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Resumen

E. coli es el principal agente causante de bacteriemias en seres humanos, las
cuales estan aumentando de forma significativa a nivel mundial en las ultimas décadas.
Ademas, a esta preocupacion clinica se le suma la emergencia de clones de alto riesgo
que presentan resistencia multiple a los antimicrobianos y complican el tratamiento

clinico de los pacientes.

En este trabajo se ha llevado a cabo la caracterizacion fenotipica (serotipado y
antibiograma) y molecular (PCR convencional y secuenciacién Sanger) de 53 cepas

bacteriémicas aisladas en el HULA entre los afios 2020 y 2022.

Los resultados indican que las cepas de los serogrupos 04, 06, 018 y O75 tienen una
prevalencia significativa entre los E.coli bacteriémicos en nuestra area sanitaria en el
periodo 2020-2022, siendo las cepas del serogrupo O6 las mds numerosas. Al comparar
estos datos con el estudio previo realizado en el LREC-USC entre los afios 1989 y 2011,
no observamos diferencias significativas en cuanto a la prevalencia de estos cuatro

serogrupos.

El nivel de resistencia a antimicrobianos detectado en las cepas de los serogrupos
04, 06 y 018 es relativamente bajo, y Unicamente las cepas O75 destacan por su
significativa resistencia a las quinolonas. En contraste, la gran mayoria de las cepas de
estos cuatro serogrupos poseen un elevado nimero de genes de virulencia tipicos del
patotipo EXPEC, lo que refleja un importante potencial de patogenicidad responsable sin
duda de su éxito como patégenos. Ademas, la presencia del clon emergente ST1193
entre las cepas pertenecientes al serogrupo 075 estudiadas en este trabajo, respalda
otros estudios previos, pero no parece tener una significativa prevalencia en nuestra

area sanitaria.

La alta incidencia de las cepas de los serogrupos 04, 06, 018 y 075, junto con su
elevado numero de genes de virulencia, justifica plenamente su inclusidn en las vacunas

preventivas contra ExPEC.

Palabras clave: E. coli, bacteriemia, ExPEC, genes de virulencia, resistencia

antimicrobiana, clon ST1193, PCR, prevalencia.



Resumo

E. coli é o principal axente causante de bacteriemias en seres humanos, as cales
estan a aumentar de forma significativa a nivel mundial nas ultimas décadas. Ademais,
a esta preocupacion clinica simaselle a emerxencia de clons de alto risco que presentan

resistencia multiple aos antimicrobianos e complican o tratamento clinico dos pacientes.

Neste traballo levouse a cabo a caracterizacion fenotipica (serotipado e
antibiograma) e molecular (PCR convencional e secuenciacidon Sanger) de 53 cepas

bacteriémicas illadas no HULA entre os anos 2020 e 2022.

Osresultadosindican que as cepas dos serogrupos 04, 06, 018 e 075 tefien unha
prevalencia significativa entre os E.coli bacteriémicos na nosa area sanitaria entre os
anos 2020 e 2022, sendo as cepas do serogrupo 06 as mais numerosas. Ao comparar
estes datos co estudo previo realizado no LREC-USC entre os anos 1989 e 2011, non

observamos diferenzas significativas en canto 4 prevalencia destes catro serogrupos.

O nivel de resistencia a antimicrobianos detectado nas cepas dos serogrupos 04,
06 e 018 é relativamente baixo, e unicamente as cepas O75 destacan pola sua
significativa resistencia s quinolonas. En contraste, a gran maioria das cepas destes
catro serogrupos posuen un elevado nimero de xenes de virulencia tipicos do patotipo
ExPEC, o que reflicte un importante potencial de patoxenicidade responsable sen dubida
do seu éxito como patdxenos. Ademais, a presenza do clon emerxente ST1193 entre as
cepas pertencentes ao serogrupo O75 estudadas neste traballo, apoia outros estudos

previos, pero non parece ter unha significativa prevalencia na nosa area sanitaria.

A alta incidencia das cepas dos serogrupos 04, 06, 018 e 075, xunto co seu
elevado numero de xenes de virulencia, xustifica plenamente a sua inclusidén nas vacinas

preventivas contra ExPEC.

Palabras crave: E. coli, bacteriemia, EXPEC, xenes de virulencia, resistencia

antimicrobiana, clon ST1193, prevalencia, PCR.



Summary

E. coli is the main causative agent of bacteremia in humans, which has been
increasing significantly worldwide in recent decades. In addition, this clinical concern is
compounded by the emergence of high-risk clones that present multiple antimicrobial

resistance and complicate the clinical treatment of patients.

In this work, phenotypic (serotyping and antibiogram) and molecular
(conventional PCR and Sanger sequencing) characterization of 53 bacteremic strains
isolated in the HULA between 2020 and 2022 has been carried out.

The results indicate that serogroups 04, 06, 018 and O75 strains have a
significant prevalence among bacteremic E.coli in our healthcare area in the period
2020-2022, with serogroup 06 strains being the most numerous. Comparing these data
with the previous study conducted at the LREC-USC between 1989 and 2011, we

observed no significant differences in terms of the prevalence of these four serogroups.

The level of antimicrobial resistance detected in serogroups 04, 06 and 018
strains is relatively low, and only O75 strains stand out for their significant resistance to
quinolones. In contrast, the vast majority of the strains of these four serogroups possess
a high number of virulence genes typical of the EXPEC pathotype, reflecting a significant
pathogenicity potential undoubtedly responsible for their success as pathogens. In
addition, the presence of the emerging clone ST1193 among the strains belonging to
serogroup O75 studied in this work supports other previous studies, but it does not seem

to have a significant prevalence in our health area.

The high incidence of serogroups 04, 06, 018 and Q75 strains, together with
their high number of virulence genes, fully justifies their inclusion in preventive vaccines

against ExPEC.

Key words: E. coli, bacteremia, EXPEC, virulence genes, antimicrobial resistance, clone

ST1193, prevalence, PCR.



1. Introduccion

1.1. Caracteristicas generales de Escherichia coli

Escherichia coli es una bacteria, mas concretamente un bacilo gramnegativo, cuyo
nombre se le atribuye a su descubridor Theodor Von Escherich (Escherich, 1885). Se
trata de wuna bacteria anaerobia facultativa perteneciente a la familia

Enterobacteriaceae de gran importancia clinica y con una enorme diversidad genética.

Esta bacteria forma parte de la microbiota intestinal normal en humanos y animales
debido a la transmisién vertical en el momento del parto y la exposicién al medio
ambiente durante los primeros dias de vida. En una persona adulta, E. coli representa el

anaerobio facultativo mas abundante de la microbiota intestinal (Schulze et al., 2006).

Como comensal, E. coli coexiste de forma pacifica con el hospedador y no causa
enfermedades en el tracto intestinal (Herzer et al., 1990; Whitfam, 1988). De hecho, es
necesaria para el correcto funcionamiento del proceso digestivo, ademads de aportar
numerosos beneficios al hospedador tales como facilitar la absorcién de nutrientes, su
papel en la sintesis de las vitaminas K y B, promueve la respuesta inmune en el
hospedador, el procesamiento de residuos alimenticios y la inhibicién competitiva
frente a otros enteropatogenos (Kruis et al., 2004). Sin embargo, existen también cepas
de E. coli patdgenas y ha sido un reto para la comunidad investigadora discriminarlas

dentro de la especie, asi como estudiar sus caracteristicas genéticas.

1.2. Clasificacion de las cepas de E. coli

1.2.1. Clasificacion seroldgica

Para diferenciar y clasificar las distintas cepas de E. coli se llevd a cabo la técnica de
serotipado (Tenaillon et al., 2010). Fue Kauffman en 1947 (Kauffman, 1947) quien
desarrollé este método basado en la diferenciacidn de cepas de E. coli a partir de sus
principales antigenos de superficie (antigenos somaticos O, capsulares Ky flagelares H).
Inicialmente incluia 20 antigenos O, 20 antigenos H y 55 antigenos K. A lo largo de los
afos, este esquema se ha ido actualizando y, aun a dia de hoy, sigue en constante
evolucion.

La identificacidn de antigenos O y H se lleva a cabo mediante técnicas clasicas de
aglutinacién, y la combinacion de ambos antigenos (O:H) expresa el serotipo. No

obstante, el serotipo no tiene en cuenta al antigeno K, dada su compleja determinacién
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por contrainmunoelectroforesis. Por otro lado, es la determinacién del antigeno “0O” la

que responde al serogrupo (Qrskov y Orskov, 1984).

1.2.2. Clasificacion filogenética

E. coli es una especie bacteriana con una subestructura filogenética extensa y
variada que comprende ocho grupos filogenéticos: A, B1, B2, C, D, E, Fy G. Estos grupos
se identifican en funcidn de las caracteristicas genéticas de las diferentes cepas de E. coli
y desempefian un importante papel en la compresion del potencial patégeno (Milkman

1973; Selander et al., 1987; Escobar-Paramo et al., 2004a; Clermont et al., 2019).

La mayoria de las cepas comensales se clasifican dentro de los grupos Ay B1. Las
cepas patdgenas intestinales mayoritariamente pertenecen a los grupos A, B1 y D,
mientras que las cepas patégenas extraintestinales pertenecen generalmente a los
grupos B2 y D (Chaudhuri & Henderson, 2012). Las cepas pertenecientes al grupo
filogenético B2 tienen mayor capacidad de virulencia en humanos, lo que muestra una
relacién entre el grupo filogenético B2 y la virulencia de E. coli en infecciones

extraintestinales (Touchon et al., 2009; Tourret y Denamur, 2016; Clermont et al., 2019).

La tipificacidon de secuencias de multiples locus (del inglés, MLST) es una técnica
que permite determinar las distancias taxondmicas entre cepas de E. coli y
clasificarlas en diferentes secuencias tipo (ST) (Maiden et al., 1998) y en complejos
clonales (CC) (Maiden et al., 2013), mediante la comparacidon de genes altamente
conservados (Chaudhuri & Henderson, 2012). Esta técnica utiliza los esquemas de la
Universidad de Warwick (Wirth et al., 2006) o del Pasteur Institute (Jaureguy et al.,
2008) que implican la secuenciacion de diferentes conjuntos de genes altamente

conservados.

En el caso del esquema del clonotipado (CH), este permite predecir el perfil
genotipico de una cepa bacteriana basado en MLST con una precision de hasta el 95%
mediante la determinacién de dos alelos particulares: fumCy fimH (Dale & Woodford,

2015; Weissman et al., 2012).

1.3. Perfil patogénico de E. coli
Las cepas de E. coli pueden clasificarse en tres grupos atendiendo a su
patogenicidad: E. coli comensales, E. coli patdgenas intestinales y E. coli patdgenas

extraintestinales (Russo & Johnson, 2000).
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Como ya hemos comentado anteriormente, las cepas comensales de E. coli rara vez
causan enfermedades en hospedadores sanos debido a que, normalmente, carecen de
rasgos de virulencia. No obstante, puede actuar como patégeno oportunista en un
hospedador debilitado o inmunodeprimido, o cuando se traspasan las barreras
gastrointestinales, dando como resultado una infeccidon extraintestinal (Herzer et al.,

1990; Nataro & Kaper, 1998; Escobar-Paramo et al., 2004b).

Sin embargo, existen cepas de E. coli han evolucionado hasta convertirse en
patdgenas tras adquirir atributos de virulencia especificos, los cuales les proporcionan
la capacidad de adaptarse a nuevos nichos y causar un amplio espectro de
enfermedades intestinales y extraintestinales (Nataro & Kaper, 1998; Le Gall et al., 2007;

Tenaillon et al., 2010).

Estos atributos de virulencia habitualmente se encuentran codificados en elementos
genéticos capaces de movilizarse (p. ej., transposones, pldsmidos o bacteriéfagos) o
agrupados en grandes bloques de ADN denominados islas de patogenicidad (del inglés,
PAIl). La presencia de elementos modviles en cualquiera de los dos casos facilita la
movilizacion de atributos de virulencia entre diferentes cepas con el fin de crear nuevas
combinaciones especificas de factores de virulencia (Nataro & Kaper, 1998; Kaper et al.,
2004).

Las combinaciones que persisten con el tiempo, es decir, que se mantienen y se
transmiten a lo largo de generaciones bacterianas son lo que ahora conocemos como
“patotipos” de E. coli propicios para causar diferentes tipos de enfermedades, incluso

en individuos sanos (Nataro & Kaper, 1998; Kaper et al., 2004).

Las infecciones debidas a cepas patégenas de E. coli pueden limitarse a las
superficies mucosas o diseminarse por todo el organismo al superar la barrera de la
microbiota comensal gracias a su capacidad para competir por nutrientes esenciales (p.
ej., fuentes de energia, carbono y hierro), la produccién de bacteriocinas y su habilidad
para multiplicarse rapidamente. Muchas de estas competencias tienen lugar bajo
condiciones de anaerobiosis, las cuales son comunes en ciertas partes del tracto

gastrointestinal (Nataro & Kaper, 1998; Kaper et al., 2004).

Existen tres cuadros clinicos generales como resultado de una infeccion por uno de
estos patotipos: enfermedad entérica/ diarreica, infeccion del tracto urinario (ITU) y

sepsis/meningitis (Nataro & Kaper, 1998; Kaper et al., 2004).
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1.3.1. E. coli patégeno intestinal (InPEC)

Las cepas de E. coli patégenos intestinales (del inglés, INPEC) normalmente no se
encuentran en la flora intestinal de hospedadores sanos y son las responsables de causar
infecciones entéricas como gastroenteritis, diarrea o colitis hemorragica. Las cepas
diarreagénicas de E. coli (del inglés, DEC) se pueden dividir en al menos seis categorias
o patotipos diferentes en funcién de las caracteristicas patogénicas: E. coli
enteropatogena (EPEC), E. coli enterohemorréagica (EHEC), E. coli enterotoxigénica
(ETEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC) y E. coli de
adherencia difusa (DAEC) (Nataro & Kaper, 1998; Kaper et al., 2004).

Los patotipos de DEC pueden compartir ciertas caracteristicas de virulencia; sin
embargo, cada patotipo posee una combinacion de rasgos de virulencia especificos que

resulta en un mecanismo patogénico distintivo (Reid et al., 2000; Wang et al., 2013).

Existe un patotipo InPEC no diarreico denominado E. coli adherente-invasivo (AIEC)
relacionado con las infecciones inflamatorias del intestino como la enfermedad de
Crohn. Generalmente pertenece al grupo filogenético B2 y comparte algunos rasgos de

virulencia con los ExPEC (Darfeuille- Michaud et al., 2004).

1.3.2. E. coli patégeno extraintestinal (EXPEC)

En el afo 2000, Russo & Johnson proponen el patotipo de E. coli patégeno
extraintestinal (ExPEC) que incluye a todas las cepas patdgenas extraintestinales de E.
coli. Las cepas ExPEC tienen la capacidad de colonizar y causar infecciones en tejidos y
organos fuera del intestino. Dentro de los E. coli patégenos extraintestinales (ExPEC) se
incluyen: 1) las cepas causantes de infecciones del tracto urinario incluidas también
dentro de los E. coli uropatogénicos (UPEC); 2) las cepas causantes de septicemias o
bacteriemias incluidas dentro de los E. coli septicémicos (SEC); y 3) las cepas causantes
de meningitis principalmente en recién nacidos incluidas también dentro de los E. coli
causantes de meningitis (NMEC). Por otro lado, en animales destacan los E. coli
patégenos aviares (APEC) que causan infecciones respiratorias y septicemias en aves con

una potencial preocupacién zoondtica.

Todas estas infecciones extraintestinales (del inglés, Els) son comunes a todos los
grupos de edad vy, en algunos casos, pueden ir acompanadas de bacteriemias o
septicemias, es decir, de la presencia de bacterias (en este caso E. coli) en sangre, una
vez invaden el torrente sanguineo como resultado de la infeccidon (Gransden et al.,

1990).
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Las infecciones del tracto urinario (del inglés, ITUs) son infecciones muy recurrentes
en los seres humanos, afectan en mayor medida a las mujeres. Los UPEC son el principal
causante de las ITUs, concretamente, son responsables aproximadamente del 80% de
las ITUs en pacientes ambulatorios y del 50% de las ITU asociadas a la atencidn sanitaria.
Las NMEC son la causa del 30% de las meningitis en recién nacidos (Gransden et al.,
1990; Johnson, 1991; Russo y Johnson, 2000; Foxman, 2003; Nielubowicz y Mobley,
2010).

Las ITUs comienzan cuando una cepa ExXPEC tras salir normalmente del tracto
digestivo coloniza el epitelio de la vejiga y causa una cistitis. La infeccion por cistitis
puede ascender hasta los rifilones a través de los uréteres y causar una pielonefritis.
Finalmente, si alcanza el torrente sanguineo puede derivar en una bacteriemia o incluso
septicemia. De hecho, la mayoria de las bacteriemias causadas por E. coli en seres

humanos son de origen urinario (Kaper et al., 2004; Wiles et al., 2008).

Sin embargo, las cepas ExPEC parecen ser incapaces de causar enfermedades
entéricas, aunque pueden colonizar el tracto intestinal del hospedador de manera
estable y llegar a convertirse en la cepa predominante de algunos humanos sanos. De
modo que, para que se produzca una infeccién, se requiere que las cepas ExPEC accedan
a un lugar extraintestinal del organismo como el tracto urinario, el torrente sanguineo o

los tejidos blandos (Johnson, 1991).

1.4. Perfil de virulencia de ExPEC

Las cepas patogenas de E. coli presentan un amplio espectro de factores de
virulencia (FV), los cuales forman parte de un fendmeno multifactorial que potencia la
patogenicidad de dichas cepas, facilitando asi el proceso de infecciéon (Johnson et al.,
1988).

Hoy en dia, existe una propuesta emergente, denominada “hipdtesis de la evolucion
coincidente”, de la evolucidn de ExPEC a partir de cepas comensales de E. coli a través
de la seleccidn de roles de FV, que estdn relacionados con la interaccion de las bacterias
con el entorno mas que con su contribucién directa a la patogénesis (Grozdanov et al.,
2004; Dobrindt, 2005; Tenaillon et al., 2010; Denamur et al., 2020). Ciertos estudios
apoyan dicha teoria, pues revelan que una fraccién considerable de los genes asociados
a lavirulencia en EXPEC también estan presentes en muchas cepas comensales de E. coli,
aumentando asi su adaptabilidad y competitividad (Nowrouzian et al., 2001, 2003; Le

Gall et al., 2007; Duprilot et al., 2019).
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Asi pues, las cepas EXPEC exhiben una amplia gama de FV, que de manera general se
encuentran codificados y agrupados en PAIl, tales como la presencia de varias
combinaciones de adhesinas, toxinas, sideréforos, invasinas y proteinas de resistencia

al suero y a la fagocitosis (Luthje y Brauner, 2014).

La presencia de estos FV permite a las cepas EXPEC colonizar la mucosa del
hospedador, evadir sus mecanismos de defensa, captar nutrientes esenciales como el
hierro, dafar e invadir las células, y estimular una respuesta inflamatoria en el
hospedador. No obstante, no es posible establecer una conexién directa entre ciertos

FV extraintestinales y una patologia especifica (Luthje y Brauner, 2014).

1.4.1. Adhesinas

Las adhesinas confieren a las cepas de E. coli la capacidad de adherirse a las
células epiteliales del hospedador, el cuadl es un proceso fundamental para la
colonizacidn del hospedador y, a su vez, el inicio del proceso infectivo. Estas adhesinas
de naturaleza proteica reconocen receptores celulares de manera especifica. Pueden
encontrarse expuestas a la superficie de la bacteria o estar contenidas en estructuras

filamentosas llamadas “fimbrias”. (Beachey, 1981; Kline et al., 2009).

1.4.1.1. Adhesinas fimbriales

Se trata de filamentos proteicos que se extienden a lo largo de la superficie de
las bacterias. Las cepas EXPEC a menudo poseen mas de un tipo de adhesina, como las
fimbrias de tipo 1, las fimbrias P, las fimbrias S y las fimbrias Dr/Afa (Busch and

Waksman, 2012; Holden and Gally, 2004).

» Fimbrias de tipo 1: codificadas en el cromosoma bacteriano por el operdn fim, que
contiene los genes FimA, FimC, FimD, FimF, FimH y FimG. Se encuentran en la gran
mayoria de las cepas tanto EXPEC como comensales. (Thankavel et al., 1997).

» Fimbrias P: codificadas por el operdn pap, que contiene los genes PapA, PapC, PapE,
PapF, PapG y PapK. Muy frecuentes especialmente en las cepas causantes de
pielonefritis (Mulvey, 2002; Kline et al., 2009; Busch and Waksman, 2012).

» Fimbrias de la familia Dr/Afa: codificadas por los operones afa, dra y daa Tipicas de
algunas cepas ExPEC (Servin, 2005, 2014).

» Fimbrias S/FIC: las fimbrias S estan codificadas por el operdn sfa, que contienen los
genes SfaA, SfaG, SfaH y SfaS. La fimbria FIC (analogo de la fimbria S) esta codificada
por los genes foc. Frecuentes tanto en cepas uropatogénicas como septicémicas, y

muy especialmente en las asociadas con meningitis neonatal (Mulvey, 2002).
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1.4.1.2. Adhesinas no fimbriales

Son proteinas que cumplen funciones similares a las fimbrias como lo es Tsh
(Temperature Sensitive Hemaglutinin), la cual participa en la adhesion durante las

primeras fases de la infeccion (Kostakioti y Stathopoulos, 2004).

1.4.2. Toxinas

Las toxinas son moléculas que pueden causar dafos a las células del hospedador
alterando su funcién y forma, deteniendo el ciclo celular e incluso desencadenando la
lisis celular. En EXPEC, se ha documentado la produccidn de diversas toxinas como la
alfa-hemolisina (Hly) y la citotoxina vacuolizante autotransportadora (Vat) (Wiles et al.,

2008; Denamur et al., 2020).

1.4.3. Sideroforos

Los sideréforos son moléculas que tienen la capacidad de captar y transportar el
hierro, que es un compuesto esencial para el crecimiento y supervivencia de bacterias,
como E. coli, en ambientes donde el hierro es limitado o de dificil acceso. En vista de
ello, las cepas EXPEC contienen genes especificos que regulan la produccion de
siderdforos (p. ej., enterobactina, salmoquelina, aerobactina e yersiniabactina) y, por

tanto, la captura y transporte de hierro (Robinson et al., 2018).

» Salmoquelina: fue identificada originalmente en Salmonella y esta codificada por los
genes iroN e iroD.

» Aerobactina: fue identificada originalmente en Aerobacter aerogenes, y esta
codificada por genes como iucD vy iutA.

» Yersiniabactina: fue identificada originalmente en Yersinia pestis y esta codificada

por los genes fyuA y ybtPQ.

1.4.4. Evasion del sistema inmune del hospedador

Una de las propiedades de las cepas EXPEC es la capacidad de evadir el sistema
inmune del hospedador aumentando su capacidad para causar enfermedades. Algunas
de las estrategias utilizadas incluyen la producciéon de proteinas protectoras como la
proteina de exclusion de transferencia conjugada (TraT), la proteina de membrana

externa A (OmpA) y la de supervivencia aumentada en suero (Iss) (Johnson et al., 2000)

Ademads, las moléculas de superficie como las capsulas bacterianas y los
lipopolisacaridos (LPS) también son considerados FV de evasidon del sistema inmune

(Phan et al., 2013).
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1.5. Perfil de resistencia de E. coli

1.5.1. Antibidticos y su uso

Los antibidticos son sustancias antimicrobianas, es decir, interfieren con el
crecimiento y reproduccién bacteriana al actuar sobre estructuras o procesos bioldgicos
especificos (efecto bacteriostatico) o causar la muerte de la bacteria (efecto bactericida)
(Pal etal., 2017).

La introduccion de los antibiéticos en la medicina fue gracias a Alexander
Fleming, descubridor de la penicilina en 1928. Este increible hallazgo revolucioné la
manera de tratar las enfermedades bacterianas contribuyendo asi a salvar millones de
vidas y aumentar la esperanza de vida de la poblacién (Laxminarayan et al., 2016;

Durand et al., 2019).

Hoy en dia, los antibidticos se utilizan en una amplia variedad de aplicaciones en
la sociedad humana (medicina humana, medicina veterinaria, acuicultura y agricultura)
(Cabello, 2006; Van Boeckel et al., 2014; Meek et al., 2015). En el caso de la medicina,
los antibidticos se utilizan para tratar y prevenir infecciones (profilaxis) (Holmes et al.,
2016; Laxminarayan et al., 2016). Sin embargo, el empleo generalizado e indiscriminado
de antibidticos ha acelerado por presion selectiva la aparicion, seleccidn y diseminacién

de bacterias resistentes a dichos compuestos (Ventola, 2015).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) augura una nueva era en la que
infecciones comunes, las cuales han sido tratables durante décadas, volveran a ser
potencialmente mortales debido a la creciente resistencia bacteriana a los antibidticos

existentes (OMS, 2014).

1.5.2. Resistencia bacteriana a los antibioticos
La resistencia a antimicrobianos (RAM) se refiere a la capacidad de un
microorganismo para multiplicarse en presencia de un compuesto téxico, como los son

los antibidticos (bacteriostaticos y bactericidas) (Baquero, 2021; Lewis, 2007, 2008).

Las bacterias pueden presentar una resistencia natural o intrinseca, por ejemplo,
cuando carecen de la diana de accién frente a un antibidtico. Sin embargo, también son
capaces de desarrollar resistencia adquirida contra los antibidticos como consecuencia
de la mutacion de genes, la adquisicion de genes de resistencia a través de elementos
moviles, y la transferencia horizontal de genes entre diferentes cepas o especies
bacterianas. Esta capacidad de transmision es lo que la hace una verdadera amenaza

para la salud humana (Daza, 1998).
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Existen seis mecanismos principales de resistencia bacteriana: (1) alteraciéon
enzimatica del antibidtico, (2) alteracidn o proteccién del sitio de accion del antibidtico,
(3) bloqueo del acceso al sitio de accién, (4) sobreproduccidn del sitio de accion, (5)

reduccion de la permeabilidad y (6) eflujo activo (Martinez, 2014; Munita y Aria, 2016).

1.5.2.1. Resistencia a quinolonas

Las quinolonas, junto con los p-lactamicos, se encuentran entre los
antimicrobianos mas utilizados en clinica. Actualmente existen cuatro generaciones de
quinolonas, entre las cuales destacan el dcido nalidixico, ciprofloxacino, levofloxacino,

ofloxacino y moxifloxacino.

Estos compuestos sintéticos son obtenidos a partir de la cloroquina y ejercen su
accion inhibiendo las enzimas bacterianas ADN girasa (codificada por los genes gyrA'y
gyrB) y topoisomerasa IV (codificada por parC y parE), esenciales para la replicacion,

recombinacién y transcripcién del ADN bacteriano (Alvarez-Hernandez et al., 2015).

La resistencia a las quinolonas ha aumentado significativamente en las ultimas
décadas. Los mecanismos de resistencia incluyen mutaciones en los genes que codifican
las enzimas diana, disminucion de la permeabilidad de la membrana bacteriana a los
antimicrobianos, y la expresién de bombas de eflujo que expulsan activamente la

quinolona fuera de la célula bacteriana (Aldred et al., 2014).

1.5.3. Clones de alto riesgo con resistencia multiple

En los ultimos afos, como consecuencia presumiblemente del abuso de
antibidticos, han emergido clones de alto riesgo que presentan resistencia a multiples
antimicrobianos (clones con multi-droga-resistencia, MDR). La MDR se define como la
falta de susceptibilidad adquirida a al menos un agente en tres o mas categorias de

antimicrobianos (Magiorakos et al., 2012).

Los clones de alto riesgo, ademas de tener resistencia multiple, suelen poseer un
elevado numero de genes de virulencia y estar expandidos a nivel mundial causando un

elevado numero de infecciones extraintestinales.

Para poder clasificar una cepa como clon global de alto riesgo MDR, este deben
cumplir una serie de caracteristicas (Mathers et al., 2015): (i) obtenerse de varias
ubicaciones geogréficas en todo el mundo, (ii) poseer varios determinantes de
resistencia a los antimicrobianos, (iii) ser capaz de colonizar y persistir en los huéspedes

durante intervalos de largo tiempo (al menos 6 meses), (iv) transferirse de forma
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efectiva entre diferentes hospedadores, (v) mostrar aumentos de patogenicidad y (vi)

causar infecciones graves y/o recurrentes.

Estos clones MDR son cepas que presentan una mayor capacidad de virulencia y
resistencia a los antibidticos, por lo que son impulsores de un aumento significativo de
la RAM per se. Ademads, son propagadores de genes RAM a través de transmisién

horizontal y vertical (Baker et al., 2018).

1.5.3.1. Clones EXPEC

EXPEC incluye varios clones MDR de gran importancia clinica debido al dificil
tratamiento de las infecciones que causan. Algunos de estos clones MDR mads
destacados de ExPEC incluyen las secuencias tipo: ST131, ST404, ST38, ST648, ST410,
ST167 y ST1193 (Cummins et al., 2021; Peirano et al., 2022).

ST131 es el clon mas reconocido y extendido de ExPEC. Las cepas ST131
generalmente poseen una amplia gama de genes de virulencia extraintestinal y
presentan resistencia a multiples agentes antimicrobianos, incluidas las

fluoroquinolonas y los beta-lactamicos (p. e]., cefalosporinas) (Rogers et al., 2011).

Actualmente, el clon E. coli ST1193 esta emergiendo rapidamente en todo el

mundo, imitando al exitoso clon ST131 (Pitout et al., 2022).

1.5.3.2. Clon ST1193

La secuencia tipo 1193 de E. coli representa un clon de alto riesgo emergente
resistente a multiples farmacos (MDR) expandido a nivel global. Concretamente, las
cepas de este clon muestran resistencia a las fluoroquinolonas (FQ) (FQ-R), una clase de
antibidticos ampliamente utilizados para el tratamiento de infecciones graves causadas

por E. coli (Pitout et al., 2022; Platell et al., 2012).

Las cepas de E. coli ST1193 se caracterizan por ser en muchos casos del serogrupo
075 (Platell et al., 2012), el cual esta altamente asociado con infecciones del tracto
urinario (ITU) y sepsis en humanos (Devine DA et al., 1989; Peddie BA et al., 1978).
Ademas, se agrupan filogenéticamente dentro del complejo clonal ST14 (STc14 o CC14)
gue, a su vez, pertenece al grupo filogenético B2 asociado a la virulencia. Como ya se
comentd anteriormente, este grupo filogenético representa la mayor parte de aislados

clinicos de E. coli (Platell et al., 2012).

La resistencia a las fluoroquinonas (FQ-R) puede estar asociada a mutaciones en

genes como gyrA, parCy parE, que codifican proteinas implicadas en la replicacion y
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reparacion del ADN bacteriano y que son el blanco de accién de estos antimicrobianos

(Platell et al., 2012).

Otros rasgos documentados de las cepas de este clon incluyen: (1) la no
fermentaciéon de lactosa debido a la eliminacién de una timina en el operdn lac, (2) la
presencia de un alelo caracteristico: fimH64, (3) la presencia de la capsula bacteriana K1
o K5 y (4) la presencia de plasmidos Incll capaces de transferir estos fenotipos de
resistencia a los antibidticos a receptores de E. coli susceptibles (Tchesnokova et al.,

2019; Xia et al., 2017).

Este clon emergente ha captado la atencién de la comunidad médica y cientifica

debido a su creciente prevalencia y su impacto en la salud publica.

1.6. Disefio de vacunas

Se estan desarrollando vacunas que se dirigen contra cepas EXPEC causantes de
bacteriemias. Estas son las vacunas EXPEC 4V (para los serogrupos 01, 02, 06y 025) y
ExPEC 10V (para los serogrupos 01, 02, 04, 06, 08, 015, 016, 018, 025 y 075)
(Lipworth et al., 2021). Es interesante destacar que la prevalencia de los distintos
serogrupos O entre las cepas EXPEC aisladas de bacteriemias en los diferentes paises
analizados varia significativamente con respecto algunos serogrupos, aunque en todos
los estudios realizados, entre los cinco serogrupos mas prevalentes siempre figuran el
01, 02,06y el 025. Gracias a estos estudios podemos predecir la cobertura tedrica que
podrian tener las vacunas EXPEC4V y EXPEC10V y otras vacunas que se desarrollen en el
futuro en las distintas regiones geograficas (Rosalia Mamani 2015; Royer et al. 2021;

Kallonen et al. 2017; Matsumoto et al. 2022; Weerdenburg et al. 2022).

El aumento de cepas de E. coli MDR es una consecuencia natural derivada del uso de
antibiéticos en medicina humana y veterinaria, asi como en la agricultura, aunque el
abuso en el consumo de este tipo de farmacos contribuye significativamente a acelerar
el proceso de adaptacion evolutiva de las distintas poblaciones bacterianas, incluida E.
coli. Todo ello, supone un limitante a la hora de considerar opciones terapéuticas
disponibles y un desafio significativo en el disefio de vacunas para controlar y prevenir

infecciones causadas por E. coli patdégenas.
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2. Hipétesis y objetivos

Las bacteriemias causadas por E. coli tienen cada vez una incidencia mayor en todo el
mundo. Esto se debe, entre otros factores, a la adquisicidon de resistencia a multiples
antimicrobianos por parte de la cepas de E.coli. Como consecuencia a estas resistencias,
estan emergiendo clones de alto riesgo que presentan resistencia multiple a los
antimicrobianos, lo que los convierte en una amenaza significativa para la salud publica
haciendo que el tratamiento clinico sea mas complejo y poniendo en riesgo la vida de

los pacientes.

Para hacer frente a estas infecciones de tal importancia clinica, se estan desarrollando
vacunas preventivas basadas en los antigenos O mds prevalentes dentro de las cepas
ExPEC. Por este motivo, es necesario realizar estudios de vigilancia periédicos para
conocer la prevalencia de los diferentes serogrupos en las distintas zonas geograficas y

detectar la emergencia de nuevos clones de alto riesgo.

La finalidad de este estudio es caracterizar las cepas de cuatro (04, 06, 018 y 075) de
los serogrupos mas prevalentes entre las cepas de E. coli causantes de bacteriemias en
pacientes del Hospital Universitario Lucus Augusti (HULA) durante los afios 2020, 2021

y 2022. A su vez, este objetivo puede subdividirse en varios objetivos mas especificos:

1. Estudiar la prevalencia de los serogrupos 04, 06, 018 y O75 para analizar la
cobertura tedrica de las nuevas vacunas disefiadas para cepas ExPEC.

2. Analizar la prevalencia de dichos serogrupos en la actualidad con respecto a
estudios previos realizados también en el LREC-USC en décadas anteriores, y con
respecto a otras zonas geograficas.

3. Determinar el nivel de resistencias de las cepas pertenecientes a cada uno de los
serogrupos estudiados.

4. ldentificar los genes de virulencia de las cepas pertenecientes a cada uno de los
serogrupos estudiados.

5. Estudiar la emergencia del clon ST1193 en nuestra area sanitaria.
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3. Materiales y métodos

3.1. Obtencion de las cepas clinicas de E. coli

Derivado de una colaboracién entre el Hospital Universitario Lucus Augusti (HULA) y
el Laboratorio de Referencia de Eschericha coli (LREC) de la Universidad de Santiago de
Compostela (USC), contamos para la realizacién de este trabajo de un total de 348 cepas
aisladas de pacientes con bacteriemia durante los afos 2020, 2021y 2022. La coleccion
completa 348 cepas del LREC-USC incluyé: 13 cepas pertenecientes al serogrupo 04, 27
del serogrupo 06, 7 del serogrupo 018 y 11 del serogrupo O75. Para este trabajo, se

seleccionaron 53 de las 58 cepas aleatoriamente.

Las 58 cepas clinicas de E. coli utilizadas como material de estudio en este Trabajo
de Fin de Grado representan por tanto una coleccidn diversa de aislamientos obtenidos
de hemocultivos, es decir, de pacientes con infecciones bacterianas en sangre o
bacteriemias. El protocolo del HULA incluye la identificacidon bioquimica de la especie
bacteriana causante de la infeccidn, asi como la realizacién del antibiograma, y son datos

de los que hemos podido disponer para la realizacion del trabajo.

3.2. Caracterizacion fenotipica de las cepas clinicas de E. coli

3.2.1. Biotipado y antibiograma

Tanto el biotipado (identificacién bioquimica) de las cepas de E. coli como el
antibiograma se llevé a cabo en el HULA utilizando el sistema MicroScan. Los resultados
obtenidos del MicroScan fueron interpretados siguiendo los criterios establecidos por el
European Committe on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST). De esta manera,
las cepas se clasifican como sensibles, intermedias o resistentes a los distintos

antimicrobianos. Las cepas intermedias no fueron consideradas como resistentes.

Con los datos proporcionados por el antibiograma, analizamos las cepas MDR
segun el criterio de Magiorakos et al. (2012). Segun dicho criterio, una cepa es
considerada MDR cuando presenta resistencia a uno o mas antibiéticos pertenecientes

a al menos tres clases distintas de antimicrobianos.

En este trabajo se analizaron 10 clases de antimicrobianos: penicilinas
(ampicilina y piperacilina), penicilinas con inhibidores de B-lactamasas (piperacina-
tazobactam y amoxicilina-acido clavulanico), cefalosporinas de espectro no extendido

(cefuroxima) y cefalosporinas de espectro extendido de 32 y 42 generacion (cefotaxima,
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ceftazidima y cefepima), cefamicinas (cefoxitina), monobactamicos (aztreonam),
carbapenemes (imipenem, meropenem y ertapenem), aminoglucésidos (gentamicina,
tobramicina, amikacina), quinolonas (acido nalidixico, levofloxacina y ciprofloxacina),

inhibidores de la via del folato (trimetoprim-sulfametoxazol) y tigeciclina.

3.2.2. Serotipado: determinacion de serogrupos O

La designacidon de los serogrupos de las cepas de E. coli estudiadas se llevd a cabo
utilizando el procedimiento del Laboratorio de Referencia de Escherichia coli de la
Universidad de Santiago de Compostela (LREC-USC), que incluye 176 antisueros O

especificos (Blanco et al., 1996).

Este método determina los antigenos O mediante la aglutinacién positiva con los
antisueros O (01 a 0181) monoespecificos que se encuentran disponibles. La
especificidad se controlé mediante ensayos de aglutinacién con cepas de referencia

conocidas.

Dado al elevado numero de antigenos O existentes, inicialmente para determinar
el antigeno O se enfrenta la suspensidn bacteriana de la cepa problema con los distintos
antisueros polivalentes (antisuero constituido por una mezcla de antisueros

monovalentes conocidos).

Tras un periodo de incubacidn, se observa si hay aglutinacién, la cual representa
una reaccién positiva. La suspensidn bacteriana que haya revelado una reaccién positiva
con para uno o mas antisueros polivalentes, se debe enfrentar a cada uno de los
antisueros monovalentes contenidos en el polivalente correspondiente. De igual
manera, si se produce una aglutinacién en el enfrentamiento con el antisuero
monovalente consideramos la presencia del antigeno O correspondiente al antisuero

utilizado.

3.3. Caracterizacion molecular de las cepas clinicas de E. coli

3.3.1. Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)
3.3.1.1. Protocolo de PCR

Se empled la técnica de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (Polymerase
Chain Reaction, PCR) convencional para llevar a cabo una caracterizacién molecular de
53 de las 58 cepas ExXPEC de la coleccion de cepas disponibles en el LREC-USC. Esta
técnica se utilizé tanto para la deteccion de genes de virulencia presentes en las cepas

como para determinar el grupo filogenético al que pertenece cada una de ellas, ademas
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de para la deteccion y estudio del clon emergente ST1193. Los siguientes

procedimientos son comunes a todas las PCR realizadas en este trabajo:

Extraccién de ADN

Todas las PCR realizadas en la parte experimental de este Trabajo de Fin de Grado
se realizaron a partir de cultivos puros de las cepas problema. Sembramos las cepas
problema en placas de Petri con medio TSA (Tryptic Soy Agar) y se incuban a una
temperatura adecuada a las condiciones de crecimiento visible de colonias de E. coli
(379C).

Para cada muestra, afadimos en un microtubo de 1,5mL 600uL de agua MiliQ
estéril que inoculamos con el crecimiento bacteriano del cultivo puro de cada cepa
problema utilizando un asa de siembra estéril. Tras esto, llevamos a hervir los
microtubos de 1,5mL inoculados durante 5 minutos a 1002C. De esta manera, las células
se rompen y el ADN queda en suspensidn. Después, centrifugamos las suspensiones
bacterianas durante 2 minutos a 11000 rpm para obtener un sobrenadante en donde se
haya el ADN de la muestra. De dicho sobrenadante se toma 5ul para cada reaccién de
PCR.

Preparacion de la mezcla de reaccién de la PCR

Trabajamos con un volumen final de 25ulL para la mezcla de reacciéon de la PCR,

donde se incluyen los siguientes componentes (Tabla 1):

e Primers: se debe tener en cuenta siempre el niumero de primers a utilizar y la
concentracion particular de cada uno. Los primers usados en cada una de las PCR,
sus secuencias nucleotidicas, el tamafio del producto amplificado de pares de
bases (pb) y las condiciones de trabajo (T2 de hibridacion) se indican en las Tablas
2,3y 4. El proceso de preparacion de los primers se encuentra en el Anexo |.

e Master Mix coloreado (12,5uL): trabajaremos con el reactivo NZYtechTaq 2x
Green Master Mix, el cual deberd estar almacenado a -202C, empleando para
ello los congeladores y los termobloques disponibles. Es importante para el
adecuado funcionamiento de este reactivo someterlo a los menos ciclos de
congelacion y descongelacion posibles.

o Agua MiliQ estéril: utilizada para ajustar el volumen total de la mezcla en funcién
del volumen de primers empleados y proporcionar el medio acuoso necesario
para la reaccion.

e ADN extraido de la cepa problema (5uL).
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Ademas, en todos los procedimientos se incluyen cepas control positivas del LREC

(Anexo Il) y controles negativos. Asi, al observar los resultados confirmamos su validez.

Tabla 1. Componentes de la mezcla de reaccidon para el reactivo NZYtechTaq 2x Green
Master Mix.

. Primer F* Primer R* Agua MiliQ
NZYTaq 2x Green Master Mix (20 uM) (20 uM) estéril ADN
12.5 pl 1l 1l 5.5ul 5 pl

*La concentracion de los primers de trabajo fue de 20 uM en todos los casos mientras que el volumen de
primer empleado en cada reaccién de PCR es variable dependiendo de sus caracteristicas (tablas 2, 3y 5).

Proceso de amplificacion

La amplificacidon se lleva a cabo en un termociclador, donde las mezclas son
sometidas a distintos ciclos de temperaturas necesarias en la técnica de PCR. Los pasos
en un termociclador son: (1) un ciclo inicial de desnaturalizacién, donde la temperatura
se eleva a 949C durante 3 minutos; (2) 35 ciclos de desnaturalizacién a 949C durante 1
minuto, hibridacién a la temperatura especifica de los primers durante 1 minuto durante
1 minuto y extension a 722C durante 1 minuto y medio; (3) un ciclo final de extensién a
72°C durante 3 minutos. Finalmente, los amplicones se mantienen a 202C. Podemos

observar estas condiciones de forma mds esquematica en la Figura 1.

Figura 1. Condiciones generales del termociclador para el reactivo NZYTaq 2x Green Master
Mix.

] I
=N LT - .
! 84=2C . 720C ! T22C
3:00 i . S MeC e i b
; 1:00 1:30 ;300 N__ 200C
: 1:00 .
35 ciclos

Electroforesis en gel de agarosa

La lectura de los productos amplificados se realiza mediante electroforesis en gel
de agarosa convencional bajo luz UV. La preparacion del gel de agarosa es al 1,5%,
exceptuando la puesta de PCR a punto (al 2%), en tampdn TAE 1x (1,6M Tris; 0,8M
acetato sédico; 0,025M EDTA) con la adicidon de 3uL de Green Safe Premium (Nzytech)
por cada 100mL de TAE.

3.3.1.2. Deteccidn de genes de virulencia de EXPEC

Los genes que codifican FV de ExPEC fueron examinados por PCR. Las condiciones

de trabajo (T2 de hibridacion) y los primers utilizados para la amplificacién por PCR de
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estos genes, asi como sus respectivos voliumenes, sus secuencias nucleotidicas, el

tamafio del producto amplificado de pares de bases se indican en la Tabla 2.

Tabla 2. Primers utilizados para la deteccion de los genes de virulencia de EXPEC.

Concen.de T2de
Secuencia nucleotidica (5°-3°) | Primers Gen trabajo (ul) hibridacién Tamaiio Referencia

Diana [alicuotas (2C) (pb)
20uM)
GTGGCAGTATGAGTAATGACCGTTA Forward papC 0.5 60 205 Johnson et
ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA | Reverse al. (2015)
TCAGGACACGTTCAGGCATTCAGT = vat-F vat 0.5 66 1100  Spurbeck et
GGCCAGAACATTTGCTCCCTTGTT | vat-R al. (2012)
GTAAACAATCTTCCCGCTCGGCAT |~ fyuAF | fyuA 0.5 850  Spurbeck et
TGACGATTAACGAACCGGAAGGGA = fyuA-R al. (2012)
ACATGGAGACCACGTTCACC yicVF | yfev 0.5 292 Spurbeck et
GTAATCTGGAATGTGGTCAGG  YfcV-R al. (2012)
ATCTAGCCGAAGAAGGAGGC Forward ompT 1 60 559 Johnson et
CCCGGGTCATAGTGTTCATC | Reverse al. (2015)
TCGTTTAGGGTGCTTACCTTCAAC  Forward hlyF 0.5 444 Morales et
TTTGGCGGTTTAGGCATTCC  Reverse al. (2004)
GCAACAGCAACGCTGGTTGCATCAT  PapEFF | papEF 0.5 62 336 Yamamoto
AGAGAGAGCCACTCTTATACGGACA | PapEF R et al. (1995)
GGTGGTGCACTGGAGTGG tsh03 tsh 0.5 640  Dozois et al.
AGTCCAGCGTGATAGTGG tsh15 (2000)
TACCGGATTGTCATATGCAGACCGT | Aer f jucD 0.5 64 602 | Yamamoto
AATATCTTCCTCCAGTCCGGAGAAG | Aerr etal. (1995)
GGCTGGACATCATGGGAACTGG  aer-851f  iutA 0.5 301 | Johnson et
CGTCGGGAACGGGTAGAATCG aer- al. (1997)
1152r
CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC  sfal sfa/focDE 0.5 410 Le
CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCA | sfa2 Bouguenec
et al. (1992)
AAGTCAAAGCAGGGGTTGCCCG Ironec-f iroN 0.3 66 665 Johnson et
GACGCCGACATTAAGACGCAG Ironec-r al. (2000)
CAGCAACCCGAACCACTTGATG is-f iss 0.3 323 Johnson et
AGCATTGCCAGAGCGGCAGAA is-r al. (2008a)
AGGTGAAAAGCCTGGTAGTGTG neul neuc-k1 0.5 64 676 Moulin-
GGTGGTACATCCCGGGATGTC neu2 Schouleur et
al. (2006)
GCGCATTTGCTGATACTGTTG Kpsll f kpsM 11 0.5 272 Johnson and
CATCCAGACGATAAGCATGAGCA | Kpsli r Stell, (2000)
GCTGGGCAGCAAACTGATAACTCTC  afal  afa/draBC 0.5 64 750 Le
CATCAAGCTGTTTGTTCGTCCGCCG = afa2 Bouguenec
et al. (1992)
AACAAGGATAAGCACTGTTCTGGCT  hly f hlyA 0.3 64 1177 | Yamamoto
ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA  hlyr etal. (1995)
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Criterio estatus ExPEC, UPEC y APEC

En la actualidad, para que una cepa posea el estatus ExPEC debe tener al menos
dos de estos 5 marcadores de virulencia: PapAH y/o PapC, sfa/foc, afa/dra, iutAy kpsMT
Il (Johnson et al., 2015). En el caso designarse UPEC debe presentar al menos 3 de los 4
marcadores siguientes: chuA, fyuA, vaty yfcV (Spurbeck et al., 2012). En el caso de APEC,
lo marcadores que debera presentar son 4 de los 5 siguientes: hlyF, iutA, iroN, issy ompT
(Johnson et al., 2008b).

3.3.1.3. Determinacion de grupos filogenéticos

La asignacion de los grupos filogenéticos a los que pertenece cada cepa se basé
en el protocolo de Clermont et al., (2013). La Tabla 3 incluye las condiciones de trabajo
(T2 de hibridacion) y los primers utilizados para la amplificacién por PCR de los genes
implicados en la caracterizar las cepas EXPEC, asi como sus respectivos volumenes, sus
secuencias nucleotidicas y el tamafo del producto amplificado. En la Figura 2 se ven

representadas las condiciones del termociclador.

Tabla 3. Primers utilizados en la identificacién de los grupos filogenéticos.

Gen T2 de Tamano
Pri M ia nucleotidica (5'- 3’ Referenci
diana rimers |[50 puM] hibridacién Secuencia nucleotidica (5°- 3°) (pb) eferencia
chuA.1b ATGGTACCGGACGAACCAAC C'er?z‘g:;)e tal
chuA 05l 288 Clermont et al
chuA.2 ITGCCGCCAGTACCAAAGACA ’
(2000)
) yjaA.1lb ICAAACGTGAAGTGTCAGGAG
yjaA - 0.5 ul 58 oC 211
yjaA.2b AATGCGTTCCTCAACCTGTG
TspE4C2.1b ICACTATTCGTAAGGTCATCC .
TSpEAC2 p 1l 152 Clermont et al
TspE4C2.2b AGTTTATCGCTGCGGGTCGC (2013)
AceK.f IMACGCTATTCGCCAGCTTGC
arpA 1l 400
ArpAl.r ITCTCCCCATACCGTACGCTA
Figura 2. Condiciones del termociclador para la PCR de los grupos filogenéticos.
I
_%4s=C 94 =C 72eC 1 72°8C
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Para la identificacion del grupo filogenético A/C y D/E, es necesario realizar la
deteccidon de dos genes complementarios especificos de cada linaje y otras condiciones

de trabajo. En el caso de la PCR del grupo filogenético A/C dichas condiciones se ven
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reflejadas en la Tabla 4. En la Figura 3 se ven representadas las condiciones del

termociclador.

Tabla 4. Primers utilizados en la determinacion del grupo filogenético C.

Gen , T2 de . - . .., |Tamafo .
Diana Primers [50uM] hibridacion Secuencia nucleotidica (5°- 3°) (pb) Referencia
trpAgpC.1 AGTTTTATGCCCAGTGCGAG .
trpAgpC |———5P 0.5 ul 219 | lescatetal
trpAgpC.2 56 oC TCTGCGCCGGTCACGCCC (2012)
trpBA.f ) ICGGCGATAAAGACATCTTCAC Clermont et al.
trpA 0.1 pl 489
trpBA.r GCAACGCGGCCTGGCGGAAG (2008)

Figura 3. Condiciones del termociclador para la PCR del grupo filogenético A/C.

I
94 2C
— 4EC 72eC 1 72°%C
3:00 : \ 56 2C i
1:00 1:30 ;300 20 °C
100 L T
35 ciclos

Los resultados para la identificacion de los grupos filogenéticos se analizan

siguiendo el diagrama de la Figura 4.
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3.3.2. Deteccidn del clon ST1193
En este trabajo realizamos la puesta a punto de una PCR mdltiple para la
deteccion del clon emergente de ST1193-H64 basandonos en el protocolo del ensayo de

PCR multiples ST1193-H64 propuesto por Johnson et al., (2019).
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En este ensayo, se amplifican simultdaneamente tres genes: icd-200, fimH64 y
fumC, que permiten la identificacion especifica del clon. Tanto fumC como icd-200 son
fundamentales en el esquema MLST, mientras que fimH64 es un alelo caracteristico de
ST1193 que complementa la identificacion y que es habitualmente determinado para la
asignacion de clonotipos (CH). Mas concretamente, icd-200 es un control que distingue
ST1193 de otros miembros del complejo clonal STcl4 (Clermont et al., 2014; V.
Tchesnokova et al., 2019; Wirth et al., 2006).

Para encontrar las condiciones dptimas para llevar a cabo el ciclo d de PCR, se
realizé un gradiente de temperaturas de hibridacién con cada uno de los primers a
diferentes concentraciones (0,2/0,5/1 pl). Al realizar la lectura en el gel de agarosa, se
determind una concentracion dptima para cada primer (Tabla 5) y se realizé un ensayo
de PCR con las siguientes condiciones para lograr una amplificacion eficiente, las cuales

coinciden con establecidas por Johnson et al., (2019):

- Desnaturalizacidn inicial a 952C durante 2 minutos.

- 30 ciclos de desnaturalizacion a 949C durante 1 minuto, hibridacién a 662C
durante 1 minuto y extensién a 722C durante 1 minuto y medio.

- Extension final a 722C durante 2 minutos.

- Mantenimiento a 12°C.

Tabla 5. Primers utilizados en la determinacion del clon ST1193-H64.

Gen T2 de Tamaiio
Pri 20uM i leotidica (5'- 3' Ref i
Diana rimers  |[20uM] hibridacion | S€cuencia nuc eotidica (5”- 3") (pb) eferencia
1193icdF .21 ATTCCTGCGTGAAGAGATGGA 600 |(Clermont et al.,
lcd-200 — 1ul
icdgpVILr CAATTAAATCAGCCGCTTCG 2014)
fimH64F.18 TGTAAACCTTGCGCCCGT 266 | (Johnsonetal.,
fimH64 1pl 66 2C 2019)
fimH64R TCAAATAAAGCGCCACCA
fumc |fumCfor | . TCACAGGTCGCCAGCGCTTC 802 (Wirth et al.,
fumC rev P H GTACGCAGCGAAAAAGATTC 2006)

3.3.3. MLST y secuenciacion Sanger

Realizamos la secuenciacién del alelo fimH de las 2 cepas ST1193 identificadas
en este trabajo.
3.3.3.1. Obtencién de amplicones mediante una PCR convencional

La PCR se lleva a cabo en un volumen total de 50 pl. La mezcla de reaccién
incluye: 1 ul de ADN extraido, 10 ul del 5x My Tag™ Reaction Buffer (Bioline), que
contiene 5 mM dNTPs, 15 mM MgCl2, 0,2 ul de MyTaqTM DNA polymerase (Bioline) y 1

ul de cada uno de los primers (a una concentracion de 20 uM) (Tabla 6).
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La reaccidn se realiza bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial a
94°C durante 3 minutos, 35 ciclos de desnaturalizacion a 942C durante 1 minuto,
hibridacion a 572C durante 1 minuto, extension a 722C durante 1 minuto. Finalmente,

la extension final tiene lugar a 722C durante 3 minutos (Weissman et al., 2012).

Tabla 6. Primers utilizados para la designacion de los clonotipos y del tipo de secuencia
Achtman.

Tamaiio

Gen Primer Secuencia nucleotidica (5°-3°) | amplicén Temperatura | Referencia
(pb) de hibridacion

fimH fimH-wf | CACTCAGGGAACCATTCAGGCA 975 Weissman

(tamafio 57 eC etal.
locus fimH-wf | CACTCAGGGAACCATTCAGGCA (2012)
469)

3.3.3.2. Secuenciacion de las cadenas complementarias

Las hebras complementarias (forward y reverse) obtenidas de la PCR se envian a
la instalacién de secuenciacién de la Universidad de Santiago de Compostela (Lugo). Alli,

utilizan el protocolo “BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing”.

3.3.3.3. Analisis de las secuencias

Las secuencias obtenidas se analizan utilizando el software del Center for
Genomic Epidemiology (CGE), BLAST y la base de datos GenBank, ambos proporcionados
por la National Library of Medicine (NIH) y el National Center for Biotechnology
Information (NCBI). Ademds, para analizar los alineamientos de las hebras
complementarias utilizamos el software Clustal-Omega del European Bioinformatics

Institute.

3.4. Analisis estadistico

A la hora de interpretar los resultados, se utilizd el software estadistico SPSS, que
permite manejar grandes conjuntos de datos y aplicar diversas pruebas estadisticas de
manera eficiente, como, por ejemplo, la prueba exacta de Fisher. También se ha
utilizado el test Chi cuadrado con la correccidn de Yates en los casos en los que el tamafio

de la muestra era muy elevado (http://vassarstats.net/tab2x2.html).

El criterio para determinar la significancia se basé en el P-valor. Se considerd una
asociacién estadisticamente significativa y, por tanto, una relacidon real entre las
variables analizadas, cuando el P- valor era menor a 0,05. Si se cumple esta condicidn,
estamos hablando de que existe menos de un 5% de probabilidad de que la dicha

asociacion sea debida al azar.
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4. Resultados y discusion

4.1. Caracterizacion fenotipica

4.1.1. Prevalencia de serogrupos O
En el LREC-USC se realizd la determinacion de los serogrupos de 348 cepas
aisladas en el HULA en el periodo 2020-2022. En este trabajo analizamos la prevalencia

de los serogrupos 04, 06, 018 y 075 (Tabla 7).

Tabla 7. Prevalencia de los serogrupos 04, 06, 018 y 075 entre las 348 cepas de E. coli
bacteriémicos y distribucién entre los afios 2020, 2021 y 2022.

Numero (%) de cepas de E. coli
Serogrupos Total 2020 2021 2022
n =348 n=119 n=177 n=>52
04 13 (3,7) 6 (5,0)* 7 (4,0)° 0
06 27 (7,8) 5(4,2) 16 (9,0)° 6 (11,5)
018 7 (2,0) 3(2,5) 2(1,1) 2(3,8)
075 11 (3,2) 5(4,2) 3(1,7) 3(5,8)

®No hay diferencias estadisticamente significativas (P = 0,229/Fisher two-tailed). Los valores P se
calcularon acumulando los datos de los afios 2020y 2021 y enfrentandolos con los del afio 2022. Tampoco
hay diferencias al comparar individualmente el afio 2022 con el 2021 y el 2022 con el 2020.
PNo hay diferencias estadisticamente significativas (P = 0,091/Fisher two-tailed; P = 0,114/Chi-
Square/Yates). Los valores P se calcularon acumulando los datos de los afios 2021y 2022 y enfrentandolos
con los del afio 2020. Tampoco hay diferencias al comparar individualmente el afio 2022 con el 2020y el
2021 con el 2020.

En 2020, es 04 el serogrupo con mayor prevalencia (5%) seguido de 06y O75 (4,2%).
En 2021y 2022, O6 lidera con un 9% y 11,5% de prevalencia. Observamos un aumento
progresivo del serogrupo 06 (4,2% en 2020, 9% en 2021y 11,5% en 2022) y un descenso
progresivo del serogrupo 04 (5% en 2020, 4% en 2021 y 0% en 2022). Cabe destacar
también el aumento de la prevalencia de 075 en 2022 con respecto al 2021. No
obstante, las diferencias observadas en la distribucién de los serogrupos entre los 3 ainos

no son estadisticamente significativas (Tabla 7).

Tampoco se observan diferencias estadisticamente significativas al comparar la
prevalencia de los cuatro serogrupos en nuestro estudio con cepas aisladas entre los
afos 2020-2022 con las encontradas en la tesis doctoral de Rosalia S. Mamani (2015).
En dicha tesis se serotiparon en el LREC-USC 3.260 cepas bacteriémicas aisladas de
pacientes del HULA entre los afios 1989 y 2011. Las cepas de los cuatro serogrupos
suponen el 16,7% en el periodo mas reciente frente al 17,9% en en décadas pasadas
(Tabla 8).
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Tabla 8. Serogrupos O mas frecuentes entre cepas de E. coli bacteriémicas aisladas de
pacientes en el hospital Universitario Lucus Augusti (HULA). Comparaciéon entre los
periodos 2020-2022 (estudio actual) y 1989-2011 (Tesis doctoral Rosalia S. Mamani, USC,

2015).

Estudio Estudio Test Chi-Cuadrado con la
Serogrupos 2020-2022 1989-2011 correccion de Yates
(n =348) (n=3.260) Valor P
04 13 (3,7) 117 (3,6) 1,0 (DNS)
06 27 (7,8) 278 (8,5) 0,698 (DNS)
018 7 (2,0) 129 (4,0) 0,096 (DNS)
075 11(3,2) 58 (1,8) 0.113 (DNS)
04, 06, 018, 075 58 (16,7) 582 (17,9) 0,631 (DNS)

Diferencias no significativas (DNS).

Si analizamos la prevalencia de los serogrupos 04, 06, 018 y 075 en diferentes
paises (Tabla 9), podemos observar algunas variaciones. EI O4 tiene una mayor
prevalencia en Inglaterra (4,3%) en cepas aisladas en 2001-2011, Paris (3,8%) en las
cepas aisladas en 2005, 2026-2017, seguido de Lugo (3,6% para 1989-2011 vy 3,7% para
2020-2022). El O6 es el de mayor prevalencia en Lugo y en todos los estudios realizados
a nivel mundial, siendo especialmente prevalente en Inglaterra con un 14,7%. La
prevalencia del serogrupo 018 oscila entre un 2,0% en Lugo 2020-2022 y un 4,3% en
Inglaterra 2001-2011. Por ultimo, la mayor prevalencia de O75 esta en Japon (4,7%) y la
menor en Lugo en el periodo 2020-2022 (1,8%) (Rosalia Mamani, 2015; Royer et al.
2022; Kallonen et al. 2017; Matsumoto et al. 2022; Weerdenburg et al. 2022).
Evidentemente este tipo de informacidén es esencial para el desarrollo de vacunas y

predecir la posible proteccién de estas mismas en las diferentes zonas geogréficas.

Tabla 9. Comparaciéon de los serogrupos O mas prevalentes entre cepas de E. coli
bacteriémicas aisladas en diferentes paises.

Lugo Lugo Paris Inglaterra Japdn Global
Serogrupos 2020-2022 1989-2011 2005, 2001-2011 2015-2017 | 2011-2017
2016-2017
n=348 n=3260 n=912 n=1509 n=401 n=3217
04 13 (3,7) 117 (3,6) 35(3.8) 65 (4.3) 6 (1.5) 96 (3.0)
06 27 (7,8) 278 (8,5) 97 (10.6) 222 (14.7) 22 (5.5) 261 (8.1)
018 7 (2,0) 129 (4,0) 29 (3.2) 65 (4.3) 17 (4.2) 91 (2.8)
075 11 (3,2) 58 (1,8) 31(3.4) 55 (3.6) 19 (4.7) 145 (4.5)
04, 06, 58 (16,7) 582 (17,9) 192 (21,1) 407 (27,0) 64 (16,0) 593 (18,4)
018, 075

Lugo 2020-2022 (datos de este estudio), Lugo 1989-2011 (Tesis doctoral Rosalia Mamani, 2015), Paris
(Royer et al., 2022), Inglaterra (Kallonen et al., 2017), Japén (Matsumoto et al., 2022) y estudio global
(Europa, Norte y Sur de América, and Asia-Pacifico (Weerdenburg et al., 2022).
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4.1.2. Resistencia antimicrobiana

Resultados y discusién

En este trabajo realizamos un andlisis de los antibiogramas realizados en el HULA

para las 58 cepas pertenecientes a los serogrupos de interés en la coleccion completa

del LREC-USC (348 cepas) y los relacionamos con los serogrupos de las cepas (Tabla 10).

Tabla 10. Resistencia antimicrobiana de 53 cepas bacteriémicas de E. coli pertenecientes a
los serogrupos 04, 06, 018 y 075 y del total de 348 cepas (2020 y 2022, HULA, Lugo).

P-valor | P-valor | P-valor
Antimicrobianos? Numero (%) de cepas resistentes 04 vs 06 vs 018 vs
075 075 075
Total 04 06 018 075
n=348 n=13 n=27 n=7 n=11
Betalactamicos (Penicilinas, Cefamicinas, Cefalosporinas, Monobactamicos, Carbapenemes)
Ampicilina (AMP) 197 8 15 2 9 0,049
(56,6)°  (61,5)  (55.6) (28,6) (81,8)
Piperacilina (PIP) 183 7 14 0 9 0,002
(52,6) |(53,8) | (51,9) (81,8)
Cefoxitina (FOX) 7 0 0 0 0
(2,0)
Cefuroxima (CXMm) 39 0 1 0 0
(11,2) (3,7)
Cefotaxima (CTX) 24 0 0 0 0
(6,9)
Ceftazidima (CAZ) 17 0 0 0 0
(4,9)
Cefepima (FEP) 26 0 0 0 0
(7,5)
Aztreonam (AZM) 27 0 1 0 0
(7,8) (3,7)
Betalactamicos con inhibidores de B-lactamasa
Amoxicilina- (AMC) 63 3 4 0 1
Acido clavulanico (18,1) |[(23,1) | (14,8) (9,1)
Piperacilina- (TzP) 13 0 2 0 0
Tazobactam (3,7) (7,4)
Aminoglucésidos
Gentamicina (GEN) 47 0 0 0 2
(13,5) (18,2)
Tobramicina (TOB) 47 0 0 0 2
(13,5) (18,2)
Quinolonas
Acido nalidixico (NAL) 115 2 1 0 6 0,001 0,038
(33,0) (15,4) | (3,7) (54,5)
Ciprofloxacino (CIP) 92 1 0 0 6 0,023 <0,001 0,038
(26,4) (7,7) (54,5)
Levofloxacina (LVX) 87 1 0 0 6 0,023 <0,001 0,038
(25,0) (7,7) (54,5)
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Continuacion de la Tabla 10.

P-valor | P-valor | P-valor
Antimicrobianos? Numero (%) de cepas resistentes 04 vs 06 vs 018 vs
075 075 075

Total 04 06 018 075
n=348 n=13 n=27 n=7 n=11

Inhibidores de la via del folato

Trimetoprim- (SXT) 121 3 1 1 4 0,014
Sulfametoxazol (34,8) |(23,1) | (3,7) | (14,3) | (36,7)
Resistencia 105 2 1 0 6 0,001 0,037
multiple (MDR) (30,2) | (15,4) | (3,7) (54,5)
Productoras de 24 0 0 0 0
ESBL (6,9)

@Ninguna de las 348 cepas analizadas fue resistente a los siguientes antimicrobianos: Imipenem,
meropenem, ertapenem, amikacina y tigeciclina.
Cuando los porcentajes son mayores del 20% figuran en negrilla.

Se observd que un elevado numero de cepas de los serogrupos 04, 06 y 075
expresaban resistencia a las penicilinas (ampicilina y piperacilina). Sin embargo, la
mayoria cepas del serogrupo 018 no manifestaron dichas resistencias observandose
diferencias significativas con 075 (P=0,049 y 0,002 respectivamente). Cabe destacar que
no se observan practicamente resistencias al resto de antibidticos pertenecientes al
grupo de los betalactamicos. Asi, vemos como las cepas pertenecientes a los serogrupos
estudiados no presentan resistencias a cefamicinas, ni cefalosporinas, ni carbanemes, y
solamente una Unica cepa del serogrupo 06 fue resistente al monobactamico
aztreonam. Estos datos coinciden con los resultados del trabajo de Rosalia Mamani en
2014 de 2,427 cepas de E. coli bacteriémicas aisladas entre 2010 y 2011, las cuales no

presentaron resistencia a dichas clases de antimicrobianos (Rosalia Mamani, 2015).

En cuanto al grupo de B-lactamicos con inhibidores de B-lactamasas, hallamos
resistencia entre las cepas aisladas en el periodo 2020-2022 de los serogrupos 04
(23,1%), 06 (14,8%) y 075 (9,1%) a la combinacién amoxicilina-dcido clavulanico. Al
comparar estos resultados con los del periodo 2010-2011 para dichos serogrupos: 04
(26,3%), 06 (3,8%) y 075 (10%); vemos un aumento significativo de la resistencia de
cepas pertenecientes al serogrupo 06. Sin embargo, en ninguno de los dos periodos se

observé resistencia a estos antimicrobianos por parte de cepas 018.

Con respecto a los aminoglucésidos, citar que el 18,2% de las cepas del serogrupo
075 resultaron ser resistentes, frente al 0% de las cepas de los serogrupos 04, 06y 018.

Este es un dato a destacar, puesto que el periodo de 2010-2011 no se describieron
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resistencias a los aminoglucésidos por parte de las cepas 075 estudiadas (Rosalia

Mamani, 2015).

Todos los serogrupos de nuestro estudio, presentaron resistencia a trimetoprim-
sulfametoxazol (SXT). En las cepas 04, el perfil de resistencia se mantuvo practicamente
estable si comparamos las cepas aisladas en el periodo 2020-2022 (23,1%) con a las
cepas aislada en 2010-2011 (21,1%). Sin embargo, hubo variaciones en la resistencia de
las cepas 06, 018 y O75. En 06 y O75 estas variaciones fueron leves, ya que para 06
disminuyd del 5,7% al 3,7% y para O75 aumento del 20% al 36,7%. La gran diferencia se
observa en las cepas 018, las cuales pasaron de un 26,6% a 1,4%, lo que podria indicar

la pérdida de genes de resistencia especificos a ese antimicrobiano.

Otro punto importante es la alta expresién de resistencia a las quinolonas en las
cepas pertenecientes al serogrupo 075 (mas del 50%). Ademas, observamos diferencias
estadisticamente significativas entre las cepas O75 y aquellas pertenecientes a los
serogrupos 04 (p=0,023), 06 (p<0,001) y 018 (p=0,038) con respecto a las quinolonas

fluoradas (ciprofloxacina y levofloxacina).

Las cepas pertenecientes al serogrupo O75 presentaron el porcentaje mds elevado
(5,7%) de cepas con resistencia multiple (MDR) entre los serogrupos estudiados (Tabla
11). El aumento detectado de resistencias en las cepas O75 podrian explicar el aumento
de la prevalencia de 075 en los ultimos afios (2020-2022) por adquisicidon de genes de

resistencia.

También se observd un aumento en el nimero de cepas MDR en todos los
serogrupos con respecto al periodo 2010-2011, a excepcion de 018, el cual se mantuvo
estable con 0 cepas MDR (Rosalia Mamani, 2015).

Tabla 11. Prevalencia de los serogrupos 04, 06, 018 y 075 entre las 348 cepas de E. coli
bacteriémicos y distribucién de cepas con resistencia multiple.

Numero (%) de cepas de E. coli
Serogrupos Total MDR No-MDR P-valor
n =348 n =105 n =243 MDR vs no-MDR

04 13 (3,7) 2(1,9) 11 (4,5)

06 27 (7,8) 1(1,0) 26 (10,7) 0,001 (Fisher/two-tailed)
0,003 (Chi-Square/Yates)

018 7(2,0) 0 7(2,9

075 11 (3,2) 6(5,7) 5(2,1)
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4.2. Caracterizacion molecular
De las 58 cepas de E. coli aisladas y estudiadas en este trabajo pertenecientes a
los serogrupos 04, 06, 018 y 075, se seleccionaron 53 cepas para realizar la

caracterizaciéon molecular (se eliminaron 5 cepas aleatoriamente).

4.2.1. Grupos filogenéticos

Al realizar la asignacién del grupo filogenético correspondiente a cada cepa, se
detectd que de las 53 cepas de E. coli bacteriémicas estudiadas, 52 (98,1%)
pertenecieron al grupo filogenético B2, mientras que solo una cepa pertenece al grupo
filogenético C. Siendo por tanto el grupo filogenético B2 el que integra la inmensa
mayoria de las cepas pertenecientes a las cepas pertenecientes a los serogrupos objeto

de estudio en este trabajo.

En el estudio previo realizado en Lugo por Rosalia S. Mamari (2015) para mas de
3.000 cepas de E. coli bacteriémicas aisladas durante los afios 1989 y 2011, el grupo
filogenético mas prevalente fue también B2, tanto en el periodo 1989-1999 (41%) como
en el de 2000-2011 (40%), manteniendo su distribucion estable en ambos. La
prevalencia de B2 supuso una gran diferencia frente a los grupos A, B1 y D, cuyos

porcentajes no superan el 25% (Rosalia Mamani, 2015).

La alta prevalencia del grupo B2 en ambos estudios indica una mayor virulencia
y capacidad de causar infecciones extraintestinales, especialmente bacteriemias.
Ademas, la alta prevalencia de cepas B2 aisladas de infecciones extraintestinales sugiere
gue este grupo filogenético cuenta con ventajas adaptativas, como diversos FV, que
hagan frente a las barreras y sistema inmune del hospedador y el medio ambiente

(Touchon et al., 2009; Tourret y Denamur, 2016; Clermont et al., 2019).

Con esta informacién, reconocemos a B2 como una diana de gran relevancia para
el desarrollo de vacunas y otras estrategias de tratamiento y prevencion de infecciones

extraintestinales causadas por E. coli.

4.2.2. Genes de virulencia

Las 53 cepas de E. coli bacteriémicas fueron analizadas por PCR para detectar la
presencia de 17 genes de virulencia asociados con cepas de ExPEC (Tabla 12).
Destacamos que 46 cepas de las 53 cepas estudiadas (86,8%) cumplen el criterio de
estatus EXPECy 52 cepas (98,1%) el criterio de estatus UPEC, confirmando su papel como
E. coli patégenos extraintestinales y presentando un elevadisimo nimero de genes de

virulencia que justifica su elevado potencial de patogenicidad.
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En relacidn a los genes de virulencia asociados con |la adherencia y colonizacién,
observamos que los genes papC, papEF y sfa/focDE estan mayormente ligados a las
cepas pertenecientes a los serogrupos 04, 06 y 018, siendo su deteccidon
significativamente inferior en las cepas pertenecientes al serogrupo 075 y las diferencias

estadisticamente significativas.

En lo que respecta al gen que codifica para la alfa-hemolisina HlyA, vemos que
también es mucho mas frecuente entre las cepas de los serogrupos 04, 06 y 018, siendo

también las diferencias estadisticamente significativas con respecto al 075.

En cuanto a los genes de virulencia involucrados en la captacién y transporte de
hierro, también observamos diferencias claras, pues observamos que los genes iucD y
iutA son mucho mas frecuentes entre las cepas 06, 018 y 075, mientras que el gen iroN

predomina entre las cepas 04, 06 y 018 (Tabla 12).
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Tabla 12. Genes codificantes de factores de virulencia estudiados en las 53 cepas bacteriémicas de E. coli pertenecientes a los serogrupos 04, 06, 018

y 075.
Numero (%) de cepas P- valor P- valor P- valor P- valor P- valor
Genes FV Total o4 06 018 075 04 vs 06 O4vs 018 04 vs 075 06 vs 075 018 vs 075
n=53 n=12 n=24 n=7 n=10
Adherencia y colonizacion
papC 35 10 20 4 1 0,002 <0,001
(66) (83,3) (83,3) (57,1) (10)
papEF 35 10 20 4 1 0,002 <0,001
(66) (83,3) (83,3) (57,1) (10)
sfa/focDE 39 9 22 6 2 0,03 <0,001 0,015
(73,6) (75) (91,7) (85,7) (20)
afa/draBC 1 0 0 0 1
(1,9 (10)
Yfcv 52 11 24 7 10
(98,1) (91,7) (100) (100) (100)
Toxicidad
hlyA 37 11 21 4 1 <0,001 <0,001
(69,8) (91,7) (87,5) (57,1) (10)
hlyF 3 1 0 2 0
(5,7) (8,3) (28,6)
tsh 1 0 0 1 0
(1,9) (14,3)
vat 51 10 24 7 10
(96,2) (83,3) (100) (100) (100)
Captacion y transporte de hierro
iucD 30 2 13 6 9 0,04 0,006 0,002
(56,6) (16,7) (54,2) (85,7) (90)
iutA 30 2 13 6 9 0,04 0,006 0,002
(56,6) (16,7) (54,2) (85,7) (90)
iroN 40 10 22 6 2 0,008 <0,001 0,012
(75,5) (83,3) (91,7) (85,7) (20)
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Numero (%) de cepas P- valor P- valor P- valor P- valor P- valor
Genes FV Total 04 06 018 075 04 vs 06 O4vs 018 04 vs 075 06 vs 075 018 vs 075
n=53 n=12 n=24 n=7 n=10
Captacion y transporte de hierro
fyuA 52 11 24 7 10
(98,1) (91,7) (100) (100) (100)
chuA 52 11 24 7 10
(98,1) (91,7) (100) (100) (100)
Capsula
kpsM 11 50 9 24 7 10 0,031
(94,3) (75) (100) (100) (100)
Evasion del sistema inmune de hospedador
OmpT 52 11 24 7 10
(98,1) (91,7) (100) (100) (100)
iss 15 6 7 1 1
(28,3) (50) (29,2) (14,3) (10)
Estatus 46 10 20 6 10
EXPEC (86,8) (83,3) (83,3) (85,7) (100)
Estatus UPEC 52 11 24 7 10
(98,1) (91,7) (100) (100) (100)
Media? 33,8 7,3 16,6 4,8 5,1
(63,8) (60,8) (69,1) (20,1) (51,2)

! La media de factores de virulencia se calculé haciendo un promedio de los genes positivos entre el nimero de cepas.
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Las cepas del serogrupo O4 vehiculan un gran arsenal de FV, siendo predominantes
muchos de los genes estudiados (Tabla 12). Este arsenal juega un papel muy importante
en la patogénesis de estas cepas. Ademas, el 83,3% de las cepas cumplen los criterios
para ser designadas como ExPEC y el 91,7% UPEC. En los resultados obtenidos en el
estudio de Rosalia Mamani (2015) con 64 cepas O4 de E. coli bacteriémicos durante el
periodo 1989-2011 se observé una mayor predominancia de los genes de virulencia
estudiados en este trabajo habiéndose categorizado practicamente al 100% de las cepas
como ExPEC (Rosalia Mamani, 2015).

Entre las cepas del serogrupo 06 de nuestro trabajo, también fueron predominantes
muchos de los genes estudiados. El nUmero de cepas EXPEC fue el mismo para aquellas
pertenecientes a los serogrupos 04 y 06, habiéndose detectado que el 83,3% de cepas
que cumplian el criterio del estatus EXPEC y el 100% de las cepas se identificaron como
UPEC. En el periodo de 1989-2011 casi el 100% de cepas cumplieron el criterio de EXPEC
(Rosalia Mamani, 2015).

Para las cepas 018, también fueron predominantes muchos de los genes. De los
serogrupos de este estudio, 018 fue el que obtuvo el porcentaje EXPEC mas bajo
(85,7%), siendo similar al obtenido en el estudio de Mamani (2015) del periodo 1989-
2011 (88%).

Todas las cepas 075 de nuestro estudio cumplieron los criterios ExPEC y UPEC.
Similares resultados se obtuvieron en el periodo 1989-2011, en donde el 95% resultaron

ser EXPEC (Rosalia Mamani, 2015).

La consistencia de estos datos a lo largo de los diferentes periodos parece indicar
gue la presencia de FV especificos en las cepas de estos serogrupos es lo que las hace
adecuadas para causar infecciones extraintestinales. Por lo tanto, su éxito como
patdégenos parece que radica especialmente en su elevado numero de genes de

virulencia.

4.3. Deteccion del clon ST1193
Del total de cepas estudiadas, Unicamente 2 (3,8%) pertenecientes al serogrupo

075 resultaron ser del clon ST1193 (Tabla 13).
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Tabla 13. Distribucién del clon ST1193 entre 53 cepas de E. coli bacteriemicas estudiadas.

Numero (%) de cepas
Serogrupo Total ST1193
n=53 n=2
04 12 (22,6) 0
06 24 (45,3) 0
018 7 (13,2) 1 (50)
075 10 (18,9) 1(50)

En el estudio de Johnson et al en 2019, se reporta una creciente prevalencia del clon
ST1193, ademds de sugerir que este clon podria ser un sustituto de ST131. El clon ST131
mostro, en cepas aisladas durante 2010-2018 en Minnesota (EE. UU.), una disminucion
general estadisticamente significativa tanto para el subconjunto FQ-R como para su
principal variante (ST131-H30R). Por el contrario, ST1193 aumentd rapidamente su
prevalencia hasta alcanzar su punto maximo en 2016. A partir de ahi, se habla de un
estado estable de la prevalencia de ST1193. Este patrdn de distribucién sugiere una
posible fluctuaciéon en la aparicién de ST1193, lo que podria estar relacionado con

cambios en el uso de antibidticos (Johnson et al., 2019).

Ademas, en dicho estudio, realizaron un ensayo de PCR para ST1193-H64 donde
los resultados fueron 10 cepas positivas para ST1193 entre una coleccién de 160
cepas de E. coli aisladas (6,3%). Por otro lado, en nuestro estudio, se realiz6 el
mismo método de deteccién de cepas ST1193 y entre los resultados hallamos la
presencia de 2 cepas de ST1193 entre nuestra coleccion de 53 cepas estudiadas
(3,8%). Este dato, pese a no parecer muy significativo coinciden con los hallados
en el estudio de Johnson y colaboradores (2019), ya que evidencia la presencia de

dicho clon en la actualidad (Johnson et al., 2019).

Como hemos comentado ya, en nuestro estudio, el 100% de las cepas ST1193
pertenecen al serogrupo 075 (Tabla 13). La prevalencia del serogrupo 075 es
particularmente notable entre las cepas ST1193 en el estudio de Johnson et al. (2019).
Este serogrupo ha sido asociado frecuentemente con cepas de alta virulencia y
resistentes a multiples farmacos, lo que puede explicar su prevalencia en nuestro
estudio. Por tanto, ambos estudios refuerzan la importancia de dicho serogrupo en la

epidemiologia de E. coli ST1193 (Johnson et al., 2019).

Las 2 cepas de E. coli pertenecientes al grupo clonal ST1193 se analizaron para
estudiar su perfil de resistencia frente a los distintos agentes antimicrobianos

estudiados mediante un antibiograma (Tabla 14). Ambas mostraron resistencia a las
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guinolonas, lo cual es caracteristico de los clones FQ-R emergentes como el estudiado.
De hecho, se observa una asociacidn positiva entre la resistencia a estos antimicrobianos
y las cepas ST1193 (P=0,033 y P=0,020). En el estudio Johnson et al. (2019), también se
documentd una resistencia notable a las quinolonas en cepas ST1193. Esta resistencia
resalta la preocupacién clinica a cerca de la aparicién de este clon en tratamientos

contra infecciones extraintestinales (Johnson et al., 2019).

Ademas, se observé una asociacion significativa (P=0,026) entre las cepas
ST1193 vy la MDR (Tabla 15).

Tabla 14. Resistencia antimicrobiana de cepas bacteriémicas de E. coli del clon emergente
ST1193. Estudio 2020 y 2022 (HULA, Lugo).

Familia Agentes Numero (%) de cepas p-valor
antimicrobianos® resistentes ST1193 vs
ST1193 No-ST1193 | No-ST1193
n=2 n=51
Ampicilina (AMP) 2 31
(100) (58,5)
Betalactamicos Piperacilina (PIP) 0 31
(Penicilinas, (58,5)
Cefamicinas, Cefoxitina (FOX) 0 0
Cefalosporinas, Cefuroxima (CXMm) 0 1
Carbapenems) (2,0)
Cefotaxima (CTX) 0 0
Ceftazidima (CAZ) 0 0
Cefepima (FEP) 0 1
(2,0)
Betalactamicos con Amoxicilina-Acido (AMC) 0 8
inhibidores de B- clavulanico (15,7)
lactamasas Piperacilina-Tazobactam (TZP) 0 4
(7,8)
Macrdlidos Aztreonam (AZM) 0 2
(3,9)
Gentamicina (GEN) 1 2
Aminoglucésidos (50) (3,9)
Tobramicina (TOB) 1 3
(50) (5,9)
Acido nalidixico (NAL) 2 8 0,033
(100) (15,7)
Quinolonas Ciprofloxacino (CIP) 2 6 0,020
(100) (11,8)
Levofloxacina (LVX) 2 6 0,020
(100) (11,8)
Inhibidores de la |Trimetoprim-Sulfametoxazol | (SXT) 0 8
via del folato (12,8)

@Ninguna de las 53 cepas analizadas fue resistente a los siguientes antimicrobianos: Imipenem,
meropenem, ertapenem, amikacina y tigeciclina.
bCuando los porcentajes son mayores del 20% figuran en negrilla.
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Tabla 15. Prevalencia del clon emergente ST1193 entre las 53 de E. coli bacteriémicos y
distribucién de cepas con resistencia multiple.

Secuencia tipo

Numero (%) de cepas

p-valor MDR vs

Total MDR No-MDR No-MDR
n=53 n=9 n=44
ST1193 2 2 0
(3,8) (22,2) 0,026
No-ST1193 51 7 44
(9,6) (77,8) (100)

Las 2 cepas de E. coli pertenecientes al grupo clonal ST1193 fueron analizadas

por PCR para detectar la presencia de genes de virulencia de cepas EXPEC (Tabla 16). Las

2 cepas cumplen el criterio de estatus ExPEC y UPEC.

Observamos que los genes vat, fyuA, iutA, kposM Il y ompT estaban presentes en las

2 cepas identificadas como ST1193. Esto coincide con los resultados de Platell et al.

(2012), que destacaron la presencia de estos genes como parte del perfil de virulencia

tipico de ST1193.

Tabla 16. Genes codificantes de factores de virulencia estudiados en las cepas
bacteriémicas de E. coli del clon emergente ST1193.

Numero (%) de cepas

Genes FV Total ST-1193 No-ST1193:
n=53 n=2 n=51
Adherencia y colonizacion
PapC 35 0 34
(66) (66,7)
PapEF 35 0 34
(66) (66,7)
sfa/focDE 39 0 38
(73,6) (74,5)
afa/draBC 1 0 1
(1,9) (2,0)
Yfcv 52 2 50
(98,1) (100) (98)
Toxicidad
hlyA 37 36
(69,8) (70,6)
hlyF 3 0 3
(5,7) (5,9)
tsh 1 0 0
(19)
vat 51 2 49
(96,2) (100) (96,1)
Captacion y transporte de hierro
iucD 30 2 28
(56,6) (100) (55)
iutA 30 2 28
(56,6) (100) (55)
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Numero (%) de cepas
Genes FV Total ST-1193 No-ST1193:
n=53 n=2 n=51
Captacion y transporte de hierro
iroN 40 0 39
(75,5) (76,5)
fYuA 52 2 50
(98,1) (100) (98)
chuA 52 2 50
(98,1) (100) (98)
Capsula
kpsM 11 50 2 48
(94,3) (100) (94,1)
Evasion del sistema inmune de hospedador
OmpT 52 2 50
(98,1) (100) (98)
iss 15 0 15
(28,3) (29,4)
Estatus ExPEC 46 2 44
(86,8) (100) (86,7)
Estatus UPEC 52 2 50
(98,1) (100) (98)

1EL grupo no-ST1193 incluye todas las cepas negativas en el protocolo de deteccion de ST1193 realizado
por PCR pertenecientes a los serogrupos 04, 06, 018 y 0O75.

Secuenciacion del alelo fimH de las cepas del clon ST1193

Tras la secuenciacion Sanger del fimH, se identificd la variante alélica fimH64

para las dos cepas de E. coli ST1193 (Figura 5).

Figura 5. Gen fimH64 y fragmento amplificado por los primers especificos de fimH para

identificar el alelo especifico fimH64.
TTCGCCTGTAAAACCGCCAATGGTACCGCTATCCCTATTGGCGGTGGCAGCGCCAATGTTTA HEHANACE
CGTGAATGTGGGGCAAAACCTGGTCGTGGATCTTTCGACGCAAATCTTTTGCCATAACGA
TTATCCGGAAACCATTACAGACTATGTCACACTGCAACGAGGCTCGGCTTATGGCGGCGTGTTATCTAAT
TTTTCCGGGACCGTAAAATATAGTGGCAGTAGCTATCCATTTCCTACCACCAGCGAAACGCCGCGCGTTG
TTTATAATTCGAGAACGGATAAGCCGTGGCECHEEOEOIIIINNEH  cCCTGTGAGCAGTGCGGGCGG
GGTGGCGATTAAAGCTGGCTCATTAATTGCCGTGCTTATTTTGCGACAGACCAACAACTATAACAGCGAT
GATTTCCAGTTTGTGTGGAATATTTACGCCAATAATGATGTGGTGGTGCCTACTGGCGGCTGCGATGTT
Las zonas marcadas en rosa se corresponden con los primers forward y reverse especificos de fimH y la

zona marcada en gris es el fragmento amplificado por ambos primers.

En el estudio de Johnson et al. (2019) todos los aislados ST1193 fueron
identificados como ST1193-H64, de forma que presentan el alelo fimH64 caracteristico

de este clon emergente.

Biotipado - Fermentacién de lactosa en agar MacConkey

En este estudio analizamos que nuestras dos cepas positivas para el clon ST1193

fueran o no fermentadoras de lactosa en el medio de cultivo agar MacConkey lactosa
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(Figura 6), un medio selectivo y diferencial de cepas Gram negativas como E. coli.
Observamos como ambas cepas ST1193-H64 fueron incapaces de fermentar lactosa
(amarillo) frente a otras cepas de nuestra coleccién que si fueron capaces de fermentar

este nutriente (rosa).

Figura 6. Siembra de las 2 cepas de E. coli ST1193-H64 en agar MacConkey.

5634 (3)

5963 (48)

Se indica el numero de cepay el codigo de trabajo de ambas cepas positivas para ST1193.

Este dato, concuerda con el estudio de Johnson y otros colaboradores en 2019,

quienes asociaron este rasgo distintivo con las cepas ST1193-H64 (Johnson et al., 2019).
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5. Conclusiones

1. Se confirma que las cepas de los serogrupos 04, 06, 018 y O75 tienen una
prevalencia significativa entre los E.coli bacteriémicos en nuestra area sanitaria
entre los anos 2020 y 2022, siendo las cepas pertenecientes al serogrupo 06 las
mas numerosas.

2. Con respecto al estudio previo realizado en el LREC-USC entre los afios 1989 y
2011, no observamos diferencias significativas en cuanto a la prevalencia de
estos cuatro serogrupos. Tampoco se observan en relacidon con los estudios
realizados en otros paises.

3. El nivel de resistencias a antimicrobianos detectado en el serogrupo 075 es
especialmente significativo en el caso de las quinolonas. Sin embargo, el perfil de
resistencia de las cepas de los serogrupos 04, 06 y 018 es relativamente bajo.

4. En contraste la gran mayoria de las cepas de estos cuatro serogrupos poseen un
elevado numero de genes de virulencia tipicos del patotipo EXPEC, lo que indica
gue tienen un importante potencial de patogenicidad responsable sin duda de
su éxito como patdgenos.

5. El clon emergente ST1193 no parece tener una significativa prevalencia en
nuestra area sanitaria, pese a estar presente en 2 de las 348 cepas de nuestra

coleccion.

Con todo esto, podemos concluir que estd totalmente justificada la inclusion de los
serogrupos 04, 06, 018 y 075 en la cobertura de vacunas preventivas contra ExPEC
dada su significativa prevalencia y el elevado niumero de genes de virulencia que

poseen.
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6. Anexos

Anexo I: Preparacion del stock A y B de los primers

Preparacion de los primers a concentracion de almacenamiento (Stock A 200 uM)

Trabajamos con un stock a 200uM para el almacenamiento de los primers. Para
su preparacién, se consideran los nmoles indicados por la casa comercial en el
“Certificado de andlisis” o en la etiqueta del tubo de cada primer recibido. Realizamos
el siguiente cdlculo para conocer el volumen de tampdn de reconstitucion 1mM Tris-

HCI/0,01 mM EDTA (pH8) que se debe afiadir para hidratar los primers a la concentracion

deseada:
nmoles
200 uM = —
i _ .. nmoles
uL de tampoén a anadir = 200 M x 1000

Se debe tener en cuenta que, previo a la hidratacidn, se centrifuga los primers
recibidos a 2000 rpm durante 1 minuto. Una vez reconstituidos, se homogeneiza bien el

preparado haciendo uso del vortex.

Preparacion de los primers a concentracion de trabajo (Stock B 20 uM)

A partir de la solucién Stock A (200uM), preparamos un volumen final de 300uL a
concentracion 20uM utilizando para diluir tampdn de reconstitucion. Esta serd la
solucidén Stock B de trabajo. Realizamos el siguiente calculo para conocer el volumen de

Stock A que se necesita:
20 uM x 300 pL = 200 pM x V;
V; = 30 pL del Stock A + 270 pL tampén

Anexo II. Cepas de referencia para las PCRs

Cadigo de la cepa
FV17090 (CV15A)
Cv15D
Cepas de referencia para la PCR de deteccidn de genes de FV17132

virulencia ExPEC FV17133
FV17134
FV17159
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Anexos

Cadigo de la cepa

V14067
Cepas de referencia para la PCR para la identificacion de Fv14087
grupos filogenéticos 0157.807
0157.1103
Cepas de referencia para la PCR para la identificacion del FV19459
grupo filogenético C FV19460
C80
Cepas de referencia para la PCR a punto para la deteccion A22

de ST1193

Pertenecientes al clon
B2-CH14-64-ST-1193
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