 KpsM ILKS T mal usp NALGIP H30Rx
FVI7601  O2sbr  E G5 2002 Lugo mA30 papG I s aft iy kD kpsh 1K T mafX s NALGIP TOB H30-Rx
FV17590  O2sbHe € CTem5 2012 Lugo mH30papG s erf hiyh 0 Ko K5 T mal usp NALGIP SXT HI0fix
V17526 ORSbrM E GICM15 2002 Lugo MH30paPG 115t ] yh 60 KpM K5 7 mal usp NAL GIP SXT H30-Rx
— FV17578  Osbr4 B CTXM5 202 Lugo HI0papG 15 arf hiyh 0 KpsM IS T mal usp NAL GIP TOB HI0RX
FV17621__Opsbi _ E CIXM15 2012___Lugo X s NALGIP SXT 0B a0
st OzbHe _ G2 2009 ___ Madid s AL GIP SXTGENTOR
FVi7668 0280 F pann 20127 Lugo fmH30p2pG 15D Apshd 1K T maf s NAL GIP TOB H30-Rx
FVI7613  O2sbHe G5 202 Lugo BmH30 papG 15 icD kpsh 1K T mal s NAL GIP TOB AMG HI0RX
| V17605 O2sbHe G5 2012 Lugo A0 papG I s D Kpsh 1-KS T mafX e NALGIP TOB HI0RX m
V17608 O2SbtH CIXM-15 202 Lugo mH30 paRG i sa oD kpsh 1-KS taT mal s NAL GIP TOB H30.Rx
FV17620__Opsbrd _F CIXM15 2012___Lugo T 0 NALGIPTOB HEQRx
w2l0 | ozbHa G2 2000 Lugo mH30 53 D s K5 raT mof s NALGIP STX H30.Rx
FV17588  O2sbrM  E CTXM15 012 Lugo mH30p2DG st anf hiyh 0 Kpsh K5 T mal usp NAL GIP SXTGEN TOB H30-Rx
6mA ozt __E G5 2009 __Madiid X o NALGE. a0
2984 OzsoHs B CTXM15 2000 Barcelona im0 panc ol D ol KpsM IS s T mal usp NAL GIP STX H30-Rx
a28A ozsbre B G5 2008 Barcolona  fmARpanGlsat D o KpsH IEKS s T mal usp NAL GIP SXT H30-Rx
9284 o204 B CTIXM-15 2008 Baroolona  fmHG0papG i sat oo roN Kpsh K5 s T ma usp NAL GIP SXT H30.Rx
FV17655  O2sbi B CIXM-15 2012 mA30 pa0G I s o ra KM K5 s maX usp NAL CIP SXTGEN TOB H30.Rx
138A o2bH4 B CTXM-15 2008 Barcolona  fmA30sat D foN KpsM EKS s raT mal usp NAL GIP SXTGEN H30Rx v
] 598A [ CTXM15 2008 Barcclora im0 saliced o KpsM K s maX usp NAL GIP SXTGEN HI0-fix
3584 Ozt B CTXM-15 2008 Barcelora  fmA30sat D foN KpsM KS s raT mal usp NAL GIP SXTGEN H30.Rx
48A Ozsbre B SIS 2008 Barcolona  mA0sat D FoN ApSM LKS s maX usp NAL GIP SXTGEN HI0RX
318A oz B CTXM-15 2008 Barcelona im0 sl icoD o KpsM K s T mal usp NALGIP HI0-Rx
%8A Ozsbre B CTXM15 2008 Barcolona  GmHA0Sat D FoN Kpsh S s T mal usp NAL GIP GEN HI0fix
6bMA  OBbH4 B 2000 Madid 30 saf kD ToN Rpsb RS s T mal usp NALGIP STX H30Rx
— _,,‘:4 TTMA OzbHe B 2000 Madrid fmH30 s kD HoN Kpsb K5 s T mal usp NALGIP STX HI0-fix
8MA ___OxsbHt B SIS 2009 Madrid iss raT maXusp NAL GIP.GEN TOB Ha0Ax
EL G2 C3 3000 Madid 3D 5ot D fraT maiX usp NAL CIP SXT
e7MA  OzbHI  G3 2000 Madid 5mH30 s oD 1T maX s NAL GIP SXT
« 3L oSt C3 2000 Lugo mH30 s D 1T maX sp NAL GIP SXT
2MA Ozt G3 2000 Madid mH30 s D 1T maX s NAL GIP SXT
FV17582  O2sbHe A CTXCM1s 2012 Lugo A0 o EBC sa ) koS 1+K2 maX usp NALGIP SXTTOB FOF AMG  H30-%x
59SE O2sbe NT 2000 Sevila fmH0 T mal sp NAL CIP SXTGEN
71 SE OzsbHe  G3 200 Sevla H30 5 eD T oK s NALGIP H30.Rx
888A [ SHV-12 2008 Barcolona A0 fImAVMTT8 sat e i iaC s T mal sp NALGIP
188A OzsbHe  Ga 2000 Barcolora  fmAR0sa DT masp NAL GIP SXTGEN
g EE s5SA OzbHe A [Sraven] 2000 Santandor  6HA0afaaBC sat D RS 14K2 Ml sp NAL GIP STX T0B HI0fix
RMA OBbHI G 2000 Madid k30 s D mofX s NALGIP STX
p — sEn omom G 200 Bacoora  fm0saraT e NALGIP SXT GEN
28A OzsbHe G2 2000 Barcolona  fmAR0sal D ApsM IKS raT moiusp NALGIP
20SE ozsbHe G2 2009 Seilla BimHaD 5 D M K5 raT malX usp NALCIP
6657 ozsbHe G2 2009 Sanlander G0 saliccD kpsM KT maX usp NALGIP
618A o248 2009 Barelona 01D ioN KpsM KB veC i raT mai usp NALCIP GEN H30.Rx
1BA o2bH G2 2009 Barcclora  fmA0sat D kostI-K5 maX usp NALGIP H30Rx
L 088 OzsbHe G2 2009 Santander A0 sat oD kpst I-K5 maX usp NALGIP H30fix v
668A ozsbHe G2 2000 Barcolona  GmH0satieD KpsH IS 1aT X usp NAL GIP GEN
a78A OzsbHe NT GTXM27 2008 Barcelo mH381 oS 1KS raT malX usp Lo
- FV17680  O2sbrd CTXM15 012 Lugo M50 papG I s oD kpshd 1K T ma s NAL GIP SXTTOB H30-Rx
V17501 O2bH4 G2 CTXMI4 202 Lugo H30 5 D M K5 mal usp Lo
165n OzsbHe Ga 2009 Sanlander  GmAsaliceD raT maX sp NALGIP
508A o2 B 2000 Bacolona  fimA0satcD foN aC ss T maX usp Lo
4388 oo B 2009 Baroolona A0S DN s T mak i NAL GIP SXTGEN
E 788 OzsHA  G3 2000 Sanander  fmA0sa DT maKisp NAL GIP STX
J 788A oz 3 2000 Baroolona A0 s DT maisp NAL CIP GEN
685E OzsbHe Ga 200 Sevla k30 s D mofX s NALGIP
—~ _ 1BMA O2sbH  C3 2000 Madid EHI0 53 eD T maX s Lo
| 57 SA O2sbiH4 G2 2009 Santander SmH30 sal jucD kpsM ILK5 raT maiX usp NAL CIP GEN TOB
7MA o2bHe G2 2009 Madid FHI0 53 D M K5 raT mal s NALCIP
2088 o:bH G2 2009 Barcclora A0 saliceD kpsM IKE T usp NALGIP STX
Y 1354 ozsbHe G2 2000 Sanlander A0 afathaaC sat D kpsM IHKS T maX usp
FV17597__OobH4 _ G2 ___CTXM27 2012___Lugo L) NALGIP SXT
46 SE Oz A 2009 Sela 1mH30 afa0aBC st D oshd 142 1T mak usp NAL GIP TOB H30-Rix
758A o2sbHe A CTXM15 2008 Baolona A0 alathaBC sat i kpsM /K2 T ma usp NAL GIP SXT 30
e o7 BA oo A CTXM15 2008 Bacolona A afathaBC sat i kpsM IHK2 T ma usp NALGIP SXT H30Rx
158A oz A CIXM-15 2008 arcelor HI0ofaBC st D ks K2 T malX isp NAL GIP SXT H30.Rx
78A oz A CTXM-15 2008 Bacelona A0 afathaBC sat D kpsM /K2 T maX usp NAL GIP SXT Ha0-Rx
88 [ CIXM15 2008 Barcolona A0 oathaBCsat D kpsM 12 T maX usp NAL GIP SXT H30.Rx
578A O2bHA A CTXM15 2008 Baolona A0 afathaBC sat D kpsM /K2 T maX usp NAL GIP SXT H30-Rx
FV17660  O28b A CIXM-15 02 Lugo H30 1B st D s K2 T Mt usp NAL GIP SXT 0B H30.Rx
FVI7611  O2bHe A CTXM-15 2012 Lugo FHI0ofaiaBC s D ks K2 T maK usp NAL CIP SXTT0B OO0
2684 OzsHe A CTCM15 2008 Baolona (A afathaBCsat D kpsM 12 T maX usp NAL GIP SXT H30.Rx
L] FV17623  O28bH A CTXM-15 2012 o O afsaBC s D koS 14K2 i s NAL GIP SXT TOB FOF HI0-Rx
138A [ CIXM-15 2008 Barcolona A afathaBCsat i kpsM 12 T maX usp NAL GIP SXT H30.Rx
1700 O2bHe A CTXM-15 2009 Lugo FHI0afBC s D s 12 mal s NALGIP STX TOB H30Rx
FV17584  O25b:H4 A CTX-M-15 2012 Lugo mH30 afarsBC sat D kpsM IHK2 maiX usp. NAL CIP SXTTOB FOF AMC  H30-Rx VI
288 O2bH4 A CTXM-15 2008 Barcolona A0 ofatroBC st ucD Aosb K2 raT mal asp NALGIP SXT H30Rx
FVI753 0204 A CTXM-15 2012 Lugo FHI0 a1 BC s D s K2 mal s NAL CIP SXTTOB AMC Ha0-Rx
FV17605 02504 A CTXM15 2012 Lugo 5imHAD ofadaBC sat D kpsM 11K2 maX usp NALGIP SXTTOB H30Rx
FV17557  O2sbHe A CTXM-15 2012 Lugo [H30 138 s D psh K 1T il s NAL CIP SXTTOB FOF Ha0-Rx
A V17675 O2sbr A CIXM-15 012 Lugo HI0afBC s D s K2 X s NAL CIP SXT TOB HI0.Rx
FV17558  O2bHe A CTXM15 2012 Lugo A0 o raBC sat D koS 1+K2 maX usp NAL GIP SXT TOB FOF H30Rx
FV17607  O2bHe A CTXM15 2012 Lugo FHI0afBC s D s K2 s NAL GIP SXT TOB H30Rx
FV17534  O2bHe A CTXM15 2012 Lugo A0 o raBC sat D koS 1+K2 maX usp NAL GIP SXTTOB AMG H30Rx
V17861 O2sbH A CTXM15 202 Lugo HI0 a1 aBC s D s K2 mal s NAL CIP SXTT0B H30.Rx
57SE oz A 2000 Sevila 30 afsBC s D Kpsh I4K2 T maX usp NAL GIP STX T0B Ha0-Rx
FV17616  O2sb A CICM-15 02 Lugo HI0afaBC s D s K2 ml s NAL GIP SXTTOB H30-Rx
FV17592  O2bHe A CTXM15 2012 Lugo A0 o raBC sat D kpsM 1+K2 T msX usp NAL GIP SXT TOB FOF H30Rx
99 SE oz A CTXM-15 2009 Sela H30 S13BC s D psh 1K 1T X s NAL CIP STX T0B Ha0-Rx
388A OsbH __A CIXM15 2008 __Barcelona, ma sp NALGIP SXT HEQAx
af W0LU" OieHs G 2000 Lugo BimAd1 faldaBC sat D kosM 11K2 raT malX s NAL SXTGEN
e WSO OIGHS  NT 2000 Lugo B afaaBC kps I+K2 3T mal usp NAL
HIT60  OIGHS  NT 2006 Lugo e RpsM K5 T molX s aMe
of 1L OIGHS G 2009 Lugo BimHA1 D kpsM K2 malX usp NALGEN
798A oeHs G 2000 Barcelona  fmétsaticcD KpsM A2 T malX sp NAL
o FV12053  OIGHS G CTIXM-14 2009 Madid Fme s D ipsM 142 raT mal csp NAL SXTGEN TOB
FV13692  Ol6H5  Cf CTXM14 2000 Madrid e 5o kD s 1K 1T mol s NAL SXTGEN TOB
QMA  OHS  NT 2009 Madid A1 KpsM ILKE 1T maX usp
o FV12680  OIGHS I TEM-19 2009 Sanlander  fmAd1 sal kD psM ILKZ iroT mal usp NAL SXT GEN OB
P FV13695  OlGHS 1 CTXCM14 2009 Madrid A1 s D KpsM K2 maiX usp NAL SXTGEN
Tl FVi3873  OI&H5  Ci CTCM-14 2009 Barcelona 41 sat kpsM I1K2 raT mal usp NAL SXTGEN
M 818A oteHs  NT 2009 Bacelora Mt kpsMILK2 T maXusp L
i - FV13998  OIGHS G CTXM14 2000 Lugo B s D M 142 raT mal csp NAL FOF Vil
W i W08 OlGHS G 2010 Lugo {1 5o D s 12 mai usp NALGEN
1BMA OIGHS I 2000 Madid G s 0D oM 142 raT X csp NAL SXTGEN T08
i Ha011 oieHs G 2000 Lugo B 5o D s 1K raT mol usp NAL SXTGEN
N 19SA O16:H5 i 2009 Santander fimH41 afaaBC sat ucD kpsM 1K traT maiX usp NAL
o sA oeHs A 2000 Sanlander fmHé1 ofakaBC sat iucD kpsb K2 T malX usp ST
A FV13888  OIGHS G CTXM-14 2000 Barcelona  fmHtsatiocD kpsM 12 T maK usp
V13864 Ol6HS  NT  CTXM-14 2000 Barcolona  fmHéTkpsh K2 raT maXusp
FV17630  OIGHS €3 CTXM14 02 Lugo fimhd1 ot D fal maiusp NAL CIP SXTGEN TOB
FV13152  OIGHS 03 GDCM4 2000 Lugo fm sa D taT maK s NAL GIP SXTGEN TOB
P FV13956  O16:H5 ~ C3  CTX-M14 2000 Lugo G 5o D 15T maX NAL GIP SXTGEN TOB
o FV13652  OIGHS 03 GDCM4 2000 Madid fm s D taT maK s NAL GIP SXTGEN TOB
W62 OIBHS  C3 2000 Lugo G 5o D 15T maX s NALGIP
of W94z  Ol6H5  C3 CTXM14 2010 Lugo fmHe 5o D 1T X s NAL CIP GEN TOB
17598 O16H5___C3 ___CIXM-14 2012___Lugo maXusp AL GIPSXT GEN TOB.
—— TTFR17573  O2bHe | E cnemta 2012 Lugo mH3D papG I sef caft hiy D kpsM ILKS traT maX usp NAL GIP $XTGEN
O BMA OZbHE 3 2000 Madid mH30 58 0D 15T maX NAL GIP GEN TOB
95 SE oz G 2009 Seila 3053 D T maX s NALGIP STX

119



Figura 45 (pagina anterior)

Dendrograma generado con los perfiles de macrorrestriccion (pulsotipos) obtenidos por PFGE empleando el enzima Xbal de
154 cepas ST131: 27 del serotipo O16:H5 y 127 del serotipo O25b:H4. Se indica el codigo de la cepa, el serotipo, el viroti-
po, eltipo de enzima BLEE, el aho de aislamiento, la ciudad, los genes de virulencia, las resistencias, y el subclon H30-Rx.
NAL, &cido nalidixico; CIP, ciprofloxacina; SXT, trimetoprim-sulfametoxazol; GEN, gentamicina; TOB, tobramicina, FOF, fos-
fomicina; AMC, amoxicilina-acido clavulanico. No se indican las resistencias a los antibidticos B-lactamicos con la excepcion
la AMC. El dendrograma se obtuvo con el algoritmo UPGMA basado en el coeficiente de similitud DICE y aplicando un nivel
de toleracia del 1% para la posicion de la banda.

Figura incluida en la copia de CD para una mejor visualizacion.

studio Ili

Virulencia de cepas de E. coli ST131 016:H5 y O25b:H4 pertenecientes a diferentes virotipos
y subclones en un modelo de sepsis murino.

Virulence patterns in a murine sepsis model of ST131 Escherichia coli clinical isolates belonging to
serotypes 0O25b:H4 and O16:H5 are associated to specific virotypes. (2014)

Mora A, Dahbi G, Lépez C, Mamani R, Marzoa J, Dion S, Picard B, Blanco M, Alonso MP, Denamur
E, Blanco J. PLoS One 30;9(1):e87025.

Molecular epidemiology and virulence of Escherichia coli O16:H5-ST131: Comparison with H30 and
H30-Rx subclones of O25b:H4-ST131.(2014)

Dahbi G, Mora A, Mamani R, Lopez C, Alonso MP, Marzoa J, Blanco M, Herrera A, Viso S, Gar-
cia-Garrote F, Tchesnokova V, Billig M, de la Cruz F, de Toro M, Gonzalez-Lopez JJ, Prats G, Chaves
F, Martinez-Martinez L, Lépez-Cerezo L, Denamur E, Blanco J. Int J Med Microbiol 304(8):1247-57.

Se seleccionaron un total de 36 cepas de E. coli del grupo clonal ST131 aisladas de pacientes
con infecciones extraintestinales en diferentes hospitales espafnoles entre los afios 2005y 2012. La
seleccion se realizé entre mas de 700 cepas ST131 siguiendo como criterio que estuviesen repre-
sentados los virotipos A, B, C1, C2, C3, D1, D2, D3, D4, D5, E, F y G, los subclones H22, H30 y
H41, y los serotipos 025b:H4 y O16:H5.

Entre las 36 cepas seleccionadas, se incluyeron 26 del serotipo O25b:H4 (14 del subclén H30-Rx,
11 del subclén H22 y una del subclon H27) y 10 del serotipo O16:H5 y del subclon H41. Un total de
24 de las 36 cepas ST131 seleccionadas eran productoras de BLEE (Tabla 32).



Se investigo la virulencia in vivo de las cepas ST131 seleccionadas en un modelo de sepsis muri-
no. Para ello se registro el estado clinico de los animales y se determiné el numero total de ratones
que murieron durante los siete dias del ensayo.

Las cepas fueron clasificadas como:

* Rapidamente letales, si morian >50% de los ratones en < 24 h.
« Altamente letales, si morian =90% de los ratones en los siete dias.
* Letales, si al menos morian el 50% de los ratones en los siete dias.

De las 36 cepas ST131 ensayadas, 7 (19%) fueron rapidamente letales, 21 (58%) altamente le-
tales y 27 (75%) mataron al menos el 50% de los ratones inoculados; no observandose diferencias
entre las cepas de los serotipos O25b:H4 y O16:H5 (Tabla 33). No obstante, al analizar los sub-
clones se aprecio una asociacion de la rapidez en la letalidad con las cepas del subclon H30-Rx y
especialmente con el virotipo A, y los genes afaFM955459, sat y kpsMII-K2 (Tabla 34).

Destacar que las dos cepas que presentaron el mayor numero de genes de virulencia (13 genes)
unicamente presentaron una letalidad del 50%, mientras que una cepa con unicamente cinco ge-
nes de virulencia present6 una letalidad del 100%, dos cepas que tenian seis genes una letalidad
del 90% y cuatro cepas que tenian Unicamente siete genes de virulencia una letalidad del 100%
(Tabla 32).

Llama la atencidn la baja virulencia in vivo de las cepas O25b:H4 H30-Rx del virotipo E, especial-
mente si se compara con la elevada virulencia de las cepas O25b:H4 H30-Rx del virotipo F, ya que
las cepas de ambos virotipos comparten ocho de los genes de virulencia y las del virotipo E portan
adicionalmente los genes cnf1 y hlyA.

Tabla 32 (pagina siguiente)

aNumero de ratones muertos en 24 h postinfeccion. Las cepas se clasificaron como rapidamente letales si la letalidad era =50% en < 24 h.

® Numero de ratones muertos en 25-48 h postinfeccion.

°Numero total de ratones que murieron durante los 7 dias del experimento.

9 Numero total de ratones que murieron durante los 7 dias del experimento (Letalidad final) + nimero de ratones que sobrevivieron pero con lesiones (infla-
macion aguda en la region de inoculacion).

¢ Estatus ExPEC definido por la presencia de =2 de los siguientes genes: papEF, sfa/focDE, afa/draBC, iucD y kpsM |I.
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Tabla 33
Relacion entre la virulencia en el modelo de sepsis murino y los serotipos, subclones, virotipos y genes de virulencia de las
cepas ST131

Total ST131 36 7 (19%) 21 (58%) 27 (75%)
Serotipos
025b:H4 26 5 (19%) 15 (58%) 19 (73%)
016:H5 10 2 (20%) 6 (60%) 8 (80%)
Subclones
H30-Rx 14 5 (36%) 9 (64%) 10 (71%)
H22 11 0 5 (45%) 8 (73%)
H27 1 0 1 (100%) 1 (100%)
HA41 10 2 (20%) 6 (60%) 8 (80%)
Virotipos
A 3 3 (100%) 3 (100%) 3 (100%)
B 2 1 (50%) 2 (100%) 2 (100%)
C1 3 1 (33%) 2 (67%) 3 (100%)
Cc2 2 1 (50%) 2 (100%) 2 (100%)
C3 3 0 2 (67%) 3 (100%)
D1 2 0 2 (100%) 2 (100%)
D2 2 0 1 (50%) 1 (50%)
D3 2 0 0 1 (50%)
D4 3 0 2 (67 %) 2 (67%)
D5 2 0 0 2 (100%)
E 3 0 0 0
F 3 1 (33%) 2 (67%) 3 (100%)
2 0 1 (50%) 1 (50%)

NT 4 0 2 (50%) 2 (50%)
Genes de virulencia
afa/draBC 7 3 (43%) 4 (57%) 6 (86%)
afaFM955459 5 3 (60%) 4 (80%) 5 (100%)
iroN 11 1(9%) 6 (55%) 8 (73%)
sat 24 7 (29%) 15 (63%) 19 (79%)
ibeA 11 0 5 (45%) 8 (73%)
papGll 9 1(11%) 4 (44%) 5 (56%)
papGlll 4 0 1 (25%) 3 (75%)
cnf1 5 0 0 2 (40%)
hlyA 5 0 0 2 (40%)
cdiB 4 0 3 (75%) 3 (75%)
neuC-K1 3 0 2 (67%) 2 (67%)
kpsMIl-K2 8 4 (50%) 6 (75%) 7 (88%)
kpsMII-K5 22 3 (14%) 11 (50%) 14 (63%)

Las 14 cepas del subclon H30-Rx eran de los virotipos A (2), B (2), C2 (2), E (3), F ( )y G (2.

Las 11 cepas del subclon H22 eran de los virotipos D1 (2), D2 (2), D3 (2), D4 (3) y D5 (2).

Las 10 cepas del subclén H41 eran de los virotipos A (1), C1 (3), C3 (3) y NT (3).

La cepa del subclon H27 presentod un virotipo no tipable (NT).



RESULTADOS

TABLA 34
Relacion entre la virulencia en el modelo de sepsis murino y los serotipos, subclones, virotipos y genes de virulencia de las
cepas ST131. Andlisis estadistico.

o g?;f;?:mdad Sin letabilidad Altamente No altamente
Caracteristicas <04hs5 temprana <24h<5 J Valor P letales =9 letales <9 Valor P
o muertos (n=29) muertos (n=21) | muertes (n=15)
muertos (n=/)
Serotipos
1025b:H4 5 (71%) 21 (72%) 15 (71%) 11 (73%)
|016:H5 2 (29%) 8 (28%) 6 (29%) 4 (27%)
Subclones
|H30-Rx 5 (71%) 9 (31%) 9 (43%) 5 (33%)
\Hoo 0 11 (38%) 5 (24%) 6 (40%)
\Ho7 0 1(3%) 1 (5%) 0
\H41 2 (29%) 8 (28%) 6 (29%) 4 (27%)
Virotipos
‘A 3 (43%) 0 0,005 3 (14%) 0
B 1 (14%) 1(3%) 2 (10%) 0
\C1 1 (14%) 2 (7%) 2 (10%) 1(7%)
\c2 1 (14%) 1 (3%) 2 (10%) 0
Ic3 0 3 (10%) 2 (10%) 1(7%)
D1 0 2 (7%) 2 (10%) 0
D2 0 2 (7%) 1(5%) 1(7%)
D3 0 2 (7%) 0 2 (13%)
D4 0 3 (10%) 2 (10%) 1(7%)
D5 0 2 (7%) 0 2 (13%)
'E 0 3 (10%) 0 3 (20%)
' 1 (14%) 2 (7%) 2 (10%) 1(7%)
G 0 2 (7%) 1(5%) 1(7%)
INT 0 4 (14%) 2 (10%) 2 (13%)
'A-B-C1-C2 6 (86%) 4 (14%) 0,0007 9 (43%) 1.(7%) 0,02
\D1-D2-D3-D4-D5 0 11 (38%) 5 (24%) 6 (40%)
Genes de virulencia
\afa/draBC 3 (43%) 4 (14%) 4 (19%) 3 (20%)
\afaFIM955459 3 (43%) 2 (7%) 0,04 4 (19%) 1(7%)
liroN 1(14%) 10 (34%) 6 (29%) 5 (33%)
\sat 7 (100%) 17 (59%) 0,04 15 (71%) 9 (60%)
libeA 0 11 (38%) 5 (24%) 6 (40%)
\papGll 1 (14%) 8 (28%) 4 (19%) 5 (33%)
\papGlil 0 4 (14%) 1(5%) 3 (20%)
\onf1 0 5 (17%) 0 5 (33%) 0,008
\hiyA 0 5 (17%) 0 5 (33%) 0,008
\cdtB 0 4 (14%) 3 (14%) 1(7%)
\neuC-K1 0 3 (10%) 2 (10%) 1(7%)
\kpsMIl-K2 4 (57%) 4 (14%) 0,03 6 (29%) 2 (13%)
kpsMII-K5 3 (43%) 19 (66%) 11 (52%) 11 (73%)
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Desde que en el afio 1988 se detectasen las primeras cepas de E. coli y K. pneumonie producto-
ras de BLEE en Espafa (Baquero et al. 1988) la situacién ha cambiado drasticamente con la dise-
minacion de las enzimas CTX-M a partir de finales de la década de los noventa y la emergencia del
grupo clonal ST131 asociado con CTX-M-15 especialmente a partir del afio 2005.

El grupo GEIH (Grupo de Estudio de Infeccién Hospitalaria) realizé un amplio estudio multicéntri-
co en Espana en el afio 2000 en colaboracion con 40 hospitales. Dicho estudio mostré una preva-
lencia de cepas de E. coli productoras de BLEE (ECBLEE) del 2,7%. Se observo que estas cepas
estaban presentes en el 90% de los centros y que el 51% de los aislados de E. coli procedian de
pacientes extrahospitalarios. Las BLEE mas prevalentes en E. coli fueron CTX-M-9 (27 %), SHV-12
(24%), CTX-M-14 (17%) y CTX-M-10 (5%) (Hernandez et al. 2003; Cantén et al. 2007). En el afio
2006 se llevo a cabo el segundo estudio multicéntrico del GEIH. Se recogieron 1.021 cepas de E.
coli productoras de BLEE en 44 hospitales. El porcentaje de cepas productoras de BLEE fue del
4,0%. Por lo tanto, desde el afno 2000 al 2006 el porcentaje de E. coli productoras de BLEE en
Espafa se ha multiplicado por ocho (Diaz et al. 2009). Posteriormente se realizd la determinacién
del tipo de BLEE producido por 254 cepas representativas, observandose la emergencia de cepas
CTX-M-15 (15%) que por primera vez se encuentran entre las enzimas mas prevalentes junto con
CTX-M-14 (47%), SHV-12 (27%) y CTX-M-9 (8%) (Diaz et al. 2010).

En el ESTUDIO | de esta tesis doctoral se investigaron para evaluar la presencia del grupo clonal
ST131 un total de 77 cepas ECBLEE aisladas en el afo 2012 en el Hospital Universitario Lucus
Augusti (HULA). En el periodo de tiempo en que se aislaron dichas cepas, la tasa de prevalencia de
ECBLEE fue del 8,0%. Por lo tanto el doble de la media encontrada en el afio 2006 en el segundo
estudio multicéntrico del GEIH y algo mas de un punto y medio que la encontrada en el HULA entre
los afios 2006 y 2008 (5,6%) (Blanco et al. 2009) y seis puntos menos que la registrada en el afio
2010 en Sevilla (Lopez-Cerero et al. 2014).



La tasa de prevalencia de ECBLEE observada en el HULA en el aio 2012 es superior a la ob-
servada en Dinamarca (2,4% en 2008-2009, Olesen et al. 2013) y Marruecos (4.1% en 2010-2011,
Barguigua et al. 2013), similar a la encontrada en Francia (8,0% en 2013, Lafolie et al. 2014), Ale-
mania (8,0% en 2010; Kresken et al. 2014), USA (7% en 2013; Drawz et al. 2015), Australia (6,9% en
2009-2011; Kudinha et al. 2013) y Japon (9% en 2010-2012; Matsumura et al. 2015), y muy inferior
a las registradas en China (23% en 2013 Hong Kong, Ho et al. 2015; 63% en 2011-2013 Shanghai,
Zhao et al. 2015; 30% a 57% en 2010-2011 en 30 hospitales de siete regiones, Zhang et al. 2014),
la India (21% en 2009-2010, Jadhav et al. 2011; 87% en 2007-2011, Roy et al. 2015) y la Republica
Africana Central (64% en 2011-2012, Rafai et al. 2015).

En el ESTUDIO | de la tesis entre las 77 cepas ECBLEE aisladas en el afio 2012 de pacientes con
infecciones extraintestinales (69 con UTI) del HULA detectamos 47 (61%) cepas pertenecientes al
grupo clonal emergente ST131. Segun nuestros datos se trata del primer estudio espanol (Dahbi
et al. 2013) y uno de los dos primeros realizados en Europa, junto con el de Olesen et al. 2013, en
el que se emplea una PCR multiple especifica de SNPs de los genes gyrB y mdh (Johnson et al.
2009) que permite detectar tedricamente todas las variantes conocidas hasta el momento del grupo
clonal ST131. La tasa de prevalencia (61%) de cepas ST131 entre cepas ECBLEE del afio 2012,
es muy superior a las registradas en los estudios previos realizados en el Complexo Hospitalario
Xeral-Calde de Lugo en los afios 2006 (23%), 2007 (23%) y 2008 (20%) (Blanco et al. 2009). En-
tre ambos estudios se produjo la inauguracion del nuevo hospital y el traslado de los pacientes al
HULA. No creemos que en la expansion tuviese ninguna influencia la puesta en marcha del nuevo
hospital. El aumento tan drastico de prevalencia tampoco se puede atribuir exclusivamente a la
mayor sensibilidad de la PCR empleada para detectar las cepas ST131, ya que con la PCR multiple
empleada en el anterior estudio se hubiesen identificado las 38 cepas del serotipos O25b:H4 y la
prevalencia seguiria siendo significativamente superior (49%). Por lo tanto las cepas ST131 conti-
nuaron expandiéndose entre las ECBLEE de forma muy exitosa en nuestra area sanitaria.

En los estudios realizados en otras partes de Espafia se habian encontrado tasas de prevalen-
cia de cepas ST131entre las ECBLEE en la mayoria de los hospitales muy inferiores. Asi, en un
estudio multicéntrico realizado en 11 hospitales durante el afio 2004 se detectaron 8 (9%) cepas
ST131 entre 92 ECBLEE (Oteo et al. 2009). En otro estudio multicéntrico en el que participaron 44
hospitales en el afio 2006, se identificaron 195 (19%) cepas ST131 entre las 1.021 cepas ECBLEE
examinadas. No obstante, la prevalencia oscilaba entre el 0% y el 52%, y en dos hospitales de Gran
Canaria (16/31, 52%, Doctor Negrin) y Madrid (17/35, 49%, 12 de Octubre) aproximadamente la
mitad de las cepas eran ST131 (Blanco et al. 2013). Mas recientemente, en un estudio llevado a
cabo en Barcelona en el afio 2008 (Coelho et al. 2011) y en dos realizados en Sevilla en el afio 2010
(Lopez-Cerero et al. 2013 y 2014) se encontraron un 32%, un 13% y un 23%, respectivamente de
cepas ST131 entre ECBLEE.



En estudios recientes realizados en otros paises también se han encontrado tasas muy elevadas
de prevalencia de cepas ST131 entre las cepas ECBLEE aisladas de infecciones extraintestinales,
aunque las tasas varian ampliamente. A continuacion se hace referencia a algunos de los estudios
que considero mas interesantes ordenandolos de mayor a menor tasa de prevalencia de ST131:
79% en Portugal en los afios 2006-2007 (Rodrigues et al. 2015), 78% en Canada (Johnson et al.
2009), 65% en 2009-2012 (Cheng et al. 2015), 63% y 60% en Rumania (Hristea et al. 2015; Maciu-
caetal. 2015), 62% en Holanda (Overdevest et al. 2015), 59% en Canada en 2000-2010 (Peirano
y Pitout, 2014), 54%/45%/39% en Australia en 2009-2011/2011-2012/2009-2011 (Kudinha et al.
2013 ; Rogers et al. 2015 ; Freeman et al. 2014), 51% en Nepal (Sherchan et al. 2015), > 47% en
Alemania en 2010 (Kresken et al. 2014), 64%/56%/49%/47% en USA 2011/2013/2007-2010 (Col-
pan et al. 2013; Drawz et al. 2015 ; Banerjee et al. 2013 ; Johnson et al. 2012a), 43%/41%/37%/26%
en Japon de 2001 a 2012 (Matsumura et al. 2015 ; Matsumura et al. 2012; Matsumura et al. 20123;
Matsumura et al. 2012b), 38% en Dinamarca en 2008-2009 (Olesen et al. 2013), 36% en la Repu-
blica Central Africana en 2011-2012 (Rafai et al. 2015), 31% en Corea del Sur en 2011-2012 (Cho et
al. 2015), 31%/11% en la India en 2009-2010/2007-2010 (Jadhav et al. 2011 ; Roy et al. 2015), 27%
en Camboya en 2007-2010 (Vlieghe et al. 2015), 23% en Hong Kong en 2013 (Ho et al. 2015), 17%
en Francia en 2013 (Lafolie et al. 2014) y 13% en China en 2010-2011 (Zhang et al. 2014).

Nada menos que el 60% (28 de 47) de las cepas ST131 del ESTUDIO | de la tesis procedian de
pacientes ingresados en cinco residencias de la tercera edad en el afio 2012. Este dato esta en la
linea de lo observado en el anterior estudio efectuado en Lugo, ya que en el estudio previo realizado
entre los afios 2006 y 2008 en el desaparecido hospital el 50% de las cepas ST131 también fueron
aisladas de pacientes ingresados en residencias de ancianos con cuidados sanitarios especiales.
También se observd en estudios realizados en long-term care facilities de Francia (Brisse et al.
2012), Irlanda del Norte (Rooney et al. 2009) y USA (Banerjee et al. 2013a; Johnson et al. 2012a)
que estos centros suponen quizas el principal reservorio de cepas del grupo clonal ST131. Hay que
tener en cuenta que la poblacion lucense atendida en el HULA tiene una media de edad muy ele-
vada ya que la provincia de Lugo tiene una de las poblaciones mas envejecidas de Europa. En un
reciente estudio realizado en 2012-2013 en una residencia de Irlanda se aislaron cepas BLEEEC de
las muestras fecales del 55% de los residentes y la mayoria continuaban siendo portadores un afio
después. Todas las cepas aisladas eran del grupo clonal ST131 y pertenecian al subclén H30-Rx
siendo productoras de CTX-M del grupo 1 (posiblemente CTX-M-15) y la mayoria eran del mismo
cluster que la cepa epidémica A del Reino Unido y la internacional PFGE812 (Ludden et al. 2015).
En USA en el ano 2013 se hizo un estudio en dos residencias para evaluar el nivel de individuos
colonizados a nivel intestinal por cepas de E. coli ST131 resistentes a las quinolonas fluoradas (QF)
encontrandose en una un 42% de portadores y en la otra un 16%. Todas las cepas ST131 eran
del subclon H30 y el 28% H30-Rx y tenian similares genes de virulencia y perfiles de PFGE a los
encontrados en las cepas clinicas. No obstante, unicamente cuatro de las 32 cepas ST131 aisladas
en este estudio eran productoras de BLEE (Burgess et al. 2015).



En un nursing home de Holanda se observé recientemente que el 21% de los residentes eran
portadores de Enterobacteriaceae productoras de BLEE y que 21 de las 33 cepas detectadas
eran ST131 y CTX-M-15 (Willemsen et al. 2015). En USA se evalué el nivel de portadores de cepas
resistentes a quinolonas fluoradas entre pacientes comprobandose que el 12% eran positivos. La
prevalencia de cepas ST131 entre las resistentes a quinolonas fluoradas aumento de un 8% en el
ano 2002 a un 50% en el afio 2004, y el nivel de portadores de cepas ST131 fue del 2,7% de media
(Han et al. 2014).

También se han realizado estudios para evaluar el nivel de personas colonizadas a nivel intestinal
por cepas ST131 entre la poblacién en general. El primero de ellos fue realizado por Leflon-Guibout
et al. (2008) con la participacion del LREC-USC. En dicho estudio se analizaron 332 personas sanas
que vivian en diferentes areas de Paris en el afio 2006. Unicamente el 0,6% de las personas eran
portadoras de ECBLEE, pero el 15% tenian cepas resistentes al acido nalidixico y el 7% de cepas
ST131 no productoras de BLEE. En un estudio realizado recientemente (2011) en Holanda el 5%
de las personas sanas eran portadoras de ECBLEE, pero Unicamente seis de las 51 cepas aisladas
eran ST131. Concretamente solamente 6 (0,6%) de las 1.033 personas analizadas eran portadoras
de cepas ST131 productoras de BLEE (van Hoek et al. 2015). En contraste, en un estudio realizado
en China el 51% de las personas tenian ECBLEE en sus heces, siendo todas las cepas aisladas
productoras de enzimas CTX-M. Los enzimas mas comunes eran CTX-M-14 (48%), CTX-M-15
(28%) y CTX-M-27 (15%). En total 32 (5,7%) de las 563 personas eran portadoras de cepas ST131
y 32 (11%) de las 287 cepas ECBLEE pertenecian al grupo clonal ST131. Curiosamente el 75% de
las cepas ST131 eran el serogrupo O16 y el 25% eran O25b. De las 24 cepas O16-ST131, 14 eran
CTX-M14, cinco CTX-M-15, tres CTX-M-27, una CTX-M-3 y una CTX-M-24 (Zhang et al. 2015).

La gran mayoria de las cepas ST131 aisladas de pacientes con infecciones extraintestinales en
el HULA (2012) del ESTUDIO | de esta tesis eran productoras del enzima CTX-M-15 (87%), y unica-
mente el 9% eran CTX-M-14 , el 2% CTX-M-1y otro 2% CTX-M-27. En el anterior estudio realizado
en el Complexo Hospitalario Xeral-Calde de Lugo el 96% de las cepas ST131 eran CTX-M-15y el
4% CTX-M-14 (Blanco et al. 2009). En el estudio de Lépez-Cerero y colaboradores (2014) realiza-
do en el Hospital Universitario Virgen Macarena de Sevilla (2010) el 97% de las cepas ST131 eran
CTX-M-15y 3% restante CTX-M-14. Resultados similares han sido obtenidos en el estudio realiza-
do en Dinamarca (2008-2009) por Olesen y colaboradores (2013). Asi, el 80% de las cepas ST131
eran CTX-M-15, el 9% CTX-M-27, el 7% CTX-M-14 y el 2% eran CTX-M-2 y otro 2% CTX-M-3.
También se observo que la enzima CTX-M-15 tenia una prevalencia superior al 75% entre las cepas
ST131 en los estudios realizados en Francia (> 90% CTX-M-15; Lafolie et al. 2014), Portugal (94%
CTX-M-15; Rodrigues et al. 2015), Rumania (100% CTX-M-15; Hristea et al. 2015), USA (> 90%
CTX-M-15) (Banerjee et al. 2013; Price et al. 2013; Banerjee y Johnson 2014) y Canada (2000-2011)
(80% CTX-M-15y 17% CTX-M14; Peirano et al. 2014) y Nepal (90% CTX-M-15) (Sherchan et al.
2015), la India (100% CTX-M-15) (Roy et al. 2015) y la Republica Central Africana (100% CTX-M-15)
(Rafai et al. 2015).



En Australia y Nueva Zelanda aunque predominan las cepas productoras de CTX-M-15 (60%)
entre las ST131, también son muy frecuentes las que producen CTX-M-14 (48%) y algunas ce-
pas (8%) producen ambas enzimas (Rogers et al. 2015). En Japoén (2001-2010) las cepas ST131
CTX-M-15 (16%) son las terceras mas prevalentes después de las productoras de CTX-M-14 (47 %)
y CTX-M-27 (21%), siendo también frecuentes las cepas ST131 productoras de CTX-M-2 (9%)
(Matsumura et al. 2012a). Entre los afios 2001-2007 predominaban las cepas ST131 CTX-M-14
mientras que en el periodo 2008-2012 predominaban las cepas productoras de CTX-M-27 segui-
das por las CTX-M-15 (Matsumura et al. 2015). La produccion de CTX-M-14 era la predominante
entre las cepas ST131 de Camboya (61%, 2007-2010) (Vlieghe et al. 2015), Hong Kong (73%, 2013)
(Ho et al. 2015) y en 11 provincias repartidas por siete regiones de China (67 %, 2010-2011) (Zhang
etal. 2014).

Al analizar los serotipos O:H, las combinaciones de genes de virulencia y los perfiles de PFGE
de las 47 cepas ST131 aisladas en el 2012 de pacientes con infecciones extraintestinales en el
HULA del ESTUDIO | de esta tesis, observamos cambios muy significativos con respecto al estudio
realizado en el Complexo Hospitalario Xeral-Calde (2006-2008) (Blanco et al. 2009). En el estudio
previo estabamos ante una situacion que podemos definir como de brote (outbreak), ya que el 99%
(76/77) de las cepas ST131 pertenecian al serotipo O25b:H4, producian CTX-M-15, pertenecian al
virotipo Ay se englobaban dentro del mismo cluster de PFGE ya que tenian > 85% de identidad en
sus pulsotipos. La fotografia del afio 2012 es notablemente diferente, ya que aunque la mayoria de
las cepas ST131 siguen perteneciendo al serotipo O25b:H4 (81%), vemos que unicamente el 45%
pertenecen al virotipo A y que un 45% presentan nuevas combinaciones de genes de virulencia.
Ademas, la diversidad genética observada entre las cepas ST131 es muy superior ya que las 47
cepas unicamente presentan un 60,4 de identidad en sus perfiles de PFGE, detectandose seis gru-
pos que en la mayoria de los casos comprenden cepas con combinaciones especificas de genes
de virulencia.

Especialmente interesantes son los que hemos denominado grupos Il y Il ya que incluyen cepas
ST131 con nuevos virotipos. Asi, en el grupo Il se incluyen 12 cepas productoras de CTX-M-15 del
virotipo E (11 O25b:H4 y una ONT:H4) que presentan la nueva secuencia tipo del esquema del Ins-
tituto Pasteur PST621. En el perfil de virulencia de las cepas del virotipo E destaca la presencia de
los genes papGll, cnfly hlyA, ya que se trata de genes muy raramente identificados anteriormente
entre cepas ST131. No obstante, Kudinha y colaboradores (2013a) han observado que aproxi-
madamente el 40% de las cepas ST131 aisladas de cistitis y pielonefritis en Australia en los afios
2009-2011 presentaban dichos genes. Las cinco cepas del grupo Ill O25b:H4 CTX-M-15 también
presentan el gen papGll, pero carecen de los genes cnfl y hlyA y por ello fueron incluidas en el
nuevo virotipo F. Curiosamente muchas de las cepas del grupo |l se aislaron de pacientes de la resi-
dencia A, mientras que la mayoria de las cepas del grupo Ill proceden de pacientes de la residencia
B. Pero de pacientes ingresados en la residencia A también procedian muchas de las cepas ST131
del grupo IV del virotipo A.



Es evidente que en el ESTUDIO | de esta tesis hemos detectado la emergencia de nuevas varian-
tes del clon ST131 con nuevas combinaciones de genes de virulencia y hemos observado que los
cambios en la epidemiologia molecular de este grupo clonal se producen con una notable rapidez
dificilmente imaginable.

Como en los estudios previos realizados por nuestro grupo con cepas ECBLEE (Blanco et al.
2011; Coelho et al. 2011) hemos observado que las cepas ST131 poseen muchos mas genes de
virulencia que las no ST131. Concretamente en el ESTUDIO | de este tesis 15 de los 32 genes de
virulencia fueron significativamente asociados con las cepas ST131 (fimH, F10 papA, papGll, afa/
draBC, afaFM955459, cnf1, sat, hlyA, iucD, chuA, kpsMil, knesMII-K2, kpsMlI-K5, malX y usp), ocho
de los cuales se han detectado en > 90% de las cepas ST31(fimH, F10 papA, sat, iucD, chuA, kps-
Mil, malX y usp). Ademas, el estatus EXPEC entre las cepas del grupo clonal ST131 fue muchisimo
mas frecuente (96%) que entre las cepas no ST131 (37%) (P<0,001) y las 47 cepas ST131 exhibie-
ron un significativo mayor numero de genes de virulencia (media 9,1) que las 30 cepas no ST131
(media 4,3). Similares resultados fueron encontrados por Olesen y colaboradores (2013) en Dina-
marca (2008-2009), Kudinha y colaboradores (2013) en Australia (2009-2011), Matsumura y cola-
boradores (2013) en Japoén (2001-2010), y Banerjee y colaboradores (2013) (2007-2010) y Drawz y
colaboradores (2015) (2013) en USA.

Terminar la discusion del ESTUDIO | destacando el mayor nivel de resistencias detectado entre
las cepas ST131 con respecto a las cepas ECBLEE no pertenecientes al grupo clonal ST131: ci-
profloxacina (100% vs 70%), tobramicina (72% vs 33%), trimetoprim/sulfametoxazol (77% vs 57 %)
y fosfomicina (15% vs 0%). Especialmente preocupante es el caso de la fosfomicina, y puede ser
debido al aumento significativo de su utilizacién a nivel comunitario tal y como ya publicaron Oteo
y colaboradores (2010). Se ha comprobado que en el tratamiento empirico de las ITU comunitarias
se producen hasta tres veces mas fallos si estan implicadas cepas ST131 resistentes a las quino-
lonas (Can et al. 2015). Aunque el nivel de resistencias a la fosfomicina detectado entre las cepas
ST131 en nuestro estudio es preocupante, coincidimos con Kreskeny colaboradores (2014) en el
sentido de que este antibidtico sigue siendo tal vez la mejor opcidn para realizar una terapia empi-
rica sin conocer el antibiograma ni la secuencia tipo de la cepa implicada en la infeccidn urinaria.
Concretamente Kresken y colaboradores (2014) analizaron las resistencias de 499 cepas de E. coli
causantes de ITU en Alemania (2010) frente a ocho antibiéticos que se administran por via oral en-
contrando los siguientes niveles de resistencias: amoxicilina (43%), amoxicilina/acido clavulanico
(83%), trimetoprim/sulfametoxazol (31%), ciprofloxacina (20%), cefuroxima (10%), cefpodoxima
(9%), cefixima (8%) y fosfomicina (1,2%). En este estudio realizado en Alemania el 8% de las cepas
eran productoras de BLEE, siendo el 69% de las mismas CTM-M-15y el 70% de las productoras
de esta enzima O25b-ST131.



También hay que mencionar que ninguna de las cepas ST131 aisladas de pacientes con infeccio-
nes extraintestinales en los hospitales de Lugo entre los afos 2006 y 2012 resulto ser productora
de carbapenemasas. No obstante, si que han sido aisladas este tipo de cepas en otros hospitales
espafoles y en numerosos paises, siendo especialmente prevalentes en Asia (Fernandez et al.
2014; Oteo et al. 2015; Peirano et al. 2014b; Zhang et al. 2015).

El ESTUDIO Il de la tesis segun nuestra informacion es el primero realizado en Europa en el que
se investiga la prevalencia y los genotipos de cepas ST131 del serotipo O16:H5 y se comparan con
cepas ST131 del serotipo O25b:H4 y sus subclones H30 y H30-Rx .

Como en estudios previos (Blanco et al. 2009, 2011) nosotros hemos encontrado que las cepas
del grupo clonal ST131 eran mas prevalentes entre ECBLEE (30%) que entre cepas de E. coli no
productoras de enzimas BLEE (8%). Ademas, las cepas O16:H5-ST131 representaron Unicamente
un 0,9% frente al 15% de cepas 025b:H4-ST131 del total de 2.995 cepas investigadas de los afios
2005-2012. También Olesen y colaboradores (2013) en Dinamarca (36% 0O25b-ST131 vs 2% O16-
ST131 en ECBLEE 2008-2009), Matsumura y colaboradores (2012a) en Japén (32% 0O25b-ST131
vs 4% 0O16-ST131 entre ECBLEE 2001-2010), Johnson y colaboradores (2014) en USA, Rogers 'y
colaboradores (2015) en Australia y Nueva Zelanda y Hoy colaboradores (2015) en Hong Kong en-
contraron que las cepas 025b-ST131 eran mucho mas prevalentes que las O16-ST131.

El tipado del gen fimH (codifica para el pilus comun tipo 1) por secuenciacion es una herramienta
muy util para establecer los diferentes sublinajes/subclones dentro de las secuencias tipo/grupos
clonales de EXPEC (Weissman et al. 2012 ; Paul et al. 2013). Johnson y colaboradores (2013)
explorando la estructura clonal de 352 cepas ST131 histéricas y recientes aisladas entre los afios
1967 y 2011 encontraron siete alelos fimH (H15, H22, H27, H30, H35, H41, H94), siendo el fimH30
el top 1 (67%), el fimH22 el top 2 (21%) y los fimH35 y fimH41 los top 3 (5% cada uno). Durante el
periodo 1967-1999 unicamente se detectaron cepas susceptibles a las quinolonas fluoradas (QF-
S), predominantemente de los subclones H22 y H35. Las cepas resistente a las quinolonas fluora-
das (QF-R) aparecieron durante el periodo 2000-2005 y se asociaron casi exclusivamente con el
subclén H30. Dieciocho de las 19 cepas que tenian el alelo fimH41 eran QF-S y todas ellas fueron
aisladas en el periodo 2006-2011. Recientemente, Johnson y colaboradores (2014) establecieron
una asociacion entre el alelo fimH41 y el serogrupo O16.

En el ESTUDIO Il de esta tesis doctoral todas las 27 cepas del serotipo O16:H5 tenian el alelo
fimH41, mientras que el 78% y el 16% de las cepas del serotipo O25b:H4 fueron positivas para los
alelos fimH30 y fimH22, respectivamente. Y como era de esperar, la mayoria (98%) de las cepas
fimH30 eran QF-R, mientras que la mayoria de las cepas fimH22 y fimH41 eran susceptibles a las
quinolonas fluoradas. Por lo tanto, el subclon H30, que comprende la mayoria de las cepas QF-R se
ha expandido en Espafia mucho mas frecuentemente que otras variantes del grupo clonal ST131,
coincidiendo con lo que ha pasado a nivel mundial.



Recientemente, un importante sublinaje incluido dentro del subclon H30, denominado H30-Rx
ya que se asocia normalmente con un patrén extensivo de resistencias antimicrobianas, fue iden-
tificado por Price y colaboradores (2013) usando un analisis filogenético del genoma completo de
105 cepas ST131 procedentes de cinco paises y 23 estados y provincias de USA y Canada. Veinte
(91%) de las 22 cepas ST131 que llevaban el gen bla_,,,, ,, (@isladas en Australia, Corea del Sur,
Portugal, Canada y USA) formaban un subclon dentro de las cepas H30 QF-R (H30-R). En la region
de Chicago entre 2007 y 2010, aproximadamente la mitad de las cepas ECBLEE eran del grupo
clonal ST131, y de estas el 98% eran H30 y el 92% del subclén H30-Rx (Banerjee et al. 2013b).
Un estudio similar realizado en la regién de Calgary mostré que 114 (59%) de las cepas ECBLEE
FQ-R eran ST131 y que 111 de estas eran H30 y 85 eran H30-Rx (Peirano y Pitout, 2014). Nosotros
hemos obtenido resultados similares en Espafia ya que la mayoria (78%) de las cepas ST131 per-
tenecian al subclon H30 y también la mayoria (79%) de las cepas H30 eran H30-Rx. Entre las 1.125
cepas ECBLEE espariolas, 295 (26%) eran del subclon H30 y 286 (97 %) de ellas eran del sublinaje
H30-Rx. Ademas, todas las 286 cepas ECBLEE H30-Rx eran CTX-M-15 positivas. Por lo tanto,
el ESTUDIO Il de la tesis doctoral indica que el subclon H30-Rx también esta expandido Espafa
siendo el predominante entre las cepas de E. coli productoras de la enzima CTX-M-15.

Nuestros resultados coinciden con los obtenidos por Matsumura y colaboradores (2012a) traba-
jando con cepas O16-ST131 aisladas en Japoén (2005-2010) y Johnson y colaboradores (2014) ca-
racterizando cepas O16-ST131 aisladas en USA, Australia y Holanda (2006-2011) en el sentido que
la mayoria de las cepas presentan la secuencia tipo del esquema del Instituto Pasteur PST506 y que
esta secuencia es especifica de las cepas O16:H5-ST131. En contraste, entre las cepas O25b:H4-
ST131 predomina la secuencia tipo PTS43. Asi, 25 (9%) de las 27 cepas espanolas O16:H5-ST131
eran PST506 y las dos restantes presentaron dos variantes (PST567 y PST625) de un unico locus de
la secuencia tipo PST506. Por su parte, 33 (79%) de las 42 cepas O25b:H4-ST131 presentaron la
PST43, y ninguna de ellas pertenecio a las secuencias encontradas entre las cepas O16:H5-ST131.

Las cepas espafolas O16:H5-ST131 exhibieron diferentes tasas de resistencias comparadas con
las cepas 025b:H4-ST131, siendo significativamente mas alta la tasa de resistencia a la gentamici-
na y significativamente mas baja la tasa de resistencia a la ciprofloxacina. En Japon y USA las ce-
pas O16-ST131 se asociaron con las resistencias a la gentamicina y al trimetoprim-sulfametoxazol.
No obstante, la tasa de resistencia a la gentamicina de las cepas espafiolas resultdé ser muy supe-
rior (59%) que la registrada entre las cepas O16-ST131 de Japdn (12%) y USA (29%) (Matsumura
et al. 2013 ; Johnson et al. 2014).

Entre las 27 cepas O16:H5-ST131 espanolas, el 48% eran productoras de CTX-M14, mientras
que ninguna era productora de CTX-M-15. También Matsumura y colaboradores (2012a) publicé
que CTX-M-14 era la enzima producida mas frecuentemente por las cepas O16-ST131 aisladas en
Japon.



Al igual que Matsumura y colaboradores (2013) en Japon y Johnson y colaboradores (2014) en
USA, nosotros encontramos una alta diversidad genética entre las 27 cepas O16:H5-ST131 espa-
Aolas ya que presentaron 25 perfiles de PFGE diferentes. Ademas, observamos que los perfiles de
PFGE de las cepas O16:H5-ST131 eran diferentes a los de las cepas 0O25b:H4-ST131. El dendro-
grama generado por PFGE-Xbal reveld siete grandes clusters (I-VIl) que se correspondieron muy
bien con los virotipos, alelos fimH, y el estatus H30-Rx, apoyando una base clonal para los virotipos.

En lo que respecta a los genes de virulencia, nuestros resultados indican claramente que las ce-
pas O16:H5-ST131 tienen una media de genes de virulencia significativamente inferior a la de las
cepas 025b:H4-S131, y que presentan ademas combinaciones de genes de virulencia (virotipos)
distintas. Asi, el virotipo C1 se observd exclusivamente entre las cepas O16:H5-ST131, mientras
que los virotipos B, C2, D1, D2, D3, D4, D5, E, F y G se encontraron exclusivamente entre las cepas
025b:H4-ST131. No obstante, el segundo virotipo (C3) mas frecuente (26%) de las cepas O16:H5-
ST131 también se ha identificado en el 12% de las cepas 025b:H4-ST131.

En un estudio preliminar realizado por Clermont y colaboradores (2008) analizaron la virulencia in
vivo de cuatro cepas ST131 en un modelo de sepsis murino muy similar al empleado por nosotros
en esta tesis y observaron que las cuatro cepas tenian una letalidad del 100%. Seguidamente Jo-
hnson y colaboradores (2012) emplearon un modelo animal similar para comparar la virulencia in
vivo de 27 cepas ST131 con la de 34 cepas no-ST131 (incluidas cepas del grupo filogenético B2 de
cinco grupos clonales ST12/ST599/CC12-ST73-ST81-ST95-ST127, cepas del grupo filogenético
D ST59-ST62, ST69, ST598 y del grupo filogenético A) causantes de infecciones extraintestinales.
Las cepas ST131 evaluadas conjuntamente tuvieron un comportamiento similar al de las cepas no
ST131: 100% de letalidad (33% vs 35%), =50% de letalidad (44% vs 50%) y 0% de letalidad (30%
vs 29%). Posteriormente, Johnson y colaboradores (2014) empleando el mismo modelo evaluaron
seis cepas 016-ST131, comprobando que las cepas tenian una letalidad que oscilaba entre el 60%
y el 100%, y que una de ellas era especialmente virulenta ya que mato los 10 ratones inoculados
dentro de las 22 horas posteriores a la administracion subcutanea de 2x108 las bacterias. Como
veremos a continuacion nuestros resultados confirman los encontrados por Johnsony colaborado-
res (2012 y 2014), aunque observamos entre las 36 cepas ST131 ensayadas un mayor porcentaje
de cepas con una letalidad = 50% (75% vs 44%) y un menor porcentaje de cepas con un 0% de
letalidad (11% vs 30%). Las diferencias encontradas podrian ser debidas a las diferentes caracte-
risticas de las colecciones de cepas ST131 ensayadas. Asi, solamente 5 (19%) de las 27 ST131
de Johnson y colaobradores (2012) eran productoras de BLEE, mientras que en nuestro caso 24
(67%) de las 36 cepas ST131 eran ECBLEE. No obstante, nosotros hemos encontrado el mismo
porcentaje de cepas con una letalidad > 50% entre cepas ST131 productoras de BLEE (75%, 18
de 24) que entre ST131 no productoras de BLEE (75%, 9 de 12).



Los resultados del ESTUDIO Il de esta tesis muestran claramente que tanto las cepas O25b:H4-
ST131 (75% letales) como las O16:H5-ST131 (80% letales) presentan un nivel elevado de virulen-
cia en el modelo de sepsis murino, no observandose diferencias significativas entre las cepas de
ambos serotipos. En principio este era un resultado no esperado, ya que las cepas O16:H5-ST131
poseen un menor numero de genes de virulencia y tienen un éxito expansivo muy inferior al de las
cepas 025b:H4-ST131. No obstante, al analizar los subclones se ve que la letalidad temprana
se asocia con las cepas del subclon H30-Rx y especialmente con el virotipo A, y los genes afa-
FM955459, sat y kpsMIl-K2.  El antigeno capsular K2 ya se habia asociado claramente con la
virulencia in vivo de cepas uropatdgenas de E. coli (Buckles et al. 2009 ; Sarkar et al. 2014). Hay
que tener en cuenta que el antigeno capsular K2 determinado molecularmente se corresponde en
la mayoria de los casos con el antigeno K100 por criterios serolégicos (Olesen et al. 2013, 2014) y
que se ha encontrado una diversidad genética muy considerable en el locus que codifica para la
capsula de las cepas ST131 H30-Rx (Algasim et al. 2014).

También destacar del ESTUDIO Il el hecho de que las dos cepas que presentaron el mayor nu-
mero de genes de virulencia (13 genes) unicamente presentaron una letalidad del 50%, mientras
que algunas cepas con muy pocos genes presentaron letalidades del 90% e incluso del 100%.
Especialmente interesante es la baja virulencia in vivo de las cepas O25b:H4 H30-Rx del virotipo E,
sobre todo si se compara con la elevada virulencia de las cepas O25b:H4 H30-Rx del virotipo F, ya
que las cepas de ambos virotipos comparten ocho de los genes de virulencia y las del virotipo E a
mayores poseen los genes cnf1 y hlyA. En cualquier caso es evidente que mas que la presencia de
muchos genes de virulencia debe ser mas importante una combinacion adecuada de los mismos
aunque en conjunto la cepa posea menos genes de virulencia.

También se han empleado otros modelos alternativos que han producido unos resultados en al-
gunos casos dificiles de interpretar. Asi, Lavigne et al. (2012) evaluaron la virulencia de tres cepas
ST131 en dos modelos animales (Caenorhabditis elegans y embriones de peces cebra) encontran-
do que las cepas ST131 eran menos virulentas que cepas ExXPEC del serogrupo O6 y del grupo
filogenético B2 de las secuencias tipo ST73, ST92 y ST127. En contraste, Hussain y colaboradores
(2014) encontraron que las cepas ST131 eran mas virulentas en embriones de peces cebra que las
cepas no ST131. En el modelo de supervivencia de larvas de G. mellonella también se ha observa-
do que las cepas ST131 presentaban una mayor virulencia (Ciesielczuk et al. 2015).

En cualquier caso la mayor virulencia de las cepas ST131 observada en los ensayos in vivo, no
se correlaciona con unas manifestaciones clinicas mas acusadas ni con un mayor grado de morta-
lidad de los pacientes cuando se analizan de forma global sin diferenciar los subclones (Cheng et
al. 2015; Cho et al. 2015; Lopez-Cerero et al. 2014; Sherchan et al. 2015; Wu et al. 2014).



No obstante, el subclon H30-Rx se ha asociado con las sepsis primarias y las UTIs superiores
(pielonefritis) resultado de complicaciones de biopsias prostaticas (Peirano y Pitout, 2014), y tanto
las cepas 025b-ST131 como las O16-ST131 se han asociado con cistitis y pielonefritis en mujeres
con edad reproductora (Kudinha et al 2013, 2013a).

Seria muy interesante poder secuenciar en futuros estudios el genoma completo de las 36 cepas
ST131 ensayadas para su virulencia in vivo en el ESTUDIO Ill de esta tesis para localizar sus genes
de virulencia, islas de patogenicidad y genes reguladores de los mismos para poder interpretar cua-
les son las secuencias génicas que influyen mas en la virulencia de las cepas. Seguro que también
influye de forma decisiva la expresion fenotipica y en este sentido el papel de las secuencias de
regulacion es esencial. Por ultimo también seria muy interesante determinar el papel desempefiado
por los plasmidos ya que muchos genes de virulencia e islas de patogenicidad y mecanismos de
resistencia estan en plasmidos (Lanza et al. 2014 ; Li et al. 2015 ; Peigne et al. 2009 ; Phan et al.
2015). Ademas, los estudios del genoma completo de las cepas podrian completar los estudios
filogenéticos, identificar también nuevos subclones, secuencias relacionadas con la virulencia o
la resistencia a antibidticos y establecer claramente si las cepas ST131 de animales pueden ser el
origen de algunos de los subclones vy virotipos que han emergido recientemente y son causantes
de infecciones extraintestinales en seres humanos (Achtman et al. 2014 ; De Been et al. 2014 ;
Kluytmans et al. 2013 ; Lazarus et al. 2015 ; Manges y Johnson 2012 ; Ruiz del Castillo et al. 2013
Singer, 2015; Mora et al. 2010). En los ultimos anos se ha secuenciado el genoma completo de un
numero significativo de cepas ST131 pero todavia es necesario secuenciar muchas mas y sobre
todo analizar e interpretar como sus diferentes genes cromosomicos y plasmidicos influyen en la
virulenciay en el éxito (fitness) de las cepas ST131 de los diferentes subclones y virotipos (Downing,
2015; Forde et al. 2014 ; Schembri et al. 2015; Subashchandrabose et al. 2013).



1.Es evidente que en el aumento de prevalencia de cepas de E. coli productoras de [-lacta-
masas de espectro extendido (ECBLEE) registrado en el HULA en los ultimos afos esta impli-
cado el grupo clonal ST131, ya que mas del 50% de las cepas productoras de BLEE aisladas
en el ano 2012 eran ST131. Esto coincide con lo que esta sucediendo en otros hospitales
espanoles y a nivel mundial.

2.Nuestros resultados confirman que las residencias de ancianos son un reservorio importante
de cepas ECBLEE ST131.

3.También se confirma que las cepas ST131 productoras de BLEE poseen muchos mas genes
de virulencia que las productoras de BLEE que no pertenecen a dicho grupo clonal.

4.La diversidad genética de las cepas del grupo clonal ST131 es extraordinaria y estan emer-
giendo nuevas cepas con diferentes combinaciones de genes de virulencia a una velocidad
dificilmente imaginable.

5.El subclén H30 esta ampliamente expandido en Espafa siendo el predominante entre las
cepas 025b:H4. Por su parte el sublinaje H30-Rx del mismo, es el predominante entre las
cepas productoras de CTX-M-15.

6.Las cepas H30-Rx poseen mas genes de virulencia que las cepas H30 que no pertenecen
al sublinaje H30-Rx. Por lo tanto las cepas ST131 que estan mas ampliamente expandidas
en Espafa y a nivel mundial son las que poseen mas genes de virulencia y mas resistencias.

7.Como pasa en otros paises el subclon O16:H5-ST131-H41 esta mucho menos expandido
también en Espafa y al igual que en otros paises la mayoria de las cepas espariolas pertene-
cen a la secuencia tipo del Instituto Pasteur PST506 y producen CTX-M-14.



8.Las cepas del subclon O16:H5-ST131-H41 poseen muchos menos genes de virulencia que
las cepas O25b:H4-ST131 y presentan distintos virotipos.

9.Las cepas del subclon O16:H5-ST131-H41 presentan una notable diversidad genética y
poseen perfiles de PFGE-Xbal distintos de las cepas 025b:H4-ST131.

10.El analisis de los perfiles de PFGE-Xbal se traduce en dendrogramas con clusters especi-
ficos de cepas pertenecientes a los diferente subclones (H30, H30-Rx, H22, H41) y virotipos,
lo que apoya un claro componente filogenético en el origen de los virotipos.

11.Tanto las cepas 025b:H4-ST131 como las O16:H5-ST131 presentan un alto nivel de viru-
lencia in vivo en el modelo de sepsis murino.

12.Si consideramos que las cepas mas virulentas son las que matan mas rapidamente los
ratones, se concluye que las cepas 025b:H4-ST131 del subcléon H30-Rx y especialmente las
del virotipo A serian las mas virulentas, estando dicha virulencia temprana asociada con signi-
ficacion estadistica a los genes de virulencia afaFM955459, sat y kpsMII-K2.
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