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Resumen

Caracterizacion molecular de Escherichia coli bacteriémicos
pertenecientes a los serogrupos 08, 09 y 0101

E.coli es el agente etioldgico responsable de un mayor niumero de bacteriemias a nivel
mundial y su incidencia se ha ido incrementando a lo largo de los ultimos afios. En este
trabajo, estudiamos la prevalencia de las cepas de E.coli bacteriémicas pertenecientes a los
serogrupos 08, 09 y 0101 en el area sanitaria de Lugo. Ademas, caracterizamos aquellas
cepas que fueron aisladas durante el periodo de 2020-2022, aplicando técnicas tanto
fenotipicas como moleculares para establecer su relacién con la resistencia a los
antimicrobianos, determinar sus principales factores de virulencia y analizar su estructura
clonal y relaciones evolutivas.

Los resultados del estudio muestran que los tres serogrupos evaluados se encuentran entre
los 10 mas prevalentes y que mas de la mitad de sus cepas presentan resistencia multiple a
antimicrobianos, representando aproximadamente una tercera parte de las cepas
bacteriémicas con resistencia multiple totales. Por otro lado, la media de genes de virulencia
en las cepas de los serogrupos 08 y 09 es muy superior a la obtenida en las cepas del
serogrupo 0101, lo que tedricamente implica un mayor potencial de virulencia. Por ultimo,
los alelos fimH y los grupos filogenéticos predominantes en los tres serogrupos son distintos
(08-C-fimH39, 09-B1-fimH32 y 0101-A-fimH54), lo que indica que la mayoria de sus cepas
son evolutivamente muy diferentes. Sin embargo, el grupo filogenético B1 y el alelo fimH32
también son frecuentes entre algunas cepas del serogrupo 08, lo que sugiere que estas
podrian tener una relacién genética estrecha con las cepas del serogrupo 09.

La alta prevalencia, asociacidn con la resistencia multiple y presencia de numerosos genes de
virulencia justificaria la inclusion de los tres serogrupos dentro de las futuras vacunas
desarrolladas para la prevencion de bacteriemias causadas por E.coli en seres humanos.

Palabras clave: Escherichia coli, bacteriemia, EXPEC, serogrupo, serotipado, grupo
filogenético, genes de virulencia, resistencia a antimicrobianos.



Caracterizacion molecular de Escherichia coli bacteriémicos
pertencentes aos serogrupos 08, 09y 0101

E.coli é o axente etioldxico responsable dun maior nimero de bacteriemias a nivel mundial e
a sua incidencia foise incrementando ao longo dos ultimos anos. Neste traballo, estudamos
a prevalencia das cepas de E.coli bacteriémicas pertencentes aos serogrupos 08, 09 e 0101
na area sanitaria de Lugo. Ademais, caracterizamos aquelas cepas que foron illadas durante
o periodo de 2020-2022, aplicando técnicas tanto fenotipicas como moleculares para
establecer a sua relacion coa resistencia aos antimicrobianos, determinar os seus principais
factores de virulencia e analizar a sua estructura clonal e relacién evolutivas.

Os resultados do estudo mostran que os tres serogrupos avaliados atépanse entre os 10 mais
prevalentes e que mais da metade das suas cepas presentan resistencia multiple a
antimicrobianos, representando aproximadamente unha terceira parte das cepas
bacteriémicas con resistencia multiple totais. Doutra banda, a media de xenes de virulencia
nas cepas dos serogrupos 08 e 09 é moi superior a obtida nas cepas do serogrupo 0101, o
que teoricamente implica un maior potencial de virulencia. Por ultimo, os alelos fimH e os
grupos filoxenéticos predominantes nos tres serogrupos son distintos (08-C-fimH39, 09-B1-
fimH32 y 0101-A-fimH54), o que indica que a maioria das suas cepas son evolutivamente moi
diferentes. Con todo, o grupo filoxenético B1 e o alelo fimH32 tamén son frecuentes entre
algunhas cepas do serogrupo 08, o que suxire que estas poderia ter unha relacién xenética
estreita coas cepas do serogrupo 09.

A alta prevalencia, asociacion coa resistencia multiple e presenza de numerosos xenes de
virulencia xustificaria a inclusion dos tres serogrupos dentro das futuras vacinas
desenvolvidas para a prevencion de bacteriemias causadas por E.coli en seres humanos.

Palabras chave: Escherichia coli, bacteriemia, EXPEC, serogrupo, serotipado, grupo
filoxenético, xenes de virulencia, resistencia a antimicrobianos.



Molecular characterization of bacteriemic Escherichia coli
belonging to serogroups 08, 09 and 0101

E.coli is the etiological agent responsible for the highest number of bacteremias worldwide,
and its incidence has been increasing over the past few years. In this work, we study the
prevalence of bacteremic E.coli strains belonging to serogroups 08, 09 and 0101 in the
healthcare area of Lugo. Additionally, we characterized the strains isolated during the period
2020-2022 using both phenotypic and molecular techniques to establish their relationship
with antimicrobial resistance, determine their main virulence factors and analyze their clonal
structure and evolutionary relationships.

The study results show that the three evaluated serogroups are among the 10 most prevalent
and more than half of their strains exhibit multiple antimicrobial resistance, representing
approximately one-third of the total bacteriemic strains with multiple resistance. On the
other hand, the average number of virulence genes in strains of serogroups 08 and 09 is
much higher than the one obtained in strains of serogroup 0101, theoretically implying a
greater virulence potential. Finally, the predominant fimH alleles and phylogenetic groups in
the three serogroups are different (08-C-fimH39, 09-B1-fimH32 and 0101-A-fimH54),
indicating that most of their strains are evolutionarily very different. However, phylogenetic
group B1 and allele fimH32 are also common among some strains of serogroup 08, suggesting
that these might have a close genetic relationship with strains of serogroup 09.

The high prevalence, association with multiple resistance and presence of numerous
virulence genes justify the inclusion of the three serogroups in future vaccines developed for
the prevention of E.coli-caused bacteremias in humans.

Key words: Escherichia coli, bacteremia, EXPEC, serogroup, serotyping, phylogenetic group,
virulence genes, antimicrobial resistance.



1. Introduccion

1.1 Caracteristicas generales de Escherichia coli

La bacteria Escherichia coli (E.coli) fue descrita por primera vez en 1885 por el pediatra
aleman Theodor Von Escherich bajo el nombre de Bacterium coli commune, tras su
aislamiento a partir de heces de un nifio sano (Escherich, 1885).

Se trata de un bacilo gram-negativo, anaerobio facultativo, perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae (Ewing, 1986; Blanco et al. 2002; Kaper et al., 2004; Beutin, 2006;
Bettelheim, 2007). Probablemente sea el organismo procariota mas estudiado en todo el
mundo debido a su facilidad de crecimiento (una divisién celular cada 20 minutos a 37°C en
un medio nutritivo), su temprano descubrimiento, su importante significado clinico y su gran
diversidad genética (Dahbi Zbiti, 2015; Gémez Gdmez, 2017).

E.coli pertenece a la microbiota comun del intestino y su establecimiento en el mismo se
produce desde el tracto urogenital de la madre en el momento del parto y desde el medio
ambiente durante las primeras horas y dias de vida (Schulze et al., 2006). Su presencia, junto
con la de otras bacterias, es necesaria para el correcto funcionamiento del proceso digestivo.
En concreto, realiza diferentes funciones de caracter fisiolégico beneficiosas para el
hospedador, como la ayuda en la absorcidon de nutrientes, la participacidn en la sintesis de
las vitaminas Ky B, el procesamiento de los residuos alimenticios, el constante estimulo de la
respuesta inmune en el hospedador y la inhibicidn competitiva que ejerce sobre el
crecimiento de todo tipo de enteropatdgenos (Kruis et al., 2004).

1.2 Escherichia coli patégeno

A pesar de que la mayor parte de los E.coli juegan un papel inocuo o incluso beneficioso en
la microbiota normal del hospedador, algunas cepas también pueden comportarse como el
agente etiolégico de un amplio rango de enfermedades clinicas que afectan a todos los
grupos de edad en humanos y animales (Blanco et al., 2002). El término “colibacilosis” hace
referencia de manera general a cualquier infeccidén causada por la bacteria E.coli (Poirel et
al., 2018).

El genoma de E.coli se puede dividir en dos partes principales. La primera recibe el nombre
de nucleo gendmico (core genome) y contiene todos los genes comunes de la especie, los
cuales provienen de un mismo ancestro. Dichos genes codifican proteinas esenciales para
funciones fisiolégicas de la bacteria, como por ejemplo aquellas implicadas en la replicacion,
la traduccidn o el metabolismo. La segunda parte se denomina genoma accesorio (accessory



genome) y contiene genes que codifican para funciones adicionales no esenciales para la vida
de la bacteria, pero que sin embargo le confieren ciertas ventajas a la misma. Entre ellos, se
encuentran genes que contribuyen a la adaptacion a diferentes ambientes, diseminacion,
resistencia a los antibidticos y patogenicidad (Hacker y Carniel, 2001; Tenaillon et al., 2010).
Esta ultima propiedad se basa en la combinacién de factores de virulencia especificos que
suelen ser adquiridos por diferentes mecanismos de intercambio genético bacteriano, como
son los transposones, plasmidos o bacteriéfagos (elementos genéticos transmisibles). Por
ello, las cepas patdgenas de E.coli presentan un genoma mucho mas grande y contribuyen a
la gran variabilidad del tamafio del genoma de la especie, que puede oscilar entre 4,5y 5,5
Mb (Dobrindt et al., 2010; Schulze et al.2006).

Ante la inmensa diversidad de las cepas de E.coli, estas se clasifican en tres categorias
atendiendo a su grado de patogenicidad y al tipo de infecciones que producen: (l) cepas
comensales no patégenas, (Il) cepas responsables de patologias intestinales o InPEC y (lll)
cepas responsables de patologias extraintestinales o EXPEC (Russo y Johnson, 2000; Wiles et
al., 2008). Este ultimo grupo constituye globalmente el principal agente causal de las
infecciones extraintestinales humanas (Manges et al., 2019) y es en el que nos centraremos
a lo largo del trabajo.

1.2.1 Escherichia coli patégeno extraintestinal (ExPEC)

Los patotipos se definen como poblaciones de cepas de una misma especie asociadas a
enfermedades concretas (Denamur et al., 2020). Los EXPEC engloban cuatro patotipos
llamados E.coli uropatogénicos (del inglés, UPEC), E.coli causantes de la meningitis del recién
nacido (del inglés, NMEC), E.coli septicémicos (del inglés, SEPEC), y E.coli patégenos aviares
(del inglés, APEC). La atribucion de una cepa a un patotipo especifico no excluye a la misma
de ser capaz de causar una infeccidn en otro sitio anatémico (Ron, 2006; Dale and Woodford,
2015).

A diferencia de las cepas InPEC, que raramente aparecen en la microbiota entérica de
hospedadores sanos, la cepas EXPEC establecen una relacidén simbidtica beneficiosa con las
cepas comensales y no suelen causar complicaciones en el entorno entérico (Russo y Johnson,
2000; Wiles et al, 2008). Esto convierte al tracto intestinal en un reservorio de este tipo de
cepas, las cuales en determinadas ocasiones colonizan el tracto urinario o respiratorio y
llegan al sistema sanguineo, pudiendo provocar distintos tipos de infecciones (Gémez Gémez,
2017).

Las infecciones del tracto urinario (ITUs) empiezan cuando una cepa patdgena de E.coli llega
al mismo y asciende por la uretra hasta la vejiga, donde se desarrolla la primera infeccion
(cistitis). Algunas cepas pueden progresar por los uréteres y alcanzar el rindn, causando



pielonefritis, o atravesar la barrera endotelial y entrar en la circulacién sanguinea,
provocando bacteriemias (Wiles et al., 2008; Kaper et al., 2004).

En un principio se desarrollaron dos hipétesis para explicar la relacion entre las cepas fecales
de E.coli y las causantes de ITUs: la hipdtesis de la prevalencia, la cual sostenia que la cepa
que solia causar las infeccion era aquella mas abundante en la microbiota intestinal normal,
y la hipétesis de la especial patogenicidad, la cual defendia que sélo determinadas cepas con
factores de virulencia eran capaces de producir la infeccién (Johnson et al.,, 2003).
Posteriormente, surgio un tercer planteamiento para el que cada vez hay mas evidencias: la
hipotesis de la evolucién coincidental, que sugiere la conversidn de cepas comensales a
patdégenas a través de la adquisicion de factores de virulencia como resultado de la
adaptacion a sus nichos ecoldgicos mas que como un mecanismo de patogénesis (Adiba et
al., 2010; Flament Simon, 2021).

La infeccion que da lugar a la meningitis del recién nacido puede suceder a la hora del
nacimiento o por transmisidn a través del cordon umbilical infectado. Comienza cuando una
cepa patogena coloniza e invade las mucosas digestivas o respiratorias, desde donde migra
al espacio intravascular. Alli, se multiplica y provoca una bacteriemia, de manera que las
bacterias cruzan la barrera hematoencefdlica e invaden las meninges y el sistema nervioso
central (Gémez Gémez, 2017).

Estudios epidemiolégicos estiman que las cepas UPEC son responsables del 80% de los casos
de ITUs y pielonefritis (Dale y Woodford, 2015), mientras que las cepas NMEC originan el 30%
de los casos de meningitis bacteriana neonatal (Chu et al., 2014). Ademas, las cepas ExPEC
causan del 20% al 30% de las bacteriemias de la comunidad y el 20% de las nosocomiales,
siendo el patégeno mas prevalente (Javaloyas et al, 2003).

Existe una teoria emergente de que determinadas cepas EXPEC asociadas a humanos han
surgido a partir de, o son las mismas que, ciertas cepas APEC causantes de infecciones
extraintestinales en aves (Wasinski, 2019). Los EXPEC pueden ser transmitidos al intestino
humano por medio de la ingesta de alimentos en los que estan presentes y son considerados
patdgenos alimentarios. Por otro lado, se ha visto que algunas cepas ExPEC aisladas a partir
de aves y carne avicola son genéticamente similares a las cepas EXPEC humanas. Ademas,
varios estudios in vivo han mostrado que los APEC producen enfermedades infecciosas en
modelos de ratdn y que ciertos EXPEC derivados de humanos lo hacen en modelos aviares, lo
que sugiere el potencial zoondtico de este patotipo de E.coli. Por ello, los APEC han sido
reconocidos como una fuente primaria de EXPEC alimentarios y un elemento de alto riesgo
de infecciones extraintestinales humanas (Xia et al., 2022).



1.3 Métodos de tipado en Escherichia coli

A mayores del patotipo, las cepas individuales de E.coli pueden ser clasificadas mediante una
gran variedad de técnicas tanto moleculares como no moleculares (Flament Simon, 2021).

1.3.1 Serotipado

Inicialmente, la clasificacion de las cepas de E.coli se hacia en funcion del biotipo, el cual
recoge una serie de caracteristicas bioquimicas como puede ser la capacidad de fermentar o
no ciertos carbohidratos. Sin embargo, este método no permitia diferenciar las cepas
patdgenas de las inocuas por su bajo nivel discriminatorio (Dahbi Zbiti, 2015).

En 1947, Kauffman propuso la determinacién del serotipo (serotipado), basado en los
principales antigenos superficiales de la especie: antigenos somaticos (O), flagelares (H) y
capsulares (K).

El método convencional de serotipado consiste en un analisis fenotipico en el que se aplican
técnicas de aglutinacién usando antisueros compuestos de anticuerpos especificos para los
antigenos O y H y técnicas de contrainmunoelectroforesis para el antigeno K. Debido a su
complejidad, la identificacion del antigeno K no suele hacerse de manera rutinaria y
normalmente se expresa la combinacidon O:H, que recibe el nombre de serotipo y se ha
convertido en un gold standard (DebRoy et al., 2011; Orskov and Orskov, 1992).

El antigeno O hace referencia a un polisacarido unico que forma parte del lipopolisacarido
(LPS) de la membrana externa de la pared celular, mientras que el antigeno H es una proteina
flagelar. En la actualidad, se reconocen 174 grupos-O (O1 a 0181, eliminados los 031, 047,
067,072,093, 094 y 0122) y 53 tipos-H (H1 a H56, eliminados los H13, H22 y H50). Existen
miles de serotipos O:H diferentes, pero tan solo algunos son especialmente frecuentes entre
las cepas patdégenas (DebRoy et al., 2011).

1.3.2 Tipado filogenético

Existe una amplia subestructura genética dentro de la especie E.coli que permite clasificar las
diferentes cepas en entidades o grupos filogenéticos (Chaudhuri y Henderson, 2012). Esta
distribucién no es aleatoria, de manera que un origen filogenético comun suele conllevar
caracteristicas similares, incluyendo el serotipo y patotipo (Méric et al., 2013).

En el afno 2000, Clermont y sus colaboradores desarrollaron una PCR triplex que permitia
asignar las cepas de E.coli a uno de los grupo filogenéticos A, B1, B2 o D evaluando la

10



presencia o ausencia de los genes chuA, yjaA y el fragmento de ADN TspE4.C2. A lo largo de
los afios, la creciente informacidn acerca de las secuencias multilocus y el genoma de la
especie ha permitido diferenciar 7 grupos filogenéticos: A, B1, B2, C, D, E y F. Para su
identificacion, se ha disefiado un nuevo método basado en una PCR cuadruplex en la que se
mantienen los genes diana originales y se incluye el gen arpA (Clermont et al., 2013).

Mientras que los grupos filogenéticos B2, F y D son los que han divergido mds antiguamente
y engloban a la mayoria de las cepas patégenas extraintestinales, los grupos C, B1 y A son los
que han divergido mas recientemente y comprenden a las cepas responsables de patologias
intestinales severas (Escobar-Paramo et al., 2004). Esto indica el papel de la dotacidn genética
en la virulencia y justifica la necesidad de identificar los grupos filogenéticos de E.coli
(Clermont et al., 2019).

Cabe mencionar que recientemente el nuevo método ha sido adaptado in silico para poder
emplear datos de la secuenciacidon masiva del genoma (WGS) y se ha puesto en evidencia que
algunas cepas pertenecen a un grupo intermedio entre los grupos filogenéticos F y B2. Por
ello, algunos autores han propuesto designarlo como grupo filogenético G (Lu et al., 2016).

El origen comun del nucleo gendmico en E.coli permite establecer las distancias taxondmicas
entre cepas al comparar genes cromosOmicos altamente conservados (Chaudhuri y
Henderson, 2012). Actualmente, el principal método destinado a este fin es el tipado
multilocus de secuencias o MLST (Multilocus sequence typing) (Maiden et al, 1998).

En los esquemas MLST estandarizados, se asigna un numero arbitrario a cada secuencia Unica
de unos determinados loci. Aquellas cepas con un perfil alélico idéntico, es decir, con el
mismo numero de secuencia para los loci analizados, conforman una secuencia tipo (ST)
(Maiden et al., 1998). Por otro lado, las cepas también se pueden clasificar en grupos mas
amplios denominados complejos clonales (CC), los cuales poseen una fuerte asociacion de
alelos (Maiden et al., 2013). Ademas, las grandes secuencias tipo se pueden dividir en un
pequeiio numero de subgrupos clonales o clonotipos, lo que ayuda a descifrar una mayor
diversidad clonal (Dale y Woodford, 2015).

A pesar de que esta técnica posee una elevada reproducibilidad y poder discriminatorio,
cuenta con desventajas como el gran consumo de tiempo, los altos costes y la complejidad
del proceso. Por ello, se necesitan métodos de tipado mas rapidos, simples y baratos que
permitan obtener resultados fiables (Kottowski et al., 2020). La inmensa mayoria de las cepas
de E.coli cuentan con el gen fimH, que codifica la adhesina fimbrial de tipo I. La regidn en la
que se localiza dentro del cromosoma bacteriano estda sometida a una presién positiva para
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mutaciones funcionales que producen SNPs (del inglés, Single Nucleotide Polimorfisms). Esto
da lugar a una amplia heterogeneidad de la secuencia y a numerosas variantes del gen,
convirtiéndolo en una diana adecuada para el genotipado. De esta manera, el andlisis del SNP
fimH se emplea como una prueba rapida en estudios epidemioldgicos de cepas clinicas de
E.coli (Tartof et al., 2007; Weissman et al., 2012).

1.4 Perfil de virulencia en Escherichia coli

Los factores de virulencia (FV) engloban cualquier funcidn o mecanismo bacteriano que
facilite a las cepas patégenas causar una infeccion (Jonshon et al, 1988; Mokady et al., 2005).
Estos factores son codificados por genes cromosdémicos o plasmidicos y a menudo se
encuentran asociados en grandes bloques de ADN llamados islas de patogenicidad (Blanco et
al., 1992).

Los EXPEC poseen un amplio conjunto de factores de virulencia (viruloma) que contribuyen
de manera conjunta a potenciar su patogenicidad (Dahbi Zbiti, 2015). Normalmente se
agrupan en categorias funcionales, incluyendo aquellos relacionados con (l) adherencia y
colonizacién, (ll) captacion de hierro, (lll) resistencia al suero y (IV) produccidon de toxinas
(Sora et al., 2021).

1.4.1 Adherenciay colonizacion

La adhesion de la bacteria a superficies mucosas es el primer evento en la mayoria de los
procesos de patogénesis, promoviendo la colonizacién del tejido (Kline et al, 2009). Se han
asociado diferentes estructuras a esta primera etapa de la infeccién en ExPEC, tales como las
adhesinas (fimbriales o no fimbriales) y los flagelos (Flament Simon, 2021).

Las adhesinas fimbriales se encuentran en la punta de las fimbrias, un organulo que se
prolonga desde la superficie bacteriana, y reconocen ligandos especificos en el epitelio del
hospedador (Kline et al, 2009). Las cepas EXPEC normalmente expresan mas de un tipo de
fimbria, lo que aumenta las probabilidades de supervivencia ante cambios en las condiciones
ambientales (Holden and Gally, 2004).

= La fimbria tipo P se encuentra en la mayoria de las cepas causantes de pielonefritis y
urosepsis. Esto es debido a que permite a las bacterias fijarse a receptores celulares y
colonizar el epitelio urinario, evitando su arrastre a través de la orina (Vigil et al., 2011).
Es codificada por el operdn pap (pili asociado a pielonefritis), el cual contiene 11 genes
(de papA a papK) que dan lugar, entre otros productos, a la proteina principal (PapA),
a subunidades adaptadoras (PapE y PapF), a la adhesina (PapG) y a un canal que
transloca las subunidades fimbriales a la superficie (PapC) (Sauer et al., 1999).
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= Lafamilia Afa/Dr se compone de fimbrias de poliadhesinas relacionadas con cepas que
provocan infecciones urinarias y septicemias. En concreto, contribuyen a la evasion
del sistema inmune humoral, facilitando la invasion de las células epiteliales, y se unen
al antigeno Dr sanguineo de los glébulos rojos (Fang et al, 2004; Nowicki et al, 2001).
Estas fimbrias estan codificadas por los operones afa, dra y daa, los cuales tienen una
organizacion genética similar (Servin, 2014). Afa/draBC es una adhesina resistente a la
manosa que ejerce su funcion dentro del tracto urinario (Gémez Gémez, 2017).

= Las fimbrias S/F1C engloban a la familia S y a su familia analoga F1C, codificadas por
los operones sfa y foc, respectivamente. Sfa/focDE comprende la region central de
dichos operones y esta asociado especialmente con cepas causantes de septicemias y
meningitis (Mitsumori et al., 1998; Spurbeck et al, 2011).

Existe un gran nimero de sistemas de translocacidn de proteinas que se encargan del
ensamblaje de las fimbrias, entre los que se encuentran las chaperonas-acomodadoras. El
gen yfcV codifica la subunidad mayor de una fimbria que emplea este sistema y es un factor
de virulencia que se suele encontrar en las cepas UPEC (Spurbeck et al., 2012).

1.4.2 Captacion de hierro

El hierro es un elemento critico para la supervivencia y el crecimiento de las bacterias. Por
ello, aquellas cepas patdgenas que producen septicemias e infecciones en érganos con una
muy baja disponibilidad de este elemento deben desarrollar estrategias para conseguirlo.
Una de ellas es la sintesis de siderdforos, que son moléculas que capturan los iones férricos
(Fe3*) presentes en el medio circundante. Los EXPEC tienen hasta cuatro tipos: enterobactina,
salmoquelina, aerobactina y yersiniabactina (Robinson et al, 2018; Sora et al., 2021)

= La enterobactina se encuentra codificada en el nicleo gendmico de E.coli.

» Lasalmoquelina esta codificada por el clister de genes no conservado iro. El gen iroN
dalugar a un receptor de la membrana externa que recibe al hierro unido al sideréforo
y esta relacionado con cepas de E.coli uropatogénicas (Balbontin et al., 2016).

= La aerobactina esta codificada por un conjunto de genes no conservado. Este incluye
al operdn jucABCD, encargado de la sintesis del sideréforo, y al gen iutA, un receptor
de la membrana externa que recibe al mismo (Koh et al., 2015). Tanto iucD como iutA
son altamente prevalentes en cepas APEC (Ovi et al., 2023).

= La yersiniabactina esta codificada por el multioperén de isla de alta patogenicidad
Yersinia. Este incluye al gen fyuA, que produce una proteina receptora para el
siderdforo y esta considerado como uno de los mejores marcadores de cepas UPEC
(Hancock et al., 2008; Koh et al., 2015).
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1.4.3 Resistencia al suero

Para tener éxito, los patdgenos deben desarrollar un amplio rango de estrategias anti-
inmunes (Finlay and McFadden, 2006). En este aspecto, los EXPEC cuentan con una categoria
de factores de virulencia que contribuyen a la resistencia al suero, la cual recibe el nombre
de protectinas. Entre ellas, se encuentra la proteina de exclusiéon de superficie para la
transferencia conjugativa (TraT), la proteina de supervivencia aumentada en suero (Iss), la
proteasa de membrana externa (OmpT) y los antigenos capsulares (Desloges et al., 2019;
Johnson et al., 2000; Sora et al., 2021).

TraT interacciona con las proteinas del complemento y evita el contacto de estas con la
membrana bacteriana, asi como la consiguiente fagocitosis y accion litica (Sukupolvi y O’
Connor, 1990). Iss también se relaciona con la resistencia al complemento, aunque el
mecanismo molecular todavia se desconoce (Biran et al., 2021). A su vez, OmpT es una
proteasa que escinde e inactiva a los péptidos antimicrobianos que forman parte de las
defensas inmunes innatas (Desloges et al., 2019).

La capsula es una estructura extracelular que permite a la bacteria evadir el sistema inmune
del hospedador (Willis & Whitfield, 2013). En E.coli estd compuesta por polisacaridos
capsulares que envuelven la pared celular y que reciben el nombre de antigenos K, de los
cuales se han identificado alrededor de 80 tipos diferentes. Estos se clasifican en cuatro
grupos segun sus propiedades bioquimicas y genéticas, siendo los antigenos K1 y K2
pertenecientes al grupo Il los mas comunes entre las cepas EXPEC. El gen kpsMlIl esta
implicado en la expresidon de un transportador de polisacaridos a través de la membrana
citoplasmatica, mientras que el gen neuc-K1 participa en la biosintesis del antigeno K1 y el
gen kpsmll-K2 en la del antigeno K2 (Aldawood & Roberts, 2022; Sora et al., 2021; Gédmez
Gdémez, 2017).

1.4.4 Produccion de toxinas

Las toxinas son moléculas capaces de frenar el ciclo celular, generar defectos en la funcién o
forma de las células o incluso originar la lisis celular en el hospedador. En el caso de los ExPEC,
se ha descrito la produccidn de diversas toxinas (Wiles et al., 2008; Denamur et al., 2020).

= La alfa-hemolisina (HIyA) es una proteina expresada por el operdon hlyCABD (Felmlee
et al., 1985). Facilita el suministro de iones férricos a la bacteria al formar poros en la
membrana de los eritrocitos y provocar su lisis (Skals et al., 2010).

= La hemolisina F (HIyF) es una proteina codificada por el gen hlyF del plasmido ColV.
Esta involucrada en la sobreproduccion de vesiculas en la membrana externa que
liberan otros factores de virulencia al medio (Murase et al., 2016).
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= Latoxina autotransportadora vacuolante (Vat) es un miembro de las serina proteasas
autotransportadoras de Enterobacteriaceae (SPATEs). Aunque su mecanismo de
accioén se desconoce, la secuencia del gen vat ha sido identificada tanto en cepas UPEC
como APEC (Diaz et al., 2020).

= La hemaglutinina sensible a la temperatura (Tsh) también forma parte de la subfamilia
de las SPATEs y es expresada especialmente en cepas APEC. Posee propiedades
adherentes que le permiten unirse a las células del huésped, asi como capacidad de
hemaglutinacién y actividad proteolitica (Kobayashi et al., 2010).

1.5 Perfil de resistencia en Escherichia coli

Los antibidticos comprenden un diverso grupo de sustancias antimicrobianas dirigidas a
estructuras o procesos bacterianos especificos que interfieren con el crecimiento y
reproduccién de la bacteria y/o causan su muerte (Pal et al., 2017). Estos pueden clasificarse
segln su mecanismo de accion en: (l) inhibidores de la sintesis de la pared celular, (ll)
inhibidores de la membrana citoplasmatica, (lll) inhibidores de los acidos nucleicos o (IV)
inhibidores de la sintesis de proteinas (Calvo y Martinez-Martinez, 2009).

Por otro lado, la resistencia se define como la habilidad de un microorganismo para
multiplicarse en presencia de un compuesto téxico, lo cual es aplicable a los antibidticos
(Lewis, 2008). A su vez, el resistoma hace referencia al conjunto de genes de resistencia
existentes en una bacteria (Perry et al., 2014).

Esta resistencia bacteriana puede ser intrinseca o adquirida. En el primer caso, ocurre en
todas las bacterias taxondmicamente relacionadas, esta codificada en el cromosoma y
Unicamente se transmite de manera vertical. En el segundo, es desarrollada por un cierto
linaje de bacterias como consecuencia de mutaciones o de la transmisién horizontal de
elementos genéticos moviles (plasmidos, transposones, integrones, etc), por lo que suele
estar codificada fuera del cromosoma (Daza Pérez, 1998; Magiorakos et al., 2012).

Existen seis mecanismos principales de resistencia bacteriana: (l) alteracidén enzimatica del
antibiodtico, (Il) alteracién o proteccion del sitio diana, (lll) restriccidon del acceso a la diana,
(IV) sobreproduccién de la diana, (V) reduccion de la permeabilidad y (VI) eflujo activo
(Martinez, 2014; Munita y Arias, 2016).

El uso en exceso y de manera errénea de antibioticos en medicina humana y veterinaria ha
ejercido una presion selectiva entre las bacterias que ha favorecido y acelerado el desarrollo
de mecanismos de resistencia. Por ello, es comun que una Unica bacteria exprese resistencia
a diferentes compuestos simultaneamente y que bacterias que antes eran tratables ahora no
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lo sean o requieran el empleo de antibidticos de ultima generacién (Margiorakos et al., 2012;
Ventola, 2015).

Asi, se han identificado cepas de E.coli multirresistentes a farmacos (del inglés, MDR),
ampliamente resistentes a farmacos (del inglés, XDR) y panresistentes a farmacos (del inglés,
PDR). Estos términos hacen referencia a si han adquirido una no-susceptibilidad ante al
menos un agente en tres o mas categorias antimicrobianas, ante al menos un agente en todas
excepto dos o menos categorias antimicrobianas o ante todos los agentes de todas las
categorias antimicrobianas, respectivamente (Boucher et al., 2009; Shlaes et.al, 2013).

1.5.1 Resistencia a los antibidticos B-lactamicos

Los antibidticos B-lactamicos son los mas utilizados en medicina humana y animal debido a
su amplio espectro de accidon y baja toxicidad. Bloquean la ultima etapa de la sintesis de Ia
pared celular bacteriana al actuar como analogos estructurales del sustrato natural (D-alanil-
D-alanina) de las transpeptidasas y carboxipeptidasas implicadas en dicho proceso, lo que
resulta en la activacion de enzimas autoliticas y la destruccién celular (Murray et al., 2006).
Existen cuatro familias principales de antibiéticos 3-lactdmicos segun su estructura quimica y
espectro de actividad: penicilinas, cefalosporinas, cefamicinas, carbapenemes vy
monobactamas (Gémez Gémez, 2017).

El principal mecanismo de resistencia de las bacterias gramnegativas ante este tipo de
antibidticos es la produccion de B-lactamasas, enzimas capaces de hidrolizar compuestos
quimicos que contienen el anillo B-lactamico (Bush, 2018). Estas son codificadas por los genes
bla, los cuales se localizan principalmente plasmidos (Andrzejczuk et al., 2019). Ademas, se
pueden agrupar segun su tamaio molecular y homologia entre los motivos aminoacidicos del
sitio activo en cuatro clases: A, Cy D serina B-lactamasas y B metalo-B-lactamasas (Ambler,
1980).

Las B-lactamasas de espectro extendido (del inglés, ESBLs) son aquellas capaces de hidrolizar
las cefalosporinas de amplio espectro y los monobactamas, pero no las cefamicinas o los
carbapenemes. Se caracterizan por ser inhibidas por inhibidores de B-lactamasas, como el
acido clavulanico, el sulbactam y el ertapenem (Munita y Arias, 2016).

La fuente mds comun de ESBLs adquiridas en E.coli es la clase A de B-lactamasas, la cual
incluye a las familias TEM, SHV y CTX-M. Todos los miembros de la familia CTX-M son ESBLs,
mientras que las familias TEM y SHV poseen algunas excepciones. A su vez, las enzimas CTX-
M se dividen en varias subfamilias, de las cuales CTX-M-1 y CTX-M-9 son las mas frecuentes
globalmente. Estas incluyen a CTX-M-15 y CTX-M-14 respectivamente, que son las variantes
dominantes (De Witte et al., 2021; Flament Simon, 2021).
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1.6 Enfoque terapéutico y desarrollo de tratamientos alternativos

Los ExPEC constituyen uno de los principales patégenos humanos, pudiendo ocasionar
enfermedades invasivas por EXPEC (del inglés, IED) con consecuencias sistémicas agudas,
como bacteriemias, sepsis o incluso la muerte (Poolman & Wacker, 2016). Las bacteriemias
generadas por E.coli pueden ocurrir a cualquier edad, aunque su incidencia se ve aumentada
progresivamente con la misma (Laupland & Church, 2014). De hecho, los EXxPEC son la mayor
causa de bacteriemias en adultos en todo el mundo y las tasas globales anuales se estan
incrementando (Huttner et al., 2017). En parte, esto se debe a la emergencia de cepas MDR,
que han complicado el tratamiento de este tipo de infecciones (Pitout & DeVinney, 2017).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha catalogado a las bacterias del orden
Enterobacteriales resistentes a carbapenémicos y productoras de ESBLs como patégenos de
prioridad critica para el desarrollo de nuevos tratamientos en esta era de resistencia a
antibidticos (OMS, 2024). Para E.coli, una de las estrategias alternativas es la elaboracion de
vacunas multivalentes y profilacticas dirigidas a las cepas EXPEC mas prevalentes (Frenck et
al., 2019). Con ese fin, se han considerado como diana potencial los serogrupos O que estan
asociados en mayor medida a las IED y las infecciones MDR (Weerdenburg et al., 2022).

Los serogrupos 08, 09 y 0101 no sdélo forman parte de los serogrupos mas extendidos
globalmente entre las cepas EXPEC bacteriémicas, sino que también se encuentran entre los
serogrupos mas frecuentes en aquellas cepas ExPEC bacteriémicas que ademas son MDR
(Weerdenburg et al., 2022). Por otro lado, estudios realizados en Lugo (zona geografica foco
de nuestra investigacidon) durante los anos 1989-2011 (R. S. Mamani et al., 2015) y 2020-2022
(datos no publicados del grupo LREC-USC), reflejan que de igual manera estos tres serogrupos
son de los mas prevalentes entre las cepas de E.coli bacteriémicas.

ExPEC4AV (JNJ-63871860; Janssen Pharmaceuticals, Inc.) es una vacuna conjugada
tetravalente destinada a la prevencion de infecciones causadas por cepas ExPEC
pertenecientes a los cuatro serogrupos O dominantes a nivel mundial. Esta se compone por
los antigenos 01, 02, 06 y 025 y ha mostrado ser prometedora en un estudio de fase Il
(Huttner et al.,, 2017). A partir de su composicion, se ha disefiado la vacuna conjugada
decavalente ExPEC10V (VAC52416; Janssen Pharmaceuticals, Inc.), la cual incluye los
serogrupos adicionales 04, 08, 015, 016, 018 y 075, elegidos también debido a su
significativa prevalencia mundial en cepas clinicas de adultos con bacteriemias. Sin embargo,
se ha visto que a dosis dptimas de la vacuna algunas cepas del serogrupo O8 no muestran
respuesta, por lo que se ha planteado su eliminacién y la elaboraciéon de una vacuna EXPEC9V
(Fierro et al., 2023). De esta manera, ninguno de los tres serogrupos mencionados estaria
cubierto por las vacunas que actualmente se encuentran en desarrollo.

17



2. Hipotesis y objetivos

E.coli es el agente etioldgico responsable de un mayor nimero de bacteriemias en seres
humanos y su prevalencia a nivel mundial se ha visto incrementada en los ultimos afios. En
parte, esto se debe al aumento en las tasas de resistencia a los antimicrobianos, lo que ha
dado lugar a la necesidad de desarrollar vacunas para prevenir las infecciones causadas por
las cepas de E.coli patdgenas extraintestinales (EXPEC). Las mds avanzadas en la actualidad
(EXxPECAV y EXPEC10V) se basan en los antigenos O e incluyen en su composicién aquellos
correspondientes a los serogrupos mas prevalentes a nivel mundial. No obstante, dicha
prevalencia cuenta con variaciones significativas entre los diferentes paises, las cuales se ven
todavia mas potenciadas debido a la reciente emergencia de nuevos clones. Por ello, es
necesario realizar estudios de vigilancia periédicamente. Ademads, también es importante
conocer los mecanismos de patogénesis de este tipo de cepas, identificando la combinacion
de factores de virulencia que les permiten evitar las defensas inmunitarias del hospedador y
causar infecciones.

El objetivo del trabajo es conocer las caracteristicas distintivas de los serogrupos 08, 09 y
0101, los cuales se encuentran entre los serogrupos mas prevalentes causantes de
bacteriemias en la poblacién lucense. Para ello, establecimos los siguientes subobjetivos:

I. Analizar la prevalencia de las cepas bacteriémicas pertenecientes a los serogrupos 08,
09y 0101 en el drea sanitaria de Lugo.

Il. Establecer la relacién de dichos serogrupos con la resistencia a los antimicrobianos.

lll. Evaluar si es necesaria la inclusién de estos tres serogrupos en las vacunas que se
desarrollen para prevenir las bacteriemias causadas por E.coli en los humanos.

IV. Estudiar la estructura clonal y relaciones evolutivas entre las cepas pertenecientes a
los tres serogrupos.

V. Determinar el potencial de virulencia de los tres serogrupos.
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3. Materiales y métodos

3.1 Obtencidn de la coleccidon de cepas de Escherichia coli

La coleccién bacteriana empleada en este trabajo se compone de 53 cepas de E.coli no
duplicadas (cada una correspondiente a un individuo distinto) procedentes de muestras
sanguineas de pacientes con bacteriemias. Estas fueron obtenidas entre los afios 2020y 2022
en el Hospital Universitario Lucus Augusti (HULA).

En concreto, un total de 348 cepas de E.coli fueron aisladas de sus correspondientes
hemocultivos en el Laboratorio de Microbiologia del hospital y enviadas al grupo LREC-USC.
Entre estas cepas, seleccionamos aquellas con los serogrupos de interés para nuestro estudio:
08, 09y 0101.

3.2 Conservacion de las cepas de Escherichia coli

Todas las bacterias, incluidas las cepas EXPEC objeto de estudio y las cepas control, fueron
conservadas bajo las mismas condiciones siguiendo el protocolo del grupo LREC-USC. Este
establece el uso de medios de conservacién de agar nutritivo al 0,75% (p/v), cuya preparacion
requiere la mezcla de agar nutritivo (11,5 g/L) (Applichem-Panreac) y caldo nutritivo (4 g/L)
(Applichem-Panreac). Ademas, el almacenamiento tiene lugar en tubos Vacutainer™ a
temperatura ambiente. De esta manera, las cepas mantienen su viabilidad sin necesidad de
resiembra hasta como minimo cada 5 afos.

3.3 Caracterizacion fenotipica

La primera parte de la caracterizacion fenotipica de las cepas bacterianas tuvo lugar en el
Laboratorio de Microbiologia del HULA. Esta se basé en el uso del sistema semiautomatizado
MicroScan (Beckman Coulter) para realizar un biotipado y pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana. La segunda parte la llevamos a cabo en el grupo LREC y consistié en la
identificacion del antigeno O a través de un serotipado, lo que sirvid para seleccionar las
cepas con los serogrupos de interés que constituyen la coleccidn sobre la que se realizd Ia
caracterizacién molecular.

3.3.1 Susceptibilidad antimicrobiana

En el estudio de la susceptibilidad se determind la sensibilidad de las cepas a diferentes
antimicrobianos, asi como la concentracién minima inhibitoria (CMI). La interpretacion de los
resultados se basd en los criterios recomendados por EUCAST (European Committee on



Antimicrobial Susceptibility Testing), que establecen los puntos de corte para diferenciar si un
microorganismo es sensible (S), intermedio (l) o resistente (R).

En concreto, se analizaron las 10 siguientes clases de agentes antimicrobianos: penicilinas
(ampicilina y piperacilina), combinaciones de penicilinas con inhibidores de B-lactamasas
(amoxicilina-acido clavulanico y piperacilina-tazobactam), cefalosporinas de tercera y cuarta
generacion de espectro extendido (cefotaxima, ceftazidima y cefepima), cefamicinas
(cefoxitina), monobactamas (aztreonam), carbapenemes (imipenem, meropenem vy
ertapenem), aminoglucdsidos (gentamicina, tobramicina y amikacina), quinolonas (acido
nalidixico, ciprofloxacino y levofloxacina), inhibidores de la ruta del folato (trimetoprim y
trimetoprim-sulfametoxazol) y glicilciclinas (tigeciclina).

Los E.coli MDR son aquellos que se identifican como resistentes a uno o mas agentes en tres
o mas de las categorias de antimicrobianos testadas (Shlaes et.al, 2013). En este caso, las
cepas intermedias no se contabilizaron como resistentes.

Por otro lado, los E.coli productores de [B-lactamasas de espectro extendido (del inglés,
ESBLEC) fueron detectados por la prueba de sinergia de doble disco.

3.3.2 Serotipado: determinacion del antigeno O

La determinacién del antigeno O de E.coli se llevd a cabo usando el método previamente
descrito por Guinée et al. (1981) y posteriormente modificado por Blanco et. al (1996). En
este método, se identifica el antigeno superficial a través de la aglutinacion bacteriana
positiva derivada de su reacciéon con uno de los 174 antisueros O.

Estos antisueros diagnosticos son preparados en el grupo LREC mediante la inmunizacion de
conejos con cepas de referencia. Previamente a su uso, los antisueros han de ser adsorbidos
para eliminar reacciones cruzadas y diluidos a 1/80 o 1/40 con solucidn salina estéril (NaCl al
0,85%, p/v). Se realiza una dilucién u otra dependiendo de si el titulo obtenido tras el
enfrentamiento de los mismos con sus cepas homadlogas de referencia es >1/640 o <1/640,
respectivamente.

Para simplificar el proceso, se elaboran antisueros polivalentes (nombrados de la A a la X)
constituidos por un numero variable de antisueros monovalentes conocidos, los cuales
permiten dividir la identificacion del antigeno en dos fases: (I) determinacion presuntiva del
serogrupo Oy (ll) confirmacidn del serogrupo O.

Antes de iniciar las fases mencionadas, se debe conseguir una suspensién de antigeno O por
cada cepa analizada. Para ello, la cepa es cultivada en Agar Triptona de Soja (del inglés, TSA)
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e incubada durante 18-24h a 37°C. Mas tarde, se suspende el crecimiento obtenido en 2mL
de solucidn salina estéril (NaCl al 0,85%, p/v) y, con el objetivo de alcanzar una concentracion
bacteriana de aproximadamente 1,8 x 10°/mL, se compara la turbidez con el tubo nimero 6
de la escala McFarland. A continuacion, se hierve la suspension durante 1h a 100 °C, de
manera que se destruye el antigeno K (en caso de que la cepa posea capsula) y se
desenmascara el antigeno O. Las cepas de los serogrupos 08, 09, 020 y 0101 pueden tener
una variante termorresistente del antigeno capsular, por lo que si alguna cepa problema da
un resultado negativo ante todos los antisueros O, probablemente pertenezca a alguno de
esos serogrupos y se deberd preparar y autoclavar durante 2,5h a 121°C una segunda
suspension. Por ultimo, se deja enfriar la suspensién y se afiaden 2 mL de solucién salina con
formalina al 5% (v/v) y violeta genciana al 0,1% (p/v). Mientras que el primer compuesto
actia como bactericida y contribuye a la fijacion de las estructuras bacterianas, el segundo
tine las células. La suspensién permanece estable durante meses si se mantiene
correctamente cerrada a 4°C.

En la determinacién del antigeno O se emplean placas de microtitulacién de poliestireno de
96 pocillos (preferiblemente de fondo en “V”), las cuales permiten una facil lectura de los
resultados y un importante ahorro de antisuero.

En esta fase, se dispensan 50 uL de cada antisuero polivalente en tantos pocillos como
numero de cepas a analizar haya. Luego, se enfrentan dichos antisueros con 50 plL de todas
las suspensiones de antigeno O preparadas. Finalmente, se cubren las placas con otras placas
y se dejan incubar a 37 °C durante la noche.

La interpretacidn de los resultados se lleva a cabo examinando las reacciones de aglutinacién.
Cuando la cepa problema es reconocida por los anticuerpos de alguno de os antisueros O
incluidos en un antisuero polivalente, estos actiuan como puentes entre las bacterias
formando una pelicula que impide su sedimentacién, de manera que no se identifica ningun
cambio en el pocillo (resultado positivo). Si no existe dicho reconocimiento, las bacterias
sedimentan y se visualizan en forma de botones azulados en el centro del pocillo (resultado
negativo). En caso de que una cepa aglutine con uno o mas antisueros polivalentes, se debe
realizar el proceso de confirmacion con los antisueros monovalentes correspondientes. Si por
el contrario la reaccién es negativa con todos los antisueros polivalentes, se prepara la
segunda suspension autoclavada del antigeno O y se enfrenta a los antisueros 08, 09, 020y
0101. En el supuesto de que todavia no haya reaccion positiva, la cepa se considera no tipable
para el antigeno O (del inglés, ONT).
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La confirmacidén del serogrupo O se completa al repetir para cada cepa el proceso descrito
anteriormente, con la Unica diferencia de que esta vez se utilizan los antisueros monovalentes
que constituyen los antisueros polivalentes cuyas reacciones fueron positivas en la
determinacion presuntiva del antigeno. Tras la lectura de los resultados, que también se
realiza de la misma manera, la cepa puede ser asignada a un serogrupo O o considerada no
tipable. Ademas, en esta fase también se establece el titulo de la suspensidn bacteriana, el
cual se define como la maxima dilucidon del suero capaz de provocar su aglutinacion.
Normalmente la cepa pertenece al serogrupo O cuyo antisuero presenta un mayor titulo con
la cepa ensayada.

3.4 Caracterizacion molecular

La caracterizacién molecular de la coleccidn de cepas de E.coli se basd en el uso de la reaccidn
en cadena de la polimerasa (del inglés, PCR) para la asignacién de los grupos filogenéticos, la
identificacion de genes codificantes de factores de virulencia y la descripcion del perfil de
resistencias antimicrobianas. Ademas, se determinaron las variantes de la secuencia del gen
fimH a través de la secuenciacion Sanger.

3.4.1 PCR

Las PCR llevadas a cabo a lo largo del trabajo fueron realizadas siguiendo el protocolo del
grupo LREC-USC. Para extraer el ADN, se suspenden aproximadamente 10 pL (contenidos en
el bucle de un asa de siembra estéril) de bacterias cultivadas sobre un medio de TSA en un
tubo eppendorf con 600 pL de agua MiliQ esterilizada. La suspension es hervida a 100°C
durante 5 minutos y centrifugada a 11.000 rpm a lo largo de 2 minutos, obteniéndose un
sobrenadante del cual se cogen 5 pL.

Todas las reacciones se efectuan en un volumen total de 25 pL que contiene el ADN extraido,
de 0,5 a 1pulL de los primers adecuados a 20 uM y 12,5 uL de un buffer (NZYtechTaq 2x Green
Master Mix) con Taq polimerasa, MgCl, a 2,5 mM y cada uno de los nucledtidos (dATP, dCTP,
dGTP y DTTP) a 200 uM. El volumen final de la reaccion es ajustado afiadiendo agua MiliQ
esterilizada.

En general, la reaccidén de PCR consta de una desnaturalizacidn inicial de 3 minutos a 94°C, 35
ciclos compuestos por 1 minuto de desnaturalizacién a 94°C, 1 minuto de anillamiento a una
temperatura especifica para los primers y 1 minuto y medio de extension a 72°C, y una
extension final de 3 minutos a 72 °C. La figura 1 esquematiza estas condiciones.
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Desnaturalizacion Desnaturalizacion  Anillamiento Polimerizacion Polimerizacion  Refrigeracion

inicial final
94°C 94°C 72°C 72°C
Especifica
20°C
3:00 1:00 1:30 3:00
1:00 ©0
35 ciclos

Figura 1. Procesos que constituyen la PCR junto con su duracién en minutos y el gradiente de
temperaturas que se genera a medida que tienen lugar. Tras la desnaturalizacion inicial, se
desarrollan 35 ciclos de desnaturalizacién, anillamiento y polimerizacién, seguidos de una
polimerizacidn final. Por ultimo, se mantiene una temperatura de 20°C de manera indefinida hasta
que se recogen las muestras.

La lectura de los fragmentos amplificados de ADN se realiza mediante una electroforesis
convencional en gel de agarosa bajo luz UV. Dicho gel se constituye de agarosa (Seakem® LE)
al 1,5% (p/v) en tampdn TAE 1X (compuesto por Tris a 1,6M, acetato sédicoa 0,8M y EDTA a
0,025M) con 5 pL del marcador Green Safe Premium (Nzytech) por cada 100 mL. Cabe
mencionar que en todos los procedimientos se incluyeron de manera sistematica blancos y
controles positivos. Estos Ultimos se pueden encontrar en la tabla S1 del anexo 1.

En primer lugar, se debe obtener un stock de almacenamiento de los primers a una
concentracion de 200 uM. Para ello, se da un golpe de centrifuga a cada uno de los tubos de
primers recibidos (2000 rpm durante 1 minuto). A continuacion, los primers han de ser
hidratados con un tampdn de reconstitucion 1mM Tris-HCI/0,01 mM EDTA, de pH igual a 8.
El volumen afiadido dependera de los nanomoles de primer que contenga el tubo, los cuales
aparecen indicados en la etiqueta del mismo o en el “Certificado de analisis” enviado por la
casa comercial.

En segundo lugar, se debe preparar un stock de trabajo de los primers en tubos de 300 pL a
partir del stock de almacenamiento. La concentracidn de primer que se debe conseguir es de
20 uM y el diluyente empleado es el tampdn de reconstitucion.

23



3.4.1.1 Determinacion del grupo filogenético

La asignacion de las cepas de E.coli a los principales grupos filogenéticos (A, B1,B2,C, D, Ey
F) se basé en el protocolo de Clermont et al., (2013). La tabla 1 recoge las caracteristicas de
los primers utilizados y las condiciones de trabajo. La figura 2 muestra la interpretacion de
los resultados de las dos PCR realizadas.

El volumen empleado de cada primer en la mezcla de la PCR cuadruplex de los genes chuA,
yjaA, TSPE4.C2 y arpA para una concentracidon de alicuota de 20 uM es de 0,5 pL. Los
parametros requeridos en esta PCR son diferentes al resto de los casos. En concreto, consta
de una desnaturalizacion inicial de 4 minutos a 94°C, 30 ciclos compuestos por 5 segundos de
desnaturalizacion a 94 °C, 20 segundos de anillamiento a 58 °Cy 1 minuto de extension a 72°C,
y una extension final de 5 minutos a 72°C. Por otro lado, en la PCR duplex de los genes trpAgpC
y trpA, el volumen afiadido de cada primer para una concentracién de alicuota de 50 uM es
de 0,5 uLy 0,1 plL respectivamente.

TABLA 1. Primers usados para la determinacion de los grupos filogenéticos A, B1,B2,C,D,Ey F
(Clermont et al., 2013).

Diana Primer Secuencia nucleotidica Producto T (°C) Referencia
(5’-3’) PCR (pb) Anillamiento
ChuA.1b ATGGTACCGGACGAACCAAC Clermont et al.
chuA ChuA.2b TGCCGCCAGTACCAAAGACA 288 2013
YjaA.1b CAAACGTGAAGTGTCAGGAG Clermont et al.
vjaA YjaA.2b AATGCGTTCCTCAACCTGTG 211 2013
TSPE4.C2.1b  CACTATTCGTAAGGTCATCC 58°C Clermont et al.
TSPE4.C2 1speacoob  AGTTTATCGCTGCGGGTCGC 152 12000
Acek.f AACGCTATTCGCCAGCTTGC
arpA ArpALr TCTCCCCATACCGTACGCTA 400
trpAgpC.1 AGTTTTATGCCCAGTGCGAG Lescat et al.
PAGPC oAgpC.2 TCTGCGCCGGTCACGCCC 219 2013
56°C
trpBA.f CGGCGATAAAGACATCTTCAC Clermont et al.
trpA trpBA.r GCAACGCGGCCTGGCGGAAG 489 12008)

24



arpA + -
/
chuA + - i =
yjaA + - + - + - + -
] X ov e 1 I I I 1 I Y

Filogrupo U o5/ D/ED/E U A/C A/C BL A B2 B2 F U SRV oy

Figura 2. Interpretacion de los resultados de la PCR cuadruplex para asignar los grupos filogenéticos
segun el protocolo de Clermont et al. (2013). La letra “U” hace referencia a un grupo filogenético
desconocido, de manera que la cepa no es clasificable. La distincidn entre los grupos filogenéticos
Ay C depende del resultado obtenido con los primers trpA y trpAgpC. El primero da positivo en
ambos casos, mientras que el segundo Unicamente lo hace para el grupo C. Por otro lado, la
distincidn entre los grupos filogenéticos D y E, entre el grupo filogenético E y el Clado | y entre el
Clado I y el Clado Il también requiere una caracterizacion complementaria con primers especificos.
Adaptada de Flament Simon, (2021).

3.4.1.2 Determinacion de genes de virulencia

En cada una de las cepas de E.coli se evalud la presencia de genes codificantes de factores de
virulencia causantes de infecciones extraintestinales (Clermont et al.,, 2013; Dahbi et al.,
2014; Mamani et al., 2019). La tabla 2 recoge las caracteristicas de los primers utilizados y las
condiciones de la PCR.

El criterio para la determinacion del estatus EXPEC en una cepa consiste en la presencia de
dos o mas de los siguientes genes: papAH y/o papC, sfa/focDE, afa/draBC, KpsMlil y iutA
(Johnson et al., 2015). Por otro lado, una cepa es considerada UPEC si posee al menos tres de
los siguientes genes: chuA, fyuA, vat y yfcV (Spurbeck et al., 2012). A su vez, las cepas APEC
son aquellas que tienen como minimo cuatro de los siguientes genes: hlyF, iutA, iroN, iss 'y
ompT (Johnson et al., 2008).
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TABLA 2. Primers usados para la deteccion de genes codificantes de factores de virulencia
caracteristicos de E.coli causantes de infecciones extraintestinales. Los volimenes de trabajo se

calcularon a partir de una concentracion de alicuota 20 uM.

Diana Primer Secuencia nucleotidica Volumen  Producto T2 (°C) Referencia
(5’-3) (uL) PCR (pb)  Anillamiento
Adherencia y colonizacion
PapC Forward GTGGCAGTATGAGTAATGACCGTTA 0.5 205 60 Johnson et
al. (2015)
Reverse ~ ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA
PapEF PapEF F ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA 0.5 336 62 Yamamoto
et al. (1995)
PapEFR  AGAGAGAGCCACTCTTATACGGACA
Sfa/focDE sfal CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC 0.5 410 64 Le
Bouguenec
Sfa 2 CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCA etal. (1992)
Afa/draBC afal GCTGGGCAGCAAACTGATAACTCTC 0.5 750
afa2 CATCAAGCTGTTTGTTCGTCCGCCG
yfcv yfcV-F ACATGGAGACCACGTTCACC 0.5 292 66 Spurbeck et
al. (2012)
yfcV-R GTAATCTGGAATGTGGTCAGG
Captacion de hierro
iucD Aer f TACCGGATTGTCATATGCAGACCGT 0.5 602 64 Yamamoto
et al. (1995)
Aerr AATATCTTCCTCCAGTCCGGAGAAG
iutA Aer-851f GGCTGGACATCATGGGAACTGG 0.5 301 Johnson et
al. (1997)
Aer- CGTCGGGAACGGGTAGAATCG
1152r
iroN Ironec-f AAGTCAAAGCAGGGGTTGCCCG 0.3 665 66 Jonhnson
et al. (2000)
Ironec-r GACGCCGACATTAAGACGCAG
fyuA fyuA-F GTAAACAATCTTCCCGCTCGGCAT 0.5 850 66 Spurbeck et
al. (2012)
fyuA-R  TGACGATTAACGAACCGGAAGGGA
Resistencia al suero
iss is-f CAGCAACCCGAACCACTTGATG 0.3 323 66 Johnson et
al. (2008)
is-r AGCATTGCCAGAGCGGCAGAA
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TABLA 2. Continuacion.

Diana Primer Secuencia nucleotidica Volumen  Producto T2 (°C) Referencia
(5’-3) (uL) PCR (pb)  Anillamiento
Resistencia al suero
traT TraTf GGTGTGGTGCGATGAGCACAG 0.5 290 60 Johnson
and Stell,
TraTr CACGGTTCAGCCATCCCTGAG (2000)
OmpT Forward ATCTAGCCGAAGAAGGAGGC 1 559 Johnson et
al. (2015)
Reverse CCCGGGTCATAGTGTTCATC
kpsM I Kpsll GCGCATTTGCTGATACTGTTG 0.5 272 64 Johnson
and Stell,
Kpsll r CATCCAGACGATAAGCATGAGCA (2000)
neuc-k1 neul AGGTGAAAAGCCTGGTAGTGTG 0.5 676 Moulin-
Schouleur
neu2 GGTGGTACATCCCGGGATGTC et al. (2006)
kpsM II- kpsll f GCGCATTTGCTGATACTGTTG 0.5 570 60 Johnson
k2 and
Kpsll- AGGTAGTTCAGACTCACACCT O’Bryan,
K2r (2004)
Produccion de toxinas
hlyA hly f AACAAGGATAAGCACTGTTCTGGCT 0.3 1177 64 Yamamoto
et al. (1995)
hly r ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA
hlyF Forward TCGTTTAGGGTGCTTACCTTCAA 0.5 444 60 Morales et
al. (2004)
Reverse TTTGGCGGTTTAGGCATTCC
tsh tsh03 GGTGGTGCACTGGAGTGG 0.5 640 62 Dozois et
al. (2000)
tsh15 AGTCCAGCGTGATAGTGG
vat vat-F TCAGGACACGTTCAGGCATTCAGT 0.5 1100 66 Spurbeck et
al. (2012)
Vat-R GGCCAGAACATTTGCTCCCTTGTT

El tipo de capsula de E.coli se establece interpretando los resultados de la PCR tal y como se
muestra en la tabla 3.
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TABLA 3. Designacion del tipo de capsula basada en los resultados de la PCR.

Capsula Gen kpsM-II Gen neuC-K1 Gen kpsM-II-K2 Gen kpsM-II-K5
Tipo 1I-K1 + + + -
Tipo 1I-K2 + - + -
Tipo 1I-K5 + - + +

3.4.1.3 Determinacion de genes de resistencia

La deteccidn de los genes bla que codifican las enzimas de tipo TEM, SHV y CTX-M se realizd
en aquellas cepas que previamente habian sido identificadas como productoras de ESBL. Para
ello, se pusieron a punto las PCR pertinentes. Dicho proceso consistié en la preparacion de
un gradiente de temperaturas de anillamiento (48, 50, 55, 58, 60 y 64°C) y la adicién de
distintas concentraciones de los primers a la mezcla de reaccién (volumenes 0,3, 0,5y 1uL
empleando alicuotas 20uM). La tabla 4 recoge las caracteristicas de los primers utilizados y
las condiciones de PCR que finalmente se determinaron como éptimas.

TABLA 4. Primers y condiciones de trabajo escogidas para la deteccién de las betalactamasas TEM,
SHV y CTX-M de los grupos 1y 9.

Diana Primer Secuencia nucleotidica (5-3’) Volumen  Producto T2(°C) Referencia
(pL) PCR (pb)  Anillamiento
blaCTX-M- CTX- GTGACAAAGAGAGTGCAACGG 0,3 856 64 Simarro et
grupo 9 M9-F al. 2000
CTX- ATGATTCTCGCCGCTGAAGCC
M9-R
blaCTX-M-  M13U GGTTAAAAAATCACTGCGTC 0,5 863 60 Saladin et
grupo 1 al. 2002
M13L TTGGTGACGATTTTAGCCGC
blaTEM TEM- ATGAGTATTCAACATTTCCG 0,5 868 58 Rasheed et
1F al. 1997
TEM- CTGACAGTTACCAATGCTTA
1R
blaSHV SHV-F2 TTGTCGCTTCTTTACTCGCC 0,3 879 64 Mora et al.
2013

SHV-R2  CCCGGCGATTTGCTGATTTCGC

Los primers blaCTX-M-grupo 9 y blaCTX-M-grupo 1 permiten detectar genes codificantes de betalactamasas de
los grupos 9 y 1, respectivamente. Para identificar el tipo concreto de b/aCTX-M producido por una cepa, seria
necesario realizar su secuenciacion.
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3.4.2 Tipado del gen fimH

En primer lugar, se amplifica el gen fimH por medio de una PCR convencional. La reaccidn se
efectuda en un volumen total de 50uL que contiene 1uL de ADN extraido, 1uL de cada uno de
los primers especificos (Tabla 5) preparados a una concentracion de 20uM y 10puL del buffer
de reaccién My Taq™ 5X (Bioline). Este ultime incluye los dNTPs a 5mM, MgCl, a 15 mM y
0,2uL de ADN polimerasa MyTag™ (Bioline). El volumen final se ajusta afiadiendo agua MiliQ
esterilizada. Por otro lado, la reaccién consta de una desnaturalizacidn inicial de 3 minutos a
94°C, 35 ciclos compuestos por 1 minuto de desnaturalizacion a 94°C, 1 minuto de
anillamiento a 57°Cy 1 minuto de extension a 72°C, y una extension final de 3 minutos a 72°C
(Weissman et al., 2012).

TABLA 5. Primers y condiciones de trabajo empleadas para la amplificacion del gen fimH.

Gen Primer Secuencia nucleotidica (5’-3’) Producto T2(°C) Referencia
PCR (pb) Anillamiento

fimH fimH-wf CACTCAGGGAACCATTCAGGCA
(tamafio del 975 57 Weissman et
locus de 469pb) fimH-wr CTTATTGATAAACAAAAGTCAC al. (2012)

Tras esto, se deben obtener las secuencias complementarias a las hebras forward y reverse.
En nuestro caso, enviamos los amplicones al Servicio de Secuenciacién de la Universidad de
Santiago de Compostela (Lugo), donde implementaron el protocolo de Secuenciacién Sanger
por Ciclos con BigDye™ Terminator v3.1.

Por ultimo, se analizan las secuencias nucleotidicas utilizando el software de secuenciaciéon
de CLUSTALw y BLAST, la base de datos GenBank [marca registrada de la NIH (National Library
of Medicine) y el NCBI (National Center of Biotechnology Information)] y los servicios del CGE
(Centre for Genomic Epidemiology).

3.5 Analisis estadistico

Se compararon los datos empleando la prueba exacta de Fisher (two-tailed) y el test Chi-
cuadrado con la correcciéon de Yates. Una P < 0,005 indica una diferencia estadisticamente
significativa.
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4. Resultados

4.1 Caracterizacion fenotipica
4.1.1 Prevalencia de los serogrupos 08, 09y 0101

De los tres serogrupos a estudiar, el que se detecté mas frecuentemente fue el 08, con una
prevalencia del 9,8%, seguido del 0101 con un 4,0% y el 09 con un 3,0%. Asi, los tres
serogrupos supusieron de manera conjunta el 17,0% de las cepas serotipadas. La prevalencia
de los mismos no vario significativamente durante los tres afios del estudio (Tabla 6).

TABLA 6. Prevalencia de los serogrupos 08, 09 y 0101 entre las 348 cepas de E.coli bacteriémicas y
distribucion entre los afios 2020, 2021 y 2022.

Nuamero (%) de cepas de E.coli
Serogrupos Total 2020 2021 2022
(n=348) (n=119) (n=177) (n=52)
08 34 (9,8) 14 (11,8) 15 (8,5) 5(9,6)
09 11 (3,1) 6 (5,0) 3(1,7) 2(3,8)
0101 14 (4,0) 4(3,4) 9(5,1) 1(1,9)
08, 09, 0101 59 (17,0) 24 (20,2) 27 (15,3) 8 (15,4)

4.1.2 Perfil de resistencia

Entre los 21 antimicrobianos analizados, en 6 (ampicilina, piperacilina, acido nalidixico,
ciprofloxacina, levofloxacina y trimetoprim-sulfametoxazol) se detecté que mas del 50% de
las cepas de la coleccidon mostraban resistencia. Ademas, al menos el 25% de las cepas resulté
ser resistente a 10 de ellos (los seis citados anteriormente y amoxicilina-acido clavuldnico,
cefuroxima, gentamicina y tobramicina). Por el contrario, hubo 6 antibiéticos (cefoxitina,
imipenem, meropenem, ertapenem, amikacina y tigeciclina) para los que ninguna de las
cepas fue resistente (Tabla 7).

En cuanto a diferencias estadisticamente significativas entre serogrupos, observamos que las
cepas del serogrupo 0101 (85,7%) resultaron ser mas resistentes al acido nalidixico que las
cepas de los serogrupos 08 (52,9%) y 09 (45,5%) (P=0,029 con Fisher-two-tailed; P=0,046 con
Chi-cuadrado-Yates/ Valores P calculados acumulando los datos de resistencias de las cepas
08 y 09). Lo mismo ocurre con las resistencias a las otras dos quinolonas analizadas; la
ciprofloxacina (85,7% para 0101; 52,9% para 08; 36,4% para 09) (P=0,027 con Fisher-two-
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tailed; P=0,033 con Chi-cuadrado-Yates) y la levofloxacina (85,7% para 0101; 50,0% para 0O8;
36,4% para 09) (P=0,013 con Fisher-two-tailed; P=0,023 con Chi-cuadrado-Yates) (Tabla 7).

Por ultimo, la mayoria de las cepas de los tres serogrupos fueron resistentes al menos a un
agente de 3 o mas clases de antimicrobianos, habiendo un 55,9% de cepas MDR para el
serogrupo 08, un 63,6% para el 09 y un 71,4% para el 0101 (Tabla 7).

TABLA 7. Resistencias de las cepas de E.coli de los serogrupos 08, 09 y 0101.

Antimicrobiano

Numero (%) de cepas de E.coli

Total 08 09 0101
(n=59) (n=34) (n=11) (n=14)

Ampicilina 49 26 10 13
(83,1) (76,5) (90,9) (92,9)

Piperacilina 44 24 9 11
(74,5) (70,6) (81,8) (78,6)

Piperacilina- 6 5 1 0

Tazobactam (10[2) (14[7) (9,1)

Amoxicilina- 23 13 5 5
Clavulanico (39,0) (38,2) (45,5) (35,7)

Cefuroxima 15 9 2 4
(25,4) (26,5) (18,2) (28,6)

Cefotaxima 9 5 1 3
(15,3) (14,7) (9,1) (21,4)

Ceftazidima 5 4 0 1
(8,5) (11,8) (7,1)

Cefepime 11 6 1 4
(18,6) (17,6) (9,1) (28,6)

Aztreonam 7 4 0 3
(11,9) (11,8) (21,4)

Gentamicina 19 12 2 5
(32,2) (35,3) (18,2) (35,7)

Tobramicina 18 12 2 4
(30,5) (35,3) (18,2) (28,6)

Acido Nalidixico 35 18 5 12
(52,3) (52,9) (45,5) (85,7)

Ciprofloxacina 34 18 4 12
(57,6) (52,9) (36,4) (85,7)

Levofloxacina 33 17 4 12
(55,9) (50,0) (36,4) (85,7)

Trimetoprim- 39 22 6 11
Su|famet0vaO| (66,1) (64,7) (54’5) (78,6)

Resistencia multiple 36 19 7 10
(61,0) (55,9) (63,6) (71,4)
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TABLA 7. Continuacién.

Numero (%) de cepas de E.coli
Total (n=59) 08 (n=34) 09 (n=11) 0101 (n=14)
Productoras de 9 5 1 3
ESBL (15,3) (14,7) (9,1) (21,4)

@Ninguna de las 348 cepas analizadas fue resistente a los siguientes antimicrobianos: Cefoxitina, Imipenem,
Meropenem, Ertapenem, Amikacina y Tigeciclina.

bCuando los porcentajes son mayores del 20% figuran en negrilla.

Las cepas de los serogrupos 08, 09 y 0101 resultaron ser mas prevalentes entre las cepas
con resistencias multiple (34,3%) que entre las cepas sin resistencia multiple (9,5%), siendo
las diferencias estadisticamente significativas tanto si los datos se analizan individualmente
por serogrupo como si se hace conjuntamente (Tabla 8).

TABLA 8. Prevalencia de los serogrupos 08, 09 y 0101 entre las 348 cepas de E.coli bacteriémicos y
distribucidn de cepas con resistencia multiple.

Numero (%) de cepas de E.coli
Serogrupos P-valor
grup Total MDR No-MDR MDR vs no-MDR
(n=348) (n=105) (n=243)
08 34 19 15 0,0009 (Fisher/two-tailed)
(9,8) (18,1) (6,2) 0,001 (Chi-cuadrado/Yates)
09 11 7 4 0,02 (Fisher/two-tailed)
(3,1) (6,7) (1,6)
0101 14 10 4 0,001 (Fisher/two-tailed)
(4,0) (9,5) (1,6)
08, 09, 0101 59 36 23 <0,0001 (Fisher/two-tailed)
(17,0) (34,3) (9,5) <0,0001 (Chi-cuadrado/Yates)

Cuando las diferencias son estadisticamente significativas figuran en negrilla.

4.2 Caracterizacion molecular

La caracterizacion molecular se realizd sobre una seleccidn aleatoria de 53 de las 59 cepas
totales pertenecientes a los serogrupos 08, 09y 0101.

4.2.1 Grupos filogenéticos

Los grupos filogenéticos mas abundantes entre las cepas de nuestra coleccidon son el C
(35,8%), el B1(34,0%) y el A (24,5%). Las cepas del grupo C son practicamente en su totalidad
del serogrupo 08 (18 de 19) (P=0,0084 y P=0,0001 para 08 vs 09 y 08 vs 0101
respectivamente, con la prueba de Fisher-two-tailed), englobando el 62,1% de las cepas O8.
Las cepas del grupo A pertenecen todas al serogrupo 0101 (13 de 13) (P=0,001 y P<0,0001
para 0101 vs O8 y 0101 vs 09 respectivamente, con la prueba de Fisher-two-tailed),
representando 13 de las 14 cepas 0101. A su vez, las cepas del grupo B1 se dividen mas o
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menos a partes iguales entre el serogrupo 08 y el 09, abarcando la mayoria de los miembros
de este ultimo serogrupo (8 de 10). A mayores, se detecté una cepa del grupo filogenético B2
perteneciente al serogrupo 08 y dos cepas de grupo filogenético desconocido
correspondientes a los serogrupos O8 y 09 (Tabla 9).

TABLA 9. Comparacion de la prevalencia de los grupos filogenéticos entre las 53 cepas bacteriémicas de
E.coli pertenecientes a los serogrupos 08, 09 y 0101.

Numero (%) de cepas P-valor?
| Grupos Total 08 09 0101 O8vs  O8vs  O9vs
filogenéticos 09 0101 0101
(n=53) (n=29) (n=10) (n=14)
A 13 0 0 13 0,0001 <0,0001
(24,5) (92,9)
Bl 18 9 8 1 0,0107 0,0005
(34,0) (31,0) (80) (7,1)
B2 1 1 0 0
(1,9) (3,4)
C 19 18 1 0 0,0084 0,0001
(35,8) (62,1) (10)
U 2 1 1 0
(3,8) (3,4) (10)

2Jnicamente se muestran los P-valores obtenidos mediante la prueba exacta de Fisher-two-tailed cuando estos
son menores que 0,05.

bLa letra “U” hace referencia a un grupo filogenético desconocido, de manera que la cepa no es clasificable.

4.2.2 Perfil de virulencia

En lo que se refiere a los genes que codifican para adhesinas, vemos que papCy papEF, los
cuales pertenecen al mismo operdn, se han detectado en aproximadamente la tercera parte
(34%) de las cepas, siendo especialmente frecuentes entre las cepas del serogrupo O8
(41,4%). En contraste, los genes sfa/focDE e yfcV Gnicamente se han encontrado en unay dos
cepas, respectivamente, mientras que la secuencia génica afa/draBC no se identificd en
ninguna cepa (Tabla 10).

En cuanto a los cuatro genes (iucD, iutA, IroN y fyuA) que codifican para sideréforos
encargados de la captacion de hierro, observamos que se han detectado en mas del 50% de
las cepas, siendo mucho mas abundantes entre las cepas de los serogrupos 08 y O9 que entre
aquellas del serogrupo 0101 (Tabla 10).
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A su vez, los genes iss, traT y ompT, implicados en la resistencia al suero, también se han
hallado en mas del 50% de las cepas, siendo nuevamente mucho mas prevalentes entre las
cepas 08 y 09 que entre las 0101. En contraste, los genes que codifican para los antigenos
capsulares K1 y K2 Unicamente se localizaron en una cepa del serogrupo O8 (Tabla 10).

En lo que respecta a los genes que codifican para la produccion de toxinas, vemos que el gen
hlyF esta presente en la mayoria (84,9%) de las cepas de la coleccion, mientras que los genes
tsh (7,5%) y vat (5,7%) se han identificado en una pequefia proporcién de las mismas vy el gen
hlyA en ninguna de las 53 cepas analizadas (Tabla 10).

Por otro lado, la mayoria de las cepas de los tres serogrupos no contaron con los genes de
virulencia necesarios para poder ser clasificados dentro de los estatus EXPEC y UPEC. Sin
embargo, el 78,9% y el 70,0% de las cepas del serogrupos O8 y 09 respectivamente,
resultaron presentar el estatus APEC (Tabla 10).

Por ultimo, la media de genes codificantes de factores de virulencia se mostré mayor en el
serogrupo 08 (6,9), seguido del serogrupo 09 (6,2) y el 0101 (2,7) (Tabla 10).

TABLA 10. Genes codificantes de factores de virulencia estudiados en las 53 cepas bacteriémicas de E.coli
pertenecientes a los serogrupos 08, 09y 0101.

Numero (%) de cepas P-valor?
Gignes
°°dé;°,?\'}tes Total 08 (N=29) 09 0101 P-valor 08  P-valor 08  P-valor 09
(N=53) (N=10) (N=14) vs 09 vs 0101 vs 0101
Adherencia y colonizacion
PapC 18 12 4 2
(34,0) (41,4) (40,0) (14,3)
PapEF 18 12 3 3
(34,0) (41,4) (30,0) (21,4)
Sfa/focDE 1 1 0 0
(1,9) (3,4)
Afa/draBC 0 0 0 0
yfcV 2 2 0 0
(3,8) (6,9)
Captacion de hierro
iucD 37 23 8 6 0,0347
(69,8) (79,3) (80,0) (42,9)
iutA 39 24 8 7 0,0351
(73,6) (82,8) (80,0) (50,0)
IroN 36 26 7 3 0,0001 0,0351
(67,9) (89,7) (70,0) (21,4)
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TABLA 10. Continuacion.

Numero (%) de cepas P-valor?
dificant
Oty Total 08 09 (N=10) 0101 P-valor 08  P-valor 08  P-valor 09
(N=53) (N=29) (N=14) vs 09 vs 0101 vs 0101
Captacion de hierro
fyuA 31 19 10 2 0,0401 0,0028 0,0001
(58,5) (65,5) (100,0) (14,3)
Resistencia al suero
iss 33 23 7 3 0,0006 0,0351
(62,3) (79,3) (70,0) (21,4)
traT 34 24 7 3 0,0351
(64,2) (82,8) (70,0) (21,4)
OmpT 30 21 7 2 0,0104
(56,6) (72,4) (70,0) (14,3)
kpsM I 1 1 0 0
(1,9) (3,4)
neuc-k1 1 1 0 0
(1,9) (3,4)
kpsM 11-K2 1 1 0 0
(1,9) (3,4)
Produccion de toxinas
hlyA 0 0 0 0
hlyF 45 28 8 9
(84,9) (96,6) (80,0) (64,3)
tsh 4 3 0 1
(7,5) (10,3) (7,14)
vat 3 3 0 0
(5,7) (10,3)
Estatus ExPEC 17 12 3 2 0,0949
(32,7) (41,4) (30,0) (14,3)
Estatus UPEC 2 2 0 0
(3,8) (6,9)
Estatus APEC 32 22 7 3 0,0011 0,0351
(60,4) (78,9) (70,0) (21,4)
Media de 5,7 6,9 6,2 2,7
genes de
virulencia

2Unicamente se muestran los P-valores obtenidos mediante la prueba exacta de Fisher de dos colas cuando estos

son menores que 0,05.

bCuando los porcentajes son mayores del 20% figuran en negrilla.
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En la cepa numero 46 de la coleccion, perteneciente al serogrupo 08, se detectd la presencia
de los genes kpsM I, neuc-k1 y kpsM 11-K2. Siguiendo las indicaciones de la tabla 3, esto nos
indica que posee una capsula del tipo II-K1, siendo asi la Unica cepa de para la que se ha
detectado una capsula de tipo Il.

4.2.3 Perfil de resistencia

De las nueve cepas identificadas como ESBLEC, cinco pertenecen al serogrupo 08, tres al
serogrupo 0101 y una al serogrupo 09. Entre las betalactamasas que se estudiaron en dichas
cepas, la mas abundante fue TEM (77,8% de las cepas ESBLEC), seguida de CTX-M-Grupo 1
(55,6%) y CTX-M-Grupo 9 (22,2%). Por el contrario, la enzima SHV no fue detectada en
ninguna cepa. Ademas, el 44,4% de las cepas ESBLEC cuentan con el estatus APECy el 33,3%
con el estatus ExPEC (Tabla 11).

TABLA 11. Caracteristicas de las 9 cepas de E.coli bacteriémicas ESBLEC. Andlisis del serogrupo, de la
presencia de genes de B-lactamasas (CTX-M-G1, CTX-M-G9, TEM y SHV) y del estatus ExPEC, UPEC y APEC.

Cepas Genes de B-lactamasas Estatus
ESBLEC Serogrupo
(nimero BrIPO | erx-m-61  cTX-M-G9  TEM SHV | EXPEC  UPEC  APEC
coleccion)
3 08 - - - - + - +
10 09 - + - - + - +
15 08 + - + - - - +
18 08 + - + - - - +
22 0101 - - + - + - -
26 0101 + - + - - - -
43 0101 - + + - - - -
45 08 + - + - - - -
53 08 + - + - - - -
Recuento (n=9) 5 2 7 0 3 0 4
(55,6%) (22,2%) (77,8%) (33,3%) (44,4%)
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4.2.4 Tipado del gen fimH

De las 16 variantes diferentes del gen fimH identificadas en la coleccion, 12 (3,25, 30, 34, 35,
38, 53, 87, 142, 248-like, 303 y 511) fueron detectadas Unicamente en cepas del serogrupo
08. Por otro lado, las variantes 39 y 54 se encontraron en cepas de los filoserogrupos 08-Cy
0101-A. Ademas, la variante 27 se observé en cepas de los grupos filogenéticos B1 y C tanto
en el serogrupo O8 como en el 09. Por ultimo, la variante 32 se localizé en cepas de los tres
serogrupos pertenecientes en todos los casos al grupo filogenético B1. Estos datos se
muestran en la tabla 12 y la figura 3.

TABLA 12. Variantes del gen fimH identificadas en la coleccidn, filoserogrupos en los que fueron
encontradas y nimero de cepas en las que se detectaron.

Variantes del gen fimH Filoserogrupo Numero de cepas

3 08-B2 1
25 08-C 1
08-C 1
08-B1 1

27
09-C 1
09-B1 2
30 08-B1 1
08-B1 4
32 09-B1 6
0101-B1 1
34 08-B1 1
35 08-C 1
38 08-B1 1
39 08-C 9
0101-A 1
53 08-C 1
54 08-C 1
0101-A 11
87 08-B1 1
142 08-C 1
248-like 08-U 1
303 08-C 1
511 08-C 1
08-C 1
No tipable (Nt) 09-U 1
0101-A 1

Los cuatro clones predominantes aparecen resaltados en negrilla: 08-B1-fimH32 (4 cepas), 09-B1 fimH32 (6
cepas), 08-C-fimH39 (9 cepas) y 0101-A-fimH54 (11 cepas).
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Figura 3. Arbol filogenético de las secuencias nucleotidicas de los alelos fimH encontrados en las
53 cepas de E.coli bacteriémicas pertenecientes a los serogrupos 08, 09 y 0101.

2El arbol fue construido mediante el método de UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
Mean) de MEGA 11. El modelo de sustitucion nucleotidica empleado fue la distancia p, incluyendo tanto
transiciones como transversiones. Las tasas de sustitucion fueron uniformes entre sitios y se aplicé el mismo
patrén en todos los linajes. La robustez del arbol se evalué utilizando el método Bootstrap con 100 réplicas.
PE| esquema muestra todas las variantes del gen fimH encontradas en cada serogrupo (color verde para el
serogrupo 08, rosa para el 09 y naranja para el 0101), asi como el nUmero de cepas en el que estan
presentes (indicado entre paréntesis). Ademads, también se especifican los grupos filogenéticos a los que
pertenecen dichas cepas.
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5. Discusion

5.1 Prevalencia de los serogrupos 08, 09 y 0101

En este trabajo hemos analizado una coleccion de 53 cepas de E.coli bacteriémicas
pertenecientes a los serogrupos 08, 09 y 0101. Dicha coleccidon proviene de una seleccidon
de los serogrupos mencionados en el conjunto total de las 348 cepas que fueron aisladas en
el HULA durante los afios 2020, 2021y 2022. El serogrupo O8 engloba el 9,8% de ese conjunto
muestral inicial, siendo el serogrupo mas prevalente, junto con el 02 y el 025, entre las cepas
de E.coli causantes de bacteriemias en Lugo. A su vez, los serogrupos 09 y 0101 representan
el 3,1% y el 4,0% respectivamente, entrando también en el TOP10 de los serogrupos mas
prevalentes.

Previamente en el LREC-USC se habia realizado un estudio donde se determinaron los
serogrupos de las 3.260 cepas de E.coli bacteriémicas aisladas en el HULA entre los ainos 1989
y 2011 (Mamani R.S., 2015). Comparando nuestros datos con los de este estudio, podemos
ver que la frecuencia de los serogrupos 08 (7,5% vs 9,8%) y 09 (3,7% vs 3.1%) se ha
mantenido bastante estable. Por el contrario, la presencia del serogrupo 0101 ha sufrido un
aumento significativo (2,1% vs 4,0%; P=0,042) (Tabla 13). Cabe mencionar que, por aquel
entonces, los tres serogrupos ya se encontraban entre los 10 mas prevalentes (Tabla 14).

TABLA 13. Comparacion de la prevalencia de los serogrupos 08, 09 y 0101 entre las cepas de E.coli
bacteriémicas aisladas en el HULA durante los periodos 1989-2011 (Mamani R. S., 2015) y 2020-2022.

Serogrupo P-valor!
Periodo del estudio
08 09 0101 08 vs no 09 vs no 0101 vs
08 09 no 0101

1989-2011 (n=3.260) 243 (7,5%) 120 (3,7%) 70 (2,1%) 0.042

2020-2022 (n=348) 34 (9,8%) 11 (3,1%) 14 (4,0%)

LUnicamente se muestran los P-valores cuando las diferencias son significativas. Como en uno de los estudios el
tamafio muestral es muy grande, el valor de la P se obtiene exclusivamente con el test Chi-cuadrado-Yates.

Comparando con otros estudios de identificacion de los serogrupos en cepas de E.coli
bacteriémicas realizados en diferentes zonas geograficas, observamos que en ninguno de
ellos los tres serogrupos 08, 09 y 0101 se encuentran de manera conjunta entre los 10
serogrupos mas prevalentes (Tabla 14). No obstante, en casi todos los casos si se sitlan entre
los 15 primeros puestos. Quizas la diferencia mas radical se encuentre en el serogrupo 08,
que es mucho mds prevalente en nuestra drea sanitaria que en otras regiones. Estos registros
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muestran que la prevalencia de los serogrupos en las cepas de E.coli bacteriémicas varia
segun la zona geografica, lo cual dificulta el disefio de una vacuna eficaz en todo el mundo.

TABLA 14. Comparacion de la prevalencia de los serogrupos 08, 09 y 0101 entre cepas de E.coli
bacteriémicas aisladas en diferentes paises y periodos de tiempo: Lugo 1989-2011 (Mamani R. S., 2015),
Lugo 2020-2022), Paris (Royer et al., 2022), Inglaterra (Kallonen et al., 2017), Japdn (Matsumoto et al., 2022)
y Global (Europa, norte y sur de América y Asia-Pacifico) (Weerdenburg et al., 2022). Ademas, se indica en
gué posicidn se encuentra cada serogrupo en el ranking de prevalencia.

Serogrupo Lugo 1989- Lugo Paris 2005, Inglaterra Japon Global

2011 2020-2022 2016-2017 2001-2011 2015-2017 2011-2017

(n=3260) (n=348) (n=912) (n=1509) (n=401) (n=3217)

(01] 243 (7,5%) 34 (9,8%) 51 (5,6%) 45 (3,0%) 5(1,2%) 104 (3,2%)
Posicién 3 1-2-32 7 11 12-13 7

09 120 (3,7%) 11 (3,1%) 37 (4,1%) 27 (1,8%) 51 (1,6%)
Posicion 8 9-10 8 12 13

o101 70 (2,1%) 14 (4,0%) 20(2,2%) 50 (1,6%)
Posicion 10 6-7 14 14

2Empate con otros dos serogrupos (02 y 025) en la misma posicion.

5.2 Serogrupos 08, 09 y 0101 y potencial de virulencia

Durante los afos 1989-1993 y 2010-2011, se estudiaron muchos de los genes codificantes de
factores de virulencia analizados en nuestro trabajo en cepas de E.coli bacteriémicas
pertenecientes a los serogrupos 08 y 09 que también fueron aisladas en el HULA (Mamani R.
S., 2015). Comparando estos datos con los resultados que hemos obtenido, observamos que
en las dos investigaciones ambos serogrupos comparten sus genes mas prevalentes: jucD,
iroN, iss, traT y papEF. La frecuencia de los genes iucD y traT para los serogrupos O8 y 09 y
del gen papEF para el serogrupo O8 no sufridé cambios significativos a lo largo de los tres
periodos evaluados. Sin embargo, para el serogrupo 09 la prevalencia de los genes iroN, iss 'y
papEF aumento significativamente del periodo de 1989-1993 al de 2010-2011. Ademas, para
el serogrupo 08 la prevalencia de los genes iroN e iss se incremento significativamente del
periodo de 2010-2011 al de 2020-2022 (Tabla 15).

TABLA 15. Comparacion de los genes de virulencia mas prevalentes de las cepas de E.coli bacteriémicas
pertenecientes a los serogrupos 08 y 09 aisladas en el HULA en los periodos de 1989-1993 y 2010-2011
(MamaniR.S., 2015) y el periodo 2020-2022.

Genes Cepas 1989-1993 Cepas 2010-2011 Cepas 2020-2022
codificantes
de FV 08 (n=17) 09 (n=9) 08 (n=60) 09 (n=35) 08 (n=29) 09 (n=10)
iucD 10 (59%) 5 (56%) 47 (78%) 23 (66%) 23 (79%) 8 (80%)
iroN 8 (47%) 2 (22%) 40 (67%) 22 (63%) 26 (90%) 7 (70%)
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TABLA 15. Continuacion.

Genes Cepas 1989-1993 Cepas 2010-2011 Cepas 2020-2022
codificantes
de FV 08 (n=17) 09 (n=9) 08 (n=60) 09 (n=35) 08 (n=29) 09 (n=10)
iss 8 (47%) 2 (22%) 26 (43%) 22 (63%) 23 (79%) 7 (70%)
traT 13 (76%) 4 (44%) 45 (75%) 23 (66%) 24 (83%) 7 (70%)
papEF 4 (24%) 1(11%) 24 (40%) 18 (51%) 12 (41%) 3 (30%)

En negrilla se sefialan las variaciones estadisticamente significativas (P<0,005) entre un periodo y el siguiente. El
P-valor fue obtenido mediante la prueba exacta de Fisher de dos colas.

Por otro lado, el valor medio de genes de virulencia por cepa ha ido aumentando a lo largo
de estos tres periodos. Para el serogrupo 08, los valores han sido de 4,4, 5,3 y 6,9
consecutivamente, mientras que para el serogrupo 09 han sido de 3,0, 5,4 y 6,2. En ambos
casos, la media ha sido mayor que la obtenida durante los afios 2020-2022 para el serogrupo
0101, que ha resultado ser de 2,7. Sin embargo, analizando datos adicionales del estudio de
Mamani R.S. (2015), vemos que los tres serogrupos presentan una media de genes de
virulencia mucho menor que las cepas de otros serogrupos prevalentes como 02, 04, 06,
018 y 025. Esto concuerda con estudios como el de Blanco et. al (1994). También coincide
con el hecho de que normalmente esos ultimos serogrupos estan asociados con los grupos
filogenéticos B2 y D, los cuales se ha visto que dan lugar a la gran parte de las cepas ExPEC
(Clermont et al., 2000; Gordon et al., 2008; Johnson et al., 2008) y que poseen un mayor
numero de genes de virulencia (Bingen-Bidois et al., 2002; Johnson y Stell, 2000; Jonhson et
al., 2002; Moreno et al., 2005; Sannes et al., 2004).

Otra prueba de la escasez de genes de virulencia en estos serogrupos es que en la mayoria
de los casos no se alcanzé el estatus EXPEC. En concreto, Unicamente lo hizo el 41,4%, el 30%
y el 14,3% de las cepas de los serogrupos 08, 09 y 0101, respectivamente. Al comparar estas
frecuencias con las obtenidas durante los afios 1989-1993 y 2010-2011, no se observan
variaciones significativas. Ademas, se detectaron solo 2 cepas con estatus UPEC en toda la
coleccidon, ambas pertenecientes al serogrupo O8. En cambio, la mayor parte de las cepas de
los serogrupos 08 (78,9%) y 09 (70,0%) cuentan con el estatus APEC. El serogrupo O8 es uno
de los mas comunes en las colibacilosis aviares (Cordoni et al., 2016; Maluta et al., 2014) y
ambos serogrupos han sido detectados previamente en cepas APEC, tal y como muestra el
estudio de Rodriguez-Siek et al. (2005).

5.3 Filoserogrupos, potencial de virulencia y resistencia antimicrobiana

A pesar de que anteriormente hemos analizado los genes de virulencia en funcion de los
serogrupos O, conviene hacerlo en relacién a los filoserogrupos, ya que este concepto no sélo
engloba las caracteristicas antigénicas sino también las relaciones evolutivas. De esta manera,
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nos acercamos mas a lo que hoy en dia se entiende como grupo clonal o clon, un término que
describe aquellos microorganismos genéticamente idénticos o muy similares que provienen
de un ancestro comun (Spratt, 2004).

En nuestra coleccidn, los filoserogrupos mas prevalentes fueron el 08-C, 08-B1, 09-B1 y
0101-A, observandose que las cepas con el estatus EXPEC predominan especialmente entre
las de los filoserogrupos 08-C (55,0%) (Tabla 16).

TABLA 16. Relacion de los serogrupos mas frecuentes entre las cepas de E.coli bacteriémicas aisladas
durante los afios 2020-2022 con el estatus ExPEC.

Filoserogrupo Numero de cepas Estatus EXPEC
08-C 18 10 (55,0%)
08-B1 9 1(11,1%)
09-B1 8 3 (37,5%)
0101-A 14 2 (14,3%)

El hecho de que la mayoria de las cepas de los filoserogrupos 08-B1, 09-B1 y O101-A no
hayan presentado los genes de virulencia necesarios para poder ser clasificados dentro del
estatus ExPEC, sugiere que estos pueden poseer otros genes que jueguen un papel esencial
en su virulencia o contar con un nivel elevado de resistencias a antimicrobianos que justifique
su alta prevalencia.

Por este motivo, es de especial interés estudiar el perfil de resistencia de estos filoserogrupos
y ver su evolucion a lo largo del tiempo. En el estudio de Mamani R. S (2015), se evalua la
resistencia a diferentes clases de antibioticos en las cepas aisladas entre los aflos 2010y 2011.
Al comparar dichos datos con los de nuestra coleccidn, observamos que en los tres
filoserogrupos los porcentajes derivados del recuento total de cepas resistentes, sin importar
el nUmero de antibidticos a los que lo sean, se han mantenido elevados. Sin embargo, si ha
habido un aumento significativo en el nimero de cepas con resistencia multiple (MDR), es
decir, resistentes a antibidticos de 3 o mas clases. Esto nos indica que en los ultimos anos
cepas que Unicamente eran resistentes a una o dos clases de antibiéticos han desarrollado
nuevas resistencias. A mayores, tanto la resistencia a las cefalosporinas de espectro
extendido como la produccién B-lactamasas de espectro extendido se ha incrementado
significativamente en el filoserogrupo 08-B1 (Tabla 17).

De esta manera, hoy en dia los filoserogrupos multirresistentes 08-B1, 09-B1 y 0101-A que
han emergido en Lugo podrian estar representando grupos clonales con la capacidad de
expandirse exitosamente. Por ello, es crucial que en un futuro se dirijan recursos hacia la
caracterizacion de sus cepas.
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TABLA 17. Resistencias a antimicrobianos en cepas de E.coli bacteriémicas aisladas en el HULA durante el
periodo de 2010-2011 (Mamani R. S., 2014) y de 2020-2022 pertenecientes a los filoserogrupos 08-B1, 09-
B1ly 0101-A.

Filoserogrupo | Periodo CIP | SXT | AMINO | AMC | CEE | ESBL | R3 R2 R1 R
2010-2011 | 8 7 2 2 1 1 2 3 8 13

08-B1 (n=20) (40) | (35) | (10) | (20) | (5) | (5) | (10) | (15) | (40) | (65)
2020-2022 | 3 6 2 2 4 a4 5 2 0 7

(n=9) (33) | 67) | (22) | (22) | (a4) | (44) | (56) | (22) (78)
2010-2011 1 7 3 0 1 1 0 4 4 8

09-B1 (n=9) (11) | (78) | (33) (11) | (11) (44) | (44) | (89)
2020-2022 | 3 4 1 2 1 1 4 4 0 8

(n=8) (38) | (50) | (13) | (25) | (23) | (23) | (50) | (50) (100)
2010-2011 | 14 10 6 3 1 1 6 5 4 15

0101-A (n=16) (88) | 63) | (38) | (19) | (6) | (6) | (38) | (31) | (25) | (94)
2020-2022 | 11 11 5 5 4 3 11 0 0 11

(n=13) 85) | (85) | (38) | (38) | (31) | (23) | (85) (85)

aCIP= resistencia a ciprofloxacina, SXT= resistencia al trimetoprim/sulfametoxazol, AMINO= resistencia a
aminoglucdsidos, AMC=resistencia a amoxicilina-acido clavulanico, CEE=resistencia a cefalosporinas de espectro
extendido (cefotaxima, ceftazidima y cefepima), ESBL= produccién de B-lactamasas de espectro extendido, R3=
resistencia a antimicrobianos de 3 o mas clases, R2= resistencia a antimicrobianos de 2 clases, R1= resistencia a
antimicrobianos de una Unica clase, R= total de cepas resistentes.

bEn negrilla se sefialan las variaciones estadisticamente significativas (P<0,005) entre un periodo y el siguiente.
El P-valor fue obtenido mediante la prueba exacta de Fisher de dos colas.

5.4 Tipado del gen fimH

Histdricamente, el alelo fimH se ha utilizado para clasificar los distintos linajes de E.coli en
grupos clonales o incluso subgrupos dentro de los mismos, como es el caso del grupo clonal
ST131, causante de la mayoria de las infecciones extraintestinales en seres humanos. Este se
subdivide en tres grupos principalmente asociados a fimH, denominados clado A (fimH41),
clado B (fimH22) y clado C (fimH30) (Nicholas-Chanoine et al., 2007, 2014). En nuestra
coleccion, la variante fimH32 fue detectada en cepas de los tres serogrupos, lo que sugiere
un origen evolutivo comun de las mismas. Esta hipdtesis se ve reforzada por el hecho de que
dichas cepas resultaron ser en su totalidad del grupo filogenético B1 (Figura 3). Por otro lado,
en la literatura Unicamente se describe la asociacion del alelo fimH32 con el serogrupo 08 y
del fimH35 con el 09 (Weissman et al., 2012). Sin embargo, las cepas analizadas muestran
nuevas combinaciones posibles, lo que indica la necesidad de realizar estudios adicionales
destinados a descifrar estas relaciones.
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5.5 Serogrupos 08, 09y 0101 y produccidon de ESBL

E.coli es la principal causa de las infecciones en el torrente sanguineo, las cuales han
aumentado significativamente en los ultimos afos debido a la aparicién de cepas
multirresistentes y productoras -lactamasas de espectro extendido (Mamani et al., 2019;
Tumbarello et al., 2010). Del conjunto de 348 cepas de E.coli bacteriémicas aisladas en el
HULA durante los afios 2020-2022 al que pertenece la coleccion utilizada en este trabajo, se
analizaron los 221 ejemplares correspondientes a los serogrupos mas prevalentes, de los
cuales 22 resultaron ser productores de ESBL (10,0%). La presencia de ESBLEC causantes de
bacteriemias en el HULA ya habia sido examinada previamente. Entre los afios 1989 y 2000,
se aislaron 975 cepas de E.coli a partir de hemocultivos y ninguna de ellas se identific6 como
productora de ESBL (Mamani R.S., 2015). Por otro lado, durante los periodos de 2000-2005 y
2006-2011 se obtuvieron 827 y 1600 cepas respectivamente, detectandose la produccion de
ESBL en 8 (1,0%) y 88 (5,5%) de las mismas (Mamani et al., 2019). Asimismo, entre enero y
abril del afio 2012 se recogieron 1763 cepas y se determind la presencia de ESBLen 141 (8,0%)
de ellas (Dahbi Zbiti, 2015). Ademas, en el afio 2016 se aislaron en total 100 cepas, de las
cuales 6 (6,0%) contaban con ESBL (Flament-Simon et al., 2020). Estos datos reflejan un
incremento progresivo de la prevalencia de las cepas ESBL en el hospital lucense.

Entre las 59 cepas bacteriémicas pertenecientes a los serogrupos 08, 09 y 0101 aisladas
durante el periodo 2020-2022, se encontrar 9 cepas ESBL, lo que represente un 15,3% de las
mismas. Este porcentaje es algo superior al 10,0% hallado en el conjunto total de cepas
recolectadas a lo largo de dicho periodo, lo que sugiere que estos tres serogrupos figuran
entre los mas frecuentes en los ESBLEC. Esto concuerda con el estudio realizado por Mamani
et al. (2019) en cepas bacteriémicas aisladas en el HULA entre los afios 2000y 2011, en el que
se determind que el serogrupo mas prevalente era el 025, seguido del 015, 09, 07, 08, 0101
y O153.

Por este motivo, es importante estudiar si las cepas de estos serogrupos son productoras de
ESBL, asi como intentar descubrir los mecanismos moleculares implicados y el tipo concreto
de enzima codificada. Las CTX-M son las -lactamasas mas diseminadas en todo el mundo y
su presencia es mas frecuente en E.coli que en el resto de enterobacterias (Canton et al.,
2007; Canton et al., 2008). En nuestro pequefio analisis, se detectd la presencia de enzimas
de tipo CTX-M del grupo 1 en cepas de los serogrupos 08 y 0101 y del grupo 9 en cepas de
los serogrupos 09 y 0101. Las dos subfamilias mencionadas ya se habian identificado
anteriormente en los tres serogrupos, tal y como se muestra en los estudios de Mamani R.S
(2015) y Mamani et al. (2019). Sin embargo, una de las cepas ESBL no obtuvo un resultado
positivo en ninguna de las enzimas evaluadas, lo que evidencia la necesidad de realizar un
analisis mas exhaustivo.
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6. Conclusiones

Las conclusiones de este trabajo son las siguientes:

Los serogrupos 08, 09 y 0101 se encuentran entre los 10 mas prevalentes en la
coleccion de cepas de E.coli bacteriémicas aisladas durante los afios 2020, 2021y 2022
en el area sanitaria de Lugo.

Mas de la mitad de las cepas de estos tres serogrupos presentan resistencia multiple
a antimicrobianos (MDR), representando aproximadamente la tercera parte de las
cepas bacteriémicas totales con resistencia multiple.

La alta prevalencia de los tres serogrupos y su asociacion con la resistencia multiple a
los antimicrobianos justifica una futura inclusién de los mismos en las vacunas que se
desarrollen para la prevencién de bacteriemias causadas por E.coli en seres humanos.
Los grupos filogenéticos y los alelos fimH predominantes en las cepas de los
serogrupos estudiados son distintos (08-C-fimH39, 09-B1-fimH32 y 0101-A-fimH54),
lo que indica que la mayoria de las cepas pertenecientes a los mismos son
evolutivamente muy diferentes. Sin embargo, el hecho de que el grupo filogenético B1
y el alelo fimH32 también sean frecuentes entre las cepas del serogrupo 08 sugiere
gue parte de estas cepas podrian tener una relacion genética estrecha con las cepas
del serogrupo 09.

La media de genes de virulencia de las cepas de los serogrupos 08 y 09 es muy superior
a la obtenida para las cepas del serogrupo 0101, lo que tedricamente implicaria que
el potencial de virulencia de las cepas de los dos primeros serogrupos es superior al de
las cepas del segundo.
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8. Anexos

Anexos

8.1 Cepas control

Tabla S1. Cepas utilizadas como controles positivos en las PCR realizadas a lo largo del trabajo.

Cadigo de la cepa

Procedimiento en el que se empled

FV14067

FvV14087

0157.807

0157.1103

PCR muiltiplex grupo filogenético

FV19459

FV19460

PCR grupo filogenético C

FV17090(CV15A)

Cv15D

FV17132

FV17133

FV17134

FV17159

PCR genes EXPEC

FV14390

FV14391

PCR gen blaCTX-M-9

FV14390

FV14391

PCR gen blaCTX-M-1

FV14390

FV14391

PCR gen blaTEM

FV19247

PCR gen blaSHV
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