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INTRODUCCION

1. Escherichia coli

Este microorganismo fue descubierto en 1885 por Theodor Escherich (1857 —
1911) (Escherich, 1885). Es una de las especies bacterianas mas estudiadas, tanto en lo
referente a sus capacidades patdgenas, como sustrato y modelo de investigaciones
metabdlicas, genéticas y poblacionales, y desde el punto de vista epidemioldgico y su

impacto clinico (Humbert et al., 2000; Uzzau y Fasano, 2000).

E. coli se clasifica como parte de la familia Enterobacteriaceae, dentro del orden
Enterobacterales (Adeolu 2016). Estas bacterias son de rdpido crecimiento y amplia
distribucién en el suelo, agua, animales y vegetales. De todas las especies del género
Escherichia, E. coli es la mas importante para el ser humano. Forma parte de la
microbiota intestinal de animales homeotermos, y es la bacteria anaerobia facultativa
mas abundante en el intestino grueso del ser humano. Incluye aislados comensales y
otros que pueden causar infecciones intestinales y extraintestinales (Kaper JB, 2004).
Entre las infecciones mas comunes producidas por E. coli se encuentran las infecciones
del tracto urinario (80- 90%), seguidas de bacteriemias, meningitis y diarreas (Jorge G,

2012).

1.1 Grupos filogenéticos

En el afio 1987, Ochman y Selander seleccionaron 72 cepas aisladas de especies
humanas y 16 de otros mamiferos representativas de la variedad enzimatica de E. coli.
Esta coleccién se denomind “coleccién estandar de referencia” (ECOR) (Ochman H,
1984). Para estudiar su relacién filogenética, se analizaron los grupos (clusters)
obtenidos mediante multilocus enzyme electrophoresis (MLEE) de 35 loci de las cepas
de esta coleccidn, y se definieron 6 grupos filogenéticos principales: A, B1, B2, C,Dy E

(Figura 1) (Selander RK, 1987). En un analisis posterior de 38 loci (Herzer PJ, 1990)
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utilizando un algoritmo de agrupacidon mas robusto, se obtuvieron 4 grupos principales:
A, B1, B2 and D, y unas pocas secuencias sin clasificar que, en ocasiones, eran referidas
al grupo E. El grupo C, inicialmente definido, no se identifico en este estudio y no se usé
mas adelante. Posteriormente, sin embargo, se aprecio que esta técnica puede conducir

a la asignacion errénea de algunos aislados a un filogrupo concreto (Bisercic M, 2006).

El desarrollo de las técnicas de tipacidn molecular ha permitido asignar los
aislados a los filogrupos de forma rapida y con un alto grado de concordancia con la
técnica de MLEE. La primera técnica que lo permitié fue una PCR multiple basada en la
presencia o ausencia de tres secuencias de ADN de la parte conservada del genoma
(Clermont O, 2000. Modificaciones posteriores de esta técnica aportaron mayor

sensibilidad y fiabilidad (Doumith M, 2012).

Posteriormente, el uso de la técnica de multilocus sequence typing (MLST) se han
establecido 8 filogrupos en lugar de 4, de los cuales 7 pertenecen a E. coli en sentido
estricto (A, B1, B2, C, D, E y F) y uno corresponde a Escherichia grupo | (Luo C, 2011).
Para determinar todos los filogrupos, Clermont y cols. desarrollaron una PCR cuadruple
con cebadores modificados (Clermont O, 2013) que permite clasificar con rapidez los

aislados en los filogrupos determinados por MLST.

La importancia de determinar la pertenencia a uno y otro grupo filogenético en
los aislados de E. coli se debe a que, ademas de obtener informacion sobre su nicho
ecoldgico principal y sus caracteristicas evolutivas, estd relacionado en parte con
aspectos patogénicos (Gordon DM, 2008), como veremos mas abajo. Asi, los aislados
comensales pertenecen tipicamente a los grupos filogenéticos Ay B1, y se caracterizan
por carecer de muchos de los determinantes de virulencia presentes en los aislados
patogenos (Johnson JR, 1991). Los aislados causantes de infecciones intestinales se
incluyen en los grupos filogenéticos A, B1 y D (Johnson JR and, 1991) y presentan una
combinacion de determinantes de virulencia que da lugar a mecanismos de patogenia
bien diferenciados, y que causan tipicamente estas infecciones y sus complicaciones.
Los aislados patégenos extraintestinales (extraintestinal pathogenic E. coli, EXPEC)

pertenecen principalmente al grupo filogenético B2 y, en menor medida, al D (Johnson
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JR and, 1991), y producen una serie de factores de virulencia que les posibilita causar

infecciones fuera del tubo digestivo (infecciones urinarias y otras) (Johnson JR, 1991).

Asimismo, la filogenia se ha relacionado clasicamente con la resistencia a
antimicrobianos. Por ejemplo, hace afios ya se describié que los aislados resistentes a
fluorquinolonas se concentraban en los filogrupos B1 y D, precisamente los filogrupos

ExPEC (Johnson JR, 2002).

1.2 Caracteristicas patogénicas de E. coli

La capacidad de causar infeccidn en los distintos aislados de E. coli es variable y,
en funcion de ella, se pueden distinguir tres grupos principales: E. coli comensal, E. coli

patdgeno intestinal y E. coli patégeno extraintestinal.

E. coli comensal

Las cepas comensales de E. coli constituyen gran parte de la microbiota del
intestino del ser humano, otros mamiferos y aves. Son cepas perfectamente adaptadas
a la coexistencia con su hospedador. E. coli coloniza el tracto gastrointestinal y establece
con el hospedador una relacién estable de mutua beneficio como integrante de la
microbiota. Su presencia en el agua y los alimentos es un indicador de contaminacion

fecal reciente (Humbert et al., 2000).

E. coli patégeno intestinal

E. coli puede causar infecciones intestinales. Segun Ila patogénesis vy
caracteristicas epidemioldgicas, se han definido 6 patotipos (es decir, grupos de aislados
que tienen determinados factores de virulencia comunes): E. coli enterotoxigénica
(ETEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli de adherencia difusa (DAEC), E. coli
enterohemorragica (EHEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC) y E. coli enteropatdgena (EPEC).
Los tres primeros son causantes de diarreas acuosas, mientras que los tres ultimos
producen diarreas sanguinolentas y/o invasivas. Los mecanismos de acciéon son

diferentes segun el patotipo: produccién de toxinas (ETEC, EHEC, EAEC), factores de
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adherencia (EHEC, EPEC, EAEC, DAEC) e invasion del epitelio (EIEC) (Domingue et al.,
1985; Alonso et al., 1987; Blanco et al., 1996; Blanco et al., 1997; Donnenberg y Whittan,
2001; Fecteau et al., 2001; Arbeloa et al., 2009).

E. coli patdgeno extraintestinal (EXPEC)

E. coli es uno de los microorganismos que con mayor frecuencia se asocia con
infecciones extraintestinales, tanto en seres humanos como en los animales. Dentro de
las infecciones que provoca se incluyen las infecciones del tracto urinario (ITU) y genital,
meningitis, infecciones intraabdominales incluyendo biliares, peritonitis y abscesos
intraabdominales, infecciones pulmonares, y de piel y partes blandas (Dominguez et al.,
1985; Blanco et al., 1991; Blanco et al., 1996; Dalmau et al., 1996; Blanco et al; Abe et
al., 2008; Houdouin et al., 2008; Manges et al., 2008; Mora et al., 2009). En general, E.
coli se considera responsable del 20% al 30% de las bacteriemias de la comunidad y del
20% de las nosocomiales. Las bacteriemias por E. coli se originan sobre todo en el tracto
urinario y en la cavidad intraabdominal. Las infecciones invasivas por E. coli, aunque
pueden afectar a personas sanas, son mas frecuentes en individuos con enfermedades
cronicas. En los ultimos 20 afios se ha apreciado un aumento significativo de las
resistencias a antimicrobianos en las cepas de E. coli bacteriémicas (Javaloyas, 2003;

Oteo et al., 2006; Jones et al., 2008; Naseer et al., 2009).

Se postularon en su momento dos teorias acerca de la relacion entre las cepas
fecales de E. coli y las causantes de ITU. En la teoria de la prevalencia se mantenia que
las ITU estarian habitualmente causadas por las cepas de E. coli mdas abundantes en la
flora intestinal. La teoria de la especial patogenicidad apoya la idea de que solo
determinadas cepas con factores de virulencia son capaces de producir las infecciones
extraintestinales. Diversos estudios realizados en las décadas de los ochenta y noventa
del siglo pasado confirman la validez de la teoria de la especial patogenicidad (Korhonen

et al., 1985; Orskov y Orskov, 1985; Blanco et al., 1991; Blanco et al., 1996).

1.3 Factores de virulencia en ExPEC
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Como hemos visto, los aislados EXPEC pueden causar distintas infecciones, lo que
se ha asociado con la presencia de varios factores de virulencia (Russo TA, 2000; Picard
B; 1999). Cabe mencionar que en algunos estudios se comete el error de englobar
dentro del patotipo EXPEC a cualquier cepa de E. coli aislada de una infeccién
extraintestinal, aunque el criterio para definir las cepas ExPEC se basa en la presencia de
determinados factores de virulencia, y en general, se acepta que deben producir dos de
los siguientes: papC o papAH, sfa/foc, afa/dra, iutA y kpsM Il (Johnson JR, 2003). En
general, las cepas EXPEC poseen distintos tipos de factores de virulencia que
contribuyen conjuntamente a potenciar su patogenia, por lo que se considera que su
virulencia es un fendmeno multifactorial. A continuacidn, se describen los siguientes

factores de virulencia.

Adhesinas

Son proteinas implicadas en la union de la bacteria a las células epiteliales del
tracto urinario. Incluyen la fimbria comun tipo 1 (fimH), la fimbria tipo P (papG) (Vigil
PD, 2011) y la fimbria tipo S (Spurbeck RR, 2011), ademds de la adhesina Afa/Drs (Fang
L, 2004).

La expresion de las fimbrias esta regulada para expresarse en funcion del tejido
al que unirse. Asi, en la vejiga se expresan las de tipo 1, pero en el rifidn dejan de
expresarse y comienzan a hacerlo las de tipo P y S. Esta regulacidn jerarquica permite la
expresion exclusivamente de las fimbrias necesarias, limitando su exposicion al sistema

inmune (Lindberg S, 2008).

Toxinas

En general se trata de proteinas citotdxicas que actuan destruyendo las células
del hospedador, para facilitar la diseminacion tisular y adquisicion de nutrientes y otros
factores necesarios durante la infeccidn. Incluyen, entre otras, la a-hemolisina (Hly),
presente con frecuencia en cepas causantes de infecciones urinarias y sepsis, entre

otras, y que contribuye al suministro de hierro a la bacteria (Wiles TJ, 2008); Sat
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(secreted autotransporter toxin) presente principalmente en cepas causantes de
pielonefritis, que provoca efectos citopaticos sobre células del rifidn y de la vejiga (Guyer
DM, 2002); CDT (cytolethal distending toxin), que presenta actividad catalitica y de la
que se conocen 5 variantes (Dubois D, 2010); y CNF (cytotoxic necrotizing factor), de la
gue se conocen 3 tipos, de los cuales las cepas EXPEC causantes de infeccion urinaria y

sepsis producen la variedad CNF1 (Blanco M, 1997; Blanco J, 1990).

Siderdforos

Los sideréforos son sistemas de captacion del hierro que las bacterias han
desarrollado, ya que al estar éste secuestrado en hemoproteinas o en proteinas
transportadoras de hierro en el huésped, la dificultad de su captacién es en un factor
limitante de su capacidad infectiva (Skaar EP, 2010). Estos captadores de hierro se
sintetizan en el citoplasma, posteriormente son secretados, captan el hierro gracias a la
elevada afinidad que tienen por él, se internalizan y liberan el hierro en el citoplasma de

la bacteria (Garénaux A, 2011).

Proteinas involucradas en la resistencia al suero vy a la fagocitosis

Entre las proteinas involucradas en la resistencia al suero se encuentran las
lipoproteinas Iss (increased serum survival), que incrementan la supervivencia al suero
y las TraT, las cuales aumentan la resistencia de la bacteria a la accién del complemento,
produciendo una disminucién de la interaccion de la membrana bacteriana con el
complemento y, como consecuencia, reduciendo la fagocitosis (Sukupolvi S, 1990).
Ademas, la capsula juega un papel protector contra la fagocitosis y la actividad

bactericida del suero (Whifield C, 2006).

Produccién de biopelicula

Otro factor de virulencia que ayuda a la supervivencia de las bacterias y a la
capacidad invasiva gracias a la formaciéon de biopelicula es IbeA (invasion of brain

endothelium), que también se ha asociado a la produccién de meningitis en recién

Pagina 13



nacidos (Wang S, 2011).

1.4 Relacion entre virulencia y resistencia a antimicrobianos

La virulencia de las cepas EXPEC, entendida como su capacidad de causar
infeccidon, se ha considerado clasicamente que tenia una relacidon inversa con la
resistencia a antimicrobianos; esto fue inicialmente claro en el caso de la resistencia a
fluorquinolonas, de modo que las cepas uropatégenas de E. coli resistentes a
fluorquinolonas presentaban menos genes codificantes de factores de virulencia en
comparacion con las cepas sensibles. En un estudio se estudié la frecuencia de B-
hemolisis y de la expresién del gen papEF, codificante de una adhesina, en una serie de
aislados canadienses de E. coli tanto comunitarios como nosocomiales durante los afios
2003-2004; tanto la B-hemdlisis como la presencia de papEF en aislados comunitarios y
nosocomiales fueron significativamente menos frecuentes entre los aislados de E. coli
resistentes a fluorquinolonas que entre los sensibles (Drews SJ, 2005). En otro estudio,
otros factores de virulencia como papG allele Il-variante de la adhesina P, kpsMTK1-
variante de kpsM y hlyA-hemolisina fueron mas frecuentes en los asilados sensibles a
fluorquinolonas (Lavigne J, 2004). En una coleccién de aislados de E. coli procedentes de
muestras hospitalarias recogidas durante los afios 1998-1999 y 2002, Johnson vy cols.
estudiaron la presencia de 35 marcadores de virulencia, detectdndose mayor nimero
de estos entre los aislados sensibles a fluoroquinolonas, siendo en 3 de ellos
estadisticamente significativa la diferencia: fyuA (sideréforo), kosMT Il y ompT (proteasa

de la membrana externa (Johnson JR, 2002).

Como se vera mas adelante, esta correlacién inversa no ocurre en los aislados
resistentes a quinolonas pertenecientes al complejo clonal ST131, siendo éste uno de
los aspectos que despertd mayor interés por dicho complejo clonal.

2. Resistencia a antimicrobianos en E. coli

La resistencia a los antimicrobianos en las bacterias puede ser natural

(intrinseca) o adquirida. La resistencia natural es propia de cada familia, especie o grupo
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bacteriano para determinados antimicrobianos, y esta situacion no es variable. La
mayoria de las veces se debe a la ausencia de diana o la imposibilidad de alcanzarla. La
resistencia adquirida si es variable y puede originarse por la adquisicion de
determinantes de resistencia a través de elementos genéticos moviles, o por la aparicién
de mutaciones cromosdOmicas. La diseminacidon de los genes de resistencia puede
producirse por la transmision de determinados clones bacterianos que los portan (los
llamados clones exitosos o de alto riesgo), por su transmisién entre distintas especies
bacterianas o clones a través de elementos genéticos moéviles, o por una combinacion

de ambas.

En las ultimas décadas, las resistencias a antimicrobianos han aumentado de
forma muy llamativa en diversas especies bacterianas. De hecho, organismos como la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) o el Centro Europeo de Control y Prevencion
de Enfermedades (ECDC) han situado la lucha frente a las resistencias microbianas como
una prioridad de salud publica a nivel mundial.( WHO, 2020; ECDC, 2020) El problema
es particularmente grave en el caso de las bacterias gramnegativas; de hecho, los 3
microorganismos o grupos de microorganismos que la OMS incluye como prioridad
critica son bacterias gramnegativas: Acinetobacter baumannii resistente a
carbapenemas, Pseudomonas aeruginosa resistente a carbapenemas y enterobacterias
resistentes a cefalosporinas de tercera generacion o carbapenemas (Taconnelli, 2017;

Taconnelli, 2018.).

De hecho, en los ultimos 15-20 afos, el manejo terapéutico de las infecciones por E. coli
se ha visto dificultado por el aumento de la frecuencia de resistencias a los
antimicrobianos mas utilizados en su tratamiento. A continuacién, se resumen los
aspectos mas relevantes de los diferentes mecanismos de resistencia de E. coli a los
principales grupos de antimicrobianos utilizados para las infecciones invasivas: B-

lactamicos, aminoglucdsidos y quinolonas.

2.1 Resistencia a B-lactamicos

La hidrdlisis enzimatica causada por las B-lactamasas es el mecanismo de
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resistencia mas frecuente a los antibidticos B-lactamicos en las bacterias gramnegativas.
Las B-lactamasas son enzimas fijadoras de penicilinas que catalizan la hidrélisis del anillo
B-lactamico separando el enlace amida, impidiendo al antibiético inhibir la sintesis de la
pared celular. El grado de resistencia que generan estas enzimas se correlaciona con su
concentracion, afinidad por los diferentes B-lactamicos y sus propiedades hidroliticas

(Murray 2007).

Se han propuesto diferentes esquemas de clasificacion de las B-lactamasas. La
clasificacion molecular, también conocida como clasificacién de Ambler, es la mas
utilizada. Esta clasificacion divide a las B-lactamasas en enzimas de clase A, Cy D, que
necesitan un aminoacido de serina para llevar a cabo su actividad hidrolitica, y en
enzimas de clase B, llamadas metalo-enzimas, que requieren un ion de zinc divalente
para actuar (Ambler 1980). Otra clasificacion es la funcional de Bush y Jacoby (Bush
2009), que agrupa las enzimas en funcidn de los sustratos frente a los que son activas y
de su inhibicion. Clasifica las B-lactamasas en los grupos 1 (cefalosporinasas de clase C
de Ambler, no inhibidas por inhibidores de B-lactamasas como el acido clavulanico), 2
(grupo heterogéneo de enzimas pertenecientes a las clases Ay D de Ambler, de amplio
espectro de sustrato incluyendo penicilinas, cefalosporinas, oxacilina y carbapenemas,
inhibidas por inhibidores clasicos de B-lactamasas) y 3 (corresponde a la clase B de

Ambler).

B-lactamasas de espectro extendido (BLEE)

Las BLEE pertenecen sobre todo a la clase A de Ambler (algunas enzimas de clase
D son también consideradas BLEE) y a los grupos 2be y 2d de Bush y Jacoby. Son enzimas
de codificacidon principalmente pldsmidica con capacidad para inactivar los antibidticos
oxi-imino-B-lactamicos (como cefotaxima, ceftriaxona, ceftazidima) y aztreonam
(Bradford 2001) pero no las cefamicinas ni los carbapanems. Son inhibidas por
inhibidores de B-lactamasas. Se conocen con el nombre de “espectro extendido” por
hidrolizar un rango de B- lactamicos mdas amplio que las enzimas “de espectro ampliado”
(TEM-1, TEM-2 y SHV-1). Las BLEE son producidas con mayor frecuencia por distintas

especies de enterobacterias como E. coli, Klebsiella spp., Salmonella spp. y Enterobacter
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spp. (Paterson 1999). En general, la produccién de BLEE es el mecanismo de resistencia
a cefalosporinas mas frecuente en E. coli, cuya prevalencia en aislados invasivo se situa

entre el 11% y el 15% en Espafia, entre 2015y 2018 (ECDC 2019).

Con alguna frecuencia, los plasmidos que vehiculan las BLEE pueden incluir
determinantes de resistencia para otros antibidticos, como ocurre frecuentemente con
los aminoglucdsidos, trimetoprim/sulfametoxazol y con genes que confieren bajo nivel
de resistencia a quinolonas; ademas, es frecuente en aislados de E. coli que produce
BLEE la coexistencia de mutaciones cromosdmicas que confieren alto nivel de

resistencia a quinolonas.

Se han descrito varios tipos de BLEE: TEM, SHV, CTX-M, OXA y otros
(http://www.lahey.org/Studies/). Las BLEE tipo TEM, junto con las SHV, habian sido

hasta hace dos décadas las encontradas con mas frecuencia en todo el mundo (Jones
2009). Se originaron por mutaciones en la secuencia de las B-lactamasas TEM-1y TEM-
2, que confieren resistencia a ampicilina pero no a cefalosporinas de tercera generacién
(Jones 2009). TEM-1 se encuentra en mas del 40% de los aislamientos de E. coli y
producia mas del 90% de los casos de resistencia a ampicilina en este microorganismo
(Datta 1965, Jacoby 2003, Livermore 1995). Entre las BLEE tipo TEM que han tenido una
importante diseminacion podemos resaltar TEM-24 en cepas clonales de Enterobacter
aerogenes y otras enterobacterias en Francia e ltalia (Bertrand 2003, Perilli 2002) y
también en Espafia (Salso 2003, Cantdn 2002); y TEM-52, encontrada en areas dispersas
del mundo (Qelle 2001). En nuestro grupo se han desarrollado diversos estudios sobre
la epidemiologia clinica y molecular de las infecciones causadas por E. coli productor de
BLEE (Rodriguez-Bafio 2004; Romero 2005; Velasco 2007; Rodriguez-Bafio 2008; Diaz
2010).

Las BLEE tipo SHV proceden de mutaciones de la B-lactamasa SHV-1, que se
codifica en el cromosoma de mas del 90% de las cepas de Klebsiella pneumoniae (Babini
2000, Chaves 2001, Livermore 1995); ademads, esta enzima se puede encontrar en
pldsmidos en un bajo porcentaje de cepas de enterobacterias resistentes a ampicilina

(Du bois 1995, Miranda 2004). La mayoria de las BLEE tipo SHV se han descrito en
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aislamientos de K. pneumoniae, aunque también se han encontrado en E. coli, entre
otras enterobacterias. Las BLEE tipo SHV fueron las primeras que se describieron en
Espafia (Baquero 1988) y las implicadas en los primeros brotes (Ferndndez- Rodriguez
1992). Durante afos, tanto en la cuenca mediterrdnea como en paises asiaticos a orillas
del Pacifico, la BLEE mas frecuente fue SHV-12 (Ben-Hamouda 2004, Laksai 2000,
Neonakis 2003, Weill 2004, Chanawong 2001, Kim J. 2005, Lee SH. 2003, Mulvey MR.
2004). En Espafia SHV-12 se ha descrito también en cepas de E. coli que producian
infecciones en animales (Brifias 2003, Teshager 2000) y en nuestra areas ha sido la

segunda BLEE en frecuencia (Rodriguez- Bafio, J Antimicrob Chemother 2008).

Las B-lactamasas tipo CTX-M constituyen un grupo de BLEE que, al contrario que
las anteriores, hidrolizan mds eficazmente cefotaxima (de ahi su denominacién) que
ceftazidima, aunque algunas variantes hidrolizan también ceftazidima con gran eficacia
(Bonnet 2001, Stiirenburg 2004). Se describieron en 1989 (Bauernfeind 1990). Estas
enzimas proceden de enzimas de similar espectro presentes en el cromosoma de
especies de Kluyvera (Bonnet R. 2004). Las B-lactamasas CTX-M se han diseminado muy
rapidamente por todo el mundo entre una gran variedad de enterobacterias, y son
desde los primeros afos del siglo XXI, las BLEE mas frecuentes. Pueden dividirse en 5
grupos: grupo CTX-M-1 (que incluye CTX-M-15, una de las BLEE mas prevalente en el
mundo), grupo CTX-M-2, grupo CTX-M-8, grupo CTX-M-9 (que incluye CTX-M-14, que ha
sido la BLEE mas frecuente en Espafia durante la primera década del siglo XXI) y grupo

CTX-M-25, cada uno de los cuales incluye varias enzimas especificas.

Las BLEE tipo OXA pertenecen a la clase D de Ambler, confieren resistencia a
ampicilina y cefalosporinay se caracterizan por tener una alta actividad hidrolitica frente
a oxacilina y cloxacilina. Se inhiben en grado variable por acido clavulanico. Es un grupo
heterogéneo con mas similitudes fenotipicas que genotipicas entre si. La mayoria de las
BLEE tipo OXA derivan de OXA-10y se han descrito fundamentalmente en P. aeruginosa
(Bradford 2001). La primera OXA con espectro BLEE (OXA-11) fue descrita a partir de un
aislado de P. aeruginosa procedente de una muestra de sangre de un paciente de
Turquia (Hall LM, 1993). Se han identificado mayoritariamente en P. aeruginosa y en A.

baumannii, y en menor cuantia en diferentes especies de enterobacterias (Naas, 2008).
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Otros grupos de BLEE son los pertenecientes a las familias PER, VEB y GES, las
cuales tienen un perfil hidrolitico semejante a otras BLEE de clase Ay, al igual que las
OXA, se han identificado principalmente en bacilos gramnegativas no fermentadores.
Sin embargo, también se han descrito aislados de enterobacterias, como es el caso de
la primera enzima tipo VEB por parte de un aislado de E. coli en el aifio 1996 (Poirel L,
1999), o el caso de la primera enzima tipo GES, la cual se describié a partir de un aislado
de K. pneumoniae en Francia (88). En la actualidad se han descrito 7 variantes de
enzimas tipo VEB y 16 de GES (www.lahey.org/studies), las cuales han sido identificadas
en paises de distintos continentes como Argentina, Brasil, China, Corea, Japdn, Francia,
Grecia, Portugal y Sudéfrica (Naas T, 2008; Mendoza N, 2009; Piersigilli AL, 2009). Las
principales especies implicadas en la diseminacién de estas BLEE son P. ageruginosa, E.
coliy K. pneumoniae. Otras BLEE descritas de manera esporadica (menor prevalencia)
en diferentes paises son SFO, TLA, BEL y BES (Naas T, 2008; Matsumoto Y, 1999; Silva J,
2000; Bonnet R, 2000; Poirel L, 2005).

B-Lactamasas tipo AmpC

Las B-lactamasas de la clase molecular C de Ambler (grupo 1 de Bush) se
caracterizan por hidrolizar cefalosporinas de primera y de segunda generacion (incluidas
las cefamicinas) y, en menor medida, las de tercera. Las de cuarta generacion vy
carbapenemas se ven poco afectadas por su perfil de inhibicién. Pero si existe una
hiperproduccion de la enzima, el espectro de hidrélisis se amplia y afecta tanto a
cefalosporinas de tercera como de cuarta generacién. Por otro lado, las carbapenemas
se pueden ver afectadas en caso de que haya una variante de estas enzimas, las
denominadas AmpC de espectro extendido (extended spectrum AmpC B-lactamases,

“ESAC”) (Nordmann P, 2007).

Los genes que pueden codificar la produccion de AmpC estan presentes en el
cromosoma de diversos gramnegativas, aunque pueden no expresarse, y en algunos de
ellos su produccion es inducible tras la exposicion a determinados antimicrobianos. En
E. coli, la produccion de AmpC no es inducible. Estos genes también pueden localizarse

en plasmidos (Philippon A, 2002). Desde el punto de vista epidemioldgico, las AmpC
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plasmidicas tienen mayor relevancia que las cromosémicas debido a su capacidad para

transferirse y diseminarse horizontalmente en distintos clones bacterianos.

La prevalencia de infecciones por E. coli productor de enzimas tipo AmpC es, en

general, mucho mas baja que la de productores de BLEE.

Carbapenemasas

Son enzimas que hidrolizan a las carbapenemas. Han adquirido una
extraordinaria importancia en los ultimos 10 afos, debido a que los microorganismos
que las producen son frecuentemente resistentes a la mayoria de antimicrobianos
disponibles, y su diseminacion mundial esta causando graves problemas en el

tratamiento de los pacientes que sufren infecciones por estos microorganismos.

Se agrupan en diferentes clases de Ambler. Las carbapenemasas de clase A
hidrolizan todos los betalactamicos, aunque su capacidad de hidrdlisis es menor para
cefoxitina y temocilina, y se inhiben por el acido bordnico. Las carbapenemasas de clase
B tienen un perfil hidrolitico que incluye todos los betalactamicos salvo el aztreonam,
no se inhiben por el acido clavuldnico o tazobactam ni por bordnico, pero si por agentes
quelantes como el EDTA, el acido dipicolinico o fenantrolina (Marchiaro P, 2008; Laraki
N, 1999). Las de clase D hidrolizan las penicilinas y las cefalosporinas de primera y
segunda generacion, pero no las de tercera y cuarta; la capacidad hidrolitica frente a las

carbapenemas es de bajo grado.

Se han descrito aislados de E. coli productores de carbapenemasas en todo el
mundo. En un estudio multinacional en el que participaron 455 hospitales de 36 paises
europeos durante los afios 2013-2014, se detectaron aislados productores de enzimas
de todas las clases, aunque los paises con mayor prevalencia fueron los del
Mediterraneo y los Balcanes (Grundmann H, 2017). En Espafia también se han detectado
aislados de E. coli productores de carbapenemasas de todas las clases, principalmente
de OXA-48. Durante los afios 2012 a 2014 se encontrd que los tipos de carbapenemasas

en E. coli productores de estas enzimas fueron: el 71,9% OXA-48, el 22,3% VIM-1, el 3,3%
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KPC-2, el 1,7% NDM y el 0,8 IMP-22 (Ortega A, 2016). La distribucidon de determinadas
carbapenemasas es variable en las diferentes areas geograficas dependiendo de varios

factores, pero especialmente de la diseminacidn de determinados clones exitosos.

Afortunadamente Ila prevalencia de aislados invasivos resistentes a
carbapenemas es aun muy bajo en porcentaje, del 0.1% (ECDC 2019) en nuestro pais,
pero el riesgo de que esta situacion empeore, aumento como ocurre en K. pneumoniae

es evidente.

2.2 Resistencia a quinolonas

La resistencia a quinolonas se produce principalmente mediante la modificacion
de la diana por mutaciones en los genes de la girasa (gyrAy gyrB) y de la topoisomerasa
IV (parC), lo que origina resistencia de alto nivel (Ruiz J, 2002; Vila J, 1994). Ademas,
existen genes de resistencia mediados por plasmidos (plasmid mediated quinolone
resistance o PMQR), que causan bajo nivel de resistencia y que fueron descritos por
primera vez en el Departamento de Microbiologia de esta Universidad (Martinez-
Martinez 1998). Entre dichos genes se encuentran los genes gnrA, qnrB, qnrS, gepA 'y
aac(6')-lb-cr, codificando este ultimo una enzima que afecta no sélo a los
aminoglucésidos, sino también al ciprofloxacina (Robicsek A, 2006). Otros mecanismos
qgue contribuyen a la resistencia son la disminucién de la permeabilidad por pérdida o

modificacion de las porinas y los sistemas de expulsidon activa.

En Espafia, la prevalencia de resistencia a ciprofloxacina en aislados invasivos de
E. coli durante los afios 2015 a 2018 ha sido de alrededor del 32% (EDCD 2019). En los
aislados productores de BLEE es mds frecuente; en dos estudios multicéntricos llevados
a cabo en los afios 2002 y 2006 en Espafia se hallaron, entre los aislados productores de
BLEE, tasas de resistencia a ciprofloxacina del 64% vy 68,6%, respectivamente (Andreu A,
2008; Rodriguez Bafio J, 2008). En 2006, la prevalencia de genes PMQR en E. coli
productor de BLEE fue del 1,1% para genes gnr y del 12,7% para el gen aac(6’)-Ib- cr
(Briales A, 2012).

Pagina 21



2.3 Resistencia a aminoglucosidos

La resistencia a aminoglucésidos se produce sobre todo por la producciéon de las
llamadas enzimas modificantes de  aminoglucésidos  (acetiltransferasas,
nucleotidiltransferasas y fosfotransferasas). También se han descrito cambios en la
diana ribosémica o por metilasas de tipo arm o rmt (Smith CA BE, 2002; Galimand M,
2003; Doi Y AY, 2007). Como se comento anteriormente, no es rara la asociacion de la
resistencia a aminoglucésidos y la produccién de BLEE en enterobacterias. Un mismo
aislado bacteriano puede expresar diferentes mecanismos de resistencia a
aminoglucésidos. En nuestro pais, la frecuencia de resistencia a alguno de los
aminoglucésidos en los aislados de E. coli productores de BLEE obtenidos en 2002 y 2006

fue del 40,7% (Fernandez-Martinez 2018).

3. Escherichia coli ST131

3.1 Descubrimiento y relacién con BLEE

E. coli tiene una importante diversidad clonal. Sin embargo, en los ultimos
decenios se ha apreciado la existencia de algunos grupos clonales mayoritarios. Asi,
mediante MSLT sea podido apreciar que entre el 40 y el 75% de los aislados EXPEC se
agrupan en un numero reducido de ST mayoritarios; la diversidad clonal es mayor en

aislados sensibles a todos los antimicrobianos.

Hasta el afio 2008 se pensaba que la diseminacion de E. coli productor de BLEE
habia tenido lugar principalmente mediante la adquisicion de los genes productores de
estas enzimas por aislados de E. coli no relacionados (o escasamente) clonalmente. Ese
afio se describio la existencia de un complejo clonal productor de CTX-M-15,
denominado ST131, tras comprobar que 36 de 41 aislados procedentes de 7 paises
pertenecientes a tres continentes presentaban caracteristicas similares en cuanto a
grupo filogenético, pulsotipo, resistencia antimicrobiana vy virulencia. Aunque
presentaban perfiles de restriccién similares, los aislados de este grupo clonal se

agruparon en varios clusters relacionados (Nicolas - Chanoine MH, 2008). Todos
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pertenecian al serotipo 025b:H4, eran resistentes a cefalosporinas por la producciéon de
CTX-M-15, asi como a quinolonas, y poseian genes de virulencia que los clasificaba como
ExPEC, entre los que destacaron iha, fimH, sat, kpsM, fyuA, iutA, usp, traT, ompTy malX
(Nicolas-Chanoine MH, 2008; Johnson JR, 2009). Estos hallazgos se corroboraron en
trabajos posteriores, en los que también se encontré que los genes blactx-m-15 de
muchos de estos aislados estaban vehiculizados en plasmidos del grupo de
incompatibilidad IncFll, que ademas portaban otros determinantes de resistencia como
blaoxa-1, aac(6’)-1b-cr, y blatem-1 (Coque TM, 2008). Por tanto, el descubrimiento de este
clon rompia dos paradigmas: el de que la diseminacién de BLEE en E. coli era

exclusivamente policlonal, y el de la relacidén inversa entre resistencia y virulencia.

Por tanto, el complejo clonal ST131 se descubrid a partir de aislados productores
de una BLEE especifica, CTX-M-15, y resistencia a quinolonas, lo que hizo que durante
algunos afos se identificara ST131 con la produccion de BLEE y dicha resistencia.
Posteriormente, el conocimiento sobre este complejo clonal se ha ampliado
enormemente, y en la actualidad sabemos que incluye aislados productores y no

productores de CTX-M-15, asi como resistentes y sensibles a quinolonas.

La importancia de ST131 en la diseminacion de BLEE y especificamente de CTX-
M-15 se comprobo pronto en varios trabajos. En Canada, en un estudio de bacteriemias
por E. coli entre 2000 y 2007, se aprecié un aumento de la prevalencia de produccion de
BLEE desde el 0,3% al 5%; CTX-M-15 se detecté por primera vez en el ano 2002, y
aumenté considerablemente desde 2005, de forma paralela al aumento de los aislados
de E. coli ST131, que pasaron de ser el 24% en 2005 al 57% en 2007 (Pitout JDD, 2009).
Algo similar ocurrié en Pensilvania (EEUU) (Sidjabat HE, 2009). En nuestro pais, en
estudios multicéntricos nacionales realizados en 2000 y 2004, no se detectaron aislados
productores de CTX-M-15 (Hernandez JR, 2003; Diestra K, 2008). Sin embargo, en otro
estudio realizado entre 2006 y 2008, se aprecio que las enzimas mas frecuentemente
encontradas fueron: CTX-M-14 (57,1%), CTX-M-15 (21,9%) y SHV-12 (9,5%), y que todos
los aislados productores de CTX-M-15 se englobaban en el clon ST131 (Blanco et al,
2009). En general, la diseminacién de ST131 productor de BLEE es un fendmeno

mundial, aunque heterogéneo en la frecuencia con que los aislados productores de BLEE
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pertenecen a este complejo clonal, asi como en la frecuencia con que ST131 produce
CTX-M-15 y otras BLEE (Peirano G, 2010) (Johnson JR, 2012) (Cagnacci S, 2008) (Arpin C,
2009) (Woodlford N, 2009) (Matsumura Y, 2015).—Adicionalmente, se fueron
describiendo aislados de ST131 productores de carbapenemasas (Peirano G, 2011)
(Walsh TR, 2011) (Stoesser N, 2016) (Morris D, 2012) (Piazza A, 2016) (Stoesser N, 2016)
(Fernandez J, 2014).

3.2 E. coli ST131 y resistencia a quinolonas

Otra de las caracteristicas ya mencionadas de los aislados ST131 inicialmente
descubiertos fue la asociacién con la resistencia a quinolonas. Se ha llegado a la
conclusion de que el aumento de la resistencia a estos farmacos que ocurrié de forma
simultanea en Norteamérica, Europa y Asia fue debido a la emergencia de un nimero
reducido de clones, principalmente ST131. Asi, este clon concentré el 34% de los
aislados resistentes a quinolonas entre 2002 y 2004 en Canada (Johnson JR, 2009); entre
el 35%y el 61% durante los afios 2003-2006 en Europa (Cagnacci S, 2008) (Smet A, 2010;
Cerquetti M, 2010); el 33-66% en Japon (Uchida Y, 2010); y el 25% en Corea del Sur (Lee
MY, 2010). En Espaiia, en el afilo 2009 suponian el 9% (Blanco JJE, 2011).

3.3 Una vision mas amplia de E. coli ST131

La existencia de marcadores de resistencia como la producciéon de BLEE o
resistencia a quinolonas hacia relativamente facil estudiar la presencia del clon ST131
en colecciones bacterianas existentes. Esto hecho impidié durante algun tiempo el que
se apreciara que la diseminacién del clon era mucho mds amplia, existiendo aislados de
este complejo clonal que no producen BLEE y/o que son sensibles a quinolonas (Johnson
JR, 2009; Blanco JJE, 2011, Lépez-Cerero 2013). De hecho, en un estudio realizado en
nuestra ciudad en 2010, solo el 6,8% de los aislados de E. coli ST131 (025b/H4) eran
productores de BLEE, y entre los que no eran productores de BLEE; el 72% eran sensibles

a ciprofloxacino (Lépez-Cerero 2013).

El subtipado de los aislados de E. coli ST131 mediante la secuenciacion de fimH
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ha llevado a la identificacidon de multiples subclones con distintos perfiles de resistencia
a antibidticos. Actualmente se han descrito 3 clados de E. coli ST131: El clado A, asociado
con la presencia de fimH41, serotipo 016 y con resistencia a trimetoprim-
sulfametoxazol; el clado B, asociado con fimH22; y C, con fimH30 y resistencia a
fluorquinolonas. El clado C provendria del B, y su aparicidn habria ocurrido en los afios
70 del pasado siglo. A su vez, dentro del clado C se han descrito dos subclados, C1/H30R,
y C2/H30Rx, asociado a la produccion de CTX-M-15 (Mathers A, 2015; Banerjee R, 2014;
Price LB, 2013, Banerjee R, 2013; Pitout 2017). Estos dos subclados habrian encontrado
una ventaja evolutiva evidente con la incorporacion de las quinolonas y las
cefalosporinas al armamentario terapéutico y su uso masivo durante los afios 80 y 90

del siglo XX.

Por tanto, la importancia de E. coli ST131 radica en que incorpora la virulencia
caracteristica de los EXPEC con la adquisicion de determinantes de resistencia, junto con

su probada capacidad de diseminacion mundial.

3.3 Epidemiologia clinica de E. coli ST131: reservorios

Los reservorios mas importantes que se han identificado los aislados de este clon

son:

Portadores sanos

En general, se considera que el principal reservorio de los aislados EXPEC (sobre
todo los pertenecientes al filogrupo B) es el tracto digestivo de los humanos. Por lo
tanto, se plantea la hipdtesis de que este sea también el principal reservorio de ST131.
Sin embargo, esto habia sido poco estudiado hasta la realizacién de este trabajo, debido
a la inexistencia de marcadores fenotipicos de ST131 que permita su seleccion sencilla
y eficiente entre los muy diversos aislados de E. coli presentes en el intestino. Un estudio
realizado en Francia detectd un 7% de voluntarios sanos portadores de ST131 no
productor de CTX-M-15 BLEE, siendo mds de la mitad de ellos resistentes a

fluoroquinolonas (Leflon-Guibout V, 2008). En 2011, la prevalencia fue del 14% (Nicolas-
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Chanoine 2013). La diferencia podria deberse a la heterogeneidad de grupos de edad
evaluados. En Australia, un estudio realizado en 2010-211 mostré que el 1% de nifos
sanos y el 4% de mujeres en edad reproductiva eran portadores intestinales de ST131

(Kudinha 2013).

Los estudios realizados en aislados productores de BLEE son abundantes. Los
residentes en residencias geriatricas y centros sociosanitarios son reservorios bien
conocidos de E. coli ST131 productores de BLEE (Broussier 2020, Overdevest 2016;
Gongalvez 2016; Arvand 2013; Dhanji 2011). En hospitales, estos aislados también se
han encontrado con frecuencia entre pacientes ingresados (revisado en Nicolas-

Chanoine 2014).

Alimentos y animales

Este aspecto también se revisd hace algunos afios (Nicolas-Chanoine 2014). En
general, se ha encontrado E. coli ST131 en muestras de alimentos diversos y en aislados
de origen animal. Por ejemplo, en Canadd se comunicé por primera vez la deteccién de
un aislado de E. coli ST131 no productor de BLEE en una muestra de carne de pollo crudo
con un perfil genético indistinguible de otro procedente de una muestra clinica (Vincent
C, 2010). En un estudio espafiol se encontrd relacién genética entre algunos aislados
ST131 de origen humano y aviar, siendo estas ultimas procedentes tanto del ambito
clinico veterinario como de la venta cdrnica al por menor; estos aislados eran
productores de CTX-M-9 y presentaban el mismo perfil de virulencia (Mora A, 2010). Sin
embargo, la frecuencia de aislamiento en estos reservorios es demasiado baja para
considerarlos como altamente relevantes desde el punto de vista epidemiolégico. Asi,
en varios trabajos llevados a cabo en el hospital Virgen Macarena durante los afios 2007-
2010 no se encontraron aislados de E. coli ST131 en muestras procedentes de carne de
pollo y pavo tanto cocinadas como destinadas a la venta al por menor (Egea P, 2011;
Egea P, 2012). De hecho, en un trabajo en el que se incluyeron aislados de E. coli ST131
correspondientes al periodo 1967-2009 se encontrd una asociacion negativa entre los

pulsotipos de aislados de humanos y los de comida de origen animal (Johnson JR, 2012).
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En cuanto a animales de compafiia, se ha planteado la posibilidad de que las
mascotas tengan un papel en la epidemiologia del clon ST131. El primer trabajo que
informé de la presencia de un aislado del clon ST131 portador de un plasmido IncFll,
hasta entonces relacionado con infecciones en humanos, correspondia a un perro con
bacteriuria. Dicho pldsmido contenia genes blactx-m- 15, oxa-1, TEm-1, aac (6)-lb-cr y
gnrB2. Ademas, compartia caracteristicas de virulencia con un aislado de origen humano
(Pomba C, 2009). Un estudio realizado en Portugal y Espaiia mostré la presencia de
ST131 en perros pero sin relacion clonal con aislados humanos salvo en un caso (Pomba

2013).

Ambiente

Aunque se ha aislado E. coli ST131 de aguas residuales (que, en general, podria
reflejar su presencia en el material fecal de personas colonizadas) y de agua de rios
(Paulshus 2019, Amos 2014, Colomer-Lluch 2013), no parece que el agua sea un
reservorio principal de estos microorganismos, independientemente de que puedan

contribuir en su epidemiologia. Lo mismo ocurre con las muestras de suelo.

3.4 Epidemiologia clinica de E. coli ST131: transmision

En cuanto a los mecanismos de transmisién, no han sido estudiados de forma
fehaciente. Dado que parece que el principal reservorio seria el humano, se supone que
el principal mecanismo de transmisidon seria el contacto entre personas, directo o
indirecto a través de un vehiculo, como puedan ser las manos de personal sanitario en
los hospitales o la contaminacion puntual de objetos compartidos, como puedan ser

sanitarios en el domicilio o residencias, etc.

En general, la transmisidon nosocomial de E. coli parece ser menor que para
Klebsiella pneumoniae; esto es ha estudiado principalmente en aislados productores de
BLEE, y en concreto para aislados de ST131 (Hilty 2012). En la comunidad, se ha
demostrado la transmisién de aislados de E. coli ST131 entre convivientes (Madigan

2015; Liakopoulos A, 2015; Johnson JR, 2016) pero no se conocen la frecuencia y
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factores favorecedores de esta transmision.

3.5 Factores de riesgo para la infeccion por E. coli ST131

En un estudio retrospectivo realizado en Minnesota (EEUU) en una
coleccion de aislados de E. coli procedentes de diversas muestras, se encontrd que los
pertenecientes al clon ST131 se asociaron a una mayor edad, residir en un centro de
larga estancia, haber sufrido una infeccién urinaria en los 30 dias previos y haber
recibido recientemente cefalosporinas, macrélidos o quinolonas (Banerjee 2014). En ese
estudio, el 11% eran resistentes a cefalosporinas, por lo que estas variables podrian
asociarse a la produccion de BLEE. En nuestra area se realizd un estudio prospectivo en
el que se evaluaron los factores de riesgo para la infeccion por ST131 entre aislados
productores y no productores de BLEE, en pacientes con infecciones diversas por E. coli
(Lopez-Cerero 2014). Entre los no productores de BLEE, los factores asociados a ST131
fueron el sexo femenino, la diabetes, el uso previo de amoxicilina/clavulanico o
quinolonasy, en el limite de la significacion, el estar encamado. Entre los no productores
de BLEE se asociaron con ST131 el sexo masculino, la adquisicién relacionada con los
cuidados sanitarios y el uso previo de antibidticos. En cuanto a pacientes con
bacteriemia, son escasos los estudios realizados (Chung 2012, Cho 2015, Peirano 2014,

Wu 2014).

3.6 Relevancia clinica de E. coli ST131

En general, se ha descrito E. coli ST131 como causante de las infecciones tipicas
de ExPEC (Banerjee 2014). En cuanto a la frecuencia con que causa infecciones invasivas,
de nuevo, en general se ha estudiado sobre todo en infecciones causadas por aislados
productores de BLEE. Asi, en un estudio multicéntrico espafiol realizado en 2010-2011,
el 9,2% de las bacteriemias comunitarias de origen urinario por E. coli fueron causadas
por aislados productores de BLEE; de estas, el 54% eran ST131. En un estudio realizado
en nuestra darea, el 12,5% de los aislados de E. coli procedentes de muestras clinicas

(89% orinas) pertenecian al clon ST131 (Lépez-Cerero 2013).
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Existe controversia sobre si ST131 presenta mayor capacidad de causar infeccién
que otros aislados EXPEC, y si una vez producida la infeccidn, su gravedad es mayor. En
estudios de infeccidn experimental en Caenorhabditis elegans y pez cebra no se
encontré mayor virulencia de los aislados ST131 en comparacién con otros (Lavigne
2012). Los resultados de estudios en modelos de ratén son discrepantes (revisado en
Banerjee 2014). En cuanto a los estudios clinicos, de nuevo, la mayoria se han realizado
en aislados productores de BLEE y carecen de informacidn clinica detallada, lo que es
muy importante puesto que las caracteristicas del huésped pueden ser clave para
favorecer las infecciones invasivas por E. coli. En un estudio que incluyé aislados de
diversas muestras, no se encontraron diferencias en tasas de curacion o mortalidad con
las infecciones causadas por otros aislados de E. coli, pero si se asocid con persistencia
y recurrencia (Banerjee 2014). Ese estudio tiene importantes limitaciones dado que no
se caracterizan los tipos de infeccidén. En un estudio realizado por nuestro grupo, los
aislados ST131 de diversas muestras causantes de infeccion no se asociaron con mayor
frecuencia de bacteriemia, presentacion como shock séptico o mortalidad (Lopez-
Cerero 2014). Los estudios realizados en infecciones bacteriémicas son escasos (Chung

2012, Cho 2015, Peirano 2014, Wu 2014).
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JUSTIFICACION

E. coli ST131 es un ejemplo de “clon exitoso”, que auna una extraordinaria
capacidad de diseminacidn con la resistencia a antimicrobianos en algunos de sus clados
y con la capacidad de causar infeccidn extraintestinal por poseer muchos de los tipicos
factores de virulencia de los aislados EXPEC. Sin embargo, diversos aspectos de su

epidemiologia y de su impacto clinico no son bien conocidos.

Son pocos los estudios que han abordado la prevalencia de colonizaciéon y
transmisién, asi como los factores de riesgo para la adquisicién de ST131, en el ambito
comunitario y nosocomial de aislados no productores de BLEE. Esta informacién es

importante para la toma de decisiones en medidas de control de la transmision.

Por otra parte, son también escasos los trabajos en aislados no productores de
BLEE acerca de los factores de riesgo para el desarrollo de infecciones invasivas aso
como su impacto prondstico. Disponer de datos a este respecto seria importante para
el disefio de medidas de control y para conocer si es necesario aplicar medidas

terapéuticas especificas para estas infecciones.
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HIPOTESIS

1. La prevalencia de colonizacion por E. coli ST131 es mayor en convivientes que en
contactos hospitalarios de pacientes con infeccion por estos microorganismos.

2. Pueden identificarse factores de riesgo asociado a la colonizacion por E. coli
ST131 en convenientes y contactos hospitalarios de pacientes con infeccién por
estos microorganismos.

3. Se puede identificar factores de riesgo para la bacteriemia por E. coli ST131 no
productor de BLEE.

4. Las bacteriemias por E. coli ST131 no productor de BLEE tiene similar pronostico
que aquellas bacteriemias causadas por aislados no ST131.

OBIJETIVOS

1. Describir la prevalencia de colonizacion intestinal por E. coli ST131 (productor y

no productor de BLEE) en convivientes y contactos hospitalarios en pacientes
con infeccidn por este microorganismo.

Identificar los factores de riesgo asociado a la colonizacidn intestinal por E. coli
ST131 (productor y no productor de BLEE) en convenientes y contactos
hospitalarios de pacientes con infeccion por estos microorganismos.

Identificar los factores de riesgo para la bacteriemia por E. coli ST131 no
productor de BLEE.

Evaluar el impacto prondstico de los aislados de E. coli ST131 no productor de

BLEE causantes de la bacteriemia.
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RESULTADOS

Intestinal colonization due to Escherichia coli ST131: risk factors and
prevalence.
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Abstract

analysis with a p limit of <0.1.

Background: Escherichia coli sequence type 131 (ST131) is a successful clonal group that has dramatically spread
during the last decades and is considered an important driver for the rapid increase of quinolone resistance in E. coli.

Methods: Risk factors for rectal colonization by ST131 Escherichia coli (irrespective of ESBL production) were
investigated in 64 household members (18 were colonized) and 54 hospital contacts (HC; 10 colonized) of 34 and 30
index patients with community and nosocomial infection due to these organisms, respectively, using multilevel

Result: Colonization among household members was associated with the use of proton-pump inhibitors (PPI) by the
household member (OR = 3.08; 95% Cl: 0.88-108) and higher age of index patients (OR = 1.05; 95% C; 1.01-1.10), and
among HC, with being bed-ridden (OR = 21.1; 95% Cl: 3.61-160.0) and having a urinary catheter (OR = 84; 95% CL: 0.87-76.9).
Conclusion: Use of PPl and variables associated with higher need of person-to-person contact are associated with increased
risk of rectal colonization by ST131. These results should be considered for infection control purposes.

Keywords: Escherichia coli, ST131, Intestinal colonisation, Risk factors, Carriage, Prevalence colonization, Outcome

Introduction

Escherichia coli is among the most frequent cause of
bacterial infection in humans, particularly in the urinary
and digestive tracts. Therefore, antimicrobial resistance
in E. coli has important consequences for antibiotic use.
E coli sequence type 131 (ST131) is a successful clonal
group that has dramatically spread during the last de-
cades, and is considered an important driver for the
rapid increase in antimicrobial resistance in E coli to
quinolones; also some lineages of this clone, such us
H30Rx clade C2, have been linked to the dissemination
of the extended-spectrum [B-lactamases (ESBL)
CTX-M-15 and CTX-M-14 [1-3]. Importantly, these
isolates usually exhibit the virulence factors associated
with extraintestinal pathogenic E. coli strains [1]. There-
fore, ST131 is important because of its combination of
successful spread, antibiotic resistance and virulence.
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Most epidemiological studies on intestinal colonisation
by ST131 has been performed on isolates producing
ESBLs. However, most ST131 isolated from rectal [4] or
clinical samples [5] do not produce ESBLs. Thus, investi-
gating the epidemiology of ST131 is challenging because
these isolates lack a specific susceptibility marker, so that
molecular methods must be applied to a high number of
E coli isolates in order to identify those belonging to
ST131 clonal group. This is complex for prospective
studies. Therefore, our knowledge about risk factors for
the acquisition of non-ESBL-producing ST131 is very
limited but would be relevant from an infection control
perspective. The objectives of this study were to investi-
gate the risk factor for colonization among contacts of
patients infected with ST131 E. coli irrespective of ESBL
production, in the community and hospitals.

Methods

The risk factors for colonisation with ST131 E. coli were
studied using a case-control design in 34 community
and 30 hospital clusters, conducted at Hospital Universi-
tario Virgen Macarena, a tertiary hospital attending

© The Author(s). 2018 Open Access This article is distributed under the tems of the Creative Commons Attribution 40
International License (http//creativecommons.org/licenses/by/4.0/), which pemits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided you give appropriate credit to the original author(s) and the source, provide a link to

the Creative Commons license, and indicate if changes were made. The Creative Commons Public Domain Dedication waiver
(http//creativecommons.org/publicdomain/zero/1 /) applies to the data made available in this article, unless otherwise stated.
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550.000 population in Seville, Spain, from April 2012 to
April 2013. The study design was previously reported [6].
Briefly, the clusters were identified from an “index patient”
suffering an infection due to ST131 E. coli (detected by
PCR for O25b rfb4, allele 3 of the pabB gene and for the
B2; phylogroup), and was formed by his/her contacts.
Community index patients (n =34) were attending the
emergency department and had not been admitted to the
hospital during the previous month, and nosocomial index
patients (n =30) were hospitalized for >48 h when the
sample was obtained. The household members of each
index community index patients (# = 64; median per index
patient, 2; range 1-4) formed the community clusters, and
the patients admitted to the same or nearest rooms and
attended by the same team of nurses as the nosocomial
index patient (# =54 median, 2; range, 1-6) formed the
nosocomial clusters. Rectal colonisation by ST131 E. coli
was studied in all participants by performing rectal swabs
within one week of index case detection, and 1 and
3 months later.

The microbiological procedures were previously reported
[4]; in summary, rectal swabs were inoculated to Brilliance
UTI agar, MacConkey agar containing 4 mg/L cefotaxime
and a blood agar plate; all distinct E. coli morphotypes were
screened for O25b/pabB3/B23. ESBL production was stud-
ied in all third-generation cephalosporin-resistant isolates
by the double-disk synergy test. Antibiotic susceptibility
was studied by broth microdilution according to Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) recommenda-
tions [7].

As previously reported, 18/64 (28.1%) household mem-
bers from 13/34 (38.2%) community clusters and 8/54
(14.8%) contacts from 8/30 (26.6%) nosocomial clusters
were colonized by ST131 E. coli in at least one of the 3
rectal swabs performed [4] (Fig. 1). Data were collected by
personal interviews using a predesign questionnaire with
the variables showed in Tables 1 and 2, before any infor-
mation about colonization status was known. To consider

(2018) 7:135 Page 2 of 6

both the individual and cluster levels of exposure to risk
factors for colonisation with ST131 E. coli, the variance
among patients in the clusters were the risk factors for
colonisation with ST131 E. coli in any of the 3 rectal swabs
were investigated using a multilevel logistic regression
analysis if the variance among patients in the clusters was
significant (P value by Wald test <0.2); in that case, a
two-level logistic regression analysis (level 1 was formed
by the individual participants and level 2 by clusters) was
performed. If p value by Wald test was > 0.2, a conditional
logistic regression was performed for level 1. Variables
were kept in the models if their p values were < 0.1. Mlwin
3.0 (University of Bristol, UK) and SPSS 21.0 (IBM Corp,
Armonk, New York, USA) were used for the analyses.
The Institutional Review Board of the Hospital Universi-
tario Virgen Macarena approved the study.

Results
The distribution of participants according to colonization
status and clusters is shown in Fig. 1. The univariate com-
parison in exposure to potential risk factors between the
18 colonized and 46 non-colonized participants from
community clusters, and between community clusters
with and without colonized member (13 and 21, respect-
ively) are shown in Table 1. The variables with a p value <
0.2 for their association to colonization were higher age,
being dependant for basic activities, not sharing bathroom
with index case, recent antibiotic use and proton pump in-
hibitors (PPI) use in the individual level, and age of the
index patient in the cluster level. The p value for the vari-
ance at the cluster level was 0.20; therefore, a multilevel
analysis was performed; the variables associated with
ST131 colonisation were PPI use in the individual level
and age of the index patient in the cluster level (Table 1).
The univariate comparison in exposure to potential risk
factors between the 10 colonized and 44 non-colonized
participants from nosocomial clusters, and between noso-
comial clusters with and without a colonized member (8

Household members Nosocomial contacts
N=64 N=54
— | = | =]
N=18 N=46 N=8 N=46
Community clusters Nosocomial clusters
N=34 N=8
-ll.anlll
Colonized s Non-col d s G s Non-c d s
N=13 N=21 N=8 N=22

Fig. 1 Distribution of participants
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Table 1 Characteristics of ST131 E. coli colonized and non-colonized household members of index community patients. Data are
expressed as number of exposed patients (percentage) except where specified

Features of contacts ST 131 colonized household Non-ST131 colonized household P Adjusted OR p
(individual level) members (n=18) members (n =46) (multilevel)
Median age in years (IQR) 55(47.25-74) 48 (37-58.5) 006

Male gender 6(333) 17 (37.0) 078

Median Charlson index (IQR) 0 (0-0) 0(0-0) 042

Diabetes mellitus 2(10) 3(6.9 061

Cancer 0 3(6.9 055

Recurrent urinary tract infections 1(56) 0 028

Dependent for basic activities 2(10) 0 007

Bed-ridden 1(56) 0 028

Recurrent urinary tract infections 1(5.6) 0 022

Urinary catheter 0 0

Usual caregiver of index patient 11(61.1) 21 (45.6) 026

Contact with farm animals 1(56) 122 048

Shared bathroom with index patient 14 (77.8) 42 (913) 0.14

Travel abroad in the previous 3 months 0 122 1

Sexual partner of index patient 6 (333) 14 (304) 082

Mean meal outside home > 3 days/week 3 (16.7) 6(130) 070

Cook regularly at home 9 (50) 22(478) 087

Eat chicken products 21 per week 11(61.1) 28 (60.9) 098

Eat turkey products 21 per week 5(278) 17 37.0) 048

Eat raw vegetables 21 per week 17 (944) 39 (848 029

Recent antibiotic use 3(167) 122 006

Proton pump inhibitor use 9 (500) 12 (26.1) 006 308 (0.88-10.8 007

Features of index patient

Clusters with one or more ST131

Clusters without any ST131 colonized P

(cluster level) colonized household member (n=13) household member (n = 21)

Median age in years (IQR) 79 (69.75-83.75) 67.5(51.5-81) 0.16 105 (1.01-1.100 005
Male gender 8 (615) 8(38) 043

Bed-ridden 0 0 081

Dependent for basic activities 2(153) 2(9.9 065

Urinary catheter 4 (307) 3(1428) 036

Median Charison index (IQR) 05 (0-2) 15(0-2) 1

Pets at home 7 (538) 11 (524) 096

Recent antimicrobial use 9 (692) 13(61.9 084

and 22, respectively) are shown in Table 2. The variables  Discussion

with a p value < 0.2 for their association to colonization in
the individual level were age, being dependant for basic
activities or bed-ridden and having a urinary catheter; no
variable showed was selected in the cluster level. The p
value for the variance at the cluster level was 0.95; there-
fore, multilevel analysis was not performed; the variables
associated with colonisation in the multivariate condi-
tional logistic regression were being dependent for activ-
ities and urinary catheter (Table 2).

The susceptibility of ST131 isolates is shown in Table 3.
Overall, 6 isolates (21.4%) were ESBL-producers.

Despite the obvious limitation related to low numbers, we
were able to identify some risk factors for rectal colonisa-
tion by ST131 in community and nosocomial clusters of
patients with infection due to these organisms. PPI use
and higher age in the index patients are associated with
intestinal colonisation with ST131 among household
members of patients with previous community-acquired
infection due to this organism; this is interesting as PPI
use has been found also to be a risk factor for colonisation
with ESBL-producers [8] and other enteric pathogens.
This might be related to the fact that PPI eliminate the
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Table 2 Characteristics of ST131 E. coli colonized and non-colonized hospital contacts of index nosocomial patients. Data are
expressed as number of exposed patients (percentage) except where specified

Features of contacts
(individual level)

ST 131 colonized hospital
contacts (n=10)

Non-ST131 colonized hospital
contacts (n =44)

P Adjusted OR p

Median age in years (IQR)

Male gender

Median Charison index (IQR)
Diabetes mellitus

CGancer

Liver cirrosis

Recurrent urinary tract infections
Dependent for basic activities
Bed-ridden

Shared room with index patient
Surgery during present admission
Urinary catheter

Recent antimicrobial use

Proton pump inhibitor use

Median (IQR) days of
hospital stay

Features of index patient
(cluster level)

Median age in years (IQR)

Male gender

Median Charlson index (IQR)
Bed-ridden

Dependent for basic activities
Admission to a surgical ward
Admission to a medical ward
Admission to an intensive care unit
Surgery during present admission
Urinary catheter

Recent antimicrobial use

Median (IQR) days of hospital stay

815 (75.5-87.75)
5 (500
1(025-5)
3(300
3300

0

1(100)

5 (500
1(100)

7 (700

4 (400

6 (60.0)

4 (400

6 (60.0)

5.5 (40-11.25)

Clusters with at least one ST131
colonized hospital contact (n =8)

6250 (52.75-78)
5(62.5)
260 (0-6)
0

2(29

4 (50
5625
10129

4 (50
7(875)
7(875)
272 (7-46)

6.08 (59.75-800)
20 (454
1(0-3.75)
15 (34.0)
13 (9.9
122
1(22)
3(68)

0

24 (549
15 (34.0)
12272
16 (36.3)
34772
6(375-9)

Clusters without any ST131 colonized
hospital contact (n=22)

67.10 (5825-80.75)
6(273)

240 (0-6)
3(136)
4(181)
8(363)

11 (50)

0

5227

10 (454)

10 (454)

355 (14.75-24)

005

079

076

080

098

1

034

0003 21.1 (361-1600) 0001
018

037

072

019 84(097-769 005
083

085

070

070
028
07

053
073
066
074
021
039
076
042
059

Table 3 Antimicrobial susceptibility of ST131 Escherichia coli isolates. Data are number of susceptible isolates (percentage)

Antimicrobial All isolates (n= 28) Isolates from household members (n = 18) Isolates from hospital contacts (n =10)
Ampicillin 6(214) 6(333) 0
Amoxicillin-clavulanic acid 9(31.2) 9 (50) 0
Piperacillin-tazobactam 27 (%.4) 18 (100) 9 (90)
Ceftriaxone 22 (785 15(833) 7 (70)
Ceftazidime 22 (785 15(833) 7 (70)
Ertapenem 28 (100) 18 (100) 10 (100)
Gprofloxacin 9(321) 6(333) 3(30)
Gentamicin 24 (85.7) 17 (944 7 (70)
Tobramycin 19 (67.8 14(77.8 5 (50)
Amikacin 28 (100) 18 (100) 10 (100)
Fosfomycin 28 (100) 18 (100) 10 (100)

Pagina 36



Morales Barroso et al. Antimicrobial Resistance and Infection Control

barrier that the acid content of the stomach pose to di-
gestive tract colonisation of exogenous bacteria by inges-
tion. The higher age in index patients may be interpreted
as higher need for care and therefore more frequent con-
tact. In hospitals, the risk factors found (dependence for
basic activities and urinary catheter) might also be associ-
ated with increased need for care and contact. These re-
sults suggest that direct contact would be a prominent
mechanism of transmission for ST131 and build on the
concept that avoiding such direct person-to-person trans-
mission would be critical to reduce the spread of these
isolates [9].

The information about risk factors for colonisation
with ST131 is scant. While household transmission of
ST131 isolates has been well demonstrated [6, 10], we
could find no studies investigating the risk factors for
transmission. In healthcare centers, Han et al. could not
identify relevant differences between 29 and 8 long-term
care facility (LTCF) residents colonized with ST131 and
non-ST131 fluoroquinolone-resistant E. coli. [11]; in an-
other study in a LTCF, Burgess et al. found that time of
admission, being unable to sign consent, decubitus ulcer
and fecal incontinence were risk factors for colonisation
with ciprofloxacin-resistant ST131 E. coli [12]. Other
studies only investigated ESBL-producing ST131 isolates
(1, 2].

Previous antibiotic use was not identified as risk factor
in those studies or in the present one; however, we found
exposure to antibiotics (specifically amoxicillin-clavulanic
acid and fluoroquinolones) to be associated with increased
risk of infection due to ST131 [13]. While it may just be a
problem of statistical power, antibiotics might be more
important in the case of infections by selecting ST131 in
the gut of already colonized persons than as a factor
clearly favouring colonization.

This study has limitations that should be considered,
including a limited statistical power to detect risk factors
due to small sample size in relation with the difficulties
in performing a study on colonization with bacteria for
which no phenotypic marker exists; the sensitivity of de-
tection of ST131 from rectal swabs might be lower than
desired; and the results might be applicable only to clus-
ters with an infected person and areas with a similar epi-
demiology and clades of ST131.

Conclusion

In conclusion, use of PPI and variables associated with
higher need of person-to-person contact are associated with
increased risk of rectal colonization by ST131. These results
should be considered for infection control purposes.

Abbreviations
ESBL: extended-spectrum beta-lactamase; LTCF: long-term care facility;
PPI: proton-pump inhibitors; ST131: Escherichia coli sequence type 131
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ABSTRACT

The epidemiology and outcomes of bloodstream infections (BSIs) caused by Escherichia coli ST131 iso-
lates not producing extended-spectrum [-lactamases (ESBLs) are not well defined despite being more
prevalent than ESBL-producers. In this study, risk factors and the impact on outcome of BSIs caused by
non-ESBL-producing ST131 E. coli versus non-ST131 E. coli were investigated. A case-control study was
performed in two tertiary centres to identify risk factors for ST131. Molecular methods were used to in-
vestigate all E coliisolates from blood cultures for those belonging to 025b:H4-ST131 clonal group. fimH
alleles were characterised in ST131 isolates. Multivariate analysis was performed by logistic ragression
or Cox regression as appropriate. A total of 33 ST131 E. coli cases and 56 controls were studied. ST131
isolates showed higher rates of resistance to ampicillin and ciprofloxacin; fimH alleles were H30 in 14
isolates (42.4%) and H22 in 12 isolates (36.4%). Only recent surgery (OR = 7.03,95% Cl 1.71-28.84; P=0.007)
and unknown source of bacteraemia (OR=5.37, 95% C1 0.93-30.81; P=0.05) were associated with ST131.
ST131 isolates showed no association with 30-day mortality, therapeutic failure, presentation with severe
sepsis/shock or length of stay. Bacteraemia due to non-ESBL-producing 025b:H4-ST131 E. coli showed
few differences in terms of risk factors as well as similar outcome to non-ST131 E. coli. These data support
the notion that ST131 strains are not less clinically virulent despite showing increased antimicrobial re-
sistance, but also that they are not more virulent than other clonal groups causing BSL

© 2017 Elsevier B.V. and International Society of Chemotherapy. All rights reserved.

1. Introduction

of H30-R and H30-Rx may be overestimated when only quinolone-
resistant and/or ESBL-producing isolates are studied.

Escherichia coli sequence type 131 (ST131) has spread rapidly
worldwide in recent decades and is considered an important driver
of the increase in antimicrobial resistance in E. coli [1]. Because all
E. coli ST131 harbour type 1 fimbrial adhesins encoded by fimH, the
allelic diversity of this gene has been used for subtyping. The so-
called H30 subclone is now predominant among ST131 isolates; its
derivatives, H30-R and H30-Rx, are associated with fluoroquinolone
resistance and the production of CTX-M-15 extended-spectrum
B-lactamase (ESBL), respectively [2,3]. However, the predominance

* Corresponding author. Unidad de Enfermedades Infecciosas, Hospital Universitario
Virgen Macarena, Avda. Dr Fedriani 3, 41009 Seville, Spain. Fax: +35955926552.
E-mail address: jesusrb@us.es (). Rodriguez-Bano).

http://dx.doi.org/10.1016/j.ijantimicag.2016.12.013

ST131 is important because it combines the ability for success-
ful spread, antibiotic resistance and virulence; in fact, ST131 isolates
usually exhibit the virulence factors associated with extraintestinal
pathogenic E. coli (EXPEC) strains [1]. Clinical studies of ST131 iso-
lates are challenging because molecular techniques are needed for
their identification. As a consequence, previous studies investigat-
ing the risk factors and clinical impact of ST131 isolates causing
bloodstream infections (BSIs) have mostly focused on ESBL-
producers [4-7]. However, ESBL production may be an important
confounder for risk factors and outcomes. To the best of our knowl-
edge, data on non-ESBL-producing ST131 are limited to one
retrospective study including only 20 patients [8].

The objectives of this study were to investigate the clinical
features, risk factors and outcomes of BSI caused by ST131 E. coli
not producing ESBLs.

0924-8579/© 2017 Elsevier B.V. and International Society of Chemotherapy. All rights reserved.
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2. Methods
2.1. Study design, sites and patients

A case-control study to investigate risk factors and a cohort study
to investigate the outcome of BSI due to non-ESBL-producing E. coli
025b:H4-ST131 was conducted from January 2010 to October 2012
at Hospital Universitario Virgen Macarena and Hospital Universitario
Virgen del Rocio, two tertiary hospitals serving a population of
1 100 000 in Seville, Spain. Adult patients with monomicrobial
bacteraemia due to E. coli were eligible. Episodes caused by ESBL-
producers were excluded but AmpC-producers were not as these
are not so clearly linked to ST131. The case group was formed of
all consecutive patients with bacteraemia due to 025b:H4-ST131
E. coli. The next two patients with bacteraemia due to non-025b:H4-
ST131 E. coli from the same centre were selected as controls.

Cases and control patients were prospectively recruited by daily
review of blood cultures; all E. coli isolates were checked for be-
longing to 025b:H4-ST131 by real-time PCR (see below). For the
outcome investigation, the cohort made up of all cases and con-
trols was studied. All patients were followed for 30 days. The study
was approved by the local Ethics Committee.

2.2. Variables and definitions

The following variables were collected: demographics; acqui-
sition type (nosocomial, community or healthcare-associated);
chronic underlying conditions and severity according to the Charlson
comorbidity index [9] and McCabe classification [ 10]; antibiotic use
(previous 2 months); invasive procedures (previous week; 1 month
for surgery); and source of bacteraemia according to clinical and
microbiological criteria. The main outcome variables were 30-day
all-cause mortality and clinical failure at Day 14, defined as the per-
sistence or worsening of signs or symptoms of infection. Secondary
outcome variables were occurrence of severe sepsis or septic shock
[11]in the first 24 h and length of stay after infection in survivors.

2.3. Microbiological studies

All isolates were screened by real-time PCR for the 025b:H4-
ST131 clonal group using primers for 025b rfb and allele 3 of the
pabB gene [12], and by multiplex PCR for phylogroup B2; typing
using two different sets of primers [13]. All isolates showing
cefotaxime or ceftazidime minimum inhibitory concentrations
(MICs) =1 mg/L were screened for ESBL production and AmpC
hyperproduction by the double-disk method (third-generation cepha-
losporin with and without clavulanic acid) on Mueller-Hinton
agar and on cloxacillin (200 mg/L)-containing Mueller-Hinton agar.
fimH allele types were determined using previously designed primers
[14] and were designated using FimTyper 1.0 (https://cge.cbs.dtu.dk/
services/FimTyper-1.0/). Antibiotic susceptibility was studied using
commercial panels (MicroScan; Beckman, Brea, CA) and was inter-
preted according to Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) recommendations [15]. Isolates showing resistance to at
least one drug from three or more families with intrinsic activity
against Enterobacteriaceae were considered multidrug-resistant.

2.4. Statistical analysis

Univariate comparisons were performed using the x? test or the
Fisher's exact test and Mann-Whitney U-test as appropriate. Mul-
tivariate analyses were performed using logistic regression, except
for mortality when Cox regression analysis was used. Variables
with a P-value of <0.2 in the univariate analysis and interactions of
interest were introduced and selected using a stepwise backward
method. Adjusted hazard ratios and odds ratios (ORs) were

calculated with their 95% confidence interval (Cl). Analyses were
performed with the statistical software package SPSS v.15 (SPSS Inc.,
Chicago, IL).

3. Results

Non-ESBL-producing 025b:H4-ST131 E. coli were isplated from
blood cultures of 33 patients during the study period; 56 control
patients with non-025b:H4-ST131 non-ESBL-producing E. coli were
included (only 1 control could be found for 10 cases).

3.1. Antimicrobial susceptibility and fimH alleles

025b:H4-ST131 E. coli showed higher rates of resistance to am-
picillin and ciprofloxacin than non-ST131 isolates (29% vs. 38%,
P=0.04; and 16% vs. 14%, P=0.02), respectively, and were more fre-
quently multidrug-resistant (78.8% vs. 41%; P <0.001). The fimH
alleles of ST131 isolates were H30 in 14 isolates (42.4%), H22 in 12
isolates (36.4%), other variants in 6 isolates and 1 isolate lacked
fimH. Compared with all other ST131 isolates, H30 isolates were
more frequently resistant to ciprofloxacin [12/14 (85.7%) vs. 4/19
(21.1%); P<0.001] and less frequently resistant to trimethoprim/
sulfamethoxazole [2/14 (14.3%) vs. 11/19 (57.9%); P=0.1]. Three
ceftazidime-resistant ST131 isolates were shown to be AmpC-
hyperproducers, and all were H22.

3.2. Risk factors for ST131: case-control study

The features of cases and controls are shown in Table 1. Vari-
ables included in the multivariate analysis were chronic pulmonary
disease, recent surgery, unknown source of bacteraemia and urinary
tract source. The final multivariate model showed that the two vari-
ables independently associated with ST131 were recent surgery
(OR=7.03, 95% ClI 1.71-28.84; P=0.007) and unknown source of
bacteraemia (OR=5.37, 95% C1 0.93-30.81; P=0.05). Inclusion of pre-
vious antimicrobials did not change the results. The P-value of the
Hosmer-Lemeshow goodness-of-fit test for the model was 0.95.

Compared with all other ST131 isolates, H30 isolates tended to
be less frequently nosocomially acquired [3/14 (21.4%) vs. 10/19
(52.6%); P=0.07] and to more frequently affect patients aged >65
years [12/14 (85.7%) vs. 10/19 (52.6%); P=0.06 by Fisher’s exact test].
No other differences in exposure to predisposing factors were shown.

3.3. Outcome analysis

No significant differences were found for mortality rates, pre-
sentation with severe sepsis or septic shock, clinical failure at Day
14 or median length of stay after infection in survivors between pa-
tients with ST131 and non-ST131 isolates (Table 1; Fig. 1). A stratified
analysis according to fluoroquinolone susceptibility did not change
the results (data not shown).

Univariate and multivariate analyses of factors associated with
30-day mortality and clinical failure at Day 14 are shown in Table 2.
Non-fatal underlying disease and sources of bacteraemia other than
the urinary and biliary tracts were associated with a higher risk of
death and clinical failure. 025b:H4-ST131 E. coli was not shown to
be associated with either of these two outcome variables.

The only variable associated with increased risk of presenta-
tion of severe sepsis or shock in the univariate analysis was strict
community acquisition of the infection (OR=2.67, 95% CI 1.03-
6.87; P=0.04). The results did not change after multivariate analysis.
Again, 025b:H4-ST131 E. coli showed no associations (adjusted
OR=0.81,95% C1 0.30-2.15; P=0.67).

A comparison of H30 with other 025b:H4-ST131 isolates showed
no differences for source [urinary tract, 6/14 (42.9%) vs. 6/19 (31.6%);
P=0.5], presentation with severe sepsis or shock [4/14 (28.6%) vs.
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Table 1
Features of patients with bacteraemia due to 025b:H4-T131 Escherichia coli (cases) and non-025b:H4-ST131 E. coli (controls) not producing extended-spectrum (-lactamases
(ESBLs) *,
Characteristic 025b:H4-ST131 (n=33) Non-025b:H4-ST131 (n =56) OR (95% CI) P-value ®
Age (years) [median (IQR)] 70(58.5-77.0) 71(56.75-80) - 0,98 ¢
Male sex 23(69.7) 32(571) 1.72 (0.69-4.29) 0.23
Acquisition type
Community 10(30.3) 19(33.9) 0.84(0.33-2.13) 0.72
Healthcare-associated 10(30.3) 16(28.6) 1.08 (0.42-2.78) 0.86
Nosocomial 13(394) 21(375) 1.08 (0.44-2.62) 0.85
Nursing home resident 1(3.0) 2(3.6) 0.84 (0.07-9.68) 14
Recent hospital admission (1 year) 8(24.2) 11(19.6) 1.3 (0.46-3.68) 0.6
Charlson comorbidity index [median (IQR)] 2(0-3) 2(0-3) - 0.52°¢
McCabe classification
Non-fatal 22(66.7) 31(554) 1.61 (0.65-3.94) 0.29
Ultimately fatal 7(212) 19(33.9) 0.52(0.19-1.42) 0.20
Rapidly fatal 4(121) 6(10.7) 1.14 (0.29-4.41) 14
Diabetes mellitus 11(333) 21(375) 0.83(0.33-2.05) 0.69
Chronic pulmonary disease 2(6.1) 10(179) 0.29 (0.06-1.44) 0199
Cancer 10(30.3) 16(28.6) 1.08 (0.42-2.78) 0.86
Liver cirrhosis 2(6.1) 3(54) 1.14 (0.18-7.20) 14
Chronic renal insufficiency 1(3.0) 6(10.7) 0.26 (0.03-2.26) 02549
Neutropenia 3(9.) 3(5.4) 1.76 (0.33-9.30) 0.66 ¢
Solid organ transplantation 0(0) 3(54) - 0294
Stem cell transplantation 0(0) 2(3.6) - 0,524
Dependent for basic activities 5(15.2) 11(19.6) 0.73(0.23-2.32) 0594
Bedridden 1(3.0) 3(54) 0.55 (0.05-5.53) 14
Recurrent UTI 5(15.2) 4(7.) 2.32(057-9.34) 02849
Recent surgery 9(27.3) 3(54) 6.62 (1.64-26.67) 0.008
Recent transrectal prostate biopsy 0 0 - -
Mechanical ventilation 0 2(3.6) - 0,524
Urinary catheter 8(24.2) 16(28.6) 0.78 (0.29-2.09) 0.624
Endoscopy 3(9.) 6(10.7) 0.83(0.19-3.58) 14
Central venous catheter 2(6.1) 8(14.3) 0.38 (0.07-1.94) 0314
Immunosuppressive drugs 1(3.0) 6(10.7) 0.26 (0.03-2.26) 02549
Any recent antimicrobial use 15(45.5) 22(39.3) 1.28 (0.53-3.07) 0.56
Fluoroquinolones 7(212) 8(14.3) 1.61(0.52-4,95) 0.39
Amoxicillin/clavulanic acid 10(30.3) 14(25.0) 1.3 (0.50-3.39) 0.58
Piperacillin/tazobactam 4(121) 3(54) 243 (051-11.64) 0414
Carbapenems 2(6.1) 2(3.6) 1.74 (0.23-1298) 0.624
Cephalosporins 2(6.1) 1(1.8) 3.54 (0.30-40.73) 0.55
Source of bacteraemia
Unknown 5(15.2) 2(3.6) 4.82(0.87-26.44) 0.09 ¢
uTi 12(364) 29(518) 0.53(0.22-1.28) 0.15
Biliary tract 7(212) 14(25.0) 0.81(0.28-2.27) 0.68
Other intra-abdominal infection 4(121) 3(5.4) 2.43(051-125) 0419
Respiratory tract 3(9.1) 3(5.4) 1.76 (0.33-9.30) 0.66 ¢
Skin and soft-tissue infection 2(6.1) 3(5.4) 0.55 14
Others 0 2(3.6) - 0.53¢
Pitt bacteraemia score [median (IQR)] 2(2-3) 2(2-3.75) - 0.32¢
Active empirical therapy 28(84.8) 46(82.1) 1.21(0.37-3.93) 0.74
Active definitive therapy ¢ 26/29(89.7) 47(51(92.2) 0.73 (0.15-3.55) 0.70 ¢
Inflammatory response syndrome
Sepsis 24(72.7) 38(67.9) 1.26 (0.48-3.26) 0.62
Severe sepsis 5(15.2) 8(14.3) 1.07 (0.31-3.59) 14
Septic shock 4(121) 10(17.9) 0.63 (0.18-2.21) 0.47
Mortality at Day 30 6(18.2) 12(214) 0.81(0.27-2.42) 0.71
Clinical failure at Day 14 5(15.2) 10(179) 0.82(0.25-2.65) 0.74
Duration of hospital stay after infection [median (IQR)] 10(5-16) 10(6-17) - 0.44 ¢

OR, odds ratio; Cl, confidence interval; IQR, interquartile range; UTI, urinary tract infection.

4 Data are expressed as number (%) of exposed patients except where specified.
b p-values were calculated by y* test except where specified.

¢ Mann-Whitney U-test.

4 Fisher's exact test,
e

Only patients who survived until Day 3 were included (29 among ST131 and 51 among non-ST131).

' Only patients discharged alive were included.

5/19 (26.3%); P = 1.0], therapeutic failure [3/14 (21.4%) vs. 2/19
(10.5%); P=0.6] or mortality [3/14 (21.4%) vs.3/19(15.8%); P=1.0].

4. Discussion
The main finding of this study was that we were unable to

find many significant differences in risk factors or prognosis
between bacteraemic infections caused by non-ESBL-producing

025b:H4-ST131 and non-025b:H4-ST131 E. coli isolates, even though
025b:H4-ST131 isolates were more frequently multidrug-resistant.

Previous surgery and an unknown source of bacteraemia were
identified as the only predictors for 025b:H4-ST131. Previous surgery
was also identified as a risk factor in a previous study including
BSI caused by ESBL-producing E. coli [6]. Our interpretation is that
surgery may be a surrogate marker integrating various exposures,
including co-morbidities, nosocomial acquisition and exposure to
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Fig. 1. Kaplan-Meier curves showing survival of patients with bacteraemia due to
ST131 and non-ST131 Escherichia coli not producing extended-spectrum f-lactamases
(ESBLs).

antibiotics. Unknown source of BSI among ST131 cases was also
found in a population-based study in Canada that included
fluoroquinolone-resistant bacteraemic strains only, in which ST131
was associated with primary sepsis (but also with upper urinary
tract infection) [7].

Nevertheless, it is remarkable that there were no important dif-
ferences in demographic features, type of acquisition, underlying
conditions, other invasive procedures or previous antibiotic use. Sim-
ilarly, no predictors for ST131 were found in the only study performed
on BSI due to non-ESBL-producing E. coli, which included only
community-onset episodes [8], and few predictors were identified
in two previous studies in ESBL-producers [4,6]. This contrasts with
previous studies investigating the risk factors associated with ST131
isolated in any sample (mostly urine), in which several risk factors
were found including older age, long-term care facility, previous
urinary tract infection, complex infection and previous exposure to
antibiotics in a study in Minnesota, USA [16], and female sex, dia-
betes mellitus, bedridden status and previous exposure to antibiotics
inSeville, Spain[17], and suggest that the ability to cause bacteraemia
of ST131 strains is similar to that of other clonal groups of E. coli.

Table 2

The second objective of this study was to investigate whether
the outcomes of BSI due to ST131 are different from other E. coli
clonal groups. We did not find 025b:H4-ST131 to be associated with
different outcomes, which may be interpreted as nct only that
ST131 strains are not more clinically virulent than other strains,
but also that they are not less virulent, even though they are more
frequently multidrug-resistant. Early anecdotal repor:s of severe
infections caused by ST131 isolates transmitted between house-
holds suggested high clinical virulence [ 18,19]. In previous studies
on bacteraemic infections, ST131 isolates did not show an in-
crease in mortality or incidence of shock [4-6,8], which is similar
to the findings in the current study. ST131 strains were not asso-
ciated with bacteraemia, shock or mortality in a study including
all-source (mainly urine) E. coli isolates in Seville [ 17], but were in-
dependently associated with persistent or recurrent infections in
the Minnesota study [16].

Interestingly, there was a lower proportion of ST131 isolates be-
longing to the H30 subclone in this study than in previous studies
(mostly not performed in bacteraemic isolates), where H30 was the
most frequent subclone overall [3]. In Minnesota, H30 was shown
to be specifically associated with healthcare-associated infec-
tions, mostly among older patients in long-term care facilities [20],
which is similar to the current findings.

This study has some limitations. First, statistical power was
limited and some associations may therefore not have been de-
tected. Second, virulence-associated genes and clonal groups in
control patients were not investigated. Third, the data would apply
to areas with a similar epidemiology of E. coli bacteraemic infec-
tion. Strengths include the fact that detection of 025b:H4-ST131
was performed prospectively. In addition, only non-ESBL-producing
isolates were included to avoid the potential effects of confound-
ing caused by ESBL production.

In conclusion, bacteraemia due to non-H30, 025b:H4-ST131
E. coli showed limited differences in terms of risk factors and no dif-
ferences in terms of outcome in comparison with non-ST131 isolates
among non-ESBL-producing isolates. These data support the notion
that despite showing increased antimicrobial resistance, ST131 strains
are not less clinically virulent, but also not more virulent than other
clonal groups causing bacteraemia.

Funding: This study was funded by the Instituto de Salud
Carlos IlI, Ministerio de Economia y Competitividad—co-financed
by European Development Regional Fund ‘A way to achieve Europe’
ERDF, Spanish Network for Research in Infectious Diseases [REIPI
RD12/0015 and RD16/0016], the Fondo de Investigacion Sanitaria

Univariate and multivariate analyses of factors associated with 30-day mortality and clinical failure at Day 14.

Factor 30-day mortality Clinical failure at Day 14

Crude HR (95%Cl)  P-value Adjusted HR(95% Cl) P-value Crude OR(95%Cl) P-value Adjusted OR(95%Cl) P-value
Age 1.03 (0.99-1.06) 0.08 - 1.02(0.99-1.07) 0.14
Male sex 1.46 (0.59-3.60) 0.40 - 0.65(0.21-2.01) 0.46 -
Nosocomial acquisition 1.80 (0.64-4.99) 025 - 1.87(0.54-6.44) 031 -
Non-fatal underlying disease*  0.27 (0.10-0.72) 0.09 0.21 (0.07-0.60) 0.003 0.27(0.08-0.87) 0.02 0.21 (0.07-0.60) 0.01
Charlson comorbidity index 1.00(0.83-1.21) 094 - 1.17(0.89-1.56) 025 -
Immunosuppression ® 0.80(0.15-4.0) 0.70 -
Pitt bacteraemia score 1.08 (0.86-1.35) 049 - 1.11(0.83-1.49) 047 -
Active empirical therapy 0.88 (0.25-3.04) 0.84 - 0.85(0.21-3.57) 0.82 -
High-risk source © 228(0.88-5.82) 0.08 3.94(1.36-11.40) 0.01 2.85(0.87-4.75) 0.08 4.80 (1.17-19.63) 0.02
ST131E coli ¢ 0.78 (0.29-2.06) 0.62 053 (0.18-157) 0.26 0.28(0.25-2.65) 0.74 0.60 (0.15-2.33) 0.46
Resistance to ampicillin 095 (0.57-1.58) 0.84 - 0.95(0.57-1.58) 0.84 -
Resistance to AMC 151(0.87-2.63) 0.13 - 1.51(0.87-2.63) 0.13 -

Resistance to ciprofloxacin 111(0.42-294) 0.82 -

1.11(0.42-2.94) 0.82 -

HR, hazard ratio; A, confidence interval; OR, odds ratio; AMC, amoxicillin/clavulanic acid.

* According to McCabe classification.

® Includes neutropenia and use of immunosuppressive drugs.

¢ Includes sources other than the urinary and biliary tracts.

4 ST131 Escherichia coli was forced into the multivariate models.
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RESULTADOS

Colonizacidon intestinal por Escherichia coli ST131 en convivientes y contactos

nosocomiales de pacientes con infeccidn: prevalencia y factores de riesgo

Prevalencia de colonizacién por E. coli ST131 en contactos

Se incluyeron los contactos de 34 casos indice comunitarios (otros 4 no tenian
convivientes) y sus 64 convivientes (mediana de convivientes por caso indice: 2; rango:
1a4),y 30 casos nosocomiales y sus 54 contactos nosocomiales (mediana de contactos,
2, rango 1 a 6). La prevalencia de colonizacion en convivientes y contactos se comunicé
en un estudio asociado a esta tesis doctoral (Torres E, Lopez-Cerero L, Morales |, Navarro
MD, Rodriguez-Bafio J, Pascual A. Prevalence and transmission dynamics of Escherichia
coli ST131 among contacts of infected community and hospitalized patients. Clin

Microbiol Infect. 2018; 24: 618-623).

Se detectd colonizacion por E. coli ST131 en cualquiera de las 3 muestras tomadas
en 18/64 (28,1%) de los convivientes de casos indice comunitarios, lo que ocurrié en
13/34 (28,2%) de los conglomerados (clusters) domiciliarios (formados por cada caso
indice comunitario y sus convivientes); y en 8/54 (14.8%) contactos de casos
nosocomiales, lo que ocurrié en 8/30 (26.6%) conglomerados (clusters) nosocomiales

(formados por cada caso indice y sus contactos).

Factores de riesgo para la colonizacion por E. coli ST131 en convivientes y contactos

El andlisis de los factores de riesgo para la colonizacion por E. coli ST131 en los
convivientes y contactos se realizé en dos niveles: el nivel individual o nivel 1 (variables
de los convivientes o contactos), comparando la exposicion a las variables estudiadas
entre todos los convivientes o contactos colonizados y no colonizados; y el nivel cluster
o nivel 2 (variables de los casos indice o del domicilio en el caso de éstos), comparando
la exposicidon a las variables estudiadas entre los clusters con convivientes o contactos

colonizados y aquellos sin convivientes o contactos colonizados.
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En cuando a los contactos domiciliarios, la edad mediana de los contactos fue de
55 afos en los colonizados y de 48 en los colonizados; eran hombres el 33,3 y el 37%,
respectivamente, y tenian una mediana de indice de comorbilidad de Charlson de 0 en
ambos grupos. El 61,1 y el 45,6% eran cuidadores de los casos indice. El andlisis
univariante de factores de riesgo en el nivel 1 (individuales) mostrd las siguientes
variables con un valor de p<0.2 para su asociacion con la colonizacidn: mayor edad, ser
dependiente para las actividades basicas, no compartir cuarto de bafio con el caso indice

y haber recibido recientemente antibidticos o inhibidores de la bomba de protones.

En el nivel 2 (clusters), la edad mediana de los casos indice fue de 79 y 67 afos en
los clusters sin y con miembros colonizados, respectivamente, y eran hombres en el 61,5
y 38% de los casos; su mediana de indice de comorbilidad de Charlson era de 0,5y 1,5,
respectivamente. Solo la mayor edad del paciente indice mostré un valor de p <0,2 en

la comparacién entre los domicilios con y sin convivientes colonizados.

Dado que el valor de p para la varianza en el nivel 2 fue de 0,20, se realizé un
analisis multivariante multinivel con un limite de significacion de p=0.10; en éste, las
variables asociadas con la colonizacion por ST131 en los convivientes fueron el uso de
inhibidos de la bomba de protones en el nivel individual (OR ajustada: 3,08; intervalo de
confianza [IC] al 95%: 0,88-10,80; p=0,07) y la edad del paciente indice en el nivel de
clusters (OR ajustada: 1,05 por afio; IC 95% 1,01-1,10; p=0,05).

En los casos nosocomiales, la edad mediana de los contactos colonizados y no
colonizados fue de 81,5 y 60,8 afos, respectivamente, y eran hombres el 50 y el 45,5%.
La mediana del indice de comorbilidad de Charlson fue de 1 en ambos grupos, y su
estancia media en el hospital fue de 5,5 y 6 dias, respectivamente. El analisis univariante
del nivel individual mostré las siguientes variables con un valor de p<0.2: mayor edad,
caso indice dependiente para actividades basicas, estar encamado y tener un catéter

urinario.

En cuanto al nivel 2 (clusters), la edad mediana de los casos indice fue de 62,5y 67

afios, y eran hombres el 62,5 y el 27,3%, respectivamente. La mediana del indice de
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comorbilidad de Charlson fue de 2,6 y 2,4 respectivamente. Ninguna variable de las

estudiadas mostro un valor de p<0,2.

El valor de p para la varianza a nivel de los clusters fue 0,95; por lo tanto, no se
realizd un analisis multinivel. En el analisis multivariante realizado solo con las variables
del nivel individual, las asociadas con la colonizacién en los contactos nosocomiales
fueron el ser dependientes para las actividades basicas (OR ajustada: 21,1; IC95%: 3,62-
160,0; p=0,001) y ser portador de catéter urinario (OR ajustada: 8,4; IC 95%: 0,97-76,9;
p=0.05).

En cuanto a la sensibilidad a los antibidticos de los aislados ST131, 6 aislamientos
(21.4%) fueron productores de BLEE, 3 entre los aislados de contactos domiciliarios
(16,6%) y 3 entre los contactos nosocomiales (30%). Los aislados de los convivientes
domiciliarios mostraron mayores porcentajes de sensibilidad que los de los contactos
nosocomiales a ampicilina (33,3% vs 0; p=0,06) y amoxicilina/clavulanico (50% vs. 0O;
p=0.001), siendo similares para piperacilina/tazobactam, cefalosporinas de tercera

generacion, carbapenemas, aminoglucésidos, fosfomicina y ciprofloxacina.

Bacteriemia por Escherichia coli ST131 non productor de BLEE: factores de riesgo e

impacto prondstico

Se incluyeron 33 pacientes con bacteriemia por E. coli ST131 025b:H4 no
productores de BLEE durante el periodo de estudio (casos), y 56 pacientes con
bacteriemia por E. coli no ST131 025b:H4 no productores de BLEE (controles; para 10

de los casos no se encontraron controles).

En general, los aislados ST131 mostraron mayores porcentajes de resistencia
que los no ST131 a ampicilina (29% vs. 38%, p=0,04) y ciprofloxacina (48,5% vs. 25%,
p=0.02; existe una errata en el articulo original en estos datos). Ademas, los
aislamientos ST131 fueron mas frecuentemente multirresistentes (78,8% vs. 41%,
p=<0,001). Entre los aislados ST131, el tipo de alelo fimH fue H30 en 14, H22 en 12,

otros tipos en 6, y un aislado no tenia fimH.
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Factores de riesgo para la bacteriemia por E. coli ST131

La edad mediana de los casos y los controles fue de 70 y 71 afios,
respectivamente, siendo el 69,7% y el 57,1% hombres. La adquisicién de la bacteriemia
fue nosocomial en el 39,4% y el 37,5%. La mediana del indice de comorbilidad fue de
2 tanto en los casos como en los controles. El origen de la bacteriemia fue urinario en

el 36,5% de los casos y el 51,8% de los controles.

En el andlisis univariante, no se encontraron diferencias en variables
demograficas, tipo de adquisicién, condiciones subyacentes o uso previo de
antibioticos. Se incluyeron en el analisis multivariante las variables con un valor de
p=0,2, que fueron: enfermedad pulmonar crdnica, cirugia en el ultimo mes, origen de
la bacteriemia desconocido y origen en aparato urinario. El modelo multivariado final
mostré que las dos variables asociadas independientemente con ST131 fueron la
cirugia reciente (OR ajustada: 7,03; IC 95%: 1,71-28,84; p=0,007) y la bacteriemia de
origen desconocido (OR ajustada: 5,37; IC 95%: 0,93-30,81; p=0,05). Se realizaron
modelos adicionales incluyendo el uso previo de antimicrobianos sin que los resultados
cambiaran. El valor de p de la prueba de bondad de ajuste de Hosmer-Lemeshow para

el modelo fue de 0,95.

Entre los episodios causados por ST131, aquellos causados por aislados H30
fueron algo menos frecuentemente nosocomiales que el resto (21% vs 52,6%, p=0.07),
y afectaron con cierta mayor frecuencia a pacientes de >65 afios (85,7% vs 52,6%,

p=0,06).

Andlisis de gravedad clinica y prondstico de las bacteriemias por E. coli ST131

Entre los casos y los controles, se presentaron con sepsis grave el 15,2% y el
14,3%, y con shock séptico el 12,1% y el 17,9%, respectivamente. La mortalidad en el dia
30 fue del 18,2% en los casos y del 21,4% en los controles; la tasa de fracaso clinico en

el dia 14, de 15,2% y 17,9%, respectivamente; y la estancia mediana tras la infeccidn, de
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10 dias en ambos grupos. Ninguna de estas diferencias fue estadisticamente

significativa.

El analisis multivariante de factores asociados a la mortalidad en el dia 30 mostré
como factor protector la enfermedad de base no fatal (OR ajustada: 0,21; IC 95%: 0,07-
0,60; p=0,003) y como factor de riesgo el origen de la bacteriemia de algo riesgo, es
decir, origenes distintos al urinario y biliar (OR ajustada: 3,94; IC 95%: 1,36-11,40;
p=0,01). El que el aislado fuera ST131 no se asocié con la mortalidad (OR ajustada: 0,53;
IC95% 0,18-1,57; p=0,26). El andlisis de los factores asociados al fracaso clinico en el dia
14 mostrd las mismas variables asociadas, y tampoco demostro relacion significativa con
los aislados ST131 (OR ajustada: 0,60; IC 95%: 0,15-2,33; p=0.46). Los aislados ST131
tampoco mostraron asociacidn con la presentacién en forma de sepsis grave o shock

séptico (OR ajustada: 0,81; Cl 95%: 0,30-2,15; p=0,67).
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DISCUSION

Prevalencia de colonizacién por E. coli ST131

Este estudio encontré que la colonizacién por ST131 es frecuente entre
convivientes y contactos de pacientes con infeccion comunitaria o nosocomial por estos
microorganismos, y que es mayor entre los convivientes que entre los contactos

nosocomiales.

En un estudio realizado en Paris en 2006, el 2% de 332 voluntarios sanos
presentaron colonizacién rectal por ST131 (Leflon-Guibot 2008). La prevalencia fue del
4% en otro estudio realizado en Australia entre 2009 y 2011 (Kudinha 2013). En estudios
mas recientemente publicados, se encontraron prevalencia del 13% en Minneapolis
(EEUU) (Mohamed 2020), 3% en Taiwan (Wu, 2019). En un estudio en residentes de
centros de larga estancia en EEUU se encontré una prevalencia del 24% (Burgess 2015).
No hemos encontrado estudios que comparen la prevalencia de colonizacién por ST131
en convivientes y en contactos nosocomiales; Hilty et al compararon la colonizacién en
estos grupos pero de aislados ST131 productores de BLEE, y también encontraron mayor

prevalencia en convivientes (Hilty 2012).

En la publicacién complementaria a este trabajo (Torres, 2018) se analizé la
relacion clonal de los aislados ST131; este analisis permitié establecer que en 9 de los
13 clusters domiciliarios con varios miembros colonizados por ST131, dos o mas
miembros compartian aislados clonalmente relacionados, mientras que esto solo
ocurrié en 2 de los 8 clusters nosocomiales, lo que abunda en la mayor transmisién de

ST131 en el ambiente domiciliario.

Estos resultados sugieren que la transmisién de ST131 es mas frecuente en
ambitos domiciliarios y en residencias que en los hospitales, probablemente porque se
requiera un contacto mas estrecho y frecuente para la transmisién. No puede
descartarse la adquisicion en estos ambitos de estos microorganismos desde fuentes

exdgenas comunes, aunque como hemos visto, y en el andlisis posterior se abunda en
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ello, los datos existentes sugieren que la transmisidén ocurriria sobre todo de persona a

persona, directa o indirectamente.

Factores de riesgo para la colonizacion por E. coli ST131

A pesar del limitado poder estadistico de nuestro estudio, relacionado con la
complejidad de la identificacion de los aislados ST131 en muestras de frotis rectal, en
este trabajo se han identificado algunos factores de riesgo para la colonizacion rectal
por ST131 en convivientes y contactos nosocomiales de pacientes con infeccidn causada

por estos microorganismos.

Por una parte, en los convivientes, el uso de inhibidores de la bomba de protones
en éstos y una mayor edad de los casos indice se asociaron con mayor riesgo de
colonizacion intestinal por ST131. La asociacion con los inhibidores de bomba de
protones es interesante, ya que se ha encontrado también que el uso de estos farmacos
es un factor de riesgo para la colonizacién intestinal por productores de BLEE (Huizinga
P, 2017) y podria estar relacionado con la eliminacion de la barrera que el contenido de
acido clorhidrico del estémago representa para la colonizaciéon de bacterias exdgenas.
La mayor edad de los casos indice podria ser un marcador de mayor necesidad de
cuidados y, por lo tanto, un contacto mas frecuente. Estas variables nos hacen plantear
las hipdtesis de que la ingestion podria ser la via principal por la que estos
microorganismos alcanzan el intestino y, por otro lado, de que la transmisidn de persona

a persona podria ocurrir como paso previo.

Es dificil evaluar la posibilidad de evitar la transmisién en el dmbito familiar de
esta u otras bacterias; esto parece inviable en el ambito de personas que tienen un
contacto frecuente y/o intimo, como ocurre en las parejas; y fuera de las parejas, por
mas que se preconice la higiene de manos en los cuidados, evitar la transmisién en el
caso de personas que precisan cuidados y ayuda para las tareas basicas parece muy
dificil a medio plazo. En cualquier caso, extremar la higiene de manos en los cuidados es
siempre una medida a contemplar en el cuidado de personas especialmente

predispuestas a desarrollar infecciones invasivas por estas bacterias.
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En los hospitales, los factores de riesgo encontrados lo fueron solo a nivel
individual, siendo éstos la dependencia para actividades basicas y el portar un catéter
urinario; ambas variables podrian ser también marcadores de una mayor necesidad de
atencidén y contacto, y por tanto, de posibilidades de transmisién. En este caso, la
transmisidn seria cruzada, probablemente a través de las manos de sanitarios o de
objetivos o superficies contaminadas. En el caso de la transmisién nosocomial, la higiene

de manos seria, también aqui, un factor importante para evitar la transmision.

Los resultados en las dos poblaciones sugieren la importancia del contacto
persona a persona, directo o indirecto, como mecanismo de transmisién principal para
ST131. De hecho, en un modelo matematico previo desarrollado en nuestro centro, se
predecia que evitar dicha transmision directa de persona a persona seria fundamental

para reducir la propagacién de estos microorganismos (Talaminos A, 2016).

La informacion previa a este estudio sobre los factores de riesgo para la
colonizacion con ST131 era muy escasa. Si bien la transmision doméstica de aislamientos
de ST131 habia sido bien demostrada (Johnson JR, 2016), no encontramos estudios que
en ese momento hubieran investigado los factores de riesgo para la colonizacién en
convivientes o contactos hospitalarios. En un estudio realizado en centros de larga
estancia, Han y cols. no pudieron identificar diferencias relevantes entre 29 residentes
colonizados por E. coli ST131 resistente a las fluoroquinolonas y otros 8 colonizados por
E. coli no ST131 también resistentes a quinolonas (Han JH, 2017). En otro estudio
realizado también en centros de larga estancia, Burgess y cols encontraron que el
tiempo de ingreso, el no poder firmar el consentimiento, la presencia de ulcera de
decubito y la incontinencia fecal eran factores de riesgo para la colonizacion por E. coli
ST131 resistente a ciprofloxacino (Burgess MJ, 2015). Otros estudios solo estudiaron
aislamientos de ST131 productores de BLEE (Nicolas-Chanoine MH, 2014; Banerjee R;
2014).

El uso previo de antibidticos no se identific6 como factor de riesgo en esos
estudios ni en el presente; sin embargo, en un estudio previo realizado en nuestro

centro si encontramos que la exposicion a antibidticos (especificamente
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amoxicilina/acido clavulanico y fluoroquinolonas) estaba asociada con un mayor riesgo
de infeccién por ST131 (Lopez-Cerero L, 2014); en ese estudio, la mayoria fueron
infecciones urinarias. Si bien puede ser solo un problema de poder estadistico,
planteamos la hipdtesis de que los antibidticos sean mas relevantes como factor de
riesgo para la infeccidn al seleccionar aislados ST131 en el intestino de personas ya
colonizadas, que como un factor que favorezca la colonizacién, que podria producirse
independientemente de la exposicion a antibidticos. De todas formas, son necesarios

estudios con mayor numero de pacientes en este sentido.

Este estudio tiene limitaciones que deben considerarse para su interpretacion,
ademas de un poder estadistico limitado para detectar factores de riesgo por el
relativamente pequefio tamafio muestral. La sensibilidad de la deteccién de ST131 en
hisopos rectales puede ser inferior a la deseada; podriamos no haber incluido variables
de riesgo relevantes, como la contaminacion de superficies; en este analisis no hemos
diferenciado los aislados ST131 por alelos fimH; finalmente, los resultados podrian no
ser aplicables a areas con epidemiologia y clones circulantes distintos a los nuestros.
Algunas fortalezas del trabajo son la inclusion de numerosas variables en base a la
experiencia acumulada en estudios similares, la inclusion de pacientes en tiempo real,
lo que permitid una recogida de datos mucho mas fiable y la realizacion de un analisis

multinivel cuando fue necesario.

En la actualidad nuestro grupo esta realizando un estudio de colonizacidn mas
amplio en familias y residentes en geriatricos, asi como estudios en aguas residuales de

nuestra ciudad que esperamos proporcionen informacién complementaria de interés.

Factores de riesgo para la bacteriemia por E. coli ST131

El principal hallazgo en nuestro estudio es que no pudimos encontrar tantas
diferencias como habiamos esperado entre pacientes con bacteriemia por E. coli ST131
y no ST131, no productores de BLEE, a pesar de que los aislados ST131 fueron mas

frecuentemente resistentes a algunos antimicrobianos (pero no a otros). De hecho, los
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Unicos factores de riesgo para ST131 encontrados fueron la cirugia en el mes previo y el

origen desconocido de la bacteriemia.

Curiosamente, la cirugia anterior también se identificé como factor de riesgo en
un estudio anterior que estudid bacteriemias E. coli ST131 productores de BLEE (Cho SY,
2015). La cirugia es probablemente una variable que probablemente integra varias
exposiciones, como son el uso previo de antibidticos (en profilaxis), mayor comorbilidad
y contacto con la atencidn sanitaria, ademas del proceso invasivo en si mismo. El origen
desconocido de la bacteriemia como factor asociado a ST131 también se encontré en
un estudio poblacional realizado en Canada, que incluyd solo aislados bacteriémicos de
E. coli resistentes a las fluorquinolonas (Peirano G, 2014). Estos datos no son suficientes
para sugerir que ST131 son especificamente mas capaces de causar bacteriemia a través
de la translocacidn intestinal, pero este aspecto mereceria estudios adicionales en los
que pudiera controlarse mejor los factores predisponentes de los pacientes para este

tipo de bacteriemias.

Parece importante sefalar que no se pudieron encontrar diferencias
importantes en las caracteristicas demograficas, el tipo de adquisicién, las condiciones
subyacentes, otros procedimientos invasivos o el uso previo de antibiéticos. De manera
similar, no se encontraron predictores para ST131 en el Unico estudio realizado con
anterioridad en bacteriemias por E. coli ST131 no productores de BLEE; en ese estudio
solo se incluyeron episodios de presentacion comunitaria (Wu YH, 2014). En dos
estudios previos que evaluaron los factores de riesgo para la bacteriemia por E. coli
ST131 productores de BLEE, se identificaron también pocos predictores: la bacteriemia
secundaria pero no relacionada con catéter urinario y la cirrosis hepdtica (ésta como
factor protector) en un estudio realizado en Taiwan (Chung HC, 2012), y la cirugia en un
estudio realizado en Corea del Sur, como se indicé anteriormente (Cho SY, 2015). Esto
significaria que la bacteriemia por ST131 puede ocurrir en cualquier paciente con riesgo
de bacteriemia por E. coli, y que ST131 no tendria una capacidad especial de causar
bacteriemia en pacientes menos predispuestos. De todas formas, son necesarios mas

estudios, con un nimero mayor de casos y que controle adecuadamente los factores
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predisponentes de desarrollar bacteriemia por E. coli, para poder asegurar esto con

mayor seguridad.

Los datos en bacteriemia contrastan con otros estudios previos que incluyeron
aislamientos de E. coli de diversos tipos de muestra, en su mayoria aislados de la orina,
en los cuales si se encontraron mas factores de riesgo, incluidos la mayor edad, ingreso
en centros de larga estancia, infecciones urinarias previas y la exposicion reciente a
antibidticos en un estudio realizado en Minnesota (Banerjee R, 2013); y el sexo
femenino, la diabetes mellitus, encamamiento y la exposicion previa a antibiodticos en
un estudio desarrollado en Sevilla (Lopez-Cerero L, 2014). Los resultados de ambos
estudios sugieren que los pacientes con infeccién urinaria por aislados ST131 estarian
mas predispuestos a la infeccidon urinaria de por si y por tanto tampoco sugieren una

especial o mayor virulencia de estos aislados.

El hecho de que el uso reciente de antibidticos no fuera un factor de riesgo en
nuestro estudio es importante porque los aislados ST131 eran con mas frecuencia
multirresistentes; por lo tanto, se podria haber esperado que el uso de antibidticos que
puedan seleccionar aislamientos resistentes fuera un factor de riesgo. De hecho, el uso
previo de algunos antibidticos fue un factor de riesgo en los estudios ya mencionados
que incluyeron sobre todo infecciones urinarias no bacteriémicas (Banerjee R, 2013;
Lépez-Cerero L, 2014). De nuevo esto no parece ocurrir en los estudios realizados en
bacteriemias (Chung HC, 2012; Cho SY, 2015; Wu YH, 2014). Esto podria indicar que en
las infecciones urinarias no bacteriémicas, el uso de antibidticos seria capaz de
seleccionar en el intestino de los pacientes los aislados de ST131 que van a causar las
cistitis y otras formas de infeccién urinaria leve, mientras que esto no ocurre en las
bacteriemias de forma tan relevante. Esto podria tener que ver con la diversidad de
origenes de las bacteriemias. Sin embargo, es llamativo que la resistencia a las
fluorquinolonas fue menos frecuente en nuestro estudio (48,5%) y en el de Wu et al
(36%), que también incluyd ST131 no productores de BLEE (Wu YH, 2014) en
comparacion con los estudios que incluyeron principalmente aislamientos urinarios, que
fue del 70,9% en el estudio de Sevilla (Lépez-Cerero L, 2014) y del 89% en el de

Minnesota (Banerjee R, 2013). Ademas, la frecuencia de exposicion previa a
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cefalosporinas y fluorquinolonas también fue menor en los pacientes de los estudios
que evaluaron bacteriemias en comparacidon con los que evaluaron sobre todo
infecciones urinarias no bacteriémicas. Esta menor exposicién y la menor resistencia de
los aislados bacteriémicos a antimicrobianos de amplio espectro podria explicar que el

uso previo de antibiéticos no fuera un factor de riesgo clave para los mismos.

Gravedad clinica y prondstico de las bacteriemias por E. coli ST131

En nuestro trabajo, no encontramos que E. coli ST131 se asociara con mayor
probabilidad de causar sepsis grave (que practicamente equivaldria a sepsis, definida
como respuesta disregulada a la infeccion con los criterios actuales) o shock séptico,
mortalidad, fracaso clinico o mayor estancia hospitalaria, ni en los andlisis crudos ni en

los ajustados.

Esto puede interpretarse como que los aislados ST131 no tienen mayor
capacidad de causar cuadros graves (lo que podemos denominar “virulencia clinica”, en
contraposicidn al concepto de virulencia clasico en E. coli como simplemente capacidad
de causar infeccién extraintestinal) que otros aislados de E. coli cuando causa
bacteriemia. Esto iria en contra de lo que sugerian algunos trabajos iniciales en los que
se describieron casos anecdodticos de infecciones graves causadas por aislamientos de
ST131 transmitidos en el ambito domiciliario, y que se interpretaron como que ST131
podria ser mas tendente a causar infecciones graves que otros secuenciotipos (Ender

PT, 2009; Owens RC, 2011).

Sin embargo, los estudios en modelos animales no han soportado la hipdtesis de
que ST131 es mas letal que otros secuenciotipos de E. coli. Asi, aislados de ST131
causaron una mortalidad mas baja que otras cepas B2 en estudios en Caenorhabditis
elegans (Lavigne JP, 2012) y también mads baja que ST67 y ST172 en Galleria mellonella
(Alghoribi MF, 2014); los resultados de dos estudios con pez cebra fueron
contradictorios (Lavigne JP, 2012; Hussain A, 2014). La letalidad y la enfermedad clinica
no fueron mas frecuentes con las cepas ST131 en un modelo de sepsis subcutdnea de

ratén (Johnson JR, 2012).
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En cuanto a las infecciones bacteriémicas, y de forma parecida a lo encontrado
en nuestro trabajo, los aislamientos de ST131 no mostraron un aumento de la
mortalidad o de shock en los escasos estudios realizados previamente, aunque varios de
ellosincluyeron o bien solo aislados productores de BLEE o bajo nimero de casos (Chung
HC, 2012; Rodriguez-Bafio J, 2013; Cho SY, 2015; Wu YH, 2014). Para otros tipos de
infecciones, tampoco se encontraron diferencias en el prondstico en nifios menores de
1 afio hospitalizados por infeccion urinaria (Cheng MF, 2015). Las cepas ST131 no se
asociaron tampoco con mayor tasa de bacteriemia, shock o mortalidad en un estudio
que incluyé aislamientos de E. coli de diversas muestras (principalmente orina) en Sevilla
(Lopez-Cerero L, 2014), aunque si se asociaron de forma independiente con infecciones
persistentes o recurrentes en el estudio de Minnesota (Banerjee R, 2013). Otro estudio
en cistitis concluyd que la infeccién por cepas ST131 era un factor predictivo
independiente de fracaso del tratamiento (Can F, 2015). Si esto esta relacionado con la
produccién de biopelicula, lo que es frecuente entre los aislamientos de ST131
(Kundinha T, 2013) y/o una mayor capacidad para ocasionar infeccion intracelular
temprana (Totsika M, 2013) merece una investigacion adicional. Sin embargo, el
impacto del tratamiento inadecuado de las infecciones causadas por los aislamientos de
ST131, que probablemente sea alto en relacion con su perfil de resistencia, puede no

haberse controlado adecuadamente en estos estudios.

En resumen, con la informacién clinica disponible, aun escasa, podriamos decir
que no hay evidencia de que los aislados ST131 sean mas capaces de causar infeccidn
invasiva que otros secuenciotipos, y que cuando la producen, tampoco parece que
causen mayor frecuencia de shock. Sin embargo, en las infecciones urinarias no
bacteriémicas podrian asociarse a mayor tasa de recidivas y fracaso del tratamiento.
Seria importante, para estudios futuros, intentar controlar adecuadamente la
importancia de las caracteristicas del huésped en unas y otras infecciones, lo que no es

facil, asi como el impacto del tratamiento antimicrobiano.

La otra interpretacién de estos resultados es que ST131 no presentaria menor

virulencia clinica pese a ser mads resistente a antimicrobianos que otros secuenciotipos.
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Esto es relevante porque, como se expuso anteriormente, el paradigma anterior estaba

basado en la existencia de una relacidn inversa entre resistencia y virulencia en E. coli.

El estudio de bacteriemias tiene también algunas limitaciones. Primero, el poder
estadistico del mismo es limitado y, por lo tanto, algunas asociaciones pueden no haber
sido detectadas. Sin embargo, no se pudo apreciar tendencia alguna en uno u otro
sentido en lo referente al prondstico. En segundo lugar, no se investigaron los subclones
ST131, los genes asociados a la virulencia y los grupos clonales en los pacientes de
control. En tercer lugar, nuestros datos podrian ser solo aplicables a areas con una
epidemiologia similar de las infecciones bacteriémicas por E. coli. Las fortalezas incluyen
el hecho de que la deteccién de ST131 se realizé en tiempo real, siendo (segun nuestro
conocimiento) el primer estudio prospectivo sobre las implicaciones de ST131 en
pacientes con bacteriemia no productora de BLEE y la recopilaciéon de datos clinicos

cuidadosa y detallada.
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CONCLUSIONES

1.

La prevalencia de colonizacion intestinal por E. coli ST131 (productor y no
productor de BLEE) fue mayor en convivientes de personas con infeccién
comunitaria por estos microorganismos que la de los contactos hospitalarios de

pacientes con infeccién nosocomial.

Los factores asociados a mayor riesgo de colonizacidn intestinal en convivientes
de pacientes con infeccion comunitaria por E. coli ST131 (productor y no
productor de BLEE) fueron el uso de inhibidores de la bomba de protones y la
mayor edad de los pacientes indice; y en el caso de los contactos nosocomiales,

el estar encamado y tener una sonda urinaria.

Los factores asociados a mayor riesgo de bacteriemia por E. coli ST131 no
productor de BLEE entre los pacientes con bacteriemia por E. coli fueron la

cirugia en el mes previo y la bacteriemia de origen desconocido.

La bacteriemia por E. coli ST131 no productor de BLEE no se asocid con un riesgo
diferente de presentacion en forma de sepsis grave o shock, de mortalidad o de

fracaso clinico, respecto a otros aislados de E. coli.
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