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RESUMEN, RESUMO, ABSTRACT

En los ultimos afios se ha observado un aumento de bacteriemias causadas por E. coli patégenos
extraintestinales (ExPEC), E. coli uropatogénicos (UPEC) y E. coli patégenos aviares (APEC). Entre los serogrupos
mas prevalentes a nivel global se encuentran los serogrupos 01 y O2. Nuestro objetivo es caracterizar las cepas
pertenecientes a estos serogrupos, buscando entender las razones de su éxito. Determinar las caracteristicas de
estas cepas es vital para disefiar vacunas adaptadas a la epidemiologia actual de nuestra area sanitaria.

Para el estudio y caracterizacion de las 53 cepas de E. coli causantes de bacteriemias en un hospital lucense
(HULA) durante los afios 2020 a 2022 utilizamos métodos fenotipicos (serotipado, determinaciéon de CMis) y
moleculares. Determinamos serotipos, grupos filogenéticos y genes de virulencia para establecer los estatus
EXPEC, UPEC y APEC.

La coleccion incluye 20 cepas 01, 33 02, de las cuales solo 6 resultaron ser multirresistentes (MDR). La
caracterizacion molecular muestra que el grupo filogenético mas abundante es el B2 (42 cepas). Las cepas del
presente estudio mostraron una amplia coleccidn de factores de virulencia. En base a sus genes de virulencia,
46 cepas se calificaron como EXPEC, 48 UPEC y 31 APEC. Ademas, se detectaron 24 aislados pertenecientes a la
secuencia tipo 95.

Los resultados confirman que un porcentaje significativo de cepas causantes de septicemias en la poblacidon
lucense son positivas para EXPEC, UPEC y APEC. Asimismo, se reafirma la idea de que el éxito de los serogrupos
01y 02 no se debe a su resistencia a los antibidticos si no al elevado nimero de factores de virulencia.

Palabras clave: Escherichia coli, E.coli, EXPEC, APEC, UPEC, ST95, factores de virulencia, serogrupo.

Nos ultimos anos observouse un aumento de bacteriemias causadas por E. coli patoxenos extraintestinales
(EXPEC), E. coli uropatoxénicos (UPEC) e E. coli patéxenos aviarios (APEC). Entre os serogrupos mais
prevalecentes a nivel global atdépanse os serogrupos O1 e 02. O noso obxectivo é caracterizar as cepas
pertencentes a estes serogrupos, buscando entender as razéns do seu éxito. Determinar as caracteristicas destas
cepas é vital para desefiar vacinas adaptadas 4 epidemioloxia actual da nosa area sanitaria.

Para o estudo e caracterizacion das 53 cepas de E. coli causantes de bacteriemias nun hospital lucense (HULA)
durante os anos 2020 a 2022 utilizamos métodos fenotipicos (serotipado, determinacion de CMils) e
moleculares. Determinamos serotipos, grupos filogenéticos e xenes de virulencia para establecer os status
ExXPEC, UPEC e APEC.

A coleccion inclie 20 cepas 01, 33 02, das cales sé 6 resultaron ser multirresistentes (MDR). A caracterizacion
molecular mostra que o grupo filogenético mdis abundante é o B2 (42 cepas). As cepas do presente estudo
mostraron unha ampla coleccidn de factores de virulencia. En base aos seus xenes de virulencia, 46 cepas
cualificdronse como ExPEC, 48 UPEC e 31 APEC. Ademais, detectaronse 24 illados pertencentes a secuencia tipo
95.

Os resultados confirman que unha porcentaxe significativa de cepas causantes de septicemias na poboacién
lucense son positivas para ExPEC, UPEC e APEC. Asi mesmo, reafirmase a idea de que o éxito dos serogrupos O1
e 02 non se debe & sua resistencia aos antibidticos se non ao elevado numero de factores de virulencia.
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Palabras chave: Escherichia coli, E.coli, EXPEC, APEC, UPEC, ST95, factores de virulencia, serogrupo.

Recent years have seen an increase in bacteraemias caused by extraintestinal pathogenic E. coli (EXPEC),
uropathogenic E. coli (UPEC) and avian pathogenic E. coli (APEC). Among the most prevalent serogroups globally
are serogroups O1 and 02. Our objective is to characterise strains belonging to these serogroups, seeking to
understand the reasons for their success. Determining the characteristics of these strains is vital to design
vaccines adapted to the current epidemiology of our health area.

For the study and characterisation of the 53 E. coli strains causing bacteraemia in a hospital in Lugo (HULA)
during the years 2020 to 2022, we used phenotypic (serotyping, determination of MICs) and molecular methods.
We determine serotypes, phylogenetic groups and virulence genes to establish EXPEC, UPEC and APEC status.

The collection includes 20 01, 33 02 strains, of which only 6 were found to be multidrug resistant (MDR).
Molecular characterisation shows that the most abundant phylogenetic group is B2 (42 strains). The strains in
the present study showed a broad collection of virulence factors. Based on their virulence genes, 46 strains were
qualified as EXPEC, 48 UPEC and 31 APEC. In addition, 24 isolates belonging to sequence type 95 were detected.

The results confirm that a significant percentage of strains causing septicaemia in the population of Lugo are
positive for EXPEC, UPEC and APEC. Likewise, it reaffirms the idea that the success of serogroups O1 and 02 is
not due to their resistance to antibiotics but to the high number of virulence factors .

Key words: : Escherichia coli, E.coli, EXPEC, APEC, UPEC, ST95, virulence factors, serogroup.
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INTRODUCCION

En 1884 tras su aislamiento e identificacion como el agente causante de la diarrea infantil (Friedmann 2014) de
neonatos lactantes, Theodor Escherich denomind a esta bacteria Bacterium coli commune. Originalmente era
considerada Bacillus, no fue rebautizada hasta 1919 como Escherichia coli en honor a su descubridor. Ya en 1958
fue reconocida oficialmente, estableciendo asi Escherichia como género y E. coli como primera
especie(“Etymologia: Escherichia coli,” 2015). Irénicamente, la secuenciacion del genoma de la cepa original del
laboratorio del Dr. Escherich revelé que la bacteria aislada se trataba de un miembro de la microbiota intestinal
normal (Méric et al., 2016)

Desde su descubrimiento E. coli ha sido estudiada exhaustivamente desde el punto de vista molecular,
serolégico y bioquimico. A dia de hoy es considerado uno de los sistemas modelos fundamentales en
microbiologia siendo la especie tipo mejor caracterizada y representativa del género Escherichia (Yu et al., 2021)

Escherichia coli, es una bacteria anaerobia facultativa Gram negativa no esporulante que pertenece a la familia
Enterobacteriaceae.

E. coli forma parte de la microbiota normal de mamiferos, aves y reptiles sanos (Gordon & Cowling, 2003). En
el intestino, es necesaria, junto con otras bacterias, para el correcto funcionamiento del proceso digestivo.
Participa en diferentes funciones fisioldgicas beneficiosas para su hospedador, tales como la absorcién de
nutrientes, la sintesis de las vitaminas K y B, el procesamiento de los residuos alimenticios y la estimulacién de
la respuesta inmune en el hospedador. Ademads, ejerce una inhibicion competitiva sobre el crecimiento de
enteropatégenos (Kruis et al., 2004).

E. coli es la especie predominante de la microbiota aerobia y anaerobia facultativa del tubo digestivo de la
mayoria de los animales de sangre caliente y estd presente en mas del 90% de todos los seres humanos
(Tenaillon et al., 2010).Asimismo, se utilizan aislados particulares de E. coli como tratamiento probidtico para
ciertos desequilibrios intestinales.

Ademas de su inofensiva y beneficiosa existencia como comensal intestinal, E. coli es responsable de un nimero
importante de enfermedades que afectan a todos los grupos de edad en humanos y animales (Martinez-Medina
et al., 2009). Entre las bacterias resistentes, E. coli es el patégeno bacteriano Gram negativo mas comun. Por
ello, poder distinguir los diferentes tipos de cepas mas alld de la especie es esencial y util en multiples
circunstancias(Flament Simon, 2021).

5.2.1 E. COLI PATOGENO

Los diversos linajes patdgenos se clasifican en dos grandes categorias: E. coli patdgenas intestinales (InPEC) y E.
coli patdgenas extraintestinales (ExPEC).

Las cepas InPEC son el agente causante de infecciones intestinales como la diarrea infantil y la diarrea del viajero,
sindrome urémico hemolitico, colitis hemorragica e incluso la enfermedad inflamatoria intestinal Crohn (Barnich
& Darfeuille-Michaud, 2007; Gémez-Duarte, 2014; Scaletsky et al., 2002).

Por su parte, las cepas ExPEC son de los principales agentes etioldgicos responsables de infecciones
extraintestinales como septicemias, bacteriemias, meningitis neonatal, infecciones del tracto urinario y



INTRODUCCION

colibacilosis también en aves. Existen cuatro patotipos extensamente estudiados: E. coli uropatégeno (UPEC), E.
coli septicémico o bacteriémico (SEPEC o SEC), E. coli asociado con meningitis neonatal (NMEC) y E. coli patégeno
aviar (APEC) (Bidet et al., 2007; Dale & Woodford, 2015; J. R. Johnson, Gajewski, et al., 2003; Smith et al., 2007).

Las infecciones urinarias son causadas por una amplia gama de patdgenos, incluidas bacterias Gram negativas y
Gram positivas, asi como hongos. Segun la epidemiologia de las ITU (Flores-Mireles et al., 2015; Hannan et al.,
2012a) la E. coli uropatdgena (UPEC) es el principal agente estioldgico de las ITU y representa aproximadamente
el 75% de los casos de ITU no complicadas (Flores-Mireles et al., 2015).

Se estima que cada afio en el mundo tienen lugar unos 130-175 millones de infecciones del tracto urinario (ITUs)
en seres humanos y, un 80% de las mismas son causadas por cepas UPEC (Russo & Johnson, 2003).
Desafortunadamente, las ITU pueden y a menudo resultan en patologias mas complicadas que incluyen
recurrencia frecuente y progresion a pielonefritis y bacteriemia(Kaper et al., 2004; Wiles et al., 2008). E. coli
también es la causa mas frecuente de sepsis y responsable del 30% de los casos de meningitis neonatal, una
enfermedad con una tasa de mortalidad del 20 % al 60 % (Bundy et al., 2023; Ku et al., 2015). Ademas, las
infecciones causadas por ExPEC han aumentado notablemente en las Gltimas dos décadas (Poolman &
Anderson, 2018; Rhee et al., 2020).

Aparte de la clasificacion en distintos patotipos, las cepas individuales de E. coli pueden clasificarse mediante
diversas técnicas moleculares y no moleculares(Flament Simon, 2021). La aplicacién de metodologias
moleculares ha permitido un andlisis mas detallado de los linajes (Beghain et al., 2018; Clermont et al., 2011).

En un inicio, se clasificaba E. coli por el conjunto de caracteristicas bioquimicas y fisioldgicas, lo que se conoce
como biotipo. El biotipado consiste en un conjunto de pruebas bioquimicas como la capacidad de fermentar o
no ciertos carbohidratos. Desgraciadamente este método no permite diferenciar las cepas patdgenas de las
inocuas por su bajo nivel discriminatorio(Dahbi Zbiti, 2015).

5.3.1 SEROTIPADO

El serotipado fue el primer método de tipificacion disponible para delinear las variantes dentro de E. coli (Orskov
et al., 1977)ya que estos biomarcadores suelen asociarse con patotipos especificos(Kaper et al., 2004).

Los serotipos se determinan mediante la identificacidon de tres tipos de antigenos: somaticos (O), capsulares (K)
y flagelares (H). La especificacion de los antigenos O y H se llevan a cabo mediante técnicas de aglutinacion
mientras que, la determinacién del antigeno K se realiza por contrainmunoelectroforesis, técnica
considerablemente mds complicada. Por su complejidad, la determinacién del antigeno K no suele hacerse de
forma rutinaria, convirtiéndose asi en un gold standar la determinacion de los serogrupos O y H (F. Orskov &
Orskov, 2011a).Hasta la fecha se han descrito miles de combinaciones diferentes (O:H).

El antigeno O es un polisacarido termoestable que forma parte del lipopolisacérido (LPS) de la membrana
externa de la pared celular. La cadena lateral de este lipopolisacarido contiene un gran nimero de unidades
repetitivas cuya combinaciéon determina la diversidad del antigeno O. La biosintesis del antigeno O estd
codificada por un clister denominado cluster de genes del antigeno O (0-AGC) (Fratamico et al., 2016; Stenutz
et al., 2006). Estos genes estan bastante conservados entre las cepas E. coli y son muy especificos de cada
antigeno.

El antigeno K es el polisacarido capsular que envuelve la pared celular y su presencia puede enmascarar y
bloquear el reconocimiento del antigeno O impidiendo su aglutinacidn. Por lo que las muestras requieren ser
tratadas para dejar al descubierto el antigeno O.
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Ambos antigenos son considerados potentes factores de virulencia de los cuales hablaremos en mayor
profundidad en dicho apartado.

Los flagelos son unos filamentos proteicos que confieren a E. coli la habilidad de moverse. La diversidad del
antigeno H viene dada por los distintos tipos de flagelina que componen la estructura del flagelo. El antigeno H,
en la gran mayoria de casos, esta codificado por el gen fliC (Fratamico et al., 2016; Machado et al., 2000; L. Wang
et al., 2003).

Actualmente, el serotipado puede realizarse mediante métodos fenotipicos convencionales, asi como mediante
métodos moleculares. Entre las técnicas genotipicas tenemos la determinacion basada en PCR o in silico
mediante WGS (Joensen et al., 2015).

La determinacién fenotipica de los antigenos de E. coli presenta varios inconvenientes. Por una parte, existen
cepas no tipables bien porque sus antigenos O/H no se expresan in vitro o porque se autoaglutinan durante el
proceso. Por otro lado, este método requiere un gran numero de antisueros especificos disponibles en un
reducido grupo de laboratorios nacionales de referencia y cuya calidad puede variar, mostrando reactividad
cruzada con diferentes serogrupos. Ademas, el serotipado tradicional es una técnica relativamente costosa y
laboriosa. Por estas razones, es probable que el serotipado in silico sustituya al serotipado tradicional en un
futuro (Fratamico et al., 2016)

No obstante, para el desarrollo de vacunas es necesario comprobar por técnicas fenotipicas que las cepas
vacunales expresan bien los antigenos y comprobar también que inducen una buena respuesta inmune
provocando la formaciéon de anticuerpos capaces de reaccionar y aglutinar las bacterias, y neutralizar su accién
patogénica (Moriel et al., 2016). En este sentido, la determinacién fenotipica de antigenos de E. coli proporciona
informacién relevante que no puede ser obtenida mediante métodos genotipicos.

El serotipado, junto con la determinacién de los factores de virulencia, ha permitido identificar los principales
seropatotipos responsables de las infecciones en seres humanos y animales (Dahbi Zbiti, 2015).

5.3.2 FILOTIPADO

Escherichia coli presenta una amplia subestructura filogenética. Gracias a los avances técnicos, a lo largo de los
afios se ha ido perfeccionando nuestra comprensién de este fendmeno. En la actualidad hay ocho filogrupos
reconocidos de E. coli, con siete pertenecientes a E. coli sensu stricto (A, B1, B2, C, D, E, F) y uno correspondiente
al clado | de Escherichia (Clermont et al., 2013a)

Los filogrupos B2, F y D, que divergieron mds antiguamente, abarcan la mayoria de las cepas patdégenas
extraintestinales, mientras que las cepas responsables de patologias intestinales pertenecen en su mayoria a los
filogrupos que divergieron mas recientemente (Escobar-Paramo et al., 2004; Picard et al., 1999). Esto apunta al
papel del fondo genético en la virulencia y justifica la necesidad de disponer de un método fiable y sencillo para
asignar los aislados a un filogrupo(Clermont et al., 2019).

Clermont et al. (2013b) desarrollaron una PCR por la cual se determina un genotipo cuadruplex correspondiente
a la presencia/ausencia de cuatro marcadores de ADN (arpA, chuA, yjaA, TspE4.C2). A continuacidn, basandose
en el genotipo cuadruplex obtenido, se asigna inmediatamente un aislado a un filogrupo o si se requiere, se lleva
a cabo amplificaciones especificas de alelos para ciertos aislados. Este método permite la rapida identificacion
de los siete filogrupos de E. coli y ha aportado mas pruebas de que las cepas de los distintos filogrupos difieren
en sus caracteristicas fenotipicas y genotipicas, su nicho ecoldgico, sus rasgos vitales y su capacidad para causar
distintos tipos de infecciones (Clermont et al., 2000a).
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A pesar de sus ventajas sobre el anterior método usado, la PCR triplex, el método cuddruplex aun no logra
asignar correctamente una pequefia fraccion de cepas a un filogrupo. Estas cepas no asignables son simplemente
extremadamente raras 0, mas probablemente, son el resultado de eventos de recombinacion a gran escala en
los que el donante y el receptor se originaron a partir de dos filogrupos diferentes. Otra prueba mas de que el
contenido genético de E. coli es altamente variable, principalmente por la frecuente ganancia y pérdida de genes
(Nogueira et al., 2009)

5.3.3 SECUENCIA TIPO

El serotipado de las cepas puede considerarse como la primera técnica de comparacién de cepas asociadas con
brotes que permitio realizar una primera aproximacién al estudio de la clonalidad. No obstante, el serotipado
no siempre se correlaciona con un origen evolutivo comun o vinculado, ya que cepas genéticamente separadas
pueden presentar el mismo serotipo mientras que otras genéticamente préximas pueden tener serotipos
diferentes (Dahbi Zbiti, 2015).

Gracias al desarrollo de las modernas técnicas de biologia molecular, como la tipificacion de secuencias
multilocus MLST y a la naturaleza conservada del nucleo del genoma en E. coli, es posible establecer distancias
taxondmicas entre cepas basidndose en la comparacién de genes cromosdmicos altamente conservados
denominados genes housekeeping (Chaudhuri & Henderson, 2012). La secuencia tipo (ST) describe la
variabilidad de la cepa basandose en la informacién de la secuencia de un grupo de genes constitutivos,
utilizando los esquemas de la Universidad de Warwick(Wirth et al., 2006) o del Instituto Pasteur (Jaureguy et
al., 2008).

En los esquemas MLST, se asigna un nimero arbitrario a cada secuencia de loci Unica (siete loci en el esquema
de la Universidad de Warwick y ocho loci en el esquema de los Institutos Pasteur). Permitiendo clasificar a las
cepas en distintas secuencias tipo (STs) que se definen como aislados con perfiles alélicos idénticos (Maiden et
al., 1998).

Recientemente se ha incorporado el esquema CH que permite predecir el perfil basado en MLST con una
precision de hasta el 95% (Weissman et al., 2012) mediante la determinacién de las secuencias nucleotidicas de
los alelos fumC'y fimH. La asignacion de clonotipos funciona como una prueba de deteccién rapida no pudiendo
desplazar al MLST tradicional para estudios filogenéticos mas detallados (Dale & Woodford, 2015).

5.3.3.1 ST95

Aunque los aislados EXPEC en humanos incluyen diversas cepas pertenecientes a cientos de secuencias tipo
diferentes, predominan especialmente las cepas de los siguientes cuatro STs: ST69, ST73, ST95 y ST131(Riley,
2014a;Ben Zakour et al., 2016; Stoesser et al., 2016).

El linaje EXPEC ST95 es una de las principales causas de ITUs y septicemias en todo el mundo (Bonacorsi et al.,
2003). Ademas, es una causa importante de meningitis bacteriana, particularmente en recién nacidos (Bonacorsi
et al., 2003; Peigne et al., 2009). Pese a ser uno de los linajes mas comunes y extendidos globalmente rara vez
muestra resistencias a los antimicrobianos de mayor importancia clinica. Por lo tanto, sus rasgos de resistencia
no son la explicacion de su dominio mundial (Stephens et al., 2017). Diversos estudios atribuyen a este linaje
cosmopolita un promedio del 17% de las infecciones extraintestinales en humanos causadas por E. coli (Dias et
al., 2009; S. Wang et al., 2016).

ST95 posee los medios suficientes para propagarse a través de alimentos y/o agua ya que a menudo se encuentra
como comensal en heces en diversos huéspedes (Massella et al., 2020; Moran & Hall, 2018). Cada vez son mas
los estudios sobre la posible asociacion de linajes ST95 avicolas con cepas humanas. (Jgrgensen et al., 2019).
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El complejo clonal ST95 incluye una gran diversidad genética entre sus integrantes, por lo que la comunidad
cientifica ha subdividido a las cepas pertenecientes a este complejo en cinco subgrupos (A, B, C, D y E)
atendiendo a sus caracteristicas genéticas (Gordon et al., 2017a). En concreto, se observa una distribucion de
las cepas en base a sus serogrupos y secuencias del alelo fimH, este gen esta presente en la gran mayoria de
cepas de E. coliy su determinacién forma parte de la determinacion de los clonotipos de E.coli junto con el alelo
fumC. La distribucidon de estos cinco subgrupos dentro del complejo clonal ST95 se ha visto que varia
geograficamente, temporalmente, con la fuente de aislamiento de la cepa (por ejemplo, fecal versus
extraintestinal) y el sexo del huésped (para aislados humanos) (Gordon et al., 2017a).

El genoma de E. coli puede dividirse en dos partes. Por un lado, el genoma central o core genome con genes
comunes que provienen de un mismo ancestro y que principalmente codifican para proteinas esenciales en las
funciones fisioldgicas y metabdlicas de la bacteria (Leimbach et al., 2013; Rasko et al., 2008). Por otro lado, el
genoma accesorio o flexible genome contiene genes presentes en algunos, pero no todos los miembros de la
especie (Dahbi Zbiti, 2015). Debido a la gran capacidad para aceptar nuevo material genético (en forma de
plasmidos, integrones, transposones, fagos y otros elementos maviles), al gran tamafio de la poblacion global
de E. coli, a su amplia gama de nichos ecoldgicos (Juhas et al., 2009) y a su necesidad de competir con otras
especies bacterianas(Geurtsen et al., 2022) este componente accesorio es muy extenso y se caracteriza por ser
infinitamente abierto. El nimero y familias de genes que conforman el genoma accesorio de E.coli sigue
aumentando a medida que se secuencian mas aislados (Rouli et al., 2015).

El genoma accesorio abierto infinito de E. coli contiene una gran proporcion de los determinantes de sus
capacidades patdgenas. Entre ellos se encuentran genes que confieren resistencia a los antibidticos, factores de
virulencia y probablemente la mayoria de los elementos genéticos que pueden determinar las preferencias del
huésped de la bacteria(Geurtsen et al., 2022). Ademas, se ha demostrado que las regiones reguladoras de los
genes centrales estan influenciadas por el contenido de genes accesorios lo que permiten el mantenimiento de
rasgos adquiridos como la resistencia a los antimicrobianos(McNally et al., 2016).

5.4.1 TEORIAS

El arsenal de factores de virulencia de la bacteria es clave para su patogenicidad y supervivencia en el huésped.
Sin embargo, clones cercanos de aislados patégenos muy infecciosos pueden vivir como comensales intestinales
inofensivos, incluso el sistema digestivo puede actuar como reservorio de ciertas cepas patdgenas, siendo en él
inocuas. Hoy en dia aun no se comprende del todo qué dictamina que un aislado de la especie bacteriana mas
investigada del planeta sea patégeno (Dobrindt, 2005; Grozdanov et al., 2004; Tenaillon et al., 2010b).

Existen tres teorias de causalidad de la enfermedad para los aislados de EXPEC. En primer lugar, la teoria de la
prevalencia sugiere que la mayoria de las infecciones del tracto urinario (ITU) son infecciones oportunistas
causadas por bacterias que predominan en la flora intestinal normal. En segundo lugar, la hipdtesis de especial
patogenicidad propuso que una cepa para ser patdgena requiere de ciertos rasgos virulentos y representar un
subconjunto distintivo de la poblacion fecal de E. coli (J. R. Johnson, Kaster, et al., 2003; J. R. Johnson, Scheutz,
et al., 2005b, 2005a; Nielsen et al., 2014; Thompson et al., 2011; Whittam et al., 1989). Ninguna de las dos es
mutuamente excluyente y tampoco ninguna es realmente adecuada (Manges et al., 2019). En tercer lugar, la
hipdtesis de la evolucion coincidente pone sobre la mesa que una E. coli comensal se puede convertir en
patdgena a través de la seleccion de funciones de factores de virulencia (FV) que estan mas relacionadas con la
supervivencia de la bacteria que con su contribucion directa a la patogénesis (Dobrindt, 2005; Grozdanov et al.,
2004; Tenaillon et al., 2010b). Paraddjicamente, ciertos datos sugieren que la virulencia puede ser un producto
del comensalismo, ya que se ha demostrado que una fraccion considerable de los genes asociados a la virulencia
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en ExXPEC también estan presentes en muchos aislados de E. coli comensales, que aumentan su adaptabilidad y
competitividad (Duprilot et al., 2019; Le Gall et al., 2007; Nowrouzian et al., 2001, 2003).

5.4.2 FACTORES DE VIRULENCIA Y SUPERVIVENVICIA

En EXPEC se ha descrito una amplia variedad de factores de virulencia (FV) que contribuyen conjuntamente a
potenciar su patogenicidad. La cantidad y el tipo de factores de virulencia se correlacionan poco con la patologia.
Algunos factores de virulencia se encuentran en varios o todos los patotipos capaces de causar infecciones
extraintestinales, mientras que otros parecen especificos de solo uno de estos patotipos (Dale & Woodford,
2015). La virulencia de E. coli es multifactorial ya que ningun factor de virulencia es suficiente por si solo para
causar la enfermedad (Conover et al., 2016; Hannan et al., 2012b; Lane et al., 2007; Sarkar et al., 2014). Ademas,
parece haber un vinculo genético entre ciertos FV ya que suelen aparecer juntos entre los aislados clinicos (Dahbi
Zbiti, 2015; J. R. Johnson, Stell, et al., 2000; Kanamaru et al., 2003)

Actualmente se acepta que una cepa posee el estatus EXPEC cuando al menos posee dos de los siguientes genes
asociados con infecciones extraintestinales: pap, sfa/foc, afa/dra, iutA y KosMTIl (J. R. Johnson, Gajewski, 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 infeccion extraintestinal (Dahbi Zbiti, 2015).

Asi pues, aunque no se puede establecer una relacion entre alguin factor de virulencia extraintestinal concreto y
una patologia especifica, son marcadores utiles y potenciales predictores clinicos.

Los FV pueden agruparse por categorias funcionales, incluidas las relacionadas con la adherencia y la
colonizacién, la flexibilidad nutricional y metabdlica, la produccion de toxinas y la evasidon del sistema
inmunitario del huésped y la persistencia.

5.4.2.1 ADHESINAS

Las fimbrias son apéndices filamentosos formados por subunidades de proteinas que estan anclados en la
membrana externa de las bacterias gramnegativas. Sirven como soporte de las adhesinas, encargadas de
reconocer a su receptor en la célula hospedadora. Las adhesinas generalmente son proteinas con afinidad por
los azucares de las membranas facilitando asi la unidn a estas. Las cepas EXPEC poseen genes que codifican para
varias clases de adhesinas, como las fimbrias tipo 1, tipo P, S y Afa/Dr (Schilling et al., 2001; Smithson Amat et
al., 2009).

La fimbria tipo 1 se encuentra en el 99% de las cepas ExPEC(Vigil, Alteri, et al., 2011) y estd implicada en la
adherencia e invasion de las células de la vejiga (Martinez et al., 2000; Schilling et al., 2001). No obstante, esta
adhesina también esta presente en la gran mayoria de las cepas comensales.

La fimbria tipo P (fimbria Pap) esta presente en la mayor parte de cepas aisladas de pielonefritis y urosepsis
(septicemias de origen urinario). Permite a la bacteria fijarse a los receptores celulares y colonizar el epitelio
urinario evitando ser arrastradas por la orina (Vigil, Stapleton, et al., 2011).

La fimbria tipo S es morfolégicamente semejante a las fimbrias tipo 1 y fimbrias P, también participa en el
proceso de adhesion bacteriana a las superficies epiteliales y, al igual que las anteriores, esta asociada a cepas
causantes de septicemias y meningitis. Muchas cepas uropatogénicas y septicémicas expresan las fimbrias Py S
al mismo tiempo (M. Blanco et al., 1997; Spurbeck et al., 2011).

Las adhesinas afa/ Dra se asocian a cepas causantes de ITUs y septicemias, participan en la evasién del sistema
inmune facilitado la invasion de las células epiteliales (Fang et al., 2004). Estudios epidemioldgicos indican que
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una parte significativa de ITUs son causadas por cepas UPEC que expresan la adhesina Dr. También se ha
relacionado a esta adhesina Dr con la persistencia bacteriana dentro del tracto urinario(Goluszko et al., 1997;
Mulvey, 2002; Nowicki et al., 2001).

La adhesina FimH se localiza en la punta de la fimbria tipo 1. Media la internalizacién de las bacterias E. coli en
las células hospedadoras. La integrina, proteina de membrana, actia como receptor para esta adhesina. La
manipulacidn de estas integrinas, y la posterior cascada de sefializaciones, es un mecanismo comun por el cual
los patégenos consiguen entrar en las células hospedadoras (Lodish et al., n.d.; Wiles et al., 2008).

Existe una jerarquia de expresion de estas fimbrias durante el proceso de invasidén. Este tipo de regulacion
jerdrquica puede ser esencial para la eficacia del patédgeno ya que asegura que solo las fimbrias necesarias se
expresen en el momento dado y asi limitar la exposicion de los antigenos al sistema inmune, eludiendo de forma
mas eficaz la respuesta de los anticuerpos del hospedador (Lindberg et al., 2008).

Existen mas adhesinas en el genoma de las cepas EXPEC. Asimismo, proteinas como la tsh (del inglés
“temperature sensitive hemaglutinin”) desempafian funciones similares participando en la adhesion de las
primeras fases de infeccion(Dahbi Zbiti, 2015).

Ademas del importante papel de estas adhesinas, los flagelos juegan un papel muy importante en la colonizacion
del tacto urinario. Sin movilidad, las bacterias tienen menos acceso a los tejidos diana para iniciar la adherencia
y dar asi comienzo a la infeccion (Dahbi Zbiti, 2015).

Una vez internalizada, UPEC (del inglés “Uropathogenic Escherichia coli”) puede permanecer inactiva dentro de
unos compartimentos similares al endosoma tardio. Esto permite a los microorganismos sobrevivir en
condiciones ambientales adversas como los efectos del sistema inmune y los antibidticos. La liberacién posterior
de UPEC dentro del citosol de la célula hospedadora estimula el rdpido crecimiento de la bacteria y la formacion
de comunidades intracelulares lo que les permite causar infecciones recurrentes del tracto urinario (Mulvey,
2002; Wiles et al., 2008).

5.4.2.2 TOXINAS

Las toxinas son factores de patogenicidad muy importantes en las infecciones tanto intestinales como
extraintestinales. Gracias a su accion de destruccion de células del hospedador, la bacteria puede progresar en
su diseminacidn por los tejidos y adquirir nutrientes y otros factores necesarios durante la infeccidon (Flament
Simon, 2021).

La a-hemolisina (hly) es un citotoxina presente en muchas cepas causantes de infecciones del tracto urinario,
sepsis y otras infecciones extraintestinales. Esta proteina ejerce una actividad citolitica sobre distintos linajes
celulares. Provoca la aparicidn de poros hidrofilicos en las células del hospedador contribuyendo en el suministro
de hierro a la bacteria (Wiles et al., 2008). Las proteinas responsables de la sintesis y secrecion de la a-hemolisina
estan codificadas por el operdn hly, que esta formado por 4 genes (hlyA, hlyB, hlyCy hlyD)(J. Blanco et al., 1992;
Pons Ximénez et al., 2006).

5.4.2.3 SIDEROFOROS

Dentro de los siderdforos se engloban a distintas moléculas con una alta afinidad por el hierro. El hierro es un
compuesto esencial para el crecimiento y supervivencia de las bacterias convirtiéndose en uno de los factores
gue limitan su crecimiento en los tejidos corporales. Dentro del hospedador casi todo el hierro esta secuestrado
en hemoproteinas o proteinas quelantes implicadas en su transporte. Por tanto, los diferentes patégenos
bacterianos entre los que se encuentra E. coli han desarrollado sistemas para su captacidon que representan
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importantes factores de virulencia. La elevada afinidad de los sideréforos por este metal les permite competir
no solo por el hierro libre sino también arrebatarlo de fuentes de reserva del hospedador tales como la ferritina.
Tras captar el hierro del medio externo la bacteria debe internalizarlo(Balado Dacosta, 2009).

Las cepas ExPEC pueden sintetizar hasta cuatro sistemas de captacion de hierro: enterobactinas, salmoquelina,
aerobactina y yersiniabactina. La adquisicion de hierro mediate estos sistemas se componen de varias etapas
como la sintesis del sideréforo en el citoplasma, su secrecidn, la recepcion del complejo hierro-sideréforo por
receptores bacterianos como iutA, e internalizacion del complejo y finalmente liberacidon de hierro en el
citoplasma (Garénaux et al., 2011).

5.4.2.4 CAPSULA

La cdpsula a menudo constituye la capa mas externa de las cepas de E.coli por lo que suele intervenir en las
interacciones entre la bacteria y su entorno inmediato. Entre las funciones de los polisacaridos que constituyen
las capsulas bacterianas se encuentran la prevencion de la desecacidn, la adherencia y la resistencia al sistema
inmune tanto innato como adquirido. Los polisacaridos capsulares son increiblemente diversos ya que no solo
existen diferentes unidades de monosacaridos, sino también difieren en su forma de unién. En el caso de E. coli
se han descrito casi 80 variedades del antigeno K de acuerdo a sus propiedades seroldgicas, de los cuales una
pequefia fraccion estan asociados con infecciones invasivas (Roberts, 1996; Whitfield, 2006).

Los antigenos K de E. coli se divididen en 4 grupos (IA, IB, Il y Ill). Los grupos IA y IB se encuentran en aislados de
E. coli que causan infecciones intestinales (EPEC, ETEC y EHEC) y las capsulas de los grupos Il y Ill se encuentran
en cepas que causan infecciones extraintestinales. Estas capsulas contribuyen en la proteccién contra la
fagocitosis y la actividad bactericida del suero(Whitfield, 2006). Los genes que codifican para la capsula de los
grupos Il y Il son denominados kps (Mamani Huarani, 2015).

Otros componentes de la membrana externa también se han relacionado con la resistencia al suero en E. coli
incluyendo ciertas proteinas como Iss (del inglés “increased serum survival”) y TraT. La resistencia al suero
parece ser una caracteristica de virulencia de E. coli ampliamente propagada, se cree que la proteina Iss puede
ser un factor de virulencia importante y util en la discriminacidn entre cepas virulentas y avirulentas (Nolan et
al., 2003).

5.4.2.5 ANTIGENO O

La membrana externa de las bacterias gramnegativas estd formada por una bicapa lipidica asimétrica en la cual
la cara interna estd compuesta por fosfolipidos mientras que la cara externa estd compuesta en su mayor parte
por moléculas de lipopolisacaridos (LPS) (Funahara & Nikaido, 1980; Kita & Nikaido, 1973; Lliompart Vazquez,
2009).

Los LPS juegan un papel muy importante en la patogénesis de las infecciones bacterianas, asi como en la
interaccién con el hospedador y su sistema de defensa. Basicamente el LPS se compone de 3 partes: el lipido A,
el nucleo y la cadena O. La cadena O, es la regidn del LPS mas expuesta al medio externo, por lo que sus
caracteristicas son esenciales para la supervivencia de la bacteria en los diferentes ambientes. Presenta gran
variabilidad en cuanto a longitud y tipos de azlcar presentes, y contiene los determinantes antigénicos
responsables de la especificidad seroldgica del microorganismo (Llompart Vazquez, 2009). Desde su
descubrimiento, el LPS fue reconocido como una molécula con una potente accion endotoéxica, en la actualidad,
se le atribuye otras funciones entre las que se incluyen: mantenimiento y organizacidn de la membrana externa,
inhibicion de anticuerpos, variaciones antigénicas, activador del sistema inmune y mediacién en la adherencia a
las células y tejidos del hospedador(Harvill et al., 2000; Raetz & Whitfield, 2002; Romero et al., 2010).
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INTRODUCCION

Las cepas de E. coli patégenas extraintestinales (EXPEC) son responsables de la mayoria de las infecciones
extraintestinales a nivel mundial y aunque comprenden una gran variedad de linajes, tan solo un pequefio grupo
de clones son responsables de la mayoria de las infecciones. Estos clones de alto riesgo estan a su vez
representados por un numero limitado de serogrupos. La mayor parte de las cepas de E. coli causantes de ITU
y bacteriemias a nivel global pertenecen a los serogrupos 01, 02, 04, 06, 07, 016, 018 y O75 E. coli (Mamani
Huarani, 2015). Pese a que los mismos serogrupos O parece que predominan en todo el mundo, existen
diferencias entre las distintas regiones geograficas (J. Blanco et al., 1992). El hecho de que existan numerosos
serogrupos representados en las cepas de E. coli extraintestinales dificulta el disefio de una vacuna eficaz a nivel
mundial (Blum-Oehler et al., 1997; J. R. Johnson et al., 2009; Korhonen et al., 1985; @rskov & @rskov, 1985; Prats
et al., 2000; Van Den Bosch et al., 1982).

Con el fin de comprender con mayor profundidad la epidemiologia local de E. coli, el LREC ha realizado un
seguimiento epidemioldgico de los serogrupos causantes de bacteriemias a lo largo de los afios en el HULA en
una importantisima coleccion de cepas, en un primer estudio se analizaron un total de 3.260 cepas aisladas en
el periodo 1989-2011 y en un segundo estudio aun en desarrollo se busca contrastar cambios epidemiolégicos
transcurridos 9 afnos. Actualmente el LREC-USC cuenta con 348 cepas procedentes del periodo 2020-2022. En el
presente trabajo se han caracterizado 53 cepas pertenecientes a los serogrupos 01 (20 cepas) y 02 (33 cepas),
aisladas durante los afios 2020, 2021 y 2022 a partir de hemocultivos de pacientes del HULA de Lugo (Tabla 1).

Tabla 1. Serogrupos O mas frecuentes entre cepas de E. coli bacteriémicas aisladas de pacientes en el hospital Universitario
Lucus Augusti (HULA). Comparacién entre los periodos 2020-2022 (datos no publicados del LREC-USC) y 1989-2011
(periodo 1989-2011, Tesis doctoral Rosalia S. Mamani, USC, 2015).

Numero (%) de cepas E. coli

Serogrupos* Estudio Estudio p-valor
2020-2022 1989-2011
(n = 348) (n =3.260)

o1 20 (5,7) 214 (6,6)

02 34 (9,8) 270 (8,3)

o4 13 (3,7) 117 (3,6)

06 27 (7,8) 278 (8,5)

07 4(1,1) 37(1,1)

08 34 (9,8) 243 (7,5)

09 11(3,1) 120 (3,7)

015 14 (4,0) 137 (4,2)

018 7 (2,0) 129 (4,0)

025 34 (9,7) 220 (6,7) 0,047151

075 11 (3,2) 58(1,8)

083 5(1,4) 37 (1,1)

0101 14 (4,0) 70(2,1) 0.043394

0153 6(1,7) 37(1,1)

*Aparecen Unicamente los serogrupos O encontrados en ambos periodos con una prevalencia superior al 1,0 %
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

En los ultimos afios se ha observado un aumento de bacteriemias causadas por E. coli patdgenos
extraintestinales (ExPEC), E. coli uropatogénicos (UPEC) y E. coli patégenos aviares (APEC). Entre los serogrupos
mas prevalentes a nivel global se encuentran los serogrupos 01 y O2. Nuestro objetivo es caracterizar las cepas
pertenecientes a estos serogrupos, buscando entender las razones de su éxito. Determinar las caracteristicas de
estas cepas es vital para disefiar vacunas adaptadas a la epidemiologia actual de nuestra area sanitaria.
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MATERIALES Y METODOS

En todos los ensayos tanto fenotipicos como genotipicos empleamos cepas procedentes de hemocultivos de la
coleccion del Laboratorio de Referencia de Escherichia coli de la Universidade de Santiago de Compostela (LREC-
usC).

Todos los aislados se conservaron en las mismas condiciones siguiendo el protocolo LREC-USC, en agar nutritivo
con 0,75% (p/v) de agar a temperatura ambiente en tubos Vacutainer ™. Gracias a este medio conseguimos que
las cepas mantengan su viabilidad durante al menos 10 afios. Para preparar este medio mezclamos agar nutritivo
11,5 (g/1) (Applichem Panreac) y caldo nutritivo 4 (g/1) (Applichem-Panreac). Se distribuyen aproximadamente 3
ml del medio en los tubos estériles.

Las cepas seleccionadas para la realizacion de este Trabajo Fin de Grado (TFG) proceden de una seleccidn
realizada sobre 348 cepas obtenidas a través de un estudio en colaboracion realizado entre el HULA y el LREC-
USC. Se trata de cepas procedentes de infecciones extraintestinales causadas por E. coli, concretamente cepas
aisladas de hemocultivos (bacteriemias), donde un total de 54 cepas fueron identificadas como pertenecientes
a los serogrupos 01 y 02 (Tabla 1). Para el desarrollo de este TFG se seleccionaron aleatoriamente 53 de estas
cepas. Las 53 cepas analizadas fueron obtenidas en los afios 2020 (n=14), 2021 (n=31) y 2022 (n=8). En el HULA
se llevo a cabo el aislamiento, identificacidn y antibiograma de las cepas.

7.3.1 SEROTIPADO

El método empleado para la determinaciéon del antigeno O de los aislados esta basado en procedimiento
originalmente descrito por Van Den Bosch et al., (1982) y posteriormente modificado por Blanco et al., (1996).

Los antisueros se obtienen en el LREC-USC mediante la inmunizacién de conejos con cepas seleccionadas del
patdégeno y posteriormente adsorbidos para eliminar reacciones cruzadas, siendo capaces de reconocer las
variedades de la 01 a la 0185 con gran fiabilidad. Este método determina los antigenos O de E. coli mediante
aglutinacion positiva con los antisueros O (O1 a 0181) disponibles. Los antisueros de diagndstico utilizados se
produjeron y se dotaron monoespecificos en el LREC-USC. La especificidad se controlé mediante ensayos de
aglutinacion con cepas de referencia conocidas. Los tipos de antigenos 031, 047, 067, 072, 093,094y 0122 se
excluyeron de esta clasificacidn, ya que se demostrd que no son antigenos somaticos. El procedimiento de
serotipado LREC-USC incluye 174 antisueros O monovalentes agrupados en 25 antisueros polivalente para
simplificar el proceso.

Los antisueros se emplean en dos diluciones de ensayo 1/80, en su gran mayoria, o 1/40. Dicha diluciéon se
determina al ensayar cada antisuero una vez se ha completado el proceso de adsorcidn, frente a su cepa O
homdloga de referencia. Si el titulo es = 1/640 con la cepa control, la dilucidn de ensayo sera 1/80, mientras que
si es <1/640, la dilucién de ensayo es 1/40. Todas las diluciones se preparan con una solucidn salina estéril (NaCl
0,85%).
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MATERIALES Y METODOS

7.3.1.1 PREPARACION DE LAS SUSPENSIONES BACTERIANAS

Sembramos las cepas en medio agar Triptona-Soja (TSA) e incubamos (372C/ 24h). Rotulamos los nimeros de
referencia de las cepas en tubos de ensayo donde suspendemos las colonias obtenidas en 2 ml de solucidn salina
(0,85% NaCl). Lievamos a hervir los tubos con las soluciones (1002C/ 1h), de esta forma conseguimos destruir el
antigeno K desenmascarando asi el antigeno O. Tras enfriar, se afladen 2 ml de solucion salina formalinizada
(0,5%, v/v) con violeta de genciana (0,005%, p/v) en cada suspension. Las suspensiones permanecen viables
durante meses si se conservan bien cerradas a 4°C.

7.3.1.2 DETERMINACION DEL SEROGRUPO O

Para enfrentar los aislados a los antisueros empleamos placas de microtitulacion de poliestireno de 96 pocillos
(16 placas en total), facilitando la lectura de los resultados y necesitando la cantidad minima de antisuero.
Rotulamos en la parte superior de las placas de microtitulacién las letras de la A-Y correspondientes a los
antisueros polivalentes (combinacidén conocida de antisueros especificos frente a un antigeno O) y numeramos
las filas de la 1 a la 53 correspondiendo a cada una de nuestras cepas. Repartimos cantidades equivalentes del
antisuero y la bacteriana problema obteniendo un volumen final de 100 ul. Dejamos incubar las muestras 372C
durante 24h.

La interpretacidén de los resultados se realiza estudiando las reacciones de aglutinacidn. Si los anticuerpos
presenten en el antisuero reaccionan con los antigenos de la muestra se forma una red que evita que las
bacterias sedimenten (resultado positivo). Por el contrario, si ningiin anticuerpo presente en el antisuero
reacciona con la muestra, las bacterias tefiidas con el cristal violeta sedimentan dando lugar a un punto visible
en el fondo del pocillo (resultado negativo). Tras obtenerse las reacciones positivas con los antisueros
polivalentes, la suspension de antigeno O de la cepa debera enfrentarse con todos los antisueros monovalentes
incluidos en el polivalente correspondiente.

7.3.1.3 TITULACION SEROGRUPO O

La determinacion del antigeno O se completa con el proceso de confirmacion de titulacion. El titulo representa
la dilucion maxima del suero capaz de aglutinar a la cepa problema. Para lo cual enfrentaremos la cepa problema
a una dilucidn seriada del monovalente especifico y dejamos a incubar la placa de microtitulacion a 37°C/24h.
Transcurrido el tiempo, realizamos la lectura de los resultados por aglutinacién y determinamos los titulos.

7.3.2 ANTIBIOGRAMA

La determinacion de las concentraciones minimas inhibitoria (CMI) y susceptibilidad a los antimicrobianos fue
determinada en el Hospital Lucus Augusti (HULA) mediante el sistema MicroScan. Los resultados se
interpretaron siguiendo los estandares EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing)
que establece 3 categorias en funcion del grado de sensibilidad a un antibidtico para un microorganismo:
Resistente (R), Sensible (S) e Intermedia (1).

Se analizaron 10 clases de agentes antimicrobianos de gran interés clinico y epidemioldgico: penicilinas
(ampicilina, piperacilina), cefamicinas (cefoxitina), cefalosporinas de 32y 42 generacién (cefotaxima, ceftazidima
y cefepima), carbapenems (imipenem, meropenem, ertapenem) y monobactamicos (aztreonam),
betalactdmicos con inhibidores de B-lactamasas (amoxicilina-acido clavulanico y piperacilina-tazobactam),
aminoglucdsidos (gentamicina, tobramicina y amikacina), inhibidores de la via del folato (trimetoprima-
sulfametoxazol), quinolonas (acido nalidixico, levofloxacina y ciproflozacina) y tigeciclina. La designacién de
MDR (del inglés “Multidrug Resistant”) se definié como la resistencia a mas de tres clases de farmacos
antimicrobianos probados (Magiorakos et al., 2012). La produccion de ESBL (del inglés “Extended-spectrum
beta- lactamase”) se llevd a cabo mediante el test de sinergia (Jarlier et al., 1988).
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MATERIALES Y METODOS

7.4.1 EXTRACCION DE ADN

Para la extraccion del ADN, primero sembramos todas las cepas en medio agar TSA e incubamos (372C/ 24h).
Afiadimos en tubos eppendorf con 600 pl de agua destilada autoclavada aproximadamente 10 pM (utilizando
asas de inoculacidn estériles de 10 pu M) de cada cultivo puro. Llevamos a hervir las suspensiones a 1002C
durante 5 minutos. Luego, centrifugamos 2 min a 11.000 rpm. Por ultimo, retiramos el sobrenadante y
traspasamos a nuevos tubos eppendorf que congelamos para poder usar en las PCRs siguientes.

En todos los procedimientos se incluyen sistematicamente controles negativos y positivos (cepas de referencia
procedentes del LREC-USC, (ANEXO: CONTROLES POSITIVOS).

Con el fin de estandarizar nuestro protocolo de trabajo, se trabajaron con las siguientes condiciones:

7.4.1.1 MEZCLA DE REACCION

La mezcla de reaccidn se prepara para un volumen final de 25 pl por cada muestra y contiene:
El ADN extraido de la cepa problema (5 ul)
Cebadores (0,3- 1 pl)

Master Mix coloreado (NZYTaq 2x Green Master Mix) (12,5 pl)
Agua miliQy autoclavada hasta completar el volumen final de 25 pl.

7.4.1.2 AMPLIFICACION
Las mezclas fueron sometidas a:
Un ciclo de des naturalizacidn inicial (942C/ 3 min)
Seguido de 35 ciclos de 942C/ 1min (desnaturalizacidn), T2 de hibridacion del cebador 1 miny 722C/ 90

seg (polimerizacidn)
Un ciclo de polimerizacién final de 722C/ 3 min.

7.4.1.3 REVELADO DE RESULTADOS

La lectura de los fragmentos de ADN amplificados se realiz6 mediante electroforesis convencional en gel de
agarosa bajo luz UV [agarosa Seakem® LE al 1.5% en tampdn TAE 1X (Tris 1,6 M, acetato sddico 0,8 M, EDTA
0,025 M) con 6pl de marcador Green Safe Premium (Nzytech) por 200 ml.

Cargando en cada pocillo 7 ul de muestra. En todas las PCRs se incluyeron cepas para el control positivo y un
blanco. Las electroforesis se realizaron con fuentes y cubetas de Bio-Rad. El voltaje aplicado a los geles grandes
(200ml tampén TAE, 3 g agarosa, 6 pl Green safe) fue de 140V durante 20-30 min dependiendo del tamaiio del
amplificado. Los geles se leyeron en un transiluminador y analizados con el software Image Lab.

A continuacién, se muestran solo aquellas reacciones donde las condiciones de trabajo sean distintas.

7.4.2 GRUPO FILOGENETICO

La deteccidn de los genes se realizé mediante PCR convencional con un protocolo adaptado de (Clermont et al.,
2013a)
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MATERIALES Y METODOS

7.4.2.1 MEZCLA DE REACCION

Las mezclas de reaccidn se preparan para un volumen final de 25 ul que contienen:

ADN extraido del aislado correspondiente (5 ul)

Master mix (NZYTaq 2x Green Master Mix) (12,5 ul)

Cebadores (0,5- 1 pl)

Agua destilada autoclavada hasta completar el volumen final de 25 pl.

7.4.2.2 AMPLIFICACION

Las mezclas de reaccion para la PCR multiplex fueron sometidas a:

Un ciclo de desnaturalizacién inicial (942C/ 4 min)

Seguido de 30 ciclos de 942C/ 5 seg (desnaturalizacion), fase de hibridacién a 582C 20 seg y 722C/ 1min
(polimerizacion)

Un paso de extensidn final de 722C/ 5 min.

Las mezclas de reaccidn para las PCR de los grupos E y C fueron sometidas a:

Un ciclo de desnaturalizacion inicial (942C/ 3 min)

Seguido de 35 ciclos de 942C/ 1 min (desnaturalizacion), fase de hibridacién T2 de anillamiento de los
cebadores 1min y 722C/ 1min 30 seg (polimerizacién)

Un paso de extension final de 722C/ 3 min.

7.4.2.3 CEBADORES

Los cebadores usados en las pruebas de PCR, sus secuencias nucleotidicas y el tamafio del producto amplificado de pares de bases se
indican en las

Tabla 2, Tabla 3 y Tabla 4.

Tabla 2. Cebadores utilizados en la Multiplex de grupos filogenéticos

Nombre @ Primers [50ul] T2de Secuencia nucleotidica (5°- | Tamafo | Referencia
del gen annealing | 3') (pb)
chuA chuA.1b 0.5 ul ATGGTACCGGACGAACCAAC 288 (Clermont et
al., 2013a)
chuA.2 TGCCGCCAGTACCAAAGACA (Clermont et
al., 2000b)
yjaA yjaA.1b 0.5 ul 58 eC CAAACGTGAAGTGTCAGGAG | 211 (Clermont et
yjaA.2b AATGCGTTCCTCAACCTGTG al., 2013b)
TspE4C2 @ TspE4C2.1 1l CACTATTCGTAAGGTCATCC 152
b
TspE4C2.2 AGTTTATCGCTGCGGGTCGC
b
arpA AceK.f 1l AACGCTATTCGCCAGCTTGC 400
ArpAl.r TCTCCCCATACCGTACGCTA
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MATERIALES Y METODOS

Tabla 3. Cebadores utilizados en la clasificacién del grupo filogenético E.

Nombre | Primers [S0uM] | T2de Secuencia nucleotidica (5-3°) | Tamafio | Referencia
del gen anneling (pb)
arpA ArpAgpE.f | 0.5l 57 °C GATTCCATCTTGTCAAAATATGC | 301 (Lescat et al.,
C 2013)
ArpAgpE.r GAAAAGAAAAAGAATTCCCAAG
AG
trpA trpBA.f 0.3 ul CGGCGATAAAGACATCTTCAC 489 (Clermont et
trpBA.r GCAACGCGGCCTGGCGGAAG al., 2008)

Tabla 4. Cebadores utilizados en la clasificacién del grupo filogenético C.

Diana Primers [50uM] | T2 de Secuencia nucleotidica (5°-3°) | Tamafio | Referencia
anneling (pb)
trpAgpC | trpAgpC.1 | 0.5l 56 2C AGTTTTATGCCCAGTGCGAG 219 (Lescat et al.,
trpAgpC.2 TCTGCGCCGGTCACGCCC 2013)
trpA trpBA.f 0.1l CGGCGATAAAGACATCTTCAC 489 (Clermont et
trpBA.r GCAACGCGGCCTGGCGGAAG al., 2008)

La identificacion de los distintos grupos filogenéticos de E. coli se realizé por PCR siguiendo el método descrito
por Clermont et al., (2013a) (llustracién 1).
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llustracién 1. Esquema grupos filogenéticos E. coli.

7.4.3 GENES EXPEC

La deteccion de los genes de virulencia se realizé mediante PCR convencional y multiple, agrupando cebadores
con la misma temperatura de anillamiento.
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7.4.3.1 CEBADORES

MATERIALES Y METODOS

Los cebadores usados en las pruebas de PCR, sus secuencias nucleotidicas, el tamafio de producto amplificado,

asi como su temperatura de anillamiento se indican en la Tabla 5.

Diana

papC

hlyF

ompT

yfev

fyuA

vat

iroN

iss

papEF

tsh

iucD

iutA

sfa/foc
DE

afa/dra
BC
neuc-k1

kps M Il

hlyA

Tabla 5. Cebadores utilizados en la deteccidn de genes de virulencia de los aislados EXPEC.

Primer

Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
yfcV-F
yfcV-R
fyuA-F
fyuA-R
vat-F
vat-R
Ironec-f
Ironec-r
is-f

is-r

PapEF F
PapEF R

tsh03
tsh15
Aer f
Aerr
aer-851f
aer- 1152r

sfal
sfa 2
afal
afa2
neul
neu2
Kpsll
Kpsll r
hly f
hly r

Secuencia nucleotidica

(5°-3)
GTGGCAGTATGAGTAATGACCGTTA
ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA
TCGTTTAGGGTGCTTACCTTCAAC
TTTGGCGGTTTAGGCATTCC
ATCTAGCCGAAGAAGGAGGC
CCCGGGTCATAGTGTTCATC
ACATGGAGACCACGTTCACC
GTAATCTGGAATGTGGTCAGG
GTAAACAATCTTCCCGCTCGGCAT
TGACGATTAACGAACCGGAAGGGA
TCAGGACACGTTCAGGCATTCAGT
GGCCAGAACATTTGCTCCCTTGTT
AAGTCAAAGCAGGGGTTGCCCG
GACGCCGACATTAAGACGCAG
CAGCAACCCGAACCACTTGATG
AGCATTGCCAGAGCGGCAGAA

GCAACAGCAACGCTGGTTGCATCAT
AGAGAGAGCCACTCTTATACGGACA

GGTGGTGCACTGGAGTGG
AGTCCAGCGTGATAGTGG
TACCGGATTGTCATATGCAGACCGT
AATATCTTCCTCCAGTCCGGAGAAG
GGCTGGACATCATGGGAACTGG
CGTCGGGAACGGGTAGAATCG

CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC
CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCA
GCTGGGCAGCAAACTGATAACTCTC
CATCAAGCTGTTTGTTCGTCCGCCG
AGGTGAAAAGCCTGGTAGTGTG
GGTGGTACATCCCGGGATGTC
GCGCATTTGCTGATACTGTTG
CATCCAGACGATAAGCATGAGCA
AACAAGGATAAGCACTGTTCTGGCT
ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA
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MATERIALES Y METODOS

Para determinar que cepas de nuestra coleccion pertenecen a la secuencia tipo ST95 adaptamos la PCR descrita
por Gordon et al. (2017a). Para la puesta a punto probamos distintas temperaturas de anillamiento vy
concentraciones para cada cebador. Una vez determinadas las mejores condiciones de trabajo se pudo
realizar:1) la deteccidn de las cepas pertenecientes al complejo clonal 95 (positivas a svg) y 2) determinar a qué
subgrupo pertenece cada cepa dentro de este (subgrupos A-E) en base a la deteccion de genes especificos de
cada cluster (subgrupo A, gpA; subgrupo B, gpB; subgrupo C, gpC; subgrupo D, gpD y subgrupo E, gpE).

7.5.1 PREPARACION DE LA MEZCLA DE REACCION

Primero hacemos una PCR para conocer que cepas pertenecen al ST95. Para ello preparamos una mezcla de
reaccion para un volumen final de 25 ul por muestra que contiene:

El ADN de nuestras 53 cepas (5 ul)

Master Mix para multiplex (NZYTaq 2x Green Master Mix) (12.5 pl)
Cebador svg (0.5 pl)

Agua MilliQ hasta completar el volumen final de 25 pl

Una vez obtenidos los resultados, con las cepas positivas y que por tanto pertenecen al ST95, realizamos otra
PCR para identificar el subgrupo. Debemos preparar dos mezclas ya que no conseguimos amplificar gpE por
multiplex.

Mezcla 1 (PCR multiple para gpA, gpB, gpC, gpD,)

ADN de las muestras positivas para svg (5 pl)

Cebadores gpA (0.2 ul), gpB (0.5ul), gpC (0.5 ul), gpD(0.5ul)

Master Mix para multiplex (Multiplex PCR NZYTaq 2x Colourless Master Mix) (12.5 pl)
Agua MilliQ hasta completar el volumen final de 25 ul

Mezcla 2 (deteccion de gpE)

ADN de las muestras positivas para svg (5 ul)
Cebadores gpE (0.5 pul)

Master Mix coloreadas (marca) (12.5 pl)

Agua MilliQ hasta completar el volumen final de 25 ul

7.5.2 AMPLIFICACION
Las mezclas fueron sometidas a:
Un ciclo de des naturalizacidn inicial (942C/ 4 min)
Seguido de 30 ciclos de 942C/ 5 seg de desnaturalizacidn, temperatura (Tabla 6) de hibridacién del

cebador de 20 seg y 722C/ 5 min de polimerizacion.
Un ciclo de polimerizacién final de 722C/ 3 min.
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7.5.3 CEBADORES

Tabla 6. Cebadores empleados para la identificacidon del ST95 y sus subgrupos.

Diana  Primer  Secuencia nucleotidica Tamaiio (pb) T2 Referencia
(5-3)
svg svgl  TCCGGCTGATTACAAACCAAC 450 62  (Gordon et al.,
svg2  CTGCACGAGGTTGTAGTCCTG 2017b)
gpA  gpBF  CAACAAGATCCTCAGCGGTG 565 59

gpAR  GCGATTTCAGATAGCTCGCA
gpB gpB F CACTAACTCCCGATGCCATA 315
goBR  ATCGAATCTTCGCCTTGTCA
gpC gpCF AGACGCCTTCACAATACTGA 137
goCR  GAAGGGTACATTCACACTCG
gpD goDF  AGTGCCTGGTTGAGGTATTA 226
goDR  CCTGACATCACGGTACTCAT
gpE gpE F TGGAACTGGAGCAGGATAAC 786 62
gpER  CTTCCACAATCAGTTGCAGG

Los amplicones se obtuvieron por PCR convencional, llevada a cabo en un volumen de 50 pl que contenia 1 pl
de ADN extraido mas 10 pl del tampdn de reaccién 5x My Tag™ (Bioline) que incluye 5mM de dNTPs, 15 mM de
MgCl2 mas 0,2 ul de MyTaqTM ADN polimerasa (Bioline), y 1 ul de los cebadores apropiados a una concentracién
de 20 uM. Con las siguientes condiciones: desnaturalizacién 3 min a 942C, 35 ciclos de 1 min a 942Cy 1 min a
579Cvy 1 min a 722C. La extensidn final duré 3 min a 722C. Para la PCR del alelo fimHtr se usaron los cebadores
de la Tabla 7.

En todos los procedimientos se incluyeron sistematicamente controles negativos y positivos. Posteriormente, se
secuenciaron las cadenas complementarias directa e inversa en el Centro de Secuenciacion de la Universidad de
Santiago de Compostela (Lugo). Para ello se utilizé el protocolo "BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing".
Ademas, analizamos las secuencias utilizando el software de secuenciacion CLUSTLw y BLAST, Genbank [marca
registrada de la National Library of Medicine (NIH) y el National Center for Biotechnology Information (NCBI)] y
CGE (servicios del Centro de Epidemiologia Gendmica).

Tabla 7. Cebadores utilizados en la secuenciacion del del alelo fimHtr.

Gen Primer Secuencia nucleotidica (5°-3") Tamaiio Te Referencia
amplicén anillamiento
(pb)
fimH fimH-wf CACTCAGGGAACCATTCAGGCA 975 57°C (Weissman
(tamafio etal, 2012)

fimH-wr CTTATTGATAAACAAAAGTCAC
locus 469)
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7.7 ANALISIS ESTADISTICO

Las variables dicotémicas se describieron mediante enumeracion y porcentajes, y se compararon mediante la
prueba exacta de Fisher bilateral. Los valores de p < 0,05 se consideraron estadisticamente significativos. Todos
los analisis se realizaron con el programa estadistico SPSS.
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En este apartado analizamos la prevalencia de los serogrupos O1 y 02 dentro de la coleccion original de cepas
del LREC-USC (n=348).

Como se puede ver en la Tabla 8 la prevalencia de cepas del serogrupo 02 fue del 9,8% y las del serogrupo O1
del 5,7%. Ambos serogrupos se situan dentro del TOP5 mas prevalentes: 02 con la misma prevalencia que el 08
y el 025, a continuacién el 06 (7,8%) y en quinta posicion el 01 (Tabla 1).

Tabla 8.Distribucion de los serogrupos por afos (Lugo, 2020-2022).

Serogrupos Numero (%) de cepas de E. coli

Total 2020 2021 2022

n =348 n=119 n=177 n=>52
o1 20(5,7) 7(5,9) 11 (6,2) 2(3,8)
02 34 (9,8) 7(5,9) 20 (11,3)? 7 (13,5)

3No hay diferencias estadisticamente significativas (P = 0,088/Fisher bilateral; P = 0,116/ Chi-Square-Yates). Los valores P se calcularon
acumulando los datos de los afios 2021 y 2022 y enfrentdndolos con los del afio 2020. Tampoco hay diferencias al comparar individualmente
el afio 2020 con el 2021 y el 2020 con el 2022.

Las cepas de E. coli pertenecientes a los serogrupos O1 y 02 se encontraron entre los primeros 20 serogrupos
definidos por Kauffman en 1944 (Methods in Microbiology - Google Libros, n.d.) Desde entonces cada vez mas
estudios relacionan estos serogrupos con enfermedades tanto en humanos como animales. Ambos serogrupos
se encuentran entre los mas frecuentes entre las cepas que causan bacteriemia y sepsis en pacientes humanos
(Olesen et al., 1995; F. Orskov & Orskov, 2011b).

Existen varios estudios a través de los cuales podemos comparar la prevalencia de los serogrupos O1 y 02 entre
cepas de E. coli bacteriémicas aisladas en diferentes paises. Como el estudio llevado a cabo por Royer et al.
(2022), en el cual realizaron un seguimiento de los serogrupos de las cepas causantes de bacteriemia en los afios
2005, 2016 y 2017 en Paris. De un total de 912 cepas analizadas, 60 cepas (6,6%) pertenecieron al serogrupo 01
y 63 (6,9%) al serogrupo 02. Igualmente, entre los aflos 2000 y 2011,Kallonen et al. (2017) analizaron un total
de 1.509 aislados de E. coli de Inglaterra. Del total, 119 cepas (7,9%) resultaron ser del serogrupo O1 y 154
(10,2%) del serogrupo 02. En Japdn, entre los afios 2015 y 2017, Matsumoto et al. (2022) llevaron a cabo el
andlisis de 401 cepas de las cuales 57 (14,2%) resultaron ser Ol y 34 (8,5%) fueron 02. También se realiz6 un
estudio global en Europa, Norte y Sur de América y Asia-Pacifico por Weerdenburg et al. (2022). De un total de
3.217 cepas, 255 (7,9%) pertenecieron al serogrupo 01y 268 (8,3%) al serogrupo 02.

En Lugo, en un estudio realizado entre 1989y 2011 en el HULA (Mamani Huarani, 2015) con un tamafio muestral
de 3.260 cepas, 214 (6,6%) de ellas pertenecieron al serogrupo 01y 270 (8,3%) al serogrupo 02. Asimismo, entre
el 2020y 2022, los resultados obtenidos en el mismo hospital en una coleccidn de 348 cepas muestran que 20
cepas (5,7%) pertenecieron al serogrupo 01y 34 (9,8%) al serogrupo 02. Ambos serogrupos se encuentran entre
los cinco serogrupos mas prevalentes aislados en cepas productoras de bacteriemia en los tres afios. Todos estos
datos justifican la inclusion de los antigenos de los serogrupos 01 y 02 en la composicidén de las vacunas
candidatas para prevenir las diversas infecciones de EXPEC. Como es el caso de las vacunas ExPEC4V y ExPEC10
en las cuales se incluyen entre los serotipos bioconjugados a O1 y 02. La vacuna EXPEC4V incluye en su
composicién a los serogrupos 01, 02, 06 y 025 mientras que la ExXPEC10V afiade a la composicién otros 6
serogrupos que son el 04, 08, 015, 016, 018 y 075 (Lipworth et al., 2021). La composicion de las vacunas
EXPEC4AV y EXPEC10V se justifica con los resultados obtenidos del seguimiento epidemiolégico de cepas
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causantes de infecciones extraintestinales a nivel global, hay que destacar que tanto el serogrupo O1 como 02
destacan encontrandose entre los 5 serogrupos mas prevalentes en todos los estudios mencionados
anteriormente.

Podemos concluir que, pese a que su prevalencia varie temporal y geograficamente estos serogrupos siempre
encabezan la lista de principales responsables de bacteriemias, ITUs y meningitis neonatal en todo el mundo y
como acabamos de constatar también en Lugo.

8.1.3 PERFIL DE RESISTENCIA

Se ha determinado la susceptibilidad de todas las cepas frente a 21 agentes antimicrobianos. Entre las 53 cepas
no se encontrd ninguna productora de B-lactamasas de espectro extendido (ESBL), es decir cepas productoras
de enzimas que confieren resistencia a las penicilinas, la mayoria de las cefalosporinas y monobactamas. No
obstante, se encontraron un total de 6 cepas multirresistentes (MDR), la mitad de ellas pertenecientes al
serogrupo O1 y la otra mitad al serogrupo 02.

La Tabla 9 resume los resultados obtenidos de los antibiogramas realizados en la coleccién completa (n=348). Es
importante sefialar que una gran parte de las cepas seleccionadas para este trabajo fueron sensibles a la mayoria
de los antibidticos. Destacan las resistencias a la ampicilina y la piperacilina. Probablemente esto se deba a que
son dos de los antibidticos de mayor antigliedad y mas utilizados en clinica.

Tabla 9. Resistencia de las cepas E. coli de los serogrupos 01y 02 (Lugo, 2020-2022).

Antimicrobianos Numero (%) de cepas E.coli

Total 01 02

n=348 n=20 n=34
Ampicilina 197 (56,6) 7 (35) 11 (32,4)
Piperacilina 183 (52,6) 7 (35) 11 (32,4)
Piperacilina- Tazobactam 13 (3,7) 1(5) 0
Amoxicilina-Clavulanico 63 (18,1) 1(5) 3(8,8)
Cefuroxima 39 (11,2) 0 2(5,9)
Cefotaxima 24 (6,9) 0 0
Ceftazidima 17 (4,9) 0 0
Cefepime 26 (7,5) 0 0
Cefoxitin 7 (2,0) 0 1(2,9)
Aztreonam 27 (7,8) 2 (10) 0
Gentamicina 47 (13,5) 0 1(2,9)
Tobramicina 47 (13,5) 0 1(2,9)
Acido Nalidixico 115 (33) 2 (10) 7 (20,6)
Ciprofloxacina 92 (26,4) 0 2(5,9)
Levofloxacina 87 (25) 0 2(5,9)
Trimethoprim-Sulfamethoxazol 121 (34,8) 3 (15) 4(11,8)
Resistencia multiple 105 (30,2) 3(15) 3(8,8)
Productoras de ESBL 24 (6,9) 0 0

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

Por lo tanto, se puede concluir que la resistencia a los antibidticos no es la razén principal del éxito de las cepas
de los serogrupos 01 y 02. Como veremos en el proximo apartado los resultados de nuestro estudio apoyan la
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idea de que el éxito de estas cepas se debe principalmente al elevado nimero de genes codificadores de factores
de virulencia que poseen. A pesar de ello, es necesario seguir vigilando la sensibilidad a los antibiéticos de ExPEC,
tanto a escala local como mundial, para evaluar el impacto del uso de antibidticos en uno de los patégenos
bacterianos humanos mas importantes. No hay que descartar que la gran capacidad de adaptacion de estas
bacterias, que en un principio apenas muestran resistencia, podria permitirles en el futuro adquirir genes de
resistencia dando lugar a cepas con un complejo perfil de virulencia que ademas no responden a la terapia
antimicrobiana.

El consumo y abuso de los antibidticos, tanto en medicina humana como veterinaria, contribuye al desarrollo
de resistencias adquiridas, lo cual representa un grave problema sanitario (Garrido Diez & Gérvas, 2000). Por
ello, es urgente realizar una politica de administracion de antimicrobianos adecuada.

8.1.1 PERFIL DE VIRULENCIA

Es interesante destacar que nuestros resultados refuerzan la hipdtesis de la especial patogenicidad: que expone
que las cepas patdgenas de E. coli presentan factores de virulencia (FV) que las distinguen de las cepas
comensales y las hacen potencialmente patégenas.

Es evidente que tanto las cepas del serogrupo O1 como las del serogrupo 02 poseen una amplisima variedad de
genes de virulencia, presentando la mayoria de las cepas de estos serogrupos los status ExPEC y UPEC lo que
acredita su elevado potencial de virulencia. Ademas, observamos que el estatus APEC asociado con el serogrupo
02 (P=0,046) (Tabla 10).

Tras analizar un total de 17 genes de virulencia observamos que en general, las cepas pertenecientes a los dos
serogrupos incluidos en este estudio presentaron perfiles de virulencia semejantes. No obstante, tres genes
(sfa/focDE, hlyA e iroN) presentaron una asociacidn estadisticamente significativa con las cepas del serogrupo
02.

Destacar la amplia representacion de cepas con los genes papCy papEF que codifican las fimbrias P asociadas
especialmente con cepas causantes de pielonefritis. Este tipo de infecciones pueden ocasionar también
bacteriemias y por ello no sorprende que estos genes también sean muy frecuentes entre las cepas analizadas
en este estudio. Las fimbrias Sfa/Foc también se han detectado en muchas de las cepas del serogrupo 02 que
también resultaron positivas para los genes que codifican la fimbria P. Por lo tanto, una proporcidn significativa
de las cepas 02 presentan a la vez dos importantes adhesinas que le permiten adherirse al epitelio urinario.

Los genes que codifican para sideréforos (chuA, fyuA, iuCD, iuTA) se encontraron en la mayoria de las cepas.
Todos ellos participan en la captacidon de hierro, algo légico ya que todos los aislados se obtuvieron de
hemocultivos, donde los microorganismos deben competir con hemoproteinas humanas por la captacién del
hierro para su supervivencia y proliferacién. El gen hlyF, toxina encargada de lisar a los glébulos rojos vy, por
tanto, participa también en la captacion de hierro y nutrientes de la sangre, fue hallado en el 100% de las cepas.

En 52 de las 53 cepas se encontré ompT, que codifica para una proteasa de membrana externa frecuentemente
asociada con cepas responsables de infecciones del tracto urinario. Otro gen muy prevalente también fue el
yfcV, relacionado con la uropatogenicidad, que codifica para una fimbria acompafiante.

Entre los afios 1989-1993 y 2010-2011, los serogrupos 01 y 02 estuvieron entre los grupos analizados en Lugo
con un mayor rango de genes de virulencia (Mamani Huarani, 2015). El perfil de virulencia de ambos serogrupos
esta representado por un amplio y completo repertorio de genes codificantes de adhesinas, toxinas, sideréforos,
capsula tipo Il y proteinas que aumentan la infectividad. Estas caracteristicas son a las cuales se les atribuye el
éxito de su gran prevalencia mundial.
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Tabla 10. Genes de virulencia de las cepas pertenecientes a los serogrupos 01y 02 (Lugo, 2020-2022).

Adhesinas
afa/draBC
papC
papEF
sfa/focDE
yfev
Toxinas
hlyA

hlyF

Tsh

Vat
Sideréforos
chuA

fyuA

iroN

iucD

iuTA
Capsula
KpsM-I1
Misceldneos
Iss

ompT
Estatus
ExPEC
Estatus
UPEC
Estatus

APEC

Numero (%) de cepas E.coli

Total
(n=53)

38
37
15
46

11
53

38
49
51
35
32
40
50
23
52
46

48

31

01
(n=20)

1(5)
16 (80)
15 (75)
1(5)
18 (90)

0
20 (100)
2 (10)
14 (70)

18 (90)
18 (90)
9 (45)

12 (60)
15 (75)

18 (90)

9 (45)

20 (100)

17 (85)

18 (90)

8 (40)

02
(n=33)

3(9,1)

22 (66,7)
22(66,7)
14 (42,4)
28 (84,8)

11(33,3)
33(100)
1(3)

24 (72,7)

31(93,9)
33 (100)
26 (78,8)
20 (60,6)
25 (75,8)

32(97)

14 (42,4)

32 (97)

29 (87,9)

30(90,9)

23 (69,7)

p-valor

0,004

0,004

0,017

0,046

El valor de P fue obtenido mediante test de Fisher bilateral. Unicamente se muestran si son estadisticamente significativos

(P<0,05).
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8.1.3 GRUPOS FILOGENETICOS

El filogrupo B2 fue el mas frecuente (79,2%) entre las 53 cepas incluidas en este estudio (Tabla 11Tabla 11). A
este filogrupo pertenecieron el 60% de los aislados del serogrupo O1 y el 91% de las cepas O2. El segundo
filogrupo mas frecuente fue el F, al que pertenecen el 11,3% de las cepas analizadas. Este filogrupo fue
especialmente prevalente entre las cepas del serogrupo O1 (25%). En cambio, apenas encontramos
representacion de los filogrupos A, E u otros desconocidos (U), siendo nula la deteccién de cepas pertenecientes
a los filogrupos Cy D.

Tabla 11. Pertenencia a los grupos filogenéticos de las cepas de los serogrupos 01y 02 (Lugo, 2020-2022).

Numero (%) de cepas de E.coli

Grupo Total 01 02
filogenético (n=53) (n=20) (n=33)
A 1(1,9) 0 1(3)
B1 2(3,8) 2(10) 0

B2 42 (79,2) 12 (60) 30(91)
C 0 0 0

D 0 0 0

E 1(1,9) 0 1(3)

F 6(11,3) 5(25) 1(3)

u 1(1,9) 1(5) 0

Estudios realizados con cepas de E. coli de origen humano han puesto de manifiesto que las cepas comensales
usualmente derivan de los grupos filogenéticos C, A y B1, mientras que la mayoria de las cepas ExPEC derivan
de los grupos B2, Fy D (Beghain et al., 2018; Clermont et al., 2019), concordando con los resultados obtenidos
en nuestro estudio.

El 45,3% de las cepas analizadas en este estudio pertenecen a la ST95. Esta secuencia tipo se ha encontrado con
mayor incidencia entre las cepas del serogrupo 01 (65%) que entre las del serogrupo 02 (33,3%) (Tabla 12).

Tabla 12.Distribucion de las cepas ST95 por serogrupos (Lugo, 2020-2022).

Secuencia tipo Numero (%) de cepas de E.coli
Total (n=53) 01 (n=20) 02 (n=33)
ST95 24 (45,3) 13 (65) 11 (33,3)

ST95 se encuentra entre los denominados linajes EXPEC pandémicos (Riley, 2014b). A este conjunto de linajes
EXPEC pandémicos pertenecen los genotipos de E. coli ST10, ST69, ST73, ST95, ST127 y ST131, que representan
mas del 50% de las infecciones extraintestinales patdgenas por E. coli a nivel mundial (Adams-Sapper et al., 2013;
Kallonen et al., 2017).
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Existen diversos estudios sobre la prevalencia de distintas ST de aislados de bacteriemia causadas por E. coli. Asi,
Adams-Sapper et al. (2013), analizando 220 aislados del torrente sanguineo obtenidos en San Francisco entre
2007 y 2010, encontraron solo cinco ST prevalentes y complejos clonales, que representaban el 65% de los
aislados. Se trataba de ST131 (23%), ST95 (18%), ST73 (8%), ST69 (9%) y ST12 (6%). Por su parte, Cole et al.
(2019), estudiando 43 aislamientos de E. coli bacteriémicos de recién nacidos obtenidos entre 2006 y 2016 en
Oklahoma, encontraron que ST95 era la ST mas prevalente (11,3%), seguida de ST131 (9,2%) y ST1193 (3,7%).
Cole et al., (2019) observaron que los aislados ST95 y ST131 estuvieron presentes durante todos los afios
estudiados, mientras que ST1193 solo se observé en los ultimos afios.

Fibke et al. (2019) analizaron el genoma de aislados de E. coli responsables de ITU en Canada, en 385 mujeres
entre 2012 y 2015. Los principales ST incluyeron ST95 (18,4%), ST73 (10,1%), ST127 (9,1%), ST131 (8,8%) y ST69
(7,5%). En otros estudios realizados por Banerjee et al. (2013) en EE.UU., estudiaron 299 aislados clinicos
extraintestinales de E. coli (90% procedentes de ITU) obtenidos durante 2011 en Minnesota, e identificaron los
cinco ST mas prevalentes, que fueron ST131 (27%), ST95 (11%), ST73 (8%), ST127 (6%) y ST69 (5%). Por su parte,
Yamaji et al., 2018), que estudiaron 233 E. coli aislados de ITU en California durante 2016 y 2017, y 225 aislados
recogidos de forma similar entre 1999 y 2000, mostraron que los aislados ST131 se identificaron con menor
frecuencia que los ST95, ST127, ST73 y ST69 en estos dos periodos.

En cuanto al perfil de resistencia. Cabe destacar que la gran mayoria de las cepas de nuestra coleccion que
presentaban resistencias a antimicrobianos pertenecian a ST95. De las seis cepas multirresistentes encontradas,
cinco pertenecen a esta secuencia tipo. Pese a ello, sigue siendo un nimero bajo de aislados MDR en
comparacion con otros linajes EXPEC predominantes (Tabla 13).

En un estudio realizado por Yamaji et al. en 2018 analizaron las resistencias adquiridas a diversos
antimicrobianos (ampicilina, trimetoprima-sulfametoxazol y ciprofloxacina) en cepas pertenecientes a la
secuencia tipo ST95 y otros linajes dominantes durante dos periodos de tiempo. En dicho estudio, ST95 pese a
ser la secuencia tipo mas prevalente en ambos cribados, resulté ser el grupo que menos resistencia a los
antibidticos mostraba de entre todos los linajes. Ademas, tampoco presentaron capacidad de producciéon de
ningun tipo de betalactamasas de espectro extendido. De entre los tres antimicrobianos enfrentados a ST95 con
una diferencia de tiempo de 17 afios, Unicamente aumentd la resistencia a la ampicilina del 2,9% al 20,5%.

En otro estudio realizado en 2016por Flament-Simon et al. (2020) se describe a ST95 como uno de los grupos
clonales con menor nimero de MDR entre una amplia variedad de cepas de E. coli aisladas de infecciones
extraintestinales causadas en pacientes procedentes de Lugo y de Paris lo cual coincide con los resultados
obtenidos en este trabajo.

Sin embrago, la comunidad investigadora sefiala que existen un incremento alarmante de cepas de E. coli MDR.
Otras secuencias tipo como ST131 son bien reconocidas como MDR y estan ampliamente extendidas por el
mundo (Petty et al., 2014; Rogers et al., 2011) . Pese a ello, llama la atencidon como estas secuencias tipo
multirresistentes no logran desplazar a ST95, ya que la frecuencia con la que las cepas ST95 son responsables de
infecciones extraintestinales parece haberse mantenido estable durante los ultimos 15 afios a nivel mundial
(Flament-Simon et al., 2020; Gordon et al., 2017a).
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Resistencias de las cepas ST95 y de otras secuencias tipo (Lugo, 2020-2022).

Antimicrobianos Nudmero (%) de cepas
ST95 No ST95
(n=24) (n=29)
Ampicilina 11 (45,8)  7(24,1)
Piperacilina 7(29,2) 11 (37,9)
Piperacilina- Tazobactam 1(4,2) 0
Amoxicilina-Clavulanico 2(8,3) 2(6,9)
Cefuroxima 0 2(6,9)
Cefotaxima 0 0
Ceftazidima 0 0
Cefepime 0 0
Cefoxitin 1(4,2) 0
Aztreonam 0 2(6,9)
Gentamicina 1(4,2) 0
Tobramicina 1(4,2) 0
Acido Nalidixico 9(37,5) 0
Ciprofloxacina 2(8,3) 0
Levofloxacina 0 2 (6,9
Trimethoprim-Sulfamethoxazol 5(20,8) 2(6,9)
Resistencia multiple 3(12,5) 3(10,3)
Productoras de ESBL 0 0

Con todo, se puede concluir que la resistencia a los antibidticos no es el mecanismo responsable del éxito
evolutivo del grupo clonal ST95, secuencia tipo que se encuentra entre las mas prevalentes a nivel global.
Numerosas investigaciones apoyan que el dominio comunitario de este clon pueda deberse a su aptitud
bioldgica intrinseca junto a otros factores epidemioldgicos que contribuyen a su difusién global (Yamaji et al.,
2018).

Por otra parte, analizamos la presencia de 17 genes que codifican para factores de virulencia tipicos de cepas
EXPEC, tres de estos genes de virulencia (papC, papEF, iss) fueron asociados de manera estadisticamente
significativa con las cepas ST95 y dos con las cepas de otras secuencias tipo (sfa/focDE, hlyA) (Tabla 14).

Ademas, las cepas ST95 se asociaron significativamente con el estatus ExPEC, ya que las 24 cepas de esta
secuencia tipo cumplian los requisitos de esta clasificacion frente al 75,9% de las de otras secuencias tipo.
Asimismo, cerca de la totalidad de las cepas ST95 alcanzaron el estatus UPEC (95,8%) y el 70,8% el estatus APEC
(Tabla 14). Los porcentajes de cepas no ST95 con el estatus UPEC (80,2%) y APEC (48,3%) fueron bastante
inferiores, pero las diferencias no son estadisticamente significativas. Precisamente, en la literatura, a menudo
se asocian estos patotipos con las cepas ST95 (Flament-Simon et al., 2020; Gordon et al., 2017a).
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Tabla 14. Genes virulencia y estatus de las cepas ST95 y de otras secuencias tipo (Lugo, 2020-2022).

Genes de virulencia Numero (%) de cepas E.coli

ST95 No ST95 P-valor
(n=24) (n=29)
Adhesinas
afa/draBC 1(4,2) 3(10,3)
papC 24 (100) 14 (48,3) <0,001
papEF 22(91,7) 15 (51,7) 0,002
sfa/focDE 1(4,2) 14 (48,3) <0,001
yfcV 22 (91,7) 24 (82,8)
Toxinas
hlyA 1(4,2) 10 (34,5) 0,008
hlyE 24 (100) 29 (100)
tsh 3(12,5) 0
vat 20 (83,3) 18 (60,1)
Sideroforos
chuA 24 (100) 25 (86,2)
fyuA 24 (100) 27(93,1)
iroN 18 (75) 17 (58,6)
iucD 18 (75) 14 (48,3)
iuTA 19 (79,2) 21(72,4)
Capsula
KpsM-1I 23 (95,8) 27(93,1)
Miscelaneos
iss 17 (70,8) 6 (20,6) <0,001
ompT 23 (95,8) 29 (100)
Estatus 24 (100) 22 (75,9) 0,012
ExPEC
Estatus 23 (95,8) 25 (80,2)
UPEC
Estatus 17 (70,8) 14 (48,3)
APEC

El valor de P fue obtenido mediante la prueba exacta de Fisher bilateral. Unicamente se muestran si son
estadisticamente significativos (P<0,05)

En un estudio anterior, realizado en 2016 en Lugo (Flament-Simon et al., 2020), ST95 resulté ser una de las
secuencias tipo mas frecuentes (6%) entre cepas causantes de diferentes tipos de infecciones extraintestinales,
mostrando un perfil de virulencia muy similar al encontrado en este trabajo.

En este trabajo hemos encontrado una asociacidn positiva entre varios de los genes de virulencia analizados y
ST95. Por ejemplo, papC o papEF, genes que ademas han sido a menudo asociados con pielonefritis (Vigil, Alteri,
et al., 2011).Sin embargo, para sfa/focDE, que codifica para una fimbria asociada con pielonefritis, obtuvimos
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una correlacién negativa (p< 0,001)(Tarchouna et al., 2013). Por otra parte, el gen Iss, que codifica para una
proteina de resistencia al sistema del complemento que consigue aumentar la supervivencia sérica, también se
asocio significativamente con ST95 (p< 0,001)(Nolan et al., 2003). En el estudio realizado por Flament-Simon et
al. (2020) analizaron la media de genes de virulencia detectados en cepas aisladas de infecciones
extraintestinales pertenecientes a distintas secuencias tipo, encontrando que la media de las cepas ST95 era de
las mas elevadas. Esto podria explicar la exitosa expansidon de ST95 pese a su gran sensibilidad a los distintos
antibidticos.

En cuanto a la determinacion de los grupos filogenéticos, observamos que tanto si pertenecen al serogrupo O1
como 02, lainmensa mayoria de las cepas de ST95 se engloban en el grupo filogenético B2 (Tabla 15).

Tabla 15. Analisis filogenético de las cepas pertenecientes a ST95 (Lugo, 2020-2022).

Numero (%) de cepas E.coli

Grupo filogenético Total ST95 01- ST95 02-ST95
(n=24) (n=13) (n=11)

A 0 0 0

B1 0 0 0

B2 21 (87,5) 11 (84,6) 10 (90,9)

C 0 0 0

D 0 0 0

E 0 0 0

F 2(8,3) 1(7,7) 1(9,1)

U 1(4,2) 1(7,7) 0

En general, una gran parte de las cepas de ST95 pertenecen al grupo filogenético B2, al igual que la mayoria de
aislados de E. coli responsables de patologias extraintestinales, como han demostrado diversos estudios
(Flament-Simon et al., 2020; Gordon et al., 2017a; Xia et al., 2022). Esta relacion se ve reflejada en nuestros
resultados, donde 21 de las 24 cepas ST95 pertenecen al grupo filogenético B2; seguido de lejos del filogrupo F,
también a menudo asociado con ExPEC.

Tras realizar la PCR descrita por Gordon et al. (2017a) para clasificar los distintos aislados del complejo clonal
ST95 dentro de distintos subgrupos obtuvimos los resultados mostrados en la Tabla 16.

Observamos que la mayoria de las cepas ST95 del serogrupo O1 pertenecian a los subgrupos A, Cy D, mientras
que la mayoria de las cepas del serogrupo O2 se englobaban en el subgrupo E, estando estadisticamente
asociado el subgrupo D a las cepas O1 y el subgrupo E a las cepas O2. Nuestros resultados estan en la linea de
los obtenidos en estudios previos (Gordon et al., 2017a).
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Tabla 16. Distribucidn de las cepas de ST95 en los distintos subgrupos

Numero (%) de cepas E.coli

ST95 01-ST95
(n=24) (n=13)
5(20,8) 4(30,8)
0 0
7(29,2) 5(38,5)
7(29,2) 7(53,8)
8(33,3) 0

02-ST95
(n=11)
1(9,1)

0

2 (18,2)
0 0,0059
8(72,7) 0,0002

p-valor

*tres de las cepas ST95 fueron positivos tanto para el subgrupo C como D

Con el fin de conocer mejor la estructura clonal de las cepas ST95 realizamos la secuenciacion del alelo fimH de

las cepas positivas para el gen svg (Gordon et al., 2017a):

e Nuestras cinco cepas pertenecientes al subgrupo A presentaron fimH41, variante alélica tipicamente

asociada a ese subgrupo.

e  Cuatro de las siete cepas asignadas al subgrupo C presentaron la variante alélica tipica correspondiente,

fimH27. De las tres cepas restantes de este subgrupo, dos, también positivas para el gen gpD,

presentaron el fimH30 tipica del subgrupo D. Por ultimo, una Unica cepa presentd la secuencia

fimH3251 no descrita anteriormente como representativa de este subgrupo.

e Delas siete cepas positivas para el subgrupo D, cinco presentaron el fimH30 caracteristico dicho grupo.

Una de ellas, que presentd tanto el gen gpC como gpD en la PCR, exhibié el gen fimH27 relacionado

con el subgrupo C.

o Delsubgrupo E tres de las ocho cepas mostraron el fimH27 caracteristico del grupo y un total de cuatro

el fimH2431, no calificado como peculiar de este subgrupo. El restante presenté el fimH32.

A la vista de estos resultados realizamos un arbol UPGMA seleccionando una cepa representante de cada alel

fimH (llustracion 2). Con este método se agrupan las secuencias con menor distancia filogenética.

FIMH2431-LIKE (n=4)

a7 FIMH3251 (n=1)

&0

00030 00060 00040 00020 0.0000

FIMH27 (n=T7)

FIMH41 (n=5)

FIMH30 (n=5)

FIMH32 (n=1)

llustracion 2. Distribucion de los alelos fimH de 23 cepas ST95. Este arbol fue realizado en MEGA 11. Método estadistico
UPGMA (método Bootstrap).
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Atendiendo a la abundancia relativa de estos subgrupos en colecciones de aislados ST95 provenientes de
hemocultivos de Australia y Francia, observamos que efectivamente la distribucién de los subgrupos difiere
geograficamente (Gordon et al., 2017a).

En nuestro estudio 17 (70,8) de las 24 cepas ST95 de los serogrupos O1 y 02 presentaron el estatus APEC
pudiendo por lo tanto un posible potencial zoondtico. Recientemente, varios estudios epidemiolégicos han dado
como resultado informes de que la E. coli uropatégena puede transmitirse a través de productos alimenticios
contaminados(J. R. Johnson, Delavari, et al., 2005; T. J. Johnson et al., 2009; Manges et al., 2015). Al igual que
los patégenos entéricos de E. coli, las cepas ExPEC también pueden colonizar el intestino antes de causar
enfermedades como ITU y BSI (Riley, 2014a).

Durante mucho tiempo ha existido especulacion sobre el origen alimentario de las cepas patdgenas
extraintestinales de E. coli. Aunque se ha asumido ampliamente que la mayoria de las cepas de APEC no poseen
potencial zoondtico, estudios recientes sugieren los APEC (particularmente los aislados que pertenecen a los
tipos de secuencia ST95 y ST131 o a los serogrupos 01, 02 y 018 como posibles patdgenos zoondticos
transmitidos por los alimentos, asi como un reservorio de infecciones extraintestinales en humanos (Bélanger
et al., 2011; Liu et al., 2018; Markland et al., 2015; Mellata, 2013). En particular, APEC comparte similitud
genética tanto como con UPEC como con NMEC y posee genes de virulencia que definen a estos dos patotipos
con la capacidad de causar infecciones del tracto urinario (ITU) y meningitis en modelos de ratones y ratas
(Mellata, 2013; Tivendale et al., 2010). Ademas, la deteccion de plasmidos colicina V especificos de APEC en
aislados de EXPEC humanos sugiere una posible transmision zoonética de APEC de aves de corral a humanos (Liu
et al,, 2018; Tivendale et al., 2010).

Si bien existen datos que apoyan la idea de que dichas cepas pueden representar una amenaza para la salud
humana y animal, se requiere mas trabajo para determinar el verdadero potencial zoondtico de estas cepas (T.
J. Johnson, Wannemuebhler, Johnson, et al., 2008).
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CONCLUSIONES

Los serogrupos 01y 02 se encuentran entre los TOP5 mas frecuentes entre las cepas de E. coli
bacteriémicos de nuestra drea sanitaria, estando por lo tanto totalmente justificada su inclusién en
una vacuna contra las cepas ExPEC.

El éxito de las cepas de estos dos serogrupos posiblemente es debido al gran arsenal de genes de
virulencia a poseen, presentando la gran mayoria los estatus ExXPEC y UPEC.

Al ser la mayoria susceptibles a numerosos antimicrobianos se descarta que la resistencia a los
antibidticos contribuya a su éxito expansivo.

La secuencia tipo ST95 asociada con el grupo filogenético B2 es la mas extendida en nuestro estudio
como ocurre a nivel mundial.

Dentro de las cepas ST95 se observa una amplia variedad clones asociados con diferentes alelos fimH,
estando asociado el subgrupo genético D con las cepas del serogrupo 01 y el subgrupo genético E con
las cepas del serogrupo 02.

Es posible que algunas de las cepas ST95 de los serogrupos 01y 02 con el estatus APEC posean
potencial zoonético.
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ANEXO

11.ANEXO: CONTROLES POSITIVOS

Todas las cepas utilizadas como control positivo han sido obtenidas de la coleccidn del Laboratorio de
Referencia de Escherichia coli de la USC.

MULTIPLEX GRUPO FILOGENETICO

Fv14067
FV14087
0157.807
0157.1103

PCR GRUPO FILOGENETICO E

0157.807
0157.1103

PCR GRUPO FILOGENETICO C

FV 19459
FV19460

PCRS GENES DE VIRULENCIA

PCR ST95

FV17090 (CV15A)
CV15D, FV17132
FV17133
FV17134
FV17159.

B2-CH38-15-ST95
B2-CH38-18-ST1231
B2-CH38-27-ST95
B2-CH38-30-ST95
B2-CH38-41-ST95
B2-CH38-54-ST95
B2-CH38-92-ST421)
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