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Introduccion

1.1. RESISTENCIAS MICROBIANAS

La resistencia a los antimicrobianos se produce, desde un punto de vista
clinico, cuando los microorganismos causantes de infeccion, sean bacterias, virus,
hongos o parasitos, sufren cambios que hacen que los medicamentos utilizados para
tratar estas infecciones dejen de ser eficaces para su tratamiento. Los
microorganismos resistentes a varios antimicrobianos a los que serian naturalmente
sensibles (en general, al menos a un representante de 2 familias) se denominan
habitualmente como multirresistentes, mientras que cuando son resistentes a la

mayoria de los antimicrobianos se conocen como ultrarresistentes.

La resistencia microbiana es un fendmeno muy preocupante porque las
infecciones causadas por microorganismos resistentes pueden causar el fracaso del
tratamiento y eventualmente la muerte del paciente, transmitirse a otras personas y
generar grandes costos tanto para los pacientes como para la sociedad, con mayor
frecuencia que las sensibles. De hecho, instituciones como las Naciones Unidas, la
Organizacion Mundial de la Salud o el Centro Europeo para el Control de
Enfermedades (European Centre for Disease Control, ECDC) consideran las

resistencias microbianas como un problema de salud publica prioritario.

1.1.1. Tipos de resistencia

La resistencia bacteriana a los antimicrobianos puede ser:

13
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1.1.1.1. Natural: Intrinseca a una familia, especie o grupo bacteriano. Es, por lo

tanto, inmutable.

1.1.1.2. Adquirida: Distinguimos:

1.1.1.2.1. Cromosémica: Se producen por cambios genéticos en el cromosoma

bacteriano.

1.1.1.2.2. Transferible: La bacteria obtiene la informacion genética que codifica el
mecanismo de resistencia desde otra bacteria. La magnitud y la rapidez con que
puede producirse este fenOmeno son sus caracteristicas mas importantes desde el
punto de vista epidemiolégico. Los genes de resistencia se movilizan mediante

diversos elementos genéticos méviles, entre los cuales los mas importantes son:

a) Plasmidos: Son porciones circulares de ADN extracromosdmico, que pueden
incluir genes que codifican proteinas que causan la resistencia a un
determinado antibiético. Son capaces de autorreplicarse independientemente
del ADN cromosomico. En general tienden a codificar caracteristicas que
mejoran los rasgos de supervivencia de las bacterias, sin ser imprescindibles

para las mismas.

b) Transposones: Son cadenas cortas de ADN que pueden saltar del
cromosoma a un plasmido o al revés, entre pladsmidos o entre plasmidos y

bacteriéfagos. La principal caracteristica de este tipo de material genético es
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la capacidad de integrarse con facilidad en cadenas de ADN diferentes de la
original. A diferencia de los plasmidos, no son autorreplicantes, por lo que
deben mantenerse dentro de una estructura autorreplicante para poder
replicarse. Un rasgo central de los transposones es que pueden estar varios
de ellos incluidos dentro de un mismo plasmido, codificando resistencias a
multiples drogas, lo que permite, por transferencia de este Ultimo, la

adquisicién de multirresistencia por parte de la bacteria receptora.

c) Integrones: Son elementos genéticos moviles diferentes de los transposones
pero con mecanismos parecidos. Se recombinan en un sitio especifico del
ADN. Junto con los transposones, son los sistemas que fundamentalmente
actian en la adquisicién de resistencias al estar incluidos en plasmidos

transmisibles.

1.1.2. Mecanismos de resistencia

Desde el punto de vista del mecanismo de actuacion, los mecanismos de

resistencia pueden resumirse en los siguientes tipos:

1.1.2.1. Inactivacion de los antibidticos mediante enzimas producidas por la propia
bacteria, como es el caso de las enzimas beta-lactamasas. Este mecanismo es el

Unico capaz de inactivar la molécula de antimicrobiano.
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1.1.2.2. Disminuciéon en la permeabilidad de la membrana o pared celular. Este
fendmeno ocurre normalmente por mutaciones en los genes que codifican o regulan

la expresion de las proteinas que conforman los canales de membrana o porinas.

1.1.2.3. Expulsion por mecanismos activos del antibiético. Se producen mediante la
la adquisicion de genes que codifican o permiten la expresiéon de bombas de
expulsion, o se modifican otras existentes para que puedan expulsar determinadas
moléculas antimicrobianas. Las resistencias a las tetraciclinas son frecuentemente

debidas a este tipo de mecanismo.

1.1.2.4. Modificacion de la diana donde actua el antibiotico en la bacteria. Puede
ocurrir por reduccion de la afinidad del receptor por la molécula de antimicrobiano o
por su “ocultacion” o proteccion de manera que el antimicrobiano no puede acceder

a su diana.

1.2. BETA-LACTAMASAS. BETA-LACTAMASAS DE ESPECTRO EXTENDIDO

(BLEE)

1.2.1. Definicion de las beta-lactamasas

Las beta-lactamasas son enzimas capaces de inactivar los antibiéticos de la
familia  beta-lactamicos  (penicilinas, cefalosporinas, = monobactamicos vy
carbapenémicos). Son capaces de romper el puente amida del anillo penicilanico o

cefalosporanico y producir derivados acidos sin propiedades bactericidas, lo que
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evita que dichos antibiéticos puedan unirse a las proteinas diana (penicillin-binding
proteins, PBP), impidiendo su accidén sobre la formacion de la pared bacteriana v,
por tanto, la lisis bacteriana. Los genes que codifican estas enzimas se denominan

genes bla.

El nivel de resistencia que confieren depende directamente del grado de
afinidad con el antibiético, de las propiedades hidroliticas del enzima y del nivel de
produccion de la enzima, que a su vez puede verse condicionado por el numero de

copias del gen bla existente en el cromosoma y/o los plasmidos.

1.2.2. Clasificaciones de las beta-lactamasas

El desarrollo y diversificacion de las beta-lactamasas ha provocado la
creacion de distintas clasificaciones. La creada por Ambler (1) en 1980, basada en la
estructura molecular y la secuencia de aminoacidos de las beta-lactamasas, es una
de las utilizadas. Esta reconoce 4 tipos moleculares denominados; A, B, C y D. Los
tipos A, C, D poseen serina (serino-enzimas) en su zona activa, mientras que las del

grupo B poseen una o mas moléculas de zinc (metalo-enzimas).

Otra clasificacion muy utilizada en la actualidad es la desarrollada
por Bush, Medeiros y Jacoby en 1995 (Tabla 1), basada en los sustratos que las
enzimas hidrolizan y en la inhibicion de su actividad por el acido clavulanico, EDTA,
aztreonam u oxacillina. En esta clasificacion se definen 4 grupos funcionales,

integrando propiedades bioquimicas, de estructura molecular y la secuencia
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nucleotidica (2). De los distintos grupos de beta-lactamasas segun el esquema de
Bush, Jacoby y Medeiros, cabe destacar el grupo 2, el mas abundante y en el que se
incluyen muchas beta-lactamasas de gran relevancia clinica. Sus caracteristicas son

las siguientes:

Es el mas abundante y en él se agrupan las beta-lactamasas pertenecientes a
las clases Ay D de Ambler.

e Presentan un residuo de serina en el centro activo.

e La mayoria se inhiben por acido clavulanico.

e Lalocalizacion de los genes bla es plasmidica en la mayoria de los casos.

18



Tabla 1. Clasificacion y propiedades de las betalactamasas segun Bush, Jacoby y Medeiros

Grupo Bush, Clase Centro Tipo de Sustrato preferido Inhibidas por Enzimas representativas
Jacoby y Ambler activo enzima
Madeiros
CLAV EDTA
1 C Serina Cefalosporinas de  Peniciclinas, cefalosporinas de - CMY-2 a 13, LAT-1, MOX-1y 2, FOX 1 a 6,
espectro ampliado  espectro restringido y extendido, ACT-1, MIR-1, DHA-1y 2, ACC-1, CFE-1,
cefamicinas y monobactamicos algunas enzimas cromosémicas de bacterias
Gram negativas
2a A Serina Penicilasas Penicilinas + Penicinilasas de bacterias Gram positivas
2b A Serina Betalactamasas Penicilinas y cefalosporinas de 12 + TEM-1, TEM-2, SHV-1
de espectro generacion
ampliado
2be A Serina Betalactamasas Penicilinas, cefalosporinas de 12, 2% + Numerosas variantes de SHV y TEM, CTX-M,
de espectro y 32 generacion PER, VEB, GES-1, IBC-1
extendido Monobactamicos
2br A Serina Betalactamasas Penicilinas, cefalosporinas de 12, 28 - TEM-50 (CMT-1)
de espectro y 32 generacion (bajo nivel) TEM-68 (CMT-2)
extendido TEM-89 (CMT-3)
resistentes a los
inhibidores
2c A Serina Penicilinas, carbenicilina + PSE-1, PSE-3a 5
2d D Serina Penicilinasas de Penicilinas y cloxacilina +/- Numerosas variantes OXA
espectro reducido
Serina Betalactamasas Penicilinas, cloxacilina, beta- +/- Algunas derivadas de OXA-2 y OXA-10, OXA-
de espectro lactdmicos de espectro extendido, a 18, 29, 30, 31, 32y 45
extendido veces monobactamicos o
cefalosporinas de 32 generacion
Serina Carbapenemasas Penicilinas, oxacilina y + OXA-23a 27,40, 48, 54
carbapenemas
2e A Serina Penicilinasas y Penicilinas y cefalosporinas de 12, + Betalactamasa cromos6mica de B. fragilis, B.
cefalosporinasas 22y 32 generacion uniformis, B. vulgatus, C. diversus, P. mirabilis,
Y. enterocolitica, C. koseri y C. sediaki
2f A Serina Carbapenemasa Penicilinas, cefalosporinas de 12 a + NMC-A, SME-1 a 3, IMI-1, KPC-1 a 3, GES-2
42 generacion, carbapenemas
3 B Zinc Carbapenemasa Penicilinas, cefalosporinas de 12 a - IMP-1a13,VIM-1 a7, SPM-1, NDM
42 generacién, carbapenemas
4 NI* Serina Penicilinasa Penicilinas - Enzima cromosémica de Burkholderia cepacia

NI: No Incluido; CLA: &cido clavulanico; EDTA: acido etilendiaminotetraacético.
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1.2.3 Beta-lactamasas de espectro extendido (BLEE)

Las beta-lactamasas de espectro extendido son enzimas pertenecientes al
grupo 2 de Bush, Jacoby y Medeiros, y se caracterizan por hidrolizar las penicilinas,
monobactamicos y oxi-imino-cefalosporinas, siendo inhibidas por el acido
clavulanico y otros inhibidores clasicos de beta-lactamasas. Los tipos mas

importantes son:

a) BLEE tipo TEM

Proceden de mutaciones de las beta-lactamasas TEM-1 y TEM-2. TEM-1 es
la beta-lactamasa mas frecuentemente descrita en enterobacterias, siendo
responsable del mas del 90% de la resistencia a ampicilina en E. coli. Podemos
encontrarla en muchas especies bacterianas. Esta dispersion es debida a su
localizacion en elementos genéticos moviles como plasmidos y transposones. TEM-
2 surge como consecuencia de una mutacién en la posicién 39 que no altera el perfil
de sustrato, sino Unicamente el punto isoeléctrico de la enzima. A partir de estas dos
enzimas y por distintas mutaciones surgieron las beta-lactamasas con fenotipo BLEE

tipo TEM. TEM-24 es una de las enzimas mas importantes de esta familia.

b) BLEE tipo SHV

Proceden de la beta-lactamasa SHV-1. El gen bla que codifica SHV-1 se

encuentra en el cromosoma de mas del 90% de las cepas de K. pneumoniae.
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Diversas mutaciones en esta enzima han ido conformando una familia muy amplia y
diseminada de BLEE. La mutacion mas frecuente es la sustitucién de una glicina por
serina en la posicion 238, que proporciona a la enzima SHV-2 la capacidad de
hidrolizar ceftazidima de forma eficaz. Esta enzima causé el primer brote de
microorganismos resistentes a cefalosporinas de tercera generacion descrito en

Espafia entre 1988 y 1990 (3).

SHV-12 fue descrita por Nuesch-Inderbinen y cols. en 1997 durante la

realizacién de un estudio multicéntrico llevado a cabo en Suiza (4). Es una de las

BLEE derivadas de SHV-1 mas ampliamente distribuidas en la actualidad.

c) BLEE tipo CTX-M

La familia CTX-M muestra tan sélo un 40% de homologia con las beta-
lactamasas de la familia TEM y SHV. Sin embargo, las enzimas de esta familia de
BLEE presentan una alta homologia (mayor del 90%) con los genes blaCTX-M
presentes en el cromosoma de Kluyvera spp., por lo que se piensa que estos serian
los genes originarios, que habrian saltado del cromosoma para integrarse en

distintos plasmidos y posteriormente diseminarse (5).

Las enzimas CTX-M pueden subclasificarse a su vez en cinco grupos (que no
deben confundirse con las enzimas individuales de igual nombre): CTX-M-1, CTX-M-
2, CTX-M-8, CTX-M-9 y CTX-M-25. Sumando las enzimas de todos los grupos, en la

actualidad se han identificado més de 150 variantes. En concreto, las enzimas CTX-
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M mas ampliamente distribuidas a nivel mundial son CTX-M-15 (perteneciente al
grupo de CTXM-1) y CTX-M-14 (perteneciente al grupo de CTX-M-9). Esta ultima ha
sido la mas frecuente en Espafia, aunque en los ultimos afios CTX-M-15 ha

aumentado significativamente su frecuencia.

d) BLEE tipo OXA

Pertenecen a la clase molecular D y al grupo funcional 2d. Confieren
resistencia a penicilinas y cefalosporinas y deben su nombre a que presentan una
alta capacidad de hidrolisis de oxacilina y cloxacilina. Su grado de inhibicion por

acido clavulanico es variable.

e) Otras BLEE

Aunque la mayoria de BLEE de aislamientos clinicos pertenecen a las
familias TEM, SHV y CTX-M, existen otras BLEE como son las pertenecientes a los
tipos PER (Pseudomonas extended-resistance), VEB (Vietnam extended-spectrum
beta-lactamase), CME (Chryseobacterium meningosepticum), TLA (Tlahuicas, tribu
india), SFO (Serratia fonticola), BES (Brasil extended-spectrum) y la familia
GES/IBC, que son caracteristicas de regiones concretas y que se agrupan en las

clases moleculares Ay D.
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1.2.4. Microorganismos productores de BLEE

Aunque se han descrito con mayor frecuencia en cepas de Klebsiella
pneumoniae y E. coli, las BLEE ha sido descritas en todas las enterobacterias,
incluyendo sobre todo Citrobacter spp., Proteus spp., Enterobacter spp., Salmonella
spp, Morganella spp. o Serratia spp. Ademas, pueden ser producidas por otros

bacilos Gram negativos como Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter baumannii.

1.2.4.1. Escherichia coli

E. coli es un microorganismo que forma parte de la microbiota intestinal
normal de mamiferos y aves. E. coli tiene la habilidad de sobrevivir y desarrollarse
en el medio ambiente gracias a su versatilidad para aprovechar distintas fuentes de
energia, ademas de ser un microorganismo poco exigente en sus requerimientos
nutricionales. Esta capacidad de adaptacién a diversas condiciones favorece su

integracion a comunidades microbianas en una variedad de ambientes (6).

Aunque E. coli es el principal componente aerobio de la flora intestinal de los
humanos, sus interrelaciones con el huésped permiten clasificar los aislados de este
microorganismo en 3 grandes grupos: cepas comensales, patotipos intestinales y
patdgenos extraintestinales. A su vez, en base al analisis de isoenzimas (MLEE, del
inglés multilocus enzyme electrophoresis) las cepas de E. coli se han clasificado
también clasicamente en 4 grupos filogenéticos principales: A, B1, B2 y D (7). Las

cepas comensales se ubican principalmente en los filogrupos A y B1, las patégenas
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extraintestinales se agrupan en el B2 y el D, y los patotipos intestinales, en

cualquiera de los filogrupos (8).

Por otra parte, E. coli es considerado como un reservorio y agente transmisor
de genes a otros miembros de la microbiota humana o animal. Por consiguiente, el
tracto gastrointestinal se convierte en el nicho ideal para la transferencia a gran
escala de genes de resistencia antimicrobiana y de factores de patogenicidad. En los
ultimos afios se ha registrado un aumento importante en la prevalencia de cepas de
E. coli resistentes a antibidticos, provenientes de animales y sus productos
alimentarios destinados al consumo humano. Algunos de los mecanismos de
resistencia provenientes de aislados animales pueden, al estar codificados
principalmente en elementos genéticos moviles, diseminarse a otros aislados de E.

coliy a otras especies en diferentes ecosistemas.

1.2.5. Epidemiologia

1.2.5.1. Diseminacioén de las BLEE

Hasta finales de los afios 90, la mayoria de las BLEE detectadas pertenecian
a las familias TEM y SHV y se encontraban, fundamentalmente, en aislados de K.

pneumoniae causantes de brotes epidémicos nosocomiales.

En 1989 se detecté un aislado clinico de E. coli con una enzima diferente a

TEM y SHV, que se denomin6é CTX-M-1 por su actividad hidrolitica preferente por la
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cefotaxima (9). Entre 1986 y 1992 aparecieron, casi simultdaneamente, las primeras
CTX-M en Japdn, Alemania, Argentina, Italia y Francia (5). Desde entonces, el grupo
CTX-M ha adquirido una gran relevancia epidemiolégica debido a su dispersion intra
y extrahospitalaria. Se han encontrado en casi todas las enterobacterias, en
particular en K. pneumoniae, E. coli y Enterobacter spp. Actualmente se detectan,
con mayor frecuencia, en E. coli y en pacientes con infecciones contraidas en la
comunidad, produciéndose un flujo de aislados desde este ambiente al medio
hospitalario. Su éxito epidemiolégico se debe a la presencia de genes blaCTX-M en
elementos moviles (plasmidos o transposones) y su asociacion a integrones (10) asi

como a su diseminacion clonal en determinados clones exitosos.

En Espafia, la enzima mas frecuente ha sido CTX-M-14, perteneciente al
grupo CTX-M-9. En los dltimos afios estd aumentando la prevalencia de CTX-M-15,
qgue es la mas frecuente en todo el mundo. La diseminacion de esta enzima se ha
asociado al complejo clonal ST131 de E. coli (11), que se ha diseminado por todos
los continentes en las ultimas décadas. Las cepas del clon ST131 poseen los
factores de virulencia tipicos de las cepas de E. coli patdgenas extraintestinales, al
pertenecer al filogrupo tipo B2. Ademés, CTX-M-15 esta asociada a una secuencia
de insercion muy efectiva tanto en términos de expresion como de movilizacion,
ISEcpl, que puede ser otro de los mecanismos del éxito de la dispersion de la

enzima (12).
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1.2.5.2. Reservorios

El tubo digestivo de los mamiferos y las aves son importantes reservorios de
las enterobacterias, y por tanto, de las enterobacterias productoras de BLEE (E-
BLEE), constituyendo nichos ecolégicos naturales en los que puede producirse la

transmision de BLEE entre distintos clones y especies.

La frecuencia de colonizacion por E-BLEE se incrementa considerablemente
en los pacientes hospitalizados. La tasa de portadores fecales en situaciones de
endemia en Unidades de Cuidados Intensivos (UCI) puede llegar a ser del 30-70%
de los pacientes ingresados. Estos pacientes no solo constituyen una fuente de
estos microorganismos para su eventual trasmision a otros enfermos, sino que
ademas, al estar colonizados, tienen mas riesgo ellos mismos de desarrollar una
infeccion por estos microorganismos. En un estudio multicéntrico sobre
microorganismos productores de BLEE realizado en Espafa en el aio 2000, el 93%

de las K. pneumoniae se aislaron en pacientes hospitalizados (13).

Si bien el principal reservorio suele ser el aparato digestivo de los pacientes,
este microorganismo puede contaminar superficies del medio hospitalario (fomites
de la habitacion del paciente, carpetas de historias clinicas, teléfonos, sifones y
desagues de lavabos, etc.) y equipos o dispositivos médicos (superficies de bombas
de perfusion, superficies de monitores...), facilitandose de esta manera la
transmision del microorganismo a otros pacientes y posibilitando la apariciéon de

brotes epidémicos (14).
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1.2.5.3. Mecanismo de transmision

a) Transmision vertical (madre a hijo)

Hasta hace pocos afios existia un vacio en el conocimiento sobre la
transmision perinatal de las E-BLEE. En los atimos afios, diversos estudios han
evaluado la frecuencia de colonizacion en mujeres embarazadas y la tasa de
transmision a los recién nacidos en el parto, que se revisan a continuacioén (ver tabla

2).

El mayor estudio realizado hasta la fecha sobre madres portadores de E. coli
productor de BLEE en el momento del parto se publicé en 2013 por Birgy y cols. (15)
en Francia. Durante cinco afios (2006-2010) se tomaron una media anual de 2.500
muestras maternas vaginales intraparto y 2.000 neonatales (de oido externo o
fluidos gastricos), realizados en menos de tres horas después del nacimiento.
Obtuvieron 68 aislados de E. coli productores de BLEE, 28 (44%) maternas y 36
(56%) neonatales (4 cepas no se recuperaron después de ser congeladas). Esto
suponia una prevalencia del 2,46% para el total de muestras recogidos, ascendiendo
cada afo la tasa de E. coli BLEE detectados desde un 1,1% a un 4,1%. Estos
resultados sugerian una distribucion generalizada de las enzimas BLEE en la
comunidad y destacan la transmisién temprana entre madres y neonatos. Estos
hallazgos son preocupantes, especialmente para esta poblacion particularmente

vulnerable como son los recién nacidos.
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En otro estudio, Denkel y cols. notificaron tasas de colonizacion por E-BLEE
en mujeres embarazadas de entre el 7,3 y el 15,4% (16). En ese estudio, 12 de 209
ninos con muy bajo peso al nacer (5,7%) y 18 de 209 (8,6%) madres estaban
colonizados por E-BLEE. Entre los aislados de los recién nacidos, 5 (27,7%)
establan clonalmente relacionados con los de su madre. En el analisis multivariado
identificaron la colonizacion de la madre por E-BLEE como factor de riesgo para la

colonizacioén en el neonato.

En Israel se realizé un estudio durante el afio 2015 en el cual se estudio la
colonizacién por E-BLEE de las madres de nifios que nacieron antes de las 31
semanas de edad gestacional y con un peso inferior a 1.700 gramos. Observaron
que el 39,4% (28/71) de los nifios colonizados nacian de una madre colonizada y, de
ellos, 25 compartian la misma cepa que la madre (35,2%), siendo en el 56% de los
casos E. coli. Cuatro nifios colonizados (5,6%) sufrieron una sepsis neonatal tardia
por K. pneumoniae productor de BLEE, falleciendo 2 nifios (2,8%) por ésta, siendo
en los dos casos su madre portadora de BLEE (en 1 de ellos se trataba del mismo
clon). Los autores concluyeron que la transmision perinatal de madre a hijo de E-
BLEE puede ser un modo importante de adquisicion de estos microorganismos en
los recién nacidos y, junto con las altas tasas de colonizacidbn entre mujeres
embarazadas de alto riesgo, muestran la potencial importancia de vigilancia de la

colonizacién materna por E-BLEE (17).

Jiménez-Ramila y cols. (18) realizaron un estudio en nuestro hospital donde

se analizaron 815 madres y 800 recién nacidos; 59 mujeres y 13 recién nacidos
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estaban colonizados por E-BLEE, resultando una prevalencia de colonizacion en
madres y recién nacidos (intervalo de confianza del 95%) del 6,7% (5,2-8,7) y 1,6
(0,7-2,5), respectivamente. La transmision materno-neonatal se demostré en 8

(14%) neonatos de las 57 madres colonizadas.

En un estudio de Rettendal y cols. realizado en 2015 (19) se encontré una
alta tasa de transmision de E-BLEE materna-neonatal al nacimiento (35,7%). A
pesar del bajo nimero de casos en ese estudio, el hallazgo sugiere que la
colonizacién por E-BLEE durante el embarazo constituye un riesgo sustancial para la

colonizacién perinatal.
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Tabla 2. Estudios de colonizacion por enterobacterias productoras de beta-lactamasas de espectro extendido en recién

nacidos.
AUTOR, POBLACION Y SEGUMIENTO ORIGEN TIPOESTUDIO PREVALENCIA TRANSMISION  FACTORES DE
ANO ANOS DEL DE MUESTRAS DE VERTICAL RIESGO DE
PUBLICACION ESTUDIO COLONIZACION COLONIZACION
Jiménez- 800 RN sanos. Entre 1-3 dias Embarazadasy Observacional 1,6% RN 8/57=14% Madre
Ramila, 2013 - 2014 tras el parto RN sanos Prospectivo RR= 43,47 (IC
2018 (Sevilla) Cohorte 95% 12,34-142,85)
p<0,001

Danino, 478 RN <31 Al ingreso y UCIN Observacional 18,3% periparto 25/71=35,2% No datos
2018 SG y peso cada 2 (Israel) Prospectivo 14,8% en todo el significativos

<1.700 gramos. semanas hasta Cohorte seguimiento

2015 - 2016 el alta
Meropol, 35 RN sanos. Cada 3 meses Maternidad Observacional No se aislaron E-  No se estudia No se estudian
2016 2011 durante 12 (Ohio) Prospectivo BLEE

meses Cohorte

Rettedal, 26 RN de Alos0,2,4,6, Embarazadasy Observacional No se estudia 5/14=35,7% No se estudian
2015 madres 8 y 10 dias de RN sanos Prospectivo

colonizadas a vida, y entre los  (Noruega) Cohortes

las 36 SG. 1y5 meses

2012
Denkel, 209 RN de Madre 72 horas  UCIN Observacional 5,7% 5/18 =27,7% Madre
2014 <1.500 gramos. tras ingreso. (Berlin) Prospectivo OR=7,42

2012 - 2013 RN a los 3 dias Cohorte (IC 95% 2,06 —

y cada semana 26,71) (p=0,002)

Kothari, 75 RN sanos Seguimiento los  UCIN Observacional 20,6% No se estudia No se estudian
2013 de bajo peso dias 1,21 y60  (India) Prospectivo 1 dia: 14,3%

(1.500-2.500 devida Cohorte 21 dias: 27,1%

g) con LM. 60 dias: 41,5%

2009 - 2011
Birgy, Madres y RN. 3 horas tras el Sanos Observacional 2,46% del total de  No se estudia No se estudian
2013 2006 - 2010 parto (Francia) Prospectivo muestras

Cohorte

RN: recién nacidos. RR: Riesgo relativo. IC: intervalo de confianza. SG:

intensivos neonatales.OR: Odds ratio.

semana gestacional. UCIN: Unidad de cuidados
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b) Transmisién horizontal

En general, y en el caso de las E-BLEE en particular, las manos de los
profesionales sanitarios son tradicionalmente considerados como los principales
vectores de transmisién de microorganismos en el hospital (transmision cruzada),
asi como dispositivos médicos o similares, incluyendo termdmetros, geles
empleados en ecografias, sondas de oxigenoterapia o jabdn liquido. Como ejemplo
de la transmision en medio hospitalario en nifios, en un estudio realizado en
Madagascar en nifios menores de 14 afos hospitalizados, se tomaron muestras al
personal sanitario y muestras ambientales, obteniendo que el 48,7% del personal
meédico estaba colonizado por E-BLEE; en el 13% de las muestras ambientales

(mesas, fregaderos, estetoscopios) también se aislaron E-BLEE (20).

Los pacientes adultos con infecciones comunitarias y los convivientes
colonizados representan un reservorio para las E-BLEE en la comunidad, lo que
aumenta la dispersién de la resistencia en las personas sanas (21). Ademas, puede
existir transmisién fuera del ambito familiar, en los colegios o guarderias. La primera
vez que se documentd transmision no familiar entre preescolares fue en Suecia (22),
donde se encontraron aislados de E. coli con genotipos idénticos en nifios sin

relacién familiar en 2 casos.

c) Transmision a través de alimentos

En diversos estudios se ha encontrado que algunos productos carnicos,
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particularmente pollo y pavo, se contaminan frecuentemente con E-BLEE (23), por lo
que la manipulacion de estos productos contaminados crudos (por ejemplo, al

cocinar) puede facilitar la adquisicion y transmision a otros miembros del hogar.

1.2.5.4. Factores de riesgo de adquisicién de colonizacién

a) Factores de riesgo de adquisicion de la colonizacion por E-BLEE en adultos

Los factores de riesgo de colonizacion por E-BLEE en el ambito hospitalario o
en residencias sociosanitarias son, en general, comunes a otras bacterias
mutirresistentes, incluyendo la duracion de la estancia hospitalaria, la mayor

exposicion a procedimientos invasivos y el uso de antibioticos.

Existe menos informacién sobre los factores de riesgo de colonizacion en la
comunidad. En un estudio llevado a cabo en Sevilla para determinar los factores de
riesgo para ser portador de E-BLEE se concluyé que el 67,9% de los pacientes
comunitarios con infeccién del tracto urinario (ITU) por estas bacterias eran ademas
portadores de las mismas en su intestino. Se determind que ser familiar de uno de
estos pacientes incrementaba el riesgo de ser portador fecal de E-BLEE y también
mostré que aquellos que comian fuera de su hogar mas de 15 dias durante el mes
anterior tenian menos probabilidades de ser portadores fecales (24), sugiriendo que
el contacto con alimentos contaminados en el domicilio podria ser un factor de
riesgo. Una dieta sin alimentos derivados del cerdo fue un factor de riesgo en un

estudio sueco (25), quizas por el aumento de consumo de carnes de ave. En otros
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estudios, el uso de antimicrobianos y de inhibidores de la bomba de protones
también han sido factores de riesgo (26). De hecho, el incremento en el uso de
antibioticos en humanos y animales, la contaminacion cruzada en el entorno
hospitalario, la importacion y exportacion de alimentos y los movimientos migratorios
podrian haber contribuido igualmente a la diseminacion de las E-BLEE fuera de los
hospitales, aunque el papel que ha jugado cada uno de estos factores puede ser

variable y estar ligado a contextos epidemioldgicos especificos.

En diversos estudios se ha encontrado que viajar a determinadas areas de
alto riesgo aumenta la probabilidad de adquirir la colonizacién por E-BLEE. En el
estudio realizado por Meyer y cols. en 2011 (27), se demostr6 que los viajes a
Grecia o Africa y el contacto con mascotas se asociaron de forma independiente con
la colonizacion por E-BLEE (OR para viaje a Grecia: 15,2; viaje a Africa: 14,8 y por
tener un animal doméstico: 6,7). Estos datos se han corroborado en otros estudios

(25)(26), incluyendo nifios (28).

b) Factores de riesgo de adquisicién de colonizacién por E-BLEE en nifios

A diferencia de los adultos, la epidemiologia, factores de riesgo, resultados,

terapias y medidas de control para las E-BLEE son menos conocidas en la edad

pediatrica.

Un andlisis publicado en 2015 (29) proporciona un resumen de la

epidemiologia de E- BLEE en los nifios, con énfasis en los datos clinicos y
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moleculares recientes con respecto a la colonizacion y la infeccion en situaciones de
brotes epidémicos y fuera de ellos. Son conocidos los factores de riesgo para la
infeccion o colonizacion por E-BLEE en nifios ingresados en Unidades de Cuidados
Intensivos Pediatricos (UCIP) o neonatales (UCIN). Durante los brotes, los factores
de riesgo establecidos han sido prematuridad, bajo peso al nacer, malformaciones,
nacimiento por cesarea, recibir nutricion parenteral, los procedimientos invasivos
(ventilacion mecanica, presion continua en via aérea, intubacion endotraqueal, uso
de catéter venoso central), la mayor duracion del ingreso, el uso de antibiéticos
(30)(31) y el uso de ufias artificiales del personal del hospital (32) (en este ultimo
caso, se hipotetiza que estaria relacionado con una mayor dificultad en la higiene de

manos o contaminacion de las mismas).

Hay que diferenciar los estudios que evallan los factores de riesgo para la
colonizacion en el parto y los que evaluan la colonizacion posterior. En cuanto a la
colonizacon en el momento del parto, como se muestra en la tabla 2, el estudio de
Denkel y cols. estudi6 los factores de riesgo de la colonizacién en el momento del
parto en recién nacidos (RN) con muy bajo al nacer (<1.500 gramos), donde la
madre es el principal factor de riesgo (OR=7,42, IC 95% 2,06-2,71, p=0,002). En RN
sanos solo encontramos el estudio de Jiménez-Ramila, evidenciando que también
es la madre el principal factor de riesgo para la colonizacion del RN (RR= 43,47, IC

95% 12,34-142,85, p<0,001).

Sobre los nifios sanos colonizados tras el parto encontramos los siguientes

estudios (tabla 3). En Suecia (22) se recogieron muestran de pafiales de nifios entre
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1y 5 afios que asistian a centros preescolares desde Septiembre hasta Octubre de
2010. La edad media de los nifios estudiados fue 24 meses. Se obtuvieron 313
muestras (24,5% de los nifios en edad preescolar de la ciudad). La prevalencia de
colonizacion por E-BLEE fue del 2,9% de los nifios sanos. Se encontraron aislados
de E. coli con genotipos idénticos en 2 nifios sin relacion familiar, siendo la primera

vez que se documento transmision no familiar entre preescolares.

En Guipuzcoa (33) se estudiaron 125 nifios sanos nacidos entre Enero y
Junio de 2011. Se recogieron muestras de heces a los 8, 12 y 16 meses. En 68
nifios se obtuvieron tres muestras y en los 57 restantes dos muestras. Se detectaron
E-BLEE en 18/68 (26,5%) nifios con las tres muestras y en 12/57 (21,1%) nifios con
s6lo dos muestras. La prevalencia global de colonizacién por E-BLEE fue 24%
(30/125). En total, el 10,7% de las 318 muestras fueron positivas. Las 34 E-BLEE
fueron E. coli. En el andlisis de los factores de riesgo, sélo un factor de riesgo se
asocié significativamente a la colonizacion de E-BLEE: no haber acudido a
guarderia, lo que esta en desacuerdo con el estudio realizado por Kaarme y cols. en
Suecia (22), que fué el primero que documento la transmision horizontal entre nifios

en el mismo centro prescolar.
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Tabla 3. Estudios de colonizacion por enterobacterias productoras de beta-lactamasas de espectro extendido nifios tras el

parto.
AUTOR, POBLACION EDAD ORIGEN TIPO ESTUDIO PREVALENCIA FACTORES DE TRANSMISION
ANO Y ANOS DEL POBLACION RIESGO DE HORIZONTAL
PUBLICACION ESTUDIO COLONIZACION
Nordberg, 14 nifios RN. Muestras al UCIN Observacional - 5% del total No se estudia No se estudia
2018 2008 - 2015 ingreso y cada 2 (Estocolmo) Prospectivo (17/335)
semanas en UCIN. Cohorte - Durante el
Al alta cada 2 seguimiento: 7/13
meses hasta 2 (53,8%)
anos
Farra, 134 nifios. 0-59 meses (edad  Hospitalizados con  Observacional 59% Familias con altos No se estudia
2016 2013 media 14,7 meses) diarrea grave Prospectivo ingresos
(Bangui, Africa) Caso-control OR: 17,5 (IC 95%
1,6-191,8, p=0,001)
Fernandez- 125 nifios 8 meses Sanos Observacional 24% No acudir a No se estudia
Reyes, Seguimiento alos  (Espafia) Prospectivo guarderia
2014 8,12 y 16 meses Cohorte (p=0,007)
Kaarme, 1278 nifios 11 a 66 meses Colegios Observacional 2,9% No se estudiaron 12 vez
2013 2010 (edad media: 24 prescolares Prospectivo transmision no
meses) (Suecia) Cohorte familiar de E. coli
BLEE
Boutet, 1118 nifios 0-16 afios Hospitalizados por  Observacional 5,2% 53,3% menores de No se estudia
2013 2010 - 2011 Edad mediana: 1 diarrea en 7 Prospectivo 1 afio; 74,3% no
afio. hospitales Multicéntrico hospitalizacion
(Francia) previa
Strenger, 25 nifios RN UCIN Serie de casos 26/491=5,3% No se estudia 9/49 personas
2013 2007- 2008 (Austria) (1 rechazé estudio) (18,4%).
Clonalmente
relacionados:
2/19 familias
(10,5%)
Birgy, 411 nifios 6-24 meses Nifios sanos o Observacional 4,6% - Cefalosporina 32 No se estudia
2012 2010 - 2011 (edad media: 13,3  revision por OMA Prospectivo generacion (OR
meses) (Francia) Cohorte ajustado = 3,52,

(IC 95% 1,06-11,66,
p=0,04)




Tabla 3 (continuacién)

AUTOR, POBLACION EDAD ORIGEN TIPO ESTUDIO PREVALENCIA FACTORES DE TRANSMISION
ANO ESTUDIADA POBLACION RIESGO DE HORIZONTAL
PUBLICACION COLONIZACION
Isendhal, 408 nifios Menos de 5 afios Hospitalizados o Observacional 32,6% Compartir cama No se estudia
2012 2010 (edad media 1,71  urgencias con Prospectivo con otro nifio <5
anos) fiebre o Cohorte anos
taquicardia (p=0,04)
(Guinea)
Lo, 53 nifios 0-5 afios Hospitalizados Observacional - Global: 43,5% Hacinamiento (No - Prevalencia en
2010 172 miembros por procesos Prospectivo - Nifios significativo) convivientes
hogar (de ellos 29 febriles leves Cohorte hospitalizados: nifios: 20,7%

Andratahina,
2010

Guimaraes,
2009

Pallechi,
2004

nifios < 18 afios)
2007 - 2008

244 nifios
2008

112 nifios
2007- 2008

3208 nifios
2002

<14 afios (edad
media 35,6
meses)

Muestras de nifios
1° y dltimo dia de
hospitalizacion

1-14 afios

6-72 meses

(Hong Kong)

Hospitalizados
(Madagascar)

Nifios sanos
(Portugal)

Nifios sanos:
2 areas de Bolivia
2 de Perl

Observacional
Prospectivo
Cohorte

Observacional
Prospectivo
Cohorte
Observacional
Prospectivo
Cohorte

37, 7%

22,1% de los
hospitalizados

2,7%

0,1%

Al ingreso:
Hospitalizacién
previa (OR=7,4
[IC 95%: 2,9-18,3],
p<0,01

Durante el ingreso:
Antibioterapia (OR
=4,1[IC 95%: 1,8-
9,4, p<0,001)

No se estudia

No se estudia

- Prevalencia en
convivientes
adultos: 50,3%
- T. horizontal:
6/53 (11,3%)
No se estudia

No se estudia

No se estudia

RN: recién nacidos. UCIN: Unidad de cuidados intensivos neonatales. OR: Odds ratio. IC: intervalo de confianza.
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1.2.5.5. Duracioén de la colonizacion por E-BLEE en neonatos y madres

La duracién y los factores que influyen en el mantenimiento de la colonizacion
son aun peor conocidos que los factores de riesgo de la adquisicion. En la
bibliografia revisada hemos encontrado algunos estudios sobre los factores que
influyen en el mantenimiento del estado de portador de E-BLEE fundamentalmente
en nifios ingresados en UCIN o en adultos, pero hemos encontrado muy pocos datos
sobre la duraciéon de la colonizacion por E-BLEE en neonatos tras el parto y los
factores asociados. En un estudio realizado en el contexto de un brote nosocomial
en una UCIN, los principales factores de riesgo para el mantenimiento de la
colonizacion fueron el nacimiento por cesarea y haber recibido tratamiento

antibiotico (34).

En cuanto a la media o mediana de duracién de la colonizacién en los
pacientes portadores o infectados, se ha estudiado en los siguientes estudios, la

mayoria de ellos realizados en poblacion adulta.

Tangdén y cols. analizaron un grupo de 100 adultos suecos voluntarios
colonizados por E-BLEE que habian viajado fuera del Norte de Europa (edad
mediana 43 afnos, rango 2-84 afnos). Completaron el estudio 21 pacientes, y de ellos
s6lo 5 (24%) seguian colonizados después de 6 meses (35). En Francia (36) se
realizo una revision retrospectiva de 14 afios en un hospital; 448 pacientes fueron
estudiados (mediana de edad 62,8 afos, rango 49-75 afios). El 40% se consideraron

portadores persistentes. El tiempo mediano de desaparicion de BLEE fue de 6,6
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meses (rango 3,4-13,4 meses). En Tailandia en 2007 (37) se hizo el seguimiento de
24 pacientes infectados por E-BLEE. La mediana de edad fue de 55 afios (rango 21-
65 afnos). El 33% de los pacientes permanecian colonizados a los 6 meses del
estudio. La mediana de la duracion de la colonizacion fue de 98 dias (rango 14-182
dias). En Alemania se estudi6é un grupo de 123 pacientes colonizados o infectados
por E-BLEE; en el 70% de los casos se hizo tratamiento antibiotico. La mediana de
edad fue 51 afios (rango 0-90 afios). Soélo el 6,8% perdieron la colonizacion después
de 3 afios. Sin embargo, este estudio fue realizado en una poblacion de
comorbilidad alta de un hospital universitario donde se realizan mas de 1.500
trasplantes de médula 6sea o de 6rganos sélidos, lo que hace que esta poblacion no
sea representativa de la poblacion general (38). En Suecia, Alsterlund y cols. (39)
publicaron que el 11,9% de los pacientes (edad mediana 66 afos, rango 56-84 afnos)
detectados durante un brote hospitalario eran portadores después de una mediana
de 58 meses (rango 41-59 meses). Tham y cols. (40) en 2012 realizaron el
seguimiento de pacientes con diarrea del viajero; ellos mismos en un estudio previo
estudiaron a 242 personas que sufrieron diarrea del viajero, de ellos 58 eran
portadores de E-BLEE, que fueron los evaluados ahora. De estos 58 pacientes
(mediana de edad 38 afios, rango 1-83 afos), 41 completaron el estudio. El 24%
eran portadores después de 3-8 meses de seguimiento y el 4,8% después de 3

anos.

Los estudios encontrados sobre la duracion de colonizacion en nifios se

muestran en la tabla 4.
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Tabla 4. Estudios de duracion de colonizacion por enterobacterias productoras de beta-lactamasas de espectro extendido en

ninos.
AUTOR, POBLACION EDAD ORIGEN TIPO ESTUDIO DURACION FACTORES DE
ANO ESTUDIADA POBLACION MEDIA O RIESGO DE LA
PUBLICACION MEDIANA DURACION DE
COLONIZACION
Nordberg, 14 nifios RN UCIN Prospectivo - 12,5 meses No se estudia
2018 2008 - 2015 Muestras al (Estocolmo) Cohorte - > 2 afos: 2
ingreso y cada 2 portadores
semanas en UCIN
Al alta cada 2
meses durante 2
afos
Ultima a los 5 afios
Lohr, 51 RN Seguimiento Brote nosocomial Prospectivo - Mediana: 12,5 - Cesarea
2013 mensual 1 afio, UCIN Cohorte meses (9,5-17,5 (HR 4,5, 1C95%
trimestral durante  (Noruega) meses) 1,6-12,6, p=0,004)
2 afios mas - Padres: 2,5 - ATB durante la
meses hospitalizacion
(HR 2,4, 1C95%
1,1-5,5, p=0,02)
Strenger, 25 niflos RN UCIN Serie de casos Klebsiella: 1 afio No se estudia
2013 2007 - 2008 Muestras a los 1, (Austria) Serratia: <4 meses
2,4,6,9y12
meses tras el alta
Tandé, 22 nifios Nifilos sanos Adoptados de Prospectivo 9 meses (1-15 No se estudia
2010 49 contactos Muestras en la 1° Procedentes de meses)
2002 - 2005 semana tras Mali

adopcion y
posteriormente
mensualmente

(Francia pais de
acogida)

RN: recién nacidos. UCIN: Unidad de cuidados intensivos neonatales. OR: Odds ratio. IC: intervalo de confianza. HR: Hazard

ratio.
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En Francia, Tandé y cols. (41) estudiaron en 2010 un grupo de 22 nifios
adoptados de Mali. El tiempo mediano de colonizacion fue 9 meses (rango 1-15
meses). En Espafia, Fernandez-Reyes y cols. en Guipuzcoa detectdo el mismo
aislado en dos muestras diferentes solamente en 1 nifio de los 125 nifios analizados
(33). Lohr y cols. publicaron en 2013 (34) un estudio de 51 nifios colonizados por
CTX-M-15 durante un brote en un hospital, 44 en UCIN y los otros 7 en sala de
maternidad. Se realizé el seguimiento durante 36 meses tras el alta a los nifios y a
sus familiares. Se realizaba muestra mensual durante los primeros 12 meses y
posteriormente cada 3 meses durante 2 afios mas. La mediana de la duracién de la
colonizacién fue de 12,5 meses, el tiempo mas prolongado de colonizacién fue de
23,5 meses. La mediana de duracion de colonizacion en los 11 padres colonizados
fue de 2,5 meses. Los factores de riesgo para el mantenimiento de la colonizacién

fue el tratamiento antibiético y el parto mediante ceséarea.

Recientemente se ha publicado un trabajo realizado en Suecia por Nordberg y
cols. (42) en el que realizaron el seguimiento durante 5 afios de 14 nifios
colonizados durante un brote en UCIN. De los 335 nifios ingresados durante el brote,
17 se colonizaron. Tres fallecieron por infecciones invasivas por E-BLEE. Se fueron
de alta 14 nifios a los que se le realiz6 el seguimiento, de ellos uno fallecié a los 13
meses de edad por displasia broncopulmonar grave. La mediana de duraciéon de
colonizacibn de 12,5 meses (rango 5-68 meses). Dos nifios permanecian

colonizados a los 23 y 26 meses respectivamente.
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1.3. MICROBIOTA INTESTINAL. SEPSIS NEONATAL. RESISTENCIA

MICROBIANA EN LOS NEONATOS

1.3.1. Microbiota intestinal en neonatos

La microbiota se define como el conjunto de microorganismos que ocupan un
nicho ecoldgico especifico. La microbiota del tracto gastrointestinal humano esta
compuesta por una poblacién dinamica de entre 500 y 1.000 especies microbianas
diferentes, que se mantienen en equilibrio a pesar de las variaciones entre individuos
y en el tiempo en un mismo individuo, debidas a la edad, el estado de salud, la dieta

y factores genéticos.

Tradicionalmente se ha entendido que el feto permanece esencialmente
estéril hasta la ruptura del saco amnictico. La microbiota oral, intestinal, vaginal y del
tracto urinario materno contribuye de forma decisiva a la siembra inicial de la
microbiota neonatal. Con el paso a través del canal de parto, los recién nacidos son
inoculados al nacer (transmisién vertical) y en conjuncién con un nimero variable de
exposiciones posteriores (transmision horizontal) de bacterias maternas, con lo que
se establecera la composicion de su microbiota inicial, que evolucionara en el

tiempo, siendo entre los 2 y 3 afos indistinguible de una microbiota adulta (43).

Los cambios o pérdidas potenciales en la transmision vertical de la microbiota
desde la madre a su descendencia podrian ser compensados a través de la

transmision horizontal (agua potable contaminada, elevado contacto fisico,
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conglomeracion social y familias numerosas). Los eventos que promueven una
disminucién en la diversidad y riqgueza de la microbiota han sido asociados con
riesgos de adquisicion de determinadas enfermedades. La practica médica moderna
y el estilo de vida occidental afectan el desarrollo y la diversidad de la microbiota. Al
menos 3 factores claves han sido identificados: nacimiento por cesarea, uso de

antibidticos y patrones de alimentacion (44).

Estudios comparativos de microbiota intestinal entre nifios alimentados con
lactancia materna y con férmulas artificiales establecen que la leche humana es un
potente inductor de maduracion inmunologica, ya que provee probidticos de origen
materno capaces de modular la colonizaciéon bacteriana neonatal, lo que tendria un
efecto protector sobre enfermedades gastrointestinales infecciosas (45). La
microbiota intestinal de recién nacidos alimentados solo con lactancia materna tiene
un predominio de bifidobacterias, mientras que los nifios que reciben lactancia
artificial tienen una microbiota mas compleja y diversa, con miembros de las familias
Enterobacterales y de la especie Enterococcus (46). Cuando se comienzan a
introducir alimentacibn complementaria y se empieza a realizar el destete, la
complejidad y diversidad de la microbiota aumenta, siendo estos cambios mas
acusados en los niflos alimentados con leche artificial frente a los alimentados con
leche materna, y culminando este proceso entre los 12 meses y los tres afios de

vida, alcanzando un cierto grado de estabilidad.
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1.3.2. Sepsis neonatal y sus factores de riesgo

Se entiende por sepsis neonatal la situacion clinica derivada de la invasion y
proliferacion de bacterias, hongos o virus en el torrente sanguineo, que se produce
hasta los 28 dias de vida. Estos microorganismos patdgenos inicialmente
contaminan la piel y/o mucosas del neonato y llegan al torrente circulatorio tras

atravesar la barrera cutdneo-mucosa.

1.3.2.1. Sepsis de transmisién vertical

Se produce como consecuencia de la colonizacion del feto, durante los
procesos inherentes a la maternidad (embarazo, parto y lactancia), por tanto, la
presencia de patégenos en el canal genital de la gestante es el principal factor de
riesgo relacionado con estas infecciones. Esta colonizacion genital materna esta
también relacionada con la aparicion de rotura prolongada de membranas
amnidticas, corioamnionitis y parto prematuro. No se deben excluir de este concepto
algunas infecciones que se transmiten después de haber terminado el proceso del
parto (por ejemplo, la transmision de la infeccion por virus de la inmunodeficiencia

humana durante la lactancia) (47).

a) Estreptococo del grupo B (EGB) o Streptococcus agalactiae

La infeccion por S. agalactiae continia siendo la causa mas frecuente de
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sepsis neonatal de etiologia bacteriana. EGB coloniza de forma asintomatica el
tracto gastrointestinal y la vagina de una alta proporcion de mujeres sanas. La
colonizacion puede ser transitoria, intermitente o persistente y, tanto en el hombre
como en la mujer, el reservorio principal es el tracto gastrointestinal (recto). La tasa
de colonizacién vagino-rectal por EGB es muy variable. En Europa se han sefialado
tasas entre el 6,5 y el 36%, con predominio de cifras proximas al 20% (48). En

Espafia se han publicado tasas de colonizacion en embarazadas del 12 al 20% (49).

El recién nacido se coloniza por EGB a su paso por el canal del parto,
intradtero tras la rotura de membranas o0, menos frecuentemente, por via
ascendente, aun con las membranas integras. Aproximadamente el 50% de los
recién nacidos de madres portadoras son colonizados por EGB, mientras que solo el
5% de los nacidos de madres en que EGB no se detecta por cultivo estan
colonizados. Un elevado grado de colonizacion vaginal se considera un factor de
riesgo de colonizacion y de infeccion neonatal precoz. Dado que la colonizacion
vaginal por EGB puede ser intermitente, los cultivos realizados antes del parto no
son absolutamente fiables para predecir el estado de portadora en el momento del
parto. Por ello, embarazadas que hayan estado colonizadas por EGB en un

embarazo anterior pueden no estarlo en el embarazo actual.

En ausencia de medidas de prevencion, entre el 1 y el 2% de los RN
colonizados durante el parto desarrollan una infeccion en los primeros 7 dias de
vida. En los ultimos 25 afios se ha demostrado que la administracion intravenosa de

penicilina o ampicilina intraparto durante 4 o mas horas antes del final parto es
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efectiva para prevenir la transmision vertical de EGB (50). Por todo ello, en 2013 se
publicé el protocolo de prevencion (51) que es seguido en la actualidad por las
sociedades espafiola de Ginecologia y Obstetricia (SEGO) y de Neonatologia

(SENeo).

b) Otras bacterias

Exceptuando el EGB, la bacteria mas frecuentemente implicada en sepsis de
transmision vertical es E. coli. Otros microorganismos implicados en las sepsis
verticales, aunque mas infrecuentes, son Enterococcus faecalis, otros Streptococcus
y Lysteria monocytogenes dentro de los Gram positivos, y Klebsiella spp.,

Haemophilus influenzae y Enterobacter spp. dentro de los Gram negativos (52).

En nuestro hospital seguimos el siguiente protocolo (53) en caso de riesgo de
infeccion, considerando los siguientes factores de riesgo obteniendo cada uno de
ellos 1 punto:

— Amniorrexis mayor de 18 horas

— Prematuridad (por debajo de 37 semanas de edad gestacional)

— Fiebre materna intraparto (por encima de 38°C)

— Gestacion no controlada

— ITU en la dltima quincena de embarazo con urocultivo positivo

— Liquido amnidtico maloliente

— Parto extrahospitalario o no aséptico
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Si obtenemos una puntuacion mayor o igual a 2, se solicita al recién nacido
un hemograma y proteina C reactiva (PCR) a las 12 horas de vida. Si la PCR esta
por encima de 20 mg/L, se realiza una nueva extraccion 12 horas después. Si esta
nueva extraccion presenta PCR elevada o alteracion del hemograma, se ingresara al
recién nacido, se le extraen hemocultivos y se inicia tratamiento antibiotico empirico.

Si la puntacion es menor de 2, se observara clinicamente al nifio durante 48 horas.

1.3.2.2. Sepsis de transmisién horizontal

Son causadas por microorganismos presentes en los servicios de
Neonatologia (especialmente UCIN) y, por tanto, los factores de riesgo que
favorecen su aparicion son los relacionados con la transmisién (como la desinfeccién
insuficientes de las manos del personal sanitario, la falta de personal sanitario
suficiente, la presencia de otros neonatos colonizados por bacterias especificas o la
sobreutilizacion de antibioticos), asi como los procedimientos invasivos (como el uso
de catéteres intravasculares, tubos endotraqueales, valvulas de derivacién
ventriculoperitoneal, sondajes o nutricion parenteral y lipidos, la cirugia, los

corticoides o la hospitalizacion prolongada).

En el caso especifico de los RN pretérmino y con muy bajo peso al
nacimiento (<1.500 gramos), la inmadurez inmunoldgica, la mayor tasa de
procedimientos invasivos, el mayor tiempo de ingreso y la mayor tasa de poblacion
bacteriana patégena sobre la saproéfita en las unidades y UCIN, explican la mayor

tasa de sepsis encontrada en esta poblacion (54).
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2. JUSTIFICACION

51






Justificacion

Se ha detectado, en estudios hospitalarios nacionales, indicios de una
tendencia creciente en el nimero de neonatos portadores de E-BLEE; sin embargo,
son escasos los estudios longitudinales tras el parto sobre adquisicion de la
colonizacion por estas bacterias en la comunidad. Asimismo, no se conocen bien los
factores asociados a un mayor riesgo de adquisicién de E-BLEE en esta poblacion,

ni si comporta riesgo de desarrollo de infecciones causadas por estas bacterias.

Existe escasa informacion sobre la duracion de la colonizacién por E-BLEE en
neonatos fuera del &mbito hospitalario, asi como de las variables asociadas a una

mayor duracion de la misma.

Disponer de mayor informacion sobre las cuestiones anteriores seria de
ayuda para valorar la necesidad de establecer programas especificos de cribado y
control de la transmision de E-BLEE en los recién nacidos, ademéas de que
proporcionaria datos de interés para entender la epidemiologia de estos

microorganismos.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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3.1. HIPOTESIS

1. Se puede estimar la prevalencia e incidencia de colonizacién por E- BLEE en
recién nacidos tras el parto y durante el primer afio de vida.

2. La colonizacion materna es el principal factor de riesgo para la adquisicién de
E-BLEE en neonatos tras el parto, aunque otras variables pueden aumentar o
reducir el riesgo.

3. Los neonatos colonizados por E-BLEE podrian tener mayor riesgo de sufrir
infeccion por estos microorganismos que los no colonizados.

4. La duracién de la colonizacién por E-BLEE tras el nacimiento es corta y en
general inferior a 3 meses.

5. Pueden identificarse factores de riesgo para una colonizacién mas prolongada

en los neonatos.

3.2. OBJETIVOS

1. Determinar la frecuencia de colonizacion por E-BLEE en recién nacidos sanos
tras el parto y durante el primer afio de vida, asi como la dinamica de
colonizacion durante los primeros 12 meses de vida de recién nacidos sanos.

2. Determinar los factores de riesgo para la adquisicién de E-BLEE en neonatos
tras el parto, y especificamente, el impacto de la colonizacion de la madre.

3. Determinar si el estado de portador de E-BLEE se asocia a un aumento de la
frecuencia de infecciones por estos microorganismos en los neonatos.

4. Determinar la duracion de la colonizacion por E-BLEE en neonatos
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colonizados.

5. Determinar los factores asociados a una mayor duracion de la colonizacion.
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Background: ESBL-producing Enterobacteriaceze (ESBL-E) are an emerging cause of infections in children.
Data are scarce on incidence rates and risk factors for acquisition of colonisation with ESBL-E.

Methods: A total of 46 and 50 newborns from colonised and non-colonised mothers, respectively, were
followed during one year after birth. Rectal swabs were performed every 3 months to detect ESBL-E;
blazsy were characterised and isclates were typed for comparison. Multivariate analysis for risk factors
was performed using Cox regression.

Editor: Dr Minggui Wang

ﬁ{:’_ Ta’g:;mm Results:  Incidence density of any new acquisition and of first acquisition of ESBL-E was 2.7 and 19
Newborns episodes per 100 children-month, respectively, among children whose mothers were colonised, and 1.2
Transmission and 1.3, respectively, among children whose mothers were not. The weighted average prevalence of
Enterobacteriaceae colonisation rates during the first year were 15.9% and 8%, respectively. No infections due to ESBL-E were
Risk factors detected. Living with pets at home, breastfeeding, sterilisztion of feeding bottles and out-of-home child-

Antimicrobial resistance care were protective for ESBL-E acquisition; having a colonised mother increased the risk. The most fre-
quent ESBL types were CTX-M-14 and CTX-M-1. In 5/19 (26.3%) children with acquisition of new clones,
the acquired ESBL-E was shared with their mothers.
Conclusions:  Acquisition of ESBL-E colonisation is not rare during the first year of life. Breastfeeding
and out-of-home childcare were protective for acquisition, and colonised mothers were associated with
increased risk. However, the same clone was shared by mother and child in only a subset of acquisition
episodes,

© 2018 Elsevier B.V. and International Society of Chemotherapy. All rights reserved.

1. Introduction obacteriaceae (ESBL-E) are associated with an increasing number

of cases of nosocomial and community sepsis in newborns, and

Extended-spectrum f-lactamases (ESBL) confer resistance
to penicillins and cephalosporins (excluding cephamycins);
bacteria-producing ESBL are also frequently resistant to non-
B-lactam antibiotics, such as fluoroquinolones, trimethoprim-
sulphamethoxazole and aminoglycosides, and are therefore
multidrug-resistant. ESBLs are mostly produced by Entercbacte-
riaceae and have spread worldwide over the last 20 years both
in the community and in hospitals [1,2]. ESBL-producing Enter-

* Author for correspondence: Maria Jes(s Rodriguez Revueltz, Unidad de Neona-
tologia, Hospital Universitario Virgen Macarena, Avda Dr. Fedriani 3, 41009 Seville,
Spain.

E-mail address: machurodriguez@hatmail.com (M.). Rodriguez-Revuelta).

https://doi.org/10.1016/].ijjantimicag.2018.09.007

of outbreaks in neonatal intensive care units, resulting in high
morbidity and mortality [3-5].

Investigating the rate and risk factors for rectal colonisation
with ESBL-E in different settings is of interest for several reasons.
First, infections caused by these bacteria are usually preceded by
colonisation; second, colonised individuals are an important reser-
voir for these bacteria; and third, investigating rectal colonisation
is key to understanding the transmission dynamics of ESBL-E [2].
The risk factors for colonisation by ESBL-E in the adult population
have been studied extensively [6,7]. In children, most studies have
been performed in neonatal units |8]. Point prevalence studies in
community children have also been reported [9-18], but data are
scarce on longitudinal assessment to estimate the incidence and
risk factors for acquisition of ESBL-E colonisation.

0924-8579/0 2018 Elsevier B.V. and International Society of Chemotherapy. All rights reserved.
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The objectives of our study were to estimate the incidence den-
sity and risk factors for colonisation with ESBL-E in newborns. We
also evaluated if ESBL-E colonisation is associated with increased
risk of infection due to ESBL-E.

2. Methods
2.1. Study design, location and participants

This study is part of a project investigating different aspects of
the epidemiology of ESBL-E in pregnant women and neonates, in
which the mothers delivering at our hospital and their neonates
were eligible. As colonisation status of the mother is considered
to be a critical factor for the acquisition of colonisation in new-
borns, we performed a nested-prospective cohort study including
the children from the first 50 mothers found to be colonised by
ESBL-E, and 50 newborns randomly selected from non-colonised
mothers, from August 1%, 2013 to June 31%, 2014. The study was
performed in Hospital Universitario Virgen Macarena in Seville,
Spain, a 900-bed tertiary hospital attending a population of 550
000 and with 3200 births per year. Children born to mothers in
whom rectal samples were not obtained and those lacking basic
epidemiologic data were excluded.

The newborns and their mothers were followed for 1 year;
rectal colonisation by ESBL-E was assessed in children and their
mothers by performing rectal swabs within the first 48 h of life
and delivery, respectively, and subsequently every 3 months (+
1 week). Epidemiological and clinical data were collected at each
visit (see below). Mothers were instructed to inform about any
signs or symptoms for infection so that microbiological samples
could be collected; the microbiology records were also checked for
all participating children. Participants who were lost to follow-up
were censored at the time of their last visit. The study was ap-
proved by the local Ethic Committee. Written informed consent
was obtained from all mothers in the study.

2.2. Variables and definitions

The main outcome variable was acquisition of colonisation of
ESBL-E in newborns from menth 3. We investigated both the inci-
dence of any new episode of ESBL-E acquisition (as any child may
acquire different ESBL-E strains/clones at any time) and the inci-
dence of the first acquisition of an ESBL-E. Both populations were
stratified according to the colonisation status of the mother at de-
livery.

Data from the children and their mothers were collected from
the charts and by interviewing the mothers using a structured
case report form at each visit. The exposure variables in children
included sex, anthropometric features, travel abroad, number of
household members, new household members since the last visit,
pets at home, out-of-home childcare, breastfeeding or feeding with
artificial milk, use of homemade or industrial puree =5 days per
week, sterilisation of feeding bottles before each use, any chronic
disease or acute process, hospital admissions, and antibiotic use.
Variables of the mothers included cooking homemade food =5
days per week, any chronic or acute disease, being the main carer
for a disabled person, hospital admissions, antibiotic use and ESBL-
E colonisation status.

2.3. Microbiological studies

Rectal swabs were taken by the investigators, except for a few
mothers who preferred to take their own samples after being
trained to do so. The samples had to contain visible faecal ma-
terial or staining to be acceptable; they were inoculated directly

on 4 mg/L cefotaxime seeded on MacConkey agar plates and pep-
tone broth. After overnight enrichment, samples were also plated
on 4 mg/L cefotaxime MacConkey agar plates. Colonies with dif-
ferent morphotypes (2-3 per plate) compatible with Enterobac-
teriaceae were identified using MALDI-TOF and studied for ESBL
screening with the double-disk method [19]. The bla genes were
sought by peolymerase chain reaction (PCR) with primers spe-
cific for the main groups (CTX-M-1, CTX-M-9, SHV and TEM) as
previously described [7] and further sequencing. The genetic re-
lationship among isolates was studied by Xbal pulsed-field gel
electrophoresis (PFGE) {20,21]. Dendograms were generated using
Fingerprinting 2.0 with Dice index and a position tolerance of 1%;
isolates with <3 bands difference were considered to belong to the
same pulsotype (corresponding to >90% similarity) [22]. The phy-
logenetic group was studied in Escherichia coli isolates by the mul-
tiplex PCR-based method of Clermont et al |22]; screening for the
ST131 clone was carried out among B2-positive isolates using spe-
cific PCR for 025b rfb [23] and allele 3 of the pabB gene [24].

2.4. Statistical analyses

For the incidence density of any new acquisition of ESBL-E,
the numerator was the number of all new ESBL-E acquisitions
(including acquisition of new clones in previously colonised chil-
dren) and the denominator was children-months until 12 months
or censoring if lost to follow-up (“all children population”, ACP).
For the incidence density of first acquisition of ESBL-E, the nu-
merator was the number of children acquiring an ESBL-E for the
first time, and the denominator was children-months until acqui-
sition of first colonisation or, if colonisation did not occur, until
the end of follow-up or censoring. For this, children cclonised at
birth were excluded (“non-previously colonised children popula-
tion”, NPCP).

The prevalence of colonisation at each visit was calculated; an
average prevalence during the first year of life, weighted according
to the number of children studied at each time point, was also cal-
culated. The prevalence of colonisation in newborns for a theoret-
ical unselected population was estimated, considering a 5% to 10%
prevalence of colonised mothers (during the study period, the ob-
served prevalence of colonised mothers was 6.8%, 95% confidence
interval [Cl], 5.2-8.7% [25]).

The Mann-Whitney U test was used to compare continuous
variables, and the Chi square or Fisher tests were used for cate-
gorical variables, as appropriate. Time until ESBL-E acquisition was
plotted using Kaplan-Meier curves; the univariable association of
different exposures with time until first colonisation was investi-
gated by Cox regression and log-rank test. Exposure to variables
was considered until acquisition of first colonisation if it happened,
or otherwise until end of follow-up or censoring. Multivariable
analyses were performed using Cox regression medels; variables
with a P value <0.1 in univariable analyses were included, and se-
lected manually using a stepwise, backward process. We did not
investigate the risk facters for any new acquisition because chil-
dren acquiring =1 ESBL-E would be included more than once.

3. Results

Of the 100 selected children (50 whose mothers were colonised
and 50 whose mothers were not colonised by ESBL-E at birth),
4 from the colonised-mothers group were excluded because of
missing key data; therefore, 46 and 50 children whose mothers
were colonised and non-colonised by ESBL-E, respectively, were in-
cluded. The number of children studied in months 3, 6, 9 and 12
were 95, 90, 87 and 85, respectively. The features of the children
and their mothers are shown in Table 1.
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Table 1

837

Features of the 96 children included in the study and their mochers. The data are shown as number of participants
(percentage) except where specified, and are cumulative until colonisation or censoring.

Children with colonised
mother at birth (n=46)

Children with non-colonised
mather at birth {n=50)

Children’s variables
Male sex 29 (63 26 (52)
Weight at birth in grams, median (IQR) 3367 (3053-3643) 3332 (2970-3662)
Travel abroad 6(13) 3(8)
Moved home 9(196) 3(8)
Household members, median {IQR) 4(345) 4(3-4)
Bedrooms at home, median (IQR) 3(3-3) 3(3-3)
Bathrooms at home, median (IQR) 1(1-2) 1(1-2)
New household member 5(109) 1(2)
Pets at home 13(283) 22 (44)
Breastfeeding 38 (82.6) 40 (80)
Months of breastfeeding, median (IQR) 3(15-12) 6 (4-12)
Sterilisation of feeding boctles 41 (891) 45 (90)
Eating homemade puree 46 (100) 48 (98)
Out-of-home childcare 14 (304) 21 (42)
Any chronic condition 12 (261) 8 (16)
Any acute disease 22 (478) 34 (68)
Hospitalisation 4(8.7) 6(12)
Antibiotic use 17 (37) 22 (44)

Mothers' variables
Cook homemade food =5days/week 40 (87) 44 (88)
Carer for a disabled person 5(109) 7(14)
Any chronic condition 13 (284) 15 (30)
Any acute disease 17 (37) 19 (38)
Hospitalisation 0(0) 3(6)
Antibiotic use 14 (304) 12 (24)

Children colonised by ESBL-E
At birth! 9/46 (19.6) 2/50 (4)
At 3 months? 10/45 (22.2) 2/50 (4)
At 6 months 8/40 (20) 6/50 (12)
At 9 months (38 (15.8) 4/49 (82)
At 12 months 4/36 (111) 4/49 (82)
Weighted average prevalence after birth (%) 159 8.0

IQR: interguartile range.

P values for comparison between children with colonised and non-colonised mothers =0.05 exceps "0.02, ?0.01 (Fisher

test).

3.1. Prevalence and incidence density of any new acquisitions and
first acquisition of ESBL-E

The prevalence of colonisation after birth at the different study
visits is shown in Table 1; it ranged from 11.1% to 22.2% (weighted
average, 15.9%) among children whose mothers were colonised
at birth, and 4% to 12% (weighted average, 8.0%) ameng children
whose mothers were not colonised. In a theoretical unselected
population, and considering a range in mother-colonisation preva-
lence of 5% to 10%, the estimated prevalence of colonisation in
newborns after birth during the first year of life would range from
7.7% to 8.7%.

In the ACP, 19/96 (19.8%) children had a new episede of coloni-
sation by any ESBL-E after birth (12 [26%] and 7 [14%] among
children with colonised and non-colonised mothers, respectively;
P=0.2). The cumulative incidence density of any new acquisition of
ESBL-E was 2.7 and 1.2 per 100 children-months in children with
colonised and non-colonised mothers, respectively (log-rank test,
P=0.07).

For the NPCP, 11 children who had been detected as colonised
at birth (9 in the group of colonised mothers, and 2 in the group
of non-colonised mothers) were excluded; therefore, this popu-
lation was formed by 85 children, 37 and 48 in the groups of
colonised and non-colonised mothers, respectively. Of these, 14
{16.5%) acquired a first colonisation due to ESBL-E after birth dur-
ing the follow-up, 7/37 (18.9%) and 7/48 (14.6%) in the groups of
children with colonised and non-colonised mothers, respectively
(P=0.7). The overall cumulative incidence density of first acqui-

sition of ESBL-E was 1.9 and 1.3 per 100 children-months in the
groups of children with colonised and non-colonised mothers, re-
spectively (log-rank test, P=0.44). Fig. | displays the Kaplan-Maier
curves for cumulative acquisition of ESBL-E; as shown, the rate of
ESBL-E acquisition was constant throughout the first year of life.

During the follow-up, 58.3% of the children suffered an acute
disease event, mostly mild respiratory tract infections. No uri-
nary or digestive tract infections were detected, and no infections
caused by ESBL-E were diagnosed.

3.2. Risk factors for first colonisation due to ESBL-E

The univariate and multivariate analysis for first colonisation
by ESBL-E in children is shown in Table 2. Living with pets at
home, breastfeeding, sterilisation of feeding bottles and out-of-
home childcare showed a protective effect, whereas a mother
colonised during the previous 3 months significantly increased the
risk.

3.3. Microbiological data

Overall, 39 clonally different ESBL-E isolates were obtained
throughout the study period from 25 children: 12 of these isolates
were colonising 11 children at birth (one child had 2 clonally un-
related isolates), and 27 were incident isolates, newly acquired by
19 children after birth (13 children acquired 1 new ESBL-E, 4 ac-
quired 2 new clones, and 2 acquired 3 new clones). Among the
incident ESBL-E, 24 (88.8% of those acquired after birth) were E.
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Fig. 1. Kaplan-Meier curves for first colonisation with ESBL-producing Enterobacteriaceae among children with colonised and non-colenised mothers. Fig. 12 corresponds to
all children population and Fig. 1b corresponds to non-previously colonised children population.

coli and 3 (111%) were Klebsiella pneumoniae. The ESBLs produced
by the incident (acquired after birth) colonising isolates in children
are shown in Table 3. The most frequent enzymes were CTX-M-14
and CTX-M-1. With respect to the phylogroups of E. coli (Table 3),
the most frequent was A followed by B2.

With regard to the mothers, a total of 71 isolates were obtained,
49 of them at delivery and 22 incident isolates (acquired after de-
livery) from 18 mothers; all the incident isolates {acquired after
delivery) were E. coli. The ESBLs produced are shown in Table 3.
The most frequent incident ESBLs were CTX-M-14 and CTX-M-1
With regard to the phylogroups of E. coli (Table 3), the most fre-
quent was A followed by B2.

According to the molecular typing, 6/27 (22.2%) isolates of inci-
dents obtained from 5/19 (26.3%) children with new acquisitions
were shared with their mothers (one child acquired 2 different
isolates that also colonised their mother), which indicates trans-
mission between mother and child or acquisition from a common
source. One of them was K pneumoniae (16.7%) and the other 5
were E. coli. Two of them produced CTX-M-14, two produced CTX-
M-1, one produced CTX-M-15, one produced SHV-2 and one pro-
duced SHV-12 (one isolate produced CTX-M-1 and SHV-12); three
of the shared isolates belonged to the phylogroup B2 (one of them
was an ST131 clone), one to A and one to D.

4. Discussion

Qur results show that (a) acquisition of ESBL-E after birth is not
rare in children born to colonised or non-colonised mothers at de-
livery {and is more common if the mother is colonised} in our area,
and that acquisition continues to occur at a constant rate during
the first year of life; (b) only a few variables associated with risk
of ESBL-E acquisition were identified; and (c) enly around a quar-
ter of ESBL-E acquired after birth are clonally related to mothers'
isolates. This study is, to the best of our knowledge, the first to es-
timate the incidence density of acquisition of ESBL-E in newborns
throughout the first year of life. A linear increase in the cumulative
colonisation risk was observed, but because colonisation was also
lost in some participants, the prevalence rates were similar in all
time periods. We did not find any infection caused by ESBL-E in

our cohorts. However, an evaluation of the potential clinical impli-
cations of colonisation would need a bigger sample size.

The results of this and previous studies indicate that the preva-
lence of ESBL-E colonisation in children reflects the overall level of
endemicity of these organisms in the region. Thus, studies from the
USA and Europe mostly found prevalence rates <10%. A study in
USA found no neonates colonised during 1 year of follow-up [18];
however, in that study, rectal samples were diluted 1:100 in saline
and enrichment was not used, which might have reduced the sen-
sitivity of detection. A study in Sweden found 2.9% colonisation
prevalence in healthy children aged 11-39 months [13]. Two stud-
ies in France showed prevalence rates of 4.6% in children aged 6-24
months during a routine check-up or consulting because of otitis
media [11] and 5.2% in paediatric patients of all ages admitted be-
cause of acute diarrhoea [15]. A study in Spain found prevalence
ranging from 8.8% to 13.9% in healthy children studied at months
8, 12 and 16 months after birth [16], similar to this study. However,
studies from Asian and African countries found prevalence rates
=30%; in Hong Kong and Guinea-Bissau, 37.7% and 32.6% of chil-
dren aged <5 years admitted because of acute respiratory disease
or fever were colonised, respectively [9,10]; in India, the prevalence
in healthy, vaginally-delivered and breastfed neonates was 13.4%,
27.1% and 41.5% at days 0, 21 and 60 after birth [14]; and in Cen-
tral African Republic, it was 59% in healthy children <5 years of
age [17]. It should be noted that these studies are heterogeneous
in the populations studied and microbioclogical methods to detect
colonisation.

The risk factors for colonisation with ESBL-E in children have
been mostly investigated in neonatal ICUs: in the neonatal ICU
population, some intrinsic features of the children, invasive proce-
dures, length of stay and previous use of antimicrobials are asso-
ciated with acquisition [8]. Fewer studies have been conducted to
investigate the risk factors for colonisation in the community; the
variables found included bed-sharing with a <5-year-old child [10],
living in high income families |17), previous use of cephalosporins
[11] and lower space per person in the household [9]. Out-of-
home childcare was a protector |[16]. The interpretation of these
sometimes-contradictory data is complex as they were obtained in
studies with point prevalence designs, in different populations and
with heterogeneity in the variables assessed.
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Table 2

Univariate and multivariate analysis of risk factors for first acquisition of ESBL-E. All variables were considered until the

child§ colonisation.

VARIABLE Newly colonised/children HR (IC 95%) P Adjusted HR P
at risk (percentage) (95% (1)
Children’s variables
Sex
Male 1155 (20) 1.16 (0.46-2.9) 073
Female 8/41 (19.5)
Travel abroad
Yes 0j6 (0) 0.04 (0.00-94.45) 044
No 19/90 (21.1)
Maoved home
Yes 31 (223) 144 (0.42-4.95) 055
No 16/85 (18.8)
New household member
Yes 2/5 (40) 2.03 (0.47-8.80) 034
No 17/91 (18.7)
Pets at home
Yes 3/33 (9.1) 0.30 (0.09-1.05) 0.06 0.3 (0.08-1.05) 0.08
No 16/63 (254)
Breastfeeding
Yes 12{75 (16) 0.39 (0.15-100) 0.05 0.29 (0.11-0.80) 0.01
No 7/21 (333)
Sterilisation of feeding bottles
Yes 13/82 (15.9) 0.31 {0.12-0.83) 0.02 0.37 (0.13-1.03) 0.05
No 6/14 (42.9)
Homemade puree
Yes 19/94 (20.2) 4.56 (0.00-3187.60) 064
No 0/2 (0)
Out-of-home childcare
Yes 333 (9.1) 0.30 (0.09-1.08) 0.08 0.26 (0.07-093) 0.03
No 16/63 (25.4)
Chronic disease
Yes 318 (16.7) 0.79 (0.23-2.74) 072
No 16/78 (20.5)
Acute disease
Yes 9/52 (17.3) 0.64 (0.26-1.58) 033
No 10/44 (22.7)
Hospitalisation
Yes 1/8 (12.5) 0.60 (0.08-4.52) 062
No 18/88 (20.5)
Antibiozic use
Yes 6/34 (17.6) 0.53 (0.27-1.93) 053
No 13162 (21)
Mothers’ variables
Cook homemade food
Yes 18/85 (212) 2.46 (0.32-18.48) 037
No 111 (91)
Carer for a disabled person
Yes 210 {20.0) 0.93 (0.21-4.03) 092
No 17/86 (19.8)
Chronic disease
Yes 1/28 (3.6) 012 (0.01-0.94) 0.04
No 1B/68 (26.5)
Acute disease
Yes 331 (9.7) 0.32 (0.09-1.13) 0.07
No 16/65 (24.6)
Hospitalisation
Yes 0/1 (0) 0.22 (0.00-2246.07) 0.74
No 19/95 (20)
Ancibiotic use
Yes 2/21 (9.5) 0.37 (0.08-1.60) 018
No 17/75 (22.7)
Macher colonised during the previous 3 months
Yes 8/25(32) 292 (117-732) 0.02 3.03 (1.10-8.31) 0.03
No 1171 (15.5)

HR: Hazard ratio. Cl: confidence interval

Our study is unique as we also investigated the colonisation
status of the mother at all time points as mothers are known to
be the most impertant source of colonising bacteria for vaginally-
delivered newborns [26). The impact of mother colonisation is
overestimated by our design but it enabled us to find additional
risk factors. Breastfeeding and sterilisation of feeding bottles before
each use had a protective effect for ESBL-E acquisition. The for-

mer may provide resistance to further colonisation with exogenous
flora, and the latter may either reduce ingestion of environmental
bacteria or be a surrogate marker for better hygiene practices. At-
tending a nursing home was also asscciated with a protective ef-
fect {in the limit of statistical significance) as in a previous study
[16]. This further supports the concept that colonisation might be
preferentially acquired at home. Some food products, particularly
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Table 3

ESBL types produced by all isclates and phylogroups of E. coli isolates in children.

Incident children's

Incident mother’s isolates Incident isolates shared

isolates {acquired {acquired after delivery) by children and their
after birth) (n=27) (n=22) mothers (n=6)

ESBLs
CIX-M-14 12 (44.4) 8 (36.3) 2(333)
CIX-M-1 8 (2967 4(18.2) 2(333)y
SHV-12 5 (185) 6 (27.3)" 1(16.7Y
CTX-M-15 1(3.7) 2 (91 1(16.7)
CIX-M-32 1(37) 2(9.0) 0
CIX-M-27 1(3.7) o 0
SHV-2 1(3.7) 0 1(16.7)
CIN-M-24 0 0 0
CTX-M-0 0 1(4.5)

Phylogroups N«24 N=22 N=5

(E. coli)
A 9(375) 13 (59.1) 1(20)
32 6 (25) 4(18.2) 3 (60y
D 5(20.8) 3(138) 1(20)
8 4(167) 2 (9.1)

4 Two isolates produced SHV-12 and CTX-M-1.

" One isolate produced SHV-12 and CTX-M-15.

© One isolate belongs to the phylogroup B;; ST131

chicken and turkey, have been found to be frequently contami- Acknowledgements

nated with ESBL-E, also in our area [27,28], and manipulation of
raw contaminated product {e.g., for cooking) may facilitate trans-
mission to other household members. Finally, we also found that
having pets at home was also associated with a protective effect
(again in the limit of significance). If any, we had expected the op-
posite effect, as pets may also be a reservoir for ESBL-E |29]. This
association may be spurious but may also be a marker for better
hygiene practices in the household.

An important issue is the frequency of household transmission
among members or common acquisition of ESBL-E. Clonally-related
ESBL-producing K. pneumoniae were found to colonise =1 member
in 32% of households in which lived neonates who were colonised
during an outbreak in a neonatal ICU [12]. In a point prevalence
study, clonally-related isolates were found in more than 1 mem-
ber in 7 households out of 53 studied (13.2%); most of the chil-
dren in that study were colonised by ESBL-producing E. coii [9].
In our study, we found clonally-related strains in 5 children and
their mothers. The results of risk factors studies indicate that vari-
ables related to better hygiene may be relevant in aveiding trans-
mission.

The most frequent ESBLs found in our study represent the epi-
demiology of these enzymes in our region, where CTX-M-14 and
SHV-12 have been the most frequent [1,7,26]; 1 of the 6 isolates
shared by children and their mothers belonged to phylogroup B,
which includes the ST131 clone. This successful worldwide spread
clone may be particularly prone to person-to-person transmission
[30,31].

Our study has some limitations that should be considered for
the interpretation of the results. The incidence rate and risk factors
would apply only to areas with a similar epidemiology of ESBL-E;
our sample size was limited to identify some potential risk factors;
we did not study other household members beyond the moth-
ers; and the exploratory nature of the study might have found
some spurious associations that therefore should be confirmed in
hypothesis-based investigations.

In summary, acquisition of ESBL-E colonisation is not rare dur-
ing the first year of life in our area. Breastfeeding and out-of-home
childcare were protective for acquisition, whereas colonised moth-
ers were asseciated with increased risk. However, the same clone
was shared by mother and child in only a subset of acquisition
episodes.
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Duration of Colonization by Extended-
Spectrum (-Lactamase-Producing
Enterobacteriaceae in Healthy
Newborns and Associated Risk Factors:
A Prospective Cohort Study
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Duration of colonization by extended-spectrum p-lactama-
se-producing Enterobacteriaceae (ESBL-E) and factors asso-
ciated with it were studied in 20 newborns in Seville, Spain.
Median duration of colonization was 7.5 months; factors asso-
ciated with prolonged colonization were delivery by caesar-
ean section, colonization of the mother, and phylogroup B2
Eschericha coli isolate.

Keywords. colonization; Escherichia coli; extended-spec-
trum P-lactamases; newborns; risk factors.

Extended-spectrum [3-lactamase-producing Enterobacteriaceae
(ESBL-E) have rapidly spread worldwide. Extended-spectrum
[-lactamase-producing Enterobacteriaceae are usually resistant
to penicillins and cephalosporins, and because ESBL production
is frequently associated with resistance to other non-f-lactam
drugs, they are also multidrug resistant. Intestinal coloniza-
tion with ESBL-E is important because colonized persons are
key reservoirs of these organisms, and colonization generally
precedes infection [1, 2].

The natural history of intestinal colonization by ESBL-E has
mostly been studied in adults. In our area, the prevalence of col-
onization with ESBL-E in pregnant women at delivery is 6.7%
(95% confidence interval [Cl], 5.2-8.7) [3].
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A systematic review showed that colonization was maintained
for at least 6 months in 19% (95% CI, 9%-34%) of adults in the
community, mostly travelers returning from endemic countries
colonized with Escherichia coli [4]. However, the data on dur-
ation of colonization in neonates are limited, to the best of our
knowledge, to 2 studies including only patients discharged after
hospital outbreaks [5, 6]. After a literature search in PubMed,
no data were found on healthy newborns, and there is very lim-
ited information about the human and microbiological factors
associated with prolonged colonization [5]. The objective of
our study was to investigate the duration of colonization with
ESBL-E in healthy newborns during the first year of life and the
risk factors for prolonged colonization.

METHODS

A prospective cohort study of children colonized by ESBL-E
during the first year of life was undertaken. This study is part of
a project investigating different aspects of the epidemiology of
ESBL-E during pregnancy and in children. In summary, rectal
colonization with ESBL-E was studied in 2 convenient sample
of newborns and their mothers (see below) attended at Virgen
Macarena University Hospital (Seville, Spain), a 900-bed ter-
tiary hospital serving a population of 550000, with 3200 births
per year. All pregnant women who gave birth at the hospital
(and their children) were eligible if attended for delivery on pre-
defined random days and offered to participate. No exclusion
criteria applied. The recruitment was completed from August 1,
2013 to June 30, 2014,

Rectal swabs were taken from the children and their mothers
in the first 48 hours of life (or the first 48 hours after delivery in
the mothers). Subsequent routine visits were made at 3, 6, 9,and
12 months of life, during which time the data were collected, the
babies were explored, and a rectal sample was taken from the
children and their mothers. The data were collected using a pre-
design questionnaire in a secured electronic database. Children
detected as colonized with ESBL-E in any rectal sample were
included in this analysis. The study was approved by the local
ethics committee. All of the mothers provided written informed
consent.

The main outcome variable was clearance of colonization
(CoC) of ESBL-E in colonized children, which was defined as
2 negative rectal swabs after any positive one. The CoC date
was arbitrarily considered as the intermediate date between the
last positive sample and the first negative one (because samples
were taken every 3 months, this was typically 6 weeks after the
last positive sample). Negative samples with the same clone
between 2 positives were considered false negatives. Exposure
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to children, mother-related variables, and microbiologic fea-
tures of the isolates were collected.

Rectal swab specimens were directly inoculated onto
MacConkey agar with 4 mg/L cefotaxime and after 18 hours
enrichment in peptone-enriched broth. All colonies mor-
photypes isolated compatible with Enterobacteriaceae (with
or without enrichment) were identified by matrix-assisted
laser desorption ionization time-of-flight mass spectrometry.
Extended-spectrum B-lactamase screening was performed by
the combination disc test [7]. Characterization of ESBL genes
was determined by in-house polymerase chain reaction (PCR)
with group-specific primers for the CTX-M-1, CTX-M-9, TEM,
and SHV groups [8] and Sanger sequencing in all cases. Xbal
pulsed-field gel electrophoresis was used to study genetic rela-
tionships among the isolates [9]. Fingerprinting 2.0 was used
to generate dendograms, using the Dice index under 1% toler-
ance. Isolates with >2 band differences were considered clonally
unrelated [10]. Escherichia coli phylogroups were assigned by
quadruplex PCR for chuA, yjaA, TspE4.C2, and arpA genes [11].
B2 isolates were screened for belonging to the O25b:H4/ST131
clonal group, using PCR for O25b rfb and allele 3 of the pabB
gene and multiplex PCR for phylogroup B23 typing [12].

Due to the difficulties for screen, recruit, and follow healthy
newborns, we planned to include at least 20 colonized by
ESBL-E. To do so, we screened for ESBL-E colonization the
newborns of 50 ESBL-E colonized mothers and the newborns
of 50 randomly selected noncolonized mothers which had been
studied for another project investigating ESBL-E colonization
in pregnancy [3]. Time until CoC was studied by Kaplan-Meier
curves. The association between different exposures (consid-
ered until CoC or censoring) and time to CoC was investigated
by Cox regression. Different multivariate models were con-
structed using a forward stepwise process. Variables included
initially were those with a crude P < .01. Those causing signif-
icant changes in the hazard ratio were kept, and those with an
adjusted P value 20.1 were excluded at each step. Interactions
were also investigated. SPSS 17.0 was used for the analyses.

RESULTS

Twenty children were detected as colonized with ESBL-E and
were included (Supplementary Figure S1): 11 (55%) were colo-
nized at birth, and 9 (45%) acquired the colonization during the
follow-up; acquisition of ESBL-E after birth was detected after a
median of 6 months (range, 4.5-9 months). Among the 20 colo-
nized newborns, 13 were detected among the 46 screened chil-
dren with a colonized mother (4 with a colonized mothers were
excluded because of missing data), and 7 among the 50 screened
with a noncolonized mother (randomly selected among the 756
noncolonized mothers studied).

Thirty species/clones of ESBL-E were isolated: 2 were
Kiebsiella pneumoniae and the rest were E coli; 5 children were
colonized with 2 different ESBL-E E coli clones, 1 child had 3

clones and 1 had 4 different clones. Overall, 13 isolates obtained
from the children were clonally related to ESBL-E isolated from
their mothers (43.3% of isolates), The ESBL types were CTX-
M-14 in 14 isolates (46.6%), SHV-12 in 8 isolates (26.6%), and
CTX-M-1 in 7 isolates (23.3%). One isolate produced both
CTX-M-1 and SHV-12. Among the E coli tested, 12 isolates
(42.8%) belonged to phylogroup A, 7 (25%) belonged to D, 6
(21.4%) belonged to B2 (1 of them belonged to ST131), and 3
(10.8%) belonged to Bl.

Duration of colonization is shown in Figure 1. Overall,
17 children cleared colonization during their follow up: 6
at 1.5 months, 2 at 4.5 months, 6 at 7.5 months, and 3 at
10.5 months; 3 remained colonized at the end of follow up.
Overall, the mean and median times to clearance were 5.5 and
7.5 months, respectively. Table 1 shows the univariate analysis of
child, mother, and microbiologic variables associated with CoC.
Multivariate analysis showed that delivery by caesarean section,
a colonized mother, and being colonized with phylogroup B2
ESBL-producing E coli were associated with prolonged colon-
ization, whereas the opposite was found for colonization with
CTX-M-producing ESBL-E (Table 1). No infections due to
ESBL-E were detected.

DISCUSSION

Mean duration of rectal colonization with ESBL-E during
the first year of life in unselected newborns was found to be
approximately 6 months, and some children were persistently
colonized. Delivery by caesarean section and colonized moth-
ers were factors associated with prolonged colonization. It is
interesting to note that ESBL-producing E coli belonging to
phylogroup B2 was associated with longer colonization, and the
opposite was found in isolates producing CTX-M enzymes.

In our area, the prevalence of colonization with ESBL-E
in pregnant women at delivery is 6.7% (95% CI, 5.2-8.7) [3].
Previous studies conducted with newborns were performed in
completely different epidemiological situations and included
patients discharged from neonatal intensive care units during
ESBL-E outbreaks in the unit [5, 6]. Lohr et al [5] found that
median duration of carriage was 12.5 months in 51 infants
(mostly preterm) colonized with CTX-M-15-producing K
pneumoniae; risk factors for prolonged carriage were delivery
by caesarean section (as in our study) and use of antibiotics
during hospitalization. They also found household transmis-
sion of ESBL-E in 32% of households. Nordberg et al [6] found
that median duration of colonization was 12.5 months in 14
children (13 colonized with ESBL-producing K pneumoniae).
Tandé et al [13] found that median duration of colonization
with ESBL-E in 22 adopted children from Mali living in France
was 9 months. To the best of our knowledge, this is the first
study to evaluate both the duration and the risk factors for
clearance of ESBL-E colonization (mostly E coli) in unselected
newborns in a non-outbreak situation.
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Figure 1. Probahility of clearance of colanization in children cofonize¢ with extended-spectrum [3-lactamase [ESBL}-producing Enterabacteriaceas.

The association with delivery by caesarean section and pro-
longed carriage could be explained by the potential protective
influence of the composition of gut microbiota acquired dur-
ing vaginal delivery. Babies born vaginally are colonized by the
mother’s vaginal and fecal flora during delivery, whereas those
born by caesarean section would have more influence from
environment to form their microbiota; the latter also have lower
counts of Bacteroides spp and bifidobacteria. Such impaired
composition of protective gut microbiota might contribute to
longer fecal colonization by ESBL-E if colonized early in life [5,
14]. Colonization of the mother was also associated, possibly
reflecting person-to-person transmission between mother and
newborn or common acquisition from an external source. It is
interesting to note that phylogroup B2 ESBL-producing E coli
was also associated with longer carriage. Titelman et al [15] also
found that isolates from this phylogroup were more frequent
among those with carriage at 12 months in a recent unadjusted
prospective study of 61 colonized hospitalized adults, many of
whom had a previous infection; 14 of the 19 B2 isolates in that
study belonged to ST131, which may have been part of an out-
break, whereas this was the case in only 1 of 6 in our study.
We did not study the virulence factors of the isolates, although
Titelman et al [15] found no association with typical uropath-
ogenic virulence factors. Therefore, B2 isolates may have some
features unrelated to E coli uropathogenesis that favor pro-
longed intestinal colonization in adults and newborns. Finally,
we found that isolates producing CTX-M enzymes were asso-
ciated with shorter duration of colonization in neonates. We

do not have an explanation for this; in fact, Titelman et al [15]
found that CTX-M-9-producing isolates were associated with
prolonged carriage, although it is possible that most of the B2
isolates were CTX-M-9 producers. If so, the phylogroup-asso-
ciated feature would be more important than the ESBL in this
regard. Therefore, the association between type of enzyme and
carriage duration requires further studies.

CONCLUSIONS

The most important limitations of this study include the small
number of patients, the fact that the date for CoC was arbitrar-
ily chosen as the intermediate between the last positive and first
negative samples, and the possible limited sensitivity for detec-
tion of colonization. In addition, our sample may have over-
estimated the estimation for mother colonization. Although
these data improve our understanding of the epidemiology of
ESBL-E in healthy newborns, more studies in this population
are needed.

Supplementary Data

Supplementary materials are available at Open Forum Infectious Diseases
online. Consisting of data provided by the authors to benefit the reader,
the posted materials are not copyedited and are the sole responsibility of
the authors, so questions or comments should be addressed to the corre-
sponding author.
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Table 1. Univariate and Multivariate Analysis of Variables Associated With Clearance of ESBL-E Colonization in Children®

Colonization Crude HR Adjusied HR
Variable Category Clearance/Exposed (Percentage) {95% CI) P 95% CI) P
Child Variables
Gender Male $/10 {90) 2.01 (0.75-5.36) 1
Female &10 {80)
Delivery by caesarean section Yes 2/4{50) 0.43 (0.09-1.88) 2 0.1810.03-0.91) 03
No 15/16 {93.8}
Travel outside Spain Yes 2/2 {100] 0.69 (0.15-3.06} 8
No 15/18 {83.3}
New househoid membsr Yas 1/1 {100} 0.53(0.06-4.17] 5
No 16/19(84.2}
Pats Yas 6/7 {85.7} 0.89 (0.32-2.44) 8
No 11/13 (84.6)
Breastfeading Yos 11/11 {100 1.17 (0.43-3.22) 7
No 6/9 (66.7)
Sterilization of feeding botties Yes 11/13 184.6} 0.50 (0.17-1.48) 2
No 6/7 (85.7}
Fed with homemade puree Yes 14/17 {82 .4) 0.73 (0.20-2.62) B
No 3/3 {100}
Nursery attendes Yes 2/4 (50) 0.67 (0.15-2.99) 6
No 15/16 {875}
Any chronic disease Yas 172 {50) 0.67 (0.08-5.17) 7
No 16/18 {88.9)
Any pediatric visit for acute iliness® Yes 57 (14| 0.64 10.22-1.84) A
No 12/13{92.3}
Hospitalization” Yas 1/2 {50) 0.32 i0.04-2.44) 2
No 16/18 (88.9)
Antibiotic use” Yas 3/5 {60) 0.39(0.11-1.38) 1
No 14/15{93.3)
Colonization with ESBL-E at birth Yes 11/11 {100} 115 (0.42-3.17) 7
No 6/9 {66.7}
Time of acquisition of ESBLE <3 months 1213 192.3) 0.46 (0.14-1.50] 2
>3 months §7{7.4)
Mother colonized with the same ESBLE Yes 910 {90) 141(053-368) 5
clone No &0 (80)
Mother Variables
Caregiver of a disabled person Yes 2/3166.7) 0.72 {0.16-3.22} 8
No 15/17 {88.2)
Any chronic disease Yes 2/3166.7) 0.47 (0.10-2.08] 3
No 15/17 {88.2}
Any doctor’s visit for acute #iness Yas 1/1 {100} 0.21 (0.02-1.69) A
No 16/18 {88.9}
Hospitalization Yas 0/0 {0} = -
No 17/20 {85)
Antibiotic use Yes 1/2 {50) 0.21 (0.02-1.69) A
No 16/18 (88.9)
Mother colonized Yas 11/13 {84.6} 0.62 (0.22-1.71) 3 0.311{0.10-1.01) 05
No 6/7 (85.7}
Microbiologic Variables
CTX-M producer Yes 1215 {80) 1.23 (0.42-3.55) 8 5.15 (1.28-20.59) 02
No /5 {100}
SHV-12 producer Yes 7/8 {875} 0.70 (0.25-1.31) A
No 1012 {83.3)
Phylogroup A Escharicha coli Yes 10/11 {90.9) 1.06 (0.40-2.79) 9
No 7/ (778}
Phylogroup B1 E cali Yes 2/3166.7) 1180265311 8
No 18/17 {88.2)
Phylogroup B2 E cali Yas 4/6 (66.7) 0.61(0.16-1.58] 2 0.20 {0.05-0.81} 02
No 13/14 {92.9}
Phylogroup D E coif Yes §/7 {85.7} 1.01 10.37-2.77) b ]
No 11/13 84.6)

Abbreviavons: Cl, confidence interval, ESBLE, extended-spectrum frlsctamese-producing Entevobactariscase;, HR, hezard rato.
*Exposuras are considared for the whola pencd from catacton of colonzation 10 clearanca, or cansorng. excapt where spacdied
“Nora of thase wera relatad to infacton dua to ES3L progucers,
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5.1. ADQUISICION DE NUEVA COLONIZACION POR E-BLEE TRAS EL PARTO:

PREVALENCIA, INCIDENCIA Y FACTORES ASOCIADOS.

La prevalencia global de nueva colonizacion por E-BLEE en la cohorte de
todos los nifios incluidos (cohorte all children population, ACP) durante los 12 meses
de seguimiento fue del 26% entre los nifios cuyas madres estaban colonizadas y del
14% en los nifios cuyas madres no lo estaban (p=0,2). Medido como densidad de
incidencia acumulada, fue 2,7 y 1,2 por 100 nifios-mes, respectivamente (p=0,07).
La adquisicion de E-BLEE se produjo de forma constante a lo largo del afio de

seguimiento.

Entre los niflos que no habia estado colonizados al nacimiento (cohorte non-
previously colonized population, NPCP), la prevalencia fue del 18,9% y del 14,6% en
los grupos de nifios con madre colonizadas y no colonizadas, respectivamente

(p=0,7). La densidad de incidencia fue 1,9 y 1,3 por 100 nifios-mes, respectivamente

(p=0,4).

El principal factor de riesgo para adquirir una nueva colonizacion por E-BLEE
durante el seguimiento fue el que la madre estuviera colonizada durante los 3 meses
previos. Sin embargo, vivir con mascotas en el hogar, recibir lactancia materna,

esterilizar los biberones y acudir a guarderia mostraron un efecto protector.

No se detectaron casos de infeccion por E-BLEE ni en los nifios colonizados

ni en los no colonizados.

83



Resumen global de Resultados

De los 39 aislados de E-BLEE obtenidos de los nifios durante el estudio, 27
fueron considerados aislamientos incidentes (o0 nuevas colonizaciones) tras el parto,
tras descartarse los aislamientos obtenidos en el parto y los aislamientos idénticos
clonalmente a otros previos en el mismo nifio. En total, 24 (88,8%) de los aislados
incidentes fueron E. coli, entre los cuales el 37,5% pertenecian al filogrupo A, y 3
(11,1%) K. pneumoniae. Las BLEE mas frecuentemente detectadas fueron CTX-M-
14 (44,4% de los aislados), CTX-M-1 (29,6%) y SHV-12 (18,5%). Seis de los 27
aislados incidentes (22,2%) obtenidos en nifios eran idénticos a los de sus madres,
lo que ocurrié en 5 de 19 familias (26,3%); un nifio adquirid 2 clones diferentes. De
estos 6 aislados, 5 fueron E. coli, el filogrupo predominante fue B2 (1 de ellos
ST131) y las enzimas mas frecuentemente producidas también fueron CTX-M-14 y

CTX-M-1.

5.2. DURACION DE COLONIZACION POR E-BLEE TRAS EL PARTO Y

FACTORES ASOCIADOS

Para realizar este estudio, partimos de los 25 nifios colonizados por E-BLEE
en el articulo anterior, bien en el parto o posteriormente, excluyendo aquellos que se
han colonizado en el mes 12 o aquellos en los que no tenemos seguimiento
posterior, quedandonos, por lo tanto, con 20 nifios. La adquisicion de E-BLEE
después del nacimiento se habia detectado después de una mediana de 6 meses

(rango 4.5-9 meses) de seguimiento.

De estos 20 nifios, 17 perdieron la colonizacién con una media y la mediana
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de los tiempos de mantenimiento de la colonizacion de 55 y 7,5 meses,
respectivamente; 6 nifios perdieron la colonizacion a los 1,5 meses, 2 a los 4,5
meses, 6 a los 7,5 meses y 3 a los 10,5 meses; 3 nifios permanecian colonizados al

final de su seguimiento.

Con respecto a los factores de riesgo para el mantenimiento de la
colonizacion, el parto por ceséarea, la colonizaciobn materna y estar el nifio colonizado
por E. coli del filogrupo B2 se asociaron con una colonizacion mas prolongada,
mientras la colonizacion por una E-BLEE productora de enzimas de la familia CTX-M

se relacion6 con una colonizaciéon mas corta.

De los 30 aislados obtenidos 93,3% fueron E. coli, cuyo filogrupo
predominante fue A. El 43,3% de los aislados se relacionaron clonalmente con los
de sus madres. Las enzimas mas frecuentemente producidas fueron CTX-M-14,

SHV-12y CTX-M-1.
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6. DISCUSION
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Los resultados de los estudios realizados muestran que: (a) La adquisicion de
E-BLEE después del nacimiento no es infrecuente ni en nifios nacidos de madres
colonizadas ni en aquellos nacidos de madres no colonizadas en el momento del
parto (aunque es algo mas frecuente en los nifios de madres colonizadas); (b) la
adquisicion se produce de forma constante durante el primer afio de vida, estando
una cuarta parte de las E-BLEE adquiridas clonalmente relacionadas con las de las
madres; (c) existen algunas variables asociadas con el riesgo de adquisicion de E-
BLEE, pero quizas menos de las esperadas; (d) la pérdida de la colonizacién se
produce a los 5,5 meses de media o 7,5 de mediana, habiéndose identificado
algunas variables asociadas a la duracion de la colonizacion; y (e) no encontramos
infecciones por E-BLEE ni en los pacientes colonizados ni en los no colonizados, en

la poblacion estudiada.

Segun nuestro conocimiento, nuestro trabajo es el primero en estimar la
densidad de incidencia de la adquisicion de E-BLEE en recién nacidos sanos
durante el primer afio de vida. Se observd un aumento lineal en el riesgo de
colonizacion acumulativo, pero debido a que la colonizacion también se perdié en
algunos pacientes, las tasas de prevalencia fueron similares en todos los momentos
estudiados. No encontramos ninguna infeccién ni fallecimientos causados por E-
BLEE en nuestras cohortes. Sin embargo, debido a que las infecciones por
enterobacterias en general el primer afio de vida se produce sobre todo en nifios con
factores predisponentes y nosotros incluimos una poblacion sana, una evaluacion de
las posibles implicaciones clinicas de la colonizacidon necesitaria un tamafo de

muestra mayor y/o en poblaciones de riesgo para el desarrollo de infeccion.
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Los resultados de éste y otros estudios anteriores sugieren que la prevalencia
de la colonizacién de la E-BLEE en nifios refleja el nivel general de endemicidad de
estos organismos en la regiébn donde se realiza el estudio, como se refleja en

algunos de los trabajos incluidos en la tabla 3.

Asi, estudios realizados en América y Europa muestran tasas mas bajas de
colonizacion que en otros continentes. El primer estudio que evalu6 la prevalencia
de colonizacién en nifios sanos se realizd en 4 areas diferentes de Sudamérica en
2002, obteniendo una prevalencia de 0,1% en nifios de 6 a 72 meses (55); este
mismo estudio fue el primero que comenzo a hablar sobre la diseminacion de las
enzimas CTX-M en nifios. Esta baja prevalencia pensamos que podria estar
relacionada con el hecho de que las cefalosporinas de espectro extendido tenian

aun un uso limitado en esas areas en el afio 2002 debido a su coste.

Un estudio realizado en Estados Unidos no encontr6 neonatos colonizados
durante un afio de seguimiento (56); sin embargo, en ese estudio, las muestras
rectales se diluyeron (1:100) en solucién salina y no se utilizd enriquecimiento, lo
gue podria haber reducido de forma importante la sensibilidad de deteccion de E-
BLEE. Guimaraes y cols. (57) comunicaron una incidencia de colonizacion del 2,7%
en nifios de todas las edades en Portugal. Otro estudio realizado en Suecia encontro
una prevalencia de colonizacion del 2,9% en nifios sanos de 11 a 39 meses (22).
Dos estudios en Francia mostraron tasas de prevalencia del 4,6% en nifios de 6 a 24
meses durante chequeos o consultas de rutina en nifios que consultaban por otitis

media aguda (58) y un 5,2% en pacientes pediatricos de todas las edades
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ingresados por diarrea aguda (59). Un estudio realizado en Espafia encontrd
prevalencias que oscilaron entre el 8,8% y el 13,9% en nifios sanos estudiados a los

8, 12 y 16 meses después del nacimiento (33), similar a nuestro estudio.

Sin embargo, estudios de paises asiaticos y africanos encontraron tasas de
prevalencia mayores del 30%; en Hong Kong (60) y Guinea-Bissau (61), el 37,7% y
el 32,6% de los nifios menores de 5 afos ingresados por enfermedad respiratoria
aguda o fiebre se detectaron como colonizados, respectivamente; en India, la
prevalencia en neonatos sanos, partos y amamantados fue de 13,4%, 27,1% y
41,5% en los dias 0, 21 y 60 después del nacimiento (62); en la Republica

Centroafricana, la prevalencia fue del 59% en nifios sanos menores de 5 afios (63).

Sin embargo, en general, cabe sefalar que estos estudios son heterogéneos
tanto en las poblaciones estudiadas como en los métodos microbioldgicos utilizados
para detectar la colonizacién, por lo que los resultados son dificiles de comparar
entre si. Sin embargo, si permiten mantener la hipotesis de que la colonizacion en
nifios refleja de alguna manera la situacion global de la epidemiologia de E-BLEE en

cada area, como por otra parte cabia esperar.

Como se sefial6 en la introduccidn, los factores de riesgo para la colonizacion
con E-BLEE en nifios se han investigado principalmente en UCIN; en esa poblacion,
algunas caracteristicas intrinsecas de los nifios (peso al nacer, edad gestacional,
malformaciones), nacimiento por ceséarea, recibir nutricibn parenteral, los

procedimientos invasivos (ventilacion mecanica, presion continua en via aérea,
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intubacion endotraqueal, uso de catéter venoso central), la mayor duracion del
ingreso, el uso previo de antimicrobianos (64) y las ufias artificiales del personal
sanitario (29) se han asociado con la adquisicion de estas bacterias. En general, las
variables encontradas son asimilables a las encontradas para otros microorganismos
multirresistentes, o a las encontradas en adultos, y se relacionan con las variables

tipicamente asociadas a la transmision nosocomial.

Sin embargo, pocos estudios habian investigado los factores de riesgo para la
adquisicion de la colonizacion por E-BLEE en la comunidad, resumidos en la tabla 3.
Las poblaciones y tipos de nifios estudiados en esas publicaciones son muy
heterogéneos. Asi, Isendhal y cols. estudiaron 408 nifios menores de 5 afos desde
Junio hasta Septiembre de 2010 en Guinea, los cuales estaban hospitalizados o
acudian a un servicio de Urgencias por fiebre o taquicardia; compartir cama con otro
nifilo menor de 5 afos fue el principal factor de riesgo de colonizacion (p=0,04) (61).
Farra y cols. estudiaron 134 nifios con edades comprendidas entre 0 y 59 meses,
hospitalizados por diarrea grave en Africa, entre Marzo y Noviembre de 2013; las
familias con altos ingresos econdmicos fue el principal factor de riesgo para adquirir
colonizacion por E-BLEE (OR: 17,5, IC 95% 1,60-191,89, p=0,001) (63). Birgy y cols.
en Francia, entre Octubre de 2010 y Marzo de 2011 analizaron la colonizacién en
411 nifios entre 6 y 24 meses que acudian a su pediatra para control de nifio sano o
revision por haber tenido una otitis media aguda (OMA); detectaron que el uso previo
de cefalosporinas de 32 generacion era el principal factor de riesgo (OR ajustado =
3,52, IC 95% 1,06-11,66, p=0,04) (58). Lo y cols. estudiaron en Hong Kong entre

Octubre de 2007 y Septiembre de 2008, 53 nifios hospitalizados por procesos
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febriles leves y 172 miembros de sus hogares; concluian que un posible factor de
riesgo es el hacinamiento, aunque sus datos no son estadisticamente significativos
(60). Sin embargo, Fernandez-Reyes y cols. en Espafia (33) objetivaron que acudir a
guarderia era protector (p=0,007) para adquirir una nueva colonizacion por E-BLEE.
La interpretacién de estos datos, algunos de los cuales pueden ser contradictorios,
es compleja ya que se obtuvieron en estudios con disefios de prevalencia puntual,
en diferentes poblaciones y con heterogeneidad en las variables evaluadas, y deben

evaluarse en funcién de la situacién epidemiol6gica del area geogréfica.

Nuestro trabajo es el Unico que, en nuestro conocimiento, ha investigado
hasta la fecha el estado de colonizacion de la madre en todos los momentos del
seguimiento de los nifios, utilizando este dato como potencial factor de riesgo para la
colonizacion del recién nacido a lo largo de su primer afio de vida. Esto es
importante puesto que sabemos que la madre es la fuente mas importante de
bacterias colonizadoras para los recién nacidos por parto vaginal (16)(29) (ver tabla
2), pero podria ser también el reservorio principal para la transmision después del
parto y durante los primeros meses de vida. Asi, en estudios previos se ha
encontrado una prevalencia de transmision madre a hijo de E-BLEE en el periodo
perinatal del 8,6% en Berlin (16), 14% en Sevilla (18) y 35,7% en Noruega (19). Es
necesario considerar que, en todos estos estudios, incluido el nuestro, cabe la
posibilidad de que la transmision en algun caso haya sido del recién nacido a la
madre y no al revés. Sin embargo, en general parece mas razonable asumir que la
transmision es mas frecuente desde la madre al recién nacido, como se discute mas

adelante.
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La comparacion cruda de la incidencia de adquisicion en recién nacidos de
madres colonizadas y no colonizadas no mostro diferencias “estadisticamente
significativas”. Sin embargo, esto no debe interpretarse como que no existe
diferencia en la incidencia; debido al limitado tamafio muestral, nuestra precision en
la estimacion de la incidencia en ambos grupos es limitada, y por tanto, la diferencia
encontrada es informativa de que es probable que con un mayor tamafio muestral
las diferencias fueran significativas. De hecho, nuestro disefio sobrestima el nimero
de madres colonizadas respecto a lo que ocurre en la realidad, dado que incluimos
de manera intencionada un numero similar de recién nacidos de madres colonizadas
y no colonizadas. Esto no modifica la estimacion del riesgo asociado a la
colonizacion materna, al ser las madres no colonizadas estudiadas probablemente
representativa de esa poblacion, pero si reduce la precision de la estimacion (mayor
intervalo de confianza) al no incluir todas las madres no colonizadas. Ademas, la
colonizacion materna resulté ser un factor de riesgo independiente cuando se

controlo el efecto de otras variables confusoras.

La lactancia materna y la esterilizacion de los biberones antes de cada uso
tuvieron un efecto protector para la adquisicion de E-BLEE. Con respecto a la
lactancia materna, en el estudio realizado por Rettedal y cols. se analizaron 146
muestras de leche materna obtenidas de 25 de las 26 madres colonizadas y en
ninguna de ellas se aisl6 E-BLEE (19); por lo tanto la leche materna no parece ser
un vehiculo comdn de transmisién. En el estudio de Mammina y cols. (65) la
alimentacion con formula artificial se asocié significativamente con mayor riesgo de

colonizacion por E-BLEE (RR=1,6, IC 95% 1,1-2,3, p=0,007), mientras que la
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lactancia materna se mostré protectora (RR= 0,5, IC 95% 0,4-0,8, p=0,001). Debido
a las propiedades nutricionales e inmunolégicas de la lactancia materna, como ya
confirman otros autores (66), pensamos que la leche materna podria proporcionar
una mayor resistencia a la colonizacibn por flora exdgena. En cuanto a la
esterilizacion de los biberones, se podria hipotetizar que ésta podria reducir la
ingestion de bacterias ambientales que podrian haber colonizado los biberones. Sin
embargo, creemos que es mas probable que esta variable sea en realidad un
marcador subrogado de mejores practicas de higiene (como podrian ser mayor
frecuencia de lavado de manos por parte de la madre y otros convivientes, mayor
higiene ambiental en el hogar, etc.), por lo que seria de interés realizar estudios

especificos al respecto.

La asistencia a guarderia también se asoci6 con un efecto protector (aunque
con poca precision en nuestra estimacion y por tanto en el limite de la significacion
estadistica) en nuestro estudio, como ocurrid en el estudio de Fernandez-Reyes y
cols. (33). Esto podria parecer paraddjico, porque podria pensarse que en las
guarderias aumentaria la posibilidad de transmision de E-BLEE desde otros nifios
colonizados pero, de ser ciertos nuestros resultados, éstos apoyarian aun mas la
hipétesis de que la colonizacion podria adquirirse preferentemente en el hogar,
donde el contacto persona-persona es mas frecuente e intimo. En el hogar puede
haber influjo de otros clones de E-BLEE si algin miembro de la familia los adquiere
por contacto con otras personas o por via alimentaria. De hecho, se ha encontrado
gue algunos productos alimenticios, particularmente el pollo y el pavo, estan

frecuentemente contaminados por E-BLEE, también en nuestra area (67) (23)(68), y
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la manipulacion del producto contaminado (crudo, por ejemplo, al cocinar, dado que
la coccion eliminaria las bacterias) puede facilitar la transmision a otros miembros

del hogar de forma directa o indirecta (29).

Finalmente, también hemos encontrado que tener mascotas en casa también
se asocio con un efecto protector (nuevamente en el limite de la significacién). La
realidad es que, intuitivamente, habiamos esperado el efecto contrario, ya que las
mascotas se han descrito como potenciales reservorios de E-BLEE (27)(29). Por
tanto, no podemos descartar que el efecto protector encontrado sea falso, pero
creemos que una explicacion alternativa puede ser que las familias con mascotas
extremen mas las medidas higiénicas y por tanto, de manera similar a lo que vimos
con los biberones, también puede ser un marcador de mejores practicas de higiene
en el hogar cuando se convive con mascotas. De hecho, ademas, la colonizacion de
las mascotas no tendria por qué producirse con clones “externos”, sino que podria

ocurrir por transmision desde los propios miembros de la propia familia.

Un aspecto importante a valorar es qué porcentaje de la adquisicion de la
colonizacion por E-BLEE se produce por transmision horizontal entre los propios
convivientes o miembros de la misma familia. Sin embargo, es necesario tener en
cuenta que el hecho de que dos convivientes o contactos presenten colonizacion por
el mismo clon de E-BLEE (o de cualquier otro microorganismo) no significa
necesariamente que haya existido transmisién directa entre ellos, pudiendo
explicarse también por la adquisicion de todos ellos a partir de una fuente comun,

como pueden ser los alimentos (menos probable, en nuestro medio al menos, a
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través del agua), o de reservorios ambientales en el domicilio.

En este sentido, algunos estudios previos han evaluado la transmision desde
un recién nacido al resto de familiares o convivientes. En un estudio que incluyé
neonatos que se colonizado por K. pneumoniae productor de BLEE durante un brote
en una UCIN en Noruega, se encontré que el microorganismo en cuestion colonizé
mas de un miembro de la familia en el 32% de los hogares donde estos recién
nacidos vivian tras ser dados de alta (34). Debe tenerse en cuenta que cabe la
posibilidad de que la transmisibilidad de K. pneumoniae sea superior a la de E. coli.
En un estudio de prevalencia realizado en Hong Kong se identificaron mas de un
miembro colonizado en 7 hogares de los 53 nifios estudiados (13,2%); la mayoria de
los nifios en ese estudio fueron colonizados por E. coli productor de BLEE (60). Tras
un brote ocurrido en una UCIN en Austria, 9 de los 49 familiares estudiados se
colonizaron por E-BLEE, aunque lo relevante de este estudio es que solo dos de los
aislados obtenidos estaban clonalmente relacionados con el caso indice (10,5%)
(69) mientras que el resto de adquisiciones habrian sido independientes y por tanto
no pueden relacionarse con seguridad con una transmision desde los neonatos. En
un estudio realizado en nifios adoptados en Francia procedente de Mali también se
aprecio que mas de un miembro de la familia compartia aislados clonalmente
relacionados en 5 de las 22 familias estudiadas (23%), estando también en su
mayoria colonizados por E. coli productor de CTX-M-15 (41). De nuevo, ho es
posible asegurar el sentido de la transmisién en este estudio, dado que CTX-M-15

es también endémico en Francia.
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En nuestro estudio, al estudiar la adquisicion de E-BLEE tras el parto,
encontramos cepas relacionadas clonalmente en 5 nifios y sus madres (o sea, 20%
[5/25] de conjuntos de madre e hijo con madre colonizada). Visto de otra manera,
fueron el 22,2% (5/19) de todas las colonizaciones incidentes en neonatos
(posteriores al parto). Como en los casos anteriores, nuestro estudio no permite
discernir si estos casos fueron debidos a transmisién de madre a hijo, de hijo a
madre, 0 a adquisicion por ambos desde una fuente comun exdgena. El hecho de
gue la madre estuviera colonizada en los 3 meses previos fuera un factor de riesgo
en nuestro analisis, asi como que la estancia en guarderia fuera un factor protector,
nos hace suponer que es plausible que la madre se colonizara previamente y que la
transmision predominante fuera de madre a hijo. En un estudio anterior pudimos
comprobar que los recién nacidos de 8 de 10 madres que estaban colonizadas por
E-BLEE en el momento del parto, se colonizaron por E-BLEE durante el mismo (18);

en este caso, la transmision de madre a hijo durante el parto si es evidente.

Las BLEE mas frecuentemente encontradas en nuestro estudio representan la
epidemiologia de estas enzimas en nuestra region, donde CTX-M-14 y SHV-12 han
sido las mas frecuentes en estudios previos (24)(23); curiosamente, CTX-M-15, que
es la BLEE mas frecuente en muchas regiones del mundo, solo se encontré en un
aislado incidente de un recién nacido y en dos madres (una de ellas, la madre de
dicho recién nacido). Las enzimas del grupo CTX-M-1 (en este caso, CTX-M-1, CTX-
M-15 y CTX-M-32) suponen, como grupo, el 37% de todas las BLEE incidentes en
los neonatos, pero son el 50% de las que son compartidas entre madres e hijos. De

manera similar, los aislados de E. coli pertenecientes al filogrupo B2 entre los
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aislados incidentes en neonatos son el 25% del total, mientras que suponen el 60%
de los aislados compartidos por madres e hijos. Es decir, aunque los nUmeros son
pequefos y no permiten obtener conclusiones determinantes, los datos obtenidos si
podrian sugerir que los aislados de E. coli filogrupo B2 (que incluye el complejo
clonal ST131) y que producen BLEE del grupo CTX-M-1 podrian ser mas
transmisibles entre madres e hijos que los aislados de otros filogrupos (que
producen mas frecuentemente otras BLEE). La mayor o menor transmisibilidad de E.
coli perteneciente al filogrupo B2 productores de BLEE, y en concreto al clon ST131,
es un tema controvertido. Si bien algunos estudios han comunicado brotes de
transmision en entornos familiares (70)(71)(72), un estudio realizado en una
residencia sociosanitaria en Holanda no encontré mayor transmision de E. coli
ST131 productor de BLEE en comparacion con otros grupos clonales (73). Sin
embargo, nuestro grupo si ha encontrado mayor transmision de ST131 en el entorno
familiar que en centros sanitarios (74) por lo que los resultados del estudio holandés

podrian no ser extrapolables a nuestra poblacion.

Con respecto a la duracion de colonizacién, la mediana de la colonizacion
rectal con E-BLEE durante el primer afio de vida en los recién nacidos sanos fue de
5,5 meses. En la tabla 4 se muestran los estudios que han evaluado la duracién de
la colonizacion intestinal por E-BLEE en nifios, la mayoria de los cuales se realizaron
en situaciones epidemioldgicas completamente diferentes, al realizarse en pacientes
dados de alta de UCIN durante brotes causados por K. pneumoniae productor de
BLEE, cuya capacidad de permanencia en el intestino de los nifios puede ser

diferente a la de E. coli. Léhr y cols. encontraron en Noruega que la duracion
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mediana de la colonizacién fue de 12,5 meses en 51 lactantes (en su mayoria
prematuros), colonizados por K. pneumoniae productor de CTX-M-15, con un tiempo
maximo de colonizacién de 23,5 meses en uno de los nifios (34). Nordberg y cols.
encontraron en Estocolmo que la duracién mediana de la colonizacién fue de 12,5
meses en 14 nifios (13 colonizados con K. pneumoniae productora de BLEE), siendo
el tiempo maximo de colonizacién de 23 y 26 meses dos casos (42). En otro estudio,
Tandé y cols. encontraron que la mediana de la duracion de la colonizacion por E-
BLEE en 22 nifios adoptados de Mali que viven en Francia, fue de 9 meses (41). En
Espafa, Fernandez-Reyes y cols. en Guipuzcoa detectaron el mismo aislado en dos
muestras diferentes solamente en un nifio de los 125 estudiados (33), pero no

estudiaron el mantenimiento de la colonizacion ni los factores asociados a ellos.

Segun nuestro conocimiento, el nuestro es el primer estudio que evalla tanto
la duracién como los factores de riesgo para la pérdida de la colonizacion E-BLEE
(principalmente E. coli) en recién nacidos sanos que no adquirieron la colonizacion
en el contexto de un brote epidémico nosocomial. La asociacion encontrada entre el
parto por cesarea y la colonizacion prolongada podria explicarse por la posible
influencia protectora de la composicion de la microbiota intestinal adquirida durante
el parto vaginal. Como se reviso en la introduccion, los RN nacidos por via vaginal
son colonizados por la flora vaginal y fecal de la madre durante el parto, mientras
gue los nacidos por cesarea tendrian mas influencia del ambiente para formar su
microbiota; ademas, también tienen menor cantidad de Bacteroides spp. y
bifidobacterias. Dicha composicién deteriorada de la microbiota intestinal protectora

podria contribuir a una colonizacion fecal mas prolongada por E-BLEE si se coloniza

102



Discusién

tempranamente en la vida (34) (75). De hecho, en el estudio arriba comentado de
Lohr y cols. también se encontr6 que el parto por cesdrea se asocié con una
colonizacion mas prolongada, en ese caso de K. pneumoniae productor de BLEE

(34).

La colonizacién de la madre también se asocié con una colonizacion mas
prolongada, posiblemente reflejando que la transmision continuada o repetida de

persona a persona puede ayudar a mantener mas tiempo la colonizacién.

Curiosamente, los aislados de E. coli productor de BLEE pertenecientes al
filogrupo B2 también se asociaron con una colonizacion mas prolongada. Este dado
corroboraria los resultados encontrados por Titelman y cols., que también
encontraron que los aislamientos de este filogrupo fueron mas frecuentes entre las
personas que permanecian colonizadas tras 12 meses en un estudio prospectivo
reciente de 61 adultos hospitalizados colonizados, muchos de los cuales tenian una
infeccion previa (76); 14 de los 19 aislados del filogrupo B2 en ese estudio
pertenecian a ST131 mientras que sélo uno de los aislados en nuestro estudio fue
identificado como perteneciente a este clon mediante las técnicas empleadas. En
este trabajo no hemos estudiamos los factores de virulencia de los aislamientos,
aunque Titelman y cols. no encontraron asociacion entre la duracion de la
colonizacion con los factores de virulencia uropatogénicos tipicos. Por lo tanto,
podemos hipotetizar que los aislados B2 podrian tener algunas caracteristicas no
relacionadas con la uropatogénesis de E. coli que favorecerian la colonizacion

intestinal prolongada en adultos y recién nacidos. Este dato es importante ya que, al
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ser los aislados pertenecientes al filogrupo B2 tipicamente patégenos
extraintestinales, este hecho podria aumentar el riesgo de ocurrencia de infecciones
(sobre todo urinarias) en nifios con circunstancias predisponentes para las mismas.
Como se sefalé anteriormente, el hecho de que en nuestro estudio no hayamos
identificado infecciones por E-BLEE no debe considerarse como que la colonizacion
por estos microorganismos no presenta riesgo alguno de aumentar la frecuencia de
infecciones, dado el bajo tamafio muestral para evaluar este objetivo y el hecho de

gue hemos incluido poblacién sana.

Finalmente, nuestros resultados muestran que los aislados que producen
enzimas CTX-M se asociaron con una menor duracion de la colonizacion en los
neonatos. Esto es contradictorio con lo encontrado en el estudio de Titelman y cols.,
qguienes describieron que los aislamientos productores de CTX-M-9 estaban
asociados con una colonizacion prolongada, aunque creemos que es posible que la
mayoria de los aislamientos del filogrupo B2 en su estudio fueran productores de
esta enzima, con lo que lo importante (como es de esperar) seria el grupo clonal
(que tendria otros factores microbiolégicos asociados a la colonizacién) mas que el
tipo de BLEE especifico. La asociacion entre el tipo de enzima y la duracion de la

colonizacion, por lo tanto, requiere estudios adicionales.

Nuestro estudio tiene algunas limitaciones que deben ser consideradas para
la interpretacién de los resultados. La incidencia y los factores de riesgo para la
adquisicién de E-BLEE serian aplicables en general a areas con una epidemiologia

similar de estos microorganismos; podria ocurrir que en areas con una diseminacion

104



Discusién

mucho menor o mayor de E-BLEE en la comunidad, o donde predominen otros
clones u otras enzimas, los resultados fueran algo distintos. El tamafio muestral fue
limitado para identificar algunos factores de riesgo potenciales tanto para la
adquisicion como para la pérdida de la colonizacién; debe, sin embargo,
considerarse la extrema complejidad de evaluar la exposicion a distintos factores de
riesgo en esta poblacion, asi como conseguir el seguimiento de nifios sanos.
Ademas, no hemos estudiamos a otros miembros del hogar mas alla de las madres,
gue también podrian servir de reservorios de estos microorganismos. Sin embargo,
creemos que las madres pueden representar adecuadamente el reservorio familiar y
serian sin duda el mayor foco de transmision a los recién nacidos. De nuevo, haber
incluido otros miembros de la familia habria sido poco viable. La fecha para la
pérdida de colonizacion se eligié arbitrariamente como el punto medio entre la dltima
muestra positiva y la primera negativa, pero ésta pudo producirse inmediatamente
después del ultimo control realizado o inmediatamente antes del siguiente. Las
técnicas utilizadas para detectar la colonizacion tienen una sensibilidad limitada.
Como fortalezas del estudio podemos incluir su caracter prospectivo, la inclusion de
un alto numero de variables basadas en el conocimiento existente sobre la
epidemiologia de E-BLEE en distintas poblaciones, la recogida detallada de los
datos y la colaboracion entre pediatras, infectélogos y microbidlogos, que ha

permitido realizar un estudio clinico y molecular completo.
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Conclusiones

La adquisiciéon de la colonizacion por E-BLEE después del nacimiento no es
infrecuente, y ocurre tanto en nifios nacidos de madres que estaban
colonizadas en el momento del parto como en aquellas que no lo estaban,
siendo mas frecuente en el caso de las primeras. La adquisicion se produce
de forma continua, a una tasa constante durante el primer afio de vida.

La colonizacion materna es el principal factor de riesgo para la adquisicion de
la colonizacion por E-BLEE tras el parto. Ademas, la lactancia materna, la
asistencia a guarderia, el convivir con mascotas en el hogar y la esterilizacion
de los biberones mostraron un efecto protector.

Entre los microorganismos causantes de colonizacion incidente en recién
nacidos durante el primer afio de vida, predominé claramente E. coli, siendo
el filogrupo A el mas frecuente; la BLEE mas comun fue CTX-M-14.

En alrededor de una cuarta parte de las familias en las que hubo una
colonizacion incidente en los recién nacidos, el aislado de E-BLEE encontrado
en estos estaba relacionado clonalmente con el de sus madres; en estos
casos, el filogrupo B2 fue algo mas frecuente que otros filogrupos.

La duracion media y mediana de la colonizacion rectal por E-BLEE durante el
primer afio de vida en los recién nacidos se estimé en 5.5 y 7.5 meses,
respectivamente.

El parto por ceséarea, la colonizacion materna y estar colonizado por E. coli
productor de BLEE perteneciente al filogrupo B2 se asociaron con una
colonizacion mas prolongada, mientras que estar colonizado por aislados que
producian enzimas CTX-M se asociaron con menor tiempo de colonizacion.

No encontramos infecciones por E-BLEE en recién nacidos colonizados
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sanos durante el primer afio de vida.
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Anexo 1. Hoja de informacion al paciente y su entorno.

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE Y SU ENTORNO

SEGUIMIENTO DEL ESTADO DE PORTADOR DE ENTEROBACTERIAS
PRODUCTORAS DE BETA-LACTAMASAS DE ESPECTRO EXTENDIDO EN

RECIEN NACIDOS

Le proponemos participar en un estudio de investigacion cuyo objetivo es la
observacion de la prevalencia (proporcion de personas con una determinada
caracteristica con respecto al total de la poblacion) de transmitir la colonizacion de
unos microorganismos multirresistentes denominados enterobacterias productoras
de betalactamasas de espectro extendido y carbapenemasas a su hijo durante el
parto, la lactancia o durante el primer afio de vida.

La resistencia a los antibidticos por parte de las bacterias es un problema
mundialmente extendido que hace que la vigilancia ante ellos de manera activa deba
ser constante, con, entre otros medios, la investigacion y el descubrimiento de
nuevos farmacos para hacerles frente.

Cuando se detecta una infeccion se suele administrar un tratamiento
antibidtico empirico (“a ciegas”) teniendo en cuenta las infecciones mas frecuentes
en la poblacion a la que pertenece el enfermo. Pero cuando la infeccién la produce
un organismo multirresistente pueden pasar varios dias hasta que se aisle, se
identifique y se paute un tratamiento efectivo. Este tiempo puede a veces ser

demasiado.
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El objeto de nuestro estudio son unos microorganismos mundialmente
extendidos, muy frecuentes en la raza humana y varias razas animales, que en los
altimos veinte afios aproximadamente, han logrado crear resistencias a los
antibidticos mas comunmente usados, sobre todo a nivel hospitalario.

Se ha demostrado que el ser humano, en diferentes proporciones segun la
poblacion estudiada (en nuestro medio aproximadamente un 7%), puede ser
colonizado por dichos microorganismos y entonces convertirse en portador, es decir,
“transporta” pero sin sufrir infeccion.

Las peculiaridades anatomicas y fisiolégicas del recién nacido y del lactante
van a condicionar una mayor susceptibilidad a la infeccion asi como una mayor
vulnerabilidad ante la misma, por lo que la repercusion clinica y epidemioldgica es

sustancialmente mayor que en otras edades de la vida.

Los objetivos establecidos de nuestro estudio son los siguientes:

a. Conocer la frecuencia de transmision vertical (madre-hijo) de
enterobacterias productoras de BLEE y carbapenemasas en tres
periodos diferentes: durante el parto, durante la lactancia materna o
durante el primer afio del nifio.

b. Conocer la dindmica del estado de portador en neonatos.

c. Determinar si el estado de portador en recién nacidos confiere un

aumento de problemas de salud durante el primer afio de vida.

No sabemos todo lo que quisiéramos saber sobre estos microorganismos que

pudieran ser perniciosos tanto para su salud y la de su hijo como para la poblacién
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en general. La unica manera de saberlo es realizar estudios como éste. Aunque
puede que usted no obtenga un beneficio individual directo de los conocimientos
obtenidos como resultado de este estudio, ya que lo mas probable es que ni usted ni
su hijo se hallen colonizados por estas bacterias se beneficiaran en el futuro otras
mujeres o usted misma en futuros embarazos. Gracias a su participacion podremos
conocer mas acerca de la cantidad de neonatos que hay en nuestro medio
colonizadas por dichas bacterias y establecer si esto determina un aumento de su
morbimortalidad y si en un futuro seria recomendable emprender estrategias de
cribado sistematico y uso de antibioticos de forma empirica en los casos de recién
nacidos colonizados.
Se le propone este estudio porque:
A- Su hijo ha nacido en el Hospital Universitario Virgen Macarena, lugar donde

se va a llevar a cabo el estudio durante los préximos 12 meses.

Para participar debe leer atentamente el impreso de consentimiento
informado que el médico le ha dado y, una vez comprendido lo que supone su
participacion y si usted estd de acuerdo, firmarlo y fecharlo después en la Ultima
pagina.

En todo momento puede solicitar explicaciones a su médico sobre el
desarrollo del estudio. Y después, solo si esta de acuerdo con lo que se le propone,

serd incluido en el estudio.

A partir de su aceptacion del estudio haremos lo siguiente:

A) En TODAS las participantes, se recogera una encuesta con los datos
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socioculturales y una pequefia encuesta con los factores de riesgo probables
o0 establecidos para la colonizacion por parte de los microorganismos

estudiados.

B) En mujeres que hayan entrado en el estudio tanto en semana 35-37 como en
el momento del parto:
a. Durante el parto o la estancia en la sala de puérperas (previa al alta
hospitalaria) se tomara un frotis vaginorectal igual que la del cribado de
EGB.
b. Se tomara una muestra para cultivo, exclusivamente rectal al neonato
(este procedimiento consta de un consentimiento informado diferente,
en tanto que el objeto del estudio en este caso es otra persona y
deberia firmarlo usted como madre y/o su padre o tutor, ya que la

misma sera menor de edad).

C) En el caso de que el neonato esté colonizado por alguno de los
microorganismos estudiados se realizara un seguimiento durante 12 meses
con una nueva determinacion cada 3 meses tanto los servicios de
Neonatologia como de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia del Hospital

Universitario Virgen Macarena.

D) Puede ser que aunque su hijo no esté colonizado se le hagan revisiones
trimestrales con nueva muestra de frotis rectal, ya que para poder determinar

si la presencia de estas bacterias aumentan la morbimortalidad de su hijo es
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necesario poder compararlo con recién nacidos que no sean portadores.

E) En TODAS las madres que madres que acepten el estudio se tomara muestra
al igual que a su hijo cada 3 meses, para poder valorar la persistencia del
estado de portador, la nueva colonizacién o la posibilidad de dejar de estar
colonizado por estos microorganismos. La toma de muestra serd a eleccion
de la madre, bien mediante frotis rectal recogido por el personal sanitario o

bien con muestra de heces que aportara en la visita.

Este estudio es observacional, es decir, nos limitaremos a recoger datos
objetivos sin poner nunca en riesgo ni a usted ni a su hijo. La toma de muestras es
completamente inocua, es decir, no conlleva ningun riesgo, y junto con la encuesta
es el unico acto a realizar por su parte.

Tiene que saber que la participacién en el estudio es voluntaria y que, si
decide participar, tiene la posibilidad de revocar su consentimiento en cualquier
momento sin perjuicio alguno, sin tener que dar explicaciones, y sin que ello afecte a
su relacion con su/s médico/s o a futuros tratamientos.

Si durante el transcurso de este estudio se obtuvieran nuevos datos sobre los
microorganismos estudiados le informaremos para que pueda tomar las decisiones
que crea oportunas.

Los datos del estudio son confidenciales y sélo tendran acceso a ellos los
investigadores y el personal encargado de garantizar la calidad de los datos. Estos

datos se registraran en una base de datos con codigos numéricos, y sera destruida
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cuando finalice el estudio. Las autoridades sanitarias pueden, eventualmente,
acceder a los mismos durante una inspeccion. Los nombres de los participantes no
apareceran en ninguna informacién o publicacion de los datos del estudio. Su
informacion personal no estara disponible al publico, cumpliendo los establecido en
la Ley Orgénica 15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccion de Datos de Caracter
Personal.

En caso de que sufriera algin perjuicio por la participacion en el estudio, se
pondra a su disposicién todos los medios disponibles y compensacién de dafios para
subsanatrlo.

La firma de la hoja de consentimiento no supone la renuncia a ningun
derecho.

El investigador responsable del estudio es la Dra. Rodriguez Revuelta, que le
respondera a cualquier duda que tenga sobre el estudio, y con el que puede
contactaren el Teléfono ...................ooee.

Este estudio ha sido aprobado por el Comité Etico de Investigacion Clinica de

este Hospital y por las autoridades sanitarias espariolas.
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Anexo 2. Consentimiento informado.

CONSENTIMIENTO INFORMADO

TITULO DEL ESTUDIO: Seguimiento del estado de portador de enterobacterias

productoras de beta-lactamasas de espectro extendido en recién nacidos.

Yo como progenitor

/ tutor del recién nacido

He leido la hoja de informacion que se me ha entregado.

He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He recibido suficiente informacion sobre el estudio.

He hablado con la Dra. Rodriguez Revuelta o alguno de los colaboradores del
estudio.

Comprendo que la participacion es voluntaria.

Comprendo que puedo retirar al recién nacido del estudio:
1. Cuando quiera.
2. Sin tener que dar explicaciones.

3. Sin que esto repercuta en los cuidados médicos del menor.
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Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

Firma de la participante

Fecha

DNI:

Firma del investigador

Fecha

DNI:
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Anexo 3. Hoja de instrucciones para la toma de muestras.

INSTRUCCIONES PARA LA CORRECTA RECOGIDA DE FROTIS RECTAL PARA

LA DETERMINACION DE ENTEROBACTERIAS PRODUCTORAS DE BLEE

A. Material necesario:
a. Guantes de goma

b. Torunda facilitada para dicho uso

B. Obtencion de la muestra
a. Se introducird a través del esfinter anal. Para que la muestra sea

valida, ésta debe salir manchada con heces.

C. Conservacion
a. Si no se entrega inmediatamente, debe hacerse en el plazo de 24
horas, manteniendo mientras tanto la muestra refrigerada a 4°C

(refrigerador domestico).
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Anexo 4. Encuesta de seguimiento.

ESTUDIO NEOBLEE

- NOMBRE MADRE:

- NOMBRE NINO:

- Edad: 3m  6m 9m 12m

- Peso: Kg.

- Talla: cm.

- PC: cm.

- Estancia en otro pais desde la Jdltima visita. SI / NO.

- Cambio de domicilio desde la ultima visita. SI/NO

- Ndmero de convivientes en domicilio: 1-2-3-4-5-6-7-8-9

- Nuevo conviviente en el domicilio desde la ultima visita. SI/NO

- Ndmero de cuartos de bafio: 1-2-3-4

- Ndmero de dormitorios: 1 -2-3-4-5-6

- Nivel socioeconémico: bajo — medio — medio/alto - alto

- Presencia de animales en domicilio. SI/NO

- Cuantas veces ha realizado la comida principal fuera de casa en el ultimo
mes: * Menos de 7 veces *Entre7y15veces *Mas de 15 veces

- Lamadre cuida alguna persona enferma: SI/ NO. Sonda: SI / NO

- Cuidador del nifio diferente a la madre y/o padre: SI / NO.

- Abuelo en residencia o las frecuenta: SI / NO
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Lactancia materna: SI / NO

Esterilizacion de biberones: SI/NO

Si procede, el puré de verduras y/o fruta es casero: SI/ NO/ A VECES

Acude a guarderia: SI/ NO. Puré: catering / casero / canasto / no comedor.

Patologia de base:
Tratamiento de mantenimiento:

Enfermedades desde la Ultima visita:

Ingresos hospitalarios desde la ultima visita:

Tratamiento antibidtico desde la Ultima visita:

Muestra

MADRE

SI/NO

SI/NO

SI/NO

SI/NO

SI/NO

NINO
SI/NO
SI/NO
SI/NO
SI/NO

SI/NO
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